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ÖZET 

Demirci, S. (2016). Difenhidramin Ve Lidokainin Gaz Kromatografisi-Kütle 

Spektrometresi Yöntemi İle Farmasötik Preparatlardan Yan Yana Analizi. İstanbul 

Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Analitik Kimya  ABD. Yüksek Lisans Tezi. 

İstanbul.  

Bu tez çalışmasında , difenhidramin ve lidokainin farmasötik preparatlardan yan yana 

analizi için basit ve seçici yeni bir GC-MS yöntemi geliştirilmiş ve valide edilmiştir. 

Geliştirilen bu yöntemde TRB-5MS (30mx0.25mmx0.25µm) kapiler GC kolununda, 

sabit  ısı kullanılmasıyla iki ilaç maddesinin birbirinden ayrılması sağlanmıştır. 

Analizlerde hem SIM (seçilmiş iyon izleme) hem de TIC (toplam iyon kromatogramı) 

modları kullanılarak maddeler takip edilmiştir. Takip edilecek referans iyonlar (m/z); 

bağıl bolluğu en fazla olacak şekilde DFN için 73,58 ; LDN için 86,58 olarak  

seçilmiştir. Maddelerin doğrusallık aralığı DFN için 0,5-3 µg/mL ; LDN için 0,75-5,25 

µg/mL olarak bulunmuştur. Gözlenebilme ve tayin sınırları DFN için 0,012 ve 0,039 

µg/mL ; LDN için 0,017 ve 0,056 µg/mL’dir. Geliştirilen bu yöntem iki ilaç maddesini 

içeren farmasötik preaparata uygulandı. 
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ABSTRACT 

Demirci, S. (2016). Simultaneous Determination of Diphenhydramine and Lidocaine in 

Pharmaceutical Formulations by Gas Chromatography-Mass Spectrometry Method. 

İstanbul University, Institute of Health Science, Department of Analytical Chemistry. 

Master Thesis. İstanbul.   

In this study, a new simple and selective GC-MS method has been developed and 

validated for the simultaneous determination of diphenhydramine and lidocaine in 

pharmaceutical preparations. For the chromatographic seperation,  TRB-5 MS capillary 

GC column (30mx0,25mmx0,25µm i.d.) with a constant heat were used in this 

procedure. In the analysis, both SIM and TIC modes were used for the following of 

reference ions of the drugs. As reference ions 58,73 were selected for diphenhydramine 

and 86,58 were selected for lidocaine. The linearity ranges were found between 0,5-

3µg/mL for diphenhydramine and 0,75-5,25µg/mL for lidocaine. The limits of detection 

and quantification were found as 0,012 and 0,039µg/mL for diphenhydramine and 

0,017-0,056µg/mL for lidocaine. The developed method was succesfully applied to the 

pharmaceutical preparations. 

 

 

 

 

 

 

 

Key Words: Diphenhydramine, Lidocaine, Gas Chromatography-Mass Spectrometry, 

Validation, Pharmaceutical preparation. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Alerji bağışıklık sisteminin doğada bulunan zararsız bir maddeye reaksiyon 

göstermesiyle oluşur. Bu tür reaksiyonlara sebep olan maddelere alerjen denir. Alerji 

tedavisi; bilinen alerjenlerden kaçınmayı, bağışıklık sistemini genel olarak modifiye 

eden steroidleri, semptomları azaltan antihistaminikler ve dekonjestanlar gibi ilaçları 

içerir [1]. Antihistaminik terimi genel olarak H1 reseptör antagonistleri ve H1 

antihistaminikleri olarak da bilinen H1 antagonistlerini ifade eder [2].  Çalışmamızın 

temelini oluşturan difenhidramin; birinci kuşak antihistaminiklerden biridir ve yeni nesil 

antihistaminik ilaçlara oranla daha kuvvetli bir etkiye sahiptir [3-5]. Lidokain ise 

kuvvetli bir lokal anestezik ve antiaritmiktir. Yanma, kaşıntı ve deri iltihaplarından 

kaynaklanan acıyı rahatlatmak için kullanılır [6]. Analizi yapılacak formülasyon 

difenhidramin ve lidokain kombinasyonunu içermektedir.  

Biz bu çalışmamızda alerji tedavisinde kombine olarak kullanılan difenhidramin 

ve lidokainin yan yana analizleri içinbir çalışma yapmayı amaçladık. Bu iki maddenin 

analizleri incelendiğinde iki ilaç maddesinin losyon formülasyonunda yan yana tayinine 

rastlanmamıştır. Bu yüksek lisans tezinde iki ilaç maddesinin farmasötik preparatlardan 

yan yana analizi için basit, seçici ve hassas bir Gaz kromatografisi- kütle spektrometrik 

(GC-MS) yöntem geliştirilmesi amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Difenhidramin Hidroklorür 

2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Özellikleri 

  

Şekil 2-1: Difenhidramin Hidroklorürün Molekül Formülü 

Difenhidramin hidroklorürün (DFN); kimyasal adı 2-(difenilmetoksi)-N,N-

dimetiletanamin hidroklorür olup kapalı formülü C17H21NO.HCl’dir. Molekül ağırlığı, 

291.816g/mol’dür [7]. Beyaz, kokusuz kristal yapıda tozdur. Suda çok alkolde de 

serbestçe çözünür. Erime sıcaklığı 168-172oC arasındadır [8]. Biyoyararlanımı %40-

%60 arasındadır ve plazmadaki konsantrasyonu uygulamadan 2-3 saat sonra en yüksek 

seviyesine ulaşır [9].Yarılanma ömrü çocuklarda 8 saat, yetişkinlerde 9-12 saat, daha 

yaşlılarda 17 saattir [10]. Maddenin 200-400nm dalga boyu aralığındaki UV spektrumu 

şekil 2-2’de gösterilmiştir. 
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Şekil 2-2: Difenhidramin Hidroklorürün 12µg/mL konsantrasyonda metanolde 

hazırlanmış çözeltisinin 200-400 nm aralığındaki UV spektrumu 

Difenhidramin hidroklorürün infrared (IR) spektrumu Şekil 2-3’te gösterilmiştir [11]. 

 

Şekil 2-3: Difenhidramin Hidroklorürün İnfrared Spektrumu 

 

Difenhidramin hidroklorürün infrared bant kaymaları Tablo 2-1’de gösterilmiştir [11]. 
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Tablo 2-1: Difenhidramin Hidroklorürün İnfrared bant kaymaları 

Frekans aralığı (cmˉ¹) Grup 

3000-3100 Aromatik CH gerilmesi 

2400-2700 -N(CH 3 ) 2 .HCl 

1600,1587,1498,1460 Aromatik halka titreşimleri 

1472 CH 2 bükülmesi 

1384 CH 3 bükülmesi 

1119 C-O-C gerilmesi 

717,760 C-H (mono sübstite fenil) 

 

2.1.2. Farmakolojisi 

Histamin, bazı alerjik belirtilerde, gastrik salgılamada ve uyanıklığın 

düzenlenmesinde rol oynayan endojen bir mediyatördür. Doğada bazı bitkilerde (Ergol 

alkaloidleri, Claviceps purpurea, ısırgan otu vb.) yaygın olarak buluan histamin, insan 

organizmasında da çok sayıda dokuda (cilt, karaciğer, akciğer, sindirim kanalı, bazofilik 

lökositler, hipotalamus vb.) lokal hormon ya da ortakoid madde olarak rol oynar. 

Histamin (β-imidazol etilamin), 1907 yılında Dale tarafında sentez edilmiştir. 

Histamin L-histidin dekarboksilaz enzimi aracılığı ile L-histidin’den elde edilir. Lokal 

iritan maddeler bu enzimi aktive ederler. L-histidin dekarboksilaz enzimi çok sayıda 

bakteride de bulunmaktadır. Histamin oksidatif dezaminasyon ve metilasyonla 

degradasyona uğrar. Histaminin imidazol halkası üzerindeki bazı değişiklikler, bileşiğin 

H1 ve H2 selektivitesini önemli ölçüde değiştirebilmektedir. Histaminin organizmada 

depolandığı başlıca yer mast hücrelerindir. 
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 H1 antihistaminikler, düşük konsantrasyonda H1 reseptörlerinde histaminin 

etkilerini, özellikle vazodilatör ve ödemlere neden olan kapiler geçirgenlik artışını 

reversibl ve kompetitif bir şekilde bloke eden ilaçlardır. Bu ilaçlar selektif olarak H1 

reseptörlerini bloke ederler ve yüksek dozlarda uyarılabilir hücreleri deprese ederek 

lokal anestezi trankilizan tipi sedasyon ve antropinik etkiler oluşturabilirler. Tüm H1 

antihistaminikler sindirim kanalından iyi absorbe olurlar ve etkileri 1 saat kadar sonra 

ortaya çıkar ve 6 saat kadar devam eder. Klasik antihistaminikler kimsayasal yapılarına 

göre başlıca altı gruba ayrılırlar. Etanolamin türevleri, etilendiamin türevleri, 

akrilalkilamin türevleri, piperazin türevleri, fenotiazinler ve piperidin türevleri olarak 

sınıflandırılırlar [12]. 

Difenhidramin; alerjik semptomları, kaşıntı,uykusuzluk, soğuk algınlığı, yol 

tutması ve ekstrapiramidal semptomları da içeren çok sayıdaki durumun tedavisinde 

kullanılan birinci kuşak bir antihistaminiktir [13,4] ve yeni jenerasyon 

antihistaminiklerden önemli ölçüde kuvvetlidir [5]. Etanolamin sınıfı antihistaminerjik 

ajanlardan biri olan difenhidramin, histamin (H1) reseptörünün ters antagonistidir. 

Histaminin etkisini terse çevirerek alerjik semptomların şiddetini azaltır [14]. 

Klinik olarak H1 antagonistleri genellikle alerjik reaksiyonları tedavi etmek için 

kullanılır. Sedatif etki ise genel bir yan etkisidir ve difenhidramin veya doksilamin gibi 

H1 antagonistleri uykusuzluk tedavisinde de kullanılır. Difenhidramin aynı zamanda, 

lokal anestezik etkisine sebep olan  hücre içi sodyum kanal bloklayıcısı gibi davranır 

[15].  

Distoni sık sık tekrarlana hareketlere ve anormal postürlere sebep olan, sürekli 

kas kasılmalarıyla tanımlanan istenmeyen bir hareket bozukluğudur [16]. Difenhidramin 

akut distoni reaksiyonlarının tedavisinde standart bir terapi olarak düşünülmüştür ve 

diğer distoni tedavilerinde de çoklu terapinin bir parçası olarak kullanılmaktadır 

[17,18]. Difenhidraminin antihistamin gibi hareket ettiği bilinmesine rağmen, ilacın 

distoniyi hafifletme becerisi histamin üzerindeki etkisine bağlanmamıştır. 

Difenhidramin zayıf antikolinerjik ve sedatif özelliklere sahiptir [19] ve genel olarak bu 

mekanizmaların ilacın antidistonik ile ilişkili olduğu farzedilmektedir. Ancak kesin 

mekanizma hala net değildir çünkü ilacın bazı vakalarda  idiopatik distoni tedavisinde 

başarıyla kullanılmasına rağmen daha kuvvetli ve spesifik antikolinerjikler ve sedatifler 

limitli başarıya ulaşmıştır [20]. 
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2.1.3. Analiz Yöntemleri 

2.1.3.1. Spektroskopik Yöntemler ile Analizleri 

Khalil DFN’nin tayininde, atomik emisyon spektrometresine dayanan bir 

yöntem geliştirmiştir. Bu çalışmada konsantrasyon aralığı 2,72-75,85 µg/mL olarak 

belirlenmiştir [21]. 

            El Ries ve arkadaşları DFN in aralarında bulunduğu ilaç maddelerinin 

farmasötik preparatlardan  analizinde atomik absorpsiyon spektrometresi yöntemi 

geliştirmişlerdir. Tetra iyodo merkürat(II) ile ilaç maddelerinin çöktürülmesi işlemine 

dayalı bu yöntemde DFN için optimum konsantrasyon aralığı 5,6-58 µg/ml olarak 

bulunmuştur [22]. 

Yu ve arkadaşları yaptıkları çalışmada DFN HCl tayini için akış enjeksiyonlu 

kemilüminesans yöntemi geliştirmişlerdir. Bu yöntemde konsantrasyon aralığını 1.0-

100 µg/mL olarak bulmuşlardır [23]. 

            Zhao ve arkadaşları DFN nin bileşik farmasötiklerden tayini için akış 

enjeksiyonlu elektrokemilüminesans yöntemi geliştirmişlerdir. Bu yöntemde 

kalibrasyon eğrisinin DFN nin 2.0-40.0 µg/L değerleri arasında lineer olduğu 

gözlenmiştir. Dedeksiyon limiti 1.2 µg/L olarak bulunmuştur [24]. 

Elshahat ve arkadaşları DFN HCL nin aralarında bulunduğu bazı alkaloidlerin 

farmasötik preparatlardan tayini için reineckate ile komplekslerini oluştururarak 

spektrofotometrik bir yöntem geliştirmişlerdir. Bu kompleksler hazırlandıktan sonra 

nitrobenzen ile ekstre edilmiştir [25].              

Basavaiah ve arkadaşları DFN HCl nin aralarında olduğu dört antihistaminik 

ilacın tayininde titrimetrik ve spektrofotometrik yöntemler geliştirmişlerdir. Titrimetrik 

yöntemde civa(II)nitrat ile klorürlerin tayininde difenilkarbazon-bromtimol mavisi 

indikatör olarak kullanılmıştır. Spektrofotometrik yöntemde ise civa (II)-

difenilkarbazon kompleksinin değişik miktarları ilaç maddelerine eklenmiş ve azalan 

absorbans değerleri ölçülmüştür [26]. 
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Goicoechea ve arkadaşları difenhidraminin aralarında bulunduğu dört farklı 

maddenin nasal solüsyonlardan aynı anda  tayini için kemometri ile spektrofotometrik 

bir yöntem geliştirmiştir [27]. 

Tripparat ve arkadaşları DFN HCl in farmasötik preparatlardan analizi için akış 

enjeksiyonlu spektrofotometrik bir yöntem geliştirmişlerdir. Bu yöntem ilaç maddesinin 

pH:3 te bromkrezol yeşili ile iyon çifti oluşturmasına dayanır [28]. 

Hassan ve arkadaşları difenhidraminin de aralarında bulunduğu bazı histamin 

H1-antagonistlerinin farmasötik preparatlardan tayininde iki hızlı, basit ve hassas 

spektrofotometrik yöntem geliştirmişlerdir. İlk yöntemde, molybdenum (V) tiyosiyanat 

ile ilacın iyon çifti kompleksi oluşturulmuş ekstraksiyon metilen klorürle yapılmış, 

oluşan turuncu-kırmızı renkli iyon çifti 470 nm’de kolorimetrik olarak tayin edilmiştir. 

İkinci yöntemde belirteç olarak alizarin kırmızısı S reaktifi kullanılmış, ekstraksiyon 

işlemi ise kloroform ile yapılmıştır. Absorbansları  425-426 nm’de ölçülmüştür. İlk 

yöntem için gözlenebilme sınırı (LOD) ve tayin sınırı (LOQ)  0,034 ve 0,113 µg/mL , 

ikinci yöntem için LOD ve LOQ 0,032-0,107 µg/mL bulunmuştur [29]. 

           Ulu ve arkadaşları difenhidraminin şuruptan tayini için geliştirdikleri 

spektrofotometrik yöntemde 2,3-dikloro-5,6-disiyano-p-benzoquinon (DDQ) ile ilaç 

arasında yük transfer kompleksi oluşturmuşlardır. Oluşan koyu kırmızı renkli 

kompleksin absorbansı 460 nm’de ölçülmüştür. LOD ve LOQ 2,09 ve 6,27 µg/mL 

olarak bulunmuştur [30].  

         El-Didamony ve arkadaşları biyolojik sıvılarda ve farmasötik preparatlarda 

difenhidraminin tayini için iyon çifti oluşturarak spektrofotometrik bir yöntem 

geliştirmişlerdir. Bu yöntemde, DFN ile patent mavisi, erikrom siyahı T, metil oranj, 

bromkrezol moru arasında iyon çifti oluşturulup dikolorometan ile ekstraksiyon 

yapılmış ve absorbansları sırayla 632, 514, 428 ve 414 nm’de ölçülmüştür [31].  

            Tabletlerden DFN nin içinde bulunduğu bir grup maddenin tayini için Souri ve 

arkadaşlarının geliştirdiği hızlı türev spektrofotometrik yöntemde DFN 226 nm’de 

ölçülmüştür. Geliştirilen yöntemin DFN için 0.5-5 µg/mL aralığında doğrusal olduğu 

bulunmuştur [32]. 

Calatayud ve arkadaşları DFN’nin tayini için fluorometrik bir yöntem 

geliştirmişlerdir. Bu yöntemde akış enjeksiyonu kullanılmıştır. Bu yöntemde DFN nin 
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sulu çözeltisi , seyreltik sülfirik asit içindeki Ce(IV) içeren  taşıyıcı-reaktif akışa enjekte 

edilmiştir ve oluşan Ce(III) ün fluoresans yoğunlu izlenmiştir [33]. 

2.1.3.2. Kromatografik Yöntemler ile Analizleri 

Muller ve arkadaşları ve Dİ Gregorio ve arkadaşları DFN’nin farmasötik 

preparatlarda tayini için yüksek performanslı ince tabaka kromatografisi (HPTLC) 

yöntemi ile analizini gerçekleştirmişlerdir [34,35]. 

Okamoto ve arkadaşlarının merhemden yaptığı çalışmada DFN’nin içinde 

bulunduğu yedi aktif maddenin yan yana analizi için hidrofobik etkileşim elektrokinetic 

kromatografi yöntemi geliştirilmiştir. Geliştirilen bu yöntemde sıvı-sıvı ekstraksiyonu 

yapılmış, DFN için LOD ve LOQ değerleri 5ve 18 µg/mL olarak bulunmuştur [36].  

            Yoo ve arkadaşları biyolojik sıvılardan DFN’nin tayini için azot fosfor 

dedeksiyonlu kapiler gaz kromatografisi yöntemi geliştirmişlerdir [37]. 

Raj ve arkadaşları DFN ve psödoefedrinin gaz kromatografisi ile tayini için 

geliştirdikleri yöntemde %10 OV 1 kolon (2.5m, 2mm id) ve taşıyıcı gaz olarak azot 

gazını 30ml/dk akış hızıyla kullanmışlardır. DFN için LOD ve LOQ değerleri 0,4 ve 1,5 

mg/mL, geri kazanım ise %98,19 olarak bulunmuştur [38]. 

           Hasegawa ve arkadaşları on antihistaminik ilacın insan plazmasından tayini katı 

faz ekstraksiyonu ile birlikte GC-MS yöntemi kullanmışlardır. DFN’nin aralarında 

bulunduğu ilaç maddelerinin geri kazanımları %73,8-105, gözlenebilme sınırları 0,02-

5,0 ng/mL olarak bulunmuştur [39]. 

Pujadas ve arkadaşları içinde DFN nin de bulunduğu bir grup psikoaktif ilaçların 

tayini için katı faz ekstraksiyonunu takip eden bir GC-MS yöntemi geliştirmişlerdir. 

Geliştirilen bu yöntemde kromatografik ayırma için metilsilikon kapiler kolon 

kullanılmış, maddeler N-Metil-N-(trimetilsilil)trifloroasetamid ile türevlendirilmiş ve 

seçilmiş iyon izleme modunda izlenmiştir [40]. 

           Foltz ve arkadaşları  marketlerden alınmış yenilebilir balıklarda yaptıkları 

çalışmada antimikrobiyel ajanlarla birlikte DFN’nin aralarında bulunduğu 

antihistaminikleri tayin etmek için gaz kromatografisi-kütle spektrometresi (GC-MS) 

yöntemi geliştirmişlerdir. Ayırmalar, VF-5ms (30mx0,25 mm id) kapiler kolonda ve 

taşıyıcı gaz olarak helyum kullanılarak 1,2mL/dk akış hızında gerçekleştirilmiştir [41]. 
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Barbas ve arkadaşları difenhidramin ile birlikte iki maddenin analizi için yüksek 

performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) ve Ultraviyole (UV) dedeksiyona dayanarak 

yöntemde dalga boyu 229 nm olarak belirlenmiştir. Ayırmalar, C18 kolon (25x0.46cm) 

ve mobil faz olarak asetonitril-(0,01 M H3PO4-trietilamin, pH:2,8) karışımı (22:78, h/h) 

kullanımıyla, 1mL/dk akış hızında gerçekleştirilmiştir. Kolon fırın sıcaklığı 40°C’ye 

ayarlanmıştır [42]. 

Lau ve arkadaşlarının öksürük şuruplarında yaptıkları bir çalışmada, 

difenhidramin hidroklorürün de içinde bulunduğu sekiz aktif içeriğin analizini HPLC 

yöntemi ile  konduktometrik dedektör kullanarak gerçekleştirmişlerdir. Geliştirilen bu 

yöntemde, ayrılmalar CN kolonda (250x4.6mm), mobil faz olarak su (1mM HClO4 

içeren)-asetonitril-etanol (38:60:2) karışımı kullanılarak, 1mL/dk akış hızında kolon 

sıcaklığı 30°C olarak gerçekleştirilmiştir [43]. 

Dönmez ve arkadaşları şuruplarda yaptıkları çalışmada, difenhidramin 

hidroklorür ve üç farklı ilaç maddesinin analizinde diyot sıralı dedeksiyona (DAD) 

dayanan bir HPLC yöntemi geliştirmişlerdir. Geliştirilen yöntemde mobil faz olarak su-

asetonitril (60:40,h/h) karışımı ve C18 kolon (150x4.6mm) kullanılmıştır [44]. 

            Ali ve arkadaşlarının soğuk algınlığı şuruplarında DFN ve diğer maddelerin yan 

yana tayini için geliştirdikleri yöntemde hidrofilik etkileşimli sıvı kromatografisi 

(HILIC) yöntemini kullanmışlardır. Analizler UV dedektörde DFN için 254 nm dalga 

boyunda tayin yapmışlardır. Geliştirilen yöntemde mobil faz olarak metanol-su (6.0g 

amonyum asetat ve 1 litrede 10 ml trietil amin içeren sulu çözelti, pH sı ortofosforik asit 

ile 5.2 ye ayarlanmış) (95:5,h/h) ve 1,2ml/dk akış hızı kullanılmıştır [45]. 

            El-Gindy ve arkadaşları difenhidramin hidroklorürün aralarında bulunduğu altı 

ilaç maddesinin ve tayini için kemometri yardımlı HPLC yöntemi geliştirmişlerdir. Bu 

yöntemde UV dedeksiyon ile 222 nm’de maksimum absorbans ölçülmüştür. Geliştirilen 

bu yöntemde C18 kolon, mobil faz 25mM KH2PO4 (fosforik asit ile pH:3,2)-asetonitril 

(60:40,h/h), akış hızı ise 2mL/dk’dır [46]. 

Wang ve arkadaşları av köpeği plazmasında difenhidramin tayini ve validasyonu 

için yüksek performanslı sıvı kromatografisi-tandem kütle spektrometrik (HPLC-TMS) 

yöntem geliştirmişlerdir. Bu yöntemde  C18 kolon (100x3.0,3.5µm),mobil faz olarak 

metanol-su-formik asit (65:35:0.5,h/h) karışımı kullanılmış, akış hızı 0,2 ml/dk , kolon 

sıcaklığı 30 °C ye ayarlanmıştır [47].  
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             Gergov ve arkadaşları kan örneklerinde 18 antihistaminik ilacın yan yana 

görüntülenmesi ve tayini için HPLC-TMS yöntemi geliştirmişlerdir. Geliştirlen 

yöntemde ilk ekstraksiyonla bazik antihistaminler ikinci ekstraksiyonlarla asidik 

antihistaminler ayrılmıştır. Bazik ilaçlarda geri kazanım % 43-113, asidik ilaçlarda 

%23-66 arasında bulunmuştur. Ayrılmalar ters faz C18 (100x2.1,4µm) kolonda 

asetonitril-amonyum asetat (pH:3,2) mobil fazı kullanılarak yapılmıştır [48]. 

              Martinez-Algaba ve arkadaşları farmasötik preparatlardan antihistaminlerin 

tayininde miseller sıvı kromatografik yöntem kullanmışlardır. Bu yöntemde akış hızı 

1mL/dk, durgun faz C18 (250x4.6,5µm)’dir. Organik mobil faz olarak 1-propanol veya 

1-bütanol kullanılmış misel olarak setiltrimetil amonyum bromür (CTAB) 

kullanılmıştır. Ölçmeler 225 nm UV dedeksiyonla yapılmış, LOQ değeri 1µg/mL’ nin 

altında bulunmuştur [49]. 

 Tanaue ve arkadaşları organlardan ve dokulardan ilaç maddelerinin ve kişisel 

bakım ürünlerinin kalıntılarının analizi için HPLC-TMS yöntemi kullanmışlardır. Bu 

yöntemde C18 kolon (100x2.1,2.7µm), 0,25ml/dk akış hızı, 40°C kolon sıcaklığında, 

mobil faz olarak %0,1 lik sulu asetik asit çözeltisi (faz A) ve %0,1 lik asetik asit 

(metanol/asetonitril, 1:1,h/h) dereceli elusyonu kullanılmıştır. DFN için LOD değerleri; 

balık ve kuş örnekleri için 0,011-0,25 ng/g, LOQ değerleri ise 0,028-0,48 ng/g arasında 

bulunmuştur [50]. 

Mahato ve arkadaşlarının öksürük şuruplarında yaptıkları bir çalışmada 

klorfeniramin ve DFN nin yan yana tayini için iyon çifti ters faz HPLC yöntemi 

geliştirilmiştir. Geliştirilen bu yöntemde kromatografik ayrılma 254 nm UV 

dedeksiyonla, C18 kolonda 2mL/dk akış hızında gerçekleştirilmiştir [51]. 

Selinger ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada DFN in insan plazmasından tayini 

için 205 nm’de, C18 kolonda 1.8ml/dk akış hızı ve mobil faz olarak asetonitril ve 

sodyum fosfat monobazik karışımı kullanılmıştır [52]. 

          Qi ve arkadaşlarının DFN ile dört aktif maddenin tayini için geliştirdikleri sıvı 

kromatografik yöntemde, CN kolon, mobil faz olarak 3mM iyon çifti çözeltisi , %2 lik 

sulu trietilamin çözeltisi ve 2M fosforik asit (68:48:88) (v:v) karışımının kullanımıyla 
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ayrılmalar gerçekleştirilmiştir. Maddeler 215 nm’de dedekte edilmiştir. Konsantrasyon 

aralığı 5,0-30,0 µg/mL olarak bulunmuştur [53]. 

          Kumar ve arkadaşları DFN ile diğer maddelerin koyun plazması ve idrar 

örneklerinden aynı anda tayini için LC-MS/MS yöntemi geliştirmişlerdir. Bu çalışmada 

konsantrasyon aralığı 0,4-100,0 ng/mL ve 0,2-250,0 ng/mL  olarak bulunmuştur [54]. 

           Ye ve arkadaşları DFN içeren bir karışımdan yaptıkları tayin için geliştirdikleri 

HPLC yönteminde %0.9 sodyum klorür içindeki karışımın enjeksiyonunu yapmıştır. 

Yapılan bu çalışmada ayrılmalar ODS 1 kolon, mobil faz olarak pH 4.5 0.1M fosfat 

tamponu:asetonitril (60:40) karışımı 1.2mL/dk akış hızında gerçekleştirilmiştir [55]. 

           Park ve arkadaşları domuz eti, süt ve yumurtadan on farklı veteriner ilacının 

kalıntılarının analizinde DFN ile birlikte diğer maddelerin tayini için geliştirdikleri LC-

MS yönteminde LOQ değerleri 0.5-10 ng/g olarak bulunmuştur [56]. 

           Bayen ve arkadaşlarının doku örneklerinden farmasötik maddelerin tayini için 

geliştirdikleri LC-MS/MS yönteminde DFN için dedeksiyon limitleri ˂1.31ng/g olarak 

bulunmuştur [57]. 

Ge ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada DFN’nin ve ibuprofenin ağızda 

çözünebilen tabletlerden aynı anda tayininde HPLC yöntemi geliştirmişlerdir. Yöntem, 

C18 kolonda, %0.2 trietilamin ve %0.2 glasiyel asetikasit içeren 0.05mol/L potasyum 

dihidrojen fosfat tamponu  ve MeCN (54:46,v:v) mobil fazının 1.0mL/dk akış hızı 

kullanılarak yapılmıştır. 263nm’de dedekte edilen maddelerden DFN için 7.5-120 

µg/mL aralığının lineer olduğu bulunmuştur [58]. 

           Ma ve arkadaşları tavşan plazmasından DFN’nin tayini için hassas ve seçici bir 

LC-MS/MS yöntemi geliştirmişlerdir. MeCN ile proteinlerin çöktürülmesinden sonra 

kromatografik ayırma C18 kolonda , MeCN ile %0.1 lik formik asit içeren mobil fazının 

dereceli elusyonu ile yapılmıştır. Uygulama pozitif iyon modunda elektrospray 

iyonizasyon ve çoklu reaksiyon izleme modu kullanılarak yapılmıştır [59]. 

           Waltersthompson ve arkadaşları tavşan tam kan örneklerinde DFN tayini için 

HPLC/GC-MS yöntemi geliştirmişlerdir. Bu yöntemde sıvı-sıvı ekstraksiyonu yapılmış 

ve UV absorbansı 258 nm de gözlenmiştir [60]. 

            Yuan ve arkadaşları DFN in sıvı ve katı ilaçlardan tayini için ters faz HPLC 

yöntemi geliştirmişlerdir. Bu yöntemde C8 fazlı kolon ile MeCN:0.005M 
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hekzansülfonik asit:asetik asit (70/30/1,v/v) mobil fazı kullanılmıştır. Yöntemin 200 

µg/mL ye kadar doğrusal olduğu gözlenmiştir [61]. 

           Concheiro ve arkadaşları oral sıvılardan yaptıkları DFN nin aralarında olduğu 

bazı ilaç maddelerinin tayini için LC-MS/MS yöntemi geliştirmişlerdir. Yöntemin 1-5 

µg/L ve 100-200 µg/L arasında lineer olduğu gözlenmiştir [62].  

2.1.3.3. Kapiler Elektroforez Yöntemi ile Analizleri 

Dong ve arkadaşları soğuk algınlığı ilaçlarında yaptıkları çalışmada DFN ve 

diğer maddelerin tayini için basit ve hızlı bir susuz kapiler elektroforez (NACE) 

yöntemi geliştirmişlerdir. Geliştirdikleri bu yöntemde 25 kV voltaj altında, kapiler 

sıcaklığı 25°C olan silika dolgulu kapiler kolon (47cmx75µm i.d.) ve tampon olarak 

%10 asetonitril içeren 40mM amonyum asetat (h/h) kullanılmıştır. DFN için 

gözlenebilme sınırı 0,66 mg/L olarak bulunmuştur [63]. 

Nasal solüsyonlarda yapılan bir başka çalışmada ise Marchesini ve arkadaşları 

DFN , nafazolin ve fenilefrinin tayini için kapiller zon elektroforez (CZE) yöntemini 

kullanmışlardır. Bu yöntemde 17,7 kV voltaj altında silika kapiler kolon (70cmx75µm 

i.d.) ve pH:3,72 olan fosfat tamponu kullanılmıştır. DFN için LOD ve LOQ değerleri 

sırasıyla 4,5 ve 14,9 mg/L olarak bulunmuştur [64]. 

Gomez ve arkadaşları şuruplardan yaptıkları tayin için CE yöntemini 

kullanmışlardır. Bu çalışma, fused silika kapiler ile sodyum dihidrojenfosfat 

(10mM,pH:5) tamponu kullanılarak, 25°C de, 30kV voltaj altında, UV dedektörle 

214nm  dalgaboyunda yapılmıştır. LOD ve LOQ değerleri sırasıyla 5,5 ve 18,30 µg/mL 

olarak bulunmuştur [65]. 

Liu ve arkadaşlarının tavşan plazma ve idrar örneklerinde geliştirdikleri tris 

(2,2´-bipiridil) rutenyum (II) kemilüminesans dedeksiyonlu kapiler elektroforez 

yönteminde LOD 5,3 ng/mL bulunmuştur [66]. 

Bir grup antihistaminik ilacın serum ve farmsötik preparatlardan tayininde 

Rambla-Alegre ve arkadaşları UV dedeksiyonlu kapiler elektroforez yöntemi 

geliştirmişlerdir. Geliştirdikleri bu yöntem fosfat tamponu (20mM, pH:2), 5kV voltaj 

altında, UV dedektörle 214 nm dalgaboyunda yapılmıştır. DFN için LOD ve LOQ 

değerleri 8 ve 27 ng/L olarak bulunmuştur [67].  
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Gomez ve arkadaşları soğuk algınlığı ve öksürük şuruplarında yaptıkları 

çalışmada basit ve hızlı bir kapiler elektroforez yöntemi geliştirmişlerdir. Bu yöntem 

fused silika kapiler 25°C sıcaklıkta, sodyum tetraborat (20mM,pH:8.5) tamponu, 205 ve 

250 nm dalga boyunda gerçekleştirilmiştir. DFN için LOD ve LOQ değerleri 0,71±0,09 

ve 2,23±0,7 µg/mL olarak bulunmuştur [68]. 

            Li ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada köpek plazmasından alınan örneklerde 

DFN ve diğer bir maddenin tayini için sıvı-sıvı ekstraksiyonunu takip eden kapiler zone 

elektroforez yöntemi geliştirmişlerdir [69]. 

2.1.3.4. Elektrometrik Yöntemler ile Analizleri 

Youssef ve arkadaşları DFN’nin aralarında bulunduğu bazı antihistaminiklerin 

farmasötik formülasyonlardan tayini için kondüktometrik bir yöntem geliştirmiştir. 

Yöntem maddelerin fosfotungestik, fosfomonolibdik ve silikomonolibdik asit ile 

titrasyonlarına dayanmaktadır [70]. 

DFN’nin farmasötik preparatlardan ve biyolojik sıvılardan tayini için Frag ve 

arkadaşları potansiyometrik bir yöntem geliştirmişlerdir. Bu yöntemde konsantrasyon 

aralığı 1,0x10-2-1,0x10-6 mol/L, LOD ise 9,7x10-7-9,8x10-7 mol/L olarak bulunmuştur 

[71]. 
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2.2. Lidokain Hidroklorür 

2.2.1. Fiziksel ve Kimyasal Özellikleri 

 

Şekil 2-4: Lidokain hidroklorürün molekül formülü 

Lidokain hidroklorürün (LDN) kimyasal adı; 2-(dietilamino)-N-(2,6-

dimetilfenil) asetamid hidroklorür olup kapalı formülü C14H23ClN2O.HCl’dir. Molekül 

ağırlığı 270.79822g/mol’dür [72]. Beyaza yakın veya beyaz renkte, kristal toz 

şeklindedir. Suda iyi çözünür, etanolde serbestçe çözünür. Erime noktası 80-82 °C’dir 

[73]. 

Maddenin 200-400 nm dalga boyu aralığındaki UV spektrumu Şekil 3.2’de 

gösterilmiştir. 

 

Şekil 2-5: Lidokain Hidroklorürün 18µg/mL konsantrasyonda metanolde hazırlanmış 

çözeltisinin 200-400 nm aralığındaki UV spektrumu 

Lidokain hidroklorürün infrared spektrumu Şekil 2-7’de gösterilmiştir [11]. 
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Şekil 2-6: Lidokain Hidroklorürün İnfrared Spektrumu 

 

Lidokain hidroklorürün infrared bant kaymaları Tablo 2-2’de gösterilmiştir [11]. 

 

 

 

Tablo 2-2: Lidokain Hidroklorürün İnfrared bant kaymaları 

Grup  Frekans aralığı (cmˉ¹) 

N-H gerilmesi 3180 

C-H gerilmesi 2978 

Amid I, C=O 1682 

Amid II, C-N 1525 

Parmak izi bölgesi 949,978 
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2.2.2. Farmakolojisi 

Lidokain yaygın olarak kullanılan bir antiaritmik ve lokal anesteziktir. 

Antiaritmik ilaç sınıflandırılmaasında 1b grubunda yer alır. Parenteral yoldan etkin bir 

antiaritmik olarak aktivite gösterir ve yaşamı tehdit eden akut ventriküler aritmilere 

karşı ilk sıra ilaç durumundadır [74]. 

Lokal anestezikler enjekte edildikleri sinir ya da sinirlerin iletimini bloke ederek 

bunların inervasyon alanı içine giren bölgede ağrıya karşı duyarlığı azaltan ilaçlardır. 

Lokal anastezikler Na+  iyonlarına membraner geçirgenliği azaltarak sinir liflerinde 

depolarizasyon ve aksonal iletiyi bloke ederler. Lokal anestezikler sodyum kanallarının 

membranın dış yüzeyindeki intraselüler taraftaki iç girişi bloke ederler. Bu nedenle 

etkilerini oluşturmak için kesinlikle hücre içine girmiş olmaları gerekmektedir.          

Lokal ansteziklerin aktivite gösterebilmeleri için hücre içine girmek zorunda olmaları, 

hücrelerin dış yüzüne uygulanan kuvaterner amonyum grubu içeren polar yapılı lokal 

anesteziklerin membranları aşamayıp etkisiz kalmalarının nedenini de açıklamaktadır. 

Bu gibi ilaçlar hücre içine uygulandıklarında lokal anestezik etkilerini 

göstermektedirler. Lokal anestezikler membranları iyonize olmuş nötr şekilleriyle 

geçmek zorunda olduklarından pK’ları ve intraselüler ortamın pH’sı önemlidir. 

             Lokal anestezikler iyonize şekilleriyle sodyum kanallarının iç yüzüne yerleşik 

bir reseptöre elektrostatik güçlerle bağlanarak bu kanalları bloke etmektedir. Bunu 

sonucu membrandan K+ iyonlarının geçişi değişmediği halde Na+ iyonlarının geçişi 

belirgin bir şekilde azalmaktadır. Lokal anestezikler yukarıda özetlenen mekanizmalarla 

Na+’un hüçre içine girişini bloke ederek sinir lifi hücrelerinde depolarizasyonu, 

dolayısıyla aksiyon potansiyeli oluşmasını engelleyerek hücrelerin impuls ileti 

yeteneğini ortadan kaldırmaktadırlar. 

Lokal anesteziklerin farmakokinetik özellikleri (özellikle hızla parçalanan ester 

grubu) antiaritmik olarak da kullanılan lidokain dışında, tam olarak aydınlanmış 

değildir. Amid fonksiyonlu lokal anesteziklerin (lidokain) metabolizasyonu daha 

karmaşıktır, daha yavaştır. Metabolizasyon genellikler karaciğerde ve bir amidaz enzimi 

aracığı ile mikrozomların amid grubundan bir halka kopması şeklinde olur. Ester 

grubundan farklı olarak bu, ilaçların karaciğer fonksiyonundaki değişiklikler yarı 

ömürlerinde uzamaya neden olabilmektedir. Örneğin normal bir kişide lidokain’in 1.6 
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saat olan yarı ömrü karaciğer yetmezliği olan bir hastada 6 saate çıkabilmekteir [12]. 

Lidokain’in önemli bir farmakokinetik özelliği karaciğerden ilk geçişi sırasında fazla 

(%70) inaktive edilmesidir. Vücutta geniş bir sıvı hacmine dağılır. Etkisi kısa sürer [75]. 

Düşük dozlarda (lidokain, plazmada 2-5µg/mL) lokal anestezikler uyarılabilir 

sinir liflerinin sodyum kanallarını bloke ederek antiaritmik etki oluştururlar. Bu etki 

aritmojen odaklar olan depolarize liflerde yoğunlaşır. Normal liflerin elektrik 

aktivitelerini çok az değiştirirler. Bu durum depolarize liflerde ortaya çıkan ritim 

bozukluklarında (post infarktüs ya da dijital zehirlenmesi sonucu görülen ventriküler 

aritmiler) lidokain’in öncelikli etkisini ve normal olarak polarize dokulardan 

kaynaklanan aritmilerdeki etkisizliğini açıklamaktadır [12]. Lidokain dar spektrumlu bir 

antiaritmik ilaçtır. Akut myokard infarktusunda ventriküler kaynaklı aritmiler önemli 

bir komplikasyondurlar ve ölüme neden olurlar. Bu hastalıkta lidokain infüzyonu 

ventriküler taşikardiyi baskılar ve ventrikül fibrilasyonu riskini azaltır; ancak ventrikül 

fibrilasyonunu önleme bakımından sınıf III ilaçlar kadar etkili olmamakla beraber 

lidokain ventriküler aritmilerde güvenli oluşu nedeniyle acil durumlarda ilk kullanılacak 

ilaç sayılır [75].  

2.2.3. Analiz Yöntemleri 

2.2.3.1. Spektroskopik Yöntemler ile Analizleri 

Nerin ve arkadaşları farmasötik preparatlardan lidokain tayini için atomik 

absorpsiyon spektrofotometresi yöntemi geliştirmişlerdir. bu yöntemde lidokain ve 

inorganik kompleks  karışımı iyon çifti organik çözücüye eklenmiştir [76]. 

Saleh ve arkadaşları farmasötik preparatlardan lidokain tayini için 

spektrofotometrik bir yöntem geliştirmişlerdir. Geliştirilen yöntemde borik asit 

varlığında hematoksilin reaktifi ile oluşan kırmızımsı menekşe renk ölçülmüştür [77].    

Yapılan başka bir çalışmada ise Nemcova ve arkadaşları lidokain tayini için akış 

enjeksiyon sistemli spektrofotometrik bir yöntem geliştirmişlerdir [78].  

Ivanov ve arkadaşları bazı lidokainin aralarında olduğu lokal anesteziklerin 

tayini için fotometrik ve renk ölçümüne dayalı bir yöntem geliştirmişlerdir. Bu 

yöntemde renklendirme ajanı olarak Alizarin kırmızısı S (ARS) kullanılmıştır. ARS ile 

lokal anesteziklerin setiltrimetilamonyum bromür ile iyon etkileşimlerinin 

spektrofotometrik ve kolorimetrik özellikleri incelenmiştir [79].  
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Ivanov ve arkadaşları lidokain ve başka bir lokal anestezik ilacın tayini için 

Alizarin kırmızısı C kullanarak spektrofotometrik bir yöntem geliştirmişlerdir [80].  

Penido ve arkadaşları kokainin içine karıştırılan lidokain ve diğer maddelerin 

tayini için Raman ve Forier transform infrared spektroskoopisini kullandıkları bir 

yöntem geliştirmişlerdir [81].  

2.2.3.2. Kromatografik Yöntemler ile Analizleri 

Willis ve arkadaşları yaptıkları çalışmada azot- fosfor dedektörlü gaz-likit 

kromatografisi kullanarak lidocaine ve metabolitlerinin aynı anda tayinini 

gerçekleştirmişlerdir [82]. 

Kruczek yaptığı çalışmada lidokainin serum seviyelerinin tayini için azot-fosfor 

dedektörlü gaz-sıvı kromatografik bir yöntem geliştirmiştir [83]. 

Arimoto ve arkadaşları insan serumundan lidokain tayini için silika kapiler 

kolonlu gaz kromatografisi yöntemi geliştirmişlerdir. Yöntemde hassas ve seçici yüzey 

iyonizasyon dedektörünü kullanmışlarıdr. Deeksiyon limiti 30-50 ng/mL olarak 

bulunmuştur [84]. 

Hattori ve arkadaşları lidokain ve diğer lokal anesteziklerin vücut sıvılarından 

tayini için yüzey iyonizasyon dedeksiyonu ile gaz kromatografisi yöntemi 

geliştirmişlerdir. Dedeksiyon limiti lidokain için 5-10 pg aralığında bulunmuştur. 1mL 

tam kandaki geri kazanım ise %100’e yakın bulunmuştur [85].  

Lorec ve arkadaşları lidokain ve diğer maddelerin serumdan yan yana tayini için 

geliştirdikleri yöntemde azot-fosfor dedektör eşliğinde gaz-sıvı kromatografisi yöntemi 

geliştirmişlerdir. En düşük dedeksiyon limiti 15ng/mL’dir [86].  

Grouls ve arkadaşları lidokain ve diğer maddenin plazma örneklerinden tayini 

için kapiler gaz-kromatografik yöntem geliştirmişlerdir. geliştirilen Yöntemde azot 

seçici dedeksiyon kullanılmıştır [87].  

Demedts ve arkadaşları lidokain ile birlikte başka bir maddenin kendilerini ve 

metabolitlerinin aynı anda tayini için azot-fosfor dedektörlü gaz kromatografik bir 

yöntem geliştirmişlerdir [88].  

Laroche ve arkadaşları lidokain ve metabolitinin plazmadan tayini için gaz 

kromatografisi yöntemi geliştirmişlerdir. Bu yöntemde katı faz ekstraksiyonu 
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kullanılmış ve splitless modda çalışılmıştır. Geliştirdikleri yöntemde kapiler kolon ve 

azot-fosfor dedektör kullanılmış ve LOD ve LOQ değerleri sırasıyla 1 ng/mL ve 2.5 

ng/mL olarak bulunmuştur [89]. 

Liu ve arkadaşları lidokainin ölüm sonrası sıvılardan ve dokulardan aldıkları 

örneklerden tayini için GC-MS yöntemi geliştirmişlerdir [90].  

Koster ve arkadaşları insan idrarından yaptıkları çalışmada lidokain tayini için 

katı faz mikroektraksiyonu sonrası gaz-sıvı kromatografisi kullanmışlardır. Çalışmanın, 

SPME-GC ve SPME-LC için sırasıyla 5-1000ng/mL ve 25-1000ng/mL aralıklarında 

lineer olduğu gözlenmiştir. Dedeksiyon limitleri SPME-GC için 5ng/mL, SPME-LC 

için 25ng/mL olarak bulunmuştur [91]. 

Koster ve arkadaşları plazmadan lidokain tayini için gaz kromatografisiyle 

birleştirilmiş katı faz mikroekstraksiyonu yöntemi geliştirmişlerdir. Bu çalışmanın 25-

2000ng/mL aralığında lineer olduğu bulunmuştur. LOD 5 ng/mL’dir [92].  

Ohshima ve arkadaşları lidokaininde aralarında olduğu lokal anesteziklerin insan 

plasmasından ve idrarından tayini için katı faz ekstraksiyonu sonrası GC-MS yöntemi 

geliştirmişlerdir. Bu yöntemde lidokain için LOQ değeri 50 ng/mL bulunmuştur [93].   

Van Hout ve arkadaşları lidokain ve diğer ilaç maddesinin idrardan tayini için 

katı faz ekstraksiyonu- termal desorpsiyon- gaz kromatografisi ve kütle seçici dedektör 

kullandıkları bir yöntem geliştirmişlerdir. Kütle seçici dedektörde seçilmiş iyon izleme 

moduyla lidokain için 0.5ng/mL dedeksiyon limiti gözlenmiştir [94].  

Yamini ve arkadaşları insan idrarından lidokain ve diğer maddelerin analizi için 

sıvı faz mikroekstraksiyonu ve GC-MS yöntemi geliştirmişlerdir. Kalibrasyon eğrisinin 

1-500g/L değerleri arasında lineer olduğu gözlenmiştir [95]. 

Smith lidokain HCl ve diğer maddelerin USP lidokain enjeksiyonundan tayini 

için ters faz HPLC yöntemi geliştirmiştir. Bu yöntemde durgun faz olarak oktilsilan 

(RP-8) hareketli faz olarak D-10-Kamforsülfonik asit/ metanol/ asetik asit/ su karışımı 

kullanmışlardır. Lidokain dedeksiyonu 254nm’de yapılmıştır [96]. 

Kabra ve arkadaşları lidokainin aralarında bulunduğu antidisritmik ilaçların 

serumdan tayini için UV ve floresans dedektörün kullanıldığı sıvı kromatografik bir 

yöntem geliştirmişlerdir. Durgun faz olarak oktil bağlı ters faz kolon, mobil faz olarak 

MeCN/fosfat tamponu karışımı kullanılmıştır [97]. 
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Flood ve arkadaşları lidokainle birlikte 3 antiaritmik ilacın alkali yapılmış 

serumdan tayini için sıvı-kromatografik yöntem geliştirmişlerdir. Bu yöntemde 

maddeler diklorometan ile ekstrakte edilmiştir. Geliştirilen bu yöntemde C18 kolon ve 

mobil faz olarak 30mmol/L fosfat tamponu ve MeCN karışımı (72:28, v:v) 

kullanılmıştır [98].  

 Verbesselt ve arkadaşları 12 antiaritmik ilacın plazmadan tayini için 

geliştirdikleri HPLC yönteminde katı faz kolon ekstraksiyonu kullanmışlardır. Bu 

çalışmada heksil kolon (150x4.6mmI.D.), mobil faz olarak MeCN ve MeOH fosfat ve 

asetat tamponlarıyla değişik pH’larda kullanılmıştır [99].  

 Luzzi ve arkadaşları köpek plazma ve kalp kasından alınan örneklerde lidokain 

ve metabolitinin aynı anda tayini için HPLC yöntemi geliştirmişlerdir [100].  

Halbert ve arkadaşları lidokain ve aktif metabolitlerinin serumdan tayini için 

elektrokimyasal dedeksiyonlu sıvı kromatografik bir yöntem geliştirmişlerdir [101]. 

 Smith ve arkadaşları lidokain enjeksiyonundan lidokain tayini için ters faz 

HPLC yöntemi geliştirmişlerdir. Bu yöntemde C18 kolon ve  mobil faz olarak MeCN 

ile fosfat tamponu karışımı kullanılmıştır. Yöntem 5-12.5 µg aralığında çalışılmıştır 

[102]. 

Sattler ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada lidokainin plazmadan tayini için 

HPLC yöntemi geliştirilmiştir. Bu yöntemde alkalilendirilmiş plazmadan dietil eterle 

ekstraksiyon yapılarak hazırlanan örnekler, seyreltilmiş sülfirik asitle tekrar ekstre 

edilmiştir [103]. 

Kleine ve arkadaşları plasmadan lidokain ve diğer maddelerin yan yana tayini 

için HPLC yöntemi geliştirmişlerdir, Geliştirilen yöntemde 200 µL plasma örnekleri ile 

çalışılmış, maddeler plazmadan alkali ortamda dietil eter ile ekstre edilmiştir. 

Gözlenebilme sınırı 4ng/mL olarak bulunmuştur [104].  

Tebbett ve arkadaşlarının geliştirdikleri yöntemde at idrarından alınan 

örneklerden lidokain ve metabolitlerinin tayinini yapmışlardır. Bu yöntemde kolon 

değiştirme tekniğiyle HPLC yöntemi kullanılmıştır [105].  

Escuder-Gilabert ve arkadaşları lidokain ile birlikte altı lokal anestezik 

maddenin tayini için spektrofotometrik dedeksiyonlu misellar sıvı kromatografisi 

yöntemi geliştirmişlerdir. Ayrılma pH 3’te %10 1-propanol + 0.15M sodyum dodesil 
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(SDS) sülfat içeren çözücü kullanılarak, C18 kolonda 230nm’de gerçekleştirilmiştir 

[106]. 

Lidokain HCl ve diğer maddenin enjeksiyon formlarından tayini için 

geliştirdikleri yöntemde Parissi-Poulou ve arkadaşları katı faz ekstraksiyonu sonrası 

kullanılan bir ters faz HPLC yöntemi geliştirmişlerdir. Geliştirdikleri yöntemde C18 

kolon, mobil faz olarak MeCN:0.2M amonyum asetat (30:70, v/v) kullanmışlardır. 

Ayrılma 1.2mL/dk akış hızında ve dedeksiyon 254 nm’de gerçekleştirilmiştir. 

Gözlenebilme sınırı 0.96 µg/mL olarak bulunmuştur [107]. 

Lotfi ve arkadaşları lidokain ve diğer bir maddenin insan plazmasından aynı 

anda tayini için HPLC yöntemi geliştirmişlerdir. Çalışmanın 10-2000 µg/L aralığında 

doğrusal olduğu gözlenmiştir [108].  

Barat ve arkadaşları lidokain ve diğer maddelerin tayini için ters faz HPLC 

yöntemi geliştirmişlerdir. Bu yöntemde durgun faz olarak C18 kolon vemobil faz olarak 

pH 6 fosfat tamponu, MeCN ve MeOH karışımı kullanılmıştır. Lidokain için 

gözlenebilme sınırı 5ng/mL olarak bulunmuştur [109].  

Kakiuchi ve arkadaşları plazmadan serbest lidokain ve metabolitlerinin tayini 

için basit ve seçici bir HPLC yöntemi geliştirmişlerdir. Bu yöntemde C18 kolon ve UV 

dedektör kullanmışlardır. Geliştirilen yöntemde kalibrasyon eğrisinin 25-1000ng/mL 

aralığında doğrusal olduğu gözlenmiştir. Geri kazanım, lidokain ve diğer maddeler için 

%73.2-%89.1 arasında bulunmuştur [110]. 

 Liawruangrath ve arkadaşları lidokainin analizi için bir HPLC yöntemi 

geliştirmişlerdir. Bu çalışma, C18 kolonda, %5.5 trietilamin içeren su ve MeCN (30:70, 

v/v) karışımı içeren mobil fazda 0.7mL/dk akış hızında gerçekleştirilmiştir. Geliştirilen 

yöntemin 10-500 µg/mL aralığında doğrusal olduğu gözlenmiştir. Lidokain için LOD 

ve LOQ değerleri sırasıyla 100ng/20µL ve 250ng/20µL olarak bulunmuştur [111].  

Abdel-Rehim ve arkadaşları lidokain ve metabolitlerinin insan plazma ve 

idrarından tayini için HPLC-MS/MS yöntemi geliştirmişlerdir. İdrar örnekleri için katı 

faz ekstraksiyonu kullanılmıştır [112].  

Kang ve arkadaşları idrardan lidokain tayini için sıvı faz mikroekstraksiyonlu 

HPLC yöntemi geliştirmişlerdir. Yöntemin 0.2-5 mg/mL aralığında lineer olduğu 

bulunmuştur. Dedeksiyon limiti 0.1 mg/mL’dir [113].  
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Piwowarska ve arkadaşları lidokain ve metabolitinin insan serumundan tayini 

için HPLC yöntemi geliştirmişlerdir. Serumdan lidokain ve metabolitinin ekstraksiyonu 

için diklorometan kullanılmıştır. Mobil faz olarak pH 3’e ayarlanmış 15mM potasyum 

dihidrojen fosfat ile %12 MeCN karışımı kullanılmıştır. Dedeksiyon UV dedektörle 205 

nm’de yapılmıştır. Lidokain için en düşük dedeksiyon limiti 200 µg/L bulunmuştur 

[114].  

Youngvises ve arkadaşları lidokain ve diğer bir maddenin çeşitli farmasötik 

preparatlardan aynı anda tayini için micellar sıvı kromatografik bir yöntem 

geliştirmişlerdir. Bu yöntemde C18 (12.5mmx4.6mm,5µm) kolon, diyot serili dedektör, 

sodyum dodesil sülfat (SDS) ve izopropanol kullanılmıştır. Dedeksiyon 210nm’de 

gerçekleştirilmiştir. Lidokain için kalibrasyon eğrisi aralığı 0.125-500µg/mL ve LOD 

0.73ng/20µL olarak bulunmuştur. Geri kazanımı %98-103 olarak bulunmuştur [115].  

Maes ve arkadaşları lidokain ve metabolitlerinin köpek ve at plasmasından 

tayini için HPLC-elektrospray iyonizasyon kütle spektrometresi yöntemi 

geliştirmişlerdir. Bu yöntemde örnek hazırlama için sıvı-sıvı ekstraksiyonu kullanılmış, 

Kromatografik ayırma C18 kolon ve 0.01M amonyum asetat ve MeCN mobil fazıyla 

gerçekleştirilmiştir. Kalibrasyon eğrisi 2.5-1000 ng/mL aralığında doğrusal 

bulunmuştur. LOQ değerleri köpek ve at plazması için 2.5 ng/mL’dir [116]. 

Chen ve arkadaşları insan kanı ve beyin sıvısından aldıkları örneklerden lidokain 

ve diğer bir maddenin aynı anda tayini için HPLC yöntemi geliştirmişlerdir. Bu 

yöntemde durgun faz olarak C18 kolon (150x4.6mm) ve mobil faz olarak 22:78 (v/v) 

MeOH ve pH:4’e ayarlanmış dietilamin:asetik asit tamponu kullanılmıştır. Lidokain 

için geri kazanımlar %78.9- 97.2 arasındadır [117].  

Ma ve arkadaşları lidokainin aralarında bulunduğu bir grup lokal anestezik ilaçın 

insan idrarından tayini için sıvı-faz ekstraksiyonu ile birlikte bir HPLC yöntemi 

geliştirmişlerdir [118]. 

Qin ve arkadaşları insan plasmasından lidokainle birlikte diğer maddelerin aynı 

anda tayini için bir HPLC yöntemi geliştirmişlerdir. Bu yöntemde UV dedektör 

kullanılmıştır. Plasma örneklerinin sıvı-sıvı ekstraksiyonu için etil eter kullanılmıştır. 

Kromatografik ayırma için durgun faz olarak C18 kolon, mobil faz olarak %0.16 

trietilamin (TEA) içeren fosforik asit ile pH:4.9’a ayarlanmış 30mM potasyum 

dihidrojen fosfat tamponu ve MeCN (63:37,v/v) karışımı kullanılmıştır [119]. 
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Jancic-Stojanovic ve arkadaşları fitilden lidokain tayini için ters faz HPLC 

yöntemi geliştirmişlerdir. Geliştirilen yöntemde C18 kolon (150x4.6mm), mobil faz 

olarak MeOH ve %85’lik ortofosforik asitle pH’sı 2.5 olan (65:35, v/v) çözelti karışımı 

kullanılmıştır. UV dedeksiyonu 250 nm’de ölçülmüştür [120].  

De Orsi ve arkadaşları kozmetik kremlerden bazı lokal anesteziklerin ve başka 

ilaç maddelerinin tayini için HPLC electrospray iyonizasyon kütle spektroskopisi 

yöntemi geliştirmişlerdir. mobil faz olarak %0.02’lik trifloroasetik ve MeCN karışımı 

kullanılmıştır [121].  

Mohammad yaptığı çalışmada lidokain ve safsızlıklarının tayini için sıvı 

kromatografik bir yöntem geliştirmiştir. Yöntemde C18 kolon, pH:7 Briton-Robinson 

tamponu, MeOH-MeCN (40:45:15,v/v/v) karışımı kullanılmıştır. Dedeksiyon 225 

nm’de gerçekleşmiştir. Lidokain için LOD 0.346µg/mL bulunmuştur [122].  

Raikos ve arkadaşları anesteziklerin analjeziklerin insan idrarından tayini için 

headspace SPME ve GC yöntemi geliştirmişlerdir [123].  

Dinç ve arkadaşları ampul formlarından LDN ile birlikte bulunan maddelerin 

tayini için kemometri ile birlikte uyguladıkları bir HPLC yöntemi geliştirmişlerdir. Bu 

yöntemde C18 kolon (50x2.1mm) ve mobil faz olarak MeOH ve 0.01 M HCl karışımını 

kullanmışlardır [124].  

Belal ve arkadaşları jelden LDN tayini için HPLC-DAD yöntemi 

geliştirmişlerdir. Bu yöntemde C8 kolon, 0.05 M fosforik asit ve MeCN mobil fazını 

1mL/dk akış hızıyla kullanmışlardır. Kalibrasyon eğrisi 5-100µg/mL aralığında 

doğrusal bulunmuştur [125].  

Caris ve arkadaşları plazmadan alınan örneklerde lidokain tayini için katı faz 

ekstraksiyonu sonrası UV dedeksiyonlu sıvı kromatografik bir yöntem geliştirmişlerdir. 

Bu çalışma için LOQ değeri 50 ng/mL bulunmuştur [126].  

Ter Weijden ve arkadaşları lidokain ve metabolitinin plazmdan tayini için kolay 

ve hızlı LC-MS/MS yöntemi geliştirmişlerdir. Bu yöntemde, örnek hazırlama 

aşamasında  metanolle protein çöktürülmesi sonrası kromatografik ayrılma C18 kolonda 

(150x2.1mm), %0.1 amonyum asetat ve %0.1 formik asit içeren çözelti ve MeCN 

karışımından (70:30, v/v) mobil faz kullanılarak yapılmıştır. Lidokain için en düşük 

tayin limiti 0.2 mg/L bulunmuştur [127].  
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El-Kommos ve arkadaşları lidokaininde bulunduğu ilaç maddelerinin ikili 

karışımlarını içeren farmasötik preparatlardan tayin için ters faz HPLC yöntemi 

geliştirmişlerdir. Ayrılmalar C18 kolonda, mobil faz olarak pH:5’e ayarlanmış fosfat 

tamponu ve MeCN (40:60) 1mL/dk akış hızında gerçekleştirilmiştir. Dedeksiyon UV 

dedektörle 254 nm’de yapılmıştır [128].  

Pendela ve arkadaşları LDN ve diğer maddelerin farmasötik preparatlardan 

tayini için HPLC yöntemi geliştirmişlerdir. Ayrılmalar C18 kolonda, mobil faz olarak 

MeOH ve seyreltilmiş fosforik asitle pH:4.5’e ayarlanmış sodyum dihidrojen fosfat 

karışımıyla 1mL/dk akış hızında yapılmıştır. Ölçümler 230 nm’de yapılmıştır [129].  

Chu ve arkadaşları lidokainin kemirgen plazmasından alınan örneklerden tayini 

için bir HPLC yöntemi geliştirmişlerdir. Bu yöntemde sentezlenen Fe3O4.SiO2-C18 

nanopatikülleri magnetler yardımıyla tüplere doldurulmuş ve lidokain içeren örnekler 

bu tüplere pompalanmıştır. Tüplerdeki C18 gruplarıyla lidokain arasındaki hidrofobik 

etkileşim sayesinde lidokain absorplanmıştır daha sonra asetonitrille yıkanmıştır [130].  

 Belal ve arkadaşları LDN ve diğer bir maddenin jel formülasyonlarından tayini 

içni HPLC-diyot serili dedektörlü bir yöntem geliştirmişlerdir. Bu yöntemde C8 kolon 

(250x4.6mm), mobil faz olarak 0.05 M fosforik asit ve MeCN kullanılmıştır. 

Kalibrasyon eğrisinin lidokain için 5-200 µg/mL değerleri arasında doğrusal olduğu 

bulunmuştur [131].   

  Hoonka ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada lidokainin aralarında bulunduğu 

ilaçların yiyecek ve içeceklerden analizi için HPLC yöntemi geliştirmişlerdir. 

Geliştirdikleri yöntemde C18 kolon (250x4.6mm), mobil faz MeCN ve pH:3 0.01 M 

sodyum dihidrojenfosfat çözeltisi (40:60, v/v) karışımı kullanılmıştır. Dedeksiyon diyot 

serili dedektörde 252 nm’de gerçekleştirilmiştir [132].  

 Subhra ve arkadaşları lidokainin aralarında olduğu bazı psikoaktif bileşiklerin 

aynı anda tayini için micellar sıvı kromatografik bir yöntem geliştirmişlerdir. Bu 

yöntemde C18 kolon ve 0.15 M SDS ve %6 pentanol karışımını mobil faz olarak 

kullanmışlardır. UV dedeksiyon 230 nm’de yapılmıştır [133].  

Floriani ve arkadaşları yaptıkları çalışmada kokain ve aralarında lidokainin 

olduğu katkı maddelerinin kokain ürünlerinden yan yana tayini için HPLC-DAD 
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yöntemi geliştirmişlerdir. Geliştirdikleri yöntemde ayrılmalar, C18 kolonda MeCN ve 

0.05 M amonyum format mobil fazını 1.0mL7dk akış hızıyla  kullanmışlardır [134].  

 Zargar ve arkadaşlarının biyolojik ve farmasötik örneklerden yaptığı çalışmada 

lidokain tayini için fiber sıvı mikroekstraksiyonla birlikte HPLC yöntemi 

geliştirmişlerdir. Bu çalışmada lidokain örnek donörden organik bir faza daha sonra sıvı 

alıcı faza aktarılmıştır LOD 0.01µg/mL, kalibrasyon eğrisi aralığı 0.05-2 µg/mL olarak 

bulunmuştur [135]. 

 Plenis ve arkadaşları LDN ve safsızlıklarının tayini için bir HPLC yöntemi 

geliştirmişlerdir. Geliştirilen yöntemde örnek hazırlamada etanolle sıvı-sıvı 

ekstraksiyonu yapılmış, C18 kolon ve MeCN ile %0.1’lik ortofosforikasit çözeltisi 

karışımı mobil fazı kullanılmıştır. Lidokain için LOD ve LOQ 4.36 ve 13.21 µg/mL 

olarak bulunmuştur [136]. 

 He ve arkadaşlarını yaptığı çalışmada lidokainin insan plazmasından tayini için 

rezonans Rayleigh saçılması (RRS) dedeksiyonuyla HPLC yöntemi geliştirmişlerdir. 

Yöntem  maddelerin RRS’de zayıf şiddet göstermesine dayanmıştır ve Eritrosin sarısı 

eklenmesiyle artırılmıştır. RRS sinyaller 370nm’de ölçülmüştür. Kalibrasyon eğrisi 

0.005-15.375µg/mL arasında doğrusaldır. Lidokain için LOD 15 ng/mL bulunmuştur 

[137].  

2.2.3.3. Kapiler Elektroforez Yöntemi ile Analizleri 

Cao ve arkadaşları lidokain ve diğer bir maddenin idrardan tayini için 

elektrokemilüminesans dedeksiyonlu kapiler-elektroforez yöntemi geliştirmişlerdir. Bu 

çalışmada idrar örnekleri eterle ekstre edilmiştir. Geri kazanımlar %94-%97 arasında 

bulunmuştur. Geliştirilen bu çalışma için LOD değeri 4.5x10-8 mol/L’dir [138].  

Li ve arkadaşları insan idrarından lidokain ile birlikte diğer maddenin aynı anda 

tayini için elektrokemilüminesans dedeksiyonlu kapiler elektroforez yöntemi 

geliştirmişlerdir. Yapılan çalışmada lidokain için kalibrasyon eğrisinin 1.0x10-7-  

1.0x10-4 M aralığında doğrusal olduğu gözlenmiş ve LOD 1.0x10-8M bulunmuştur 

[139]. 

Chik ve arkadaşları lidokainin deriden tayini için kapiler elektroforez yöntemi 

geliştirmişlerdir. Ayırma işlemi silika kapiler kolon kullanılarak yapılmıştır. Bant 
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örneklerinden lidokain ekstraksiyonu için metanol kullanılmıştır. LOQ değeri 50 pg, 

kalibrasyon eğrisinin 50-1000 pg arasında doğrusal olduğu gözlenmiştir [140]. 

Sun ve arkadaşları lidokain ve diğer maddelerin insan idrarında yan yana analizi 

için elektrokemilüminesans dedeksiyonlu kapiler elektroforez yöntemi geliştirmişlerdir. 

Lidokain için LOD 0.02 µg/mL olarak bulunmuştur [141].  

Lombardo-Agui ve arkadaşları lidokainin aralarında bulunduğu bir grup lokal 

anesteziklerin ve alkaloidlerin idrar örneklerinden tayini için diyot serili dedektörlü 

kapiler zone elektroforez yöntemi geliştirmişlerdir. Geliştirilen yöntemde katı faz 

ekstraksiyonu kullanılmış, LOQ değerleri yaklaşık olarak 300ng/mL olarak 

bulunmuştur [142].  

Liu ve arkadaşları lidokainin aralarında olduğu anesteziklerin insan serum ve 

idrarından alınan örneklerden tayini için kapiler elektroforez yöntemi geliştirmişlerdir. 

Lidokain için idrarda LOD 1.3x10-8 mol/L, serumda 6.9x10-7 mol/L olarak bulunmuştur 

[143].  

Akyıl ve arkadaşları LDN HCl jel formülasyondan tayini için kapiler 

elektroforez yöntemi geliştirmişlerdir. Bu çalışmada 20 mM fosfat tamponu 

kullanılmıştır. Ayırma kapiler silika kolonda ve +30 kV potansiyel kullanılarak 

yapılmıştır [144].  

2.2.3.4. Elektrometrik Yöntemler ile Analizleri 

Hassan ve arkadaşları lidokainin lokal anestezik formülasyonlardan tayini için 

yeni bir sıvı membran elektrod geliştirmişlerdir [145].  

Oliveira ve arkadaşları lidokainin farmasötik preparatlardan tayini için 

elektroanalitik bir yöntem geliştirmişlerdir. LOD ve LOQ değerleri sırasıyla 10 ve 

34.4µg/L olarak bulunmuştur. Lidokain geri kazanımı %97.6-99.2 arasındadır [146].  

Tan ve arkadaşları lidokain tayini için kimyasal olarak modifiye edilmiş 

elektrottan faydalanarak bir yöntem geliştirmişlerdir [147].  

2.2.3.5. Difenhidramin ve Lidokainin Biyolojik Materyellerde Yan Yana Analizleri 

Yapılan literatür çalışmalarında difenhidramin ve lidokainin çeşitli yöntemlerle 

yan yana tayinlerine rastlanmıştır. Fretthold ve arkadaşları biyolojik sıvılardan ilaçların 

analizi için gaz kromatografisi- azot fosfor dedektörü yöntemi kullanmıştır [148]. Cox 
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ve arkadaşları kan örneklerinden azot-fosfor dedektörlü gaz kromatografik bir yöntem 

kullanmışlardır [149]. Pierce ve arkadaşları ölüm sonrası kan örneklerinde ilaç 

maddelerinin analizi için azot-fosfor dedeksiyonlu gaz kromatografisi yöntemi 

kullanmışlardır [150]. De la Torre ve arkadaşları kandan ilaç maddelerinin tayini için 

azot-fosfor dedektörlü gaz-sıvı kromatografisi yöntemi kullanmışlardır [151]. Sporkert 

ve arkadaşları saç telinden organik bileşiklerin analizi için headspace-katı faz mikro 

ekstraksiyonu yöntemi kullanmışlardır [152]. Musshoff ve arkadaşları biyolojik 

sıvılardan ve dokulardan ilaç analizleri için aralarında GC-MS yöntemininde bulunduğu  

değişik analitik metodlar kullanmışlardır [153]. Adamowicz ve arkadaşları adli tecavüz 

vakalarında kullanılan ilaçların idrar örneklerinden analizinde GC-MS yöntemi 

kullanmışlardır [154]. Lillsunde ve arkadaşları idrarda ilaç maddelerinin 

görüntülenmesinde ince tabaka kromatografisi ve GC-MS yöntemi kullanmışlardır 

[155]. Crifasi ve arkadaşları adli vakalardan aldıkları kan örneklerinde ilaç analizleri 

için GC-MS yöntemi kullanmışlardır [156]. Hausmann ve arkadaşları zehirlenme 

vakalarında doku ve organlardan aldıkları örneklerde gaz-sıvı kromatografisi ve GC-MS 

yöntemi kullanmışlardır [157]. Plössl ve arkadaşları kandan ilaç maddelerinin analizleri 

için GC-MS yöntemi kullanmışlardır [158]. Liu ve arkadaşları Çin’deki tescilli bitkisel 

ilaçlarda yaptıkları çalışmada içeriğinde belirtilmemiş ilaç maddelerinin analizinde GC-

MS yöntemi kullanmışlardır [159]. Li ve arkadaşları intihar vakalarından aldıkları 

çeşitli biyolojik örneklerde ilaç maddelerinin görüntülenmesinde GC-MS yöntemi 

kullanmıştır [160]. Ostrea ve arkadaşları yenidoğanlarda biyolojik örneklerde ilaç 

maddelerinin görüntülenmesinde GC-MS ve HPLC yöntemi kullanmıştır [161]. Lurie 

ve arkadaşları eroindeki safsızların analizi için HPLC yöntemine kullanmıştır [162]. 

Ohtsuji ve arkadaşları idrar, serum ve mide içeriği örneklerinde toksikolojik ilaç 

konsantrasyonlarının tayini için HPLC yöntemi kullanmışlardır [163]. Kalansinsky ve 

arkadaşları adli vakalarda kan, idrar ve dokulardan yaptıkları ilaç analizlerinde HPLC 

yöntemi kullanmışlardır [164].  Logan ve arkadaşları idrarda ilaç maddelerinin 

görüntülenmesinde HPLC yöntemi kullanmışlardır [165]. Pesce ve arkadaşları idrar 

örneklerinde yaptıkları çalışmada ilaç maddelerinin analizi için LC-MS/MS yöntemi 

kullanmışlardır [166].  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu tez çalışması İstanbul Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Analitik Kimya 

Anabilim Dalı Araştırma Laboratuvarı’nda 2014-2015 yılında gerçekleştirilmiştir. 

3.1. Çalışmada kullanılan kimyasal maddeler, çözücüler ve çözeltiler 

3.1.1. Kimyasal maddeler ve çözücüler  

           Tez çalışması süresince kullanılan kimyasal maddeler ve çözücüler 

Difenhidramin Hidroklorür (Toprak İlaç, Sakarya, Türkiye) 

Lidokain Hidroklorür (Toprak İlaç, Sakarya, Türkiye) 

Ovadril® (yerel eczane) 

Metanol (HPLC saflığında) (Merck, Darmstadt, Almanya) 

Asetonitril (HPLC saflığında) (Merck, Darmstadt, Almanya) 

Ortofosforik asit (%85, ağ.) (Analitik saflıkta) (Merck, Darmstadt, Almanya) 

Potasyum dihidrojen fosfat (Analitik saflıkta) (Merck, Darmstadt, Almanya) 

Sodyum hidroksit (Analitik saflıkta) (Merck, Darmstadt, Almanya) 

Ultra saf su (HPLC saflığında) 

Helyum (Yüksek saflıkta) 

3.1.2. Çözeltiler 

3.1.2.1. Difenhidramin Hidroklorür Stok Çözeltisi 

Difenhidramin Hidroklorür tartılarak 1mg/1mL olacak şekilde metanol 

çözücüsüyle çözündürüldü. 

3.1.2.2. Lidokain Hidroklorür Stok Çözeltisi 

Lidokain Hidroklorür tartılarak 1mg/1mL olacak şekilde metanol çözücüsüyle 

çözündürüldü. 

3.2. Aletler ve diğer gereçler 

1- Gaz-Kromatografisi- Kütle Spektrometresi cihazı (Shimadzu Corporations- 

Japan) 

 Gaz Kromatografisi Kütle Spektrometresi GCMS-QP2010 Plus 

(Shimadzu Corporations, Kyoto, Japan) 
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 Gaz Kromatografisi GC-2010 (Shimadzu Corporations, Kyoto, Japan) 

 AOC-20s numune örnekleyicisi (Shimadzu Corporations, Kyoto, Japan) 

 AOC-20i otomatik enjektör (Shimadzu Corporations, Kyoto, Japan) 

 Shimadzu GC-MS Real Time Analysis yazılımı (Shimadzu 

Corporations, Kyoto, Japan) 

 Analitik kolon Teknokroma TRB-5MS (30m x 0,25mm x 0,25µm) 

2-Yazılımlar 

 MS Office Word Programı 

 MS Office Excel Programı 

3- Teraziler (Denver Instrument TB 2150D) 

4- Vorteks Mikser (Electro-mag) 

5- Ultrasonik banyo (Elma Ultrasonic LC 30 H) 

6- Otomatik pipetler (Eppendorf 200µL ve 1000µL’lik) 

7- Mobil Faz Süzme Ünitesi (Milipor, 5µ) 

8- pH metre (Hanna Instruments) 

9- Şırınga (Steril hayat şırınga, 5mL) 

10- Enjektör Filtreleri (naylon, 0.2µm ve 0.45µm, Millipore) 

11- Hesap Makinesi (Casio Scientific Calculator fx-95MS) 

12- Balon jojeler (Isolab, 5mL,10mL, 100mL, 500mL) 

13- Beher (Isolab, 50mL) 

3.3. Difenhidramin Hidroklorür ve Lidokain Hidroklorürün Gaz Kromatografisi- 

Kütle Spektrometresi ile Yan Yana Analizi 

Difenhidramin hidroklorür ile Lidokain hidroklorürün GC-MS ile yan yana 

analizinin yapılabilmesi için gerekli olan gaz akış hızı, kolon fırını sıcaklık programı, 

enjeksiyon sıcaklığı gibi kromatografik koşullar ve kütle spektrometresi koşulları  

belirlenerek geliştirilen yöntem bu iki ilaç maddesinin birlikte bulunduğu farmasötik 

preparatlardan analizine uygulandı. Elde edilen veriler Bölüm 4.1.1.’de yer almaktadır. 
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3.3.1. Kromatografik Koşulların Belirlenmesi 

Difenhidramin ve lidokainin yapılmış çalışmaları göz önüne alınarak  GC-MS 

çalışmaları TRB 5MS (%95 Dimetil- %5 difenil polisiloksan) kolonda farklı kolon 

sıcaklık programları, gaz akış hızı, enjeksiyon sıcaklığı, enjeksiyon hacmi denenerek 

belirlenmiştir. Yapılan denemelerde kolon sıcaklığı 100˚C’den başlatılıp dakikada 20˚C 

artırılarak 250˚C’ye çıkarılmış ve 5dk bu sıcaklıkta bekletilmiştir. Diğer bir denemede 

kolon sıcaklığı 150˚C’den başlatılmış dakikada 20˚C artırılarak 250˚C’ye çıkarılmıştır. 

Yapılan başka bir denemede kolon sıcaklığı 250˚C’ye ayarlanmış ve sabit sıcaklıkta 20 

dakika beklenmiştir. Bu denemeler analiz sürelerinin uzunluğu ve piklerin ayrılmaması 

sebebiyle başarılı olmamıştır. Kütle spektrometresi koşullarının belirlenmesinde iki ilaç 

maddesinin de yüzde bolluğu en fazla olan kütlelerin seçilmiş iyon izleme modunda 

izlenebilmesi için GC-MS kütüphanesindeki kütle spektrumları karşılaştırılarak 

bulunmuştur. Uygun bulunan koşullar kütle spektrometresi parametreleri kullanılarak 

tayini yapılacak maddelerin ikili kombinasyonunun bulunduğu losyon formülasyonuna 

uygulandı. 

3.4. GC-MS yönteminin validasyonu 

Yöntem geliştirme işlemi tamamlandıktan sonra analitik yöntem validasyonu 

ICH kılavuzu Q2 ye göre yapıldı [167]. Buna göre seçicilik, doğruluk, kesinlik, LOD ve 

LOQ, doğrusallık ve stabilite çalışmaları yapıldı. 

3.4.1. Yöntemin seçiciliği 

Yöntemin seçiciliğinin tayini amacıyla çözücüden herhangi bir girişimin olup 

olmadığı incelendi. Buna ait kromatogramlar Bölüm 4.2.1.’de verilmiştir. 

3.4.2. Tayin ve Gözlenebilme Sınırı 

Geliştirilen yöntemin hassasiyetini belirlemek için LOD ve LOQ değerleri 

aşağıdaki formüller ile hesaplandı. Hesaplanan değerler Bölüm 4.2.2’ de verildi. 

 

LOD = 3 x SD/m 

LOQ = 10 x SD/m 

SD: Kalibrasyon doğrusunun y kesişiminin standart sapması  

m: Kalibrasyon doğrusunun eğimi 
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3.4.3. Doğrusallık 

Doğrusallık aralığı, geliştirilen yöntemin kabul edilebilir duyarlılık ve 

tekrarlanabilirlikte sonuçlar verdiği konsantrasyon aralığıdır.   

Bu doğrusal ilişkinin gösterilebilmesi için difenhidramin hidroklorür ve lidokain 

hidroklorürün 7 farklı konsantrasyonunu içeren karışımlar hazırlanarak analizleri 

yapıldı. Kromatogramlardan elde edilen pik alanlarına karşı konsantrasyonların 

doğrusallık grafikleri çizildi. Sonuçlar Bölüm 4.2.3’ de bildirildi. 

3.4.4. Gün içi ve Günler Arası Tekrarlanabilirlik 

Üç farklı konsantrasyonda difenhidramin hidroklorür için (0.5,2 ve 3µg/mL) ve 

lidokain hidroklorür için (0.75,3 ve 5.25µg/mL  ) içeren çözeltilerle Bölüm 4.2.4’ de 

anlatıldığı gibi çalışıldı.  Analizler aynı gün (gün içi) ve 5 farklı günde (günler arası) 

yapılmıştır. Her konsantrasyon için analizler en az 5 kez tekrarlandı. Elde edilen 

sonuçlar Bölüm 4.2.4’ de bildirildi. 

3.4.5. Çözelti Stabilitesi 

Çözelti stabilitesinin saptanması için standart çözeltiler, oda sıcaklığında 

karanlıkta 24 saat, otomatik numune örnekleyicisinde 24 saat ve +4oC de 1 ay bekletildi. 

Elde edilen sonuçlar Bölüm 4.2.5’ de verilmiştir.  

3.4.6. Doğruluk 

Geliştirilen yöntemin doğruluğunu saptamak için standart katma yöntemi 

uygulandı. Bunun için losyon çözeltisinden 10 mL lik balonjojeye alınan DFN için 0.5 

μg/mL ve LDN için 0.75 μg/mL konsantrasyonlardaki çözelti üzerine 4 farklı  

konsantrasyonda DFN ve LDN standart çözeltilerinden ilave edildi. Elde edilen alan 

değerleri daha önce hazırlanan ölçü eğrisi denkleminde yerine konularak 

konsantrasyonlar bulundu. Elde edilen sonuçlar Bölüm 4.2.6’ da verilmiştir. 

3.5. Farmasötik Preparatlarda Difenhidramin Hidroklorürün ve Lidokain 

Hidroklorürün Analizi 

3.5.1. Losyon Stok Çözeltisinin Hazırlanması 

  Geliştirilen yöntem difenhidramin hidroklorür ve lidokain hidroklorürün ikili 

kombinasyonunu içeren losyon (Ovadril®;120g’da 3g lidokain hidroklorür, 2g 

difenhidramin hidroklorür) formülasyonuna uygulanmıştır. Losyon formülasyonundan  

50 mL’lik beherlere tartım alınarak metanolle çözdürülüp 100mL’lik balon jojelere 



 32 

alınıp metanolle hacmine tamamlandı ve ultrasonik banyoda bir saat bekletildi, daha 

sonra mekanik çalkalayıcıda bir saat çalkalandı. Daha sonra mavi bantlı süzgeç 

kağıtlarından süzüldü. 100 mL’lik balon jojedeki losyon çözeltisi difenhidramin 10 

µg/mL lidokain 15 µg/mL (stok çözelti I) olacak şekilde metanolle seyreltildi. 

3.5.2. Geliştirilen GC-MS yöntemi ile Analiz 

Losyon stok çözeltisinden seyreltme işlemleri metanol ile yapıldı. Losyon stok 

çözelti I’den alınan 1 mL’lik hacimdeki çözelti 5 mL’lik balon jojeye konularak 

metanolle hacmine tamamlandı (difenhidramin 2µg/mL, lidokain 3µg/mL). İşlem 5 kez 

tekrarlandı. Losyon formulasyonlarındaki difenhidramin ve lidokain miktarları daha 

önce hazırlanan ölçü eğrisinin denklemi yardımıyla hesaplandı. 
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4. BULGULAR 

4.1. Difenhidramin Hidroklorür ile Lidokain Hidroklorürün Gaz Kromatografisi-

Kütle Spektrometresi ile Yan Yana Analiz Sonuçları 

4.1.1. Kromatografik Koşulların Belirlenmesi 

Yapılan denemelerde en iyi analiz sonuçlarını sağlayan koşulların aşağıdaki gibi 

olduğu belirlenmiştir. 

GC sistem parametreleri 

• Kolon: TRB 5MS %95 Dimetil- %5 difenil polisiloksan (30m x 0.25mm x 

0.25μm) 

• Tasıyıcı gaz: Yüksek saflıkta helyum gazı 

• Gaz akıs hızı: 0,9 mL/dk 

• Enjeksiyon hacmi: 1μl 

• Enjeksiyon sıcaklığı: 300 °C 

• Fırın sıcaklığı: 200 °C’de 7dakika (izotermal) 

• Split 1:10 

 

MS sistem parametreleri 

• TIC  (40-550 amu)ve SIM (m/z, difenhidramin 58+,73+; lidokain 58+,86+) 

• iyonizasyon enerjisi: 0,70kV 

• iyon kaynagı sıcaklıgı: 200 °C 

Bu kromatografik koşullarda difenhidraminin alıkonma zamanı 5.879, lidokain  

için 6.103 dakikadır. 
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Şekil 4-1: 2µg/mL difenhidramin (1) ve 3µg/mL lidokaine (2) ait kromatogram 

(difenhidramin m/z: 58+,73+; lidokain m/z:58+,86+ , TIC:toplam iyon kromatogramı 

 

Şekil 4-2: Difenhidraminin Hidroklorür kütle spektrumu 

 

 

Şekil 4-3: Lidokainin Hidroklorür kütle spektrumu 
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4.2. Yöntem Validasyonu 

4.2.1. Seçicilik 

Çözücü metanol enjeksiyonu yapıldı. Difenhidramin ve lidokainin piklerinin 

çıktığı dakikalada herhangi bir girişim olup olmadığı belirlendi. Metanol çözücüsüne ait 

kromatogram Şekil 4-4’te verilmiştir. 

Şekil 4-4: Metanol çözücüsüne ait kromatogram (difenhidramin m/z: 58+, 73+; lidokain 

m/z:58+, 86+ , TIC:toplam iyon kromatogramı)  

 

4.2.2. Tayin Sınırı (LOQ) ve Gözlenebilme Sınırı (LOD) 

Bölüm 3.4.2’ de verilen denklemlere göre hesaplanan LOD değerleri DFN için 

0.012 μg/mL, LDN için 0,017 μg/mLve LOQ değerleri DFN için 0,039 μg/mL ve LDN 

için 0,056 μg/mL olarak bulunmuştur. 

4.2.3. Doğrusallık 

DFN için 0,5–3,5 μg/mL ve LDN için 1,0–5,25 μg/mL konsantrasyon aralığında 

7 farklı konsantrasyondaki standart çözeltiler ile Bölüm 3.4.3’ de anlatıldığı gibi 

çalışıldı. Her konsantrasyona karşı elde edilen ortalama pik alan oranı değerleri yardımı 

ile belirtilen konsantrasyon değerleri arasında  çizilen ölçü eğrisi DFN için Şekil 4-5’te 

ve LDN için Şekil 4-6’ da verilmiştir. 
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Şekil 4-5: Difenhidraminin 0.5-3.5 µg/mL konsantrasyon aralığında hazırlanan ölçü eğrisi 

 

 

Tablo 4-1: Difenhidramin Hidroklorürün 0,5–3,5 μg/mL konsantrasyon aralığında 

hazırlanan ölçü eğrilerine ait pik alanı değerleri ve istatistik verileri 

             C  

                (μg / mL) 

           A 

0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 

1 1408 3085 5284 7095 9576 11486 13865 

2 1406 3065 5254 7063 9552 11390 13862 

3 1357 3044 5112 6823 9230 11278 13596 

4 1384     2995 5187 6953 9423 11337 13619 

5 1395 3057 5189 6982 9496 11372 13664 

6 1381 2998 5125 6871 9396 11335 13598 

Ortalama 1388,50 3040,66 5191,83 6964,50 9445,50 11366,33 13700,67 

SD 18,9604   36,7187 68,1628 105,7691 126,7434 70,0818 128,4861 

RSD (%) 1,3655 1,2076 1,3128 1,5186 1,3418 0,6165 0,9378 

Ortalama alan oran(A)  değerlerinden hesaplanan doğru denklemi:  

A= 4131,54C-963,36            (r= 0,9988) 
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Tablo 4-2: Tablo 4.1’deki ölçü eğrilerinin regresyon analizine ait parametreler 

 1 2 3 4 5 6 ortalama±SD 

m 4176,07 4165,43 4093,07 4116,07 4124,57 4114,00 4131,53±32,27 

b 952,29 960,57 980,43 961,00 941,29 984,57 963,35±16,52 

r 0,9989 0,9988 0,9987 0,9989 0,9989 0,9987 0,9988±0,00009 

 

 

 

Şekil 4-6: Lidokainin  0,75–5,25 μg/mL konsantrasyon aralığında hazırlanan ölçü eğrisi 
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Tablo 4-3: Lidokain Hidroklorürün 0,75–5,25 μg/mL konsantrasyon aralığında hazırlanan 

ölçü eğrilerine ait pik alanı değerleri ve istatistik veriler 

             C  

                (μg / mL) 

           A 

0,75 1,5 2,25 3,0 3,75 4,5 5,25 

1 2361 4291 6582 8691 11229 13652 15865 

2 2371 4306 6597 8723 11215 13584 15852 

3 2396 4196 6586 8706 11236 13521 15859 

4       2411 4245     6583 8682 11222 13495 15863 

5 2382 4310 6594 8694 11217 13576 15848 

6 2355 4298 6604 8635 11430 13421 15862 

Ortalama 2379,33 4274,33 6591,00 8688,50 11258,17 13541,50 15858,17 

SD 21,3791 44,9651 8,76356 29,79094 84,53973 80,38594 6,73547 

RSD (%) 0,8985 1,0519 0,1329 0,3428 0,7509 0,5936 0,0424 

Ortalama alan oran(A)  değerlerinden hesaplanan doğru denklemi:  

A= 3030,38C-149,58            (r= 0,9994) 

 

Tablo 4-4:  Tablo 4.3’deki ölçü eğrilerinin regresyon analizine ait parametreler 

 1 2 3 4 5 6 ortalama±SD 

m 3041,95 3029,38 3032,81   3023,57  3026,33  3028,24 3030,38±6,45 

b 172,86 138,43 169,86   142,00  133,14  141,14 149,57±17,18 

r 0,9993 0,9994   0,9993   0,9994  0,9994  0,9992 0,9993±0,00007 

 

Tablo 4-1 ve 4-3’de pik alan oranları (A), SD ve RSD değerleri, Tablo 4-2 ve 4-

4’de ise en küçük kareler yöntemi uygulanarak hesaplanan doğru denkleminden (A = 

mC + b [m = eğim, b = kesim noktası, C = konsantrasyon]) elde edilen değişkenler ve 

korelasyon katsayıları (r) verilmiştir. 
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4.2.4. Gün içi ve Günler Arası Tekrarlanabilirlik 

Üç farklı konsantrasyonda difenhidramin için (0.5, 2, 3 μg/mL ) ve lidokain için 

(0.75, 3, 5.25 μg/mL ) içeren çözeltilerle Bölüm 3.4.4. de anlatıldığı gibi çalışıldı.  

Aynı gün içinde yapılan analizlere ait bağıl standart sapma değerleri %0,11-0,94  

arasında hesaplandı (Tablo 4-5). 

Farklı günlerde yapılan analizler sonucunda elde edilen bağıl standart sapma 

değerleri ise %0,25 –1,88  arasında bulundu (Tablo 4-5). 

 

Tablo 4-5: Aynı gün içinde ve farklı günlerde yapılan analizlerin tekrarlanabilirliği 

 
 

Gün içi (n=5) 

 

Günler arası *(n=5) 

 

 

Alınan 

Konsantrasyon 

 (μg /mL)  

Bulunan 

Konsantrasyon 

(μg /mL)  

 RSD    

(%) 

Alınan 

Konsantrasyon 

(μg /mL) 

Bulunan 

Konsantrasyon 

(μg /mL)  

RSD 

(%) 

 

DFN 

     0,5 0,502 0,49         0,5 0,506 0,42 

     2,0 2,019 0,11         2,0  1,995 0,41 

     3,0 2,947 0,90         3,0  2,941 0,45 

 

LDN 

     0,75 0,781 0,94    0,75 0,743 1,88 

3,0 2,99 0,45    3,0 2,937 1,58 

5,25 5,254 0,89   5,25 5,204 0,25 

*Beş farklı günde elde edilen sonuçlar 

4.2.5. Çözelti Stabilitesi 

Çözelti stabilitesinin saptanması için standart çözeltiler, oda sıcaklığında 

karanlıkta 24 saat, otomatik numune örnekleyicisinde 24 saat ve +4°C de 1 ay 

bekletildi. Yapılan değerlendirmeler sonucunda çözeltilerin stabil kaldığı saptanmıştır. 

Elde edilen sonuçlar Tablo 4-6’da verilmiştir. 
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0, 

 

Tablo 4-6: Oda sıcaklığında, otomatik numune örnekleyicisi ve buzdolabında bekletilen 

DFN ve LDN standart çözeltilerine ait stabilite sonuçları 

SD: Standart sapma,  

RSD: Relatif standart sapma 

 

4.2.6. Doğruluk 

Geliştirilen yöntemin doğruluğunu saptamak için standart katma yöntemi 

uygulandı. Bunun için bölüm 3.4.6’ da anlatiıldığı gibi çalışıldı. 

Daha sonra geri kazanım yüzdeleri (Ct - Cu ) x 100 /Ca  formülünden 

hesaplandı.  

Burada; 

Ct : Bulunan toplam (DFN veya LDN)  konsantrasyonu, 

Cu : Farmasötik preparatdan alınan analit konsantrasyonu, 

Ca :  İlave edilen standart çözeltinin konsantrasyonudur. 

Geri kazanım değerleri  %  aralığında bulundu (Tablo 4-7). Elde edilen sonuçlar 

tabletlerde bulunan katkı maddelerinin interferense neden olmadığını göstermiştir. 

 

Uygulama 

Geri kazanım (ortalama±SD) 

(%) 
RSD (%) 

DFN LDN DFN LDN 

Oda sıcaklığında, karanlıkta 24 saat bekletme 101,33±0,40 100,97±0,57 0,40 0,56 

Buzdolabında  +4oC de 1 ay bekletme  99,33±0,28    99,11±0,19       0,29     0,19 

Otomatik numune örnekleyicisinde 24 saat 

bekletme 
101,05±0,13 99,28±0,22 0,13 0,22 
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Tablo 4-7: Standart katma yöntemine ait analiz sonuçları ve sonuçların istatistiki olarak 

değerlendirilmesi 

 Alınan 

Konsantrasyon 

(g / mL) a 

İlave edilen 

Konsantrasyon 

(g / mL) 

Bulunan Konsantrasyon b 

(g / mL) 

(Ortalama SDc ) 

 

Geri 

Kazanım 

(%) 

RSD 

(%) * 

 

DFN 

  0,50 1,019±0,005 103,80 0,50 

0,5 1,5 1,971±0,018 98,06 0,92 

 2,0 2,566±0,004 103,00 0,16 

 3,0 3,561±0,021 102,03 0,61 

 

LDN 

   0,75 1,529±0,003 103,86      0,22 

0,75 1,5 2,289±0,027    102,60  1,20 

 3,0 3,802±0,007 101,73 0,19 

         4,5 5,304±0,015    101,20 0,29 

  aOvadril ®, 120g’da 2g DFN HCl ve3g  LDN HCl içerir. 
 bn=5,  
cStandart sapma 

*Bağıl standart sapma 

 

4.3. Farmasötik Preparatlarda Difenhidramin Hidroklorürün ve Lidokain 

Hidroklorürün Analizi 

4.3.1. Geliştirilen GC-MS Yönteminin Losyon Formülasyonuna Uygulanması  

Geliştirilen GC-MS yöntemi le elde edilen sonuçlar 5 adet tayin üzerinden 

hesaplanan ortalamalar (X), SD, %RSD ve Tablo 4-8’de verilmiştir. Geliştirilen GC-MS 

yöntemi ile elde edilen kromatogram Şekil 4-7’de verilmiştir. 
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Şekil 4-7: 120g preparatta 2g difenhidramin hidroklorür (1) ve 3g lidokain hidroklorür (2) 

içeren formülasyonun analizine ait kromatogram (difenhidramin m/z: 58+, 73+; lidokain 

m/z:58+, 86+ , TIC:toplam iyon kromatogramı)  
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Tablo 4-8: 120g preparatta 2g difenhidramin hidroklorür ve 3g lidokain hidroklorür 

içeren formülasyonun geliştirilen yöntemle elde edilen analiz sonuçları  

 DFN LDN 

   

 GC-MS yöntemi GC-MS yöntemi 

n1            1,92              2,88 

n2            1,92             2,89 

n3            1,93             2,89 

n4            1,93             2,89 

n5            1,93             2,88 

Xort
 b            1,93             2,89 

Geri 

Kazanım 

(%) 

           96,50             96,33 

SD           0,0054             0,0054 

RSD (%)           0,28             0,19 

a  Ovadril®losyon, Her 120g preparatta 2g difenhidramin hidroklorür ve 3g lidokain hidroklorür içerir. 
 bn1=n2=5 
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5. TARTIŞMA 

Difenhidramin; alerjik semptomları, kaşıntı,uykusuzluk, soğuk algınlığı, yol 

tutması ve ekstrapiramidal semptomları da içeren çok sayıdaki durumun tedavisinde 

kullanılan birinci kuşak bir antihistaminiktir [13,4] ve yeni jenerasyon 

antihistaminiklerden önemli ölçüde kuvvetlidir [5]. Etanolamin sınıfı antihistaminerjik 

ajanlardan biri olan difenhidramin, histamin (H1) reseptörünün ters antagonistidir. 

Histaminin etkisini terse çevirerek alerjik semptomların şiddetini azaltır [14]. Klinik 

olarak H1 antagonistleri genellikle alerjik reaksiyonları tedavi etmek için kullanılır. 

Sedatif etki ise genel bir yan etkisidir ve difenhidramin veya doksilamin gibi H1 

antagonistleri uykusuzluk tedavisinde de kullanılır. Difenhidramin aynı zamanda, lokal 

anestezik etkisine sebep olan  hücre içi sodyum kanal bloklayıcısı gibi davranır [15].  

Lidokain yaygın olarak kullanılan bir antiaritmik ve lokal anesteziktir. Antiaritmik ilaç 

sınıflandırılmasında 1b grubunda yer alır. Parenteral yoldan etkin bir antiaritmik olarak 

aktivite gösterir ve yaşamı tehdit eden akut ventriküler aritmilere karşı ilk sıra ilaç 

durumundadır [75]. 

Difenhidramin ve lidokainin farmasötik preparatlardaki yan yana analizleri 

incelendiğinde sadece tabletlerde surface assisted laser desorption ionization (SALDI)-

kütle spektrometresi metoduna rastlanmıştır [168]. Her analiz laboratuvarında 

bulunmayacak bir yöntemdir. Bu özgün yüksek lisans tezi kapsamında difenhidramin ve 

lidokainin losyon formülasyonunda yan yana tayini için gaz kromatografisi-kütle 

spektrometresi yöntemi geliştirilmiştir. Geliştirilen bu yöntemin validasyonu yapılmış 

ve ilaç maddelerinin farmasötik preparatlardaki analizine uygulanmıştır.  

Geliştirilen GC-MS yönteminde öncelikle kromatografik koşullar belirlenmiştir. 

Yapılan denemeler sonucunda iki ilaç maddesinin ayırılmasında kullanılmak üzere en 

uygun kolonun, 30m uzunluğunda 0,25mm iç çapında ve 0,25µm film kalınlığında 

TRB-5MS (%95Dimetil-%5difenil polisiloksan) stasyoner faz ile kaplı kapiler kolon 

kullanılmıştır. Çalışmada 200°C sabit sıcaklıkta, 0.9mL/dk gaz akış hızı kullanılarak 

ayrılma sağlanmıştır. Kütüphanedeki spektrumlarla elde edilen kütle spektrumlarının 

benzerliğinden faydalanılarak takip için (difenhidramin hidroklorür için m/z 58+ ve 73+, 

lidokain hidroklorür için 58+,86+) uygun iyonlar seçilmiştir. Alıkonma zamanları ise 

difenhidramin için 5.879, lidokain için 6.103 dk olarak bulunmuştur.  
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Belirlenen çalışma koşullarında doğrusal aralık, difenhidramin için 0.5–3.5 

μg/mL  ve lidokain için 0.75–5.25 μg/mL  olarak tespit edilmiştir. Geliştirilen yöntem 

ayrıca valide edilmiş ve sonuçlar başarılı bulunmuştur. Geliştirilen yöntemin 

tekrarlanabilirliğini belirlemek için aynı günde ve farklı günlerde üç farklı 

konsantrasyonda analizler yapılmış ve aynı gün içinde yapılan analizlere ait bağıl 

standart sapma değerleri % 0.11 – 0.94,  farklı günlerde yapılan analizler sonucunda 

elde edilen bağıl standart sapma değerleri ise % 0.25 – 1.88 olarak saptanmıştır. 

Yöntemin doğruluğunu belirlemek amacıyla standart katma metodu uygulanmış ve  geri 

kazanım değerleri  % 98.06-103.86 aralığında bulunmuştur. Ayrıca ölçü eğrilerinin 

eğimi ve y eksenini kestiği nokta kullanılarak hesaplanan LOD değerleri DFN için 

0.012, LDN için 0.017 μg/mL ve LOQ değerleri DFN için 0.039 ve LDN için 0.056 

μg/mL  olarak bulunmuştur. Çözelti stabilitesinin saptanması için de standart çözeltiler, 

oda sıcaklığında karanlıkta 24 saat, otomatik numune örnekleyicisinde 24 saat ve +4oC 

de 1 ay bekletilmiş ve yapılan değerlendirmeler sonucunda çözeltilerin stabil kaldığı 

belirlenmiştir. 

Özet olarak bu çalışmada farmasötik preparatlarda difenhidramin ve lidokainin 

yan yana analizi için kullanımı kolay, tekrarlanabilirliği ve güvenilirliği yüksek yeni bir 

GC-MS yöntemi geliştirilmiştir. Geliştirilen ve valide edilen bu yöntem rutin farmasötik 

analizlerde, bu ilaç maddelerinin yan yana miktar tayininde güvenilir, hızlı, pratik 

olarak rahatlıkla kullanılabilecek niteliktedir.  
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