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OZET

Demirci, S. (2016). Difenhidramin Ve Lidokainin Gaz Kromatografisi-Kiitle
Spektrometresi Yontemi ile Farmasotik Preparatlardan Yan Yana Analizi. istanbul
Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul.

Bu tez calismasinda , difenhidramin ve lidokainin farmasétik preparatlardan yan yana
analizi i¢in basit ve segici yeni bir GC-MS yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir.
Gelistirilen bu yontemde TRB-5MS (30mx0.25mmx0.25um) kapiler GC kolununda,
sabit 1s1 kullanilmasiyla iki ila¢ maddesinin birbirinden ayrilmasi saglanmistir.
Analizlerde hem SIM (secilmis iyon izleme) hem de TIC (toplam iyon kromatogrami)
modlar1 kullanilarak maddeler takip edilmistir. Takip edilecek referans iyonlar (m/z);
bagil bollugu en fazla olacak sekilde DFN i¢in 73,58 ; LDN igin 86,58 olarak
secilmigtir. Maddelerin dogrusallik araligi DFN i¢in 0,5-3 pg/mL ; LDN i¢in 0,75-5,25
ng/mL olarak bulunmustur. Gozlenebilme ve tayin sinirlart DFN igin 0,012 ve 0,039
png/mL ; LDN i¢in 0,017 ve 0,056 pg/mL’dir. Gelistirilen bu yontem iki ilag maddesini
igeren farmasotik preaparata uygulandi.

Anahtar  Kelimeler:  Difenhidramin,  Lidokain, Gaz  Kromatografisi-Kiitle
Spektrometresi, Validasyon, Farmasotik preparat.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 45648
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ABSTRACT

Demirci, S. (2016). Simultaneous Determination of Diphenhydramine and Lidocaine in
Pharmaceutical Formulations by Gas Chromatography-Mass Spectrometry Method.
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Analytical Chemistry.
Master Thesis. Istanbul.

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 (30mx0,25mmx0,25um 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-
3ug/mL for diphenhydramine and 0,75-5,25ug/mL for lidocaine. The limits of detection
and quantification were found as 0,012 and 0,039ug/mL for diphenhydramine and
0,017-0,056pug/mL for lidocaine. The developed method was succesfully applied to the
pharmaceutical preparations.

Key Words: Diphenhydramine, Lidocaine, Gas Chromatography-Mass Spectrometry,
Validation, Pharmaceutical preparation.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 45648



1. GIRIS VE AMAC

Alerji bagisiklik sisteminin dogada bulunan zararsiz bir maddeye reaksiyon
gostermesiyle olusur. Bu tiir reaksiyonlara sebep olan maddelere alerjen denir. Alerji
tedavisi; bilinen alerjenlerden kagimnmayi, bagisiklik sistemini genel olarak modifiye
eden steroidleri, semptomlar1 azaltan antihistaminikler ve dekonjestanlar gibi ilaglar
igerir [1]. Antihistaminik terimi genel olarak Hi reseptor antagonistleri ve Hi
antihistaminikleri olarak da bilinen Hi antagonistlerini ifade eder [2]. Calismamizin
temelini olusturan difenhidramin; birinci kusak antihistaminiklerden biridir ve yeni nesil
antihistaminik ilaglara oranla daha kuvvetli bir etkiye sahiptir [3-5]. Lidokain ise
kuvvetli bir lokal anestezik ve antiaritmiktir. Yanma, kasinti ve deri iltihaplarindan
kaynaklanan aciyr rahatlatmak ic¢in kullanilir [6]. Analizi yapilacak formiilasyon

difenhidramin ve lidokain kombinasyonunu i¢ermektedir.

Biz bu ¢alismamizda alerji tedavisinde kombine olarak kullanilan difenhidramin
ve lidokainin yan yana analizleri i¢inbir ¢alisma yapmayi amagladik. Bu iki maddenin
analizleri incelendiginde iki ilag maddesinin losyon formiilasyonunda yan yana tayinine
rastlanmamustir. Bu yiiksek lisans tezinde iki ilag maddesinin farmasdotik preparatlardan
yan yana analizi i¢in basit, secici ve hassas bir Gaz kromatografisi- kiitle spektrometrik

(GC-MS) yontem gelistirilmesi amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Difenhidramin Hidroklorir

2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

i
NN"\
O CH, e HCI

Sekil 2-1: Difenhidramin Hidrokloriiriin Molekiil Formiilii

Difenhidramin hidrokloriirin (DFN); kimyasal adi 2-(difenilmetoksi)-N,N-
dimetiletanamin hidrokloriir olup kapali formiiliit C17H21NO.HC1’dir. Molekiil agirligi,
291.816g/mol’diir [7]. Beyaz, kokusuz kristal yapida tozdur. Suda ¢ok alkolde de
serbestge ¢Oziiniir. Erime sicakligi 168-172°C arasindadir [8]. Biyoyararlanimi %40-
%60 arasindadir ve plazmadaki konsantrasyonu uygulamadan 2-3 saat sonra en yiiksek
seviyesine ulasir [9].Yarilanma 6mrii ¢ocuklarda 8 saat, yetiskinlerde 9-12 saat, daha
yaslilarda 17 saattir [10]. Maddenin 200-400nm dalga boyu araligindaki UV spektrumu
sekil 2-2’de gosterilmistir.
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Sekil 2-2: Difenhidramin Hidrokloriiriin 12pg/mL konsantrasyonda metanolde

hazirlanmis ¢ozeltisinin 200-400 nm arahgindaki UV spektrumu
Difenhidramin hidrokloriiriin infrared (IR) spektrumu Sekil 2-3’te gosterilmistir [11].
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Sekil 2-3: Difenhidramin Hidrokloriiriin infrared Spektrumu

Difenhidramin hidrokloriiriin infrared bant kaymalar1 Tablo 2-1’de gosterilmistir [11].



Tablo 2-1: Difenhidramin Hidrokloriiriin Infrared bant kaymalari

Frekans arah@ (cm™) Grup

3000-3100 Aromatik CH gerilmesi
2400-2700 -N(CH,), .HCI
1600,1587,1498,1460 Aromatik halka titresimleri
1472 CH, biikiilmesi

1384 CH , biikiilmesi

1119 C-O-C gerilmesi

717,760 C-H (mono siibstite fenil)

2.1.2. Farmakolojisi

Histamin, baz1 alerjik belirtilerde, gastrik salgilamada ve uyanikligin
diizenlenmesinde rol oynayan endojen bir mediyatordiir. Dogada baz1 bitkilerde (Ergol
alkaloidleri, Claviceps purpurea, 1sirgan otu vb.) yaygin olarak buluan histamin, insan
organizmasinda da ¢ok sayida dokuda (cilt, karaciger, akciger, sindirim kanali, bazofilik

l6kositler, hipotalamus vb.) lokal hormon ya da ortakoid madde olarak rol oynar.

Histamin (B-imidazol etilamin), 1907 yilinda Dale tarafinda sentez edilmistir.
Histamin L-histidin dekarboksilaz enzimi aracilig1 ile L-histidin’den elde edilir. Lokal
iritan maddeler bu enzimi aktive ederler. L-histidin dekarboksilaz enzimi ¢ok sayida
bakteride de bulunmaktadir. Histamin oksidatif dezaminasyon ve metilasyonla
degradasyona ugrar. Histaminin imidazol halkas1 iizerindeki bazi1 degisiklikler, bilesigin
HI1 ve H2 selektivitesini énemli dlclide degistirebilmektedir. Histaminin organizmada

depolandigi baslica yer mast hiicrelerindir.



H1 antihistaminikler, diigiik konsantrasyonda H1 reseptdrlerinde histaminin
etkilerini, o6zellikle vazodilatér ve 6demlere neden olan kapiler gegirgenlik artigini
reversibl ve kompetitif bir sekilde bloke eden ilaglardir. Bu ilaglar selektif olarak H1
reseptorlerini bloke ederler ve yiiksek dozlarda uyarilabilir hiicreleri deprese ederek
lokal anestezi trankilizan tipi sedasyon ve antropinik etkiler olusturabilirler. Tim H1
antihistaminikler sindirim kanalindan iyi absorbe olurlar ve etkileri 1 saat kadar sonra
ortaya ¢ikar ve 6 saat kadar devam eder. Klasik antihistaminikler kimsayasal yapilarina
gore baslica altt gruba ayrilirlar. Etanolamin tiirevleri, etilendiamin tiirevleri,
akrilalkilamin tiirevleri, piperazin tiirevleri, fenotiazinler ve piperidin tiirevleri olarak

smiflandirtlirlar [12].

Difenhidramin; alerjik semptomlari, kasinti,uykusuzluk, soguk alginligi, yol
tutmasi1 ve ekstrapiramidal semptomlari da iceren ¢ok sayidaki durumun tedavisinde
kullanilan  birinci  kusak bir antihistaminiktir [13,4] ve yeni jenerasyon
antihistaminiklerden 6énemli 6l¢iide kuvvetlidir [5]. Etanolamin sinifi antihistaminerjik
ajanlardan biri olan difenhidramin, histamin (H1) reseptoriiniin ters antagonistidir.

Histaminin etkisini terse gevirerek alerjik semptomlarin siddetini azaltir [14].

Klinik olarak H1 antagonistleri genellikle alerjik reaksiyonlar: tedavi etmek icin
kullanilir. Sedatif etki ise genel bir yan etkisidir ve difenhidramin veya doksilamin gibi
H1 antagonistleri uykusuzluk tedavisinde de kullanilir. Difenhidramin ayni zamanda,

lokal anestezik etkisine sebep olan hiicre i¢i sodyum kanal bloklayicis1 gibi davranir
[15].

Distoni sik sik tekrarlana hareketlere ve anormal postiirlere sebep olan, siirekli
kas kasilmalariyla tanimlanan istenmeyen bir hareket bozuklugudur [16]. Difenhidramin
akut distoni reaksiyonlarinin tedavisinde standart bir terapi olarak diisiiniilmiistiir ve
diger distoni tedavilerinde de c¢oklu terapinin bir pargasi olarak kullanilmaktadir
[17,18]. Difenhidraminin antihistamin gibi hareket ettigi bilinmesine ragmen, ilacin
distoniyi  hafifletme becerisi histamin iizerindeki etkisine baglanmamustir.
Difenhidramin zayif antikolinerjik ve sedatif 6zelliklere sahiptir [19] ve genel olarak bu
mekanizmalarin ilacin antidistonik ile iligkili oldugu farzedilmektedir. Ancak Kesin
mekanizma hala net degildir ¢ilinkii ilacin baz1 vakalarda idiopatik distoni tedavisinde
basariyla kullanilmasina ragmen daha kuvvetli ve spesifik antikolinerjikler ve sedatifler

limitli basariya ulagsmistir [20].



2.1.3. Analiz Yontemleri

2.1.3.1. Spektroskopik Yontemler ile Analizleri

Khalil DFN’nin tayininde, atomik emisyon spektrometresine dayanan bir
yontem gelistirmistir. Bu ¢alismada konsantrasyon araligi 2,72-75,85 pg/mL olarak
belirlenmistir [21].

El Ries ve arkadaglart DFN in aralarinda bulundugu ila¢ maddelerinin
farmasotik preparatlardan  analizinde atomik absorpsiyon spektrometresi yontemi
gelistirmislerdir. Tetra iyodo merkiirat(Il) ile ilag maddelerinin ¢oktiiriilmesi islemine
dayali bu yontemde DFN icin optimum konsantrasyon araligi 5,6-58 pg/ml olarak
bulunmustur [22].

Yu ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada DFN HCI tayini i¢in akis enjeksiyonlu
kemiliiminesans yontemi gelistirmislerdir. Bu yontemde konsantrasyon araligini 1.0-

100 pg/mL olarak bulmuslardir [23].

Zhao ve arkadaslari DFN nin bilesik farmasétiklerden tayini igin akis
enjeksiyonlu elektrokemilliminesans yontemi gelistirmislerdir. Bu yOntemde
kalibrasyon egrisinin DFN nin 2.0-40.0 pg/L degerleri arasinda lineer oldugu
g6zlenmistir. Dedeksiyon limiti 1.2 pg/L olarak bulunmustur [24].

Elshahat ve arkadaslar1 DFN HCL nin aralarinda bulundugu bazi alkaloidlerin
farmasotik preparatlardan tayini i¢in reineckate ile komplekslerini olustururarak
spektrofotometrik bir yontem gelistirmislerdir. Bu kompleksler hazirlandiktan sonra

nitrobenzen ile ekstre edilmistir [25].

Basavaiah ve arkadaglart DFN HCI nin aralarinda oldugu dort antihistaminik
ilacin tayininde titrimetrik ve spektrofotometrik yontemler gelistirmislerdir. Titrimetrik
yontemde civa(Il)nitrat ile kloriirlerin tayininde difenilkarbazon-bromtimol mavisi
indikator olarak  kullamilmistir.  Spektrofotometrik  yontemde ise civa (I)-
difenilkarbazon kompleksinin degisik miktarlar1 ila¢ maddelerine eklenmis ve azalan

absorbans degerleri olgiilmiistiir [26].



Goicoechea ve arkadaslari difenhidraminin aralarinda bulundugu dort farkli
maddenin nasal soliisyonlardan ayni anda tayini i¢in kemometri ile spektrofotometrik

bir yontem gelistirmistir [27].

Tripparat ve arkadaslart DFN HCI in farmasétik preparatlardan analizi igin akis
enjeksiyonlu spektrofotometrik bir yontem gelistirmislerdir. Bu yontem ilag maddesinin

pH:3 te bromkrezol yesili ile iyon ¢ifti olusturmasina dayanir [28].

Hassan ve arkadaglar1 difenhidraminin de aralarinda bulundugu bazi histamin
H1-antagonistlerinin farmasotik preparatlardan tayininde iki hizli, basit ve hassas
spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Ik yontemde, molybdenum (V) tiyosiyanat
ile ilacin iyon g¢ifti kompleksi olusturulmus ekstraksiyon metilen kloriirle yapilmus,
olusan turuncu-kirmizi renkli iyon ¢ifti 470 nm’de kolorimetrik olarak tayin edilmistir.
Ikinci yontemde belirtec olarak alizarin kirmizis1 S reaktifi kullanilmis, ekstraksiyon
islemi ise kloroform ile yapilmistir. Absorbanslar1 425-426 nm’de olciilmiistiir. ilk
yontem i¢in gozlenebilme sinir1 (LOD) ve tayin sinir1 (LOQ) 0,034 ve 0,113 pg/mL ,
ikinci yontem i¢in LOD ve LOQ 0,032-0,107 pg/mL bulunmustur [29].

Ulu ve arkadaslari difenhidraminin suruptan tayini i¢in gelistirdikleri
spektrofotometrik yontemde 2,3-dikloro-5,6-disiyano-p-benzoquinon (DDQ) ile ilag
arasinda yiikk transfer kompleksi olusturmuslardir. Olusan koyu kirmizi renkli
kompleksin absorbansi 460 nm’de Olglilmiistiir. LOD ve LOQ 2,09 ve 6,27 pug/mL

olarak bulunmustur [30].

El-Didamony ve arkadaslari biyolojik sivilarda ve farmasotik preparatlarda
difenhidraminin tayini i¢in iyon ¢ifti olusturarak spektrofotometrik bir yontem
gelistirmiglerdir. Bu yontemde, DFN ile patent mavisi, erikrom siyahi T, metil oranj,
bromkrezol moru arasinda iyon ¢ifti olusturulup dikolorometan ile ekstraksiyon

yapilmis ve absorbanslar sirayla 632, 514, 428 ve 414 nm’de 6l¢tilmistiir [31].

Tabletlerden DFN nin i¢inde bulundugu bir grup maddenin tayini i¢in Souri ve
arkadaslarinin gelistirdigi hizli tiirev spektrofotometrik yontemde DFN 226 nm’de
Olciilmiistiir. Gelistirilen yontemin DFN i¢in 0.5-5 pg/mL araliginda dogrusal oldugu
bulunmustur [32].

Calatayud ve arkadaslari DFN’nin tayini ic¢in fluorometrik bir yontem

gelistirmislerdir. Bu yontemde akis enjeksiyonu kullanilmistir. Bu yontemde DFN nin



sulu ¢ozeltisi , seyreltik siilfirik asit i¢cindeki Ce(IV) iceren tasiyici-reaktif akisa enjekte

edilmistir ve olusan Ce(III) iin fluoresans yogunlu izlenmistir [33].

2.1.3.2. Kromatografik Yontemler ile Analizleri
Muller ve arkadaslart ve DI Gregorio ve arkadaslari DFN’nin farmasotik
preparatlarda tayini igin yiiksek performansli ince tabaka kromatografisi (HPTLC)

yontemi ile analizini gergeklestirmislerdir [34,35].

Okamoto ve arkadasglarimin merhemden yaptigi ¢alismada DFN’nin iginde
bulundugu yedi aktif maddenin yan yana analizi i¢in hidrofobik etkilesim elektrokinetic
kromatografi yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen bu yontemde sivi-sivi ekstraksiyonu
yapilmis, DFN i¢in LOD ve LOQ degerleri Sve 18 ug/mL olarak bulunmustur [36].

Yoo ve arkadaslart biyolojik sivilardan DFN’nin tayini i¢in azot fosfor

dedeksiyonlu kapiler gaz kromatografisi yontemi gelistirmislerdir [37].

Raj ve arkadaglari DFN ve psddoefedrinin gaz kromatografisi ile tayini i¢in
gelistirdikleri yontemde %10 OV 1 kolon (2.5m, 2mm id) ve tasiyic1 gaz olarak azot
gazin1 30ml/dk akis hiziyla kullanmislardir. DFN i¢in LOD ve LOQ degerleri 0,4 ve 1,5

mg/mL, geri kazanim ise %98,19 olarak bulunmustur [38].

Hasegawa ve arkadaslar1 on antihistaminik ilacin insan plazmasindan tayini kati
faz ekstraksiyonu ile birlikte GC-MS yontemi kullanmislardir. DFN’nin aralarinda
bulundugu ila¢ maddelerinin geri kazanimlar1 %73,8-105, gozlenebilme sinirlar1 0,02-

5,0 ng/mL olarak bulunmustur [39].

Pujadas ve arkadaslar1 icinde DFN nin de bulundugu bir grup psikoaktif ilaglarin
tayini i¢in kati faz ekstraksiyonunu takip eden bir GC-MS yontemi gelistirmislerdir.
Gelistirilen bu yoOntemde kromatografik aymrma i¢in metilsilikon kapiler kolon
kullanilmis, maddeler N-Metil-N-(trimetilsilil)trifloroasetamid ile tiirevlendirilmis ve

secilmis iyon izleme modunda izlenmistir [40].

Foltz ve arkadaslari marketlerden alinmis yenilebilir baliklarda yaptiklar
calismada antimikrobiyel ajanlarla birlikte DFN’nin aralarinda bulundugu
antihistaminikleri tayin etmek icin gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS)
yontemi gelistirmislerdir. Ayirmalar, VF-5ms (30mx0,25 mm id) kapiler kolonda ve

tasiyici gaz olarak helyum kullanilarak 1,2mL/dk akis hizinda gergeklestirilmistir [41].



Barbas ve arkadaslar difenhidramin ile birlikte iki maddenin analizi igin yiiksek
performansl sivi kromatografisi (HPLC) ve Ultraviyole (UV) dedeksiyona dayanarak
yontemde dalga boyu 229 nm olarak belirlenmistir. Ayirmalar, C18 kolon (25x0.46cm)
ve mobil faz olarak asetonitril-(0,01 M H3PO4-trietilamin, pH:2,8) karigimi (22:78, h/h)
kullanimiyla, 1mL/dk akis hizinda gergeklestirilmistir. Kolon firin sicakligi 40°C’ye
ayarlanmigtir [42].

Lau ve arkadaslarinin Oksiiriik suruplarinda yaptiklar1 bir ¢alismada,
difenhidramin hidrokloriiriin de i¢inde bulundugu sekiz aktif igerigin analizini HPLC
yontemi ile konduktometrik dedektor kullanarak gergeklestirmislerdir. Gelistirilen bu
yontemde, ayrilmalar CN kolonda (250x4.6mm), mobil faz olarak su (ImM HCIO4
igeren)-asetonitril-etanol (38:60:2) karisimi kullanilarak, 1mL/dk akis hizinda kolon
sicaklig1 30°C olarak gergeklestirilmistir [43].

Donmez ve arkadaslart suruplarda yaptiklart c¢alismada, difenhidramin
hidrokloriir ve ti¢ farkli ilag maddesinin analizinde diyot sirali dedeksiyona (DAD)
dayanan bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Gelistirilen yontemde mobil faz olarak su-
asetonitril (60:40,h/h) karisimi ve C18 kolon (150x4.6mm) kullanilmistir [44].

Ali ve arkadaslariin soguk alginligi suruplarinda DFN ve diger maddelerin yan
yana tayini i¢in gelistirdikleri yontemde hidrofilik etkilesimli sivi kromatografisi
(HILIC) yontemini kullanmiglardir. Analizler UV dedektérde DFN i¢in 254 nm dalga
boyunda tayin yapmislardir. Gelistirilen yontemde mobil faz olarak metanol-su (6.0g
amonyum asetat ve 1 litrede 10 ml trietil amin i¢eren sulu ¢6zelti, pH s1 ortofosforik asit

ile 5.2 ye ayarlanmis) (95:5,h/h) ve 1,2ml/dk akis hiz1 kullanilmigtir [45].

El-Gindy ve arkadaslar1 difenhidramin hidrokloriiriin aralarinda bulundugu alt1
ilag maddesinin ve tayini i¢in kemometri yardimli HPLC yontemi gelistirmislerdir. Bu
yontemde UV dedeksiyon ile 222 nm’de maksimum absorbans 6l¢iilmiistiir. Gelistirilen
bu yontemde C18 kolon, mobil faz 25mM KH2PO4 (fosforik asit ile pH:3,2)-asetonitril
(60:40,h/h), akis hiz1 ise 2mL/dk’dir [46].

Wang ve arkadaslar1 av kopegi plazmasinda difenhidramin tayini ve validasyonu
igin yiiksek performansl sivi kromatografisi-tandem kiitle spektrometrik (HPLC-TMS)
yontem gelistirmislerdir. Bu yontemde C18 kolon (100x3.0,3.5um),mobil faz olarak
metanol-su-formik asit (65:35:0.5,h/h) karisimi kullanilmis, akis hiz1 0,2 ml/dk , kolon
sicakligr 30 °C ye ayarlanmistir [47].
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Gergov ve arkadaslar1 kan Orneklerinde 18 antihistaminik ilacin yan yana
gorlntiillenmesi ve tayini i¢gin HPLC-TMS yontemi gelistirmislerdir. Gelistirlen
yontemde ilk ekstraksiyonla bazik antihistaminler ikinci ekstraksiyonlarla asidik
antihistaminler ayrilmistir. Bazik ilaglarda geri kazanim % 43-113, asidik ilaclarda
%23-66 arasinda bulunmustur. Ayrilmalar ters faz C18 (100x2.1,4um) kolonda

asetonitril-amonyum asetat (pH:3,2) mobil fazi1 kullanilarak yapilmistir [48].

Martinez-Algaba ve arkadaslar1 farmasotik preparatlardan antihistaminlerin
tayininde miseller sivi kromatografik yontem kullanmiglardir. Bu yontemde akis hizi
ImL/dk, durgun faz C18 (250x4.6,5um)’dir. Organik mobil faz olarak 1-propanol veya
1-biitanol kullanilmis misel olarak setiltrimetil amonyum bromiir (CTAB)
kullanilmistir. Olgmeler 225 nm UV dedeksiyonla yapilmis, LOQ degeri 1pg/mL’ nin
altinda bulunmustur [49].

Tanaue ve arkadaslar1 organlardan ve dokulardan ilag maddelerinin ve kisisel
bakim {irlinlerinin kalintilariin analizi i¢in HPLC-TMS yontemi kullanmislardir. Bu
yontemde C18 kolon (100x2.1,2.7um), 0,25ml/dk akis hizi, 40°C kolon sicakliginda,
mobil faz olarak %0,1 lik sulu asetik asit ¢ozeltisi (faz A) ve %0,1 lik asetik asit
(metanol/asetonitril, 1:1,h/h) dereceli elusyonu kullanilmistir. DEN i¢in LOD degerleri;
balik ve kus ornekleri i¢in 0,011-0,25 ng/g, LOQ degerleri ise 0,028-0,48 ng/g arasinda
bulunmustur [50].

Mahato ve arkadaglarinin Oksiiriik suruplarinda yaptiklar1 bir ¢alismada
klorfeniramin ve DFN nin yan yana tayini i¢in iyon ¢ifti ters faz HPLC yontemi
gelistirilmistir.  Gelistirilen bu yontemde kromatografik ayrilma 254 nm UV
dedeksiyonla, C18 kolonda 2mL/dk akis hizinda gergeklestirilmistir [51].

Selinger ve arkadaslariin yaptig1 calismada DFN in insan plazmasindan tayini
icin 205 nm’de, C18 kolonda 1.8ml/dk akis hiz1 ve mobil faz olarak asetonitril ve

sodyum fosfat monobazik karisimi kullanilmistir [52].

Qi ve arkadaglarinin DFN ile dort aktif maddenin tayini i¢in gelistirdikleri sivi
kromatografik yontemde, CN kolon, mobil faz olarak 3mM iyon gifti ¢ozeltisi , %2 lik

sulu trietilamin ¢ozeltisi ve 2M fosforik asit (68:48:88) (v:v) karisiminin kullanimiyla
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ayrilmalar gergeklestirilmistir. Maddeler 215 nm’de dedekte edilmistir. Konsantrasyon

araligi1 5,0-30,0 ug/mL olarak bulunmustur [53].

Kumar ve arkadaslar1 DFN ile diger maddelerin koyun plazmasi ve idrar
orneklerinden ayn1 anda tayini i¢in LC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Bu ¢aligmada
konsantrasyon araligi 0,4-100,0 ng/mL ve 0,2-250,0 ng/mL olarak bulunmustur [54].

Ye ve arkadaglar1 DFN iceren bir karistmdan yaptiklar: tayin i¢in gelistirdikleri
HPLC yonteminde %0.9 sodyum kloriir i¢indeki karigimin enjeksiyonunu yapmustir.
Yapilan bu ¢alismada ayrilmalar ODS 1 kolon, mobil faz olarak pH 4.5 0.1M fosfat
tamponu:asetonitril (60:40) karigimi 1.2mL/dk akis hizinda gergeklestirilmistir [55].

Park ve arkadaslari domuz eti, siit ve yumurtadan on farkli veteriner ilacinin
kalintilarinin analizinde DFN ile birlikte diger maddelerin tayini i¢in gelistirdikleri LC-
MS yoénteminde LOQ degerleri 0.5-10 ng/g olarak bulunmustur [56].

Bayen ve arkadaslariin doku orneklerinden farmasdtik maddelerin tayini igin
gelistirdikleri LC-MS/MS yonteminde DFN i¢in dedeksiyon limitleri <1.31ng/g olarak
bulunmustur [57].

Ge ve arkadaslarinin yaptigi calismada DFN’nin ve ibuprofenin agizda
¢Oziinebilen tabletlerden ayni anda tayininde HPLC yontemi gelistirmislerdir. Y ontem,
C18 kolonda, %0.2 trietilamin ve %0.2 glasiyel asetikasit igeren 0.05mol/L potasyum
dihidrojen fosfat tamponu ve MeCN (54:46,v:v) mobil fazinin 1.0mL/dk akis hizi
kullanilarak yapilmistir. 263nm’de dedekte edilen maddelerden DFN i¢in 7.5-120

ug/mL araligmin lineer oldugu bulunmustur [58].

Ma ve arkadaslar1 tavsan plazmasindan DFN’nin tayini i¢in hassas ve segici bir
LC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. MeCN ile proteinlerin ¢oktiiriilmesinden sonra
kromatografik ayirma C18 kolonda , MeCN ile %0.1 lik formik asit iceren mobil fazinin
dereceli elusyonu ile yapilmistir. Uygulama pozitif iyon modunda elektrospray

iyonizasyon ve ¢oklu reaksiyon izleme modu kullanilarak yapilmistir [59].

Waltersthompson ve arkadaslari tavsan tam kan orneklerinde DFN tayini i¢in
HPLC/GC-MS yontemi gelistirmiglerdir. Bu yontemde sivi-sivi ekstraksiyonu yapilmis
ve UV absorbansi 258 nm de gozlenmistir [60].

Yuan ve arkadaglart DFN in siv1 ve kat1 ilaglardan tayini i¢in ters faz HPLC

yontemi gelistirmiglerdir. Bu yontemde C8 fazli kolon ile MeCN:0.005M
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hekzansiilfonik asit:asetik asit (70/30/1,v/v) mobil fazi kullanilmistir. Yontemin 200

ug/mL ye kadar dogrusal oldugu gozlenmistir [61].

Concheiro ve arkadaslar1 oral sivilardan yaptiklart DFN nin aralarinda oldugu
bazi ila¢ maddelerinin tayini i¢gin LC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Yontemin 1-5
ug/L ve 100-200 pug/L arasinda lineer oldugu gozlenmistir [62].

2.1.3.3. Kapiler Elektroforez Yontemi ile Analizleri

Dong ve arkadaslar1 soguk alginlig1 ilaglarinda yaptiklar1 calismada DFN ve
diger maddelerin tayini igin basit ve hizli bir susuz kapiler elektroforez (NACE)
yontemi gelistirmislerdir. Gelistirdikleri bu yontemde 25 kV voltaj altinda, kapiler
sicakligr 25°C olan silika dolgulu kapiler kolon (47cmx75um i.d.) ve tampon olarak
%10 asetonitril igeren 40mM amonyum asetat (h/h) kullanilmistir. DFN igin
gozlenebilme sinir1 0,66 mg/L olarak bulunmustur [63].

Nasal soliisyonlarda yapilan bir bagka caligmada ise Marchesini ve arkadaslar
DFN , nafazolin ve fenilefrinin tayini igin kapiller zon elektroforez (CZE) yontemini
kullanmislardir. Bu yontemde 17,7 kV voltaj altinda silika kapiler kolon (70cmx75um
1.d.) ve pH:3,72 olan fosfat tamponu kullanilmistir. DFN i¢in LOD ve LOQ degerleri
sirastyla 4,5 ve 14,9 mg/L olarak bulunmustur [64].

Gomez ve arkadaglart suruplardan yaptiklart tayin i¢in CE yoOntemini
kullanmiglardir. Bu ¢alisma, fused silika kapiler ile sodyum dihidrojenfosfat
(10mM,pH:5) tamponu kullanilarak, 25°C de, 30kV voltaj altinda, UV dedektorle
214nm dalgaboyunda yapilmistir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 5,5 ve 18,30 pg/mL

olarak bulunmustur [65].

Liu ve arkadaslarinin tavsan plazma ve idrar Orneklerinde gelistirdikleri tris
(2,2 -bipiridil) rutenyum (Il) kemiliminesans dedeksiyonlu kapiler elektroforez

yonteminde LOD 5,3 ng/mL bulunmustur [66].

Bir grup antihistaminik ilacin serum ve farmsoétik preparatlardan tayininde
Rambla-Alegre ve arkadaglar1 UV dedeksiyonlu kapiler elektroforez yontemi
gelistirmislerdir. Gelistirdikleri bu yontem fosfat tamponu (20mM, pH:2), 5kV voltaj
altinda, UV dedektorle 214 nm dalgaboyunda yapilmistir. DFN i¢in LOD ve LOQ
degerleri 8 ve 27 ng/L olarak bulunmustur [67].
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Gomez ve arkadaglari soguk alginligt ve oOksiirik suruplarinda yaptiklar
caligmada basit ve hizli bir kapiler elektroforez yontemi gelistirmiglerdir. Bu yontem
fused silika kapiler 25°C sicaklikta, sodyum tetraborat (20mM,pH:8.5) tamponu, 205 ve
250 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir. DFN i¢in LOD ve LOQ degerleri 0,71+0,09
ve 2,2340,7 ug/mL olarak bulunmustur [68].

Li ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada képek plazmasindan alinan 6rneklerde
DFN ve diger bir maddenin tayini i¢in s1vi-sivi ekstraksiyonunu takip eden kapiler zone

elektroforez yontemi gelistirmislerdir [69].

2.1.3.4. Elektrometrik Yontemler ile Analizleri

Youssef ve arkadaslart DFN’nin aralarinda bulundugu bazi antihistaminiklerin
farmasétik formiilasyonlardan tayini i¢in kondiiktometrik bir yontem gelistirmistir.
Yontem maddelerin fosfotungestik, fosfomonolibdik ve silikomonolibdik asit ile

titrasyonlarina dayanmaktadir [70].

DFN’nin farmasotik preparatlardan ve biyolojik sivilardan tayini i¢in Frag ve
arkadaglar1 potansiyometrik bir yontem gelistirmislerdir. Bu yontemde konsantrasyon
aralig1 1,0x102-1,0x10° mol/L, LOD ise 9,7x107-9,8x10”" mol/L olarak bulunmustur
[71].
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2.2. Lidokain Hidrokloriir

2.2.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

CH
‘ C2H5
/
NH-CO-CH,~N  « Hcl
\
C2H5

Sekil 2-4: Lidokain hidrokloriiriin molekiil formiilii

Lidokain  hidrokloriiriin ~ (LDN) kimyasal adi; 2-(dietilamino)-N-(2,6-
dimetilfenil) asetamid hidrokloriir olup kapali formiilii C14H23CIN2O.HCI’dir. Molekiil
agirh@r 270.79822g/mol’diir [72]. Beyaza yakin veya beyaz renkte, kristal toz

seklindedir. Suda iyi ¢0zliniir, etanolde serbestce ¢oziiniir. Erime noktas1 80-82 °C’dir

[73].

Maddenin 200-400 nm dalga boyu araligindaki UV spektrumu Sekil 3.2°de

gosterilmistir.
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Sekil 2-5: Lidokain Hidrokloriiriin 18ug/mL konsantrasyonda metanolde hazirlanmis

¢ozeltisinin 200-400 nm arali@indaki UV spektrumu

Lidokain hidrokloriiriin infrared spektrumu Sekil 2-7°de gosterilmistir [11].
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Sekil 2-6: Lidokain Hidrokloriiriin infrared Spektrumu

Lidokain hidrokloriiriin infrared bant kaymalar1 Tablo 2-2’de gosterilmistir [11].

Tablo 2-2: Lidokain Hidrokloriiriin Infrared bant kaymalari

15

Grup Frekans aralhigi (cm™)
N-H gerilmesi 3180
C-H gerilmesi 2978
Amid I, C=0 1682
Amid I, C-N 1525

Parmak izi bolgesi

949,978
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2.2.2. Farmakolojisi

Lidokain yaygm olarak kullanilan bir antiaritmik ve lokal anesteziktir.
Antiaritmik ila¢ siniflandiriimaasinda 1b grubunda yer alir. Parenteral yoldan etkin bir
antiaritmik olarak aktivite gosterir ve yagami tehdit eden akut ventrikiiler aritmilere

kars1 ilk sira ila¢ durumundadir [74].

Lokal anestezikler enjekte edildikleri sinir ya da sinirlerin iletimini bloke ederek
bunlarin inervasyon alani i¢ine giren bolgede agriya karsi duyarligi azaltan ilaglardir.
Lokal anastezikler Na* iyonlarna membraner gegirgenligi azaltarak sinir liflerinde
depolarizasyon ve aksonal iletiyi bloke ederler. Lokal anestezikler sodyum kanallarinin
membranin dis yiizeyindeki intraseliiler taraftaki i¢ girisi bloke ederler. Bu nedenle
etkilerini olusturmak i¢in kesinlikle hiicre igine girmis olmalart gerekmektedir.
Lokal ansteziklerin aktivite gosterebilmeleri igin hiicre i¢ine girmek zorunda olmalari,
hiicrelerin dis yliziine uygulanan kuvaterner amonyum grubu iceren polar yapili lokal
anesteziklerin membranlar1 asamayip etkisiz kalmalarmin nedenini de agiklamaktadir.
Bu gibi ilaglar hiicre icine uygulandiklarinda lokal anestezik etkilerini
gostermektedirler. Lokal anestezikler membranlari iyonize olmus nétr sekilleriyle

ge¢mek zorunda olduklarindan pK’lar1 ve intraseliiler ortamin pH’s1 6nemlidir.

Lokal anestezikler iyonize sekilleriyle sodyum kanallarinin i¢ yiiziine yerlesik
bir reseptore elektrostatik giiclerle baglanarak bu kanallar1 bloke etmektedir. Bunu
sonucu membrandan K* iyonlarinin gegisi degismedigi halde Na® iyonlarinin gegisi
belirgin bir sekilde azalmaktadir. Lokal anestezikler yukarida 6zetlenen mekanizmalarla
Na*’un hiigre igine girisini bloke ederek sinir lifi hiicrelerinde depolarizasyonu,
dolayisiyla aksiyon potansiyeli olusmasin1 engelleyerek hiicrelerin impuls ileti

yetenegini ortadan kaldirmaktadirlar.

Lokal anesteziklerin farmakokinetik 6zellikleri (6zellikle hizla pargalanan ester
grubu) antiaritmik olarak da kullanilan lidokain disinda, tam olarak aydinlanmis
degildir. Amid fonksiyonlu lokal anesteziklerin (lidokain) metabolizasyonu daha
karmasiktir, daha yavastir. Metabolizasyon genellikler karacigerde ve bir amidaz enzimi
aracigl ile mikrozomlarin amid grubundan bir halka kopmasi seklinde olur. Ester
grubundan farkli olarak bu, ilaglarin karaciger fonksiyonundaki degisiklikler yar1

omiirlerinde uzamaya neden olabilmektedir. Ornegin normal bir kiside lidokain’in 1.6
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saat olan yar1 omrii karaciger yetmezligi olan bir hastada 6 saate ¢ikabilmekteir [12].
Lidokain’in 6énemli bir farmakokinetik 6zelligi karacigerden ilk gegisi sirasinda fazla

(%70) inaktive edilmesidir. Viicutta genis bir sivi hacmine dagilir. Etkisi kisa siirer [75].

Diisiik dozlarda (lidokain, plazmada 2-5ug/mL) lokal anestezikler uyarilabilir
sinir liflerinin sodyum kanallarin1 bloke ederek antiaritmik etki olustururlar. Bu etki
aritmojen odaklar olan depolarize liflerde yogunlasir. Normal liflerin elektrik
aktivitelerini ¢ok az degistirirler. Bu durum depolarize liflerde ortaya ¢ikan ritim
bozukluklarinda (post infarktiis ya da dijital zehirlenmesi sonucu goriilen ventrikiiler
aritmiler) lidokain’in Oncelikli etkisini ve normal olarak polarize dokulardan
kaynaklanan aritmilerdeki etkisizligini agiklamaktadir [12]. Lidokain dar spektrumlu bir
antiaritmik ilagtir. Akut myokard infarktusunda ventrikiiler kaynakli aritmiler énemli
bir komplikasyondurlar ve Oliime neden olurlar. Bu hastalikta lidokain inflizyonu
ventrikiiler tasikardiyi baskilar ve ventrikiil fibrilasyonu riskini azaltir; ancak ventrikdil
fibrilasyonunu 6nleme bakimindan sinif III ilaglar kadar etkili olmamakla beraber
lidokain ventrikiiler aritmilerde giivenli olusu nedeniyle acil durumlarda ilk kullanilacak

ilag say1lir [75].

2.2.3. Analiz Yontemleri

2.2.3.1. Spektroskopik Yontemler ile Analizleri

Nerin ve arkadaglar1 farmasotik preparatlardan lidokain tayini i¢in atomik
absorpsiyon spektrofotometresi yontemi gelistirmislerdir. bu yontemde lidokain ve

inorganik kompleks karigimi iyon ¢ifti organik ¢oziicliye eklenmistir [76].

Saleh ve arkadaglar1 farmasotik preparatlardan lidokain tayini igin
spektrofotometrik bir yontem gelistirmislerdir. Gelistirilen yontemde borik asit

varliginda hematoksilin reaktifi ile olusan kirmizimsi1 menekse renk 6l¢iilmiistiir [77].

Yapilan bagka bir ¢alismada ise Nemcova ve arkadaslari lidokain tayini i¢in akis

enjeksiyon sistemli spektrofotometrik bir yontem gelistirmislerdir [78].

Ivanov ve arkadaslari bazi lidokainin aralarinda oldugu lokal anesteziklerin
tayini i¢in fotometrik ve renk Olgiimiine dayali bir yontem gelistirmislerdir. Bu
yontemde renklendirme ajani olarak Alizarin kirmizis1 S (ARS) kullanilmistir. ARS ile
lokal anesteziklerin  setiltrimetilamonyum bromiir ile iyon etkilesimlerinin

spektrofotometrik ve kolorimetrik 6zellikleri incelenmistir [79].
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Ivanov ve arkadaslar1 lidokain ve baska bir lokal anestezik ilacin tayini igin

Alizarin kirmizisi C kullanarak spektrofotometrik bir yontem gelistirmislerdir [80].

Penido ve arkadaslar1 kokainin i¢ine karistirilan lidokain ve diger maddelerin
tayini i¢in Raman ve Forier transform infrared spektroskoopisini kullandiklar1 bir

yontem gelistirmislerdir [81].

2.2.3.2. Kromatografik Yontemler ile Analizleri
Willis ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada azot- fosfor dedektorlii gaz-likit
kromatografisi kullanarak lidocaine ve metabolitlerinin ayn1 anda tayinini

gerceklestirmiglerdir [82].

Kruczek yaptigi ¢alismada lidokainin serum seviyelerinin tayini i¢in azot-fosfor

dedektorlii gaz-sivi kromatografik bir yontem gelistirmistir [83].

Arimoto ve arkadaslari insan serumundan lidokain tayini i¢in silika kapiler
kolonlu gaz kromatografisi yontemi gelistirmislerdir. Yontemde hassas ve segici ylizey
iyonizasyon dedektoriinii kullanmiglaridr. Deeksiyon limiti 30-50 ng/mL olarak

bulunmustur [84].

Hattori ve arkadaslart lidokain ve diger lokal anesteziklerin viicut sivilarindan
tayini i¢in yiizey iyonizasyon dedeksiyonu ile gaz kromatografisi yontemi
gelistirmislerdir. Dedeksiyon limiti lidokain i¢in 5-10 pg araliginda bulunmustur. ImL

tam kandaki geri kazanim ise %100’e yakin bulunmustur [85].

Lorec ve arkadaglar1 lidokain ve diger maddelerin serumdan yan yana tayini igin
gelistirdikleri yontemde azot-fosfor dedektor esliginde gaz-sivi kromatografisi yontemi

gelistirmislerdir. En diisiik dedeksiyon limiti 15ng/mL’dir [86].

Grouls ve arkadaglar1 lidokain ve diger maddenin plazma 6rneklerinden tayini
icin kapiler gaz-kromatografik yontem gelistirmislerdir. gelistirilen Yontemde azot

secici dedeksiyon kullanilmistir [87].

Demedts ve arkadaslar1 lidokain ile birlikte baska bir maddenin kendilerini ve
metabolitlerinin ayn1 anda tayini i¢in azot-fosfor dedektorlii gaz kromatografik bir

yontem gelistirmiglerdir [88].

Laroche ve arkadaglar1 lidokain ve metabolitinin plazmadan tayini i¢in gaz

kromatografisi yontemi gelistirmislerdir. Bu yontemde kati faz ekstraksiyonu
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kullanilmis ve splitless modda c¢alisilmistir. Gelistirdikleri yontemde kapiler kolon ve
azot-fosfor dedektor kullanilmis ve LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 1 ng/mL ve 2.5
ng/mL olarak bulunmustur [89].

Liu ve arkadaslar1 lidokainin Oliim sonrasi sivilardan ve dokulardan aldiklari

orneklerden tayini icin GC-MS ydntemi gelistirmiglerdir [90].

Koster ve arkadaslar1 insan idrarindan yaptiklar1 ¢alismada lidokain tayini i¢in
kat1 faz mikroektraksiyonu sonrasi gaz-sivi kromatografisi kullanmiglardir. Calismanin,
SPME-GC ve SPME-LC igin sirasiyla 5-1000ng/mL ve 25-1000ng/mL araliklarinda
lineer oldugu goézlenmistir. Dedeksiyon limitleri SPME-GC i¢in Sng/mL, SPME-LC
icin 25ng/mL olarak bulunmustur [91].

Koster ve arkadaslar1 plazmadan lidokain tayini i¢in gaz kromatografisiyle
birlestirilmis kat1 faz mikroekstraksiyonu yontemi gelistirmislerdir. Bu c¢alismanin 25-

2000ng/mL araliginda lineer oldugu bulunmustur. LOD 5 ng/mL’dir [92].

Ohshima ve arkadaslari lidokaininde aralarinda oldugu lokal anesteziklerin insan
plasmasindan ve idrarindan tayini i¢in kat1 faz ekstraksiyonu sonrast GC-MS yontemi

gelistirmiglerdir. Bu yontemde lidokain i¢in LOQ degeri 50 ng/mL bulunmustur [93].

Van Hout ve arkadaslar1 lidokain ve diger ilag¢ maddesinin idrardan tayini i¢in
kat1 faz ekstraksiyonu- termal desorpsiyon- gaz kromatografisi ve kiitle segici dedektor
kullandiklar1 bir yontem gelistirmislerdir. Kiitle secici dedektorde secilmis iyon izleme

moduyla lidokain i¢in 0.5ng/mL dedeksiyon limiti gézlenmistir [94].

Yamini ve arkadaslar1 insan idrarindan lidokain ve diger maddelerin analizi i¢in
s1v1 faz mikroekstraksiyonu ve GC-MS yontemi gelistirmiglerdir. Kalibrasyon egrisinin

1-500g/L degerleri arasinda lineer oldugu gozlenmistir [95].

Smith lidokain HCl ve diger maddelerin USP lidokain enjeksiyonundan tayini
icin ters faz HPLC yontemi gelistirmistir. Bu yontemde durgun faz olarak oktilsilan
(RP-8) hareketli faz olarak D-10-Kamforsiilfonik asit/ metanol/ asetik asit/ su karisimi

kullanmislardir. Lidokain dedeksiyonu 254nm’de yapilmistir [96].

Kabra ve arkadaglar lidokainin aralarinda bulundugu antidisritmik ilaglarin
serumdan tayini i¢in UV ve floresans dedektoriin kullanildigi sivi kromatografik bir
yontem gelistirmiglerdir. Durgun faz olarak oktil bagh ters faz kolon, mobil faz olarak

MeCN/fosfat tamponu karisimi kullanilmistir [97].
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Flood ve arkadaglar1 lidokainle birlikte 3 antiaritmik ilacin alkali yapilmis
serumdan tayini i¢in sivi-kromatografik yontem gelistirmislerdir. Bu ydntemde
maddeler diklorometan ile ekstrakte edilmistir. Gelistirilen bu yontemde C18 kolon ve
mobil faz olarak 30mmol/L fosfat tamponu ve MeCN karisimi (72:28, v:v)
kullanilmistir [98].

Verbesselt ve arkadaslar1 12 antiaritmik ilacin plazmadan tayini i¢in
gelistirdikleri HPLC yonteminde kati faz kolon ekstraksiyonu kullanmislardir. Bu
calismada heksil kolon (150x4.6mml.D.), mobil faz olarak MeCN ve MeOH fosfat ve
asetat tamponlariyla degisik pH’larda kullanilmistir [99].

Luzzi ve arkadaslar1 kopek plazma ve kalp kasindan alinan 6rneklerde lidokain

ve metabolitinin ayni anda tayini i¢in HPLC yontemi gelistirmislerdir [100].

Halbert ve arkadaslari lidokain ve aktif metabolitlerinin serumdan tayini i¢in

elektrokimyasal dedeksiyonlu sivi kromatografik bir yontem gelistirmislerdir [101].

Smith ve arkadaslari lidokain enjeksiyonundan lidokain tayini icin ters faz
HPLC yo6ntemi gelistirmislerdir. Bu yontemde C18 kolon ve mobil faz olarak MeCN
ile fosfat tamponu karisimi kullanilmistir. Yontem 5-12.5 pg araliginda calisilmigtir
[102].

Sattler ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada lidokainin plazmadan tayini igin
HPLC yontemi gelistirilmistir. Bu yontemde alkalilendirilmis plazmadan dietil eterle
ekstraksiyon yapilarak hazirlanan Ornekler, seyreltilmis siilfirik asitle tekrar ekstre

edilmistir [103].

Kleine ve arkadaslar1 plasmadan lidokain ve diger maddelerin yan yana tayini
icin HPLC yontemi gelistirmislerdir, Gelistirilen yontemde 200 puL plasma 6rnekleri ile
calisilmis, maddeler plazmadan alkali ortamda dietil eter ile ekstre edilmistir.

Gozlenebilme sinir1 4ng/mL olarak bulunmustur [104].

Tebbett ve arkadaglarinin gelistirdikler1 yontemde at idrarindan alinan
orneklerden lidokain ve metabolitlerinin tayinini yapmislardir. Bu yontemde kolon

degistirme teknigiyle HPLC yontemi kullanilmigtir [105].

Escuder-Gilabert ve arkadaglari lidokain ile birlikte altt lokal anestezik
maddenin tayini i¢in spektrofotometrik dedeksiyonlu misellar sivi kromatografisi

yontemi gelistirmislerdir. Ayrilma pH 3’te %10 1-propanol + 0.15M sodyum dodesil
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(SDS) siilfat iceren ¢oziicii kullanilarak, C18 kolonda 230nm’de gerceklestirilmistir
[106].

Lidokain HCI ve diger maddenin enjeksiyon formlarindan tayini igin
gelistirdikleri yontemde Parissi-Poulou ve arkadaslar1 kati1 faz ekstraksiyonu sonrasi
kullanilan bir ters faz HPLC yontemi gelistirmiglerdir. Gelistirdikleri yontemde C18
kolon, mobil faz olarak MeCN:0.2M amonyum asetat (30:70, v/v) kullanmislardir.
Ayrilma 1.2mL/dk akis hizinda ve dedeksiyon 254 nm’de gergeklestirilmistir.
Gozlenebilme sinir1 0.96 pg/mL olarak bulunmustur [107].

Lotfi ve arkadaslar1 lidokain ve diger bir maddenin insan plazmasindan ayni
anda tayini i¢cin HPLC yontemi gelistirmislerdir. Caligmanin 10-2000 pg/L araliginda
dogrusal oldugu gozlenmistir [108].

Barat ve arkadaslari lidokain ve diger maddelerin tayini i¢in ters faz HPLC
yontemi gelistirmislerdir. Bu yontemde durgun faz olarak C18 kolon vemobil faz olarak
pH 6 fosfat tamponu, MeCN ve MeOH karistimi kullanilmigtir. Lidokain ig¢in

gozlenebilme sinir1 Sng/mL olarak bulunmustur [109].

Kakiuchi ve arkadaslar1 plazmadan serbest lidokain ve metabolitlerinin tayini
i¢in basit ve segici bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Bu yontemde C18 kolon ve UV
dedektor kullanmiglardir. Gelistirilen yontemde kalibrasyon egrisinin 25-1000ng/mL
araliginda dogrusal oldugu gozlenmistir. Geri kazanim, lidokain ve diger maddeler i¢in

%73.2-%89.1 arasinda bulunmustur [110].

Liawruangrath ve arkadaglart lidokainin analizi i¢in bir HPLC yontemi
gelistirmislerdir. Bu ¢alisma, C18 kolonda, %5.5 trietilamin i¢eren su ve MeCN (30:70,
v/v) karisimi igeren mobil fazda 0.7mL/dk akis hizinda gergeklestirilmistir. Gelistirilen
yontemin 10-500 pg/mL aralifinda dogrusal oldugu gézlenmistir. Lidokain i¢in LOD
ve LOQ degerleri sirasiyla 100ng/20uL ve 250ng/20uL olarak bulunmustur [111].

Abdel-Rehim ve arkadaglari lidokain ve metabolitlerinin insan plazma ve
idrarindan tayini icin HPLC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Idrar rnekleri igin kat:
faz ekstraksiyonu kullanilmistir [112].

Kang ve arkadaglar1 idrardan lidokain tayini i¢in sivi faz mikroekstraksiyonlu
HPLC yontemi gelistirmislerdir. Yontemin 0.2-5 mg/mL araliginda lineer oldugu
bulunmustur. Dedeksiyon limiti 0.1 mg/mL’dir [113].
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Piwowarska ve arkadaglar1 lidokain ve metabolitinin insan serumundan tayini
icin HPLC yontemi gelistirmislerdir. Serumdan lidokain ve metabolitinin ekstraksiyonu
i¢in diklorometan kullanilmistir. Mobil faz olarak pH 3’e ayarlanmis 15mM potasyum
dihidrojen fosfat ile %12 MeCN karisimi kullanilmistir. Dedeksiyon UV dedektorle 205
nm’de yapilmistir. Lidokain i¢in en diisiik dedeksiyon limiti 200 pg/L bulunmustur
[114].

Youngvises ve arkadaslar1 lidokain ve diger bir maddenin ¢esitli farmasotik
preparatlardan ayni1 anda tayini igin micellar sivi kromatografik bir yOntem
gelistirmislerdir. Bu yontemde C18 (12.5mmx4.6mm,5um) kolon, diyot serili dedektor,
sodyum dodesil siilfat (SDS) ve izopropanol kullanilmistir. Dedeksiyon 210nm’de
gerceklestirilmistir. Lidokain i¢in kalibrasyon egrisi araligi 0.125-500ug/mL ve LOD
0.73ng/20uL olarak bulunmustur. Geri kazanim1 %98-103 olarak bulunmustur [115].

Maes ve arkadaglar1 lidokain ve metabolitlerinin kdpek ve at plasmasindan
tayini i¢cin HPLC-elektrospray iyonizasyon kiitle spektrometresi  yOntemi
gelistirmislerdir. Bu yontemde 6rnek hazirlama i¢in sivi-sivi ekstraksiyonu kullanilmas,
Kromatografik ayirma C18 kolon ve 0.01M amonyum asetat ve MeCN mobil faziyla
gerceklestirilmigtir.  Kalibrasyon egrisi  2.5-1000 ng/mL araliginda dogrusal
bulunmustur. LOQ degerleri kopek ve at plazmasi i¢in 2.5 ng/mL’dir [116].

Chen ve arkadaslar1 insan kan1 ve beyin sivisindan aldiklar1 6rneklerden lidokain
ve diger bir maddenin ayni anda tayini i¢gin HPLC yontemi gelistirmislerdir. Bu
yontemde durgun faz olarak C18 kolon (150x4.6mm) ve mobil faz olarak 22:78 (v/v)
MeOH ve pH:4’e ayarlanmis dietilamin:asetik asit tamponu kullanilmistir. Lidokain

icin geri kazanimlar %78.9- 97.2 arasindadir [117].

Ma ve arkadaslar1 lidokainin aralarinda bulundugu bir grup lokal anestezik ila¢in
insan idrarindan tayini i¢in sivi-faz ekstraksiyonu ile birlikte bir HPLC yontemi

gelistirmiglerdir [118].

Qin ve arkadagslar1 insan plasmasindan lidokainle birlikte diger maddelerin ayni
anda tayini i¢in bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Bu yontemde UV dedektor
kullanilmistir. Plasma 6rneklerinin sivi-sivi ekstraksiyonu icin etil eter kullanilmistir.
Kromatografik ayirma icin durgun faz olarak C18 kolon, mobil faz olarak %0.16
trietilamin (TEA) iceren fosforik asit ile pH:4.9’a ayarlanmig 30mM potasyum
dihidrojen fosfat tamponu ve MeCN (63:37,v/v) karigimi kullanilmigtir [119].
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Jancic-Stojanovic ve arkadaslari fitilden lidokain tayini igin ters faz HPLC
yontemi gelistirmiglerdir. Gelistirilen yontemde C18 kolon (150x4.6mm), mobil faz
olarak MeOH ve %85’lik ortofosforik asitle pH’s1 2.5 olan (65:35, v/v) ¢ozelti karigim
kullanilmistir. UV dedeksiyonu 250 nm’de 6l¢tilmiistiir [120].

De Orsi ve arkadaglar1 kozmetik kremlerden bazi lokal anesteziklerin ve baska
ilac maddelerinin tayini i¢cin HPLC electrospray iyonizasyon kiitle spektroskopisi
yontemi gelistirmislerdir. mobil faz olarak %0.02’lik trifloroasetik ve MeCN karisimi
kullanilmustir [121].

Mohammad yaptig1 calismada lidokain ve safsizliklarinin tayini igin sivi
kromatografik bir yontem gelistirmistir. Yontemde C18 kolon, pH:7 Briton-Robinson
tamponu, MeOH-MeCN (40:45:15,v/v/v) karisimi kullanilmistir. Dedeksiyon 225
nm’de gergeklesmistir. Lidokain i¢in LOD 0.346ug/mL bulunmustur [122].

Raikos ve arkadaslar1 anesteziklerin analjeziklerin insan idrarindan tayini i¢in

headspace SPME ve GC yontemi gelistirmislerdir [123].

Ding ve arkadaglar1 ampul formlarindan LDN ile birlikte bulunan maddelerin
tayini i¢in kemometri ile birlikte uyguladiklar1 bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Bu
yontemde C18 kolon (50x2.1mm) ve mobil faz olarak MeOH ve 0.01 M HCI karisimini
kullanmiglardir [124].

Belal ve arkadaglar1 jelden LDN tayini i¢cin HPLC-DAD yontemi
gelistirmislerdir. Bu yontemde C8 kolon, 0.05 M fosforik asit ve MeCN mobil fazinm
ImL/dk akis hiziyla kullanmiglardir. Kalibrasyon egrisi 5-100pug/mL araliginda
dogrusal bulunmustur [125].

Caris ve arkadaslar1 plazmadan alinan 6rneklerde lidokain tayini icin kat1 faz
ekstraksiyonu sonras1t UV dedeksiyonlu sivi kromatografik bir yontem gelistirmislerdir.

Bu ¢alisma i¢in LOQ degeri 50 ng/mL bulunmustur [126].

Ter Weijden ve arkadaslari lidokain ve metabolitinin plazmdan tayini i¢in kolay
ve hizli LC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Bu yontemde, ornek hazirlama
asamasinda metanolle protein ¢oktiiriilmesi sonrast kromatografik ayrilma C18 kolonda
(150x2.1mm), %0.1 amonyum asetat ve %0.1 formik asit igeren ¢ozelti ve MeCN
karisimindan (70:30, v/v) mobil faz kullanilarak yapilmistir. Lidokain i¢in en diisiik
tayin limiti 0.2 mg/L bulunmustur [127].
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El-Kommos ve arkadaslari lidokaininde bulundugu ilag maddelerinin ikili
karisimlarint iceren farmasotik preparatlardan tayin igin ters faz HPLC yoOntemi
gelistirmislerdir. Ayrilmalar C18 kolonda, mobil faz olarak pH:5’¢ ayarlanmis fosfat
tamponu ve MeCN (40:60) 1mL/dk akis hizinda gergeklestirilmistir. Dedeksiyon UV
dedektorle 254 nm’de yapilmistir [128].

Pendela ve arkadaslari LDN ve diger maddelerin farmasotik preparatlardan
tayini icin HPLC yontemi gelistirmislerdir. Ayrilmalar C18 kolonda, mobil faz olarak
MeOH ve seyreltilmis fosforik asitle pH:4.5’e ayarlanmis sodyum dihidrojen fosfat
karistmiyla 1mL/dk akis hizinda yapilmustir. Olgiimler 230 nm’de yapilmustir [129].

Chu ve arkadaslar1 lidokainin kemirgen plazmasindan alinan 6rneklerden tayini
icin bir HPLC yontemi gelistirmiglerdir. Bu yontemde sentezlenen Fe304.SiO2-C18
nanopatikiilleri magnetler yardimiyla tiiplere doldurulmus ve lidokain igeren 6rnekler
bu tiiplere pompalanmistir. Tiiplerdeki C18 gruplariyla lidokain arasindaki hidrofobik

etkilesim sayesinde lidokain absorplanmistir daha sonra asetonitrille yikanmistir [130].

Belal ve arkadaglart LDN ve diger bir maddenin jel formiilasyonlarindan tayini
igcni HPLC-diyot serili dedektorlii bir yontem gelistirmislerdir. Bu yontemde C8 kolon
(250x4.6mm), mobil faz olarak 0.05 M fosforik asit ve MeCN kullanilmistir.
Kalibrasyon egrisinin lidokain i¢in 5-200 pg/mL degerleri arasinda dogrusal oldugu
bulunmustur [131].

Hoonka ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada lidokainin aralarinda bulundugu
ilaclarin yiyecek ve igeceklerden analizi i¢cin HPLC yontemi gelistirmislerdir.
Gelistirdikleri yontemde C18 kolon (250x4.6mm), mobil faz MeCN ve pH:3 0.01 M
sodyum dihidrojenfosfat ¢ozeltisi (40:60, v/v) karisimi kullanilmistir. Dedeksiyon diyot
serili dedektorde 252 nm’de gergeklestirilmistir [132].

Subhra ve arkadaslar1 lidokainin aralarinda oldugu bazi psikoaktif bilesiklerin
ayni anda tayini i¢in micellar sivi kromatografik bir yontem gelistirmislerdir. Bu
yontemde C18 kolon ve 0.15 M SDS ve %6 pentanol karigimimi mobil faz olarak
kullanmiglardir. UV dedeksiyon 230 nm’de yapilmistir [133].

Floriani ve arkadaslari yaptiklart ¢alismada kokain ve aralarinda lidokainin

oldugu katki maddelerinin kokain iiriinlerinden yan yana tayini i¢cin HPLC-DAD
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yontemi gelistirmiglerdir. Gelistirdikleri yontemde ayrilmalar, C18 kolonda MeCN ve
0.05 M amonyum format mobil fazin1 1.0mL7dk akis hiztyla kullanmislardir [134].

Zargar ve arkadaslarinin biyolojik ve farmasotik orneklerden yaptigi calismada
lidokain tayini ig¢in fiber sivi mikroekstraksiyonla birlikte HPLC yontemi
gelistirmislerdir. Bu ¢alismada lidokain 6rnek dondrden organik bir faza daha sonra sivi
alic faza aktarilmistir LOD 0.01pug/mL, kalibrasyon egrisi araligi 0.05-2 pg/mL olarak
bulunmustur [135].

Plenis ve arkadaslari LDN ve safsizliklarinin tayini i¢in bir HPLC yontemi
gelistirmisglerdir.  Gelistirilen yontemde Ornek hazirlamada etanolle sivi-sivi
ekstraksiyonu yapilmig, C18 kolon ve MeCN ile %0.1°lik ortofosforikasit ¢ozeltisi
karisimi1 mobil fazi kullanilmistir. Lidokain i¢in LOD ve LOQ 4.36 ve 13.21 pg/mL
olarak bulunmustur [136].

He ve arkadaslarin1 yaptigi ¢aligmada lidokainin insan plazmasindan tayini i¢in
rezonans Rayleigh sagilmasi (RRS) dedeksiyonuyla HPLC yontemi gelistirmislerdir.
Yontem maddelerin RRS’de zayif siddet gostermesine dayanmistir ve Eritrosin sarisi
eklenmesiyle artirilmistir. RRS sinyaller 370nm’de ol¢iilmiistiir. Kalibrasyon egrisi
0.005-15.375pg/mL arasinda dogrusaldir. Lidokain i¢in LOD 15 ng/mL bulunmustur
[137].

2.2.3.3. Kapiler Elektroforez Yontemi ile Analizleri

Cao ve arkadaglar1 lidokain ve diger bir maddenin idrardan tayini ig¢in
elektrokemiliiminesans dedeksiyonlu kapiler-elektroforez yontemi gelistirmislerdir. Bu
calismada idrar ornekleri eterle ekstre edilmistir. Geri kazanimlar %94-%97 arasinda

bulunmustur. Gelistirilen bu ¢alisma icin LOD degeri 4.5x10® mol/L’dir [138].

Li ve arkadaglar1 insan idrarindan lidokain ile birlikte diger maddenin ayn1 anda
tayini icin elektrokemiliiminesans dedeksiyonlu kapiler elektroforez yontemi
gelistirmislerdir. Yapilan c¢alismada lidokain icin kalibrasyon egrisinin 1.0x107-
1.0x10* M arahiginda dogrusal oldugu gozlenmis ve LOD 1.0x10°M bulunmustur
[139].

Chik ve arkadaslar1 lidokainin deriden tayini icin kapiler elektroforez yontemi

gelistirmiglerdir. Ayirma islemi silika kapiler kolon kullanilarak yapilmistir. Bant
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orneklerinden lidokain ekstraksiyonu i¢in metanol kullanilmistir. LOQ degeri 50 pg,

kalibrasyon egrisinin 50-1000 pg arasinda dogrusal oldugu gézlenmistir [140].

Sun ve arkadaglar1 lidokain ve diger maddelerin insan idrarinda yan yana analizi
icin elektrokemiliiminesans dedeksiyonlu kapiler elektroforez yontemi gelistirmislerdir.

Lidokain i¢in LOD 0.02 pg/mL olarak bulunmustur [141].

Lombardo-Agui ve arkadaslar1 lidokainin aralarinda bulundugu bir grup lokal
anesteziklerin ve alkaloidlerin idrar 6rneklerinden tayini i¢in diyot serili dedektorlii
kapiler zone elektroforez yontemi gelistirmislerdir. Gelistirilen yontemde kati faz
ekstraksiyonu kullanilmig, LOQ degerleri yaklasik olarak 300ng/mL olarak
bulunmustur [142].

Liu ve arkadaglar1 lidokainin aralarinda oldugu anesteziklerin insan serum ve
idrarindan alinan 6rneklerden tayini i¢in kapiler elektroforez yontemi gelistirmislerdir.
Lidokain i¢in idrarda LOD 1.3x1078 mol/L, serumda 6.9x10”" mol/L olarak bulunmustur
[143].

Akyll ve arkadaglart LDN HCIl jel formiilasyondan tayini i¢in kapiler
elektroforez yontemi gelistirmislerdir. Bu c¢alismada 20 mM fosfat tamponu
kullanilmistir. Ayirma kapiler silika kolonda ve +30 kV potansiyel kullanilarak
yapilmistir [144].

2.2.3.4. Elektrometrik Yontemler ile Analizleri
Hassan ve arkadaslar1 lidokainin lokal anestezik formiilasyonlardan tayini igin

yeni bir stvi membran elektrod gelistirmislerdir [145].

Oliveira ve arkadaglar1 lidokainin farmasotik preparatlardan tayini icin
elektroanalitik bir yontem gelistirmiglerdir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 10 ve
34.4ug/L olarak bulunmustur. Lidokain geri kazanimi %97.6-99.2 arasindadir [146].

Tan ve arkadaslari lidokain tayini i¢in kimyasal olarak modifiye edilmis

elektrottan faydalanarak bir yontem gelistirmislerdir [147].

2.2.3.5. Difenhidramin ve Lidokainin Biyolojik Materyellerde Yan Yana Analizleri
Yapilan literatiir calismalarinda difenhidramin ve lidokainin ¢esitli yontemlerle
yan yana tayinlerine rastlanmistir. Fretthold ve arkadaslar1 biyolojik sivilardan ilaglarin

analizi i¢in gaz kromatografisi- azot fosfor dedektorii yontemi kullanmistir [148]. Cox
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ve arkadaslart kan 6rneklerinden azot-fosfor dedektorlii gaz kromatografik bir yontem
kullanmiglardir [149]. Pierce ve arkadaslari Oliim sonrasi kan oOrneklerinde ilag
maddelerinin analizi i¢in azot-fosfor dedeksiyonlu gaz kromatografisi yontemi
kullanmislardir [150]. De la Torre ve arkadaslar1 kandan ilag maddelerinin tayini i¢in
azot-fosfor dedektorlii gaz-sivi kromatografisi yontemi kullanmiglardir [151]. Sporkert
ve arkadaslar1 sa¢ telinden organik bilesiklerin analizi i¢in headspace-kat1 faz mikro
ekstraksiyonu yontemi kullanmiglardir [152]. Musshoff ve arkadaglari biyolojik
stvilardan ve dokulardan ilag analizleri i¢in aralarinda GC-MS yontemininde bulundugu
degisik analitik metodlar kullanmislardir [153]. Adamowicz ve arkadaslar1 adli tecaviiz
vakalarinda kullanilan ilaglarin idrar Orneklerinden analizinde GC-MS yontemi
kullanmiglardir  [154]. Lillsunde ve arkadaslar1 idrarda ilag maddelerinin
goriintiilenmesinde ince tabaka kromatografisi ve GC-MS yontemi kullanmislardir
[155]. Crifasi ve arkadaslar1 adli vakalardan aldiklari kan orneklerinde ilag analizleri
icin GC-MS yontemi kullanmiglardir [156]. Hausmann ve arkadaglari zehirlenme
vakalarinda doku ve organlardan aldiklar1 6rneklerde gaz-sivi kromatografisi ve GC-MS
yontemi kullanmislardir [157]. Plossl ve arkadaslari kandan ilag maddelerinin analizleri
icin GC-MS yontemi kullanmiglardir [158]. Liu ve arkadaslar1 Cin’deki tescilli bitkisel
ilaglarda yaptiklar1 calismada igeriginde belirtilmemis ila¢ maddelerinin analizinde GC-
MS yontemi kullanmiglardir [159]. Li ve arkadaslari intihar vakalarindan aldiklar
cesitli biyolojik oOrneklerde ila¢ maddelerinin goriintiilenmesinde GC-MS yodntemi
kullanmigtir [160]. Ostrea ve arkadaslart yenidoganlarda biyolojik orneklerde ilag
maddelerinin goériintiilenmesinde GC-MS ve HPLC yontemi kullanmistir [161]. Lurie
ve arkadaslar1 eroindeki safsizlarin analizi i¢in HPLC yontemine kullanmistir [162].
Ohtsuji ve arkadaglar1 idrar, serum ve mide igerigi Orneklerinde toksikolojik ilag
konsantrasyonlariin tayini i¢in HPLC yontemi kullanmislardir [163]. Kalansinsky ve
arkadaslar1 adli vakalarda kan, idrar ve dokulardan yaptiklari ilag analizlerinde HPLC
yontemi kullanmiglardir [164]. Logan ve arkadaslari idrarda ilag¢ maddelerinin
goriintiilenmesinde HPLC yontemi kullanmiglardir [165]. Pesce ve arkadaglari idrar
orneklerinde yaptiklari ¢alismada ilag maddelerinin analizi igin LC-MS/MS yontemi
kullanmislardir [166].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez c¢alismasi Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya

Anabilim Dal1 Arastirma Laboratuvari’nda 2014-2015 yilinda gergeklestirilmistir.

3.1. Calismada kullanilan kimyasal maddeler, ¢oziiciiler ve ¢ozeltiler

3.1.1. Kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler
Tez galigmasi siiresince kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler
Difenhidramin Hidrokloriir (Toprak Ilag, Sakarya, Tiirkiye)
Lidokain Hidrokloriir (Toprak Ilag, Sakarya, Tiirkiye)
Ovadril® (yerel eczane)
Metanol (HPLC safliginda) (Merck, Darmstadt, Almanya)
Asetonitril (HPLC safliginda) (Merck, Darmstadt, Almanya)
Ortofosforik asit (%85, ag.) (Analitik saflikta) (Merck, Darmstadt, Almanya)
Potasyum dihidrojen fosfat (Analitik saflikta) (Merck, Darmstadt, Almanya)
Sodyum hidroksit (Analitik saflikta) (Merck, Darmstadt, Almanya)
Ultra saf su (HPLC safliginda)
Helyum (Yiiksek saflikta)

3.1.2. Cozeltiler

3.1.2.1. Difenhidramin Hidrokloriir Stok Cozeltisi
Difenhidramin Hidrokloriir tartilarak 1mg/ImL olacak sekilde metanol

¢oziiclisliyle ¢oziindiiriildii.

3.1.2.2. Lidokain Hidrokloriir Stok Cozeltisi
Lidokain Hidrokloriir tartilarak 1mg/1mL olacak sekilde metanol ¢oziiciisiiyle

¢Oziindiirildii.

3.2. Aletler ve diger gerecler
1- Gaz-Kromatografisi- Kiitle Spektrometresi cihazi (Shimadzu Corporations-

Japan)

e Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometresi GCMS-QP2010 Plus

(Shimadzu Corporations, Kyoto, Japan)
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e Gaz Kromatografisi GC-2010 (Shimadzu Corporations, Kyoto, Japan)
e AOC-20s numune drnekleyicisi (Shimadzu Corporations, Kyoto, Japan)
e AOC-20i otomatik enjektdr (Shimadzu Corporations, Kyoto, Japan)

e Shimadzu GC-MS Real Time Analysis yazilimi (Shimadzu
Corporations, Kyoto, Japan)

e Analitik kolon Teknokroma TRB-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um)
2-Yazilimlar
e MS Office Word Programi
e MS Office Excel Programi
3- Teraziler (Denver Instrument TB 2150D)
4- Vorteks Mikser (Electro-mag)
5- Ultrasonik banyo (Elma Ultrasonic LC 30 H)
6- Otomatik pipetler (Eppendorf 200uL ve 1000uL’1ik)
7- Mobil Faz Siizme Unitesi (Milipor, 5p)
8- pH metre (Hanna Instruments)
9- Siringa (Steril hayat siringa, SmL)
10- Enjektor Filtreleri (naylon, 0.2pum ve 0.45um, Millipore)
11- Hesap Makinesi (Casio Scientific Calculator fx-95MS)
12- Balon jojeler (Isolab, 5mL,10mL, 100mL, 500mL)

13- Beher (Isolab, 50mL)

3.3. Difenhidramin Hidrokloriir ve Lidokain Hidrokloriiriin Gaz Kromatografisi-
Kiitle Spektrometresi ile Yan Yana Analizi

Difenhidramin hidrokloriir ile Lidokain hidrokloriirin GC-MS ile yan yana
analizinin yapilabilmesi i¢in gerekli olan gaz akis hizi, kolon firim1 sicaklik programa,
enjeksiyon sicakligi gibi kromatografik kosullar ve kiitle spektrometresi kosullari
belirlenerek gelistirilen yontem bu iki ilag maddesinin birlikte bulundugu farmasdotik

preparatlardan analizine uygulandi. Elde edilen veriler Boliim 4.1.1.’de yer almaktadir.
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3.3.1. Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi

Difenhidramin ve lidokainin yapilmis ¢alismalar1 goz 6niine alinarak GC-MS
caligmalart TRB SMS (%95 Dimetil- %5 difenil polisiloksan) kolonda farkli kolon
sicaklik programlari, gaz akis hizi, enjeksiyon sicakligi, enjeksiyon hacmi denenerek
belirlenmistir. Yapilan denemelerde kolon sicakligi 100°C’den baglatilip dakikada 20°C
artirllarak 250°C’ye ¢ikarilmis ve 5dk bu sicaklikta bekletilmistir. Diger bir denemede
kolon sicakligr 150°C’den baslatilmis dakikada 20°C artirilarak 250°C’ye ¢ikarilmistir.
Yapilan bagka bir denemede kolon sicakligi 250°C’ye ayarlanmis ve sabit sicaklikta 20
dakika beklenmistir. Bu denemeler analiz siirelerinin uzunlugu ve piklerin ayrilmamasi
sebebiyle basarili olmamistir. Kiitle spektrometresi kosullarinin belirlenmesinde iki ilag
maddesinin de ylizde bollugu en fazla olan kiitlelerin se¢ilmis iyon izleme modunda
izlenebilmesi i¢in GC-MS kiitliiphanesindeki kiitle spektrumlar1 karsilagtirilarak
bulunmustur. Uygun bulunan kosullar kiitle spektrometresi parametreleri kullanilarak
tayini yapilacak maddelerin ikili kombinasyonunun bulundugu losyon formiilasyonuna

uygulandi.

3.4. GC-MS yonteminin validasyonu

Yontem gelistirme islemi tamamlandiktan sonra analitik yontem validasyonu
ICH kilavuzu Q2 ye gore yapildi [167]. Buna gore segicilik, dogruluk, kesinlik, LOD ve
LOQ, dogrusallik ve stabilite ¢aligmalar1 yapildi.

3.4.1. Yontemin segiciligi
Yontemin segiciliginin tayini amaciyla ¢oziicliden herhangi bir girisimin olup

olmadigr incelendi. Buna ait kromatogramlar Boliim 4.2.1.”de verilmistir.

3.4.2. Tayin ve Gozlenebilme Sinir1
Gelistirilen yontemin hassasiyetini belirlemek icin LOD ve LOQ degerleri

asagidaki formiiller ile hesaplandi. Hesaplanan degerler Boliim 4.2.2” de verildi.

LOD =3 x SD/m
LOQ =10 x SD/m
SD: Kalibrasyon dogrusunun y kesisiminin standart sapmast

m: Kalibrasyon dogrusunun egimi
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3.4.3. Dogrusallik

Dogrusallik araligi, gelistirilen yontemin kabul edilebilir duyarlihik ve

tekrarlanabilirlikte sonuglar verdigi konsantrasyon araligidir.

Bu dogrusal iliskinin gosterilebilmesi i¢in difenhidramin hidrokloriir ve lidokain
hidrokloriiriin 7 farkli konsantrasyonunu iceren karisimlar hazirlanarak analizleri
yapildi. Kromatogramlardan elde edilen pik alanlarina karst konsantrasyonlarin

dogrusallik grafikleri ¢izildi. Sonuglar Boliim 4.2.3” de bildirildi.

3.4.4. Giin ici ve Giinler Aras1 Tekrarlanabilirlik

Ug farkli konsantrasyonda difenhidramin hidrokloriir igin (0.5,2 ve 3ug/mL) ve
lidokain hidrokloriir i¢in (0.75,3 ve 5.25ug/mL ) iceren ¢ozeltilerle Bolim 4.2.4° de
anlatildig1 gibi calisildi. Analizler ayni giin (giin ici) ve 5 farkli giinde (giinler arasi)
yapilmigtir. Her konsantrasyon i¢in analizler en az 5 kez tekrarlandi. Elde edilen

sonuglar Boliim 4.2.4” de bildirildi.

3.4.5. Cozelti Stabilitesi
Cozelti stabilitesinin saptanmasi i¢in standart ¢ozeltiler, oda sicakliginda
karanlikta 24 saat, otomatik numune 6rnekleyicisinde 24 saat ve +4°C de 1 ay bekletildi.

Elde edilen sonuglar Boliim 4.2.5” de verilmistir.

3.4.6. Dogruluk

Gelistirilen yontemin dogrulugunu saptamak i¢in standart katma yontemi
uygulandi. Bunun i¢in losyon ¢ozeltisinden 10 mL lik balonjojeye alinan DFN igin 0.5
pg/mL ve LDN i¢in 0.75 pg/mL konsantrasyonlardaki ¢ozelti lizerine 4 farkli
konsantrasyonda DFN ve LDN standart ¢ozeltilerinden ilave edildi. Elde edilen alan
degerleri daha oOnce hazirlanan Olgii  egrisi  denkleminde yerine konularak

konsantrasyonlar bulundu. Elde edilen sonuglar Boliim 4.2.6° da verilmistir.

3.5. Farmasotik Preparatlarda Difenhidramin Hidrokloriiriin ve Lidokain
Hidrokloriiriin Analizi

3.5.1. Losyon Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Gelistirilen yontem difenhidramin hidrokloriir ve lidokain hidrokloriiriin ikili
kombinasyonunu igeren losyon (Ovadril®;120g’da 3g lidokain hidrokloriir, 2g
difenhidramin hidrokloriir) formiilasyonuna uygulanmistir. Losyon formiilasyonundan

50 mL’lik beherlere tartim alinarak metanolle ¢6zdiiriilip 100mL’lik balon jojelere
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alinip metanolle hacmine tamamlandi ve ultrasonik banyoda bir saat bekletildi, daha
sonra mekanik calkalayicida bir saat calkalandi. Daha sonra mavi banth siizgeg
kagitlarindan stiziildii. 100 mL’lik balon jojedeki losyon ¢ozeltisi difenhidramin 10

png/mL lidokain 15 pg/mL (stok ¢ozelti I) olacak sekilde metanolle seyreltildi.

3.5.2. Gelistirilen GC-MS yontemi ile Analiz

Losyon stok ¢ozeltisinden seyreltme islemleri metanol ile yapildi. Losyon stok
¢ozelti I’den alman 1 mL’lik hacimdeki ¢6zelti 5 mL’lik balon jojeye konularak
metanolle hacmine tamamlandi (difenhidramin 2pg/mL, lidokain 3pg/mL). Islem 5 kez
tekrarlandi. Losyon formulasyonlarindaki difenhidramin ve lidokain miktarlar1 daha

once hazirlanan 6l¢ii egrisinin denklemi yardimiyla hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. Difenhidramin Hidrokloriir ile Lidokain Hidrokloriiriin Gaz Kromatografisi-
Kiitle Spektrometresi ile Yan Yana Analiz Sonuclar

4.1.1. Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi
Yapilan denemelerde en iyi analiz sonuglarini saglayan kosullarin asagidaki gibi

oldugu belirlenmistir.
GC sistem parametreleri

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

* Tastyic1 gaz: Yiksek saflikta helyum gazi

» Gaz akis hizi: 0,9 mL/dk

* Enjeksiyon hacmi: 1pl

* Enjeksiyon sicakligi: 300 °C

* Firm sicakligi: 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 kaynagi sicakligi: 200 °C

Bu kromatografik kosullarda difenhidraminin alikonma zamani 5.879, lidokain

icin 6.103 dakikadir.



34

6l 000)
3.59TIC
1800 e TIC
Tam
Toé 0o — 587
3. N
] ) —
1 — 867
2.51
] 1
2.4
1.5
1.4
0-5__,»\ o " o
" o
e e e e e e e e e e L B L e e e I B e e e e e e R B
25 20 25 4.0 45 5.0 5.5 8.0 6.5
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4.2. Yontem Validasyonu

4.2.1. Segicilik
Coziicii metanol enjeksiyonu yapildi. Difenhidramin ve lidokainin piklerinin
ciktig1 dakikalada herhangi bir girisim olup olmadigi belirlendi. Metanol ¢oziiciisiine ait

kromatogram Sekil 4-4’te verilmistir.
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11395800~
Jr300
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0.9
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014 N " . C " " i |
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0.0
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25 3.0 35 40 45 5.0 5.5 6.0 6.5

Sekil 4-4: Metanol c¢oziiciisiine ait kromatogram (difenhidramin m/z: 58*, 73*; lidokain

m/z:58*, 86", TIC:toplam iyon kromatogrami)

4.2.2. Tayin Smir1 (LOQ) ve Gozlenebilme Sinir1 (LOD)

Boliim 3.4.2° de verilen denklemlere gore hesaplanan LOD degerleri DFN i¢in
0.012 pg/mL, LDN i¢in 0,017 pg/mLve LOQ degerleri DFN i¢in 0,039 pg/mL ve LDN
i¢cin 0,056 pg/mL olarak bulunmustur.

4.2.3. Dogrusallik

DFN i¢in 0,5-3,5 pg/mL ve LDN igin 1,0-5,25 pg/mL konsantrasyon araliginda
7 farkli konsantrasyondaki standart ¢ozeltiler ile Bolim 3.4.3° de anlatildigi gibi
calisildi. Her konsantrasyona karsi elde edilen ortalama pik alan orani degerleri yardimi
ile belirtilen konsantrasyon degerleri arasinda c¢izilen 6l¢ii egrisi DFN icin Sekil 4-5’te

ve LDN igin Sekil 4-6° da verilmistir.
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Sekil 4-5:

Difenhidraminin 0.5-3.5 ng/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii egrisi

Tablo 4-1: Difenhidramin Hidrokloriiriin 0,5-3,5 pg/mL konsantrasyon arahginda

hazirlanan o6l¢ii egrilerine ait pik alani degerleri ve istatistik verileri

C 05 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
(ng/ mL)
A
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 944550 | 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) degerlerinden hesaplanan dogru denklemi:

A=4131,54C-963,36

(r=0,9988)
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Tablo 4-2: Tablo 4.1°deki ol¢ii egrilerinin 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
18000
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o
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< 10000
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': 8000
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Sekil 4-6: Lidokainin 0,75-5,25 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan dl¢ii egrisi
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Tablo 4-3: Lidokain Hidrokloriiriin 0,75-5,25 pg/mL konsantrasyon arah@inda hazirlanan

olcii egrilerine ait pik alam1 degerleri ve istatistik veriler

C 0,75 15 2,25 3,0 3,75 4,5 5,25
(ng/mL)
A
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 427433 | 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) degerlerinden hesaplanan dogru denklemi:
A= 3030,38C-149,58 (r=10,9994)
Tablo 4-4: Tablo 4.3’deki ol¢ii egrilerinin 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 oranlari (A), SD ve RSD degerleri, Tablo 4-2 ve 4-

4’de ise en kiigiik kareler yontemi uygulanarak hesaplanan dogru denkleminden (A =

mC + b [m = egim, b = kesim noktasi, C = konsantrasyon]) elde edilen degiskenler ve

korelasyon katsayilari (r) verilmistir.
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4.2.4. Giin i¢i ve Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik
Ug farkli konsantrasyonda difenhidramin i¢in (0.5, 2, 3 pg/mL ) ve lidokain i¢in
(0.75, 3, 5.25 pg/mL ) igeren ¢ozeltilerle Boliim 3.4.4. de anlatildigr gibi ¢alisildi.

Ayni1 giin i¢inde yapilan analizlere ait bagil standart sapma degerleri %0,11-0,94
arasinda hesaplandi (Tablo 4-5).

Farkli giinlerde yapilan analizler sonucunda elde edilen bagil standart sapma

degerleri ise %0,25 —1,88 arasinda bulundu (Tablo 4-5).

Tablo 4-5: Aym giin i¢inde ve farkh giinlerde yapilan analizlerin tekrarlanabilirligi

Giin i¢i (n=5) Giinler aras1 *(n=5)
Alman Bulunan RSD Alman Bulunan RSD
Konsantrasyon | Konsantrasyon | (%) Konsantrasyon | Konsantrasyon |(%)
(ng /mL) (ng /mL) (ng /mL) (ng/mL)
0,5 0,502 0,49 0,5 0,506 0,42
DFEN 1 20 2,019 0,11 2,0 1,995 0,41
3,0 2,947 0,90 3,0 2,941 0,45
0,75 0,781 0,94 0,75 0,743 1,88
LDN
3,0 2,99 0,45 3,0 2,937 1,58
5,25 5,254 0,89 5,25 5,204 0,25

“Bes farkl1 giinde elde edilen sonugclar

4.2.5. Cozelti Stabilitesi

Cozelti stabilitesinin saptanmast i¢in standart c¢ozeltiler, oda sicakliginda
karanlikta 24 saat, otomatik numune Ornekleyicisinde 24 saat ve +4°C de 1 ay
bekletildi. Yapilan degerlendirmeler sonucunda ¢dzeltilerin stabil kaldig1 saptanmistir.

Elde edilen sonuglar Tablo 4-6’da verilmistir.
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Tablo 4-6: Oda sicakh@inda, otomatik numune ornekleyicisi ve buzdolabinda bekletilen

DFN ve LDN standart c¢ozeltilerine ait stabilite sonuclari

Geri kazanim (ortalamazSD)

RSD (%
(%) (%)
Uygulama
DFN LDN DFN LDN
Oda sicakhginda, karanlikta 24 saat bekletme 101,33+0,40 | 100,97+0,57 0,40 0,56
Buzdolabinda +4°C de 1 ay bekletme 99,33+0,28 99,11+0,19 0,29 0,19
Ot tik ornekleyicisinde 24 saat
omatik numune 6rnekleyicisinde 24 saa 101,05£0,13 | 99,28+0,22 0,13 0,22
bekletme

SD: Standart sapma,
RSD: Relatif standart sapma

4.2.6. Dogruluk

Gelistirilen yontemin dogrulugunu saptamak icin standart katma yOntemi

uygulandi. Bunun i¢in bdliim 3.4.6° da anlatiildig: gibi ¢alisildi.

Daha sonra geri kazanim yiizdeleri (Ct - Cu ) x 100 /Ca

hesaplandi.

Burada;

Ct : Bulunan toplam (DFN veya LDN) konsantrasyonu,

Cu : Farmasoétik preparatdan alinan analit konsantrasyonu,

Ca: Ilave edilen standart ¢dzeltinin konsantrasyonudur.

formiilinden

Geri kazanim degerleri % araliginda bulundu (Tablo 4-7). Elde edilen sonuclar

tabletlerde bulunan katki maddelerinin interferense neden olmadigini gostermistir.
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Tablo 4-7: Standart katma yontemine ait analiz sonuclar1 ve sonug¢larin istatistiki olarak

degerlendirilmesi
Alinan Ilave edilen | Bulunan Konsantrasyon P Geri RSD
Konsantrasyon | Konsantrasyon (ng / mL) Kazanim (%) "
(ng/ mL)a (ng / mL) (Ortalamazt SD¢) (%)
0,50 1,019+0,005 103,80 0,50
DFN
0,5 15 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
0,75 1,529+0,003 103,86 0,22
LDN
0,75 15 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

20vadril ®, 120g’da 2g DFN HCI ve3g LDN HCl igerir.

bn=5,
¢Standart sapma
*Bagil standart sapma

4.3. Farmasotik Preparatlarda Difenhidramin Hidrokloriiriin ve Lidokain
Hidrokloriiriin Analizi

4.3.1. Gelistirilen GC-MS Yoénteminin Losyon Formiilasyonuna Uygulanmasi

Gelistirilen GC-MS yontemi le elde edilen sonuglar 5 adet tayin iizerinden

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

yontemi ile elde edilen kromatogram Sekil 4-7’de verilmistir.
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Sekil 4-7: 1209 preparatta 2g difenhidramin hidrokloriir (1) ve 3g lidokain hidrokloriir (2)
iceren formiilasyonun analizine ait kromatogram (difenhidramin m/z: 58*, 73*; lidokain

m/z:58*, 86" , TIC:toplam iyon kromatogrami)
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Tablo 4-8: 120g preparatta 2g difenhidramin hidrokloriir ve 3g lidokain hidrokloriir

iceren formiilasyonun gelistirilen yontemle elde edilen analiz sonug¢lar

& Qvadril®losyon, Her 120g preparatta 2g difenhidramin hidrokloriir ve 3g lidokain hidrokloriir igerir.

bn1=n2=5

DFN

LDN

GC-MS yontemi

GC-MS yontemi

Ny 1,92 2,88
Ny 1,92 2,89
N3 1,93 2,89
N4 1,93 2,89
Ns 1,93 2,88
Xort? 1,93 2,89
Geri 96,50 96,33
Kazanim
(%)
SD 0,0054 0,0054
RSD (%) 0,28 0,19




44

5. TARTISMA

Difenhidramin; alerjik semptomlar1, kasinti,uykusuzluk, soguk alginligi, yol
tutmas1 ve ekstrapiramidal semptomlar1 da igeren ¢ok sayidaki durumun tedavisinde
kullanilan  birinci  kusak bir antihistaminiktir [13,4] ve yeni jenerasyon
antihistaminiklerden 6nemli 6l¢iide kuvvetlidir [5]. Etanolamin sinifi antihistaminerjik
ajanlardan biri olan difenhidramin, histamin (H1) reseptoriiniin ters antagonistidir.
Histaminin etkisini terse g¢evirerek alerjik semptomlarin siddetini azaltir [14]. Klinik
olarak H1 antagonistleri genellikle alerjik reaksiyonlari tedavi etmek i¢in kullanilir.
Sedatif etki ise genel bir yan etkisidir ve difenhidramin veya doksilamin gibi H1
antagonistleri uykusuzluk tedavisinde de kullanilir. Difenhidramin ayn1 zamanda, lokal
anestezik etkisine sebep olan hiicre i¢i sodyum kanal bloklayicisi gibi davranir [15].
Lidokain yaygin olarak kullanilan bir antiaritmik ve lokal anesteziktir. Antiaritmik ilag
siiflandirilmasinda 1b grubunda yer alir. Parenteral yoldan etkin bir antiaritmik olarak

aktivite gosterir ve yasami tehdit eden akut ventrikiiler aritmilere karsi ilk sira ilag

durumundadir [75].

Difenhidramin ve lidokainin farmasotik preparatlardaki yan yana analizleri
incelendiginde sadece tabletlerde surface assisted laser desorption ionization (SALDI)-
kiitle spektrometresi metoduna rastlanmistir [168]. Her analiz laboratuvarinda
bulunmayacak bir yontemdir. Bu 6zgiin yiiksek lisans tezi kapsaminda difenhidramin ve
lidokainin losyon formiilasyonunda yan yana tayini i¢in gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen bu yontemin validasyonu yapilmis

ve ila¢ maddelerinin farmasoétik preparatlardaki analizine uygulanmistir.

Gelistirilen GC-MS yonteminde 6ncelikle kromatografik kosullar belirlenmistir.
Yapilan denemeler sonucunda iki ila¢ maddesinin ayirilmasinda kullanilmak iizere en
uygun kolonun, 30m uzunlugunda 0,25mm i¢ ¢apinda ve 0,25um film kalinliginda
TRB-5MS (%95Dimetil-%5difenil polisiloksan) stasyoner faz ile kapli kapiler kolon
kullanilmistir. Calismada 200°C sabit sicaklikta, 0.9mL/dk gaz akis hizi kullanilarak
ayrilma saglanmistir. Kiitliphanedeki spektrumlarla elde edilen kiitle spektrumlarinin
benzerliginden faydalanilarak takip i¢in (difenhidramin hidrokloriir i¢in m/z 58" ve 73",
lidokain hidrokloriir i¢in 58%,86%) uygun iyonlar secilmistir. Alikonma zamanlar1 ise

difenhidramin i¢in 5.879, lidokain i¢in 6.103 dk olarak bulunmustur.
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Belirlenen c¢alisma kosullarinda dogrusal aralik, difenhidramin i¢in 0.5-3.5
pg/mL  ve lidokain igin 0.75-5.25 pg/mL olarak tespit edilmistir. Gelistirilen yontem
ayrica valide edilmis ve sonuglar basarili bulunmustur. Gelistirilen yontemin
tekrarlanabilirligini belirlemek i¢in aymi giinde ve farkli giinlerde ¢ farkli
konsantrasyonda analizler yapilmis ve ayni giin i¢inde yapilan analizlere ait bagil
standart sapma degerleri % 0.11 — 0.94, farkli giinlerde yapilan analizler sonucunda
elde edilen bagil standart sapma degerleri ise % 0.25 — 1.88 olarak saptanmustir.
Yontemin dogrulugunu belirlemek amaciyla standart katma metodu uygulanmis ve geri
kazanim degerleri % 98.06-103.86 araliginda bulunmustur. Ayrica 6l¢ii egrilerinin
egimi ve y cksenini kestigi nokta kullanilarak hesaplanan LOD degerleri DFN igin
0.012, LDN ig¢in 0.017 pg/mL ve LOQ degerleri DFN i¢in 0.039 ve LDN i¢in 0.056
pg/mL olarak bulunmustur. Cozelti stabilitesinin saptanmasi igin de standart ¢ozeltiler,
oda sicakliginda karanlikta 24 saat, otomatik numune 6rnekleyicisinde 24 saat ve +4°C
de 1 ay bekletilmis ve yapilan degerlendirmeler sonucunda g¢ozeltilerin stabil kaldig

belirlenmistir.

Ozet olarak bu galismada farmasotik preparatlarda difenhidramin ve lidokainin
yan yana analizi i¢in kullanimi kolay, tekrarlanabilirligi ve giivenilirligi yiiksek yeni bir
GC-MS yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen ve valide edilen bu yontem rutin farmasotik
analizlerde, bu ilag maddelerinin yan yana miktar tayininde giivenilir, hizli, pratik

olarak rahatlikla kullanilabilecek niteliktedir.
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