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Ekstrakte edilebilir/siiziilebilir madde profilinin olusturulmasi ve sonrasinda toksikolojik
risk degerlendirmesinin yapilmasi tibbi cihazlarin biyolojik degerlendirmesinin dnemli
bir pargasidir. Tibbi malzemelerin piyasaya siiriilebilmesinin temel yiikiimliiliiklerinden
biri biyouyumluluk degerlendirmesinden gegmis olmasidir. Tibbi malzemelerin biyolojik
degerlendirmesinin uygunlugu, ekstrakte edilebilir ve siiziilebilir maddelerin tespiti
caligmalarinin saglamligina ve dogruluguna baglidir. Bu ¢alismada, N-nitrozaminlerin ve
N-nitrozlanabilir maddelerin belirlenmesi baglaminda bu maddeleri sizdirmaya egilimli
olan silikon veya kauguktan yapilmig tibbi malzemeler i¢in hedefli bir analiz yaklagimi
olusturulmustur. Numune alma metodolojileri, N-nitrozlanabilir maddeler agisindan EN
ISO 10993-12 ve EN 12868'deki yaklasimlar dikkate alinarak incelenmistir. NDPA,
NMOR, NPYR, NPIP, NDiBA, NDBzA ve NDiNA maddelerinin kalitatif ve kantitatif
analizi i¢in sirasiyla tarama (SCAN) ve se¢ilmis iyon izleme (SIM) modlar1 kullanilarak
uygun GC-MS parametreleri olusturulmustur. Olusturulan GC-MS metodu igin
dogrusallik, LOD-LOQ, gergeklik ve kesinlik calismalari yapilmis ve tiim bu ¢alismalar

kullanilarak 6l¢liim belirsizligi hesaplanmis olup metot validasyonu bdylece yapilmistir.
i



Sonuglar, kalibrasyon egrilerinin minimum 0,9965 tayin katsayist (r%) degerleri ile 10-
100 pg/L derisim aralifinda dogrusal oldugunu goéstermektedir. LOD ve LOQ degerleri
tim maddeler i¢in sirasiyla 1,6-19 pg/L ve 5,5-56,4 nug/L araligindadir. Validasyon
caligmalar i¢in 20 pg/L, 60 ug/L ve 100 pg/L secilmis olup bu noktalarda diisiik bagil
standart sapma degerleri ile tekrarlanabilirlik ve tekrar {iretilebilirlik kosullar
saglanmistir. 6 adet nitrozamin maddesi i¢in her bir derisim noktasinda geri kazanim
oranlar1 standardlarin 6n gordiigii limitler olan %95+30 araligindadir. Yalnizca 20 pg/L
noktasinda NDiNA i¢in geri kazanim degeri %131 olup kabul kriteri saglanamamustir.
Bu tez caligmasi kapsaminda polimerik tibbi malzemelerde nitrozamin ve nitrozlanabilen
madde analizi amaciyla gelistirilmis olan metot valide edilmis olup ilgili yonetmelikler,

standartlar ve literatiirle kiyaslandiginda etkili bir yontem oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Polimerik tibbi malzemeler, biyouyumluluk, nitrozaminler,

nitrozlanabilen maddeler, GC-MS, metot validasyonu
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Extractable and leachable substance determination and corresponding toxicological risk
assessment strategy is the essential part of the biological evaluation of the medical
devices. One of the main obligations for placing medical devices on the market is to have
undergone a biocompatibility assessment. Therefore, the appropriateness of biological
evaluation of medical devices depends on the robustness and accurateness of the
extractable and leachable studies. In this study, a targeted analysis approach for the
determination of N-nitrosamines and N-nitrosatable substances was established for
medical devices made of rubber and elastomer, which are prone to leaching these
substances. Sampling methodologies were examined considering the approaches in EN
ISO 10993-12 and EN 12868 for nitrosatable substances. Appropriate GC-MS parameters
were established for the qualitative and quantitative analysis of NDPA, NMOR, NPYR,
NPIP, NDIiBA, NDBzA and NDiNA using screening (SCAN) and selected ion

monitoring (SIM) modes, respectively. Linearity, LOD-LOQ, accuracy ande precision



studies were performed for the established GC-MS method and measurement uncertainty
was calculated based on these studies and method validation was thus performed.

The results show that the calibration curves are linear within the 10-100 pg/L
concentration range with a minimum r? value of 0.9965. The LOD and LOQ values are
in the range 1,6-19 pug/L and 5,5-56,4 ng/L for all substances, respectively. For the
validation studies, concentraitons of 20 pg/L, 60 pg/L and 100 ug/L were selected and
repeatability and reproducibility conditions were achieved with low relative standard
deviation values. For six nitrosamine substances, the recovery rates at each concentration
point are within the standard's prescribed limits of 95+30%. Only at 20 pg/L point, the
recovery value for NDINA was %131, which did not meet the acceptance criteria. Within
the scope of this thesis, the method developed for the analysis of N-nitrosamines and N-
nitrosatable substances in polymeric medical devices was validated and determined to be
an efficient method when compared with the relevant regulations, standards and

literature.

Keywords: Polymeric medical devices, biocompatibility, nitrosamines, nitrosatable

substances, GC-MS, method validation
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1. GIRIS

Tibbi malzemeler saglik endiistrisi agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir. Tedavi amagl
olarak kullanilan ve ila¢ olarak degerlendirilmeyen (birincil etkisi farmakolojik,

immiinolojik ve metabolik olmayan) tiim iirtinler tibbi cihaz olarak siniflandirilmaktadir.

Tibbi cihazlarin uygunluk degerlendirme siireclerinde cihazlarin biyolojik dokular,
hiicreler ve viicut sivilar1 ile uyumlu olmasi ve toksisite ile ilgili 6zelliklerinin
degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu siirecler tibbi cihazlarin biyouyumlulugu olarak
adlandirilmaktadir. Biyolojik degerlendirme, tibbi cihazlarin simiilasyon ortaminda
ekstraksiyon prosesinin gergeklestirilmesi, ekstrakte edilebilir/siiziilebilir madde
profillerinin kromatografik ve spektroskopik yontemler vasitasiyla g¢ikartilmasi ve
karsilik gelen toksikolojik risk degerlendirmesi siirecleri ile gerceklestirilmesini zorunlu

hale getirmistir.

Tibbi malzemelerin uygunluk degerlendirme siireglerinde Avrupa Komisyonunca
onaylanmis ve Avrupa Standartlar Komitesi (CEN) tarafindan hazirlanmis
uyumlastirilmis bir standart serisi kullanilmaktadir. Tibbi malzemelerin genel giivenlilik
gereksinimlerinden biri olan biyolojik degerlendirme i¢in uygulanan standart
EN ISO 10993-1°dir. 26.05.2021 tarihinde yiirtirliige giren Tibbi Cihaz Y onetmeligi ve
2020 yilinda revizyona ugrayan EN ISO 10993-1 standartlar1 geregi tibbi malzemelerin
biyolojik degerlendirme siireglerinde hayvan testlerinden miimkiin oldugu siirece

kaginilmasi gerektigi belirtilmektedir.

Tibbi cihazlarin 6nemli bir boliimii polimer esasli malzemelerden olugmaktadir. Polimer
esasli tibbi malzemelerin biyolojik degerlendirmesini etkileyecek en onemli faktorler
polimerizasyon tepkimeleri sirasinda kullanilan katalizorler, baslaticilar, eklentiler ve
monomerlerdir. Polimerizasyon tepkimesi sonrasi kalint1 olarak tibbi malzeme {izerinde
olmasi muhtemel bu iriinler tibbi malzemelerin biyouyumlulugunu olumsuz olarak
etkilemektedir. Ayn1 zamanda, polimer esasli tibbi malzemelerin {iretilmesi esnasinda

polimer isleme tekniklerinde (ekstriizyon, enjeksiyonlu kaliplama) kullanilan proses

1



stvilar1 veya muhtemel kalinti, kontaminasyonlar da tibbi malzemelerin biyolojik

degerlendirmesini olumsuz olarak etkileyebilecek durumlar olarak 6ne ¢ikmaktadir.

N-nitrozamin ve N-nitrozlanabilen maddeler kauguk veya elastomer bazli tibbi
malzemelerin biyolojik degerlendirmesinde dikkate alinmasi gereken, potansiyel sizinti
yapan en onemli maddelerdendir. Bu maddelerin, insanda kanserojen etki yarattigi
kanitlanmis bilesikler olmasi sebebiyle analizler esnasinda tibbi malzemelerden verimli
bir sekilde ekstrakte edilmeleri ve nihai olarak da etkin yontemlerle analiz edilerek

miktarsal tayinlerinin yapilmasi insan sagligi acisindan hayati 6nem teskil etmektedir.

Bu c¢alismada, kauguk veya elastomer bazli tibbi malzemelerden N-nitrozamin ve N-
nitrozlanabilen madde analizi yapabilmek amaciyla bir GC-MS metodu gelistirme ve

gecerli kilma caligsmasi yapilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tibbi Cihazlar

Insanlik tarihinin basladig: ilk ¢aglardan itibaren insanlarmn hastaliklarmin tedavisi ve
hafifletilmesi icin careler aranmis ve bu arayislar sonunda, siirecte ¢esitli yontemler
tiretilmeye devam edilmistir. Binlerce y1l 6ncesine ait oldugu tespit edilen cerrahi aletler
ve insan bedeninde ve kafataslarindaki cerrahi operasyon izleri, tibbi malzemeler tarihsel

stirecte kullaniminin ¢ok eskiye dayandigini diisiindiirmektedir.

Tibbi cihazlar insan viicudu igerisinde veya tizerindeki etkisini ilaglardan farkli olarak
farmakolojik, metabolik veya immiinolojik etkiler ile saglamak yerine birincil etkisini
fiziksel ya da mekanik olarak gostermektedir. Fakat fonksiyonunu yerine getirirken
farmakolojik, immiinolojik veya metabolik etkiler tarafindan desteklenebilir. Tibbi
cihazlar bir hastaligin, yaralanmanin ya da sakatligin tahmini, tanisi, takibi, tedavisi veya
hafifletilmesi amaciyla kullanilabilir. Bunun haricinde fizyolojik ya da patolojik bir
stirecin arastirilmasi veya modifikasyonu amaciyla, insan viicudundan alinan érneklerin
test edilmesinde, gebeligin onlenmesi ya da desteklenmesinde de tibbi malzemelerden
yararlanilabilir [1]. Bu tanima goére ¢ok basit bir enjektorden karmasgik bir goriintiileme
cihazina kadar pek ¢ok farkl tipte cihaz ve alet tibbi cihaz olarak nitelendirilmektedir.

Tibbi malzemeler metal, plastik, seramik ve kompozit malzemelerden olusabilir.

2.2. Avrupa Birligi ve Tiirkiye’de Tibbi Cihaz Endiistrisi

Diinya niifusunun artmasina bagl olarak kaynaklarin azalmasi ve kotli yasam kosullart
sonucunda tedavisi zor ve kronik hastaliklarin yayginlagmas ile birlikte teknolojideki
gelismelerden de faydalanarak kiiresel Olcekte, ilag ve tibbi cithaz sektdrii son yillarda
onemli bir endiistri haline gelmistir. Diinyada tibbi cihaz sektdriiniin toplam gelirinin

2020 yih itibariyle 446 milyar ABD Dolari ile en yiiksek seviyeye ulastigi belirtilmistir
[2].



Avrupa Tibbi Cihaz Teknoloji Endiistrisi Birligi (Medtech Europe)’nin 2023 yilinda
yayinladigt “Avrupa Medikal Teknoloji Endiistrisi” raporuna gore 160 milyon Avro ile
diinya tibbi teknoloji pazarmin yaklasik %?27'sini olusturan Avrupa Birligi pazari,
ABD'den sonra en biiyiik ikinci pazar konumundadir. Avrupa Birligi’nde gayri safi milli
hasilanin %11 inin saglik harcamalarina ayrildig: raporlanmigtir. Yapilan harcamalarin
%5-10’Iuk kisminin da tibbi cihaz teknolojilerine ait oldugu belirtilmistir. Rapora gore
Avrupa Birligi’nde kisi basina diisen tibbi cihaz harcamasi 312 Avro’dur [3].

Bir tibbi cihazin Avrupa Birligi sinirlart igerisinde piyasaya arz edilebilmesi i¢in Tibbi
Cihaz Yonetmeligi (MDR) kapsaminda degerlendirilmesi ve uygunluk degerlendirme
islemlerine tabi tutulmasi gerekmektedir. Ulkemizin Giimriik Birligi anlasmasima tabi
olmas1 ve 2/97 sayil1 “Tiirkiye-Avrupa Toplulugu Ortak Konseyi” karar1 uyarinca Avrupa
Birligi’nde tibbi cihazlar i¢in yiriirlikte olan regililasyonlar Tiirkiye’de de
uyumlastirilarak ulusal yonetmelik olarak yaymlanmistir. Ulkemizde tibbi cihazlarin
piyasaya arzinin Avrupa Birligi hiikiimlerine tabi olmasi sebebiyle Avrupa ve Tiirkiye
tibbi cihaz pazarindaki diizenlemeler ayr1 degerlendirilemeyecek olup birlikte ele

alinmasi gerekmektedir [4].

Ulkemizde Tiirkiye Cumhuriyeti Cumhurbaskanhig:i Strateji ve Biitge Baskanlig
tarafindan 2019 yilinda yayinlanan ve 2019-2023 yillarina yonelik On Birinci Kalkinma
Planinda tibbi cihazlara iliskin maddelere de yer verilmis olup bu plan dogrultusunda
sektorde c¢alismalar hiz kazanmistir. Plana gore, tibbi cihazlarda Ar-Ge faaliyetleri,
prototip olusturma c¢aligmalari, klinik 6ncesi calismalar ve iiretim Oncesi ve sonrasi
stireclerin analizlerinin yapilacag akredite merkez kurulmasi karart alinmistir. Bu bakisla
sektore yonelik test, belgelendirme ve ruhsatlandirma alaninda kiiresel anlamda bilinirligi

olan test ve analiz merkezlerinin gelistirilmesi isaret edilmistir [5].

Tiirkiye Saglik Endiistrisi Isverenleri Sendikasi (SEIS) ve Tiim Tibbi Cihaz Uretici ve
Tedarik¢i Dernekleri Federasyonu (TUMDEF) adma Deloitte Danismanhk A.S.
tarafindan hazirlanip 2021 yilinda yaymlanan “Sagligin dinamosu: Tiirkiye Tibbi
Teknoloji ve Cihaz Sektorii” konulu raporda iilkemiz tibbi malzeme sektorii pazar

biiyiikliigiiniin 2,4 milyar ABD Dolar ile diinya pazarinda %0,6’lik bir hacmi oldugu



belirtilmistir. Aym1 raporda Tirkiye’de iiretici, dagitict ve ithalatgi olmak {izere
11.000’den fazla firmanin tibbi malzeme sektoriinde faaliyet gosterdigi belirtilmistir [6].
Ulkemizde T.C. Sanayi ve Teknoloji Bakanlig1 tarafindan 2022 yilinda “Akill1 Yasam ve
Saglik Uriin ve Teknolojileri Yol Haritas1” adl1 bir rapor yaymlanmis ve bu rapora gore

sektoriin durumu asagidaki sekilde agiklanmistir [2].

e 2020 yil1 tilkemizdeki tibbi malzeme ithalatinin 934 milyon ABD Dolar1, tibbi
malzeme ihracatinin ise 2,1 milyar ABD Dolart oldugu raporlanmistir.
2020 yil1 itibariyle yaklasik 2.300 ithalatg1 ve 1.000 {iretici tibbi malzeme firmasi
mevcuttur. Buna karsilik ihracat oraninda 2005-2020 yillar1 arasinda %16°1ik bir
biliylime olmasina ragmen pazarin %84 ’iinii ithalatin olusturdugu belirtilmistir.

e ¢ piyasa taleplerinin karsilanmas1 noktasinda ithalata bagli olunmasi sebebiyle
ihracatt ve {lretimi artiracak stratejik tedbirler alinmasi biliyiik 6nem arz
etmektedir.

e Ulkemizde en cok ithal edilen tibbi malzemeler cerrahi eldivenler, siringalar,
cerrahi el aletleri ve kataterler olarak belirtilmistir.

e Pazarin en biiylik kismi1 dental iiriinler ve sarf malzemelerden olusmaktadir.

Bunlara ek olarak yayinlanan yol haritasinda, kimyasal karakterizasyon testlerinin
yapilacagi laboratuvar calismalarina T.C. Sanayi ve Teknoloji Bakanlig1 tarafindan
verilecek destekler de aciklanmistir. Buna gore, mevcut 6n-klinik ve biyouyumluluk
testlerinin yapildigi laboratuvarlarin akredite degilse akredite olmasi ve CE sertifikasyon
sartlarin1 saglayacak yerli tibbi cihaz test merkezlerinin kurulmasi gibi konularda ilgili

Bakanliklarin bir araya gelerek sektor temsilcilerine destekte bulunacaklari belirtilmistir.

Tibbi malzemeler, T.C. Sanayi ve Teknoloji Bakanligi’nin 6nemli bir projesi olan
“Teknoloji Odakli Sanayi Hamlesi” programinda da tesvik edilecek iiriinler kapsamina
alimmustir. Programa gore kemiklerin tedavisinde kullanilan ¢imentolar, kontakt lensler,
tipta kullanilan siringalar, cerrahi dikis igneleri, idrar sondasi, damar i¢i kataterler, kalp

kapakgiklari, suni uzuvlar gibi daha pek ¢ok tiriin destek kapsamina alinmistir [7].



Yukarida belirtilen stratejik planlar, politikalar, yapilan yol haritalar1 ve verilen destekler
tibbi malzemelerin MDR gereklerine uygun {iiretilmesinin ne denli énemli oldugunu
gosterirken uygunluk degerlendirme asamasinda biyolojik degerlendirmede kimyasal
karakterizasyon igsleminin de zorunlu olacagi ve Onaylanmis Kuruluglar tarafindan bu

konunun tizerinde durulacag aciktir.

2.3. Tibbi Cihaz Yonetmeligi

Tibbi Cihaz Yonetmeligi (MDR) 26 Mayis 2021 tarihinde yiiriirliige girmistir. Bir iiriiniin
Avrupa Birligi smirlan igerisinde piyasaya arz edilebilmesi igcin MDR kapsaminda
degerlendirilmesi ve uygunluk degerlendirme islemlerine tabi tutulmasi gerekmektedir.
MDR yonetmeligine uyum saglamak icin gerekli iglemler teknik dokiimantasyon
hazirlama, tibbi cihaz iizerinde gerekli muayene ve testlerin gercgeklestirilmesi
(biyouyumluluk ve performans gerekleri agisindan), klinik arastirma, piyasaya arz sonrasi
klinik takip ve belgelendirme islemlerinden olusmaktadir. MDR kapsamindaki tibbi
cihazlarin piyasaya arz edilebilmeleri i¢in temel giivenlik ve performans sartlarinin yerine
getirilerek tibbi cihaz {zerinde ilgili muayene ve testlerin gergeklestirilmesi

gerekmektedir.

2.4. Tibbi Cihazlarda Genel Giivenlilik ve Performans Sartlari

Usuliine uygun olarak temin edildiginde, talimatlara uygun kuruldugunda, bu talimatlara
gore bakimlar1 yapildiginda ve kullanim amacina uygun sekilde kullanildiginda
T1ibbi Cihaz Yonetmeligi Madde 5°de belirtilen Genel Giivenlilik ve Performans Sartlar
(GSPR)’n1 saglayan cihazlar piyasaya arz edilebilir [1]. Bu gereklilikler, Genel Giivenlik
ve Performans Gereklilikleri (GSPR) olarak adlandirilmakta olup Ydnetmeligin Ek-

I’inde detaylica agiklanmaktadir. Buna gore:

e Tibbi cihazlar amaclanan performanslara uygun iiretilmeli ve kullanacak kisilerin
saglhigini ve giivenligini tehlikeye atmamalidir.

e Fayda-risk oranmin olumsuz etkilenmemesi kosuluyla riskler olabildigince
azaltilmalidir.

e Ureticiler bir risk ydnetim plan1 kurmali ve uygulamalidir.



e Tibbi cihaz normal kullanim talimatlar1 uyarinca normal kullanim kosullarinda
olusabilecek zorlamalara tabi tutuldugunda kullanim 6mrii siiresince kullanicinin
saglik ve giivenligini tehlikeye atmamalidir.

e (Cihazlar, tireticileri tarafindan verilen talimat ve bilgiler 1s181nda nakledilmesi ve
depolanmasi sirasinda Ongoriilen kullanim siiresinde karakteristikleri ve
performanslar1  etkilenmeyecek  sekilde  tasarlanmali,  iretilmeli  ve
ambalajlanmalidir.

e Ongoriilebilir ve bilinen tiim riskler/yan etkiler en aza indirgenmeli ve kullaniciya

faydalar ile kiyaslandiginda kabul edilebilir olmalidir.

Yonetmelik kapsamindaki genel giivenlik gereklerinin en 6nemlilerinden bir tanesi tibbi
cihazlarin biyolojik degerlendirmesidir. Bir tibbi cihazin Genel Giivenlilik ve Performans
Sartlarina uygunlugunun tespiti i¢in cihazlarin kullanicilar1 ile biyouyumlulugunun

degerlendirilmesi gerekmektedir.

2.5. Tibbi Cihazlarin Biyouyumluluk Degerlendirmesi

Biyouyumluluk, tibbi cihazlar i¢in dikkate alinmasi gereken baglica sonlanim
noktalarindan biridir. Tibbi Cihaz Yonetmeligi'nin (MDR) Genel Giivenlik ve
Performans Gereklilikleri (GSPR) uyarinca tibbi cihazlarda kullanilan maddeler ile cihaz
kullanicilarinin biyolojik doku ve hiicreleri arasindaki uyumlulugun saglanmasi i¢in
ureticiye biyouyumluluk degerlendirmesi yapma zorunlulugu getirilmektedir.
Biyouyumlulukla ilgili gereklilikler ise Genel Giivenlik ve Performans Gerekliliklerinin
10. maddesinde ayrintili olarak agiklanmistir. Bu baglamda MDR’nin biyolojik
degerlendirmeye dayali gerekliliklerinin karsilanmasi i¢in EN ISO 10993-1, EN ISO
10993-17 ve EN ISO 10993-18 uyumlastirilmis standartlari kullanilmaktadir. S6z konusu
standartlarin temel amaci tibbi cihaz kullanicilarinin korunmasidir. Test hayvanlarinin
gereksiz kullaniminin 6nlenmesini amaglayan hayvan refahi ise standartlarin hedef aldig1

ikincil 6gedir [8].

Belirli limitlerin iizerinde toksikolojik risk icermeyen tibbi cihazlar biyouyumlu tibbi
cihazlar olarak tanimlanabilir. Baska bir ifadeyle, tibbi cihazlarin piyasaya arz

edilebilmesi i¢in cihazlarin biyolojik degerlendirmesinin uygun olarak sonug¢landiriimasi



gerekmektedir. Cihazda bulunan veya cihazdan salinan maddeler ile viicut hiicreleri/
dokulari/ stvilar1 arasinda gerceklesen etkilesimler tibbi cihazlara iligkin toksikolojik risk
degerlendirmesinde &nem arz etmektedir [9]. Oziitlenebilir madde profilleri sonrasinda
gergeklestirilen toksikolojik risk degerlendirme siireci sonunda bir siiphe tespit edilmisse
biyolojik degerlendirme olumsuz olarak sonuglanmakta veya deney hayvanlari tizerinde
biyolojik degerlendirme sonlanim noktalarina goére testlerin gergeklestirilmesi siirecine

gecilmektedir.

2.5.1. Tibbi Cihazlarda Kimyasal Karakterizasyon

MDR kapsaminda tibbi cihaz {ireticileri, hayvan testlerinden once cihazlari kimyasal
karakterizasyon baglaminda test etmek veya ettirmekle yiikiimlidiir. Kimyasal
karakterizasyon testleri malzeme tanimlama, yapisal, termal ve yiizey ozelliklerinin
belirlenmesi ile ekstrakte edilebilir ve siiziilebilir madde analizinden olusmaktadir.
Ekstrakte edilebilir ve siiziilebilir madde profilinin ¢ikarilmasinin ardindan yapilacak

olan toksikolojik analiz biyolojik degerlendirmenin temel parcasidir.

Polimer esasli tibbi cihazlardan siiziilebilecek maddeler biiyiik cogunlugu organik esasl
maddelerdir. Siiziilebilir madde profilleri sonrast madde miktarlarinin tespit edilme
yontem ve metotlart EN ISO 10993-18 standardinda belirtilmistir. Bu standardin son
revizyonlar1 baglaminda siiziilebilir madde profillerinin yar1 kantitatif metotla tespiti ile
ilgili detaylandirmalar bulunmaktadir. Polimer esasl tibbi cihazlardan siiziilebilecek
maddelerin tahmin edilememesi durumunda kantitatif/hedef analizlerin uygulanamamasi
hususu tibbi cihazlarin biyolojik degerlendirme siireglerinin yari-kantitatif metotla
yapilmasint zorunlu kilmaktadir. Ancak, biyolojik degerlendirmeyi olumsuz olarak
etkileyebilecek ve soz konusu polimer esasli tibbi cihazdan siiziilmesi beklenen ve
polimer sanayisinde siklikla kullanilan eklenti, katalizor, baslatict gibi toksik maddelerin

analizinin kantitatif/hedefli analiz yontemleriyle gerceklestirilmesi dnem arz etmektedir.

2.6. Ekstrakte Edilebilir ve Stuiziilebilir Madde Analizi

Ekstrakte edilebilir ve siiziilebilir madde analizleri bir anlamda in-vitro simiilasyon

testleridir. Ekstrakte edilebilirlik g¢alismalar1 tibbi cihazlar i¢in en koti durum



senaryosunu temsil etmelidir. Oyle ki bu calismalardan elde edilen ekstrakte edilebilir
maddelerin derisimleri normal klinik kosullarda elde edilen sizint1 maddelerden 6nemli
dlgiilerde daha yiiksektir [10]. Ote yandan, siiziilebilirlik ¢alismalari, cihazin klinik
kullaniminin simiilasyonuna dayanmaktadir. Aslinda, ekstrakte edilebilir ve siiziilebilir
maddelerin analizi temelde ayni perspektife dayanmakla birlikte bu ¢aligmalar arasindaki
farklar, calismalardan elde edilen maddelerin tiirleri ve miktarlart nedeniyle ortaya

¢ikmaktadir [10].

Viicutla uzun siireli temas1 bulunan tibbi cihazlarda ekstrakte edilebilir madde analizi
calismalarinda uygulanacak ana prensip kapsamli bir ekstraksiyon yapmaktir. Ozellikle
implante edilebilir cihazlar i¢in bu ¢alismalarda farkli polaritelere sahip en az iki ¢oziicii
uygulanmalidir [10]. Ekstrakte edilebilir ve siiziilebilir ¢alismalarin tasarimlar
baglaminda ekstraksiyon adimlarinin kosullari arasindaki fark (genel olarak kabul edilen
yol simiile edilmis kullanima yonelik ekstraksiyon adiminin uygulanmasidir) nedeniyle
ekstraksiyon g¢aligmasindan tiim siiziilebilirlerin elde edilemeyecegi gercegine dikkat
edilmelidir [10]. Baska bir deyisle, simiile edilmis kullanim kosullar1 belirli durumlarda
ekstrakte edilebilir ¢alismalarla temsil edilememektedir ve bu durum, farkh
konsantrasyonlara sahip farkli maddelerin ekstrakte edilebilir ve siiziilebilir madde

analizleri yoluyla geri kazanilmasinin temel esasini olusturmaktadir.

Ekstrakte edilebilir ve siiziilebilir maddelerin analizi, potansiyel siiziilebilirlerin
belirlenmesi baglaminda basta GC-MS ve LC-MS/MS olmak iizere ¢esitli kromatografik
yontemlerle gerceklestirilir. Ekstrakte edilebilen maddelerin kromatografik analizlerle
tespit edilmesinde maddelerin tanimlanmas1 ve miktarlarinin belirlenmesi amaciyla yari
kantitatif analiz yaklasimi uygulanmaktadir. Yar1 kantitatif analiz, kullanilan ig
standardin yanitinin ve derisiminin kiyaslama noktas1 olarak segilerek miktar1 bilinmeyen
maddelerin miktarinin belirlendigi bir yaklagima dayanir. Burada tanimlama, cthazin MS
spektrumunun NIST-MS kiitiiphanesinde bulunan referans malzemelere ait spektrumlarla
karsilagtirilmas1 ve eslestirilmesi yoluyla yapilir. Fakat yar1 kantitatif analizlerde

yasanabilecek dezavantajlar asagida ii¢ madde halinde listelenmistir [11].



o Kapsamdaki eksiklikler
¢ Bilinmeyen maddelerin tanimlanmasi noktasinda karsilasilan bazi zorluklar

e Miktarsal tayinin tam anlamiyla yapilamamasi

Bu maddelerden ilki, tibbi cihazlara uygulanacak test prosediirlerinin somut bir standart
ile saglanamamasi ile ilgilidir. Fakat EN ISO 10993-18 standardinda, ekstrakte edilebilir
ve siiziilebilir caligmalar i¢in uygulanabilecek kromatografik metotlar kapsaminda
numune hazirlama ic¢in yol gosterilmektedir. Numune hazirlama adimi ekstraksiyon
isleminin en 6nemli adimlarindan biridir. Bu asamada meydana gelebilecek herhangi bir
hata, sonucta elde edilecek potansiyel siizebilen madde miktarinda kayba neden
olmaktadir. Ornegin numuneye uygun polaritede olmayan ¢oziicii kullanimi nedeniyle
verimsiz ekstraksiyon, ekstraksiyon sicakliklarinin optimum kosullardan yiiksek olmasi
nedeniyle sizintt maddelerinin termal bozunmasi gibi durumlar numune hazirlamanin
Oonemini gostermektedir. Siiziilebilen maddelerin derigimini etkileyen parametreler

¢oziicliler, ekstraksiyon prensipleri ve ekstraksiyon kosullaridir.

Literatiirdeki ve mevcut standartlardaki bilgi eksikligi, dogrulanmis kimyasal
karakterizasyona dayal1 test yontemlerinin olugturulmasi agisindan, test laboratuvarlari
arasinda uyum saglanmasini engellemektedir. Ayrica, hedefe yonelik olmayan metot
gelistirme icin aday i¢ standartlarin se¢imi ile birlikte numune biiyiikliigiiniin
belirlenmesi, hedefe yonelik olmayan analiz amaglar1 agisindan olusturulan test

prosediirleri arasinda uyumu saglamayan diger 6nemli dezavantajdir.

Ikinci sinirlama ise bilinmeyen maddelerin tanimlanmas: sirasinda  karsilagilan
zorluklardir. Bilinmeyen madde tanimlamasi, maddenin MS spektrumunun MS
kiitiphanesinde bulunan referans malzemelerle karsilastirilmas: yoluyla yapilir.
Stiziilebilen madde spektrumu ile en yiliksek oranda eslesen spektrumlar analiz edilir ve
bu spektrumlar arasindan tanimlama yapilir. Bazi durumlarda s6z konusu maddenin
spektrumuyla eslesen cok sayida spektrum bulunur. Bu durumda ¢ok sayida bilinmeyen
madde olmasi, analizde bir belirsizlik yaratmaktadir. Ayrica MS NIST Kkiitliphanesi
birbirine benzer yapida olan maddeleri ayirt etmekte yetersiz kalabilmektedir [11].
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Ugiincii kisit ise miktar tayini yaparken dogabilecek eksiklerden kaynaklanmaktadir.
Miktar tayini i¢ standardin yanitina ve derisime gore dogru oranti ile gergeklestirilir. Esas
amagc yanlis negatif durumlar1 elimine ederek hata payim diisiirmektir. Bu amacla, AET
(analitik degerlendirme esigi) seviyesi belirsizlik faktorii ile azaltilarak toksikolojik risk
degerlendirme asamasina yonlendirilen bilinmeyen maddelerin sayisi azaltilir. Organik
ekstrakte edilebilir maddelerin bagil cevap faktorlerindeki farkliliklar nedeniyle
bilinmeyen maddelerin miktarmin  belirlenmesinde  yanhis  pozitif —sonuglar

gozlenmektedir.

Tibbi cihazlardan siiziilebilen N-nitrozaminler ve N-nitrozlanabilen maddelerin nicel
analizi i¢in ekstraksiyon adiminin kritik oldugu belirli test prosediirleri vardir. Bu test

prosediirleri EN 12868, EN 71-12 ve ISO 29941 standartlarinda detaylandirilmigtir.

e EN 12868, clastomer veya kauguk emziklerden N-nitrozamin ve N-
nitrozlanabilen maddelerin ekstraksiyonu ve analizi i¢in olusturulmus 6zel bir
standarttir [12].

e EN 71-12, 6zellikle dogal kauguk, sentetik kaucuk ve kiirlenmis silikonlar dahil
olmak iizere elastomerlerden yapilmis oyuncaklardan N-nitrozamin ve N-
nitrozlanabilen maddelerin ekstraksiyonu ve analizi igin olusturulmus 6zel bir
standarttir [13].

e ISO 29941, dogal kauguk Ilateks prezervatiflerden N-nitrozamin ve N-
nitrozlanabilen maddelerin ekstraksiyonu ve analizi i¢in olusturulmus 6zel bir

standarttir [14].

N-Nitrozaminler ve N-nitrozlanabilen maddeler i¢in 6zel olarak olusturulmus test
metodlari ile EN ISO 10993-18'de yar1 kantitatif analiz yaklagimina iligkin olarak verilen
test metodu arasinda 6nemli sapmalar vardir. EN ISO 10993-18 standardi, ekstraksiyon
adiminda EN ISO 10993-12 standardini refere etmektedir. T1bbi cihazlarin ekstraksiyonu,
uygulanan kosullarin EN ISO 10993-12'de verilen prosediirlerle uyumlu olmasi sartiyla,
Soxhlet, ¢alkalamali balon, geri akis altinda kaynatma vb. ilkeler dahil olmak iizere
geleneksel ekstraksiyon teknikleri kullanilarak gergeklestirilebilir. Yar1 kantitatif

yaklasimda kullanilan ekstraksiyon kosullar1 Cizelge 2.1’°de verilmistir [15, 10].
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Cizelge 2.1. Yar1 kantitatif yaklasim i¢in uygulanan ekstraksiyon kosullari

Ekstraksiyon Ekstraksiyon Ekstraksiyon < e Ekstraksiyon
Sicakhigy, °C Siiresi, saat Prensibi Tibbi Cihaz Ortamm
T Smeb
37 +1 24 +2 temasli tibbi
kosullarinda : -apolar
. cihazlar e
calkalama ile ¢oziiciiler
37 £1 72 £2 polar
50 +2 79 42 Kapsamli Uzun sﬁreli' yar1 polar
ekstraksiyon temasl tibbi _anolar
70 £2 24 £2 prensipleri cihazlar ép;ﬁcijler
12142 1 40,1 ¢

EN ISO 10993-18'de verilen ekstraksiyon kosullar1 ve yontemleri maddeye 0zgii
olmamakla birlikte net bir cerceve ¢cizmez. Ote yandan, EN 12868 ve EN 71-12'de verilen
ekstraksiyon yontemleri EN ISO 10993-18'de verilen test metotlarindan 6nemli dlciide
farklidir. Bu farklar temelde ekstraksiyon ortami ve ekstraksiyon prensiplerine
dayanmaktadir. Elastomer ve kauguk bazli oyuncaklar, biberonlar ve emziklerde N-
Nitrozamin ve N-Nitrozlanabilen maddeler i¢in standartlarla belirlenmis ekstraksiyon

prensipleri asagida listelenmistir [12, 13]:

e Ekstraksiyon ortami olarak sodyum hidrojen karbonat, sodyum klortir, potasyum
karbonat ve sodyum nitrit kullanilarak hazirlanan yapay tikiirik ¢ozeltisi
kullanilir.

o Ekstraksiyon sicaklig1 4042 °C olarak ayarlanir.

o Ekstraksiyon siiresi oyuncaklar i¢in 240+5 dk, emzik ve biberonlar i¢in 24+0,5
saattir.

e N-nitrozlanabilen  bilesiklerin ~ N-Nitrozaminlere  doniistiiriilmesi  igin
ekstraktlara nitrozlama asamasi1 uygulanir. Hidroklorik asit ve sodyum nitrit, N-
Nitrozlanabilen bilesikleri nitrozlama reaksiyonlari igin gerekli kimyasallardir.

e Ekstraksiyon kolonlar1 ve diklorometan ¢oziiclisii kullanilarak kati faz
ekstraksiyon adim1 uygulanir.

e Ekstrakttaki N-Nitrozaminlerin 1sikla bozulmasini 6nlemek igin 6zel dikkat

gosterilir.
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Ekstraksiyon adimi sirasinda N-Nitrozamin ve N-Nitrozlanabilen bilesiklerin analizinde

dikkat edilmesi gereken hususlar asagida belirtilmistir:

e N-nitrozlanabilen maddeler NOx yapisinin varliginda N-nitrozamin maddelerini
olusturma egilimine girer [16]. Bu baglamda N-nitrozlanabilen maddeler N-
nitrozaminlerin Onciisii kabul edilirler ve bu sebeple en az N-nitrozaminler kadar
toksikolojik risk tasirlar. N-nitrozlanabilen maddeler ikincil veya {igiinciil amin
yapilarina sahip maddelerdir ve hedef alinan tiim nitrozlanabilen maddelerin
analizi miimkiin degildir. Bu nedenle ekstraksiyon ortaminda bulunan N-
nitrozlanabilen maddelerin Oncelikle reaksiyona sokularak N-nitrozamin
bilesiklerine dontistiiriilmesi gerekmektedir. Nitrozlama reaksiyonunu baglatmak
icin ekstrakta sodyum nitrit ve hidroklorik asit ilave edilmelidir.

¢ N-nitrozaminlerin giines 1s18inda parcalanma reaksiyonu verdigi géz Oniinde
bulundurularak [17, 18] numune hazirlama ve ekstraksiyon islemi dahil tiim
asamalarda Nitrozaminlerin fotolizini 6nlemek amaciyla amber siseler kullanmak,

cam numune kaplarini aliiminyum folyo ile sarmak gibi tedbirler alinmalidir [12].

N-nitrozlanabilen ve N-nitrozamin bilesiklerini analiz etmek tizere yapilan ekstraksiyon
isleminde maddelerin dogas1 geregi yasanan bu gibi zorluklar nedeniyle hedeflenmemis
analiz ilkelerine (EN ISO 10993-12 ile entegre edilmis EN ISO 10993-18) uygun olarak
gerceklestirilememistir. Vulkanizasyon islemine tabi tutulmus elastomer ve kauguklardan
olusan ve/veya blister ambalajlarla paketlenmis tibbi cihazlar icin hedefe yonelik
olmayan analizlerin uygun olmadig1 goriilmektedir. S6z konusu maddelerin kanserojen,
mutajenik veya tireme igin toksik (CMR) olmas1 sebebiyle de daha spesifik bir hedefli

analiz ilkesine gore analiz edilmesi son derece 6nem arz etmektedir.

2.7. Nitrozamin ve Nitrozlanabilir Maddeler Hakkinda Genel Bilgi

Insanlar ¢ok eski zamanlardan beri yiyecekler (6zellikle islenmis et iiriinleri), icecekler
(viskiler ve biralar vs.), bazi kozmetikler, sigara dumani, tarim kimyasallar1 (bocek
ilaclar vs.), egzoz dumani ve kauguk tirlinler gibi ¢esitli kaynaklar yoluyla nitrozaminlere

maruz kalmaktadir [19].
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Nitrozaminler yiiksek riskli mutajenik kanserojenler olarak siniflandirilmis olup pek ¢cok
kaynakta aflatoksin ve azo bilesikleri ile birlikte “endise grubu” (cohort of concern-CoC)
olarak categorize edilmistir [20]. Nitrozaminler, ikincil veya tigiinciil aminlerin sodyum
nitrit (NaNO2) ve NOx gibi nitrozlama ajanlar ile reaksiyonu yoluyla olusur. Ikincil veya
ticiinciil amin fonksiyonel grubuna sahip maddeler ise nitrozlanabilen maddeler olarak
adlandirilir [21]. Nitrozaminlerin olusumu ve kullanim alanlarina yonelik yapilan literatiir

taramasi asagida listelenmistir:

e Kauguk iirlinlerinin nitrozamin yiikiinii artirdigina dair ilk isaret, ¢esitli kauguk
endistrisi  fabrikalarinin  hava  6l¢iimlerinde  degisen seviyelerde N-
nitrosodimetilamin (NDMA) tespit eden Fajen ve arkadaslarinin (1979)
caligmalari ile ortaya ¢ikmistir. Amerika’da o yillarda kauguk sektoriinde calisan
fabrika is¢ilerinde cesitli kanser tiirlerinin kayda deger sekilde artmasiyla kauguk
iiriinlerinde var olan nitrozlu bilesiklerinin kansere etkileri tartisiimaya
baglanmustir [22].

e Dimetilformamid (DMF), N, N-Dimetilasetamid (DMAc) ve N-metilpirrolidon
(NMP) hidrolitik ve 1s1 kosullari altinda ikincil amin kaynagi gibi davranir. Bu
ortam nitrozlastirict ajanlarin varliginda nitrozamin olusumuna yatkindir [21].

e DMAcg, ilag sentezinde reaksiyon ortami olarak, polimer sentezinde katalizor ve
coziicli olarak, poliakrilonitril, polivinil kloriir, polyamit, seliiloz tiirevleri,
stirenler ve lineer polyesterler gibi polimerler i¢in lif ve film {iretiminde
kullanilmaktadir [23].

e NMP ilag sentezinde, polimer sentezinde (PVC’de spinning ajan1 olarak), tekstil
ve metal kapl plastiklerin ylizey islemlerinde en ¢ok kullanilan ¢oziiciilerden
biridir [24]. DMAc ve NMP'deki amid yapis1 ((C=O]NR1R2) nedeniyle, hidroliz
ve 1s1, amid yapisini nitrozlastirict ajanlarin (NOx) varhiginda ikincil amine
doniistiiriir.

e Uretim siirecinin DMF ortaminda gerceklestirilmesi durumunda potansiyel olarak
nitrozlanabilir madde kalintisinin varligima duyarli olan poliakrilonitriller,
biyomedikal hidrojel iiretiminde kullanilmaktadir [25].

¢ Nitrozlanabilir madde olarak kabul edilen tersiyer aminlerin fonksiyonel grubunu

iceren trietilamin hidrokloriir (TEA-HCI), NOx yapili maddelerin varlig1 altinda
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nitrozamin olusturan kaynaklardan biridir. TEA-HCI, alifatik polikarbonatlarin
(biyomalzeme uygulamalarinda kullanilan) polimerizasyon reaksiyonlarinda
katalizor olarak kullanilmaktadir [26].

Kuaterner amin fonksiyonel grubu igeren Tetrabiitilamonyum Bromiir (TBAB),
nitrozlanabilir madde olarak kabul edilmektedir [27]. TBAB, tibbi uygulamalarda
kullanilan malzemelerin {iretiminde katalizér olarak yaygm sekilde
kullanilmaktadir [28].

2-nitropropan  polimerlerin  {retiminde [29] kullanilirken, nitrometan
farmasétiklerin sentezinde [30] yaygin olarak kullanilmaktadir. 2-nitropropan ve
nitrometan, nitro (-NO) fonksiyonel grubuna sahip olmalar1 sebebiyle nitrozlama
ajanlar1 olarak siniflandirilirlar [21].

2-mercaptobenzthiazol (MBT) ve karbamatlar kauguk ve lateksin vulkanizasyon
stirecinde yaygin olarak kullanilan hizlandiricilardir [31] ve sirasiyla ikincil amin
ve liglinciil amin fonksiyonel gruplarina sahiptir. Bu sebeple nitrozlanabilir madde
olarak islev goriirler.

Blister ambalajlar ilaglarin ve tibbi cihazlarin paketlenmesinde siklikla
kullanilmaktadir. Blister ambalajdaki kapak folyolarinda bulunan baski
miirekkebinde genellikle dimetilamin ve dietilamin kullanilmaktadir. Bu ikincil
aminler nitrozlanabilir madde olarak islev goriir. Paketleme islemi sirasinda
180°C civarinda sicakliga maruz kalmak nitrojen oksitlerin olusumunu tetikler ve
daha sonra baski miirekkebinde bulunan ikincil aminlerle reaksiyona girerek
nitrozamin olusumuna neden olur [21, 32].

Sebeke sular1 bol miktarda dimetil amin (DMA) igerir [21, 33]. DMA kaynaklari
endiistriyel emisyonlardan, hayvanciliktan, araclardan ve okyanuslardan
kaynaklanan emisyonlar sebebiyle olusmaktadir [34, 35]. Sudaki yiiksek
¢Oziinlirliigli nedeniyle, dimetil aminin sehir sularinda bulunmasi sikga rastlanan
bir durumdur. Ote yandan kloramin, dezenfeksiyon amaciyla suyun aritilmasinda
kullanilmaktadir. Sebeke suyunda DMA ve kloraminin ayn1 anda bulunmasi, yan
tirtinlerinden biri nitrozamin (NDMA) tiirii olan reaksiyonla sonuglanir [21, 33].
Bu baglamda, suyun yardimci madde olarak kullanildigi hemodiyaliz ¢6zeltileri
gibi tibbi cihazlar nitrozamin varlig1 agisindan risklidir.

Vulkanizasyon islemine tabi tutulan kaucuk ve lateks bazli polimerik tibbi

cihazlar, nitrit ve nitratlarin varliginda nitrozaminlerin Onctistidiir. Tikiiriikte
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nitrit ve nitrat bulunurken [36], seminal plazmada da nitrit bulunur [37]. Bu
nedenle, tiikiiriik ve seminal plazma ile temas eden kauguk ve lateks bazli tibbi
cihazlar nitrozaminleri viicuda sizdirmaya yatkindir. Dolayisiyla, vulkanizasyon
islemi uygulanan eldivenler ve kondomlar, nitrozamini viicuda salabilecek tibbi
cihazlar olarak smiflandirilir [31, 21].

e N-nitrosodibutylamine (NDBA), N-nitrosodiisononylamine (NDiNA), N-
nitrosodibenzylamine (NDBzA), N-nitrosodimethylamine (NDMA) ve N-
nitrosodiethylamine (NDEA) maddeleri elastomer veya kauguktan iiretilen

kondomlarda bulunma olasilig1 olan N-nitrozaminlere 6rnektir [14].

Goriildiigi tzere nitrozamin pek ¢ok alanda kullanilmakla birlikte Nitrozaminlerin
kullanimi1 kisitlanmig ve varliklart belirli miktarlarla sinirlandirilmigtir. Nitrozlanabilen
maddelerin ve nitrozaminlerin go¢ limitleri belirli tirlin gruplarinda ilgili standartlarda

verilmistir:

e EN 71-12 standardi elastomer oyuncaklardan gog limit degerlerini asagidaki gibi
belirlemistir [13]:

— Agza yerlestirilmesi amaglanan/muhtemel olan ve 36 aydan kiigiik
cocuklar tarafindan kullanilmasi1 amaglanan oyuncaklar i¢in N-nitrozamin

limiti 0,01 mg/kg, nitrozlanabilen madde limiti 0,1 mg/kg

— 36 aydan kiiciik ¢ocuklar tarafindan kullanilmasi amaglanan ve agza
yerlestirilmesi amaglanmayan oyuncaklar i¢in N-nitrozamin limiti 0,05

mg/kg, nitrozlanabilen madde limiti 1 mg/kg

— Agza yerlestirilmesi amaglanan/muhtemel olan ve 36 aydan biiylik
cocuklar tarafindan kullanilmasi amaglanan oyuncaklar igin N-nitrozamin

limiti 0,05 mg/kg, nitrozlanabilen madde limiti 1 mg/kg

— Balonlar igin N-nitrozamin limiti 0,05 mg/kg ve nitrozlanabilen madde

limiti 1 mg/kg

e EN 71-12 standardi parmak boyalarinda gd¢ limitlerini N-nitrozaminlerin i¢in

0,02 mg/kg ve nitrozlanabilen maddeler i¢in 1 mg/kg olarak belirlemistir [13].
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e Elastomer veya kaucuk bazli emzik ve biberonlarda N-nitrozamin ve N-
nitrozlanabilen maddelerin go¢ limiti 93/11/EEC sayili Avrupa Direktifi ile
sirastyla 0,01 mg/kg ve 0,1 mg/kg olarak belirlenmistir [38, 39].

Oyuncaklar ve tibbi cihazlarin hammadde ve {iretim siireclerinin birbirinin ayni olmasi
sebebiyle aralarinda giiclii bir iliski bulunmaktadir. Polimer bazli hammaddeler ile
ekstriizyon/enjeksiyon kaliplama gibi polimer isleme teknikleri oyuncaklar ve polimer
bazli tibbi cihazlar i¢in benzerdir. Ayrica, elastomer ve kauguk bazli tibbi cihazlar ve
oyuncaklar, toksikolojik risk anlaminda 6énemli bir girdi olusturan N-nitrozamin ve N-

nitrozlanabilir maddeleri dogal olarak icerebilir.

2.7.1. N-nitrosodipropilamin (NDPA)

N-nitrosodipropilamin kaynakli saglik risklerine iligkin calismalarin agirlikli olarak
karaciger toksisitesi, kanser ve 6liim konularinda oldugu tespit edilmistir. US Department
of Health and Human Services Agency for Toxic Substances and Disease Registry
(ATSDR)’in 2019 yilinda yaymmladigi “Toxicological Profile for N-Nitrosodi-n-
Propylamine” raporuna gore akut siireli maruziyetin ardindan laboratuvar hayvanlarinda
karaciger hasar1 kanitlart gozlemlendigi goriilmektedir. Hayvanlara orta siireli oral
maruziyet uygulanmasmi takiben mide, burun, akciger ve karaciger tiimdrleri
gozlenmistir. Kanser ve 6liim agirlikli ¢alismalarin haricinde NDPA maruziyeti kaynakli
viicut agirhginin diismesi ile ilgili de birkag calisma raporlanmis olup inhalasyon, oral
veya dermal maruziyetin ardindan insanlarda veya hayvanlarda solunum,
kardiyovaskiiler, gastrointestinal, hematolojik ve kas-iskelet sistemleri ile ilgili herhangi
bir ¢aligma raporlanmamistir [40]. N-nitrosodipropilamin o6zellikleri Cizelge 2.2°de

verilmistir.
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Cizelge 2.2. N-nitrosodipropilamin 6zellikleri

Madde
Kisa Adi

Kimyasal Yap1

IUPAC Adi
Molekiil Formiilii
CAS Numarasi
EC Numarast

Sinonimleri

Molekiil Agirlig:
Fiziksel Ozelligi
Kaynama Noktasi

Coziniirlik

Yogunluk

Stabilite

Tehlike
Simiflandirmasi

N-nitrosodipropilamin
NDPA

D\
~N

|
P AN N
N, N-dipropylnitrous amide
CsH14N20
621-64-7
210-698-0
di-n-propylnitrosamine
N, N-dipropylnitrosamine
N-nitroso(di-n-propyl) amine
N-nitroso-N-propyl-1-propanamine
n-Nitrosodi-n-propylamine
N-nitrosodipropylamine
130.19 g/mol
Berrak soluk sar1, s1vi
206 °C
Suda ¢ok az ¢oziiniir (%1)
Organik ¢oziciilerde ¢oziiniir
0.9163 g/cm?® at 20 °C
Oda sicakliginda, karanlikta, nétr ortamda veya alkali sulu
cozeltilerde 14 giinden fazla stabildir. Asidik ¢ozeltilerde

ayni sartlarda biraz daha az stabildir. Isiga, 6zellikle
ultraviyole 1518a kars1 duyarlidir.

[rritasyon: Yutulmasi halinde akut toksisite

Ciddi Saglik Riski: Kansere neden olabilir
(Kanserojenite: 2B: muhtemel)

Cevresel Risk: Uzun siireli etkilerde sucul
yasam i¢in toksik

© © O
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2.7.2. N-nitrosomorpholine (NMOR)

NMOR, karacigerde, burun ve agiz bosluklarinda ve akcigerlerde yiiksek oranda tiimore
neden olan belirgin derecede etkili bir kanserojendir [46]. NMOR, birincil ve ikincil atik
su ¢ikiglarinda en bol bulunan nitrozamin olarak raporlanmistir. Geri doniistliriilmiis
suyun NMOR ile kirlenmesi, suyun igme amagli kullanilmasi1 durumunda olusabilecek
saglik riskleri nedeniyle endise verici olarak goriilmektedir [47, 48]. Yapilan ¢alismalarda
NMOR’un kimyasal kararliligi, diisiik molekiiler agirligi ve yiiksek c¢oziiniirligi
nedeniyle i¢me sularindan aritilmasimin diger nitrozaminlere gore daha zor oldugu
goriilmektedir [49]. Bunun yani sira, NMOR’un yapisinda bulunan heterosiklik bir
bilesik olan MOR"'un, N ve O elektrofilik halkalar1 nedeniyle biyolojik aritma siirecinde
biyolojik olarak par¢alanmasinin da zor oldugu belirtilmistir. NMOR "un genel 6zellikleri
Cizelge 2.3 de verilmistir.

Cizelge 2.3. N-nitrosomorpholin 6zellikleri

Madde N-nitrosomorpholin Kaynak
Kisa Adi NMOR
-N=0
Kimyasal Yap1 (\ N
o

IUPAC Ad 4-nitrosomorpholine
Molekiil Formiilii C4HsN202 [50]
CAS Numarasi 59-89-2
EC Numarasi 627-564-6

Nitrosomorpholine
Sinonimleri Morpholine, 4-nitroso-

4-nitrosomorpholine
Molekiil Agirlig: 116.12 g/mol
Fiziksel Ozelligi ggzéﬁzsﬁi:tzﬁilf it((;;(;rrlelilu:lltm rengi sivi [51]
Kaynama Noktasi 224 °C
Erime Noktas1 29 °C [52]
Coziniirlik Organik ¢oziiciilerde ¢oziiniir

Oda sicakliginda, karanlikta nétr ortamda veya
Stabilite alkali sulu ¢ozeltilerde 14 giinden fazla stabildir. [53]

Asidik ¢ozeltilerde biraz daha az kararlidir.

Akut toksik: Yutulmasi halinde toksik

Tehlike Smiflandirmasi [54]

Ciddi Saglik Riski: Kansere neden
@ oldugundan siipheleniliyor
(Kanserojenite: 2B: muhtemel)
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C4H8N2O2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22Nitrosomorpholine%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%206046%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22Morpholine%2C%204-nitroso-%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%206046%5bStandardizedCID%5d

2.7.3. N-nitrosopirrolidin (NPYR)

N-Nitrosopirrolidin (NPYR), insanda kolon ve karaciger kanserojenitesinde rol oynayan

N-nitroso bilesiklerinden biridir. NPYR, koruyucu olarak sodyum nitrit kullanilmis et,

balik ve siit {irlinleri igeren gidalarin pisirilmesi sirasinda olusabilir. Ayrica bu maddenin

gida dis1 diger maruziyet kaynaklar1 arasinda kauguk malzemeler ve tiitiin dumani yer

almaktadir. N-Nitrosopirrolidin cilt ve gz tahrisine neden olabilir ve karaciger ve bobrek

gibi organlara zarar verebilir [55]. NPYR bilesiginin genel 6zellikleri Cizelge 2.4°de

verilmigtir.

Cizelge 2.4. N-nitrosopirrolidin 6zellikleri

Madde
Kisa Adi

Kimyasal Yap1

IUPAC Adi
Molekil Formuli
CAS Numarasi

Sinonimleri

Molekiil Agirlig:
Fiziksel Ozelligi
Kaynama Noktasi
Parlama Noktast

Stabilite

Tehlike Siniflandirmasi

N-nitrosopyrrolidin

NPYR

L)

N

NO

1-nitrosopyrrolidine

C4HsN20
930-55-2

N-nitrosopyrrolidine
N-N-pyrrolidine
1-Pyrrolidinamine
100,14 g/mol

Sar1 s1vi
214 °C
98 °C

Normal kosullar altinda stabil

Q

&

Saglik Riski: Yutulmasi halinde tehlikeli

Ciddi Saglik Riski: Kansere neden
oldugundan siipheleniliyor.
(Kanserojenite: 2B: muhtemel)
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[56]

[57]

[58]
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https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/liver-carcinogenesis
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/eye-irritation
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C4H8N2O2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22Nitrosomorpholine%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%206046%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22Morpholine%2C%204-nitroso-%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%206046%5bStandardizedCID%5d

2.7.4. N-nitrosopiperidine (NPIP)

Bir N-nitroso bilesigi olan N-nitrosopiperidin (NPIP) insanlarda olas1 bir kanserojen
olarak smiflandirilmasimin yani sira deney hayvanlari iizerinde yapilan ¢alismalarda
farelerde yemek borusu, burun boslugu, karaciger ve midede tiimorlere neden oldugu

saptanmustir [60].

Cizelge 2.5. N-nitrosopiperidin ozellikleri

Madde N-nitrosopiperidine Kaynak
Kisa Adi NPIP
Kimyasal Yap1 Q
| [61]
IUPAC Ad 1-nitrosopiperidine
Molekiil Formiilii CsH10N20
CAS Numarasi 100-75-4
Sinonimleri 1—_n|troso-p|pe_zr|-d|ne
Nitrosopiperidin [62]
Molekiil Agirhig 114,15 g/mol
Fiziksel Ozelligi Sar1 s1vi
Kaynama Noktasi 217 °C [63]
Stabilite Normal kosullar altinda stabil [64]
Akut toksik: Yutulmasi halinde toksik
Tehlike Smiflandirmasi o o [65]
Ciddi Saglik Riski: Kansere neden
oldugundan siipheleniliyor.
(Kanserojenite: 2B: muhtemel)

2.7.5. N-nitrosodiisobutylamine (NDiBA)

N-nitrosodiisobutylamine ile ilgili deney hayvanlar {izerinde yapilan ¢aligmalarda esas
olarak solunum yollarini etkiledigi tespit edilmistir. Akciger tlimorleri, burun karsinomu,
girtlak tiimdrleri rapor edilmistir. Ancak bu ¢alismalarda NDiBA ’nin zayif bir kanserojen
olarak kabul edilmesi gerektigi belirtilmistir [66]. NDIiBA maddesinin genel
fiziksel/kimyasal 6zellikleri Cizelge 2.6’da verilmistir.
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Cizelge 2.6. N-nitrosodiisobutylamine 6zellikleri

Madde N-Nitrosodiisobutylamine Kaynak
Kisa Adi NDiBA
-0

N
Kimyasal Yap1 |
IUPAC Ad N, N-bis (2-methylpropyl) nitrous amide
Molekiil Formiilii CsH1sN20
CAS Numarasi 997-95-5 [67]

Diisobutylnitrosamine
N, N-DiisobutylInitrous amide

N, N-Diisobutylnitrosamine

Sinonimleri : 4 : :
2,2'-Dimethyldipropylnitrosoamine
Dipropylamine, 2,2'-Dimethyl-N-Nitroso-
1-Propanamine, 2-methyl-N-(2-methylpropyl)-N-nitroso-
Molekiil Agirlig: 158,24 g/mol
Fiziksel Ozelligi Sar1 s1v1
[68]
Stabilite Normal kosullar altinda stabil
@ Saglik Riski: Yutulmasi halinde tehlikeli
Tehlike
Ciddi Saglik Riski: Kansere neden [69]

Siiflandirmasi
oldugundan siipheleniliyor
(Kanserojenite: 2B: muhtemel)

2.7.6. N-nitrosodibenzylamine (NDBzA)

Yar1 ugucu aromatik bir nitrozamin olan N-Nitroso-di-benzilamin biberon emzikleri ve
emzikler de dahil olmak tiizere kauguk iirinlerde ve kauguktan iiretilmis elastik gida
ambalaj1 i¢inde paketlenmis bazi et iirlinlerinde bir kirletici olarak tespit edilmistir.
Yapisal olarak diger nitrozaminlere gore daha lipofilik oldugu diigiiniilmektedir [70, 71].
NDBzA’nin insan saglhigina zararli oldugu bilinmekle birlikte heniiz kanserojenitesi

hakkinda yeterli ¢alisma yapilmamistir [72].
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22Diisobutylnitrosamine%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%2013829%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22N%2CN-Diisobutylnitrous%20amide%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%2013829%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22N%2CN-Diisobutylnitrosamine%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%2013829%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%222%2C2%27-Dimethyldipropylnitrosoamine%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%2013829%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22DIPROPYLAMINE%2C%202%2C2%27-DIMETHYL-N-NITROSO-%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%2013829%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%221-Propanamine%2C%202-methyl-N-(2-methylpropyl)-N-nitroso-%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%2013829%5bStandardizedCID%5d

Cizelge 2.7. N-nitrosodibenzylamine 6zellikleri

Madde
Kisa Adi

Kimyasal Yap1

IUPAC Adi
Molekiil Formuli
CAS Numarasi

EC Numarasi

Sinonimleri

Molekiil Agirligt
Fiziksel Ozelligi
Erime Noktas1

Stabilite
Tehlike

Simiflandirmasi

N-nitrosodibenzylamine
NDBzA

00—y

N, N-dibenzylnitrous amide
C14H1:N20

5336-53-8

859-552-3
Dibenzylnitrosamine

N, N-Dibenzylnitrosamine

N, N-dibenzylInitrous amide

Benzenemethanamide, N-nitroso-N-(phenylmethyl)-

1,1-Dibenzyl-2-oxohydrazine

226,27 g/mol
Kati
53-55 °C

Normal kosullar altinda stabil

@ Saglik Riski: Yutulmasi halinde tehlikeli

2.7.7. N-nitroso-N, N-di(3,5,5-trimethylhexyl) amine (NDiNA)

N-nitroso-N,N-di(3,5,5-trimethylhexyl)amine,

kanserojen

Kaynak

[73]

[74]

[75]

olarak

siiflandirilmamakla birlikte genetik kusurlara yol agabilecegi tespit edildiginden saglik

acisindan risk teskil eden bir nitrojenli bilesiktir. Tiiketici lirlinlerinde kullanimiyla ilgili

kapsamli bir bilgi bulunmamakla birlikte diger tim nitrozaminler gibi ¢esitli liretim

proseslerinde yan iirlin olarak kullanilabilmektedir ve emzik ve biberon emzikleri, ¢ocuk

oyuncaklari, kondomlar gibi iriinlerde kullanimi kisitlanmustir.

ozellikleri Cizelge 2.8’de verilmistir.
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Cizelge 2.8. N-nitroso-N, N-di(3,5,5-trimethylhexyl) amine 6zellikleri

Madde
Kisa Adi

Kimyasal Yap1

IUPAC Adi
Molekil Formuli
CAS Numarasi

EC Numarasi

Sinonimleri

Molekiil Agirlig:
Fiziksel Ozelligi
Stabilite

Tehlike

Siiflandirmasi

N-nitroso-N, N-di(3,5,5-trimethylhexyl) amine
NDiNA

\ \
\/ J\ \/
e NN e N

\
N
~o0

N, N-bis (3,5,5-trimethylhexyl) nitrous amide
Ci18HasN20

1207995-62-7

213-644-4

N, N-Bis (3,5,5-trimethylhexyl) nitrous

N, N-Bis (3,5,5-trimethylhexyl) nitrous amide
3,5,5-trimethyl-N-nitroso-N-(3,5,5-trimethylhexyl)-1-
hexanamine

298,5 g/mol

Agik saridan seffafa doniik sivi

Normal kosullar altinda stabil

0
<%

Saglik Riski: Yutulmasi halinde tehlikeli

olmas1 muhtemel

2.8. GC-MS Cahlisma Prensibi

Ciddi Saglik Riski: Genetik kusurlara neden

Kaynak

[76]

[77]

Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) cihazi bir numunedeki bilesenleri

tanimlamak ve hedefli analiz yapilmak istenirse miktarini belirlemek i¢in yaygin olarak

kullanilan bir analitik yontemdir. Numunenin bilesimi hakkinda ayrintili bilgi saglamak

icin temelde bir gaz kromatografi ve dedektor olarak da kiitle spektrometresi kullanimina

dayanir. Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometresi asagidaki boliimlerden olusur:
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Gaz Kromatografisi:

Numune enjeksiyon iinitesi: Numune kromatografi cihazina bir enjeksiyon

sistemi vasitastyla girer. Ornekleyicinin tipine gére numune s1vi veya gaz olarak
kullanilabilir. Numune s1vi1 ise drnekleyici tarafindan 1sitilarak buharlastirilir ve

cihaza gaz halinde enjeksiyon yapilir.

Tasiyic1 gaz: GC-MS sisteminde Helyum, Argon veya Azot gibi gazlar tasiyici
olarak kullanilabilir. Tasiyic1 gaz numuneyi kolona iletmeye yarayan hareketli
fazdir. Kimyasal olarak inert olmasi gereken tasiyici gaz kolona sabit bir akis hiz1

ve basing ile gonderilir.

GC kolonu: Kolon ayirma isleminin gergeklestigi kisimdir. Buharlagan bilesikler
kolon boyunca itilirken kolonda kullanilan kimyasal madde (sabit faz) ile
etkilesime girdiginde yavaslarlar ve kimyasal Ozelliklerine (uguculuk,
adsorpsiyon, polarite vs.) gore farkli zamanlarda ¢ikarlar. Ayrilan bilesenler
kolondan dedektore (MS) aktarilir.

Kiitle spektrometresi:

Iyon kaynagi: Gaz kromatografiden ayrilan bilesikler kiitle spektrometresinin
iyonizasyon kismina gonderilir. Burada bir elektron iyonizasyon kaynagi
kullanilarak (EI) GC modiiliinden gelen ndtr molekiiller yiiksek enerjili

elektronlarla ¢arpistirilir ve elektron kaybederek pozitif yiiklii iyonlar olusturulur.

Kiitle analizorii: Iyon kaynagidan ¢ikan iyonlar daha sonra kiitle analizoriine

gonderilir. GC-MS sistemlerinde en yaygin olarak kullanilan analizor
kuadrupoldur. Kuadrupolde iyonlara ¢ubuklar vasitasiyla radyo frekansi ve akim

uygulanir. Bu sayede iyonlar kiitle/ylik (m/z) oranlarina gére ayrilir.

Kiitle dedektorii: Ayrilan iyonlar elektron multiplier adi1 verilen ve her bir m/z

orani i¢in ayr1 bir sinyal iireten dedektdr tarafindan olgiiliir.

Data analizi: Kaydedilen her bir sinyal sonunda m/z oraninin bir fonksiyonu
olarak kiitle spektrumuna doniisiir. Her bilesigin kiitle spektrumu kendine has bir

parmak izi gibi 6zeldir.
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Bu tez calismasinda kullanilmis olan GC-MS sistemine iliskin gorsel Sekil 2.1°de

sunulmustur.

Sekil 2.1. GC-MS cihaz gorseli

GC-MS Tarama Modlar::

SCAN modu: Gaz Kromatografi/Kiitle Spektrometre sistemlerinde bir
numunedeki maddeleri tanimlamak ve miktarini belirlemek i¢in kullanilan veri
toplama modlarindan biridir. Bu modda kiitle spektrometresi bir dizi m/z oranini
tarayarak bu araliktaki biitlin iyonlar1 tespit eder ve her tarama i¢in bir spektrum
tiretir. Olusturulan spektrumlar1 tanimlamak i¢cin MS kiitiiphanelerinden (NIST,
Wiley vs.) faydalanilabilir. SCAN modu igerigi bilinmeyen numunelerde genis
bir tarama araliginda ¢alistig1 i¢in avantaj saglar fakat hassasiyetin diisiik olmasi

nedeniyle hedefli analizlerde tercih edilmez.

SIM (Selected lon Monitoring-Secilmis Iyon izleme) modu: igerigi bilinen

bilesiklerin miktarsal tayini i¢in belirli m/z oranlarinda tarama yaparak daha
yiiksek hassasiyetli sonuclar vermektedir. Dedektér ayni1 zaman araliginda daha
az maddeye odaklandigi i¢in her bir maddenin hassasiyetini artirir. Hedefli
analizlerde SIM modu ile ¢alismak piklerin daha diizglin alinmasini saglar ve

sinyal/gliriiltii oranlarini artirirarak tespit ve tayin limitlerini iyilestirir.
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2.9. Nicel Analizlerde Metot Gegerli Kilma Cahsmalari

Metot validasyonu, kantitatif analizlerde, gelistirilen yontemin gilivenilir, dogru ve
tekrarlanabilir oldugunu tespit etmek i¢in yapilan 6nemli bir gegerli kilma ¢aligmasidir.
Bu kapsamda, validasyon parametreleri belirlenerek pek ¢ok deney ve degerlendirme
yapilir ve boylece metodun performans ozellikleri test edilir. EN ISO/IEC 17025
standardina gore laboratuvarlar, herhangi bir standardi olmayan metotlarin, yeni
tasarlanmig metotlarin, amaci diginda kullanilan metotlarin veya degistirilmis metotlarin
gecerli kilinmasindan sorumludur [78]. Metot gecerli kilma parametreleri, bir nicel analiz
icin miktar tayini de yapildigindan algilama ve tayin siniri, ¢alisma araligir ve dogruluk
caligmalarin1 kapsamaktadir. Bu ¢alismalar neticesinde 6l¢iim belirsizligi hesaplamalari

da yapilarak metot validasyonu tamamlanmis olur.

2.9.1. Algilama ve Tayin Simir1 (LOD ve LOQ)

Kantitatif analizlerde, kullanilan metotla tespit edilebilecek en diisiik analit miktarinin
belirlenmesi dnem arz etmektedir. Bu seviyenin iizeri, giivenli ¢alisma bolgesi olarak
diisiiniilebilir. Bu baglamda en diisiik tespit edilebilir deger veya algilama sinir1 diye ifade
edilen LOD degeri belirlenmelidir. LOD, bir analitin gilivenilir bir sekilde tespit
edilebilecegi, fakat kantitatif olarak sonug¢ veremeyecegi en diigiik derisim olarak ifade
edilebilir. Bununla birlikte metot performansinin kabul edilebilir oldugu en diisiik derisim
seviyesi yani tayin siniri olarak da adlandirilan LOQ degeri de belirlenmelidir. LOQ
metodun kantitatif olarak Olcebildigi en diisiik analit miktarin1 ifade eder. LOD
caligmalarinda igerisinde analit bulunmayan kor ornekler, beklenen LOD seviyesine
yakin konsantrasyonda analit igeren Ornekler veya diisiikk konsantrasyon seviyesinde

analit ile kirletilmis ¢6ziicii korii kullanilabilmektedir [79].

LOD ve LOQ hesaplamalar yapilirken temel olarak verilerin ortalama ve standart sapma
degerleri hesaplanarak veya linearite caligmalarinin sonuglar1 kullanilarak farkli yollarla
hesaplama yapilabilir. Fakat kromatografik yontemlerde LOD ve LOQ degerleri, cihazin
verdigi sinyal/giiriiltii (S/N) oranlarina gore de tespit edilebilmektedir [79]. Sinyalin
guiriiltiiden ayrilabilecegi (3:1) en diisiik seviye belirlenir. Analitin S/N oraninin yaklasik
3 oldugu derisim noktas1t LOD ve bu oranin yaklasik 10 oldugu nokta LOQ olarak kabul
edilebilir [80, 81, 82, 83].
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2.9.2. Metot Calisma Arahg: (Lineer Aralik)

Metot calisma araliginin normal sartlar1 kalibrasyon sarti olarak kabul edilebilir.
Yonetmelik veya standartlarla aksi belirtilmediyse en az ii¢ farkli derisim seviyesinde
kalibrasyon c¢aligmasi yapilmasi tavsiye edilmektedir [84]. Kalibrasyon calismalari
yapilirken Oncelikle belli derisim noktalarinda referans malzemeler cihaza okutulur ve
sonuglar grafiksel olarak verilir. Gorsel olarak linearite kontrolii yapildiktan sonra
konsantrasyon ve cihazdan alinan sinyal arasindaki iliski incelenerek cihaz tarafindan
hesaplanmus olan tayin katsayis1 degerlendirilir. Tayin katsayisinin (r?) 0,995°den biiyiik

olmasi kalibrasyon egrisinin dogrusalliginin iyi oldugunu gostermektedir [79].

2.9.3. Kesinlik

Kesinlik, 6l¢iimlerin birbirine yakinliginin gostergesidir. Temelde 6l¢iimlerin standart
sapma/bagil standart sapma hesaplamasimna dayanir. Bir 6l¢iimiin kesinligi tekrar
numuneleri ile yapilan 6l¢timlerin tekrarlanmasiyla tespit edilir. Kesinlik, standart sapma,
bagil standart sapma veya % bagil standart sapma verileri tizerinden ifade edilebilir. S6z

konusu esitlikler (Esitlik 2.1, Esitlik 2.2, Esitlik 2.3) Cizelge 2.9’da verilmistir [79].

Cizelge 2.9. Standart sapma esitlikleri

’ Xj — X)?
Standart sapma: S = % (2.1

(2.2)

xi: her bir 6l¢limiin sonucu

X: 6lclim sonuglarinin ortalamasi

Xl W\

Bagil standart sapma: RSD =
n: 6l¢lim sayisi

X

% Bagil standart sapma: %RSD = =% 100 (2.3)

Kesinlik degerlendirmesi “tekrarlanabilirlik” ve “tekrar iiretilebilirlik” hesaplamalart ile
yapilmaktadir. Hesaplamalarin analitin derigimi ile dogrudan ilgili olmas1 nedeniyle,
calisma araliginin her noktasinda kesinligin garanti altina alinabilmesi icin birkag¢ farkl
derisim noktasinda belirlenmesi daha anlamli olmaktadir [85]. Kesinlik c¢alismalari

yapilirken uygun bir malzeme secilerek caligmalari en az 6 tekrar halinde yapmak
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gerekmektedir [79]. Her bir 6rnek i¢in numune hazirlama dahil tiim 6l¢iim siireci tekrar

edilerek bagimsizlik saglanmalidir.

a) Tekrarlanabilirlik

Bir metodun ayni1 laboratuvarda, ayni cihazla, ayni analist tarafindan ayni kosullar altinda
kisa zaman araliginda elde edilen sonuglarinin birbirine yakinliginin olgtisiidiir [86].
Dolayisiyla  tekrarlanabilirlik  kriteri  Ol¢limlerin  standart sapmasi  iizerinden
degerlendirilmektedir. Tekrarlanabilirligin degerlendirilmesi i¢in analite ve c¢alisma
metodunun tiiriine gore tanmimlanmig farkli alternatif metotlar olmakla birlikte bu
calismada degerlendirme HorRat yontemi kullanilarak yapilmistir. HorRat degeri Cizelge
2.10°da verilen esitliklerle hesaplanmis [87] ve 0,3-1,3 degerleri literatiirde kabul
edilebilir degerler olarak belirlenmistir [88].

Cizelge 2.10. Tekrarlanabilirlik esitlikleri

RSD, RSD;,: 6l¢iilen bagil standart sapma (%)
HorRat = (2.4) .

PRSD;. PRSD,: tahmini bagil standart sapma (%)
PRSD, = 27015 (2.5) = C:kiitle fraksiyonu

. analit kiitlesi 26
" toplam Kkiitle (26)

r: tekrarlanabilirlik limiti
r=28x+S; (2.7)
Sy tekrarlanabilirlik standart sapmasi

a) Tekrar Uretilebilirlik

Laboratuvar i¢i tekrar tiretilebilirlik ayni laboratuvar, ayni cihaz, ayni analist ile ayn1
kosullarda uzun zaman aralifinda yapilan 6l¢im sonuglarmin birbirine yakinliginin
Olcuisiidiir. Tekrar tiretilebilirlik ¢aligmalarinin sonucunda, tekrarlanabilirlikte oldugu gibi
standart sapma ve bagil standart sapma hesaplanir. Tekrar iiretilebilirlik standart sapmasi,
tekrarlanabilirlik standart sapmasimi da kapsayacagindan her zaman daha biiyiik
olmahdir. Tekrar {retilebilirligin degerlendirmesi de yine HorRat esitlikleri [87]
kullanilarak hesaplanir ve 0,3-1,3 arasi kabul edilebilir degerlerdir [88]. Calismalar

sonucunda degerler kabul edilebilir aralikta ¢gikmamissa ¢alismalar tekrarlanir. Tekrar

29



tiretilebilirlik ¢alismalarinin degerlendirmesi yapilirken kullanilacak HorRat esitlikleri

Cizelge 2.11°de verilmistir.

Cizelge 2.11. Tekrar tiretilebilirlik esitlikleri

RSDg,, RSDg,, : 0lgiilen bagil standart sapma (%)
HorRat = (2.8)
PRSDpy, PRSDg,, : tahmini bagil standart sapma (%)
PRSDg,, = 2C~015 (2.9) C:Kkiitle fraksiyonu
analit kiitlesi 210
" toplam Kkiitle (210)
Ry : laboratuvar i¢i tekrar tretilebilirlik limiti
Ry = 2,8 Sgy (2.11)

Srw: tekrar lretilebilirlik standart sapmasi

2.9.4. Dogruluk

Dogruluk, belirli sayidaki analizin sonuglarinin ortalamasinin gergek degere yakinliginin
olgiitiidiir. Dogruluk, nicel olarak referans bir degerden “sapma” terimi ile ifade edilir.
Bu ayn1 zamanda metodun geri kazanimimni da vermektedir. Geri kazanim caligsmalari
matriks uyumlu referans malzemelerin analizi, analit eklenmis (spike) maddelerle yapilan
caligmalar ve yeterlilik testleri (z scor degerlendirmeleri) ile yapilabilmektedir. Geri

kazanim hesaplanirken Esitlik 2.12 kullanilir [79]:

Cizelge 2.12. Bagil geri kazanim esitligi

3 oy
« 100 (2.12) X: 0l¢lim sonuc;lavrlnm ortalamasi
Xpef Xref: Teferans deger

Bagil geri kazanim: % R =

2.9.5. Ol¢iim Belirsizligi

Belirsizlik kelime anlamu itibari ile siiphe olarak nitelendirilir. Olgiim belirsizligi, bir
Olctim sonucunun gegerliligine iligkin siiphe olarak degerlendirilebilir. Resmi tanim
olarak 6l¢lim belirsizligi, 6l¢iim sonuglarinin dagilimini karakterize eden bir parametredir
[89]. Olgiim belirsizligi hesaplamalarinda en sik kullanilan terimler ve tanimlar: [90]

Cizelge 2.13°de verilmistir.
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Cizelge 2.13. Olgiim belirsizligi ¢alismalarinda kullanilan terimler ve tanimlar

Terim Tamm

Standart belirsizlik (Ux): Standgrt_ §§pma olarak ifade edilen bir 6lgiim sonucunun
belirsizligi

Bagil belirsizlik % olarak verilmis analiz sonucunun belirsizligi

A tipi belirsizlik Istatistiksel yontemlerle elde edilen belirsizlik

B tipi belirsizlik Istatiksel analiz disindaki yontemlerle elde edilen belirsizlik

Birlestirilmis standart Tiim belirsizlik bilegenlerinin birlestirilmesiyle elde edilen

belirsizlik (Uc) toplam belirsizlik

Olgiilen maddeye makul bir sekilde atfedilebilecek
Genisletilmis belirsizlik (U) degerlerin dagiliminin biiyiik bir giiven diizeyindeki araligi

tanimlayan nicelik

Genisletilmis bir standart belirsizlik elde etmek igin birlesik
Kapsama faktori (k) standart belirsizligin bir ¢arpan1 olarak kullanilan sayisal

faktor

Olgiim belirsizligi genel olarak birgok bilesenden olusur. Analize etki edebilecek olan
tiim bilesenler ele alinir. Belirsizlige ¢ok diisiik oranda etki eden bilesenler, hesaplamalar
yapilirken analist tarafindan ihmal edilebilir. Olgiim belirsizligi asagidaki basamaklar

izlenerek hesaplanabilir [86]:

Olgiim belirsizligine etki edebilecek tiim olasi kaynaklar belirlenir.
e Belirsizlik kaynaklarina etki edebilecek belirsizlik bilesenleri degerlendirilir.
- A tipi belirsizlik- Standart sapma gibi istatiksel veriler kullanilarak
hesaplanir.
- B tipi belirsizlik- Kalibrasyon sertifikalar1 gibi deneysel olmayan
kaynaklardan elde edilen belirsizliktir.
e Her belirsizlik kaynag igin standart belirsizlikler hesaplanir.
e Birlesik standart belirsizlik hesaplanir.

e Genigsletilmis belirsizlik hesaplanir.
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Cizelge 2.14. Belirsizlik hesaplama formiilleri [91, 92]

RSD,
U, = —
Vn
RSDgy
Rw — \/ﬁ
RSDg
R =
Vn
U (C
Uy = RSD = V&)

0

S 1 1 (CO_Cort)2
U == |[-+—+———"—
co ij n Sxx

S =

iLqlyi — (@ + b.x;)]?
n—2

n
Sex = Z(Ci - Cort)z
i=1

UC :\[U12+U22+"‘+Un2

U=U.* k

Belirsizlik degeri: + x* U

2.10. Calismanin Amaci

(2.13)

(2.14)

(2.15)

(2.16)

(2.17)

(2.18)

(2.19)

(2.20)

(2.21)

(2.22)

U,: tekrarlanabilirlik belirsizligi
RSD,: tekrarlanabilirlik bagil standart sapmasi

n: 6lciim sayisi

Ugrw: laboratuvar ici tekrar tretilebilirlik belirsizligi
RSDg,: tekrar iiretilebilirlik bagil standart sapmasi

n: 6l¢iim sayisi

Ug: geri kazanim belirsizligi
RSDg: geri kazanim bagil standart sapmasi

n: 6lciim sayisi

U.a; : kalibrasyon belirsizligi

S: dogrunun standart sapmast

B: dogrunun egimi

p: 6rnek dlciimi icin okuma sayisi

n: kalibrasyon noktasi sayisi

Cy: tayin edilen ¢ozelti derisimi

Cort: kalibrasyon standartlarinin ortalamasi

Syx: residual standart sapma

U,: birlestirilmis belirsizlik

U: genisletilmis belirsizlik
k: kapsama faktorii

(%95 glven araliginda k = 2)

x: analiz sonucu

Bu ¢alismanin amaci tibbi malzemelerden siiziilebilen nitrozaminler ve nitrozlanabilen

maddeler i¢in GC-MS analiz metodunun gelistirilmesi, dogrulanmasi ve gecerli

kilinmasidir. Metodun gecerli kilma asamasinda uygulanan karar kriterleri Cizelge

2.15°de belirtilmistir.
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Cizelge 2.15. Metot gecerli kilma agamasinda uygulanan kabul kriterleri

Parametre Kabul Kriteri Kaynak
Kalibrasyon egrilerinin tayin katsayisi r? > 0,995 [79]
Geri Kazanim %R: % 95 + 30 [12]
_ X — 2SD < x; < X + 2SD [93]
I¢ Kalite Kontrol (QC)

% RSD < 15 [94]
Tekrarlanabilirlik 0,3 < HorRat < 1,3 [88]
Tekrarlanabilirlik limiti (r) Ix; —%| <r [88]
Tekrar iiretilebilirlik 0,3 < HorRat < 1,3 [88]
Tekrar iiretilebilirlik limiti (Ru,) Ix; —X| <Ry, (88]

2.11. Calisma Tasarimm

Tibbi malzemelerin nitrozamin ve nitrozlanabilen maddeler yoniiyle kimyasal
karakterizasyonu amaciyla metot gecerli kilma ¢alismalar1 asagidaki basamaklar takip

edilerek yapilmaktadir:
e Numunenin Oziitlenmesi

e Kromatografik yontemle (GC-MS) nitrozamin ve nitrozlanabilen madde analizi

metodunun gelistirilmesi

e Gelistirilen metodun gegerli kilinmasi

2.11.1. Analiz Metodunun Tasarimi

Tibbi malzemelerde numuneye 6ziitleme islemi uyguladiktan sonra 6ziitlenen maddenin
nitrozaminler ve nitrozlanabilir maddeler yoniiyle tayin edilmesi gerekmektedir. S6z
konusu maddelerin analizi kromatografik yontemler ile yapilmaktadir. EN ISO 10993-18
standardinda genel hatlariyla ugucu, yar1 ucucu ve ucucu olmayan oOziitler igin
uygulanabilecek metotlar verilmekle birlikte 6ziitlenebilir madde profillerinin analizleri
ile ilgili 6zel bir metot verilmemistir. Fakat genel olarak GC-MS, LC/MS, ATR/FTIR ve
NMR gibi yontemlerin bu calismalar i¢in uygun oldugu belirtilmistir. Cesitli iirlin
gruplarindaki nitrozamin ve nitrozlanabilen maddelerin standartlagmis analiz metotlari,

kromatografi cihaz {reticilerinin uygulama notlar1 ve bu konuda yapilan literatiir
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caligmalar1 incelendiginde analiz yontemi olarak Gaz Kromatografi- Kiitle
Spektrometresi (GC-MS) metodunun uygun oldugu kararina varilmistir. GC-MS
cihazinda 7 adet nitrozamin maddesinin  tibbi  malzemelerde  ekstrakte
edilebilir/siiziilebilir madde analiz baglaminda incelenmesi amaciyla yapilan metot

gelistirme calismasinda izlenecek adimlar asagida listelenmistir:

e Kalibrasyon ¢ozeltilerinin derisimlerinin belirlenmesi

- EN 12868 standardinda kalibrasyon g¢ozeltilerinin 5 pg/L- 500 pg/L
araliginda olmasi gerektigine isaret edilmektedir [12]. Cihaz iiretici
firmasinin farkli uygulama notlarinda ise genis bir ¢calisma araliginda (2,5-
1000 pg/L) galisilabildigi gorilmektedir [74, 76, 81]. Bu calismada
sonuglarin saglamligini saglamak amaciyla 10 pg/L, 20 pg/L, 30 png/L, 50
ug/L, 75 pg/L, 100 pg/L olmak iizere 7 farkli kalibrasyon noktasi

secilmistir.

e En yiiksek derisim noktasinda (100 pg/L) her bir nitrozamin maddesinin tek tek

GC-MS cihazinda analiz edilmesi

e SCAN modunda 7 adet nitrozamin maddesinin toplam iyon kromatogramlarinin

incelenmesi

e lIyon kromatogramlar1 yardimiyla her bir madde igin alikonma zamanmin

(tr: retention time) belirlenmesi

e 7 adet nitrozamin maddesinin kiitle spektrumlarinin incelenerek hedef iyon ve

tanimlayici iyonlarin belirlenmesi

- llgili standartlarda, aplikasyon notlarinda ve bilimsel literatiirde belirtilen

hedef iyon (Q1) ve tanimlayici iyonlarin (Q2) incelenmesi

- Kiitle spektrumundaki pikler ile incelenen dokiimanlardaki piklerin her bir
nitrozamin maddesi i¢in karsilastirilarak SIM (Selected Ion Mointoring)

metodundan kullanilacak hedef ve tanimlayici iyonlarin belirlenmesi
e Metod parametrelerinin belirlenmesi

- Tlgili standartlarda, literatiirlerde ve aplikasyon notlarinda belirtilen SIM

modunda yapilan ¢aligmalarda metot parametrelerinin incelenmesi
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Kalibrasyon ¢ozeltilerinin GC-MS cihazinda analiz edilmesi

- Kalibrasyon egrilerinin tayin katsayilarinin  karar kriteri  degeri

(madde 2.12°de verilmistir) ile karsilagtirilmasi ve dogrulanmasi

2.11.2. Analiz Metodunun Gegerli Kilma Calismalarimin Tasarim

Bu calismada GC-MS metodu ile gergeklestirilecek olan nitrozamin ve nitrozlanabilen

madde analizi metodunun gecerli kilinmasina iligkin takip edilecek basamaklar asagida

listelenmistir:

LOD (tespit limiti) ve LOQ (tayin limiti) ¢alismalarinin gergeklestirilmesi
- Cozici koriiniin (metanol) disiik derisimlerde (1 pL-75 pL) nitrozamin
karisimi ile kirletilerek GC-MS metodunda analizinin gerceklestirilmesi
- Analiz sonucglar1  kullanilarak LOD ve LOQ  degerlerinin

S/N (sinyal/giiriiltli) oranlarina gore tespit edilmesi

I¢ kalite kontrol standartlar1 (QC) igin derisimin belirlenmesi
- Kalibrasyon araliginin (10 pg/L-100 pg/L) orta noktast olan 50 pg/L i¢
kalite kontrol noktasi se¢ilmistir.
En az 5 adet i¢ kalite kontrol analizi (QC) gerceklestirilmesi
- Elde edilen sonuclarin kabul kriteri ile karsilastirilmasi: (madde 2.12°de
verilmistir) ve dogrulanmasi
Geri kazanim ve Ol¢lim belirsizligi calismalarinin yapilacagi derisim noktalarinin
belirlenmesi
- Kalibrasyon araligin1 farkli diizeylerde temsil etmesi agisindan 20 pg/L,
60 pg/L ve 100 pg/L derisimleri ¢alisma noktalari olarak belirlenmistir.
Geri kazanim ¢alismalarinin tasarimi ve gergeklestirilmesi
- Belirlenen 3 farkli derisimde hazirlanan nitrozamin ¢ozeltisinin ¢oziiciiye
(metanol) ilave edilerek ekstaksiyon islemine tabi tutulmasi
- Elde edilen sonuglarin kabul kriteri ile karsilagtirilmasi (madde 2.12°de

verilmistir) ve dogrulanmasi
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Tekrar edilebilirlik calismalarinin gerceklestirilmesi ve dogrulanmast

Belirlenen 3 farkli derisimde ve her derisim noktasinda ayri1 ayri
hazirlanan 8 analitin kisa siire araliginda (maksimum 6 giin) GC-MS
cihazinda analizi

Elde edilen sonuglarin kabul kriteri ile karsilastirilmasi (madde 2.12°de

verilmistir) ve dogrulanmasi

Tekrar iiretilebilirlik ¢caligsmalarinin gerceklestirilmesi ve dogrulanmasi

Belirlenen 3 farkli derisimde ve her derisim noktasinda ayri1 ayri
hazirlanan 8 analitin uzun zaman araliginda (3 ay igerisinde) GC-MS
cithazinda analizi

Elde edilen sonuglarin kabul kriteri ile karsilastirilmasi (madde 2.12°de

verilmistir) ve dogrulanmasi

Belirsizlige etki edecek kaynaklarin tespit edilmesi

Bu asamada her bir kaynagin tek tek nicellestirilmesi gerekli degildir.
Amag neyin dikkate alinmasi gerektigini netlestirmektir [91].
Kalibrasyon fonksiyonu, tekrarlanabilirlik, tekrar iiretilebilirlik, geri
kazanim ve cihazlardan gelen belirsizliklerin 6l¢iim belirsizligine etki
edecegi ongorilmiistir.

Elde edilen sonuglarin kabul kriteri ile karsilastirilmasi (madde 2.12°de

verilmistir) ve dogrulanmast

Belirsizligin dl¢iilmesi

Belirsizlik kaynaklari tespit edildikten sonra, Her bir kaynaktan gelen
standart belirsizlik degerlendirilir ve birlestirilir.

Tiim bilesenlerin birlesik belirsizlige onemli bir katkida bulunmayacagi
kabul edilmelidir. Pratikte belirsizlik kaynaklarmnin sadece kiigiik bir
kisminin katkida bulunmasinin muhtemel oldugu goriilmiistiir. En
biliyliglin iicte birinden daha az olan bilesenlerin ayrintili olarak
degerlendirilmesine gerek olmayabilir [91].

Her bir bilesenin veya bilesen kombinasyonunun belirsizlige katkisinin bir

on tahmini yapilmali ve 6nemli olmayanlar elenmelidir.

Genisletilmis belirsizligin hesaplanmasi

Ornek derisim noktalari igin +belirsizlik degerlerinin hesaplanmasi
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Tez Cahismalarinda Kullanilan Kimyasallar

Polimer bazli tibbi malzemelerde nitrozamin analizi yapmak amaciyla analizi yapilacak

nitrozamin maddelerinin iriin kodlari, CAS numaralar1 ve referans madde iireticileri

Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Sertifikali referans malzeme bilgileri

Madde Adi Kisaltma CAS Uriin Kodu Uretici Firma
CPAchem Ltd
N-nitrosodipropylamine NDPA 621-64-7 5B5690.100- Bogomilovo,
100 mg .
Bulgaria
' _ N-12575- Chem Service, Inc
N-nitrosomorpholine NMOR 59-89-2 West Chester,
100 mg
USA
CPAchem Ltd
N-nitrosopyrrolidine NPYR 930-55-2 SB16801.100- Bogomilovo,
100 mg .
Bulgaria
CPAchem Ltd
N-nitrosopiperidine NPIP 100-75-4 SBI6E91.258 Bogomilovo,
25 mg .
Bulgaria
DRE- 8:11 Enrenstorfer
N-nitrosodiisobutylamine NDiBA 997-95-5 C15602450- Augsburg
50 mg Germany
DRE- glrrn tI)Elrj'renston‘er
N-nitrosodibenzylamine  NDBzA  5336-53-8 C15602200-
Augsburg,
50 mg
Germany
. . TRC- Toronto Research
t'\rur?]';trﬁsfhe'\'x 'T')g'n(]?n‘r;‘r’ NDINA  1207995-62-7 N525800- Chemicals
yihexy 25 mg Ontario, Canada

Calismalar 6nce SCAN modunda baslamis olup ayri ayri referans malzemeler cihaza
verilmistir. Fakat so6z konusu yontem yalnizca SIM metodu hazirlama asamasinda
parametrelerin tespiti i¢in gerekli oldugundan metot olusturulduktan sonra kalibrasyon
standartlari hazirlanirken karisim ¢6zelti kullanilarak cihaza verilmistir. Bununla birlikte
analizlerin devaminda i¢ standartla ¢alismanin uygun goriilmiis olmasi neticesinde
kullanilan i¢ standart ve karisim ¢ozelti referans malzemelerinin bilgileri Cizelge 3.2 de

verilmistir. Analizlerde ¢oziicii olarak kullanilan metanol ile numune hazirlama ve
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ekstraksiyon asamalarinda kullanilan diger malzemelerin bilgileri de Cizelge 3.3’de

verilmigtir.

Cizelge 3.2. I¢ standart ve nitrozamin karisim ¢ozeltisi referans malzeme bilgileri

Madde Ad1 Kisaltma CAS Uriin Kodu Uretici Firma

Nitrozamin Karigimu:

Asagida listesi bulunan her bir
maddeden 10 ppm olacak
sekilde metanol ortaminda

hazirlanmistir.
- N—n!trosodlpropylgmlne CPA-RDO45- CPAch(_em Ltd,
- N-nitrosomorpholine - - 10 ppm Bogomilovo,
- N-nitrosopyrrolidine Bulgaria
- N-nitrosopiperidine
- N-nitrosodiisobutylamine
- N-nitrosodibenzylamine
- N-nitroso-N, N-di(3,5,5-
trimethylhexyl) amine
. . . Toronto Research
N-nitrosodiethylamine-d10 NDEA-d10 1219794- TRC-N525466- Chemicals
(I¢ Standard) 54-3 1mg !

Ontario, Canada

Cizelge 3.3. Kullanilan diger kimyasallarla ilgili bilgiler

Madde Adi Kisaltma CAS Uretici Firma

Sodyum Hidrojen Karbonat NaHCO;  144-55-8 Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Sodyum Kloriir NaCl 7647-14-5 Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Potasyum Karbonat K2CO3 584-08-7 Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Sodyum Nitrit NaNO; 7632-00-0 Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Hidroklorik Asit (%37) HCI 7647-01-0 Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Sodyum Hidroksit NaOH 1310-73-2 Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Metanol CH:OH  67-56-1 Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Dikloro Metan (DCM) CHxCl, 75-09-2 Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Diatome Toprak Dolgulu
Kolon, Chromabond
XTR®.

MACHEREY-NAGEL GmbH &
Co. Diiren, Germany
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3.2. Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlar

Tez c¢alismasinda Oziitleme, analiz ve metot gegerli kilma asamalarinda kullanilan

cihaz/6l¢lim aletlerinin listesi Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Tez calismasinda kullanilan cihaz/6l¢iim aletleri listesi

Cihaz Marka Model Seri Numaras1 Kalibrasyon Sertifikasi

Intuvo

-9000 GC
GC-MS Agilent -5977B MSD  US2147M040 -

-Autosampler:

7693A
Terazi Precisa XB220A 2801663 AB-0002-K/23M03994/11.23
Etiiv Termal H11540ED 13005 AB-0002-K/22500819/09.22
Mikropipet  Eppendorf 0,5-10 mL 5531131 AB-0002-K/23H00044/04.23
Mikropipet ~ VITLAB  100-1000 uL.  16M8713 AB-0002-K/23H00043/04.23
Meziir SIMAX 50 mL Enst-M50 AB-0002-K/24H00029/03.24
Meziir SIMAX 100 mL Enst-M100 AB-0002-K/24H00028/03.24

3.3. GC-MS Cihaz ile Nitrozamin Analizi Metodunun Olusturulmasi

GC-MS metodunu olustururken 6ncelikli olarak ¢alisma araligi belirlenmistir. 10 pg/L,
20 ug/L, 30 ug/L, 50 pg/L, 75 pg/L, 100 ug/L olmak iizere 6 farkli kalibrasyon noktasi
se¢ilmistir. 7 adet nitrozamin maddesi i¢in en yiiksek derisim noktasi olan 100 pg/L
degerinde kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanmig ve SCAN modunda hepsi tek tek analiz
edilmistir. Maddelerin toplam iyon kromatogramlari incelenmis ve her madde i¢in
alikonma zamanlar1 belirlenmistir. Sonrasinda kiitle spektrumlar1 incelenerek hedef ve
belirleyici iyonlar belirlenmistir. Elde edilen bu veriler SIM modunda olusturulan

GC-MS metoduna kaydedilerek kalibrasyon ¢ozeltileri analiz edilmistir.
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3.3.1. SCAN (Tarama) Modda Yapilan Cahsmalar

Maddelerin tanimlanabilmesi i¢in SCAN modunda analiz yapilmis ve toplam iyon
kromatogramlarinda ¢ikan piklere ait kiitle spektrumlarinin NIST kiitiiphane taramasi
yapilarak ilgili maddelerle eslesme saglanmis ve dogrulanan piklerin alikonma zamanlari
tespit edilmistir. Sonrasinda, bu piklere ait kiitle spektrumlar1 degerlendirilmistir. Ayrica
standartlasmis analiz metotlari, cihaz iireticilerinin uygulama notlar1 ve literatiir
calismalar1 da incelenerek elde edilen verilerle karsilastirma yapilmis ve en uygun hedef

ve tanimlayici iyonlar belirlenmistir.

3.3.1.1. Alikonma Zamanlarimin Belirlenmesi

Oncelikli olarak ¢oziicii korii (metanol-¢dziicii olarak kullanilmistir) GC-MS cihazinda

analiz edilmis olup toplam iyon kromatogrami Sekil 3.1°de verilmistir.

Rl [ N e——

I
= LJLOO .l . -

Sekil 3.1. Coziicii korii kromatogrami

Analiz edilen 100 ug/L derisiminde 7 adet nitrozamin kromatogrami ile ¢6ziicii koriiniin
kromatogrami ayr1 incelenmistir. Coziiciiniin kromatogramindan farkli olarak ¢ikan en

belirgin piklerin kiitiiphane taramasi yapilarak eslesme olup olmadig: kontrol edilmistir.
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a) NDPA

Sekil 3.2’de verilmis olan kromatograma gore alikonma siiresi (tr) 14,955 olan pikin kiitle
spektrumu ve kiitiiphane taramasi sonuglar (Sekil 3.3) incelendiginde NDPA maddesine

ait oldugu dogrulanmustir.

_——
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Sekil 3.2. NDPA kromatogrami

Scan 2899 (14.955 min): NDPA.D\data.ms

NDPA

Ra Name MW Formula Qu M CAS # Ref # K dk F1 % Co C1 Ti Re XCORR
WT-Propananmine, N-NItroso-nN-propyl- 130 CoHI4R20" *UDGGZT—'M#'. 14887 89 9 0 83 170 46 83 9291
2R T Mt ORyCaThon Y1 - T-MeThiT JE My T-7-aza - 160 — C8A1SNAT 35 /o604 =34~ 60305 44 69 3 46 51 11 0 39 6281
3 1-(4-Amino-furazan-3-y1)-5-(4-methyl-pip 336 C13H20N803 33  100030-07-8 214467 33 10 3 81 32 10 1 22 8153
4 Hexane, 2,3-dimethyl- 114 C8H18 32 * 000584-94-1 8484 36 58 3 74 46 9 0 30 7667
5 Heptanoic acid, 3-methylbutyl ester 200 C12H2402 16  000109-25-1 70783 43 67 2 53 58 3 0 37 8542
6 Heptanoic acid, 3-methylbutyl ester 200 C12H2402 12 000109-25-1 70784 36 69 2 56 58 2 1 23 8507
7 Azocine, octahydro- 113 C7HISN 9 * 001121-92-2 7737 23 80 34559 1 0 9 8275
& Thiophene, 2-(methylthio)- 130 C5H6S2 9 * 005780-36-9 14747 24 72 35277 1 0 9 4937
9 2,3-Difluorophenol 130 COH4F20 9 * 006418-38-8 14935 2563 24772 1 0 9 5098
10 1,3,2-Dioxaborolan-4-one, 2-ethyl- 114 C4H7BO3 9 * 074646-12-1 7877 26 62 2 88 48 1 0 9 8203
11 1-Alanine, N-propoxycarbhonyl-, dodecyl e 343  C19H37NO4 O  100031-33-5 222155 32 84 36172 1 0 9 5380
12 2,5-DifTuorophenol 130 C6H4F20 9 * 002713-31-7 14929 30 58 14372 1 033 5103
13 2,4-DifTuorophenol 130 COHAF20 9 * 000367-27-1 14927 2973 16172 1 033 5093
14 Trifluoromethyl ethyl sulfide 130 C3H5F3S 9 * 013003-31-1 14666 28 75 35471 1 0 33 5047
15 oxalic acid, butyl 3,5-difluorophenyl es 258 CI12H12F204 8 100030-96-3 130459 34 68 2 57 69 1 0 25 5402
16 5-Fluoro-4-imidazolic acid 130  C4AH3FN202 8 * 042309-90-0 14691 28 75 35666 1 029 5310
17 2,4-Difluorophenol 130 C6H4F20 8 * 000367-27-1 14933 29 71 26169 1 029 5235
18 1-Alanine, N-propoxycarbonyl-, tridecyl 357  C20H39NO4 7 100031-33-6 234765 33 87 36172 1 022 5409
19 Alanylalanine, N,N'-dimethyl-N-ethoxycar 288 CI13HM24N203 7 100032-92-5 163001 34 68 15271 1 123 5017
20 2-ethylamino-2-methylpropane-1,3-diol, d 189 C10H23NO2 7  100037-87-2 50839 34 44 14374 1 025 5152

Sekil 3.3. NDPA kiitiiphane taramas1
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b) NMOR

Sekil 3.4°de verilmis olan kromatograma gore alikonma siiresi (tr) 15,270 olan pikin kiitle
spektrumu ve kiitiiphane taramasi sonuglari (Sekil 3.5) incelendiginde NMOR maddesine

ait oldugu dogrulanmustir.
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Sekil 3.4. NMOR kromatogrami

Scan 2983 (15.270 min): NMOR.D\data.ms
NMOR
Ra Name MW Formula M CAS # Ref # K dK F1 % Co C1 Ti Re XCORR
HMGrpRdTine, TmUwF--------TE-Tmmmﬂ) m@ﬂ@?l 8832 7111 087 0 60 34 59 8909
?mmmm#ﬂmmmv---------nr-nmmrm-wmm1rr 8834 44 35 197 837 033 9248
3 1-Alanine, N-ethoxycarbonyl-, decyl este 301 CI16H3INO4 17 100031-34-2 177663 33 69 1 96 55 3 0 25 6871
4 1-Alanine, N-ethoxycarbonyl-, nonyl este 287  C15H29N04 17  100031-34-1 162275 33 70 1 86 55 3 0 25 6883
5 1-Alanine, N-ethoxycarbonyl-, dodecyl es 329  CI18H35NO4 17 100031-34-4 207776 37 69 193 55 3 0 25 6888
6 1-Alanine, N-ethoxycarbonyl-, octyl este 273  C14H27N04 17 100031-34-0 147093 33 68 3 99 54 3 0 25 6884
7 T—A]anfne N-ethokycarbonyl-, tridecyl e 343  C19H37N04 12 100031-34-5 222153 3374 197 56 2 0 25 6882
8 1-Alanine, N-ethoxycarbonyl-, tetradecyl 357 C20H39NO4 12  100031-34-6 234774 33 78 082 56 2 0 25 6906
9 77A1anfne N-ethoxycarbonyl-, pentadecyl 371 C21H4INO4 12 100031-34-7 246244 33 78 18156 2 0 25 6904
10 N—(Z—Methoxyethy])—tert—buty]amine 131 C7HI7NO 12 022687-22-5 15546 3379 25256 2 025 7585
11 2-Butenoic acid, (E)- 86 C4H602 9 * 000107-93-7 1852 2474 37277 1 0 9 4864
12 N,N-DiethyT-2-aminoethanol 117 C6HI5NO 9 * 000100-37-8 9504 26 65 36471 1 0 9 5583
13 Crotonic acid 86 C4H602 9 * 003724-65-0 1829 24 82 37277 1 0 9 4866
14 5-Methyl-3H-1,3,4-oxadiazole-2-thione 116 C3H4N20S 9 * 031130-17-3 8794 24 91 38330 1 0 9 8512
15 N,N-DiethyT-2-aminoethanol 117 CBH15NO 9 * 000100-37-8 9508 27 70 25171 1 0 9 5714
16 2-Propanone, methyThydrazone 86 C4HION2 9 * 005771-02-8 1803 2576 36068 1 0 9 6382
17 Ethanol, 2-(hutylamino)- 117 COHI5NO 9 * 000111-75-1 9501 2566 27257 1 0 9 7122
18 Azetidine, 1-nitroso- 86 C3H6N20 9 * 015216-10-1 1787 2473 17971 1 0 9 5085
19 Ethanol, 2-(hutylamino)- 117 COHISNO 9 * 000111-75-1 9500 27 78 25665 1 0 9 6924
20 N,N-Diethyl-2-aminoethanol 117 COH15NO 9 * 000100-37-8 9509 26 63 36671 1 0 9 5484

Sekil 3.5. NMOR kiitiiphane taramasi
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c) NPYR

Sekil 3.6’da verilmis olan kromatograma gore alikonma siiresi (tr) 15,270 olan pikin kiitle
spektrumu ve kiitiiphane taramasi sonuglar1 (Sekil 3.7) incelenmistir. Kiitiiphane
taramasinda ¢ikan olas1 eslesmelerin kiitle spektrumlar1 (Sekil 3.8-3.11) incelenmis ve
yalnizca Pyrolidine maddesinin kiitle spekturumunun, NPYR maddesinin kiitle
spektrumunda goriilen tanimlayict iyonlart (100, 41 ve 68 iyonlarini) igerdigi
gorilmistiir. Boylece bu pikin NPYR maddesine ait oldugu dogrulanmis ve alikonma

zamani kaydedilmistir.
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Sekil 3.6. NPYR kromatogrami

Scan 3099 (15.704 min): N-nitrosoprrrolidine.D\data.ms
N-nitrosoprrrolidine
Ra Name MW Formula Qu M CAS # Ref # K dK FI % Co C1 Ti Re XCORR
1 Carbamic chloride, diethyl- 135 CSH10CINO 59 * 000088-10-8 37074 38 85 3 8522 33 0 39 9945
2 Methyl morpholine-3-carboxylate, N-methy 159 C7HIINO3 39 154457-77-5 80230 34 45 3852015 025 9838
3 3H-1,2,4-Triazol-3-one, 4 am1no 2 4 d1hy 100 C2H4N40 9 * 001003-23-2 8153 2532 29918 1 0 9 9949
lﬂ'Wﬁo‘HﬁN'I‘h‘l‘t%?ﬁ =T = TMAEMT ™ mm‘srz-' 8243 26 66 27120 1 0 9 9655
ﬁﬂﬁmﬂ'ﬂﬂm&ﬂﬂ---------TUU'-'EHMUZ-T_%OUOU'MT 8163 23 44 38322 1 0 9 8085
6 5-Methyl-3-pyrazolidinone 100 C4HBN20 9 * 010234-76-1 8254 24 31 18720 1 0 9 9815
7 1H-[1,2,4]Triazole-3-carboxylic acid (2- 225 COHI5N502 9 990121-04-7 274547 3160 168 20 1 0 9 9893
8 Acetamfde, N-(5-methylisoxazol-3-y1)-2-m 225 ClOHI5N303 9 990121-21-6 274813 29 68 26818 1 0 9 9951
9 morpholine, 4,4"'-methylenebis- 186  C9HL8N202 9  990050-31-2 147444 3179 27018 1 0 9 9936
10 Morpholin-4-yl-acetic acid, hydrazide 159  CHAH13N302 9  990020-67-7 80142 2949 29120 1 0 9 9937
11 Acetamide, 2-(4-morpholyl1)-N-(4,5,6,7-te 305 C15HI9N302S 9  330637-98-4 560259 28 77 37920 1 0 9 9928
12 Morpholine, 4-octadecyl- 339 C22H45N0 9 016528-77-1 671753 30 68 2 67 22 1 0 9 9851
13 2,4-Tmidazolidinedione 100 C3H4N202 7 * 000461-72-3 8172 2163 367 24 1 0 7 9887
14 Borane-morpholine complex 101 C4H12BNO 7 * 004856-95-5 0220 21 8 29922 1 0 7 9188
15 2-Hydrazino-2-imidazoline 100 C3H8N4 5 # 990000-79-2 8191 1972 18818 1 0 5 9625
16 2(5H)-Thiophenone 100 C4H405 5 * 003354-32-3 8193 1985 38026 1 0 5 9643
17 4H-Pyran-4-one, tetrahydro- 100 C5H802 5 * 029943-42-8 8351 1984 37728 1 0 5 8154
18 Sydnone, 3-methyl- 100 C3H4N202 5 * 006939-12-4 8159 1949 37830 1 0 5 8314
19 4-Amino-4,5(1H)-dihydro-1,2,4-triazole-5 100 C2H4N40 5 * 001003-23-2 8152 1932 29922 1 0 5 9937
20 2 - methyl - 3 - hydroxy - 2,3 - dihydro 100 C5H802 5 * 990000-82-3 8403 1932 38830 1 0 5 9815

Sekil 3.7. NPYR kiitliphane taramasi
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Sekil 3.8. Carbamic chloride, diethyl- kiitle spektrumu
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Sekil 3.9. Methyl morpholine-3-carboxylate, N-methyl kiitle spektrumu
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Sekil 3.10. 3H-1,2,4-Triazol-3-one, 4-amino-2,4-dihydro- kiitle spektrumu
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Sekil 3.11. Pyrrolidine, 1—nitroso kiitle spektrumu
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Sekil 3.12. NPYR kiitle spektrumu

d) NPIP
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Sekil 3.13. NPIP kromatogrami

Scan 3425 (16.926 min): NPIP.D\data.ms
NPIP
Ra Name MW Formula Qu M CAS # Ref # K dK F1 % Co C1 Ti Re XCORR
1 Propanamide, N-(2-fluorophenyl)-3-(4-mor 252 CI13H17FN202 64  284679-89-6 124255 41 58 1 75 10 37 10 35 9701
2 2-Imidazolidinone, 1,3-dimethyl- 114 C5HIONZ0 39 * 000080-73-9 7888 30 72 36919 15 029 9720
3 2,3-Dimethoxy-1,3-butadiene 114 C6H1002 9 * 003588-31-6 8012 23 85 36726 1 0 9 9055
4 2,4(1H,3H)-Pyrimidinedione, dihydro- 114 C4HBN202 9 * 000504-07-4 7861 26 60 167 24 1 0 9 9698
5 SH-Tetrazol-5-one, 1-ethyl-1,2-dihydro- 114 C3HON40 9 * 069048-98-2 7818 23 87 16726 1 0 9 8560
6 2,4-Imidazolidinedione, 1-methyl- 114 C4HEN202 9 * 000616-04-6 7855 26026 28026 1 0O 9 9652
7 Propanamide, N-[3,5-bis(trifluoromethyl) 370C15H16F6N202 9  100026-85-0 244767 28 86 3 9221 1 0 9 9637
& d1-2-Aminocaprylic acid 159 C8HI7NO2 9  000644-90-6 34413 3255 18622 1 0 9 9701
9 ?H-1,3-Oxazine, tetrahydro-2,3,6-trimeth 129 C7HI5NO 9 130191-20-7 14517 29 78 26719 1 0 9 9654
10 Morpholine-4-carboxylic acid 2,6-dibromo 391C12H11BrZNo4 9  100027-42-3 259769 29 97 298 17 1 0 9 9738
11 oxalic acid, monomorpholide, propyl este 201 COHI5NO4 9 100030-94-4 71982 2876 39319 1 0 9 989/
12 N-Ethyl-4-hydroxypiperidine 129 C7HI5NO 9 003518-83-0 14458 29 74 29219 1 0 9 9681
13 Morpholine-4-carboxylic acid, 2-ethoxy-4 279 C14HI7NOS 9 100026-98-7 153192 3181 39915 1 0 9 9775
14 2-Diisopropylaminoethyl ethyl ether 173 CI10HZ3NO 9 032996-95-5 45871 3084 29919 1 0 9 9723
15 2-propenoic acid, 2-methyl-, 2-[[[(1-met 269 CI1IHI5N303S 9 100039-69-9 142230 3175 29026 1 0 9 9471
16 Piperidin-4-o01, 2,3-dimethyl-, trans- 129 C7HL5NO 9 327175-92-8 14504 29 81 26822 1 0 9 8738
17 oxalic acid, monomorpholide, isobutyl es 215 CIOHIZNO4 9  100030-94-5 85853 3270 26919 1 0 9 9727
18 Bis(2-diisopropylaminoethyl) sulfide 288  C16H36N2S 9  110501-56-9 163401 28 71 17526 1 0 9 9487
19 1H-1,2,4-Triazole, 3-nitro- 114 C2H2N402 7 * 024807-55-4 7791 22 67 28436 1 0 7 9359
20 2,5-Piperazinedione 114 C4H6N202 7 * 000106-57-0 7840 22 58 22719 1 0 7 9689

Sekil 3.14. NPIP kiitiiphane taramasi

Sekil 3.13’de verilen kromatogramda 16,926 alikonma zamaninda ¢ikan pikin kiitiiphane
taramas1 (Sekil 3.14) yapilmis ve kiitliphanede oransal olarak NPIP maddesi
verilmemistir. Dolayistyla bu yolla dogrulama yapilamamistir fakat cihazda okutulan
NPIP maddesi sertifikali bir referans malzeme oldugu i¢in bu pikin s6z konusu maddeye

ait oldugu bilindiginden alikonma zamani kaydedilmistir.

e) NDiBA

Sekil 3.15°de verilmis olan kromatograma gore alikonma siiresi (tr) 18,241 olan pikin
kiitle spektrumu ve kiitiiphane taramasi sonuclar1 (Sekil 3.16) incelendiginde NDiBA

maddesine ait oldugu dogrulanmustir.

Abundance — -

[ = figynoiBa Dwata.ms
2000000 I I
1800000 1 1
! I
1600000 1 "
! |
1400000
! |
1200000 I I
! |
1000000 I I
800000 I 1
1 1 /
600000 1 " f
f
400000 ! | f
| 1 {
203030\}‘ ‘ ' L\M—M‘L | 1 /
U L S
T T 1 T \L U T T T T T T T T
5bo  8bo 10000 12000 14100 1600 LS80 2000 22.00 2400 2600 28.00 3000 22000 34.00 3600

Time >

46



Sekil 3.15. NDiBA kromatogrami

Average of 17.560 to 20.210 min.: NDiBA.D\data.ms
NDiBA
Ra Name Mw Formula Qu M CAS # Ref # K dKk F1 % Co C1 Ti Re XCORR
Lol omP 180 [ ey e s ] e e BTy g i ] o e e GO N B T i D00 O B b 33817 63 46 0 56 34 27 14 47 9207
0 i B 22 G0 ol e el HQ—-MQ&JLJMML%L' 14322 34 47 1 94 43 18 0 39 7766
3 Aziridine, 2-methyl-3- (1 methy]ethy])f 99 C6H13N 43 * 010027-95-9 3949 39 59 1 71 43 18 0 39 8248
4 2-(2- Hydroxyethy])p1pen1dwne 129 C7H15NO 38 % 001484-84-0 14462 44 38 1 96 48 14 0 40 7546
5 2-Dodecyl-5-methylpyrrolidine 253 C17H35N 38 * 063896-04-8 125832 43 54 2 95 53 14 0 44 7593
6 3-Amino-s-triazole 84 C2HAN4 * 000061-82-5 1481 33 49 1 96 47 14 1 40 9156
7 2-Cyclohexylpiperidine 167 C11H21IN 056528-77-9 40500 45 37 3 96 51 11 0 39 7534
8 Cyclohexylamine, N-ethyl- 127 C8H17N % 005459-93-8 13274 33 49 2 75 53 11 18 40 7564
9 1H-Pyrrole-1-ethanamine, tetrahydro-.alp 128 C7HLGN2 * 100035-12-6 13835 40 42 178 54 11 0 39 7658
10 Pyrrolidine, N-(3-methyl-3-butenyl)- 139 C9H17N * 100016-14-0 19962 33 42 0 10 54 11 0 41 7537
11 1-Methyl-2-pyrrolidineethanol 129 C7H15N0 * 067004-64-2 14467 46 32 0 69 58 9 0 44 7415
12 piperidine, 2-propyl-, (S)- 127 C8H17N % 000458-88-8 13284 43 28 176 58 9 0 44 7471
13 pyrimidin-2,4-dione, 1,2,3,4-tetrahydro- 269 C12H19N304 141039-01-2 142334 55 67 3 89 56 O 0 49 7465
14 2- Pyr|o11d1nepropano1 1-methyl- 143 C8H17NO 014498-44-3 22684 36 42 1 92 58 8 0 41 7415
15 1-Aminocyclopentane hydroxam1( acid 144 C6H12N202 * 062104-33-0 22919 34 42 27356 8 0 41 7585
16 Procyclidine 287 C19H29NO % 000077-37-2 162653 36 64 1 73 57 8 0 41 7453
17 Pyrrolidine, 1-[2-(4-bromophenoxy)ethyl]l 269 C12H16BrNO * 001081-73-8 142321 34 59 1 8557 8 0 39 7453
18 Pyrroliphene 351 C23H29N02 015686-97-2 229518 57 54 2 7156 8 0 39 7471
19 pyrrolidine, 2-hexyl-1-methyl- 169 C11H23N * 003447-05-0 42371 34 39 27556 8 0 39 7692
20 pivalamide, N-allyl- 141 C8H15NO * 100034-57-4 21222 45 49 156 65 7 0 44 7493

Sekil 3.16. NDiBA kiitiiphane taramasi
f) NDBzA

Sekil 3.17°de verilen kromatograma gore alikonma siiresi (tr) 35,730 olan pikin kiitle
spektrumu ve kiitiiphane taramasi (Sekil 3.18) sonuglar1 incelendiginde NDBzA

maddesine ait oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 3.17. NDBzA kromatogrami

Scan 8441 (35.730 min): NDBzA.D\data.ms
NDBzA

Ra MName MW Formula Qu M CAS # Ref # K dK F1 % Co C1 Ti Re XCORR
1 Iron, tricarbonyl[(5a,5b,11a,11b-.eta.)- 342 C18H22Fe03 90 * 069815-45-8 220862 10 94 99 77 59 0 97 9542

'LBHEEHQMMHH—N-NHEE—&@M&M ) e e | sk e A Gl i Q0 e Y e e mm 97934 73 24 88 45 23 13 59 9721
99 48 18 0 46 9706

3 Carbonic acid._monoamide _N-benzyl-N-pro_ 207 CL2HIZNO2 43 _* 100045-14-5 | 77966 49 49

'T'Eenzeneme?hanam ne, 'N'mﬁoso-h-}f-ﬁeny'rm Cﬁmmﬂfﬂ s et 97936 55 37 84 45 18 5 40 9739
5 2-Benzylthio-1- methy] 4(3H)-quinazolinon 282 C16H14N20S * 304449-45-4 156525 64 11 83 62 14 0 64 7016
6 Benzeneacetic acid, phenylmethyl ester 226 C15H1402 38 * 000102-16-9 98141 49 38 76 54 14 0 46 9671
7 Silane, trichloro(4-methylphenyl)- 224 C7H7C13s5i 35 * 000701-35-9 96196 39 50 99 54 11 11 40 9670
8 Benzeneacetic acid, phenylmethyl ester 226 C15H1402 35 * 000102-16-9 98132 62 29 72 54 11 14 43 9639
9 Benzeneacetic acid, phenylmethyl ester 226 C15H1402 35 * 000102-16-9 98140 59 31 86 54 11 10 43 9614

P P b I U Ul R I L I L0 I L N W ) = g
oo
]
(=1}
an

10 N-Benzyl-1H-benzimidazole 208 C14H12N2 27 * 004981-92-4 79097 55 35 70 60 8 4 40 9125
11 1,2,5-0xadiazol-3-amine, 4-(phenylmethox 191 C9HIN302 25 * 100033-75-8 62098 46 30 7 0 44 9584
12 Bibenzyl 182 C14H14 22 * 000103-29-7 53935 55 20 70 65 5 1 40 9585
13 Anisole, 2-(benzyloxy)-5-(2-nitrovinyl)- 285 C1G6H15N04 22 001860-56-6 160124 44 46 68 65 5 0 39 9587
14 Bibenzyl 182 C14H14 22 * 000103-29-7 53936 47 25 67 65 5 1 40 9584
15 3-Benzyl-4-chloro-1,2,3-triazole 1l-oxide 209 CYHBCIN30 22 * 116932-63-9 80353 37 52 95 65 5 1 40 9592
16 .alpha.-Benzylsuccinic acid 208 C11H1204 22 000884-33-3 78438 46 92 78 65 5 0 39 9292
17 6-Difluoromethyl-5-phenylmethanesulfonyl 316C12H10F2N204 22 100031-79-5 193441 45 49 68 65 5 0 39 9584
18 4-Benzyloxybenzonitrile 209 C14H1INO 22 * 052805-36-4 80141 47 27 99 65 5 7 40 9586
19 Benzene, (phenoxymethyl)- 184 C13H120 22 000946-80-5 55728 57 15 99 65 5 16 41 9584
20 Phenylacetic acid, 3-fluorophenyl ester 230  C14H11F02 22 100033-11-6 101997 44 41 93 65 5 16 41 9581
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Sekil 3.18. NDBzA Kkiitliphane taramasi

g) NDIiNA

Sekil 3.19°da verilmis olan kromatogramda 35,827 alikonma zamaninda ¢ikan pikin

kiitliphane taramasi (Sekil 3.20) yapilmistir. Ancak kiitiiphanede oransal olarak NDiNA

verilmemistir. Dolayisiyla bu yolla dogrulama yapilamamistir fakat NDiNA sertifikali

referans maddesi kullanildig1 i¢in bu pikin bu maddeye ait oldugu bilindiginden alikonma

zamani kaydedilmistir.

belirlenmis olup Cizelge 3.5’de 6zetlenmistir.

Tim maddelerin alikonma zamanlar1 agiklanan sekilde
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Sekil 3.19. NDiNA kromatogrami
Scan 8467 (35.827 min): NDiNA.D\data.ms
NDiNA
Ra Name MW Formula Qu M CAS # Ref # K dK F1 % Co C1 Ti Re XCORR
1 2-p-Nitrophenyl-oxadiazol-1,3,4-one-5 207 C8H5N304 64 * 990084-34-4 211586 86 74 3 99 68 37 0 94 7047
2 4-Methoxy-6-methyl-5-nitroisobenzofuran- 237 CI0H7NOG 60 * 0B9586-40-3 316177 78 93 3 99 68 35 0 93 7052
3 Indole-3-carbonitrile, 2-cyclohexylamino 267 C17H2IN3 35 * 296246-82-7 426477 63 56 2 52 67 11 0 64 5308
4 Ethoxy(phenyl)silanediol, 2TMS 328 C14H2803513 25  990372-41-0 635418 79 67 2 99 64 7 0 43 7087
5 Cyclotrisiloxane, hexamethyl- 222 C6H1803Si3 25 000541-05-9 261334 82 33 2 8964 7 0 47 7086
6 1,3,6-Trimethyl-2-trideuteriomethyltricy 225 C15H23D30 25 * 990116-20-1 266273 35 64 3 99 64 7 18 43 7001
7 (+)-(15,2R,4as,8as)-0ctahydro-2,5,5,8a-t 222 C15H260 22 990116-11-2 266090 62 11 3 99 64 5 0 43 7074
8 1-(4-Methyl-2-[(trimethylsilyT)oxylpheny 222 C12H180251 22 * 097389-70-3 263679 34 55 399 64 5 0 41 7081
9 6-Decyloxynaphthalene-2-carbonitrile 309 C21H27NO 20 * 066217-28-5 575081 71 50 2 56 68 4 28 59 5288
10 8-Fluoro-6-methyltetrazolo[l,5-c]pyrimid 169 C5HAFNS0 18 * 14487/7-46-3 103126 37 42 2 75 68 3 13 43 5277
11 2-[(Cyclohexylamino)methyl]-1-methyl-1H- 267 C17H21IN3 18 * 296246-82-7 426478 53 68 2 52 67 3 0 49 5312
12 1H-Indole-3-carbonitrile, 2-(4-chloroben 344C17H13CIN202 18 * 990410-46-1 685352 55 66 2 54 68 3 0 47 5285
13 (4-Phenylphenyl)amine 169 C12HLIN 18 * 000092-67-1 104386 36 45 2 64 68 3 16 43 5285
14 [1,1'—Bipheny1]—4—amine 169 C12HLIN 18 * 000092-67-1 104384 52 34 2 51 68 3 0 44 5285
15 [1,1'-Biphenyl]-4-amine 169 CI12HLIN 18 * 000092-67-1 104379 61 24 1 51 68 3 20 49 5284
16 2- Methy] -6-(5-methyl-2-thiazolin-2-ylami 207  CI10H13N3S 14 * 339352-50-0 212143 37 12 399 68 2 0 41 7061
17 (3- Pheny]pheny])amwne 169 CI12HIIN 14 * 002243-47-2 104423 33 30 2 68 68 2 0 41 5285
18 4-Methoxy-3-nitro-phenol 169 C7H7NO4 14 * 990029-94-5 103293 34 51 3 5268 2 041 5281
19 4-Methyl-2-trimethylsilyloxy-acetophenon 222 C12H1802S1 14 * 097389-70-3 263678 37 66 3 73 68 2 0 41 7081
20 Fumaric acid, 4-heptyl pentyl ester 284 C16H2804 14  990263-70-0 487073 70 54 3 56 68 2 0 42 5285

Sekil 3.20. NDiNA Kiitiiphane Taramast
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Cizelge 3.5. Yedi Adet Nitrozamin Maddesinin Alikonma Siireleri

Madde Alikonma Siiresi (tr), dk
NDPA 14,955
NMOR 15,270
NPYR 15,704
NPIP 16,926
NDiBA 18,241
NDBzA 35,730
NDiNA 35,827

3.3.1.2. Hedef ve Tamimlayici Iyonlarin Belirlenmesi

Maddelerin alikonma zamanlar1 belirlendikten sonra bu piklere ait kiitle spektrumlari
incelenmis olup Sekil 3.21-3.27’de verilmistir. Elde edilen verilerle, ilgili standartlar,
uygulama notlar1 ve literatiir ¢alismalar1 karsilastirilmis ve sonuglari Cizelge 3.6’da
verilmigtir. Bu veriler 1s18inda maddelerin spektrumlaria da bakilarak spektrumdaki en
yiiksek pik hedef iyon olarak secilmis ve diger pikler arasindan tanimlayici iyonlar

belirlenmis ve sekillerde isaretlenmis olan iyonlar 6zet olarak Cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.6. Hedef ve tanimlayici iyon literatiir taramast

Kaynak [13] [12] [82] [18] [95]
Madde Q1 Q2 Q1 Q2 QL | Q2 Q1 Q2 Q1 Q2
1311 89.1 1311 89.1 130 113 701 1131 70 42
NDPA 43.1 431 43 130.1 43
130
117.0 86.9 117.0 86.9 116 86 - ; 56 86
NMOR 85.9 85.9 56 116
; . i i 100 55 1001 711 100 41
NPYR 70 85.1 42
68
1151 69.1 1151  69.1 114 84 1141 711 114 42
NPIP 40.9 40.9 97 85.1 44
55
. 159.1 57.1 1591 571 115 84 - ;
NDIBA 103.0 103.0 57
2269 91.1 2269 911 ; : ; ;
NDBzA 65.1 65.1
. 2990 57.1 2990 57.1 i i i i
NDINA 71.1 173.1

49



(bundance l - l Average of 14.141 to 17.020 min.: NDPA_D\data.ms
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Sekil 3.21. NDPA kiitle spektrumu

Abundance

= ™ ayerage of 14 745 to 16.600 min.: NMOR D\data. ms
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Sekil 3.23. NPYR kiitle spektrumu
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Abundance — Average of 15.892 to 168.583 min.: NPIP.Didata.ms
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Sekil 3.24. NPIP kiitle spektrumu

PN
Abundance 1 I Average of 17 748 to 19.270 min_: NDIBA Didatams
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Sekil 3.25. NDiBA kiitle spektrumu

> - =
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Sekil 3.26. NDBzA kiitle spektrumu

51




Abundance Scan 8472 (35.846 min): NDiNA.D\data.ms
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Sekil 3.27. NDiNA kiitle spektrumu

Cizelge 3.7. Belirlenmis hedef ve tanimlayici iyonlar

Madde Q1 Q2
NDPA 70.2 -
NMOR 116.1 o
NPYR 1000 Y.
NPIP 114.1 -
NDIBA 84.1 e
NDBZzA 91.1 226.1
NDiNA 169.1 225.2

3.3.2. SIM (Selected lon Monitoring) Modda Yapilan Cahsmalar

Tiim maddeler i¢in SCAN modda belirlenen alikonma siireleri ile hedef ve tanimlayici
iyonlar kullanilarak, hedef analite yonelik bir analiz metodu olusturabilmek amaciyla
SIM modunda metot olusturma calismalarina devam edilmistir. Metot parametreleri
belirlenirken Cizelge 3.8’de 6zet halinde sunulmus olan uygulama notlari, standart ve
literatiir caligmalar1  verilerinden faydalanilmistir. Bu veriler 1s18inda, tibbi
malzemelerden siiziilebilen nitrozamin ve nitrozlanabilen madde analizi yapmak

amaciyla olusturulan GC-MS metot parametreleri Cizelge 3.9’da verilmistir.
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Cizelge 3.8. Nitrozamin analizi GC-MS metot parametrelerinin karsilastirmasi

Metotlar
Kaynak [96] [97] [12] [98] [99] [80]
GC Kosullar
Enjeksiyon Splitless Split Split/ Pulsed . .
Modu (boliintiisiz) (bolintili) Splitless  Splitless  SP/Uess  Splitless
Helyum Helyum Helyum Helyum Helyum Helyum

Tastyict Gaz | 2,1 mL/dk 1 mL/dk 40 mL/dk | 1 mL/dk 1 mL/dk 1 mL/dk
Sabit akis Sabit akis Sabit akig Sabit akig Sabit akig Sabit akis

Giris 250 °C 220 °C 250 °C 250 °C -
Sicaklig
E?Cerﬁlyon 1 uL - - 2 ulL 2 ulL -
. 5%
JAg\'/I\?rgB_ Agilent Agilent polysilarylene
624 J&W DB-  DB-FFAP HP-5MS polydimethyl-
1701 Ul siloxane
Analitik capillary ZB,
Kolon 5ms
30mx025 30mx250 30m x 30 m x 30 m x 0,25
nm x 1,40 pm x 1,0 0,53 mm x 0,25 mm x  mm x 0,25 m
pm pm 1,5 ym 0,25 um
60 °C 40 °C 60 °C 40 °C 50 °C 50 °C
5dk 0,5 dk 0,2 dk 0,5 dk 3dk 1dk
20 °C/dk 20 °C/dk 15 °C/dk 20 °C/dk 20 °C/dk 3 °C/dk
ile 120 °C ile 160 °C ile 82 °C ile 200 °C ile 80 °C ile 80 °C
5dk 2 dk 0 dk 2 dk 1dk
3 °C/dk 10 °C/dk 1 °C/dk 60 °C/dk 5 °C/dk 1 °C/dk
ile 140 °C ile 240 °C ile 88 °C ile 250 °C ile100 °C ile 85 °C
Firm 3dk 2 dk 3dk 2 dk 1 dk
Programi 20 °C/dk 20 °C/dk 15 °C/dk 20 °C/dk 35 °C/dk 10 °C/dk
ile 160 °C ile 160°C  ile 140°C  ile 160 °C  ile 280 °C | ile 290 °C
5dk 2 dk 7 dk 2 dk 2,36 dk 5 dk
40 °C/dk 25 °C/dk
ile 240 °C ile 250 °C
8 dk 10 dk
Postrun
250 °C 2 dk
MS Kosullari
Mod Elektron i i Elektron Elektron Elektron
Yakalama Yakalama @ Yakalama @ Yakalama
Transfer
Hatt: 250 °C - - 250 °C 250 °C -
Sicaklig
Coziied g ; ; 6,5 dk 401dk -
Gecikmesi
Kaynak 230°C 230 °C - 250 °C 230 °C ,
Sicakligt
Quadrupole 45 o0 150°C - 150°C  150°C -
Sicakligt

53



Cizelge 3.9. Olusturulan GC-MS-SIM metot parametreleri

GC Agilent Intuvo 9000 GC Sistemi
Autosampler Agilent 7693 A enjektdr ve numune tablasi
Enjeksiyon Modu Splitless
Tasiyic1 Gaz Helyum
Kolon Akig Hizi 2.1 mL/dk sabit akis
Girig Sicaklig 250 °C
Enjeksiyon Hacmi 1uL
Purge Akisi 50 mL/dk-0,75dk
Gaz Tasarrufu Agik (20 mL/dk- 5,0dk'dan sonra)
Agilent 122-1334UI-INT:US20360306
Kolon DB-624 Ul
30mx 250 um x 1.4 um
°C/dk °C Bekleme Siiresi, dk Analiz Siiresi, dk
60 5 5
20 120 5 13
Firmn Sicaklik Programi 3 140 3 22,667
20 160 5 28,667
40 240 2 32,667
40 250 4 36,917
Post Run: 255 °C, 2dk
MS Agilent 5977B GC-MSD Sistemi
Mod Elektron Yakalama, 70 eV
Transfer line sicaklignt  250°C
Solvent gecikmesi 6 dk
Source sicakligi 230°C
Quadrupole Sicaklig 150°C
Gain Factor 1
EM Voltage 1061

3.3.2.1. i¢ Standart Kullanmadan Kalibrasyon Egrilerinin Cizilmesi

Cizelge 3.1°de bilgileri verilmis olan referans malzeme karisimi kullanilarak ¢ozeltiler
hazirlanirken, sertifikalarinda belirtildigi tizere ¢oziicii olarak metanol kullanilmistir.
Cozeltiler hazirlanip GC-MS cihazinda analiz edilmis ve derisime karsi hesaplanan pik
alanlar1 grafige gecirilmistir. Cizelge 3.10’da yedi adet nitrozamin maddesine iliskin
kalibrasyon degerleri ve sonrasinda bu degerlere karsilik gelen kalibrasyon egrileri

verilmistir.
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Cizelge 3.10. Kalibrasyon Verileri (i¢ standart kullanmadan)

Madde Derigim 10pg/. 20pg/L. | 30 pg/LL | 50 pg/L. 75 pg/L 100 pg/L
tr 14,85 14,87 14,86 14,87 14,87 14,87
NDPA Derigim 10,92 19,00 29,87 47,32 72,79 103,14
Alan 258,23 490,76 803,71  1306,15  2039,66 2913,42
tr 15,12 15,15 15,15 15,14 15,14 15,15
NMOR Derigim 10,76 21,31 31,09 46,59 71,82 103,43
Alan 158,06 = 366,60 560,12 866,50  1365,52 1990,61
tr 15,59 15,61 15,61 15,61 15,60 15,61
NPYR Derigim 9,90 21,09 31,78 47,56 71,77 102,90
Alan 249,48 54833 833,76 125535 1902,18 2733,58
tr 16,81 16,83 16,82 16,82 16,82 16,83
NPIP Derigim 8,46 21,02 31,96 49,25 73,30 101,02
Alan 269,08 667,28  1014,13 1562,41  2325,09 3204,04
tr 18,24 18,25 18,25 18,25 18,24 18,25
NDiBA Derigim 8,88 20,95 32,47 48,03 73,00 101,66
Alan 23509 528,17 807,90 118579  1792,07 2488,17
tr 35,63 35,64 35,64 35,64 35,64 35,64
NDBZA Derigim 9,93 20,90 31,77 47,77 71,87 102,76
Alan 663,95 135951 2048,40  3063,33  4591,70 6550,53
tr 35,72 35,73 35,73 35,72 35,73 35,73
NDINA Derigim 10,89 20,27 31,00 48,53 70,69 103,52
Alan 127,08 23751 363,86 570,24 831,07 1217,59
NDPA y= 24;328332;7162,5729
3000 .
2500
2000
LE“ 1500 /
<
& 1000 /
500 /
0 ; ; . ;
0 20 40 60 80 100

Derisim (ppb)

Sekil 3.28. NDPA Kalibrasyon Egrisi (i¢ standart kullanmadan)
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y =19,4956x - 35,5756

2500 NMOR r? =0,9946

2000
£ 1500
=
= /
2 1000
[P /

500 /
0 T T T T
0 20 40 60 80 100
Derisim (ppb)

Sekil 3.29. NMOR Kalibrasyon Egrisi (i¢ standart kullanmadan)

=26,6351x-9,8005
NPYR T 09963
3000 -
®
2500
2000
E /
=< 1500 /
=
500
0 T T T T
0 20 40 60 80 100
Derisim (ppb)

Sekil 3.30. NPYR Kalibrasyon Egrisi (i¢ standart kullanmadan)

y=31,7157x + 0,3912
NPIP 12 = 0,9985
3500
>
3000 —
2500
£ 2000 /‘///////,/,////c/,
< 1500
[aW
1000 ®
0 T T T T
0 20 40 60 80 100
Derisim (ppb)

Sekil 3.31. NPIP Kalibrasyon Egrisi (i¢ standart kullanmadan)
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NDiBA y= 24.3;838)( +12,5106
3000 r°=0,9976
2500
2000
g /
= 1500
500
0 , : . .
0 20 40 60 80 100
Derisim (ppb)

Sekil 3.32. NDiBA Kalibrasyon Egrisi (i¢ standart kullanmadan)

=63,5921x + 21,8615
NDBZA T 00967
7000 - |
6000 /
5000
3
E 4000 /
<
< 3000
2 2000 .
1000 —
0 T T T T
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00
Derisim (ppb)
Sekil 3.33. NDBzA Kalibrasyon Egrisi (i¢ standart kullanmadan)
. =11,7726x - 1,1357
NDiNA " 20,0056
1400 -
1200
1000
£ 800 *
<<
600
-
0 T T T T
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00
Derisim (ppb)

Sekil 3.34. NDiNA Kalibrasyon Egrisi (i¢ standart kullanmadan)
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Sekil 3.28-3.34’de verilmis olan 7 adet nitrozamin maddesinin kalibrasyon egrileri
cizdirildikten kisa bir siire sonra tekrarlanabilirlik sartlari (kisa zaman araligi, ayni
laboratuvar, ayni cihaz, ayn1 analizci) altinda ¢oziicii koriine (metanol), 100 ug/L referans
nitrozamin karisimindan eklenerek yedi farkli geri kazanim ¢alismasi yapilmistir. Elde
edilen sonuglarin ortalamalar1 (X), standart sapmalari (SD), % bagil standart sapmalari
(%RSD) ve geri kazanim degerleri (%R) asagidaki esitlikler yardimiyla hesaplanmistir.
Sonuglar Cizelge 3.11°de verilmistir.

/Z(Xi —X)?

%RSD = = x 100 (2.3)

S
X

%R = —— 100 (2.9)

Xref

Cizelge 3.11. I¢ standart kullanmadan yapilan tekrarlanabilirlik calisma sonuglart

Xrer = 100 pg/L

Madde r? x SD %RSD %R
NDPA 0,9976 177,5 7,6 4,3 177,5
NMOR 0,9946 191,2 7,2 3,8 191,2
NPYR 0,9963 215,8 9,3 4,3 215,8
NPIP 0,9985 197,7 8,6 4,4 197,7
NDiBA 0,9976 234,7 6,8 2,9 234,7
NDBzA 0,9967 230,2 17,5 7,6 230,2
NDiNA 0,9956 177,8 11,8 6,7 177,8

Bu c¢alisma sonucunda geri kazanim degerlerinin kabul Kriterlerinin (%95+30) c¢ok
tizerinde oldugu goriilmiistiir. Bunun da kalibrasyonun kisa siirede bozulmasindan ve sik
sik kalibrasyon yenilemeye ihtiya¢ olmasindan kaynaklandigr yoniinde degerlendirme
yapilmistir. Caligmalarin  i¢ standart varhi@inda yiiriitiilmesinin  kromatografik

yontemlerde bu probleme ¢oziim olacagi bilinmektedir. I¢ standardin dedektorde verdigi
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cevap yaklasik olarak ayni kaldig: siirece, i¢ kalite kontrol yapmak sartiyla uzun bir
zaman diliminde ayni kalibrasyon iizerinden c¢aligmalar saglikli bir sekilde
yiiriitiilebilmektedir. Boylece cihazin dogru sonugclar iirettigini tespit etmek ve uzun siire
tekrarlanabilir sonuglar almak miimkiin olacaktir. Bu nedenle, sonuglarin giivence altina
alinmasi amaciyla metot olusturma ve gecerli kilma c¢alismalarinin tiim asamalarinda i¢

standart kullanilmasina karar verilmistir.

3.3.2.2. i¢ Standart Kullanarak Kalibrasyon Egrisinin Cizilmesi

Bu calismada i¢ standart olarak Bolim 3.1- Cizelge 3.2°de ozellikleri verilen N-
nitrosodiethylamine-d10 (NDEA-d10) maddesi kullanilmistir. NDEA-d10, GC-MS
cihazinda analiz edilmis ve Sekil 3.35°de verilmis olan iyon kromatograminda 9,777
alikonma zamaninda pik vermistir. Maddenin kiitle spektrumuna (Sekil 3.36)
bakildiginda 112.2 piki hedef iyon olarak secilmis ve 50.0, 62.0 ve 64.0 pikleri ise
tanimlayici iyonlar olarak belirlenmistir. Bu veriler GC-MS cihazinda metoda i¢ standart
parametresi eklenerek girilmis ve tiim nitrozamin maddelerine i¢ standart olarak NDEA -

d10 baglanmustir.

Abundance TIC. NDEA-D10-SIM.Ddata.ms

1.2e+07

1.1e+07

1e+07

9000000

8000000

7000000

6000000

5000000

4000000

3000000

2000000

1000000

L S B e e N e e e et L L e s e S e L B e e DN e s S e O B
T 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 8.00 20.00 22.00 2400 26.00 28.00 30.00 32.00 3400 36.00
me-->

Sekil 3.35. NDEA-d10 kromatogrami
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Abundance
6500000

Scan 972 (9 777 min): NDEA-D10-SIM.Ddata ms

T
]

l;-—————————————————-l

6000000

5500000

5000000

4500000

4000000

3500000

3000000

o
=}
S}

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

] o o o o

a
1
1
1
I
1
1
1
I
|

58.0 74.0 102.0
’ T T
204 55 © Ep 70 73 80 83 90 95 100 105

a T T+ T

m/z—>

Sekil 3.36. NDEA-d10 spektrumu

NDEA-d10, derisimi 100 pg/L olacak sekilde tiim kalibrasyon noktalarina ayni miktarda
ilave edilerek kalibrasyon ¢ozeltileri yeniden hazirlanmustir. i¢ standart kullamilarak

yapilan kalibrasyon ¢alismasinin sonuglar1 Cizelge 3.12’°de verilmistir.

Cizelge 3.12. Ig standart (ISTD) kullanilarak yapilan kalibrasyon verileri

Madde Blank  10pg/L  20pg/L  30pg/L 50 pg/  75pg/l 100 pg/L
tr 14,84 14,85 14,85 14,84 14,84 14,84
NDPA  Derisim 11,52 20,77 28,17 48,37 75,43 100,73
Alan 211,25 442,85 642,26 124014  1848,00  2990,57
ISTD  Alan 2506091 25866,93 2581540 2638541 28213,09 2631421 31544,51
tr 15,11 15,12 1511 15,12 15,12 15,11
NMOR  Derisim 10,71 18,67 31,61 48,12 75,96 99,94
Alan 302,78 546,47 964,65 158544  2350,20 @ 3716,94
ISTD  Alan 2506091 25866,93 2581540 2638541 28213,09 2631421 31544,51
tr 15,58 15,58 15,58 15,57 15,57 15,57
NPYR  Derisim 11,00 19,93 30,49 47,81 74,60 101,16
Alan 478,20 912,99  1460,07 248511  3650,31  5960,05
ISTD  Alan 2506091 25866,93 2581540 2638541 28213,09 2631421 31544,51
tr 16,80 16,79 16,80 16,80 16,80 16,80
NPIP  Derisim 11,09 20,35 30,56 46,65 75,11 101,25
Alan 525,81  1014,09 1587,69 2627,10 3982,83  6462,55
ISTD  Alan 2506091 25866,93 2581540 2638541 28213,09 2631421 31544,51
tr 18,22 18,22 18,23 18,22 18,23 18,23
NDIiBA  Derisim 10,21 20,40 31,07 46,96 76,06 100,31
Alan 41949 878,84 139054 227054 345637  5480,38

ISTD Alan 25060,91 @ 25866,93 25815,40 2638541 28213,09 26314,21 31544,51
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tr 35,63 35,63 35,63 35,63 35,62 35,63

NDBzA | Derisim 11,13 20,33 29,87 47,67 74,90 101,10
Alan 1321,09  2507,72 | 3821,76  6599,60  9739,88 | 15812,09

ISTD Alan 25060,91 = 25866,93 25815,40 26385,41 28213,09 26314,21 3154451
tr 35,72 35,71 35,71 35,71 35,71 35,71

NDIiNA | Derisim 12,50 19,41 29,54 47,89 73,41 102,25
Alan 167,28 295,15 493,74 899,99 1321,91  2238,30

ISTD Alan 25060,91  25866,93 25815,40 26385,41 28213,09 26314,21 31544,51

I¢ standardin varhiginda bu verilere istinaden cihazda i¢ standarda karsilik gelen bagil
derisim ve bagil alanlar hesaplanarak kalibrasyonun dogrusalliginda iyilestirme
saglanmistir. Bu da i¢ standart kullanarak metot kalibrasyonun uzun siire verimli
kullanilmasi yoniinde bir avantaj saglamaktadir. Kalibrasyon egrisi, her bir nitrozaminin
toplam iyon krotmatogramindaki pik alaninin, i¢ standarda ait pikin alanina bdliinmesiyle
elde edilen bagil alana kars1 bagil derisim degerine gore cizilmistir. Bagil cevap degeri
(bagil alan) ve bagil derisimler Esitlik 3.1 ve Esitlik 3.2 ile hesaplanmis olup
Cizelge 3.13-3.19°da degerleri verilmistir.

Analitin pik alami

Bagll alan: I¢ standardin pik alan1

(3.1)

Analitin derisimi

Bagil derisim: -

[¢ standardin derisimi

(3.2)

Cizelge 3.13. NDPA maddesinin bagil alan-bagil derisim degerleri

Analit ISTD . .
Madde Derisimi, Derisimi, Dlzfi%liin Pﬁ(n:llgm PiLSZEI _ Bagl Alan
ng/L ng/L
0 100 0,00 0 25061 0,0000
10 100 0,10 211 25867 0,0082
20 100 0,20 443 25815 0,0172
NDPA 30 100 0,30 642 26385 0,0243
50 100 0,50 1240 28213 0,0440
75 100 0,75 1848 26314 0,0702
100 100 1,00 2991 31545 0,0948
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Cizelge 3.14. NMOR maddesinin bagil alan-bagil derisim degerleri

Analit ISTD o .
Madde Derisimi,  Derisimi, DI::iliililm Pi/;“(n:lllntm PiLSZE o Bagil Alan
ng/L ng/L
0 100 0,00 0 25061 0,0000
10 100 0,10 303 25867 0,0117
20 100 0,20 546 25815 0,0212
NMOR 30 100 0,30 965 26385 0,0366
50 100 0,50 1585 28213 0,0562
75 100 0,75 2350 26314 0,0893
100 100 1,00 3717 31545 0,1178
Cizelge 3.15. NPYR maddesinin bagil alan-bagil derisim degerleri
Analit ISTD = .
Madde Derisimi, Derisimi, Dl::igslilm Pﬁ(nAall:itm Pi:(sll[z)l m Bagil Alan
pg/L pg/L
0 100 0,00 0 25061 0,0000
10 100 0,10 478 25867 0,0185
20 100 0,20 913 25815 0,0354
NPYR 30 100 0,30 1460 26385 0,0553
50 100 0,50 2485 28213 0,0881
75 100 0,75 3650 26314 0,1387
100 100 1,00 5960 31545 0,1889
Cizelge 3.16. NPIP maddesinin bagil alan-bagil derisim degerleri
Analit ISTD o .
Madde Derisimi,  Derisimi, Dl::iililm Pi'?(n:lllltnl PiLSZE m Bagil Alan
ng/L ng/L
0 100 0,00 0 25061 0,0000
10 100 0,10 526 25867 0,0203
20 100 0,20 1014 25815 0,0393
NPIP 30 100 0,30 1588 26385 0,0602
50 100 0,50 2627 28213 0,0931
75 100 0,75 3983 26314 0,1514
100 100 1,00 6463 31545 0,2049
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Cizelge 3.17. NDiBA maddesinin bagil alan-bagil derisim degerleri

Analit ISTD o .
Madde Derisimi, Derisimi, foi%lilm Pﬁ(n:llzutm PiLSZE o Bagil Alan
ng/L ng/L
0 100 0,00 0 25061 0,0000
10 100 0,10 419 25867 0,0162
20 100 0,20 879 25815 0,0340
NDiBA 30 100 0,30 1391 26385 0,0527
50 100 0,50 2271 28213 0,0805
75 100 0,75 3456 26314 0,1314
100 100 1,00 5481 31545 0,1738
Cizelge 3.18. NDBzA maddesinin bagil alan-bagil derisim degerleri
Analit ISTD o .
Madde Derisimi, Derisimi, Dl::iililm Pﬁ\(n:lllltnl PiLSZE - Bagil Alan
ng/L ng/L
0 100 0,00 0 25061 0,0000
10 100 0,10 1321 25867 0,0511
20 100 0,20 2508 25815 0,0971
NDBzA 30 100 0,30 3822 26385 0,1448
50 100 0,50 6600 28213 0,2339
75 100 0,75 9740 26314 0,3701
100 100 1,00 15812 31545 0,5013
Cizelge 3.19. NDINA maddesinin bagil alan-bagil derisim degerleri
Analit ISTD o .
Madde Derisimi, Derisimi, Dl::iililm Pﬁ\(n:llgnl PiLSZE m Bagil Alan
ng/L ng/L
0 100 0,00 0 25061 0,0000
10 100 0,10 167 25867 0,0065
20 100 0,20 295 25815 0,0114
NDiNA 30 100 0,30 494 26385 0,0187
50 100 0,50 900 28213 0,0319
75 100 0,75 1322 26314 0,0502
100 100 1,00 2238 31545 0,0710

Yukaridaki cizelgelerdeki bagil alan ve bagil derisim degerleri grafige gecirilerek i¢
standartli kalibrasyon grafikleri elde edilmis ve Sekil 3.37-3.43’de verilmistir.

Kalibrasyon egrilerinin tayin kKatsayilari ise Cizelge 3.20°de verilmistir.
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NDPA
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Sekil 3.37. NDPA kalibrasyon egrisi (i¢ standartli)
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Sekil 3.38. NMOR Kkalibrasyon egrisi (i¢ standartli)

NPYR

y =0,1879x - 0,0015
r’ =0,9989
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Sekil 3.39. NPYR kalibrasyon egrisi (i¢ standartli)
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NPIP
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Sekil 3.40. NPIP kalibrasyon egrisi (i¢ Standartli)

NDiBA
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Sekil 3.41. NDiBA kalibrasyon egrisi (i¢ standartli)

y = 0,4980x - 0,0030
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Sekil 3.42. NDBzA kalibrasyon egrisi (i¢ standartli)
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0,08
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Sekil 3.43. NDiNA kalibrasyon egrisi (i¢ standartli)

Cizelge 3.20. i standart varliginda kalibrasyon egrilerinin tayin katsayilar (r?)

Madde
NDPA
NMOR
NPYR
NPIP
NDiBA
NDBzA

NDiNA

Kalibrasyon egrilerinin tayin katsayilari tiim maddelerde, kabul kriteri olan 0,995
degerinin iizerindedir [79]. Bu degerler, kalibrasyon egrilerinin dogrusalliginin iyi

derecede oldugunu gostermektedir.

r2
0,9979
0,9987
0,9989
0,9981
0,9984
0,9989
0,9965

Boylece olusturulan metot parametrelerinin,

validasyon c¢aligmalarin yiiriitiilmesine elverisli oldugu goriilmiistiir.

3.4. GC-MS Cihazi ile Nitrozamin Analizi Metodunun Gecerli Kilinmasi

Tibbi malzemelerden nitrozamin analizi igin gelistirilen GC-MS metodunun gegerli

kilinmas1 amaciyla asagidaki ¢aligmalar yapilmistir:
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e LOD (algilama limiti) ve LOQ (tayin limiti) degerlerinin belirlenmesi
e I kalite kontrol calismalar1

e Geri kazanim ¢alismalari

e Tekrarlanabilirlik ¢alismalari

o Tekrar iiretilebilirlik ¢aligmalart

e Olgiim belirsizligi hesaplamalar

3.4.1. LOD-LOQ Cahsmalar:

Gelistirilen GC-MS motunda giivenli ¢aligma limitlerini saptamak igin tespit ve tayin
limitleri belirlenmistir. Bu ¢alismada ¢6ziicti korii diisiik derisimlerde nitrozamin karigimi
ile Kirletilerek metot sartlar1 altinda GC-MS cihazinda analiz edilmistir. GC-MS
cihazindan alman Sinyal/Giiriiltii (S/N) oranlarinin 3 oldugu nokta LOD ve bu oranin
yaklasik 10 oldugu nokta LOQ olarak kabul edilir [80, 81, 82, 83]. Ancak Cizelge 3.21°de
yer alan S/N giirtiltii oranlar1 tam olarak bu degerlerde olmadigi i¢in S/N oranlarinin

3 ve 10 oldugu noktalar1 tespit etmek i¢in ekstrapolasyon yapilmaistir.

Cizelge 3.21. GC-MS Cihazindan Alinan Sinyal/Giiriiltii (S/N) Oranlari

Madde 1 2 3 5 7 10 20 30 50 75
ng/l | pg/L | pg/L | pg/L | pg/L | pg/  pg/ | pg/l | pg/L ng/L
Alan 14 43 92 132 130 211 443 642 1108 1848
NDPA SIN 046 083 1,52 1,56 2,41 3,41 6,24 | 10,35 12551 = 29,77
Alan 30 54 175 159 169 303 546 965 1413 2350
NMOR SIN 082 085 1,08 2,01 2,65 3,87 6,88 @ 1527 1753 @ 28,77
Alan 72 107 134 275 268 478 913 1460 = 2485 3650
NPYR SIN | 212 3,26 4,13 4,85 552 | 10,49 1997 @ 2911 @ 7147 91,69
Alan 73 113 155 295 316 526 1014 = 1588 = 2627 3983
NPIP SIN 1,38 4,05 5,09 899 12,86 14,62 22,03 4085 6741 @ 109,91
) Alan 84 112 131 242 259 419 879 1391 = 2271 3456
NDIBA SIN 093 255 2,71 2,80 2,87 546 | 12,15 @ 22,92 @ 1922 @ 42,23
Alan 548 = 798 835 969 1061 =~ 1564 2508 = 3822 = 6566 9740
NDBzA SIN | 127 1,09 2,03 2,19 2,79 4,08 6,01 852 | 1657 @ 12,88
\DINA Alan 128 79 167 295 494 873 1322
SIN 1,38 1,14 1,91 3,12 5,48 8,07 15,59
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Tablodaki NDPA maddesine ait verilerle yapilan 6rnek bir ekstrapolasyon islemi agsagida
verilmis olup diger maddeler i¢in de ayn1 sekilde hesaplama yapilmistir. 7 adet nitrozamin

maddesine ait LOD/LOQ degerleri hesaplanmis olup sonuglar Cizelge 3.24'de verilmistir.

Cizelge 3.22. NDPA i¢in LOD degerinin ekstrapolasyon hesaplamasi verileri

Derisim S/N
7 ug/L 2,41

X 3,00

10 pg/L 341

10—x 3,41-3,00
= (3.3)
x—=7 3,00—2,41

041x—-287=59-059x

x =87

Cizelge 3.23. NDPA i¢cin LOQ degerinin ekstrapolasyon hesaplamasi verileri

Derisim SIN

20 pg/L 6,24
x 10,00

30 pg/L 10,35

30-x _ 10,35-10,00
x—-20  10,00—6,24

(3.4)

035x—-7=1128-3,76x

x =292
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Cizelge 3.24. Yedi adet nitrozamin maddesi i¢in belirlenen LOD/LOQ degerleri

Madde LOD, pg/L LOQ, ng/L
NDPA 8,7 29,2
NMOR 7,8 23,7
NPYR 1,7 9,7
NPIP 1,6 55
NDiBA 7,1 16,7
NDBzA 7,4 33,6
NDiIiNA 19,0 56,4

3.4.2. I¢ Kalite Kontrol Calismalar

Gelistirilmis olan deney metodu kullanilarak 7 adet nitrozamin maddesi i¢in 7 farkl i¢
kalite kontrol ¢aligmasi yapilmistir. Kalibrasyon araliginin orta noktasi olan 50 pg/L
derigimi i¢ kalite kontrol noktasi se¢ilmistir. 50 pug/L derisimde metanol ile hazirlanan
karisim ¢ozeltisi periyodik araliklarla cihazda analiz edilmis ve sonuglar Cizelge 3.25-

3.33 ve grafiklerde verilmistir.

Cizelge 3.25. NDPA i¢ kalite kontrol verileri

50 ug/L-QC
59,63
44,35
NDPA 46,21
58,28
66,25
58,00
54,18
X 55,27
SD 7,73
%RSD 13,99
X — 2SD 39,80
X + 2SD 70,74
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NDPA
80

70
60
50

40

30

==¢==SONUC === ORT-2SD ORT+2SD

Sekil 3.44. NDPA i¢ kalite kontrol grafigi

Cizelge 3.26. NMOR i¢ kalite kontrol verileri

50 pug/L-QC
53,58
43,83
NMOR 45,23
48,60
55,05
49,57
47,40
X 49,04
SD 4,11
%RSD 8,39
X—2SD 40,81
X+2SD 57,27
NMOR
60
>3 48,60 5,0 4957 4040
50 4383 4523
40
30
1 2 3 4 5 6 7
~4—SONUG ~ ====ORT-25D ORT+2SD

Sekil 3.45. NMOR ig kalite kontrol verileri
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Cizelge 3.27. NPYR ig kalite kontrol verileri

50 pg/L-QC
50,92
47,81
46,32
NPYR 52,51
59,55
52,46
50,21
X 51,40
SD 4,26
%RSD 8,29
X —2SD 42,87
X+ 2SD 59,92
NPYR
70
) 50W21
4781 4632 .
50 ’
40
30
1 2 3 4 5 6 7
=== SONU( === (QRT-2SD ORT+2SD

Sekil 3.46. NPYR ig kalite kontrol grafigi

Cizelge 3.28. NPIP i¢ kalite kontrol verileri

50 ug/L-QC
55,36
46,65
45,74
52,69
66,95
52,85
51,50
53,10

SD 7,02

%RSD 13,22

% — 2SD 39,07

% + 2SD 67,14

NPIP

o]l
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NPIP

70
60
50
40
30
1 2 3 4 5 6 7
==¢==SONUC === ORT-2SD ORT+2SD

Sekil 3.47. NPIP i¢ kalite kontrol grafigi

Cizelge 3.29. NDiBA ig kalite kontrol verileri

50 pg/L-QC
43,29
46,96
NDIBA 45,90
44,13
47,00
44,13
44,33
X 45,11
SD 1,50
%RSD 3,32
X — 2SD 42,11
X + 25D 48,10
NDiBA
50
46,96
45,90
7
’ 44,33
40
1 2 3 4 5 6 7
=== SONU( === (QRT-2SD ORT+2SD

Sekil 3.48. NDiBA ig kalite kontrol grafigi
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Cizelge 3.30. NDBzA i¢ kalite kontrol verileri

50 pg/L-QC

50,32

46,24

46,16
NDBzA £ 82

57,75

54,63

53,00
% 51,56
SD 4,29
%RSD 8,32
% — 25D 42,98
%+ 2SD 60,14

NDBzA

70
60 54,63

40

30

50,32 52,82 T 53,00
50 46,24 46,16 ’

2

==4==SONU(C === (QRT-2SD

3 4 5

6

ORT+2SD

Sekil 3.49. NDBzA i¢ kalite kontrol grafigi

Cizelge 3.31. NDiNA i¢ kalite kontrol verileri

NDiNA

o]l

SD
%RSD
X —2SD
X+ 2SD

50 ug/L-QC
58,53
46,40
42,91
56,74
62,47
60,45
59,50
55,29
7,54
13,63
40,21
70,36
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NDiNA
80
70
58,53 56,74 60:45 59,50
60 62,47 ¢ —
46,4
50 6,40 42,91
40
30
1 2 3 4 5 6 7
«=4=SONU(C === ORT-2SD ORT+2SD

Sekil 3.50. NDiNA i¢ kalite kontrol grafigi

Ic kalite kontrol calismalar1 neticesinde, 7 farkli analiz sonucunun da ORT+2SD
araliginda ve bagil standart sapma degerlerinin (% RSD) <15 oldugu, dolayisiyla kabul
kriterlerinin saglandigi goriilmiistiir. Bu sayede olusturulan metodun, deney sonuglarinin

kalitesini giivence altina aldig1 belirlenmistir.

3.4.3. Geri Kazamim Cahsmalari

Tibbi malzemelerde nitrozamin ve nitrozlanabilen madde analizi metodunun gegerli
kilinmas1 (dogruluk) baglaminda, Madde 3.3’de belirtilen sartlara gore olusturulan
GC-MS metodu ile geri kazanim c¢alismalari gerceklestirilmistir. Geri kazanim
asamasinda nitrozaminler, 6ziitleme isleminden gegerek, gelistirilen GC-MS metodunda
analiz edilmistir. Geri kazanim c¢alismasinda iki farkli ekstraksiyon prensibi

uygulanmistir:

e EN ISO 10993-18 ve EN ISO 10993-12 standartlarindaki ekstraksiyon kosullari

ile oziitleme islemi

e EN 12868 ve EN 71-12 standartlarindaki ekstraksiyon kosullar1 ile oziitleme

islemi
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3.4.3.1. EN 1SO 10993-18 ve EN 1SO 10993-12 Prensiplerine Gore Yapilan Oziitleme

Islemi

Calismanin bu kisminda tibbi malzemelerin kimyasal karakterizasyonu kapsaminda,
EN 10993-18 ve EN 10993-12’de belirtilen Oziitleme prensiplerini de kapsayan ve
Cizelge 2.1°de yer alan Oziitleme kosullar1 incelenmis ve Cizelge 3.32’de verilen

Oziitleme kosullar1 ve ortami belirlenmistir.

Cizelge 3.32. EN 1SO 10993-18 ve EN ISO 10993-12 kapsaminda 6ziitleme kosullar

[10,15]
Oziitleme Ortami Oziitleme Sicaklig Oziitleme Siiresi
Metanol 37°C 72 saat

Metanol koriine (blank) 100 pg/L nitrozamin karisim ¢ozeltisi ekilerek paralel ¢aligma
kosullarinda 72 saat siireyle 37°C sicaklikta bekletilerek oziitleme islemi yapilmistir.
Calisma sonunda verimliligin tespit edilmesi amaciyla geri kazanim oranlar

hesaplanmistir. Geri kazanim oranlar1 (%R) Cizelge 3.33’de verilmistir.

Cizelge 3.33. EN 10993-18 ve EN 71-12’de belirtilen kosullarda oziitleme ile geri

kazanim verileri

NDPA NMOR NPYR NPIP | NDiBA NDBzA = NDIiNA
X1 77,95 91,44 90,09 87,96 130,53 126,75 86,06
X2 78,96 87,50 88,77 8541 125,62 124,64 83,54

B0 8026 8806 9175 8636 12833 12324 77,97

% | 7905 8900 9020 8658 12816 12483 82,52

:go/% xi | 8552 9306 9215 8585 12673 109,90 4953
., X 8547 OLg6 9370 8506 11668 10511 4687

x; 8680 9581 9678 8924 11619 10210 50,80

% 8593 9351 9421 87,02 11987 10570 49,07

%R 1087 1051 1044 1005 935 846 595
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Nitrozaminlerin glines 1511 etkisinde bozunmaya wugradigi ve nitrozamin ve
nitrozlanabilen madde go¢ii analizi ile ilgili bu duruma dikkat edilmesi gerekliligi ve
alinacak onlemler belirtilmistir. Ekstraksiyon isleminde madde kaybinin 6nlenmesi i¢in
amber cam malzemelerin kullanilmasi ve giines 1simnindan koruma saglayacak diger
yontemler (aliiminyum folyo ile kaplanma) belirtilmistir. 72 saat siireyle 37°C’de
gerceklestirilen ¢aligmada (ekstraktin giines 1sinindan korunmasi ile ilgili 6zel bir 6nlem
— amber cam sise kullanimi1 vb.- alinmaksizin) 7 nitrozamin maddesi i¢in geri kazanim
calisma sonuglarmin %95+30 dahilinde gergeklesmeyecegi Ongoriilmiistii. Ancak
Cizelge 3.33’de yer alan geri kazanim calisma sonuglari neticesinde 6 nitrozamin igin
geri kazanim calisma sonugclar1 karar kriterleri dahilinde gozlemlenirken sadece NDiNA
icin ekstraksiyon islemi sonucunda madde kaybi oldugu goézlenmistir. Geri kazanim
calismasinda 6 nitrozamin i¢in beklenen durumun gerceklesmemesinin olast sebebinin
laboratuvar ortam kosullarindan kaynakladigi &ngoriilmektedir. Oziitleme yapilan
laboratuvarin 1. katta yer almasi ve ekstraksiyonun yapildigi calkalamali inkiibatoriin
konumunun giines gérmeyen yerde olmasinin geri kazanim ¢alismasinda nitrozaminlerin
degradasyonuna sebep olabilecek bir ortam (giines 1s1nlarina maruziyetin sinirli kalmasi)

olusturmadig1 diistintilmektedir.

3.4.3.2. EN 12868 ve EN 71-12 Prensiplerine Gore Yapilan Oziitleme Islemi

EN 10993-18 ve EN 10993-12’de belirtilen 6ziitleme prensiplerine gore yapilan geri
kazanim ¢alismalarmin 6nceki bolimde de bahsedilen risklerinden o&tiirii tezin bu
asamasinda geri kazanim g¢aligmalar1 yapilirken EN 12868 ve EN 71-12 standartlarinda
belirtilen ozilitleme prensiplerinin  kullanilmasina karar verilmistir. Geri kazanim
calismalari, referans malzemeyi spikleama islemi iizerinden yiiriitiildiigii i¢in bu
calisgmada EN 10993-18 ve EN 10993-12 standardlar1 uyarinca, tibbi malzemelerden

salinan N-nitrozaminler igin asagida belirtilen prosediirler uygulanmistir.

e Saliva cozeltisinin (yapay tukiirik tuzu) hazirlanisi:

Asagida miktarlari verilmis olan tuzlar (950 + 5) ml suda ¢oziiliir. Yapay tiikiiriik tuzu
¢ozeltisinin pH degeri (9,0 + 0,1) olmalidir ve stabilitesi sinirli oldugundan 5 giinden fazla

kullanilmamalidir.
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Cizelge 3.34. Tuzlar ve 1 L yapay tiikiiriik tuzu ¢ozeltisi i¢in kiitleleri

Tuzlar CAS Kiitle (g)
Sodyum hidrojen karbonat = 144-55-8 4,2 +0,021
Sodyum kloriir 7647-14-5 0,5+ 0,0025
Potasyum karbonat 584-08-7 0,2+ 0,001
Sodyum nitrit 7632-00-0 0,03+0,001

e N-Nitrozaminler icin go¢ cozeltisinin hazirlanisi:

4 mL saliva ¢ozeltisine 20 ppb, 60 ppb ve 100 ppb nitrozamin karisim ¢ozeltisi ilave
edilir. Agz1 kapatilan sise yaklasik viicut sicakligr olan (40 + 2) °C'de (24 + 0,5) saat
boyunca etiivde bekletilir. Siire sonunda numune kabi etiivden alinir ve kuvvetlice
calkalanir. Ozellikle baz1 N-nitrozaminler yapay tiikiiriik tuzu ¢dzeltisinde daha diisiik
¢ozlinirliige sahiptir ve ayrica kabin ve numunenin yiizeylerine yapisabilirler. Bu durum
verimde Onemli degisikliklere neden olabilir. Bu varyasyonlar1 azaltmak icin tiim
islemlerden 6nce kuvvetli calkalama yapilmistir. Elde edilen go¢ ¢ozeltisini igeren
reaksiyon kabma 0,6 £ 0,01 mL 1M sodyum hidroksit ¢ozeltisi eklenir ve hizlica
calkalanir. Ardindan 0,5 = 0,01 mL i¢ standart ¢ozeltisi konulur ve kapatilir. Elde
edilen ¢ozelti 1g1ktan korunmali ve gece boyunca saklanacaksa buzdolabinda tutulmalidir.

Daha uzun siireler i¢in uygun kaplarda dondurulmus olarak saklanilmalidir.

e N-Nitrozaminler icin ekstraktin hazirlanisi:

Elde edilen ¢6zelti, ekstraksiyon islemine tabi tutulur. Ekstraksiyon islemlerinde diatome
toprak dolgulu ekstraksiyon kolonlar1 kullanilir. Cozelti yavasca ekstraksiyon kolonuna
aktarilir. Cozeltinin diatome toprak tarafindan emilmesi i¢in 15 + 1 dk beklenilir. Bu
sirada reaksiyon sisesine 30 £+ 0,5 mL diklorometan (DCM) eklenir, kapak kapatilir ve
kuvvetlice calkalanir. Siire sonunda kolonun iistinden DCM yavasca ilave edilir.
Reaksiyon sisesi tekrar 30 £ 0,5 mL DCM ile yikanir ve ayni sekilde kolona ilave edilir.
Bu calismada, daha yiiksek geri kazanimlar elde edebilmek amaciyla toplam 90 mL DCM
ilave edilerek yapilmistir. Ekstrakt tamamen toplandiktan sonra buharlastirma sigesine
1 + 0,01 mL metanol eklenir. Daha sonra elde edilen ekstraktlar, 0,9 = 0,1 mL hacme
gelene kadar azot altinda ugurulur ve GC-MS cihazinda analiz edilmek iizere amber

viallere alinir.
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3.4.3.3. Geri Kazanim Calisma Sonuc¢lari

Geri kazanim ¢aligmalari, kalibrasyon araliginin alt, orta ve tist diizeylerini temsil etmesi
acgisindan 20 pg/L, 60 pg/L ve 100 pg/L derisim noktalarinda yapilmistir. Numune
hazirlama islemi Madde 3.4.3.2°de belirtilen sekilde gergeklestirilmistir. Bu prosediire
gore yapilan geri kazanim calisma sonuglart Cizelge 3.35°de verilmistir. Cizelgedeki

calisma sonuglarindan Esitlik 2.9 ile geri kazanim hesaplamalar1 yapilmigtir.

X
«100  (2.12)

Bagil geri kazanim: % R =
Xref

Cizelge 3.35. 20 pg/L, 60 pg/L ve 100 ng/L derisimlerinde geri kazanim ¢aligmalari

Geri Kazamim Cahsmalari, pg/L

20 pg/L 23,87 26,08 27,28 17,71 15,72 23,68

NDPA 60 pg/L 65,54 69,23 48,20 75,08 64,23 72,78
100 pg/L 127,14 104,61 103,05 122,80 111,53 70,12

20 pg/L 21,83 23,12 25,74 16,09 23,82 13,78

NMOR 60 pg/L 62,25 65,89 47,68 70,11 74,36 67,37
100 pg/L 123,30 98,39 83,67 91,77 122,36 92,85

20 pg/L 29,73 27,07 15,70 21,61 18,31 15,71

NPYR 60 pg/L 63,68 50,81 66,11 75,46 73,05 76,10
100 pg/L 125,34 126,75 121,64 111,47 117,99 75,70

20 pg/L 22,85 29,17 22,48 25,13 24,74 18,35

NPIP 60 pg/L 62,55 44,43 67,25 52,76 54,86 50,90
100 pg/L 107,72 89,80 122,46 104,13 103,17 82,54

20 pg/L 22,07 26,38 12,60 18,39 23,08 21,29

NDiBA 60 pg/L 59,71 63,07 43,20 72,50 70,20 66,86
100 pg/L 124,95 121,52 132,59 120,76 123,41 80,07

20 pg/L 30,34 28,51 25,59 25,71 20,90 19,07

NDBzA 60 pg/L 78,66 73,34 65,53 73,35 64,33 57,88
100 pg/L 124,95 121,52 132,59 120,76 123,41 95,33

20 pg/L 27,87 32,54 16,30 27,07 29,25 24,22

NDiNA 60 png/L 79,00 74,24 64,56 56,34 73,65 44,66
100 pg/L 118,41 125,07 122,97 76,94 106,05 72,59
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Cizelge 3.36. Geri kazanim (%R) degerleri

%R ¥ Sg
20pug/L 119,33 130,40 13641 8855 7861 11842 11195 2321
NDPA 60ug/L 109,23 11538 80,33 12513 107,05 121,30 109,74 15,97
100 pg/L 127,14 104,61 103,05 122,80 11153 70,12 10654 20,28
20ug/L 109,13 11560 12872 80,47 119,10 68,88 103,65 23,61
NMOR 60ug/L 103,75 109,81 7946 116,85 12394 11228 107,68 15,40
100 pg/L 123,30 98,39 83,67 9177 12236 92,85 10206 16,77
20 ug/L 148,67 13537 7852 10807 9154 7853 106,78 29,67
NPYR 60pug/L 10613 8469 11019 12577 121,74 12684 112,56 16,04
100 pg/L 12534 126,75 121,64 111,47 117,99 7570 11315 19,15
20ug/L 114,26 14584 112,40 12563 123,68 91,77 11893 17,85
NPIP 60 pg/L 104,25 7405 112,09 87,94 9143 8483 9243 1373
100 ug/L 107,72 89,80 122,46 104,13 103,17 8254 10164 14,03
20pgL 110,37 13192 62,99 91,94 11542 106,47 103,18 23,58
NDIBA 60pug/L 9952 10512 72,00 120,83 116,99 111,44 10432 17,62
100 p/L 12495 121,52 13259 12076 12341 80,07 117,22 18,69
20pug/L 30,34 151,60 142,56 127,96 128,56 104,49 114,27 44,12
NDBzA 60pg/L 131,09 12224 109,22 12226 107,22 96,46 114,75 12,66
100 pg/L 12495 12152 13259 12076 12341 9533 119,76 12,70
20pug/L 139,36 162,60 81,52 13535 146,24 121,12 131,05 27,82
NDINA 60 pug/L 131,66 123,73 107,59 93,90 122,75 74,44 109,01 21,65
100 p/L 11841 12507 122,97 76,94 106,05 72,59 103,67 23,38

Cizelge 2.15deki kabul kriterlerinde belirtilmis olan %954+30 geri kazanim limitleri bu
calismada da karar kriteri olarak kullanilmistir. Yalnizca NDiNA i¢in 20 pg/L
derisiminde geri kazanim oranlar ortalamasi %131,05 olarak tespit edilmis olup bu

kriterin saglanamadigi goriilmiistiir.

3.4.4. Tekrarlanabilirlik Cahismalari

7 adet nitrozamin maddesinde kisa zaman araliginda (3 giin) ¢oziicii koriine (metanol),
kalibrasyon araliginda 20 pg/L, 60 ng/L ve 100 pg/L derisimde olacak sekilde referans
nitrozamin karigimindan eklenerek 8 farkli tekrarlanabilirlik ¢alismasi yapilmistir.
Hesaplamalar asagidaki esitliklere goére yapilmis olup sonuglarin degerlendirmesi Cizelge
2.15°de verilmis olan tekrarlanabilirlik limiti (lx; = x| <71) ve
HorRat (0,3 < HorRat < 1,3) kabul kriterlerine gore yapilmistir. 7 madde i¢in de
tekrarlanabilirlik limiti degerlendirmesi ve HorRat degerlendirmesinin uygun oldugu

belirlenmistir.
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Y (x; — X)? HorRat = —oor (24)
X;i — X ornat = .
s, = |[/———— (2.1) PRSD,

" n—1

s —_ 2C-0,15
%RSDr = = * 100 (2.3) PRSD, = 2C (2.5)
”g 27 analit kitlesi 26
= * L
F=a8%s @2.7) " toplam kiitle (2.6)
e Kiitle Fraksiyonu (C) hesaplamasi:
Hesaplamada 6rnek olarak 20 pg/L degeri kullanilmustir.
Kiitl esi 20 L) bilesen kiitlesi 20 2+ 10-8
= = = *
utle frakstyonu (20 ug/L) = = e = 1000000000
Cizelge 3.37. NDPA tekrarlanabilirlik calismalari
Calisma Sonuclari, pg/L
20 png/L 60 pg/L 100 pg/L
23,17 63,09 108,40
22,15 65,78 96,26
21,25 60,48 114,22
NDPA 21,42 56,37 107,01
24,85 64,20 97,72
21,26 67,25 108,90
20,79 55,56 113,40
18,39 56,25 98,36
X 21,66 61,12 105,54
Sy 1,87 4,63 7,15
r 5,24 12,97 20,01
Horrat Testi
C 2,17E-08 6,11E-08 1,06E-07
PRSD; (%) 28,23 24,16 22,26
RSD; (%) 8,64 7,58 6,77
HorRat 0,31 0,31 0,30
Degerlendirme UYGUN UYGUN UYGUN
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Cizelge 3.38. NMOR tekrarlanabilirlik ¢aligmalari

NMOR

X

Sr

r

Horrat Testi

C

PRSD; (%)

RSD; (%)

HorRat
Degerlendirme

20 pg/L
22,88
19,55
20,31
18,98
19,37
21,64
17,46
18,50
19,84
1,74
4,87

1,98E-08
28,60
8,77
0,31

UYGUN

Calisma Sonuglari, pg/L
60 ng/L
65,78
56,18
61,37
63,28
55,65
65,45
66,15
54,62
61,06
4,89
13,68

6,11E-08
24,16
8,00
0,33

UYGUN

Cizelge 3.39. NPYR tekrarlanabilirlik ¢alismalari

NPYR

X

Sy

r

Horrat Testi

C

PRSD; (%)

RSD: (%)

HorRat
Degerlendirme

20 pg/L
21,45
19,67
20,18
17,87
18,36
19,51
16,63
21,55
19,40
1,72
4,80

1,94E-08
28,70
8,84
0,31

UYGUN
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Calisma Sonuclari, pg/L
60 pg/L
53,70
60,96
53,06
54,56
63,39
65,84
54,03
55,82
57,67
4,98
13,94

5,77E-08
24,37
8,64
0,35

UYGUN

100 pg/L
102,48
99,17
110,62
102,25
93,47
109,70
91,15
92,54
100,17

7,51
21,04

1,00E-07
22,43
7,50
0,33

UYGUN

100 ng/L
106,18
110,56
103,07
95,62
90,99
107,02
91,86
92,70
99,75

7,82
21,89

9,97E-08
22,45
7,84
0,35

UYGUN



Cizelge 3.40. NPIP tekrarlanabilirlik ¢aligmalar

NPIP

X

Sr

r

Horrat Testi
C

PRSD: (%)
RSD: (%)
HorRat

Degerlendirme

20 pg/L
21,34
19,95
19,13
17,77
19,03
22,08
16,89
18,82
19,38
1,72
4,82

1,94E-08
28,70
8,88
0,31

UYGUN

Calisma Sonuclari, pg/L
60 pg/L
52,04
66,10
60,81
62,98
61,95
63,71
62,57
54,22
60,55
4,86
13,61

6,05E-08
24,19
8,03
0,33
UYGUN

Cizelge 3.41. NDiBA tekrarlanabilirlik ¢alismalari

NDiBA

X

Sr

r

Horrat Testi

C

PRSDr (%)

RSDr (%)

HorRat
Degerlendirme

20 pg/L
22,16
19,08
18,20
19,10
16,93
18,81
16,92
18,63
18,73
1,64
4,59

1,87E-08
28,85
8,75
0,30

UYGUN

82

Calisma Sonuclari, pg/L
60 png/L
51,74
67,97
53,93
61,17
59,45
60,22
65,95
61,89
60,29
5,46
15,28

6,03E-08
24,21
9,05
0,37
UYGUN

100 pg/L
106,08
92,23
90,48
106,04
102,87
109,16
112,15
99,39
102,30
7,76
21,74

1,02E-07
22,36
7,59
0,34

UYGUN

100 pg/L
96,15
90,51
103,87
95,15
93,08
100,28
109,76
91,01
97,48
6,72
18,83

9,75E-08
22,53
6,90
0,31

UYGUN



Cizelge 3.42. NDBzA tekrarlanabilirlik ¢aligmalari

NDBzA

X

Sr

T

Horrat Testi

C

PRSD; (%)

RSD;x (%)

HorRat
Degerlendirme

20 pg/L
20,17
22,24
20,44
18,03
18,13
18,02
18,10
17,40
19,06
1,69
4,73

1,91E-08
28,77
8,85
0,31

UYGUN

Calisma Sonuglari, pg/L
60 ng/L
59,23
65,55
56,85
65,98
56,46
64,28
70,01
59,64
62,25
4,90
13,71

6,22E-08
24,09
7,87
0,33

UYGUN

Cizelge 3.43. NDiNA tekrarlanabilirlik ¢alismalari

NDiNA

X

Sr

T

Horrat Testi

C

PRSDx (%)

RSD: (%)

HorRat
Degerlendirme

20 pg/L
20,48
24,95
22,84
19,20
19,81
18,82
17,51
18,54
20,27
2,47
6,91

2,03E-08
28,51
12,18
0,43

UYGUN

83

Calisma Sonuglari, pg/L

60 pg/L
65,01
69,29
65,60
57,75
56,65
55,23
53,67
68,03
61,40
6,22
17,41

6,14E-08
24,14
10,12
0,42

UYGUN

100 pg/L
108,40
104,32
93,73
119,07
100,40
108,11
106,61
94,48
104,39

8,27
23,14

1,04E-07
22,30
7,92
0,36
UYGUN

100 pg/L
96,35
106,08
93,61
113,97
91,94
106,65
107,01
91,22
100,85
8,59
24,04

1,01E-07
22,41
8,51
0,38

UYGUN



3.4.5. Tekrar Uretilebilirlik Cahsmalar

7 adet nitrozamin maddesinde uzun zaman aralifinda (2 ay) ¢oziicli koriine (metanol),
kalibrasyon araliginda 20 pg/L, 60 ng/L ve 100 pg/L derisimde olacak sekilde referans
nitrozamin karigimindan eklenerek 8 farkli tekrar iiretilebilirlik ¢alismasi yapilmistir.
Hesaplamalar asagidaki esitliklere gore yapilmis olup sonuglarin degerlendirmesi Cizelge
2.15°de  verilmis  olan  tekrar dretilebilirlik  limiti  (|x; — x| < R,,) Ve
HorRat (0,3 < HorRat < 1,3) kabul kriterlerine gore yapilmistir. 7 madde i¢in de tekrar

tiretilebilirlik limiti degerlendirmesi ve HorRat degerlendirmesinin uygun oldugu

belirlenmistir.
50— 9 _ RSDgy
= |1 7. HorRat = 2.8
5= [Tac1 @D o8 = PRSDL, (2:8)
S
%RSD = = » 100 (2.3) PRSDg,, = 2C~015 (2.9)
R 28 A0 analit kiitlesi 210
= * o B .
w = &8 Srw 21D toplam kiitle (2.10)
Cizelge 3.44. NDPA tekrar iiretilebilirlik ¢alismalar
Calisma Sonuclari, pg/L
20 pg/L 60 pg/L 100 pg/L
18,23 63,76 90,35
19,43 65,78 102,64
24,40 59,17 94,87
NDPA 21,18 67,55 90,74
23,68 56,84 105,93
21,17 66,83 97,47
21,35 65,54 110,06
21,66 55,35 93,68
X 21,39 62,60 98,22
Srw 2,01 4,78 7,26
R, 5,63 13,39 20,34
Horrat Testi
C 2,14E-08 6,26E-08 9,82E-08
PRSDr (%) 28,28 24,07 22,50
RSDr (%) 9,40 7,64 7,40
Horrat r 0,33 0,32 0,33
Degerlendirme UYGUN UYGUN UYGUN

84



Cizelge 3.45. NMOR tekrar iiretilebilirlik caligmalar

NMOR

@Rl

w

=

w
Horrat Testi

C

PRSDr (%)

RSDr (%)

Horrat r
Degerlendirme

20 pg/L
19,75
18,79
19,21
16,88
21,92
18,90
19,86
25,53
20,10
2,60
7,28

2,01E-08
28,55
12,93
0,45

UYGUN

Calisma Sonuglari, pg/L
60 ng/L
53,39
64,49
62,95
52,50
62,25
54,90
62,14
66,00
59,83
5,35
14,98

5,98E-08
24,24
8,94
0,37

UYGUN

Cizelge 3.46. NPYR tekrar iiretilebilirlik calismalari

NPYR

N R

r™w

=

w
Horrat Testi

C

PRSDr (%)

RSDr (%)

Horrat r
Degerlendirme

20 pg/L
24,72
17,30
19,77
19,58
21,89
18,79
19,26
20,02
20,17
2,24
6,28

2,02E-08
28,53
11,12
0,39

UYGUN
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Calisma Sonuclari, pg/L

60 pg/L
62,02
54,89
64,63
56,55
65,05
64,66
53,68
66,22
60,96
5,10
14,28

6,10E-08
24,17
8,36
0,35

UYGUN

100 pg/L
91,06
99,73
92,92
106,38
101,77
92,42
114,56
108,27
100,89

8,50
23,79

1,01E-07
22,41
8,42
0,38

UYGUN

100 pg/L
91,27
95,38
102,73
90,65
97,22
100,44
109,88
111,88
99,93
7,92
22,18

9,99E-08
22,44
7,93
0,35
UYGUN



Cizelge 3.47. NPIP tekrar iiretilebilirlik ¢alismalari

NPIP

X

Srw

Ry

Horrat Testi
C

PRSDr (%)
RSDr (%)

Horrat r
Degerlendirme

20 pg/L
22,48
18,62
16,96
19,06
21,67
18,48
16,21
19,88
19,17
2,14
6,00

1,92E-08
28,75
11,18
0,39

UYGUN

Calisma Sonuclari, pg/L
60 pg/L

51,67
64,44
63,59
64,72
51,06
64,32
62,55
67,11
61,18
6,20
17,35

6,12E-08

24,16
10,13
0,42

UYGUN

Cizelge 3.48. NDiBA tekrar iiretilebilirlik ¢aligmalari

NDiBA

X

Srw

Ry

Horrat Testi
C

PRSDr (%)
RSDr (%)

Horrat r
Degerlendirme

20 pg/L
16,19
17,88
18,06
22,91
21,29
16,83
19,22
20,12
19,06
2,28
6,40

1,91E-08
28,77
11,99
0,42

UYGUN

86

Calisma Sonuclari, pg/L
60 pg/L

56,03
52,80
58,68
62,62
55,37
67,00
53,71
66,28
59,06
5,59
15,65

5,91E-08

24,28
9,46
0,39

UYGUN

100 pg/L
107,94
91,09
101,70
109,60
92,55
103,69
110,96
93,07
101,33

8,11
22,71

1,01E-07
22,40
8,01
0,36

UYGUN

100 pg/L
99,78
100,61
95,46
103,86
118,28
102,20
109,54
110,67
105,05

7,33
20,52

1,05E-07
22,28
6,98
0,31

UYGUN



Cizelge 3.49. NDBzA tekrar iiretilebilirlik calismalari

Calisma Sonuclari, pg/L

20 pg/L 60 ng/L

20,45 52,99

19,22 66,78

18,23 59,02

NDBzA 2358 67,75

21,21 59,16

18,56 67,50

17,66 61,15

21,52 70,76

x 20,05 63,14

Srw 2,00 5,99

R, 5,61 16,78

Horrat Testi

C 2,01E-08 6,31E-08

PRSDr (%) 28,56 24,04

RSDr (%) 9,98 9,49

Horrat r 0,35 0,39
Degerlendirme UYGUN UYGUN

Cizelge 3.50. NDiNA tekrar iiretilebilirlik ¢alismalar

Calisma Sonuclari, pg/L

20 pg/L 60 pg/L
18,40 66,44
20,29 66,62
. 24,22 54,93
NDINA 18,94 68,99
16,07 51,90
20,83 58,31
22,72 67,34
21,65 56,65
x 20,39 61,40
Srw 2,58 6,65
R, 7,23 18,63
Horrat Testi
C 2,04E-08 6,14E-08
PRSDk (%) 28,48 24,14
RSDr (%) 12,66 10,83
Horrat r 0,44 0,45
Degerlendirme UYGUN UYGUN

87

100 pg/L
91,19
99,64
103,52
105,19
112,59
108,46
90,24
93,42
100,53

8,31
23,27

1,01E-07
22,42
8,27
0,37

UYGUN

100 pg/L
91,41
96,93
108,26
92,14
101,13
111,77
114,62
107,61
102,98

8,89
24,90

1,03E-07
22,34
8,63
0,39

UYGUN



3.4.6.

Olciim Belirsizliginin Hesaplanmasi

Bu ¢alismada 6lgiim belirsizligi hesaplanirken asagidaki adimlar izlenmistir [79]:

1.

Oncelikle 6lgiilen biiyiikliik tanimlanmistir. Belirsizlik calismalar1  diger
calismalarda oldugu gibi 20 pg/L, 60 pg/L ve 100 pg/L derisim noktalarinda
yapilmustir.

Olgiilen biiyiikliigiin belirsizligine etki eden belirsizlik kaynaklar1 belirlenmistir.
Deneysel calismalarda kullanilan cihazlarin kalibrasyon sertifikalarindan,
referans  malzemelerle yapilan  kalibrasyon  fonksiyonundan, dlglim
tekrarlanabilirliginden, tekrar tiretilebilirliginden ve geri kazanimdan elde edilen

belirsizlikler dikkate alinmistir.
Tiim belirsizlik kaynaklarindan gelen belirsizlikler 6l¢tilmiistiir.

Belirsizlikler oOlgiilen degerin dagilim tipine gore standart belirsizlige

doniistiiriilmiistiir.
Standart belirsizlikler kullanilarak birlesik belirsizlikler hesaplanmistir.
Birlestirilmis belirsizlikler kullanilarak genisletilmis belirsizlik hesaplanmistir.

Bu verilerden + belirsizlik degerleri (sapmalar) hesaplanmuistir.

3.4.6.1. Kalibrasyon Egrisinden Gelen Ol¢iim Belirsizligi

Kullanilan tiim kalibrasyon grafikleri tezin 3.3.2.2 boliimiinde verilmistir. Belirsizlik

hesab1 yapilirken kalibrasyon grafiklerinin dogru denklemlerinden faydalanilmistir.

Hesaplamalarda asagidaki esitlikler kullanilmastir.

Ucal = RSD =

U )
- (2.16)
_ S 11 (CO B Cort)z
Ll — @+ bx)P
— (2.18)
> (€= Con)? (219)
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e NDPA

Cizelge 3.51. NDPA kalibrasyon grafigi verileri

NDPA

Kalibrasyon Denklemi (y=bx+a)

Caligma Noktasi, ppb
Caligma Sayisi, n

a

b

y =0,0956x - 0,0020
0, 10, 20, 30, 50, 75, 100

7

-0,0020
0,0956

Cizelge 3.52. NDPA igin kalibrasyon egrisinin standart sapmast (S)

NDPA
Yi
0,0000
0,0082
0,0172
0,0243
0,0440
0,0702
0,0948

a + bx;
-0,0020
0,0076
0,0171
0,0267
0,0458
0,0697
0,0936

Dogrunun Standart Sapmast

yi — (a + bx;)

0,0020
0,0006
0,0000
-0,0023
-0,0018
0,0005
0,0012
Toplam
n-2
S

(vi — (a + bx;))?

Cizelge 3.53. NDPA i¢in residual standart sapma (Sxx) hesabi

0,10
0,20
0,30
0,50
0,75
0,100
Cot=0,41

¥i
0,0000
0,0082
0,0172
0,0243
0,0440
0,0702
0,0948

NDPA

xi=¢=Q;—a)/b

0,0209
0,1063
0,2004
0,2755
0,4807
0,7555
1,0126

Residual Standart Sapma

89

Ci — Cort
-0,3862
-0,3008
-0,2068
-0,1316
0,0736
0,3484
0,6055

Sxx

0,00000400
0,00000037
0,00000000
0,00000547
0,00000340
0,00000028
0,00000145
0,00001352
5,00
0,0016

(i — Core)?
0,1492
0,0905
0,0428
0,0173
0,0054
0,1214
0,3666
0,7931



Cizelge 3.54. NDPA belirsizlik hesabinda kullanilan degerler

NDPA

S 0,0016
B 0,0956
p 1

n 7

S/B 0,0172
1/p 1,0000
1/n 0,1429
Cort 0,41
Sxx 0,7931

Cizelge 3.55. NDPA kalibrasyon fonksiyonu i¢in RSD hesaplama

Ol¢iim Belirsizligi (U)- 20 pg/L

(Co - Cort)z
Sxx

1 1 (C,—C,.,)2
- + - + ( (o] OTt)
p n Sxx

Ucor g /L

U (Co)

RSD =
Co

Olgiim Belirsizligi (U)- 60 ng/L

(Co - Cort)z
Sxx

jl L1, o= Cort)?

p n Sxx
Ucor Mg /L

U (Co)

RSD =
Co

90

0,0541

1,0941

0,0188

0,0941

0,0469

1,0908

0,0188

0,0313



Olgiim Belirsizligi (U)- 100 pg/L

(Co - Cort)z

0,4432

1,2594

0,0217

0,0217

Cizelge 3.56. NMOR kalibrasyon grafigi verileri

NMOR

Kalibrasyon Denklemi (y=bx+a)

Calisma Noktast, ppb
Calisma Sayisi, n

a

b

y = 0,1184x - 0,0007

0, 10, 20, 30, 50, 75, 100

7
-0,0007
0,1184

Cizelge 3.57. NMOR i¢in kalibrasyon egrisinin standart sapmasi

Vi
0,0000

0,0117
0,0212
0,0366
0,0562
0,0893
0,1178

a+ in
-0,0007

0,0111
0,0230
0,0348
0,0585
0,0881
0,1177

Dogrunun Standart Sapmasi

NMOR
yi — (a +bx;)
0,0007
0,0006
-0,0018
0,0017
-0,0023
0,0012
0,0001
Toplam
n-2
S

91

(vi — (a + bx;))?
0,00000049

0,00000032
0,00000328
0,00000303
0,00000531
0,00000147
0,00000002
0,00001390
5,00
0,0017



Cizelge 3.58. NMOR i¢in residual standart sapma hesab1

NMOR

¢ i xi=c¢ = —a)/b Ci — Cort (¢i = Cort)?
0 0,0000 0,0059 -0,4012 0,1610
0,10 0,0117 0,1048 -0,3024 0,0914
0,20 0,0212 0,1847 -0,2224 0,0495
0,30 0,0366 0,3147 -0,0924 0,0085
0,50 0,0562 0,4805 0,0734 0,0054
0,75 0,0893 0,7602 0,3531 0,1247
0,100 0,1178 1,0011 0,5940 0,3528
Con= 0,41 Residual Standart Sapma Sxx 0,7933

Cizelge 3.59. NMOR belirsizlik hesabinda kullanilan degerler

NMOR

S 0,0017
B 0,1184
p 1

n 7

S/B 0,0141
1/p 1,0000
1/n 0,1429
Cort 0,41
Sxx 0,7933

Cizelge 3.60. NMOR Kkalibrasyon fonksiyonu i¢in RSD hesaplama

Olcgiim Belirsizligi (U)- 20 pg/L

(CO‘SM 0,0541

o

\/% N % N (COEM 1,0940
o

Uco, g/L 0,0154

RSD = %ﬁ") 0,0770
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Olgiim Belirsizligi (U)- 60 pg/L

(Co - Cort)z

0,0469
SXX
- 2
1,1, o= Cor)” 1,0908
p n Sxx
Ucos ug/L 0,0154
U (C
rsp = L&) 0,0256
0
Ol¢iim Belirsizligi (U)- 100 pg/L
- 2
(CO Cort) 0,4431
S.X'.X'
— 2
1,1 G Gor)® 1,2593
b n Sxx
Ucor Hg/L 0,0177
U (C
rsp = L&) 0,0177
Co
e NPYR
Cizelge 3.61. NPYR kalibrasyon grafigi verileri
NPYR
Kalibrasyon Denklemi (y=bx+a) y =0,2035x - 0,0015
Calisma Noktasi, ppb 0, 10, 20, 30, 50, 75, 100
Calisma Sayisi, n 7
a -0,0015
b 0,2035
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Cizelge 3.62. NPYR i¢in kalibrasyon egrisinin standart sapmast

i
0,0000
0,0203
0,0393
0,0602
0,0931
0,1514
0,2049

a + bx;
-0,0015
0,0189
0,0392
0,0596
0,1003
0,1511
0,2020

Dogrunun Standart Sapmast

NPYR
yi — (@ +bx;)
0,0015
0,0015
0,0001
0,0006
-0,0071
0,0002
0,0029
Toplam
n-2
S

Cizelge 3.63. NPYR igin residual standart sapma hesab1

c
0,00
0,10
0,20
0,30
0,50
0,75
1,00

Cortz 0,41

Yi
0,0000
0,0203
0,0393
0,0602
0,0931
0,1514
0,2049

NPYR

xi=¢=Q;—a)/b

0,0074
0,1073
0,2004
0,3031
0,4649
0,7511
1,0141

Residual Standart Sapma

(yi — (@ + bx;))?

Ci — Cort
-0,3998
-0,2999
-0,2067
-0,1041
0,0578
0,3440
0,6070

Sxx

Cizelge 3.64. NPYR belirsizlik hesabinda kullanilan degerler

NPYR

S

B

p

n
S/B
1/p
1/n
Cort
Sxx

0,0033
0,2035
1

7
0,0164
1,0000
0,1429
0,41
0,7934

94

0,00000225
0,00000218
0,00000001
0,00000039
0,00005089
0,00000005
0,00000824
0,00005577
5,00
0,0033

(ci — Core)?
0,1598
0,0899
0,0427
0,0108
0,0033
0,1183
0,3684
0,7934



Cizelge 3.65. NPYR kalibrasyon fonksiyonu i¢in RSD hesaplamast

Olgiim Belirsizligi (U)- 20 pg/L

(Co - Cort)2
Sxx

\/ 11
—+=+
1Y n

Ucor g /L

RSD =

Olgiim Belirsizligi (U)- 60 pg/L

U (Co)
Co

(Co - Cort)z
Sxx

(Co - Cort) 2

Sxx

jl 1
_+_
p n

Co — Core)?
+(o ort)

Ucor Mg /L

RSD

Olc¢iim Belirsizligi (U)- 100 pg/L

(Co - Cort)z

SX X

Ucor Mg /L

RSD =

U (Co)
Co

95

0,0556

1,0948

0,0128

0,0638

0,0455

1,0901

0,0127

0,0212

0,4391

1,2578

0,0147

0,0147



e NPIP

Cizelge 3.66. NPIP kalibrasyon grafigi verileri

NPIP

Kalibrasyon Denklemi (y=bx+a)

Caligma Noktasi, ppb
Calisma Sayisi, n

a

b

y =0,2035x - 0,0015

0, 10, 20, 30, 50, 75, 100
7

-0,0015
0,2035

Cizelge 3.67. NPIP icin kalibrasyon egrisinin standart sapmasi

Yi
0,0000
0,0203
0,0393
0,0602
0,0931
0,1514
0,2049

a + bx;
-0,0015
0,0189
0,0392
0,0596
0,1003
0,1511
0,2020

Dogrunun Standart Sapmasi

NPIP

yi — (a+ bx;)

0,0015
0,0015
0,0001
0,0006
-0,0071
0,0002
0,0029
Toplam
n-2
S

Cizelge 3.68. NPIP icin residual standart sapma hesabi

c
0,00
0,10
0,20
0,30
0,50
0,75
1,00

Cot=0,41

¥i
0,0000
0,0203
0,0393
0,0602
0,0931
0,1514
0,2049

NPIP

xi=¢=0;—a)/b

0,0074
0,1073
0,2004
0,3031
0,4649
0,7511
1,0141

Residual Standart Sapma

96

(yi — (@ + bx;))?

Ci — Cort
-0,3998
-0,2999
-0,2067
-0,1041
0,0578
0,3440
0,6070

Sxx

0,00000225
0,00000218
0,00000001
0,00000039
0,00005089
0,00000005
0,00000824
0,00005577
5,00
0,0033

(ci — Core)?
0,1598
0,0899
0,0427
0,0108
0,0033
0,1183
0,3684
0,7934



Cizelge 3.69. NPIP belirsizlik hesabinda kullanilan degerler

NPIP

S 0,0033
B 0,2035
p 1

n 7

S/B 0,0164
1/p 1,0000
1/n 0,1429
Cort 0,41
SXX 0,7934

Cizelge 3.70. NPIP kalibrasyon fonksiyonu i¢in RSD hesaplamasi

Olgiim Belirsizligi (U)- 20 pg/L

_ 2
(CO COT‘t) 0,0556
SXX
_ 2
1,1 o= Cor)® 1,0048
p n Sxx
Ucor Mg /L 0,0128
U (C
RSD = U ) 0,0638
Co

Olgiim Belirsizligi (U)- 60 ng/L

c, —C 2

( 0] OTt) 0’0455
SXX
_ 2
J;;w L0901
p n XX

Ucorng/L 0,0127

U (C
RSD = U ) 0,0212

Co

97



Olcgiim Belirsizligi (U)- 100 pg/L

(Co - Cort)z
Sxx

p n Sxx
Ucor1g/L

U (C
rsp = L (C0)

0

e NDIBA

Jl L1, o= Cont)?

Cizelge 3.71. NDiBA kalibrasyon grafigi verileri

NDiBA

Kalibrasyon Denklemi (y=bx+a)

Calisma Noktast, ppb
Calisma Sayisi, n

a

b

Cizelge 3.72. NDiBA ig¢in kalibrasyon egrisinin standart sapmast

¥i
0,0000
0,0162
0,0340
0,0527
0,0805
0,1314
0,1738

a + bx;
-0,0011
0,0163
0,0337
0,0511
0,0859
0,1294
0,1729

Dogrunun Standart Sapmasi

y =0,1740x - 0,0011

0,4391

1,2578

0,0147

0,0147

0, 10, 20, 30, 50, 75, 100

7
-0,0011
0,1740

NDiBA
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yi — (@ + bx;)

0,0011
-0,0001
0,0003
0,0016
-0,0054
0,0020
0,0009
Toplam
n-2
S

(vi — (@ +bx;))?
0,00000121
0,00000001
0,00000012
0,00000256
0,00002940
0,00000380
0,00000072
0,00003710

5,00
0,0027



Cizelge 3.73. NDiBA igin residual standart sapma hesabi

NDiBA
¢ ¥i xi=c=0i—a)/b Ci — Cort (Ci = Core)?
0,00 0,0000 0,0063 -0,4008 0,1607
0,10 0,0162 0,0995 -0,3076 0,0946
0,20 0,0340 0,2020 -0,2052 0,0421
0,30 0,0527 0,3092 -0,0979 0,0096
0,50 0,0805 0,4688 0,0617 0,0038
0,75 0,1314 0,7612 0,3541 0,1254
1,00 0,1738 1,0049 0,5977 0,3573
Con= 0,41 Residual Standart Sapma Sxx 0,7934

Cizelge 3.74. NDiBA belirsizlik hesabinda kullanilan degerler

NDiBA

S 0,0027
B 0,1740
p 1

n 7

S/B 0,0157
1/p 1,0000
1/n 0,1429
Cort 0,41
Sxx 0,7934

Cizelge 3.75. NDiBA kalibrasyon fonksiyonu i¢in RSD hesaplamasi

Olgiim Belirsizligi (U)- 20 pg/L

(Co - Cort)2

0,0556
SX’X
_ 2
1,1 o= Gor)” 1,0047
p n Sxx
Ucor g /L 0,0171
U (C
RSD = U 0,0857
Co
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Olc¢iim Belirsizligi (U)- 60 pg/L

(Co - Cort)z
Sxx

Jl L1, o= Cont)?

p n Sxx

Ucor1g/L

U (Co)

0

RSD =

Ol¢iim Belirsizligi (U)- 100 pg/L

(Co - Cort)2
Sxx

1 1 C,—C,.t)?
_+_+(o ort)
p n Sxx

Ucor g /L

U (Co)

RSD =
Co

e NDBzA

Cizelge 3.76. NDBzA kalibrasyon grafigi verileri

NDBzA

Kalibrasyon Denklemi (y=bx+a)
Calisma Noktasi, ppb

Calisma Sayisi, n

a

b

100

y=0,4980x - 0,0030

0,0455

1,0901

0,0171

0,0284

0,4387

1,2576

0,0197

0,0197

0, 10, 20, 30, 50, 75, 100

7
-0,0030
0,4980



Cizelge 3.77. NDBzA i¢in kalibrasyon egrisinin standart sapmasi

Cizelge 3.78. NDBZzA i¢in residual standart sapma hesabi

i
0,0000
0,0511
0,0971
0,1448
0,2339
0,3701
0,5013

a + bx;
-0,0030
0,0468
0,0966
0,1464
0,2460
0,3705
0,4950

Dogrunun Standart Sapmast

c
0,00
0,10
0,20
0,30
0,50
0,75
1,00

Cortz 0,41

¥i
0,0000
0,0511
0,0971
0,1448
0,2339
0,3701
0,5013

NDBzA

yi — (a+ bx;)

NDBzA

0,0030
0,0043
0,0005
-0,0016
-0,0121
-0,0004
0,0063
Toplam
n-2
S

xi=¢=;—a)/b

0,0060
0,1086
0,2011
0,2969
0,4757
0,7493
1,0126

Residual Standart Sapma

(vi — (@ + bx;))?

Ci = Cort
-0,4011
-0,2986
-0,2061
-0,1103
0,0686
0,3421
0,6054

Sxx

Cizelge 3.79. NDBzA belirsizlik hesabinda kullanilan degerler

NDBzA

S

B

p

n
S/B
1/p
1/n
Cort
Sxx

0,0059
0,4980
1

7
0,0119
1,0000
0,1429
0,41
0,7930

101

0,00000900
0,00001825
0,00000029
0,00000242
0,00014593
0,00000013
0,00003922
0,00017603
5,00
0,0059

(i — Core)?
0,1609
0,0891
0,0425
0,0122
0,0047
0,1171
0,3665
0,7930



Cizelge 3.80. NDBzA kalibrasyon fonksiyonu i¢in RSD hesaplamasi

Olcgiim Belirsizligi (U)- 20 ppb

(Co - Cort)2
Sxx

p n

Ucor g /L

RSD =

Ol¢iim Belirsizligi (U)- 60 pg/L

U (Co)
Co

(Co - Cort)z
Sxx

1 1 (Co—Cone)?
\/_+_+(0 OTt)

Sxx

Jl 1
_+_
p n

Co — Core)?
+(o ort)

Ucor g /L

RSD =

Olcgiim Belirsizligi (U)- 100 pg/L

U (Co)
Co

(Co - Cort)z
Sxx

SX X

j 11
—+=+
1% n

Ucor g /L

RSD =

U (Co)
Co

(Co - Cort)2

Sx X
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0,0556

1,0947

0,0130

0,0652

0,0455

1,0901

0,0130

0,0216

0,4390

1,2577

0,0150

0,0150



e NDINA

Cizelge 3.81. NDiNA kalibrasyon grafigi verileri

NDiNA

Kalibrasyon Denklemi (y=bx+a)

Caligma Noktasi, ppb
Caligma Sayisi, n

a

b

y= 0,0706x - 0,0016

0, 10, 20, 30, 50, 75, 100

7

-0,0016
0,0706

Cizelge 3.82. NDiNA i¢in kalibrasyon egrisinin standart sapmasi

Yi
0,0000
0,0065
0,0114
0,0187
0,0319
0,0502
0,0710

a + bx;
-0,0016
0,0055
0,0125
0,0196
0,0337
0,0514
0,0690

Dogrunun Standart Sapmasi

Cizelge 3.83. NDiNA i¢in residual standart sapma hesabi

0,00
0,10
0,20
0,30
0,50
0,75
1,00
Cot=0,41

¥i
0,0000
0,0065
0,0114
0,0187
0,0319
0,0502
0,0710

NDiNA

yi — (a + bx;)

NDiNA

0,0016
0,0010
-0,0011
-0,0009
-0,0018
-0,0011
0,0020
Toplam
n-2
S

xi=¢=Q;—a)/b

0,0227
0,1143
0,1846
0,2877
0,4745
0,7342
1,0277

Residual Standart Sapma
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(vi — (a + bx;))?

Ci — Cort
-0,3845
-0,2929
-0,2225
-0,1194
0,0674
0,3271
0,6206

Sxx

0,00000256
0,00000101
0,00000118
0,00000075
0,00000324
0,00000124
0,00000383
0,00000999
5,00
0,0014

(i — Core)?
0,1478
0,0858
0,0495
0,0143
0,0045
0,1070
0,3851
0,7940



Cizelge 3.84. NDiNA belirsizlik hesabinda kullanilan degerler

NDiNA

S 0,0014
B 0,0706
p 1

n 7

S/B 0,0200
1/p 1,0000
1/n 0,1429
Cort 0,41
SXX 0,7940

Cizelge 3.85. NDiNA kalibrasyon fonksiyonu i¢in RSD hesaplamasi

Ol¢iim Belirsizligi (U)- 20 pg/L

(Co - Cort)z
Sxx

1 1 (C,—C,.,)2
- + - + ( (o] OTt)
p n Sxx

Ucor g /L

U (Co)

RSD =
Co

Olgiim Belirsizligi (U)- 60 ng/L

(Co - Cort)z
Sxx

jl L1, o= Cort)?

p n Sxx
Ucor Mg /L

U (Co)

RSD =
Co
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0,0555

1,0947

0,0219

0,1096

0,0455

1,0901

0,0218

0,0364



Olgiim Belirsizligi (U)- 100 pg/L

(Co ;Cort)z 0.4384
xx
j% N % N (CO_SM 1,2575
-
Uco,ng/L 0,0252
rsp = L&) 0,0252
Co

Tiim maddelerin kalibrasyon fonksiyonlarinin standart belirsizlik degerleri (RSD)

Cizelge 3.86°da verilmistir.

Cizelge 3.86. Kalibrasyon Fonksiyonu Ozet Standart Belirsizlik Tablosu

Madde RSD
20 pg/L 60 pg/L 100 pg/L

NDPA 0,0941 0,0313 0,0217
NMOR 0,0770 0,0256 0,0177
NPYR 0,0638 0,0212 0,0147

NPIP 0,0898 0,0298 0,0206
NDiBA 0,0857 0,0284 0,0197
NDBzA 0,0652 0,0216 0,0150
NDiNA 0,1096 0,0364 0,0252

3.4.6.2. Tekrarlanabilirlikten Gelen Ol¢iim Belirsizligi

Tezin 3.4.4 maddesinde yer alan tekrarlanabilirlik ¢alismalarina ait verileri ile bu verilerin
bagil standart sapma ve Ol¢iim sayis1 degerleri kullanilarak asagidaki esitlik yardimiyla

hesaplanmis olan standart belirsizlik degerleri Cizelge 3.87°da verilmistir.

U, = (2.13)
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Cizelge 3.87. Tekrarlanabilirlik Calismalar1 Ozet Belirsizlik Tablosu

Madde U.(n=8)
20 pg/L 60 pg/L 100 pg/L

NDPA 0,0305 0,0268 0,0239
NMOR 0,0310 0,0283 0,0265
NPYR 0,0313 0,0305 0,0277

NPIP 0,0314 0,0284 0,0268
NDiBA 0,0348 0,0320 0,0244
NDBzA 0,0313 0,0278 0,0280
NDiNA 0,0431 0,0358 0,0301

3.4.6.3. Tekrar Uretilebilirlikten Gelen Ol¢iim Belirsizligi

Tezin 3.4.5 maddesinde yer alan tekrarlanabilirlik galismalarina ait veriler ile bu verilerin
RSD degerleri ve oOlglim sayist degerleri kullanilarak asagidaki esitlik yardimiyla
hesaplanan standart belirsizlik degerleri Cizelge 3.88’de verilmistir.

RSDgy
URW = \/H

(2.14)

Cizelge 3.88. Tekrar Uretilebilirlik Calismalar1 Ozet Standart Belirsizlik Tablosu

Madde Ugw (n=8)
20 pg/L 60 pg/L 100 pg/L

NDPA 0,0332 0,0270 0,0262
NMOR 0,0457 0,0316 0,0298
NPYR 0,0393 0,0296 0,0280

NPIP 0,0395 0,0358 0,0283
NDiBA 0,0424 0,0334 0,0247
NDBzA 0,0353 0,0336 0,0292
NDiINA 0,0448 0,0383 0,0305
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3.4.6.4. Geri Kazamimdan Gelen Ol¢iim Belirsizligi
Cizelge 3.34°de belirtilmis olan degerler kullanilarak n=6 6l¢iim igin hesaplanan standart
belirsizlik degerleri Cizelge 3.89°da verilmistir.

RSDg
UR = \/ﬁ

Cizelge 3.89. Geri kazanim ¢alismalari belirsizlik hesaplamasi

(2.15)

Madde c x SR RSDpg
20 pg/L 111,95 23,21 0,2073

NDPA 60 pg/L 109,74 15,97 0,1455
100 pg/L 106,54 20,28 0,1903

20 pg/L 103,65 23,61 0,2278

NMOR 60 pg/L 107,68 15,40 0,1430
100 pg/L 102,06 16,77 0,1643

20 pg/L 106,78 29,67 0,2779

NPYR 60 pg/L 112,56 16,04 0,1425
100 pg/L 113,15 19,15 0,1693

20 pg/L 118,93 17,85 0,1501

NPIP 60 pg/L 92,43 13,73 0,1486
100 pg/L 101,64 14,03 0,1380

20 pg/L 103,18 23,58 0,2285

NDiBA 60 png/L 104,32 17,62 0,1689
100 pg/L 117,22 18,69 0,1594

20 pg/L 114,27 44,12 0,3861

NDBzA 60 pg/L 114,75 12,66 0,1103
100 pg/L 119,76 12,70 0,1060

20 pg/L 131,05 27,82 0,2123

NDiNA 60 pg/L 109,01 21,65 0,1986
100 pg/L 103,67 23,38 0,2255

Cizelge 3.90. Geri kazanim ¢alismalar1 6zet standart belirsizlik tablosu

Up(n=06)
Madde
20 png/L 60 pg/L 100 pg/L

NDPA 0,0846 0,0594 0,0777
NMOR 0,0930 0,0584 0,0671
NPYR 0,1135 0,0582 0,0691

NPIP 0,0613 0,0607 0,0563
NDiBA 0,0933 0,0690 0,0651
NDBzA 0,1576 0,0450 0,0433
NDiNA 0,1135 0,0811 0,0921
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3.4.6.5. Olciim Aletlerinden Gelen Olciim Belirsizligi

Oziitleme ve analiz asamasinda kullanilan cihazlar ve cihazlarin kalibrasyon
sertifikalarindan gelen belirsizlikler Cizelge 3.91°de listelenmistir. Kalibrasyon
sertifikalarinda, hesaplanan belirsizlik degerlerinin genisletilmis Ol¢iim belirsizligi
oldugu ve standart belirsizligin %95 giiven araliginda k=2 belirsizlik faktorii ile
carpilarak hesaplandigi belirtilmistir. Bu sebeple sertifikadan gelen belirsizlikler
Esitlik 3.5 kullanilarak standart belirsizlige doniistiiriilmiistiir.

Genisletilmis Belirsizlik

Standart Belirsizlik = > (3.5

Cizelge 3.91. Olgiim aletlerinden gelen dl¢iim belirsizligi

Olgiim aleti X U k U, RSD = %
Terazi 55¢g 0,0003 g 2 0,00015 ¢ 0,0000
Etiiv 40 °C 0,74 °C 2 0,37 °C 0,0093
Meziir 30 ml 0,0467 mi 2 0,02335 ml 0,0008
4 ml 0,0060 ml 2 0,0030 ml 0,0008
0,5ml 0,0013 mi 2 0,00065 ml 0,0013
Mikropipet 1mil 0,0017 mi 2 0,00085 ml 0,0009
0,9 ml 0,0017 mi 2 0,00085 ml 0,0009
90 ml 0,0328 ml 2 0,0149 ml 0,0002

3.4.6.6. Birlestirilmis ve Genisletilmis Belirsizlik

Eurachem & CITAC kilavuzuna gore, en biiyiik belirsizligin ii¢cte birinden daha az olan
belirsizlik bilesenlerinin ayrintili olarak degerlendirilmesine gerek olmayacagi
belirtilmistir [91]. Olgiim aletlerinden gelen belirsizligin hesaplamalara dahil edilip
edilmeyecegine bu kritere gore karar verilmistir. 7 adet maddenin hepsinde tiim ¢alisma
noktalarinda en yiiksek belirsizlik degerleri geri kazanim ¢alismalarindan elde edilmistir.
Geri kazamim verilerinin iigte biri hesaplanarak Cizelge 3.92’de verilmistir. Olgiim
aletlerinden gelen belirsizlik, diger belirsizlik kaynaklarindan gelen belirsizligin yaninda

anlaml biiyiikliikte olmadig i¢in belirsizlik tahmini olustururken ihmal edilmistir.
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Cizelge 3.92. Belirsizlik degerlendirmesi

Madde c Ugr Ugr/3
20 pg/L 0,0846 0,0282

NDPA 60 pg/L 0,0594 0,0198
100 pg/L 0,0777 0,0259

20 pg/L 0,0930 0,0310

NMOR 60 pg/L 0,0584 0,0195
100 pg/L 0,0671 0,0224

20 pg/L 0,1135 0,0378

NPYR 60 ng/L 0,0582 0,0194
100 pg/L 0,0691 0,0230

20 pg/L 0,0613 0,0204

NPIP 60 ng/L 0,0607 0,0202
100 pg/L 0,0563 0,0188

20 pg/L 0,0933 0,0311

NDiBA 60 pg/L 0,0690 0,0230
100 pg/L 0,0651 0,0217

20 pg/L 0,1576 0,0525

NDBzA 60 pg/L 0,0450 0,0150
100 pg/L 0,0433 0,0144

20 pg/L 0,0867 0,0289

NDiNA 60 ng/L 0,0811 0,0270
100 pg/L 0,0921 0,0307

Bu calismada belirsizlige anlamli 6l¢iide etki eden faktorler ele alindiginda hesaplamalar
yapilirken  kalibrasyon  fonksiyonundan gelen  Olgim  belirsizligi ~ (Ucal),
tekrarlanabilirlikten gelen Ol¢iim belirsizligi (Ur), tekrar iretilebilirlikten gelen dl¢tim
belirsizligi (Urw) ve geri kazanimdan gelen 6l¢tim belirsizligi (Ur) kullanilarak asagidaki

esitlikler yardimiyla birlestirilmis 6l¢iim belirsizligi elde edilmis ve Cizelge 3.93’de

verilmistir.
Birlestirilmis belirsizlik: U, = J U2+ U5+ 4+ 0,2 (2.17)
Genisletilmis belirsizlik: U = U, * k (2.18)
Belirsizlik degeri: + x* U (2.19)
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Cizelge 3.93. Birlestirilmis ve genisletilmis 6l¢iim belirsizligi

20 pg/L Ucar U, Urw Ur U, U

NDPA 0,0333 0,0108 0,0117 0,0346 0,0506 0,1011
NMOR 0,0770 0,0310 0,0457 0,0930 0,1328 0,2656
NPYR 0,0638 0,0313 0,0393 0,1135 0,1395 0,2790

NPIP 0,0898 0,0314 0,0395 0,0613 0,1199 0,2398
NDiBA 0,0857 0,0309 0,0424 0,0933 0,1371 0,2742
NDBzA 0,0652 0,0313 0,0353 0,1576 0,1770 0,3540
NDiNA 0,1096 0,0431 0,0447 0,0867 0,1529 0,3058

60 llg/ L Ucar U, Urw Ur U U

NDPA 0,0313 0,0268 0,0270 0,0594 0,0772 0,1543
NMOR 0,0256 0,0283 0,0316 0,0584 0,0766 0,1532
NPYR 0,0212 0,0305 0,0296 0,0582 0,0751 0,1502

NPIP 0,0298 0,0284 0,0358 0,0607 0,0816 0,1632
NDiBA 0,0284 0,0320 0,0335 0,0689 0,0878 0,1756
NDBzA 0,0216 0,0278 0,0336 0,0450 0,0663 0,1326
NDiNA 0,0364 0,0358 0,0383 0,0811 0,1032 0,2064

100 pg/L Ueal U, Ugrw Uy U, U

NDPA 0,0082 0,0085 0,0092 0,0317 0,0351 0,0702
NMOR 0,0177 0,0265 0,0298 0,0671 0,0800 0,1600
NPYR 0,0147 0,0277 0,0280 0,0691 0,0809 0,1618

NPIP 0,0206 0,0268 0,0283 0,0563 0,0716 0,1431
NDiBA 0,0197 0,0244 0,0247 0,0651 0,0763 0,1527
NDBzA 0,0150 0,0280 0,0292 0,0433 0,0611 0,1222
NDiNA 0,0252 0,0301 0,0305 0,0921 0,1046 0,2093

Elde edilen tiim veriler sonucunda 6l¢iim belirsizligi, genisletilmis belirsizlik kullanilarak

%95 giliven araliginda "x + x = U" olarak raporlanabilir. 7 madde igin hesaplanmig

+belirsizlik degerleri Cizelge 3.94°de verilmistir.
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Cizelge 3.94. Belirsizligin Raporlanmasi

Belirsizlik: + pg/L
Derisim NDPA NMOR NPYR NPIP  NDIiBA NDBzA NDINA

20 pg/L 2,02 5,31 5,58 4,80 5,48 7,08 6,12
60 pg/L 9,26 9,19 9,01 9,79 10,53 7,96 12,38
100 pg/L 7,02 16,00 16,18 14,31 15,27 12,22 20,93

Belirsizlik: + %
Derisim NDPA NMOR NPYR NPIP NDIiBA NDBzA @ NDiNA

20 pg/L 10,1 26,6 27,9 24,0 274 35,4 30,6
60 pg/L 5,6 55 5,4 5.9 6.3 48 7.4
100 pg/L 7.0 16,0 16,2 14,3 15,3 12,2 20,9

Belirsizlik kaynaklarindan gelen belirsizlikler asagidaki sekillerde grafiksel olarak

verilmigtir.

NDPA

Geri kazanim belirsizligi

Tekrar Uretilebilirlik belirsizligi

Tekrarlanabilirlik belirsizligi

Kalibrasyon belirsizligi

0,00 o001 002 003 004 005 006 0,07

Sekil 3.51. NDPA belirsizlik kaynaklar1 grafigi

NMOR

Geri kazanim belirsizligi

Tekrar iretilebilirlik belirsizligi

Tekrarlanabilirlik belirsizligi

Kalibrasyon belirsizligi

0,00 001 002 003 004 005 006 007

Sekil 3.52. NMOR belirsizlik kaynaklar1 grafigi
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NPYR

Geri kazanim belirsizligi

Tekrar tiretilebilirlik belirsizligi

Tekrarlanabilirlik belirsizligi

Kalibrasyon belirsizligi

0,00 001 002 003 004 005 006 007

Sekil 3.53. NPYR belirsizlik kaynaklar1 grafigi

NPIP

Geri kazanim belirsizligi

Tekrar tiretilebilirlik belirsizligi

Tekrarlanabilirlik belirsizligi

Kalibrasyon belirsizligi

0,00 001 002 003 004 005 006 007

Sekil 3.54. NPIP belirsizlik kaynaklar1 grafigi

NDiBA

Geri kazanim belirsizligi

Tekrar tiretilebilirlik belirsizligi

Tekrarlanabilirlik belirsizligi

Kalibrasyon belirsizligi

0,00 0,01 0,02 003 004 005 006 007 0,08

Sekil 3.55. NDiBA belirsizlik kaynaklar1 grafigi
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NDBzA

Geri kazanim belirsizligi

Tekrar Uretilebilirlik belirsizligi

Tekrarlanabilirlik belirsizligi

Kalibrasyon belirsizligi

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

Sekil 3.56. NDBzA belirsizlik kaynaklar1 grafigi

NDiNA

Geri kazanim belirsizligi

Tekrar iretilebilirlik belirsizligi

Tekrarlanabilirlik belirsizligi

Kalibrasyon belirsizligi

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 005 0,06 0,07 008 0,09

Sekil 3.57. NDiNA belirsizlik kaynaklar1 grafigi

113




4. SONUCLAR

Bu tez calismasinda 7 adet nitrozamin maddesinin tibbi malzemelerde ekstrakte
edilebilir/siiziilebilir madde analizi baglaminda incelenmesi amaciyla bir GC-MS metodu
gelistirme ve dogrulama ¢alismasi yapilmistir. Her bir madde i¢in yapilan ¢aligmalarin

toplu sonug tablolar1 asagidaki ¢izelgelerde verilmistir.

Cizelge 4.1. NDPA- Sonug Tablosu

NDPA
R 14,955
Hedef Iyon, Q1 70.2
Tammlayici fyon, Q2 12;2
r? 0,9979
LOD, pg/L 8,7
LOQ, pg/L 29,2
20 pg/L 5,24
Tekrarlanabilirlik limiti (r) 60 ng/L 12,97
100 pg/L 20,01
20 ng/L 5,63
Tekrar Uretilebilirlik limiti (Rw) 60 pg/L 13,39
100 pg/L 20,34
20 ng/L 111,95
Geri Kazanim Oranlar1 (%R) 60 pg/L 109,74
100 pg/L 106,54
20 pg/L 0,0506
Birlesik Belirsizlik, RSD 60 pg/L 0,0772
100 pg/L 0,0351
20 pg/L 0,1011
Genisletilmis Belirsizlik 60 ng/L 0,1543
100 pg/L 0,0702
20 pg/L 2,02
Olgiim Belirsizligi, +pg/L 60 pg/L 9,26

100 pg/L 7,02
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Cizelge 4.2. NMOR- Sonug Tablosu

NMOR
tr 15,270
Hedef Iyon, Q1 116.1
Tammlayici fyon, Q2 ggg
r? 0,9987
LOD, pg/L 7,8
LOQ, pg/L 23,7
20 pg/L 4,87
Tekrarlanabilirlik limiti (r) 60 pg/L 13,68
100 pg/L 21,04
20 pg/L 7,28
Tekrar Uretilebilirlik limiti (Ruw) 60 pg/L 14,98
100 pg/L 23,79
20 pg/L 103,65
Geri Kazanim Oranlar1 (%R) 60 pg/L 107,68
100 pg/L 102,06
20 pg/L 0,1328
Birlesik Belirsizlik 60 pg/L 0,0766
100 pg/L 0,0800
20 pg/L 0,2656
Genisletilmis Belirsizlik 60 pg/L 0,1532
100 pg/L 0,1600
20 pg/L 5,31
Olgiim Belirsizligi, +pg/L 60 pg/L 9,19
100 pg/L 16,00
Cizelge 4.3. NPYR- Sonug Tablosu
NPYR
tr 15,704
Hedef Iyon, Q1 100.0
Tammlayic1 Iyon, Q2 gég
r? 0,9989
LOD, pg/L 1,7
LOQ, ng/L 9,7
20 pg/L 4,80
Tekrarlanabilirlik limiti (r) 60 pg/L 13,94
100 pg/L 21,89
20 pg/L 6,28
Tekrar Uretilebilirlik limiti (Rw) 60 pg/L 14,28
100 pg/L 22,18
. 20 pg/L 106,78
Geri Kazanim Oranlar1 (%R) 60 ug/L 112.56
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Birlesik Belirsizlik

Genigsletilmis Belirsizlik

Olgiim Belirsizligi, £pg/L

Cizelge 4.4. NPIP- Sonug Tablosu
NPIP

tr
Hedef Iyon, Q1

Tammlayic1 fyon, Q2

r2
LOD, pg/L

LOQ, ng/L

Tekrarlanabilirlik limiti (r)
Tekrar Uretilebilirlik limiti (Rw)
Geri Kazanim Oranlar1 (%R)
Birlesik Belirsizlik

Genigletilmis Belirsizlik

Olgiim Belirsizligi, +pg/L

100 pg/L
20 ng/L
60 pg/L
100 pg/L
20 pg/L
60 pg/L
100 pg/L
20 pg/L
60 pg/L
100 pg/L

20 ng/L
60 pg/L
100 pg/L
20 pg/L
60 pg/L
100 pg/L
20 pg/L
60 pg/L
100 ng/L
20 pg/L
60 pg/L
100 ng/L
20 pg/L
60 pg/L
100 pg/L
20 pg/L
60 pg/L
100 pg/L
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113,15
0,1395
0,0751
0,0809
0,2790
0,1502
0,1618
5,58
9,01
16,18

16,926
114.1
42.1
56.1
0,9981
1,6
5,5
4,82
13,61
21,74
6,00
17,35
22,71
118,93
92,43
101,64
0,1199
0,0816
0,0716
0,2398
0,1632
0,1431
4,80
9,79
14,31



Cizelge 4.5. NDiBA- Sonug Tablosu

NDiBA
tr
Hedef Iyon, Q1

Tammlayici fyon, Q2

r2
LOD, pg/L
LOQ, pg/L

Tekrarlanabilirlik limiti (r)

Tekrar Uretilebilirlik limiti (Ruw)

Geri Kazanim Oranlar1 (%R)

Birlesik Belirsizlik

Genisletilmis Belirsizlik

Olgiim Belirsizligi, +pg/L

Cizelge 4.6. NDBzA- Sonug Tablosu

NDBzA

tr

Hedef Iyon, Q1
Tanimlayici Iyon, Q2
r2

LOD, pg/L

LOQ, pg/L

Tekrarlanabilirlik limiti (r)

Tekrar Uretilebilirlik limiti (Rw)

Geri Kazanim Oranlar1 (%R)

20 pg/L
60 pg/L
100 pg/L
20 pg/L
60 pg/L
100 pg/L
20 ng/L
60 pg/L
100 pg/L
20 ng/L
60 ng/L
100 pg/L
20 pg/L
60 ng/L
100 pg/L
20 pg/L
60 pg/L
100 pg/L

20 pg/L
60 pg/L
100 pg/L
20 pg/L
60 pg/L
100 pg/L
20 pg/L
60 pg/L
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18,241
84.1

1151
141.2

0,9984
7,1
16,7
4,59
15,28
18,83
6,40
15,65
20,52
103,18
104,32
117,22
0,1371
0,0878
0,0763
0,2742
0,1756
0,1527
5,48
10,53
15,27

35,730
91.1
226.1
0,9989
7,4
33,6
4,73
13,71
23,14
5,61
16,78
23,27
114,27
114,75



Birlesik Belirsizlik

Genisletilmis Belirsizlik

Olgiim Belirsizligi, +pg/L

Cizelge 4.7. NDINA- Sonug Tablosu

NDiNA

tr

Hedef Iyon, Q1
Tammlayic1 Iyon, Q2
r2

LOD, pg/L

LOQ, pg/L

Kalibrasyon Fonksiyonu, RSD

Tekrarlanabilirlik limiti (r)

Tekrar Uretilebilirlik limiti (Rw)

Geri Kazanim Oranlar1 (%R)

Birlesik Belirsizlik

Genisletilmis Belirsizlik

Olgiim Belirsizligi, £pg/L

100 pg/L
20 ug/L
60 pg/L
100 pg/L
20 pg/L
60 ug/L
100 pg/L
20 pg/L
60 ug/L
100 pg/L

20 ug/L
60 pg/L
100 pg/L
20 ug/L
60 pg/L
100 pg/L
20 ng/L
60 pg/L
100 pg/L
20 ng/L
60 pg/L
100 pg/L
20 pg/L
60 ng/L
100 pg/L
20 pg/L
60 ng/L
100 pg/L
20 pg/L
60 pg/L
100 pg/L
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119,76
0,1770
0,0663
0,0611
0,3540
0,1326
0,1222
7,08
7,96
12,22

35,827
169.1
225.2
0,9965
19
56,4
0,1096
0,0364
0,0252
6,91
17,41
24,04
7,23
18,63
24,90
131,05
109,01
103,67
0,1529
0,1032
0,1046
0,3058
0,2064
0,2093
6,12
12,38
20,93



5. DEGERLENDIRME

Bu c¢alismada dogrudan enjeksiyon yontemiyle tibbi malzemelerde NDPA,
NMOR, NPYR, NPIP, NDiBA, NDBzA ve NDiNA maddelerinin analizi i¢in GC-
MS metodu gelistirilmistir.

I¢c standart olarak NDEA-d10 kullanilarak GC-MS icin kritik parametreler

optimize edilmistir.

Dogrusallik ¢alismalart 10pug/L-100pg/L araliginda 6 noktali kalibrasyon ile
yapilmistir.

Her madde i¢in bagil derisim (maddelerin derisim degerlerinin i¢ standardin
derigimine orani) degerleri x eksenini olustururken, bagil alan (maddelerin pik
alan1 degerlerinin i¢ standardin pik alanina orani) degerleri de y eksenini

olusturarak i¢ standarth kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.

Kalibrasyon egrilerinin tayin katsayilari (r?) 0,9965 ile 0,9989 araliginda
degigsmektedir ve boylece kalibrasyonun yiiksek dogrusal uyumu sagladigi

belirlenmistir.

Belirlenen ¢alisma arali§inin lineer oldugu dogrulandiktan sonra metodun LOD-
LOQ tahminleri cihazdan alinan “Sinyal/Glirtilti” oranlarina gore yapilmistir.
Tayin simirlar1 (LOQ) NDPA i¢in 29,2 pg/L, NMOR i¢in 23,7 pg/L, NPYR i¢in
9,7 ng/L, NPIP icin 5,5 pg/L, NDiBA i¢in 16,7 ug/L, NDBzA i¢in 33,6 pg/L ve
NDiNA i¢in 56,4 ng/L olarak belirlenmistir. Bu verilere gore 10pg/L-100pg/L
caligma araliginin yalnizca NPYR ve NPIP i¢in uygun oldugu, diger maddeler igin
ise kalibrasyon egrisinin alt derisim noktalarinin tespit limitinin altinda olmasi

nedeniyle uygun olmadig1 degerlendirilmistir.

Metodun kesinlik caligmalar1 kapsaminda tekrarlanabilirlik ve laboratuvar igi
tekrar tiretilebilirlik ¢calismalarin tamami HorRat testinden gecerek tekrarlanabilir

ve tekrar iretilebilir veriler elde edilebildigi dogrulanmis olup metot performans
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kriteri karsilanmistir. Tiim maddeler i¢in calisma araliginin alt, orta ve {ist
diizeylerinde bagil standart sapmalar %13’den az tespit edilmistir. AOAC
tarafindan tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik bagil standart sapmalari i¢in
belirlenen kabul kriteri maksimum %21 olup bu ¢aligmada gelistirilen metot i¢in
hassasiyetin minimum kabul edilebilir diizeyden daha iyi oldugu goriilmektedir
[88].

Geri kazanmim oranlar1t NDPA, NMOR, NPYR, NPIP, NDiBA ve NDBZzA i¢in
20 pg/L (dusik), 60 pg/L (orta), 100 pg/L (ylksek) derisim noktalarinda
%95+30 araliginda bulunmustur. Fakat NDiNA i¢in 60 pg/L (orta) ve
100 pg/L (yiiksek) derisim noktalarinda geri kazanim %95+30 araliginda iken,
20 pg/L (diisiik) derisim seviyesinde araligin disina ¢ikmistir. NDiNA i¢in tayin
limiti (LOQ) 56,4 pg/L ve algilama limiti (LOD) 19,0 pg/L olmasi sebebiyle
20 pg/L ¢alisma degeri, cihazin bu maddeyi algilama limitinde olup tayin
limitinin altindadir. Dolayisiyla bu seviyede yapilan geri kazanim g¢aligmasinin

NDIiNA i¢in anlaml1 olmadig1 goriilmiistir.

Gergeklestirilen tiim bu ¢alismalarin verileri ile 6lgtim belirsizligi hesaplanarak
Olciim sonuglarinin giiven araligi ortaya konulmustur. NDPA, NMOR, NPYR,
NPIP ve NDIBA ig¢in 6l¢iim belirsizlikleri ti¢ farkli derisim seviyesinde de
maksimum %30 olarak tespit edilmis olup NDBzA ve NDiNA i¢in belirsizlik
degerleri 20 pg/L noktasinda %30’un tizerindedir.

Elde edilen sonuglar 1s51831nda NDINA ve NDBzA i¢in elde edilen LOD-LOQ
seviyeleri ve geri kazanim oranlar1 degerlendirildiginde 20 pg/L derisim noktasi
calisma i¢in uygun bulunmamigstir. Bu maddeler i¢in yeni bir ¢aligma araligi

belirlenmesi gerektigine karar verilmistir.

Gelistirilen GC-MS metodunun gercekte uygulanabilirliginin arastiriimasi
baglaminda oncelikle literatiirde tibbi malzemeler iizerinde GC-MS cihaz ile
yapilmis olan c¢alismalar incelenmis fakat bu kapsamda bir caligmaya
rastlanmamistir. Tibbi malzemeler igin nitrozamin analizi konusunda metot

gelistirme calismalar1 yeterli veri saglamamaktadir. Fakat, gida ve ilag
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endiistrisinde yapilmig c¢alismalarin bu calismaya degerlendirme anlaminda

kaynak saglayabilecegi diigiiniilmiistiir.

Ilag ve gida iiriinlerinde yapilan ¢alismalarda dziitleme kosullar1 farki nedeniyle
geri kazanim agisindan ¢alismalarin karsilastirilamayacag fakat matriks etkisinin
s0z konusu olmadigi durumlarda LOD-LOQ degerlerinin karsilastirilabilecegi
degerlendirilmistir. LOD-LOQ karsilagtirmast i¢gin GC-MS cihaz1 kullanilarak
yapilan benzer ¢alismalar [100, 101, 102] ele alinmistir. Roasa ve arkadaglarinin
yaptig1 c¢alismada et iirlinlerinde GC-MS cihaz1 ile ugucu nitrozamin analiz
caligmalarinda LOQ degerleri maksimum 12 pg/kg bulunurken, Wang ve
arkadaslarinin yaptigi1 ¢alismada GC-MS cihazi ile tiirevlendirme islemi yapilarak
LOD degerleri 16-53 pg /L tespit edilmistir. Chen ve arkadaglari ¢cevre sularindaki
nitrozamini tespit etmek i¢in GC-MS cihazi ile yaptiklari metotta LOQ degerini
50 pg/L bulurken ayni ¢aligmada GC-MS-MS cihazi ile yapilan metotta LOQ
degerini 100 kat daha iyi bulmustur.

GC-MS teknigi kullanilirken en biiyiik risk matriks etkilerinin miktarsal sonuglari

etkileyebilmesidir. Bu problemin ¢6ziimii de i¢ standartlarin kullanimidir.

Cihaz fireticisi tarafindan kromatografide kiitle analizérlerinin sayisinin metot
performasin {izerine etkisini inceleyen bir ¢alisma yapilmistir. Caligmada tek
kuadrupol kullanilarak NDMA, NDEA, NEIPA ve NDIPA maddeleri analiz
edilmis ve cithazdan alinan LOQ degerleri tim maddeler i¢in 50-100 pg/L
araliginda tespit edilmistir. Calismanin devaminda ii¢ kuadrupol kullanilarak
LOQ degerlerinin 8-40 pg/L araliginda oldugu goriilmektedir. Bu ¢aligma tekli
quadrupole sistemlerinin daha diisiik hassasiyet ve daha disik o6zgillik

sagladigin1 gostermektedir [103].

Literatiirde cihazlarin birbiriyle karsilagtirilmalarina yardimei olabilecek pek ¢cok
yayin vardir. Fakat kromagotrafik cihazlar arasinda en 6ne ¢ikan LC-MS/MS ve
GC-MS ve GC-MS/MS cihazlaridir. LC-MS/MS yiiksek hassasiyetine ragmen
yiiksek analiz maliyetleri nedeniyle ¢ok fazla tercih edilmemektedir. GC-MS ve
GC-MS/MS arasindaki duyarlilik farki nedeniyle GC-MS/MS daha fazla tercih
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edilmistir. Ayn1 matriks iizerinde yapilan karsilastirma caligmalarinda GC-MS-
MS cihazindan alinan hassasiyetin GC-MS tekniklerine gore daha fazla oldugu
goriilmektedir. GC-MS/MS teknigi ile yapilan ¢alismalardan elde edilen LOQ
degerleri ppt-ppb araliginda son derece farklilik gostermektedir [102, 104].

EN 12868 standardi kapsaminda yapilmis olan validasyon ¢aligmalarinin sonucu
incelendiginde ¢alismaya katilan laboratuvarlarin LC-MS/MS, GC-MS/MS ve
GC-MS kullandiklar1 raporlanmigtir. Dogrulama denemesinde bazi bireysel
laboratuvarlardan LC-MS/MS veya GC-MS kullananlarin sonuglart dogrulama
gostermesine ragmen sonuglarin tiim sonuglar igerisinde normal dagilim
gostermemesi nedeniyle bu yontemlerin genel dogrulamasi miimkiin olmamistir.
Bu, baz1 bireysel laboratuvarlarin LC-MS/MS veya GC-MS kullanarak gerekli
gereksinimleri karsilamadigini ima etmez, ancak genel olarak bu alternatif
tekniklerden elde edilen sonuclarin s6z konusu validasyon calismalar

kapsaminda normal dagilim gdstermedigi goriilmiistiir.

EN 71-12 standardinin hazirlik ¢aligmalarinda bir¢ok laboratuvarin katilimiyla
farkli cihazlarla yapilan validasyon ¢aligmasinin sonucunda da 12 adet nitrozamin
maddesinden yalnizca NDiNA’nin daha yiiksek LOQ degerleri gosterdigi
belirlenmistir. NDiNA igin tespit edilen LOQ seviyesinin altinda gergek
orneklerle analiz yapilmis ve sonuglarin geri kazanim oranlar1 ve bagil standart

sapmalar yoniiyle kabul edilebilir oldugu tespit edilmistir.

EN 12868 standardinda da NDiNA gibi giivenli nitrozamin hizlandiricilarin
kullanilmasini engellememek i¢in, uzmanlar nitrozlanabilen NDiNA'nin yiiksek
miktarlart i¢in O6zel bir diizenlemeyle, limitini 0,1 mg/kg degerine ¢ikarma
onerisinde bulunmustur. Bu diizenlemeyi asagida listelendirilmis gerekcelere

dayandirilmigtir:

- NDINA maddesinin yiizeylerde birikmesi, digerlerinden farkli olarak,
tekrarlanabilirligi etkileyerek degiskenligi artirmistir.

- NDiNA'nin molekiiler agirligi, NDMA'nin molekiil agriligindan 4 kat daha
yiiksektir. Bu durum, LOQ degerinin 4 kat daha yiiksek ve dolayisiyla

degiskenligin de daha fazla olacagini gostermistir. Bu nedenle, diisiik

122



molekiiler agirlikli nitrozaminler igin diisiik analitik tolerans1 korumanin daha
onemli oldugu ¢ikarimina varilmistir.

- "Givenli-nitrozamin™ kavrami, ya nitrozlanabilen maddelerin yiiksek
molekiiler agirligi veya NDiNA gibi nitrozlayici aminlerin ve ilgili alkilleyici
maddelerin mevcudiyetini sinirlamast anlamina gelir; ya da ilgili
nitrozaminlerin kimyasal yapisinin sadece stabil karbenyum iyonlari
iiretmesi, bu iyonlarin zayif alkilleyici maddeler olup RNA ve DNA'ya
kanserojen etkide bulunmamasi anlamina gelir, 6rnegin NDBzA ve NDiNA
gibi. Sonug olarak, bu maddelerin toksikolojisi kanserojen degildir.

- Kanserojen olmayan NDINA maddesinin  ve giivenli nitrozamin
hizlandiricilardan kaynaklanabilecek bazi diisiik uguculuklu nitrozaminlerin
toksisitesinin belirgin sekilde diisiikk olmasi, proseslerde bu hizlandiricilarin
tercih edilmesini savunur. Nitrozamin giivenli hizlandiricilarin analitik

nedenlerle sinirlandirilmak yerine tesvik edilmesi gerektigi vurgulanmistir.

EN 12868 standardinda belirtilmis olan bu bakis agisi ile bu tez calismasinda elde
edilen sonuglar degerlendirilecek olursa en yliksek molekiil agirlikli madde
NDiNA (298,5 g/mol) ile en diisik molekiil agirlikli madde olan
NPYR (100,14 g/mol) maddesinin LOQ degerleri arasinda molekiil agirliklari
oraninda (3 kat) fark olmasinin uygun olarak degerlendirilebilecegi ¢ikarimi
yapilmistir. NPYR i¢in LOQ degeri 9,7 bulunurken NDiNA i¢in bu degerin
56,4 olmasi bu c¢ikarima gore de olmasi gerekenin {izerinde oldugunu

gostermektedir.

Bu tez calismasinda biyouyumluluk calismalarinin iki agsamasidan birincisi olan
metot gelistirme basamagi irdelenmistir. Biyoyumluluk c¢aligmalarinin ikinci
asamas1 ise toksikolojik risk degerlendirme agamasidir. Cihazla alakali metot
validasyon ¢alismasi sonucunda elde ettigimiz LOQ degeri, toksikolojik risk
degerlendirmesi asamasinda giinliik izin verilen doz alim miktarlariyla dogrusal
bir iligski olusturmaktadir. Bu iligki, cihazin viicutta kullanim siiresi ve ilgili
kimyasal i¢in izin verilen giinliik alim doz miktarlar: ¢arpilarak o cihaz grubu igin
giinliik izin verilen maksimum doz miktar1 hesaplanarak kurulur. LOQ degeri ile
ekstraksiyon yapmis oldugumuz miktarin hesaplanmasi ile elde ettigimiz sonugla,

cihazdan sizabilecek izin verilen doz miktariin karsilagtirilmasi yapilir. LOQ
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degerinin giinliik izin verilen alim degerinden kiigiik olmasi durumunda bu
metodun biyolojik degerlendirme kapsaminda kimyasal karakterizasyon testleri

baglaminda kullanilmasinin miimkiin oldugu sonucuna varilabilir.

Ozetle, gelistirilen bu metot kapsaminda, metot validasyon calismalari igin
degerlendirme kriteri olan dogrusallik, gerceklik ve kesinlik degerlendirmeleri
yapilmis olup bu veriler sonucunda olgiim belirsizligi hesaplamasi yapilmistir.
7 maddenin hepsi i¢in belirlenen ¢alisma araliginda yiliksek dogrusallik
saglanmigtir. Geri kazanim oranlari NDiNA’nin alt derisim seviyesi harig¢
digerleri i¢in performans kriterlerini saglamis olup ¢alismalar gergeklik
parametresi kapsaminda dogrulanmistir. Kesinlik ¢alismalarinda, c¢alisma
araliginin tamaminda tiim maddeler i¢in standart sapma degerleri %13’iin altinda
olup ilgili standartlarda verilen limitleri kargilamaktadir. LOD ve LOQ degerleri
ile 6l¢iim belirsizligi sonuglar1 ele alindiginda NDBzA ve NDiNA maddeleri

Kriterleri karsilamamustir.

Sonug olarak metodun gelistirilmesinden sonra izlenecek adimlar ve metodun

tyilestirilmesi i¢in alinabilecek 6nlemler asagida listelenmistir:

- Yapilacak ¢alismalarin GC-MS cihazi ile siirdiiriilmesi durumunda kuadrupol

sayisinin lice ¢ikarilmasinin daha uygun olacagi degerlendirilmistir.

- Rutin uygulamadaki ekstraksiyon kosullar1, toksikolojik risk degerlendirme

caligmalar1 sonucunda belirlenecektir.

- Metot gelistirme ¢alismalarinin, matriks etkisini de degerlendirmek amaciyla
gercek numune matriksleri ilizerinde yiiriitiilmesi planlanmaktadir. Bu
kapsamda da rutin uygulamada calisilacak olan her matriks grubuna diisiik
konsantrasyon referans malzeme ilaveleri ile bir dizi analiz yapilacak ve elde
edilen standart sapmalardan LOD-LOQ degerleri tekrar belirlenerek ¢alisma
aralig1 yeniden diizenlenecektir.

- NDBzA ve NDiNA i¢in ayr1 ayr i¢ standartlar kullanilarak etiketlenmelerinin

hassasiyeti artirmast anlaminda fayda saglayacag diisiiniilmektedir.

124



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

6. KAYNAKLAR

Tibbi Cihaz Yonetmeligi, 02.06.2021, T.C. Resmi Gazete, Sayi: 31499
(Miikerrer), 2021.

Sanayi ve Teknoloji Bakanligi, Akilli Yasam ve Saglik Uriin ve Teknolojileri Yol
Haritast, 2022, https://www.sanayi.gov.tr/assets/pdf/plan-
program/AkilliYasamveSaglikUrunveTeknolojileriY olHaritasi.pdf, Erisim
Tarihi: 24.11.2023.

MedTech Europe, The European Medical Technology Industry— in figures 2023,
https://www.medtecheurope.org/wp-content/uploads/2023/10/the-european-
medical-technology-industry-in-figures 2023.pdf, Erisim Tarihi: 24.11.2023.

The ‘Blue Guide’ on the implementation of EU product rules, 2022, https://eur-
lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/PDF/?uri=CELEX:52022XC0629(04),
Erisim Tarihi: 25.11.2023.

Tiirkiye Cumbhuriyeti Cumhurbaskanligi, Stareteji ve Biitce Bagkanligi, On
Birinci Kalkinma Plam1 (2019-2023), 2019, https://www.sbb.gov.tr/wp-
content/uploads/2022/07/0On_Birinci_Kalkinma_Plani-2019-2023.pdf,  Erisim
Tarihi: 25.11.2023.

Deloitte Danigmanlik A.S., Sagligin dinamosu: Tiirkiye tibbi teknoloji ve cihaz
sektorti, 2021, https://www.seis.org.tr/cms-
uploads/2022/03/Tibbi_Cihaz Sektor Raporu.pdf, Erisim Tarihi: 25.11.2023

T.C. Sanayi ve Teknoloji Bakanligi, Teknoloji Odakli Sanayi Hamlesi, Tibbi ve
Discilikle 1lgili  Ara¢  Geregler Sektorii  Oncelikli  Uriin  Listesi,
https://www.hamle.gov.tr/Home/UrunListesi, Erisim Tarihi: 28.11.2023.

European Committee For Standardization, EN ISO 10993-17:2023- Biological
evaluation of medical devices- Part 17: Toxicological risk assessment of medical
device constituents. Brussels: European Committee For Standardization, 2023.

European Committee For Standardization, EN ISO 10993-1:2020- Biological
evaluation of medical devices- Part 1: Evaluation and testing within a risk
management process. Brussels: European Committee For Standardization, 2021.

International Organization for Standardization, 1SO 10993-18: Biological
evaluation of medical devices- Part 18: Chemical characterization of medical
device materials within a risk management process. Geneva: International
Organization for Standardization, 2020.

Manz, Katherine E.; Feerick, Anna; Braun, Joseph M.; Feng, Yong-Lai; Hall,
Amber; Koelmel, Jeremy; Manzano, Carlos; Newton, Seth R.; Pennell, Kurt D.;
Place, Benjamin J.; Pollitt, Krystal J. Godri; Prasse, Carsten; Young, Joshua A.,
Non-targeted analysis (NTA) and suspect screening analysis (SSA): a review of
examining the chemical exposome, Journal of Exposure Science & Environmental
Epidemiology, s. 524-536, say1 33, 2023.

125



[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

European Committee for Standardization, EN 12868: Child use and care articles-
Method for determining the release of N-nitrosamines and N-nitrosatable
substances from elastomer or rubber teats and soothers. Brussels: European
Committee For Standardization, 2017.

European Committee For Standardization, EN 71-12: Safety of toys- Part 12: N-
Nitrosamines and N-nitrosatable substances. Brussels: European Committee For
Standardization, 2017.

International Organization for Standardization, ISO 29941: Condoms-
Determination of nitrosamines migrating from natural rubber latex condoms.
Geneva: International Organization for Standardization, 2010.

European Committee for Standardization, EN ISO 10993-12: Biological
evaluation of medical devices- Part 12: Sample preparation and reference
materials. Brussels: European Committee for Standardization, 2021.

European Commission, Scientific Committee on Consumer Products, Opinion on
the Presence and Release of Nitrosamines and Nitrosatable Compounds from
Rubber Balloons, Brussels: European Commissions, 2007.

National Toxicology Program, 15th Report on Carcinogens, 2021,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK590783/, Erisim tarihi: 07.05.2024.

Beard, JC; Swager, TM, An Organic Chemist's Guide to N-Nitrosamines: Their
Structure, Reactivity, and Role as Contaminants, J Org Chem, 2021, 2037-2057,
86.

Ehrhardt Proksch, Review Toxicological evaluation of nitrosamines in condoms,
International Journal of Hygiene and Environmental Health, Volume 204, Issues
2-3, Pages 103-110, 2001.

Committee for Human Medicinal Products, 2015. ICH guideline M7(R1) on
assessment and control of DNA reactive (mutagenic) impurities in
pharmaceuticals to limit potential carcinogenic risk, London: European Medicines
Agency.

Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP), European Medicines

Agency, Nitrosamine impurities in human medicinal products, Procedure under
Acrticle 5(3) of Regulation EC (No) 726/2004, 25.06.2020.

Fajen, J. M., G. A. Carson, D. P. Rounbehler, T. Y. Fan, R. Vita, U. E. Goff, M.
H. Wolf, G. S. Edwards, D. H. Fine, V. Reinhold, K. Biemann: N-Nitrosamines
in the rubber and tire industry. Science 205, 1262-1264 (1979).

Ghayor C, Gjoksi B, Dong J, Siegenthaler B, Caflisch A, Weber FE. N,N
Dimethylacetamide a drug excipient that acts as bromodomain ligand for
osteoporosis treatment. Sci Rep. 2017.

Kim, Young-Min; Kim, Jae Woo; Moon, Hye Mi; Lee, Min-Jin; Hosaka, Akihiko;
Watanabe, Atsushi; Teramae, Norio; Park, Young-Kwon; Myung, Seung-Woon,

126



[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

2017, Rapid Quantification of N-Methyl-2-pyrollidone in Polymer Matrices by
Thermal Desorption-GC-MS, Analytical Sciences, Issue 33, pp. 821-824.

Park, Ji Hoon; Tai, Guo Zhe; Lee, Bo Keun; Park, Seung Hun; Jang, Ja Yong;
Lee, Jung Soo; Kim, Jae Ho; Park, Kwideok; Ju Woong, Jang; Kim, Moon Suk,
2015, Preparation and investigation of hydrolyzed polyacrylonitrile as a
preliminary biomedical hydrogel, Biomaterials Research, Issue 19:20, pp. 1-8.

J.P. Chesterman, B.G. Amsden, Triethylamine-based catalysts for the melt
polymerization of carbonate monomers, Polymer Chemistry, Volume 7, Issue 45,
Pages 6946-6953, 2016.

Jerome M., K., Walse, S. S. & Mitch, W. A., 2010, Quaternary Amines As
Nitrosamine Precursors: A Role for Consumer Products, Environmental Science
& Technology, Issue 44, pp. 1224-1231.

Banik, Bimal Krishna; Banerjee, Bubun; Kaur, Gurpreet; Saroch, Shivam; Rajat,
Kumar, 2020. Tetrabutylammonium Bromide (TBAB) Catalyzed Synthesis of
Bioactive Heterocycles. Molecules, Issue 25, pp. 1-24.

Beard, J. & Swager, T., 2021. An Organic Chemist's Guide to N-Nitrosamines:
Their Structure, Reactivity, and Role as Contaminants. J Org Chem, Issue 86, pp.
2037-2057.

Cave, M., Falkner, K. C. & McClain, C., 2012. Chapter 27- Occupational and
Environmental Hepatotoxicity. In: W. Saunders, ed. Zakim and Boyer's
Hepatology. s.l.: Elsevier Inc., pp. 476-492.

Bouma, K., Nab, F. M. & Schothorst, R. C., 2003. Migration of N-nitrosamines,
N-nitrosatable substances and 2-mercaptobenzthiazol from baby bottle teats and
soothers: a Dutch retail survey. Food Additives and Contaminants, 9(20), pp. 853-
858.

Golob, N., Grahek, R., Ross, M. & Roskar, R., 2022. Nitrocellulose blister
material as a source of N-nitrosamine contamination of pharmaceutical drug
products. International Journal of Pharmaceutics, Issue 618.

Liao, Xiaobin; Chen, Chao; Zhang, Jingxu; Dai, Yu; Zhang, Xiaojian; Xie,
Shuguang, 2015. Dimethylamine biodegradation by mixed culture enriched from
drinking water biofilter. Chemosphere, Issue 119, pp. 935-940.

Corral, Andrea F.; Cho, Yonghoon; Collister, Brian L.; Crosbie, Ewan;
Dadashazar, Hossein; DiGangi, Joshua P.; Diskin, Glenn S.; Fenn, Marta;
Kirschler, Simon; Moore, Richard H.; Nowak, John B.; Shook, Michael A.; Stahl,
Connor T.; Shingler, Taylor; Thornhill, Kenneth L.; Voigt, Christiane; Ziemba,
Luke D.; Sorooshian, Armin, 2022. Dimethylamine in cloud water: a case study
over Dimethylamine in cloud water: a case study over. Environmental Science:
Athmospheres, Issue 2, pp. 1553-1550.

Lidbury, lan; Mausz, Michaela A; Scanlan, David J; Chen, Yin, 2017.
Identification of dimethylamine monooxygenase in marine bacteria reveals a

127



[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

metabolic bottleneck in the methylated amine degradation pathway. The ISME
Journal, Issue 11, pp. 1592-1601.

Eisenbrand, G.; Spiegelhalder, B.; Preussmann, R. 1980. Nitrate and Nitrite in
Saliva. Oncology, Volume 37, pp. 227-231.

Revelli, Alberto; Bergandi, Loredana; Massobrio, Marco; Lindblom, Bo; Bosia,
Amalia; Ghigo, Dario, 2001. The concentration of nitrite in seminal plasma does
not correlate with sperm concentration, sperm motility, leukocytospermia, or
sperm culture. Fertility and Sterlity, 3(76), pp. 496-500.

Park, Se-Jong; Jeong, Mi-Jin; Park, So-Ra; Choi, Jae Chun; Choi, Heeju; Kim,
MeeKyung, Release of N-nitrosamines and N-nitrosatable substances from baby
bottle teats and rubber kitchen tools in Korea, Food Sci Biotechnol, 27, 1519-
1524, 2018.

European Commission, Commission Directive 93/11/EEC concerning the release,
of the N-nitrosamines and N-nitrosatable substances from elastomer or rubber
teats and soothers, 1993, Brussels, Official Journal of the European Communities.

US Department of Health and Human Services, Agency for Toxic Substances and
Disease Registry, Toxicological Profile for N-Nitrosodi-n-Propylamine,
https://www.atsdr.cdc.gov/ToxProfiles/tpl42.pdf, Erisim Tarihi: 02.02.2024,
2019.

National Center for Biotechnology Information, PubChem Compound Summary
for CID 12130, N-Nitrosodipropylamine,
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/N-Nitrosodipropylamine,  Erisim
Tarihi: 06.04.2024.

CAMEO Chemicals, Chemical Data Sheet, N-Nitrosodipropylamine,
https://cameochemicals.noaa.gov/chemical/16114, Erisim Tarihi: 06.04.2024.

National Center for Biotechnology Information, PubChem Annotation Record for,
N-Nitrosodi-n-propylamine, Hazardous Substances Data Bank (HSDB),
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov.source/hsdb/5108, Erigim Tarihi: 07.04.2024.

International Agency for Research on Cancer, IARC
Monographs on the Evaluation of the Carcinogenic Risk of Chemicals to Human
,Geneva: World Health Organization, International Agency for Research on Can
cer, 1972-PRESENT, s. V17 178 (1978), https://monographs.iarc.who.int/agents-
classified-by-the-iarc/, Erigsim Tarihi: 06.04.2024.

European Chemicals Agency, Substance Information, Nitrosodipropylamine,
https://echa.europa.eu/substance-information/-/substanceinfo/100.009.727,
Erisim Tarihi: 07.04.2024.

Mochizuki, Haruna & Nagazawa, Yukari & Arimoto-Kobayashi, Sakae,
Genotoxicity and the stability of N-nitrosomorpholine activity following UVA
irradiatio, Mutation Research/Genetic Toxicology and Environmental
Mutagenesis, 893, 503721, 2023.

128


https://www.atsdr.cdc.gov/ToxProfiles/tp142.pdf

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

Krauss, M., Hollender, J., 2008, Analysis of nitrosamines in wastewater:
exploring the trace level quantification capabilities of a hybrid linear ion
trap/orbitrap mass spectrometer, Anal. Chem, 80 (3), 834e842.

Pitoi MM, Patterson BM, Furness AJ, Bastow TP, McKinley AJ. Fate of N-
nitrosomorpholine in an anaerobic aquifer used for managed aquifer recharge: a
column study. Water Res. 2011 Apr;45(8):2550-60.

Bo Zhao, Norihide Nakada, Kohei Okumura, Jiajun Zhou, Hiroaki Tanaka, N-
nitrosomorpholine behavior in sewage treatment plants and urban rivers, Water
Research, VVolume 163, 20109.

National Center for Biotechnology Information, PubChem Compound Summary
for CID 6046, N-Nitrosomorpholine,
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/N-Nitrosomorpholine, Erigim
Tarihi: 06.04.2024.

Occupational Safety and Health Administration, OSHA Occupational Chemical

Database, N-Nitrosomorpholine, https://www.osha.gov/chemicaldata/854, Erisim
Tarihi: 06.04.2024.

National Center for Biotechnology Information, PubChem Annotation Record for,
N-Nitrosomorpholine, Hazardous Substances Data Bank (HSDB),
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov.source/hsdb/4308, Erigim Tarihi: 07.04.2024.

International Agency for Research on Cancer, IARC
Monographs on the Evaluation of the Carcinogenic Risk of Chemicals to Human
,Geneva: World Health Organization, International Agency for Research on Can
cer, 1972-PRESENT, s. V17 263, https://monographs.iarc.who.int/agents-
classified-by-the-iarc/, Erigsim Tarihi: 07.04.2024.

European Chemicals Agency, Substance Information, 4-Nitrosomorpholing,
https://echa.europa.eu/substance-information/-/substanceinfo/100.155.913,
Erisim Tarihi: 07.04.2024.

Ghassemi Barghi, Nasrin & Bayrami, Zahra, (2023), N-Nitrosopyrrolidine,
https://www.researchgate.net/publication/371229680 N-Nitrosopyrrolidine.

National Center for Biotechnology Information. PubChem Compound Summary
for CID 13591, 1-Nitrosopyrrolidine.
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1-Nitrosopyrrolidin, Erisim Tarihi:
07.04.2024.

Occupational Safety and Health Administration, OSHA Occupational Chemical

Database, N-nitrosopyrrolidin, https://www.osha.gov/chemicaldata/856, Erisim
Tarihi: 06.04.2024.

LGC, Safety Data Sheet, 1-Nitrosopyrrolidine,
https://www.lgcstandards.com/PL/en/p/TRC-N545950, Erisim Tarihi:
07.04.2024.

129



[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

European Chemicals Agency, Substance Information, 1-nitrosopyrrolidine,
https://echa.europa.eu/substance-information/-/substanceinfo/100.012.017,
Erisim Tarihi: 06.04.2024.

R. Preussmann, B.W. Stewart, N-Nitroso carcinogens, in: C.E. Searle (Eds.),
Chemical Carcinogenesis, ASC Monograph 182, American Chemical Society,
Washington, DC, 1984, pp. 643-828.

National Center for Biotechnology Information. PubChem Compound Summary
for CID 7526, N-Nitrosopiperidine.
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/N-Nitrosopiperidine, Erisim Tarihi:
06.04.2024.

National Center for Biotechnology Information, PubChem Annotation Record for,
N-Nitrosopiperidine, = Hazardous  Substances Data Bank (HSDB),
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov.source/hsdb/6265, Erisim Tarihi: 08.04.2024.

Occupational Safety and Health Administration, OSHA Occupational Chemical
Database, N-nitrosopiperidine, https://www.osha.gov/chemicaldata/855, Erisim
Tarihi: 07.04.2024.

LGC, Safety Data Sheet, N-nitrosopiperidine,
https://www.lgcstandards.com/ES/en/N-Nitrosopiperidine/p/DRE-C15606500,
Erisim Tarihi: 08.04.2024.

European Chemicals Agency, Substance Information, 1-nitrosopiperidine,
https://echa.europa.eu/substance-information/-/substanceinfo/100.002.624,
Erigsim Tarihi: 07.04.2024.

Schrenk, Dieter &Bignami, Margherita & Bodin, Laurent & Chipman, James &
del Mazo, Jesus & Hogstrand, Christer & Hoogenboom, Laurentius & Leblanc,
Jean-Charles & Nebbia, Carlo & Nielsen, Elsa & Ntzani, Evangelia & Petersen,
Annette & Sand, Salomon & Schwerdtle, Tanja & Vleminckx, Christiane &
Wallace, Heather & Romualdo, Benigni & Fortes, Cristina & Hecht, Stephen &
Grasl-Kraupp, Bettina. (2023). Risk assessment of N-nitrosamines in food. EFSA
Journal. 21.

National Center for Biotechnology Information. PubChem Compound Summary
for CID 13829, N-Nitrosodiisobutylamine.
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/N-Nitrosodiisobutylamine, Erisim
Tarihi: 08.04.2024.

LGC, Safety Data Sheet, N-nitrosopiperidine, N-Nitroso-diisobutylamine,
https://www.lgcstandards.com/CN/en/N-Nitroso-diisobutylamine/p/DRE-
C15602450, Erisim Tarihi: 08.04.2024.

European Chemicals Agency, Substance Information, N-nitrosodibutylamine,
https://echa.europa.eu/substance-information/-/substanceinfo/100.011.911,
Erisim Tarihi: 08.04.2024.

130



[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

Jiao, J & Douglas, George & Gingerich, John & Soper, L. (1997). Analysis of
tissue-specific lacZ mutations induced by N-nitrosodibenzylamine in transgenic
mice, Carcinogenesis, vol.18, no.11, s: 2239-2245,1997.

N.P. Sen, P.A. Baddoo, S.W. Seaman, Nitrosamines in cured pork products
packaged in elastic rubber nettings: An update, Food Chemistry, Volume 47, Issue
4, Pages 387-390, 1993.

LGC, Safety Data Sheet, N-nitrosodibenzylamine,
https://www.lgcstandards.com/US/en/p/TRC-N525450, Erisim Tarihi:
08.04.2024.

National Center for Biotechnology Information, PubChem Compound Summary
for CID 21421, N-Nitrosodibenzylamine,
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/N-Nitrosodibenzylamine,  Erigim
Tarihi: 08.04.2024.

National Center for Biotechnology Information, PubChem Annotation Record for,
N-Nitrosodibenzylamine, Hazardous Substances Data Bank (HSDB),
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov.source/hsdb/21315, Erisim Tarihi: 07.04.2024.

LGC, Safety Data Sheet, N-Nitrosodibenzylamine,
https://www.lgcstandards.com/US/en/p/TRC-N525450, Erigim Tarihi:
08.04.2024.

National Center for Biotechnology Information, PubChem Compound Summary
for CID 71751127, N-Nitroso-N,N-di(3,5,5-trimethylhexyl)amine.
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/N-Nitroso-N_N-di_3 5 5-
trimethylhexyl amine, Erisim Tarihi: 08.04.2024.

LGC, Safety Data Sheet, N-nitroso-N, N-di(3,5,5-trimethylhexyl) amine,
https://www.lgcstandards.com/CN/en/p/TRC-N525800, Erigim Tarihi:
08.04.2024.

European Committee for Standardization, EN ISO/IEC 17025: 2017-12: General
requirements for the competence of testing and calibration laboratories. Brussels:
European Committee for Standardization, 2017.

B. Magnusson and U. Ornemark (eds.) Eurachem Guide: The Fitness for Purpose
of Analytical Methods — A Laboratory Guide to Method Validation and Related
Topics, (2nd ed. 2014).

Akyliz M, Ata §, Ding E. A chemometric optimization of method for
determination of nitrosamines in gastric juices by GC-MS. J Pharm Biomed Anal.
2016 Jan 5; 117:26-36.

Zhang, Y.J., Zhang, J.Q., Agilent Technologies, Analysis of the Release of N-
Nitrosamines from Rubber Teats and Soothers,
https://www.agilent.com/cs/library/applications/application-nitrosamines-
rubber-8890-gc-5994-3031en-agilent.pdf, Erisim Tarihi: 02.02.2024.

131



[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

Chang SH, Ho HY, Chang CC, Zang CZ, Hsu YH, Lin MC, Tseng SH, Wang DY,
Evaluation and optimization of a HS-SPME-assisted GC-MS/MS method for
monitoring nitrosamine impurities in diverse pharmaceuticals, J Pharm Biomed
Anal, 2022 Nov 30; 221:115003.

Kalauz A, Tiringer KV, Horvath V, Kapui I, Simultaneous determination of low
molecular weight nitrosamines in pharmaceutical products by fast gas
chromatography mass spectrometry, J Chromatogr A, 11.10.2023, 1708:464323.

International Organization for Standardization, TS ISO 11095: Referans
malzemeler kullanarak dogrusal kalibrasyon, Geneva: International Organization
for Standardization, 2002.

International Organization for Standardization, 1SO 5725 Accuracy (trueness and
precision) of measurement methods and results — Part 1, Geneva: International
Organization for Standardization, 2023.

International Organization for Standardization, ISO 21748-Guidance for the use
of repeatability, reproducibility and trueness estimates in measurement
uncertainty evaluation, Geneva, International Organization for Standardization,
2020.

Tiirk Akreditasyon Kurumu, Metodun Gegerli Kilinmasi ve Dogrulanmasi I¢in
Bilgilendirme Kilavuzu, 2022,
https://secure.turkak.org.tr/ TURKAKSITE/docs/bilgilendirme_kilavuzlari/MET
ODUN_GE%C3%87ERL%C4%B0_KILINMASI_VE_DOGRULANMASI_ICI
N_BILGILENDIRME KILAVUZU 30122022.pdf, Erisim tarihi: 01.05.2024.

Association of Official Analytical Chemists, AOAC Official Methods of Analysis
Appendix F: Guidelines for Standard Method Performance Requirements,
https://www.aoac.org/wp-content/uploads/2019/08/app _f.pdf, Erisim tarihi:
03.01.2024.

International Organization of Legal Metrology, International Vocabulary of
Metrology, Basic and General Concepts and Associated Terms (VIM), 3rd
edition, OIML V 2-200:2007, https://www.oiml.org/en/files/pdf v/v002-200-
e07.pdf, Erisim tarihi: 05.01.2024.

Joint Committee for Guides in Metrology, JCGM 100:2008, 2008, GUM 1995
with Minor Corrections, Evaluation of Measurement Data- Guide to the
Expression of Uncertainty in Measurement.

Eurachem & CITAC Guide CG 4, Quantifying Uncertainty in Analytical
Measurement, third edition, QUAM: 2012.P1,
https://www.eurachem.org/images/stories/Guides/pdf/ QUAM?2012_P1.pdf,
Erisim tarihi: 17.02.2024.

International Organization for Standardization, ISO/IEC Guide 98:3- Uncertainty
of measurement -Part 3. Guide to the expression of uncertainty in measurement
(GUM:1995), Geneva, International Organization for Standardization, 1995.

132



[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

Fundamentals of Quality Control and Improvement, Fifth Edition, Amitava Mitra,
2021 John Wiley & Sons, Inc. Published 2021 by John Wiley & Sons, Inc.
www.wiley.com/go/mitra/QualityControl5e, Erisim tarihi: 13.05.2024.

EMA- Committee for Medicinal Products for Human Use, ICH guideline M10 on
bioanalytical method validation and study sample analysis, 2022, Amsterdam,
European Medicines Agency.

Giménez-Campillo C, Pastor-Belda M, Campillo N, Hernandez-Cérdoba M,
Vifias P, Development of a new methodology for the determination of N-
nitrosamines impurities in ranitidine pharmaceuticals using microextraction and
gas chromatography-mass spectrometry, Talanta, 2021, 223(Pt 2):121659.

Zou, Y., Agilent Technologies, Determination of the N-Nitrosamine Content in
Rubber Articles Using the Agilent 7000A Triple Quadrupole GC-MS System,
Application Note, https://www.agilent.com/cs/library/applications/5990-
5828EN.pdf, Erisim Tarihi: 13.03.2024.

Fausett, A., Agilent Technologies, Analysis of N-Nitrosodimethylamine and N-
Nitrosodiethylamine Using the Agilent 7697A Headspace Sampler, 8890/5977
GC-MSD System, Application Note,
https://www.agilent.com/cs/library/applications/application-sartan-impurities-
8890-GC-5994-1132en-agilent.pdf, Erisim Tarihi: 14.03.2024.

Agilent Technologies, Nitrosamine Impurities Application Guide, Confidently
Detect and Quantify Mutagenic Impurities in APIs and Drug Products,
https://www.agilent.com/cs/library/applications/Nitrosamine%20and%20Mutage
nic%20Impurities%20Application%20Guide.pdf, Erisim tarihi: 10.03.2024.

Claudia Giménez-Campillo, Marta Pastor-Belda, Natalia Campillo, Manuel
Hernandez-Cérdoba, Pilar Vidas, Development of a new methodology for the
determination of N-nitrosamines impurities in ranitidine pharmaceuticals using
microextraction and gas chromatography-mass spectrometry, Talanta, Volume
223, Part 2, 2021.

Roasa, J., Liu, H., & Shao, S. (2019). An optimised HS-SPME-GC-MS method
for the detection of volatile nitrosamines in meat samples. Food Additives &
Contaminants: Part A, 36(3), 396-404.
https://doi.org/10.1080/19440049.2019.1571287

Wang, X., Gao, Y., Xu, X. et al. Derivatization Method for Determination of
Nitrosamines by GC-MS. Chromatographia 73, 321-327 (20112).
https://doi.org/10.1007/s10337-010-1871-8

Wenwen Chen, Xiaoshui Li, Huanfang Huang, Xuetao Zhu, Xiaoyu Jiang, Yuan
Zhang, Kuang Cen, Lunshan Zhao, Xiuli Liu, Shihua Qi, Comparison of gas
chromatography-mass spectrometry and gas chromatography-tandem mass
spectrometry with electron ionization for determination of N-nitrosamines in
environmental water, Chemosphere, Volume 168, 2017, Pages 1400-1410, ISSN
0045-6535, https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2016.11.109.

133


https://doi.org/10.1007/s10337-010-1871-8

[103]

[104]

[105]

[106]

Agilent Cross Lab, Nitrosamines Analysis in Pharmaceuticals Using Single
Quadrupole GC-MS or Triple Quadrupole GC-MS Consumables workflow
ordering guide, Published in the USA, November 4, 2021 5994-2979EN,
https://www.agilent.com/cs/library/brochures/brochure-nitrosamine-in-pharma-

gc-ms-5994-2979en-agilent.pdf

Liu, Jie & Xie, Bin & Mai, Binliang & Cai, Qiang & He, Rujian & Guo, Dong &
Zhang, Zhifeng & Fan, Jun & Zhang, Weiguang. (2021). Development of a
sensitive and stable GC-MS/MS method for simultaneous determination of four
N-nitrosamine genotoxic impurities in sartan substances. Journal of Analytical
Science and Technology. 12. 3. 10.1186/s40543-020-00254-2

Canada Health, Government of Canada, Nitrosamine impurities in medications:
Established acceptable intake limits (version: 2024-26-07),
https://www.canada.ca/en/health-canada/services/drugs-health-
products/compliance-enforcement/information-health-
product/drugs/nitrosamine-impurities/established-acceptable-intake-limits.html,
Erigim tarihi: 01.08.2024.

U.S. Department of Health and Human Services Food and Drug Administration
Center for Drug Evaluation and Research (CDER), Control of Nitrosamine
Impurities in Human Drugs, Guidance for Industry, February 2021,
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-
documents/control-nitrosamine-impurities-human-drugs

134



