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OZET

DOKTORA TEZi

FARMASOTIK PREPARATLARDA PLASTIK KATKI MADDELERININ LC-
MS/MS ILE TAYINI ICIN YONTEM GELISTIRME VE VALIDASYON:
EXTRACTABLES VE LEACHABLES CALISMALARINA UYGULAMA

ibrahim Hakki DEMIiRCIiOGLU
Damisman: Prof. Dr. Alptug ATIiLA

Amag: Ila¢ endiistrisinde bir ilacin {iretim asamasindan baslayip, raf dmriiniin sonuna kadar
izlenmesi gereken siiregte ilaca kontamine olabilecek plastik katki maddelerinin analizi i¢in
LC-MS/MS metodu gelistirip, gelistirilen yontemi valide etmektir. Valide edilmis olan LC-
MS/MS metodu ile Extractables ve Leachables ¢alismalarinda plastik katki maddelerinin
analizini yapmaktir.

Yéntem: ila¢ endiistrisinde kullanilan ambalaj malzemelerinde sik¢a karsilasilan ve European
Pharmacopoeia’ da belirtilen 27 adet plastik katki maddesi bulunmaktadir. Bu tez kapsaminda
27 adet plastik katki maddesinden 15 adeti LC-MS/MS sisteminde ¢alisilmistir. Bu ¢aligmada
i¢ standart olarak Difenil ftalat kullanilmistir. LC-MS/MS sisteminde iyonlastirma kaynagi
olarak Elektrosprey iyonizasyon yapilmistir. Kromatografik ayirimda sabit faz olarak ters faz
Cus kolon, hareketli faz olarak 5 mmol Amonyum asetat igeren su ve metanol karisimi ile
gradient ayirim gergeklestirilmistir. Ger¢cek numunelerde Extractables ve Leachables
caligmalar1 igin gesitli ekstraksiyon teknikleri kullanilarak LC-MS/MS sisteminde analizleri
yapilmistir.

Bulgular: i¢ standart yardimiyla 15 adet plastik katki maddesinin analizi i¢in LC-MS/MS
metodu gelistirilip, alinarak ICH (Validation of Analytical Procedures: Q2(R1)’e gore
validasyonu yapilmistir. Optimize edilen kromatografik ve spektroskopik sartlarda her bir
plastik katki maddesi ve i¢ standart icin molekiiler iyon ve parcalanma iyon pikleri
belirlenmistir. 15 adet plastik katki maddeleri i¢in dogrusal oldugu araliklar belirlenerek
kalibrasyon egrileri ¢izilmistir. Kalibrasyon egrisinin en alt noktasi biitiin plastik katki
maddelerinde en distik miktar tayin alt limiti (LLOQ) 50 ng/ml (PA 20 igin 150 ng/ml) olarak
belirlenmistir. Caligilan her bir plastik katki maddesi i¢in giin i¢i ve giinler arasi kesinlik,
dogruluk, tekrarlanabilirlik, sistem uygunluk ve stabilite analizleri yapilarak gelistirilen LC-
MS/MS metodunun uygulanabilir oldugu gésterilmistir. Kesinlik yiizde bagil standart sapmayla
(%BSS) ve dogruluk yilizde bagil hatayla (%BH) verilmistir. Sirasiyla; kesinlik %6,91 den,
dogruluk %9,89’dan kiigiik olarak bulunmustur.

Sonug: Plastik ambalaj malzemesinden farmasdtik preparata gecebilecek olan 15 adet plastik
katki maddesini belirlemek i¢in hizli, hassas, tekrarlanabilir ve giivenilir olan yeni bir LC-
MS/MS metodu gelistirilmistir. Gelistirilen metod alinarak ICH (Validation of Analytical
Procedures: Q2(R1)’e gore valide edildi. Bu yeni metod ile ilag endiistrisinde son yillarda
biiyiik 6nem kazanan Extractables ve Leachables ¢alismalari i¢in ihtiya¢ duyulan plastik katki
maddelerinin analizi yapilabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Extractables, Leachables, Plastik Katki Maddesi, LC-MS/MS, Farmasotik
Preparat, Metod Validasyon

Aralik 2023, 150 sayfa



ABSTRACT

DOCTORAL DISSERTATION

METHOD DEVELOPMENT AND VALIDATION FOR DETERMINATION OF
PLASTIC ADDITIVES IN PHARMACEUTICAL PREPARATIONS BY LC-MS/MS:
APPLICATION TO EXTRACTABLES AND LEACHABLES STUDIES

ibrahim Hakki DEMIiRCIiOGLU
Supervisor: Prof. Dr. Alptug ATILA

Purpose: Our aim is to develop the LC-MS/MS method for the analysis of plastic additives
that may contaminate the drug in the pharmaceutical industry, starting from the production
phase of a drug until the end of its shelf life, and to validate the developed method. To analyze
plastic additives in Extractables and Leachables studies with the validated LC-MS/MS method.

Method: There are 27 plastic additives frequently encountered in packaging materials used in
the pharmaceutical industry and specified in the European Pharmacopoeia. Within the scope of
this thesis, 15 of the 27 plastic additives were studied in LC-MS/MS system. Diphenyl phthalate
was used as internal standard in this study. Electrospray ionization was used as ionization
source in LC-MS/MS system. In chromatographic separation, reverse phase Cig column was
used as stationary phase and gradient separation was performed with a mixture of water and
methanol containing 5 mmol Ammonium acetate as mobile phase. Real samples were analyzed
in LC-MS/MS system using various extraction techniques for Extractables and Leachables
studies.

Findings: LC-MS/MS method was developed for the analysis of 15 plastic additives using an
internal standard and validated according to ICH (Validation of Analytical Procedures: Q2(R1).
Molecular ion and fragmentation ion peaks were determined for each plastic additive and
internal standard under optimized chromatographic and spectroscopic conditions. For 15 plastic
additives, calibration curves were drawn by determining the ranges in which they are linear.
The lowest point of the calibration curve was determined as the lower limit of quantification
(LLOQ) 50 ng/ml (150 ng/ml for PA 20) for all plastic additives. Intra-day and inter-day
precision, accuracy, repeatability, system availability and stability analyses were performed for
each plastic additive studied and the developed LC-MS/MS method was shown to be applicable.
Precision is given in percent relative standard deviation (%RSD) and accuracy in percent
relative error (%RE). The precision and accuracy were found to be less than 6.91% and 9.89%,
respectively.

Results: A new rapid, sensitive, reproducible and reliable LC-MS/MS method was developed
to identify 15 plastic additives that can migrate from plastic packaging material to
pharmaceutical preparation. The method was validated according to ICH (Validation of
Analytical Procedures: Q2(R1). With this new method, it will be possible to analyze the plastic
additives needed for Ekstractables and Leachables studies, which have gained great importance
in the pharmaceutical industry in recent years.

Keywords: Extractables, Leachables, Plastic Additive, LC-MS/MS, Pharmaceutical
Preparation, Method Validation

December 2023, 150 pages
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GIRIS

Hayatimizin her alaninda yer alan plastikler, gittik¢e artan ¢cevre koruma bilinci ve insan
sagligina etkileri ile en ¢ok sorgulanan malzemelerin basinda gelmektedir. Plastik malzemelerin
iiretimleri asamasinda katki maddeleri kullanilmaktadir. Clinkii polimerlerden olusan plastikler
kullanim amaglarina gore katki malzemelerine ihtiya¢ duyarlar. Tek bagina fonksiyonel
olmayan plastikler eklenen bu katki ve dolgu malzemeleri ile insan sagligina zarar verebilecek
zararli plastiklere doniigebilirler. Ilag sektoriinde de plastikler yaygin bir sekilde ambalaj
malzemesi olarak kullanilmaktadir. Kullanilan plastik malzemeler farmasdtik preparat ile
etkilesime girebilir ve insan sagligini olumsuz yonde etkileyebilir. Bu nedenle kullanilan plastik
maddeler ile farmasotik {iriiniin temasindan kaynakli olarak, farmasotik preparat kontamine
olabilir. Kontamine olabilecek olan farmasotik preparat icin ilag sektoriinde Extractables ve
Leachables (E&L) calismalarinin yapilmasina ihtiya¢ duyulur (Jenke 2018; Wakankar et al.
2010).

Extractables, bir kaptan veya bilesen malzemesinden (6rnegin plastik, elastomerik, cam
veya metal bilesenler) farmasotik preparata, biyolojik iiriine ya da gida iiriiniine ekstrakte
edilebilen ve kontamine olabilen ¢esitli potansiyel sorunlara neden olan organik ve inorganik

kimyasal tiirlerdir.

Leachables, normal kullanim kosullar1 altinda farmasétik preparatin, biyolojik tirtinlerin
ya da gidalarin iiretiminde ve depolanmasinda kullanilan bilesenlerin yiizeylerinden salinabilen
organik ve inorganik kimyasal tiirlerdir. Leachables, esas olarak normal kullanim kosullar

altinda formiilasyon ile dogrudan temasin bir sonucudur.

E&L testleri, genellikle malzeme ¢esidine, kullannom amacina ve endiistri
gereksinimlerine bagl olarak farklilik gosterebilir. E&L analizi, iiriin giivenligi ve kalitesi
acisindan kritik bir 6neme sahiptir, bu nedenle endiistri standartlar1 ve regiilasyonlara
uygunlugu saglamak adina diizenli olarak uygulanir. E&L analizlerinde belirlenen ve siklikla

karsilasilan baz1 zararli maddeler asagida verilmektedir (Sekil 1).
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Sekil 1. E&L analizi i¢in bilinen bazi zararli maddeler

Ilag sektdriinde E&L riskini degerlendirmede iyi planlanmis bir E&L calismasi ¢ok
onemlidir. E&L calismasi i¢in genel bir metot bulunmamakta olup, organik ve inorganik
numunenin fiziksel ve kimyasal 6zelligine gore yeni bir E&L metodunun gelistirilmesi

gerekebilir (Norword et al. 2009; Jenke 2007; Jenke 2014; Vandenburg et al. 1997).

E&L calismalari, farmasotik triinleri kontamine eden farmasotik kap-kapatma
sistemlerinden, tibbi cihazlardan, tibbi cihaz ambalajlarindan, proses ekipmani ve
ambalajlarindan gegebilecek potansiyel olarak zararli leachables safsizliklarin tanimlanmasi ve
miktariin belirlenmesi i¢in kritik Oneme sahiptir. Bu islem, hastanin sagligina risk
olusturabilecek ve 6nemli sorunlara neden olabilecek durumlar1 belirlemek i¢in onemlidir

(Jenke 2007; Jenke 2014)

E&L calismalarinda gesitli analitik sistemler kullanilmaktadir. Calisilmasi planlanan
tiim numuneleri analiz etmek i¢in valide edilmis analitik yontemler gereklidir ve her iki ¢alisma
icin de kullanilabilir. Analizi yapilacak olan analitin tiirine gore asagida kullanilan temel

analitik yontemler gésterilmektedir (Sekil 2).
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Sekil 2. E&L calismalarinda kullanilan temel analitik yontemler
Safsizhklarin Kaynagi: Plastik Malzemeler

E&L analizlerinin temel aragtirma konularindan biri plastik ve elastomerik bilesenlerdir.
Bunlar monomerler, polimerik baslaticilar, plastiklestiriciler, antioksidanlar, miirekkep ve
yapistiricilar (etiket), bozunma tirtinleri (sentez, saklama ve sterilizasyon sartlarindan kaynaklr)

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Plastiklerde kullanilan katki maddeleri ise antioksidanlar, stabilizorler, ylizey aktif katki
maddeleri, statik ve antistatik (elektrostatik) yiik katki maddeleri, bugu 6nleyici (antifogging)
maddeler, antiblokaj maddeler, ¢cekirdeklestirici maddeler, yaglayicilar, etki degistiriciler, islem
yardimcilari, biyositler, plastiklestiriciler, kopiirtiicii maddeler, organik peroksitler, alev

geciktiriciler, dolgu maddeleri ve renklendiricilerden olusmaktadir (Subramanian 2013).

Antioksidanlar, plastiklestiriciler, renklendiriciler, metal katalizorler, polimer ve
bozunma {riinleri gibi potansiyel leachables kaynaklarmi belirlemek icin ekstractables
caligmalari ile ekstrakte edilebilir bilesenlerin profili elde edilmelidir. Farmasotik paketleme,
ilag dagitim sistemleri ve implante edilebilir tibbi cihazlar, kullanilan plastik, polimer, kauguk
veya cam malzeme karigimlari, basili yiizeyler ve kaplamalardan dolayr ¢ok fazla farmasdtik
preparatlarda istenmeyen girisim kaynagi bulunmaktadir. E&L ¢alismalarini yiiriitiirken 6zel
olarak farmasétik preparatin icinde bulundugu ambalaj ve iiretim kosullar1 dikkate alinarak

calismanin planlanmasi kritik 6nem tagimaktadir (Marturano et al. 2017)
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fla¢c Kaplar1 ve Modern fla¢c Tasima Sistemlerinde Kullanilan Plastik Malzemeler

Ilag kaplar1 ve modern ilag tasima sistemleri, her ne kadar ilac1 korumak amaciyla
kullanilsalar da aslinda kendileri de ilaglar i¢in potansiyel safsizlik kaynagi olabilirler (Sekil 3)
(Agilent Technologies).

Farmasotik kullanima yonelik kaplarin imalatinda ¢esitli malzemeler kullanilmaktadir.
Bu malzemelerin kullanimi ayn1 zamanda tibbi ve cerrahi amagclarla kullanilan nesnelerin bir
kisminin veya tamaminin imalatinda da distiniilebilir. Avrupa Farmakopesi (European
Pharmacopoeia, EP) ‘inde agiklananlarin disinda kullanilan malzemeler ve polimerler de yetkili

kurumlarin onayina tabi olarak kullanilabilir (EP 2019).

Sekil 3. Ilac kaplar1 ve modern ilag tasima sistemleri

Son yillarda, gelisen teknoloji ve farkindaliklar dogrultusunda karsilagilan sikintilara
istinaden; Tiirkiye ilag ve T1bbi Cihaz Kurumu (TITCK), ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA) ve
Avrupa Ilag Degerlendirme Ajans1 (EMA) otoriteleri tarafindan, farmasétik ilag iiriinlerindeki
E&L maddeler ile ilgili artan endiseler sonucunda regiilasyon ¢alismalar1 i¢in yeni
zorunluluklar ortaya ¢ikmistir. Bu endisenin en biiyiik nedeni sivi ilag {iriinleri i¢in siirekli
olarak ambalaj ile etkilesimi sonucu ilaca sizabilecek (Leachables) veya etkilesime girebilecek
olan ambalaj ekstrakte maddelerinin (Extractables) toksikolojik etkileridir (Chang et al. 2016;
EMA 2005; US FDA 1999).

[lag ambalajlarinda kullanilan plastik, polimer, kauguk veya cam malzeme karigimlari,
baskili ylizeyler ve kaplamalar ilaclarin 6zelliklerine gore secilmelidir. E&L ilag iiriinlerinin
kontaminasyonuna yol agabilecek yabanci maddeleri tanimlasa da bunlarin karakterizasyonunu

ve ayni zamanda ikisi arasindaki farki anlamak 6nemlidir (CDER 21CFR211.94; CDER 2011).



Plastik

Plastikler, polimer ad1 verilen biiyiik molekiil zincirlerinden olusan sentetik veya yari
sentetik malzemelerin genel adidir. Bu polimer zincirleri, monomer adi verilen kiiglik
molekiillerin birlesmesiyle olusur. Plastikler dogada hazir olarak bulunmazlar. Plastikler, belli
sicaklik ve basing altinda, katalizér kullanilarak monomerlerin reaksiyona girmesi sonucu
olusur. Plastikler ilk iretildiginde toz, regine veya graniil seklinde bulunmaktadir. Plastikler

temel olarak 2 ana baslikta incelenirler.

Termoplastikler, 1s1 uygulandiginda yumusayabilen ve sogutuldugunda tekrar
sertlesebilen malzemelerdir. Termosetting plastikler ise bir kez 1sitildiktan sonra sertlesen ve

bu durumu degismeyen malzemelerdir.

Plastik tiirlerinin yani sira giliniimiizde artan plastik kirliligini 6nlemek i¢in dogada
giines 15181 ve mikroorganizmalar tarafindan parcalanabilen Biyobozunur plastik tiirevleride

tiretilmeye baslanmistir.

Plastiklerin genis kullanim alanlar1 ve gesitliligi, onlar1 endiistriyel liretimde, tiiketim
malzemelerinde ve bir dizi diger uygulamada 6nemli kilmistir. Ancak, plastik atiklarin yonetimi
ve g¢evresel etkileri konusundaki endigeler, plastik kullaniminin siirdiiriilebilirligi konusunda
tartismalara neden olmustur. Bu nedenle, geri donlisiim ve ¢evre dostu plastik alternatiflerine

yonelik arastirmalar devam etmektedir (Anonim 2023a).

Plastikler, gesitli tiirlerde bulunabilirler ve her biri farkli 6zelliklere ve uygulama

alanlarina sahiptir. Baz1 yaygin plastik tiirleri sirasiyla verilmistir.

Polivinil Kloriir (PVC)

Polivinil kloriir (PVC), klor ve etilenin polimerizasyonu ile elde edilen bir termoplastik
polimerdir. Polietilen ve polipropilenden sonra diinyada en ¢ok iiretilen tiglincii sentetik plastik
polimerdir. PVC, genis bir kullanim alanina sahip olan ve endiistriyel olarak biiyiik dlglide
iiretilen bir plastiktir. PVC, esnek ve mukavemetli bir malzemedir. Bu 6zellikleri, PVC'nin
cesitli uygulamalarda kullanilmasin1 saglar. PVC, kimyasallara, asinmaya ve ¢esitli hava
kosullarina kars1 dayaniklidir. Bu 6zellik, dis mekan uygulamalari i¢in uygun olmasini saglar.
PVC, dogal olarak alev geciktirici 6zelliklere sahiptir, bu da yangima kars1 direngli oldugu
anlamina gelir. PVC, elektrik yalittm malzemesi olarak kullanilabilir. Bu 6zelligi, kablo ve
teller gibi uygulamalarda tercih edilmesini saglar. PVC hafif bir malzemedir, bu da taginabilirlik
ve islenme kolaylig1 saglar. PVC, farkli sekil ve boyutlarda tiretilebilir. Ekstriizyon, enjeksiyon
kaliplama ve dokiim gibi cesitli isleme yontemleri ile sekillendirilebilir. PVC'nin birgok

uygulama alani vardir, bunlar arasinda insaat malzemeleri (borular, paneller, pencere profilleri),
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tip sektoriinde kullanilan malzemeler, elektrik kablolari, otomotiv i¢ donanimlar, giyim ve
ayakkabi gibi sektorler bulunmaktadir. PVC, geri doniisiime uygun bir malzemedir ve geri
doniisiim tesislerinde islenebilir. Bu, siirdiiriilebilirlik agisindan onemli bir 6zelliktir. Ancak,
PVC iiretiminde kullanilan bazi1 kimyasallarin ¢evresel etkileri ve PVC'nin yanma sirasinda
zehirli gazlar agiga ¢ikarmasi gibi ¢evresel endiseler de bulunmaktadir. Bu nedenle, PVC'nin

kullanim1 ve imalatinda g¢evresel etkileri azaltmak i¢in g¢esitli onlemler alinmaktadir (Anonim
2023f).

Polivinilkloriirde kullanilan plastik katki maddelerinin (PA, plastic additives)
maksimum 3 farkl: tiirde kullanilmak sartiyla her bir plastik katki maddesi i¢in limitleri asagida

sirastyla verilmistir (EP 2019).

Di (2-etilheksil) ftalat (di(2-ethylhexyl) phthalate, DEHP, PA 01): maksimum yiizde 40;

PA 02: maksimum yiizde 1;

PA 03: maksimum yiizde 1;

Epoksitlenmis soya yagi (Epoxsidizied soy bean oil, ESBO, PA 04) ve Epoksitlenmis keten

tohumu yag1 (Epoxsidizied linseed oil, ELSO, PA 05): ikisinin toplam1 maksimum yiizde 10.
Polietilen

Polietilen, diinyanin her yerinde kullanilan plastik ailesinin en biiyiikk ve en 6nemli
termoplastiktir. Polietilenin molekiiler zinciri CHz-'den olusur. Plastik endiistrisinde genelde
ismi kisaca PE‘dir. PE, 6zellikle ambalajlamada (plastik torbalar, plastik filmler, plastik siseler

gibi jeomembranlar) kullanilan bir termoplastiktir.

Polietilen, etilenin polimerizasyonu ile iiretilir. Radikalik, anyonik, iyon koordinasyon
ve katyonik polimerizasyon metotlar1 ile farkli tipte polietilen tiretimi yapilmaktadir. Polietilen
yogunluk ve kimyasal 6zelliklerine gore farkli formlarda bulunabilir. Bu formlar sirasiyla

asagida verilmistir;
UHMWPE (ultra yiiksek molekiiler agirlikli PE)
HDPE (ytiksek yogunluklu PE)
HDXLPE (yliksek yogunluklu ¢apraz baglh PE)
PEX (¢apraz bagli PE)
MDPE (orta yogunluklu PE)

LDPE (diisiik yogunluklu PE)



LLDPE (lineer bagh diisiik yogunluklu PE)
VLDPE (¢ok diisiik yogunluklu PE)

Farkli formlarda iiretilselerde genel olarak polietilenler dis ortam kosullarina ve neme
kars1 iyi direng gosterirler. Polietilenler esneklik, zayif mekaniksel kuvvet, listiin kimyasal

direng, diisiik maliyet ve kullanigli olduklar1 i¢in bir¢ok yerde kullanilirlar (Anonim 2023b).

Polietilenlerde kullanilan plastik katki maddelerinin maksimum 3 farkli tiirde
kullanilmak sartiyla her bir plastik katki maddesi i¢in limitleri asagida sirasiyla verilmistir (EP
2019).

Biitillenmis Hidroksitoluen (Butylated Hydroxytoluene, BHT,PA 07): maksimum yiizde 0.125;
Hostanox 03 (PA 08): maksimum yiizde 0.3;
Irganox 1010 (PA 09): maksimum yiizde 0.3;
Irganox 1330 (PA 10): maksimum yiizde 0.3;
Irganox 1076 (PA 11): maksimum yiizde 0.3;
Irgafos 168 (PA 12): maksimum yiizde 0.3;
Irganox 3114 (PA 13): maksimum yiizde 0.3;
PA 14: maksimum yiizde 0.3;

PA 15: maksimum yiizde 0.3;

Irganox PS 800 (PA 16): maksimum yiizde 0.3;
Irganox PS 802 (PA 17): maksimum yiizde 0.3;
Stearik asit (PA 19): maksimum yiizde 0.5;
Oleamit (PA 20): maksimum yiizde 0.5;

Erukamit (PA 21): maksimum yiizde 0.5;

Polipropilen

Polipropilen, dogrusal hidrokarbon zincirlerinden olusur ve 6zellikleri bircok agidan
polietilene benzer. Iyi yiizey sertligi, ¢izilmelere ve asmmalara karsi direng, miikemmel
elektriksel 6zellikler gibi 6zelliklere sahiptir. Polipropilen, diisiik yogunluk, yiiksek yumusama
noktasi, iyl esneme Omrii ve sterilize edilebilirligi gibi 6zelliklere sahip oldugu igin kiiresel
tilketimi artmistir. Endiistriyel uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Kimyasallara

kars1 inertligi, elyaflarin boyanmasini, filmlerin basilmasini ve boyanabilirligi gibi 6zellikleri,



bazi endiistriyel uygulamalarda kullanimini engeller. UV 1s1nina dayaniminin az olmasi, yiiksek
termal genlesme, boya ve kaplamasi zor olmasi, dis hava sartlarina dayaniminin az olmasi,
oksitlenme ve yanicilik dezavantajlari arasinda yer alir. Polipropilen, yiiksek oranda
kristallesebilen, diisiik maliyetli ve denge mukavemetli bir polimerdir. Bu 6zellikleri, kompozit

imalatlar alaninda ve miihendislik uygulamalarinda potansiyel uygulamalar sunmaktadir

(Anonim 2023c).

Polipropilenlerde kullanilan plastik katki maddelerinin maksimum 3 farkli tiirde

kullanilmak sartiyla her bir plastik katki maddesi i¢in limitleri asagida sirasiyla verilmistir (EP
2019).

BHT: maksimum yiizde 0.125;
Hostanox 03: maksimum yiizde 0.3;
Irganox 1010: maksimum ytizde 0.3;
Irganox 1330: maksimum yiizde 0.3;
Irganox 1076: maksimum yiizde 0.3;
Irgafos 168: maksimum yiizde 0.3;
Irganox 3114: maksimum yiizde 0.3;
PA 14: maksimum yiizde 0.3;

PA 15: maksimum yiizde 0.3;

Irganox PS 800: maksimum yiizde 0.3;
Irganox PS 802: maksimum yiizde 0.3;
Stearik asit: maksimum yiizde 0.5;
Oleamit: maksimum yiizde 0.5;

Erukamit: maksimum yiizde 0.5;

Polietilen tereftalat

Poli(etilen tereftalat) (PET), mesrubat siseleri gibi uygulamalarda yaygin olarak
kullanilan bir miihendislik plastigidir. PET ilk olarak elyaf olusturan bir malzeme olarak
tamtilmustir. Uretilen en yiiksek hacimli poliesterdir ve filmler, elyaflar ve ambalajlar gibi ¢ok
sayida uygulamada kullanilir. PET, tereftalik asit veya dimetil tereftalatin etilen glikol ile
polimerizasyonu sonucu elde edilir. PET, poliester ailesinden termoplastik polimerdir. PET

ayrica seffafligi, termal stabilitesi, kimyasal direnci ve miikkemmel bariyer 6zellikleri nedeniyle
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enjeksiyon kaliplamada tek kullanimlik siseler i¢in biiylik 6nem tasiyan bir malzeme olarak
kullanilir. Ayrica gida, siit iriinleri vb. ambalajlarinda da kullanilmast PET pazarinin
biiyiimesine yol agmustir. PET, diinya polimer iiretiminin yaklagik %18'ini olusturur ve
polietilen (PE), polipropilen (PP) ve polivinil kloriir'den (PVC) sonra en fazla tiretilen dordiincii

polimerdir. PET monomer etilen tereftalatin tekrarlayan polikondenzasyon metoduyla iiretilir.

PET’ in en dnemli 6zelligi tamamen geri doniisebilmesidir. Diger plastiklerden farkli
olarak polimer zincirleri sonraki kullanimlar icinde eski halini alir. Islenmemis haliyle PET
renksiz, yar1 kristal bir yapidadir. islenme sekline bagli olarak PET sert ve dayamklilir. PET,

Kloroform ve toluen gibi bazi ¢oziiclilere maruz kaldiginda beyazlagsmaktadir (Anonim 2023d).

Poliamid (Naylon)

Naylonlar, miihendislik termoplastikler arasinda yaygin olarak kullanilan bir tiirdiir.
Ancak saf naylonlarin mekanik 6zelliklerinde sinirlamalar, diisiik 1s1l bozulma sicakligy, yiiksek
su emme ve boyut kararsizligi gibi sorunlara yol agabilir. Poliamid, ticari olarak kaprolaktamin
anyonik halka agma polimerizasyonuyla tiretilen bir miithendislik termoplastigidir. Bu iiretim
yontemi, naylonun belirli 6zelliklerini belirler. Naylonlar, dis fircalari, giysi filamentleri,
otomobil endiistrisinde kendinden yaglamali digliler ve rulmanlar gibi birgok uygulamada
kullanilir. Naylon 6, yiiksek mekanik mukavemete ve yiiksek sicakliga kars1 daha i1yi dirence
sahiptir. Naylon, omurgasi boyunca amid gruplarinin varligi nedeniyle molekiiler diizeyde
hidrojen baglarina sahiptir. Su, asit ve alkali ¢dzeltileri tarafindan etkili bir sekilde emilse de,
bir¢ok organik ¢dziicliniin taginmast i¢in uygun oldugu kanitlanmistir. Naylon, asitler ve alkali
cozeltilerle hidrolize ugrayabilir. Cevresel etkilere maruz kalma durumunda renk bozulmasi,
cekme mukavemetinde ve molekiil agirhiginda azalma gibi degisikliklere neden olabilir.
Naylon, giines 1s1gma kars1 dayaniklidir ve kisa dalga boylu giines UV 1sinimin1 absorbe
edebilir. Naylon, 1938'den bu yana tekstil elyaflari, endiistriyel kartlar, miihendislik
uygulamalari, hali, plastik disli ve burg, elektrikli parcalar, olta ve halat iiretimi gibi bir¢ok

alanda yaygin olarak kullanilmaktadir (Anonim 2023e).

Polikarbonat

Polikarbonat, ticari agidan 6nemli bir mithendislik termoplastigi olup, seffaflik, boyutsal
stabilite, alev direnci, yiiksek 1s1l bozunma sicakligi, yiiksek darbe dayanimi ve neme karsi
duyarsizlik gibi bir dizi farkli 6zellige sahiptir. Polikarbonat, seffaflik ve darbe dayanimi
gerektiren bircok uygulamada yaygin olarak kullanilir. Ornek uygulamalar arasinda én camlar,

kanopiler, goriis bloklari, yiiz siperlikleri, gozliikler ve lensler bulunmaktadir.



Bisfenol-A bazli poliester olan polikarbonat, seffaflik, dayaniklilik, termal stabilite ve
boyutsal stabilite gibi benzersiz 6zelliklere sahiptir. Bu 6zellikler, ¢esitli uygulamalarda faydali
kilar. Polikarbonatin o6zellikleri, kompakt diskler, isyan kalkanlari, vandalizme dayanikli
camlar, bebek biberonlari, elektrikli bilesenler, giivenlik kasklar1 ve far mercekleri gibi birgok
alanda kullanilmasin1 miimkiin kilar. Polikarbonatin yiiksek erime viskozitesi, islemin yiiksek
sicakliklarda gerceklestirilmesini gerektirir. Bu polimer, mekanik ozelliklerin ve iyi 1s1
stabilitesinin ¢ekici bir kombinasyonunu sunar. Polikarbonat, endiistriyel ve laboratuvar
uygulamalarmin yani sira ev esyalarinda da yaygin olarak kullanilir. Ornegin, kirilmayan veya
15181 yansitan pencereler, gozliik ve giines gozligii camlari, CD'ler ve otomobil far camlari gibi

tirtinlerde bulunabilir (Anonim 2023g).

Poli (etilen-vinil asetat)

Poli(etilen-vinil asetat), etilen ve vinil asetat karigimlarinin kopolimerizasyonuyla elde
edilir. Poli(etilen-vinil asetat), toplam parenteral beslenme preparatlari igin kaplar ve tiiplerin
imalatinda kullanilabilir. Ancak, kullaniminda belirli igerik simirlamalar1 vardir. Ornegin, vinil

asetatin igerigi kaplar i¢in ytlizde 25'1, borular i¢in yiizde 30'u agmamalidir.

Polimerin islenmesini veya 6zelliklerini optimize etmek icin katki maddeleri igerebilir.
Ancak, bu katki maddelerinin kullaniminda belirli sinirlamalar vardir. Ornegin, belirli
antioksidanlardan her bir madde i¢in maksimum yiizde 0.125 ila 0.5 arasinda degisen limitlere
sahiptir. Belirli plastik katki maddelerinin (BHT i¢in yiizde 0.125, Irganox 1010, Irganox 1330,
Irganox 1076 ve Irgafos 168 i¢in yiizde 0.2, Stearik Asit, Oleamit, Erukamit i¢in maksimum
limit yiizde 0.5'tir) maksimum yiizde limitleri verilmistir. Bu bilgiler, poli(etilen-vinil asetat)
polimerinin iiretiminde, kullaniminda ve igerdigi katki maddelerinin limitlerinde uygulanacak

standartlar1 ve sinirlamalar1 belirtir (EP 2019).

Elastomer

Elastomer, elastik 6zelliklere sahip bir polimer malzeme tiiriidiir. Bu malzeme, dogal
veya sentetik olarak iiretilebilir ve genellikle esnek, yumusak, elastik ve sekil degistirebilir
ozelliklere sahiptir. Elastomerler, sicaklik, basing ve diger cevresel etkenlere karsi direng

gosteren, gerilip ¢ekilebilen ve orijinal sekline donebilen malzemelerdir.
Elastomerlerin 6zellikleri sunlardir:

1. Uygulanan gerilme veya deformasyon sonrasinda orjinal sekillerine geri donebilen

elastik ozelliklere sahiptir.
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2. Genellikle esnek ve yumusak malzemelerdir, bu nedenle cesitli uygulamalarda

kullanilmaktadir.

3. Kimyasal etkenlere, asinmaya ve ¢esitli cevresel faktorlere karsi direng gosteren

Ozelliklere sahiptir.

4. Elektriksel ve termal izolasyon ozellikleri, elastomerleri elektronik ve elektrik

uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan bir malzeme yapti.

5. Dogal elastomerler, kauguk gibi bitkisel kaynaklardan elde edilebilecegi gibi, sentetik

elastomerler de 6zel uygulamalara yonelik olarak tasarlanabilir.

Elastomerler, otomotiv endiistrisinden tibbi ekipmanlara kadar bir¢ok farkli uygulama
alaninda kullanilir. Ornekler arasinda lastikler, conta malzemeleri, esnek kaplamalar, conta
elemanlar1 ve diger bir¢ok iirlin bulunmaktadir. Elastomerlerin 6zellikleri, kullanim amacina ve

uygulama gereksinimlerine bagli olarak degisebilir (EP 2019).

Kaucuk Kapaklar

Kaucuk kapaklar, makromolekiiler organik maddelerin uygun katki maddeleri
kullanilarak vulkanizasyon yoluyla elde edilen elastomer malzemelerden yapilmistir. Bu
malzemeler, kimyasal sentez yoluyla elde edilen dogal kokenli polimerlerdir. Flakonlar i¢in
tipalar, sizdirmazlik diskleri, kartuslar i¢in piston tipalari, siringalar i¢in kauguk u¢ kapaklari,
igne koruyucular1 ve piston tipalar1 gibi gesitli kauguk kapaklar1 kapsar. Elastomerlerin ve
cesitli katki maddelerinin se¢imi, bitmis {iirlin icin gereken 6zelliklere baglidir. Bu katki
maddeleri arasinda vulkanizatorler, hizlandiricilar, stabilizatorler ve pigmentler bulunmaktadir.
Spesifikasyonlar, farkli tiirdeki kauguk kapaklari kapsar. Bu tiirler arasinda kaplamali kapaklar,
iki katmanli contalar ve yaglanmis kapaklar yer almaktadir. Her bir tiir, belirli 6zellikleri

karsilamak amaciyla tasarlanmaistir.

Kauguk kapaklar, tip I ve tip II olmak {izere iki tipe ayrilir. Tip I kapaklar daha siki
gereksinimleri karsilar ve genellikle tercih edilirken, tip I kapaklar 6zel kullanimlara uygun

mekanik 6zelliklere sahiptir, ancak tip I kadar agir gereksinimleri karsilayamaz.

Kauguk kapaklar elastik, yar1 saydam veya opaktir. Genellikle belirgin bir renge sahip
degildir. Kimyasal 6zellikleri nedeniyle tetrahidrofuran i¢inde ¢oziinmezler. Kauguk kapaklar
homojendir ve genellikle parlama ve yabanci maddelerden armndirilmistir. Bu bilgiler, sulu
parenteral preparatlar i¢in kullanilan kauguk kapaklarin tiretim siireci, 6zellikleri ve farkli tipleri

hakkinda genel bir anlayis saglar (EP 2019).
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Bromobiitil Kaucuk

Bromobiitil kauguktan yapilmis bir tipa veya kapak anlamima gelmektedir. Bu tiir
tipalar, 6zellikle farmasotik ve biyoteknoloji endiistrilerinde ilag siselerinin ve kaplarinin

kapatilmasi i¢in kullanilir.

Bromobiitil kauguk, biitil kauguk tiirlerinden biridir ve 6zellikle iyi bir sizdirmazlik
ozelligine sahiptir. Bu 6zellik, 6zellikle hassas ilaglarin, 6zellikle biyolojik ilaglarin korunmasi
icin onemlidir. Bromobiitil tipalar, ilacin dis etkenlere kars1 korunmasini ve {iriiniin hijyenik

kosullarda saklanmasini saglamak amaciyla kullanilir.

Bu tiir kapaklar, farmasotik iireticilerin ve ilag paketleme tesislerinin iiretim
stireglerinde yaygin olarak kullanilir. Elastik 6zelliklere sahip olmalari, tipalarin siselerin
agizlara sikica oturmasini saglar, boylece ilacin kontamine olmasini 6nler. Ayni zamanda, bu
tipalar, ilaglarin oksijen, nem ve diger dis etkenlere maruz kalmadan daha uzun siire

dayanmasina yardime1 olabilir.

Bromobiitil tipalar, genellikle ila¢ paketleme endiistrisinde kalite kontrol ve giivenlik
standartlarina uyumlu bir sekilde iiretilir. Bu tiir tipalarin kullanilmasi, ilag¢ iiriinlerinin

kalitesini ve stabilitesini korumak i¢in 6nemli bir unsurdur (Anonymous, 2023a).

E&L Calismasinin Planlamasi
E&L caligmasinin planlamasi yapilirken asagidaki adimlar izlenmektedir.

1. Tlacin iiretim siirecinde kullanilan sistemlerin malzeme &zelligi ve ambalaj igin kullanilan

malzeme hakkinda bilgi toplanmasi,

2. Numune alimi, numune hazirlamak i¢in ekstraksiyon ve analizler i¢in uygun olan analitik

degerlendirmeleri igeren bir ¢alisma protokoliiniin belirlenmesi,

3. Yapilan analizlerin sonucunda tayin edilen, bilinen veya yeni bilesiklerin

degerlendirilmesinin yapilmasi
4. Leachables’in tespiti, tanimlanmasi, miktarimin tayini ve toksikolojik sinir degerinin
belirlenmesi

Ila¢ Sektoriinde E&L Calismalar

Bir ilacin iiretim asamasindan baslayip, paketleme sisteminden farmasotik {irtinlere
gecebilecek olan sizintilarin, iriinin raf Omrii boyunca tanimlanmasi ve izlenmesi
gerekmektedir. Elde edilen tim verilerin sonucuna gore toksikolojik bir degerlendirme

yapilmasi gerekmektedir. Bu islem hasta giivenligini saglamak igin kritik Gneme sahiptir.
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E&L calismalari, genel olarak sivi ilag iirlinlerin iiretiminde kullanilan; filtrelerden
baslayarak tek kullanimlik torbalar, hortumlar, metal ylizeyler, baglanti parcalari, vial
kapaklari, siringa pistonlari vb., irlinle temas eden tiim pargalarin her birinden iiriine kontamine
olabilecek safsizliklar1 belirlemek i¢in yapilmaktadir. Bu nedenle sivi ilag iiretim asamasinda
kullanilan filtreler dahil olmak iizere, iirliniin temas ettigi tiim parcalarin ¢ok dikkatli bir sekilde

secilmesi gerekmektedir.

Ozellikle enjeksiyonluk iiriinler, oftalmik iiriinler ve inhalasyon {iriinleri gibi sivi
irtinlere kontamine olabilecek safsizliklar, hasta sagligi agisindan ¢ok biiyiik riskler
olusturabilmektedir. Bu riskler yerel ve uluslararasi otoriteler tarafindan ciddi bir sekilde

incelenmektedir.

Ilag endiistrisinde, farmasotik preparatin temas ettigi yiizeyler ve iiretim asamasindan
kaynakli safsizliklar ile ilgili yasanan sorunlara ilk olarak, kaugugun tipa olarak kullanilmaya
baslandigr 1920’lerin basina dayanmaktadir. Bu yillarda iretilen {iriinlerin igerigindeKi
koruyucu ve stabilizér maddelerin plastik ile temasi ciddi oranda azaldigi belirlenmis ve bu

durum 1950’lere kadar siiren ciddi kaygilara neden olmustur.

1950"erden itibaren analitik teknolojilerin gelismesi, endiistride kullanilan {iriinlerin
kalitesinin arttirilmasina ve giivenilirliginin saglanmasina yonelik 6nemli bir adim olmustur.
Analitik teknikler, 6zellikle ilag endiistrisinde iiriin kalitesini kontrol etmek ve gelistirmek igin
kullanilmistir. Bu donemde, iiriinlerde goriilen gorsel deformasyonlarin kaynaginin iiriine sizan
safsizliklar oldugunun anlasilmasi, iiretim siireclerindeki kontroliin artmasina ve kalite
yonetiminin daha etkin bir sekilde gerceklestirilmesine olanak tanimustir. Ozellikle, 1970'lere
kadar olan stiregte, "Leachables" olarak adlandirilan, iirlinden ¢6ziinen veya gecen maddelerin
neden oldugu sorunlar raporlanmistir. Bu safsizliklarin sebep oldugu problemler arasinda

stearat iceren ¢oOkeltiler ve aktivitesi diisen penisilin gibi istenmeyen durumlar 6ne ¢ikmuigtir.

Sivi ilag tiretiminde E&L konusu, 6zellikle filtre kartuslar: gibi tiretim ekipmanlarinin
kullaniminda 6nemli bir endise kaynagidir. 1970'lerin ortalarinda yapilan arastirmalar, 6zellikle
reginelerin kullaniminin kritik bir Leachables kaynagi oldugu tespit edilmistir. Bu donemde,
filtre kartuslar1 genellikle reginelerle birlestirilmisti ve bu durum iriinlerde istenmeyen
maddelerin olusmasina neden olabiliyordu. Bu sorunu ¢dézmek igin, dnce eritme yontemi
kullanim1 ve daha sonra ultrasonikasyon ile pargalarin birbirine kaynatilmasi gibi yeni iiretim
teknikleri gelistirilmistir. Bu yontemlerle, filtre kartuglarinin tiretiminde kullanilan malzemeler
arasindaki temast azaltmak ve dolayisiyla Leachables olusumunu en aza indirmek
amaglanmistir. Giiniimiizde, E&L konusunda biling ve anlayis artmis durumda ve farmasotik

endiistrisi, bu tiir potansiyel kontaminasyonlar1 kontrol etmek ve minimize etmek i¢in ¢esitli
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stratejiler gelistirilmistir. Ancak, malzeme teknolojisinin hizla gelismesi ve stirekli olarak yeni
iriin ve iretim yontemlerinin ortaya ¢ikmasi, bu konuda siirekli bir dikkat gerektirmektedir.
Gliniimiizde, bu alanda yapilan arastirmalar ve gelistirmelerle birlikte, E&L konusundaki

sorunlarla miicadele etmek i¢in daha etkili stratejiler ve teknikler gelistirilmektedir.

Gegtigimiz yillarda yasanan olaylar dnemli bir saglik sorununa neden olmustur. EPREX
(Janssen-Cilag, Isvicre) adli anemi tedavisinde kullanilan bir biyolojik iiriinde yasanan sorun,
tirtin formiilasyonunda yapilan bir degisiklik sonrasinda ortaya ¢ikmistir (Sekil 4). 2002 yilinda,
irlinlin formiilasyonunda bir degisiklik yapilmis ve bu degisiklik sonucunda siringa kaynakli
bir kimyasal safsizlik meydana gelmistir. Bu safsizlik sonucunda, hastalarda ciddi bobrek
sorunlarma yol agmistir. Ileri derecede bdbrek yetmezligi, bu durumla iligkilendirilen en ciddi

saglik sorunlarindan biri olarak tespit edilmistir.

3 EPREX" 4000

~<& alfaepoetind

Sekil 4. EPREX (Cilag,isvigre) adli {iriin

Gida ve Ilag Idaresi (FDA) verilerine gore 2012-2014 yillar1 arasinda gergeklesen 2061
iirtin geri ¢agirma vakasi, E&L konusundaki endiselerin somut bir gostergesidir. Bu vakalarin
sayisindaki artig, bu tlir kontaminasyon olaylarinin ciddiyetini vurgulamaktadir. Geri ¢cagirma
vakalari, ilag tirtinlerindeki gilivenilirlik ve kalite kontrolii konularinin ne kadar kritik oldugunu
gostermektedir. Bu tiir veriler, ilag endiistrisinin siirekli olarak iiretim siireglerini gozden
gecirmesi, yeni teknolojilere ve giincel regiilasyonlara uyum saglamasi gerektigini ortaya
koymaktadir. E&L konusundaki biling ve Onlemler, iiriin giivenligi ve hastalarin sagligi
acisindan biiyiik oneme sahiptir. Bu nedenle ilag endiistrisi, E&L konusundaki riskleri azaltmak

i¢in siirekli olarak aragtirmalar yapmakta ve onleyici stratejiler gelistirmektedir.

llag endiistrisindede risk degerlendirmesi, ilag {iretiminin karmagikli§1 ve teknolojik
gelismelerin hizla ilerlemesi nedeniyle ¢ok 6nemli bir kontrol mekanizmasi haline gelmistir.
Ilag endiistrisindeki siireclerin ydnetimi ve kalite giivencesi, Ar-Ge, iiretim, kalite kontrol,
miithendislik gibi farkli departmanlarin bir araya gelip is birligi yapmasii gerektiren
biitliinlesmis bir yaklasimi igerir. Bu noktada, departman temsilcileri arasindaki is birligi ve

iletisim, potansiyel riskleri belirleme ve ele alma siirecinde kritik bir rol oynamaktadir.
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Bu ¢alismalar sonucunda, iiriin ile temas eden pargalarin (konteynerler, kaplar, filtreler,
vb.) iireticisinden alinan Extractables degerleri, iiriin giivenligi ve kalitesi agisindan kritik bir
Ooneme sahiptir. Extractables, malzemenin {iriinle temasi sonucu ¢dziinen veya gegen maddeleri
ifade eder. Bu maddeler, iiriinlin i¢ine gegebilir ve Leachables olarak bilinen istenmeyen

maddelerin olusmasina neden olabilmektedir (Anonim, 2023h).

Harmanlanan verilerin toplanmasi ve sonuglara gore toksikolojik bir degerlendirme
yapilmasi, olasi riskleri belirlemek ve bunlara karsi 6nlemler almak kritik bir siirectir. Bu siireg,
iriinlin raf 6mrii boyunca karsilasabilecegi cesitli kosullar1 ve olasi kontaminasyonlari

degerlendirmeyi amaclar.

Bunun anahtari, arastirilan {iriin i¢in giivenlik kaygi esigi (Safety Concern Threshold
(SCT)) belirlenmesidir. Uriin Kalitesi Arastirma Enstitiisii (Product Quality Research Institute
(PQRY)) tarafindan E&L calismalari igin risk tablosu tanitilmistir ve bu tablonun altinda tek bir
karsinojenik veya baska bir sekilde bir giivenlik endisesi olusturabilecek etkileri olan maddeler

ortaya ¢ikarilmistir.

SCT‘y1 onemli oOlciide etkileyen iki faktor vardir. Bunlar uygulama yolu ve iiriin
ambalaj1 ile temasin derecesidir. Incelenmekte olan farmasotik iiriine sizabilir tiirlerden risk

atamak i¢in asagidaki matris gelistirilmistir.

Aerosoller ve enjektabllar gibi lirtinler en ytiksek iliskili riske sahipken, oral tabletler ve

kapsiiller en diisiik riske sahiptir.

PQRI, diisiik riskli SCT’nin 0.15 pg / giin olarak belirlenmesini, yiiksek riskli SCT nin
ise 1,5 pg/giin olarak belirlenmesini tavsiye etmistir. Her ikisi de toksikolojik ve giivenlik

acisindan gerekcelendirilmistir.

Kisa siireli maruz kalma veya yasami tehdit eden bir durumun tedavisi gibi belirli
kosullar altinda, SCT’nin 1,5 pg/giin'in iizerine ¢ikarilabilir (Ball et al. 2007; Leachables,
PQRI 2006).

Analitik Degerlendirme Esigi (Analytical Evaluation Threshold (AET): SCT'yi temel
alir. Bir kimyagerin belirli siiziilebilir veya ekstrakte edilebilir maddeyi tanimlamaya baslamasi
ve potansiyel toksikolojik degerlendirme i¢in raporlamasi gereken esik degeridir. AET, s1zint1

yontemleri i¢in gereken minimum hassasiyeti gosteren bir kilavuz gorevi gorir (Paskiet et al.

2013).
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Arastirmanin Onemi ve Gerekcesi

Ilag sektorii, E&L ¢alismalari i¢in yontem gelistirme, validasyon, gercek numunelere
yontemin uygulanmasi ve sonuglarin yorumlanmasi konusunda bilgi birikimine ve tecriibeye
sahip nitelikli insan giicline ihtiya¢ duymaktadir. Bu amagla E&L calismalarinda ¢ok 6nemli
bir yeri olan ‘‘Farmasotik Preparatlarda Plastik Katki Maddelerinin LC-MS/MS ile Tayini i¢in
Yontem Gelistirme ve Validasyon: Extractables ve Leachables Calismalarina Uygulanmasi’’
bashikli tez konusu belirlenmistir. Bu tez kapsaminda ila¢ sektoriinde karsilasilan
problemlerden olan, insan sagligina risk olusturabilecek ve énemli sorunlara neden olabilecek
plastik katk1 maddelerinin s1vi kromatografisi- kiitle spektrometresi/ kiitle spektrometresi (LC-
MS/MS) ile tayini igin yeni bir metot gelistirilmesi, validasyonu ve E&L analizleri

hedeflenmektedir.
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KURAMSAL TEMELLER

Ulkemiz, 1 Ocak 2018 tarihinde Uluslararasi Ilag Denetim Birligine (PIC/S) tam iiye
olmustur. Bu tam iiyelik, Saglik Bakanhg Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu (TITCK)
tarafindan yapilan denetimlerin uluslararas1 gegerlilik kazanmasini saglamis ve iilkemizde
tiretilen ilaglarin kalite ve gilivenlik tescilinin onilindeki tiim engelleri ortadan kaldirmistir.
Boylelikle, yerli ilag sektoriiniin uluslararasi pazarlara girmesinin 6nii acilmigtir. Bu amagla
sanayi E&L analizlerinde deneyimli, yapilan bu analizleri yorumlayabilecek eleman ihtiyaci
duymaktadir. Bu tez konusu ile iilkenin ihtiyaci olan eleman yetistirilecek ve sanayide alaninda

yetkin kigiler istihdam edilecektir.

Son yillarda gelisen teknoloji ve farkindaliklara istinaden birgok otorite tarafindan E&L
calismalar1 hizlandirilmistir. Bu ¢alismalar dogrultusunda farmasétik preparatlarda belirlenen
plastik katki maddeleri de incelenmistir. Literatiirde bircok plastik katki maddesinin oldugu
bilinmektedir. Ilag¢ endiistrisinde karsilasilan EP’de belirlenen insan saglig1 icin tehdit unsuru
olabilecek 27 adet plastik katki maddesi (PA, Plastic Additive) tespit edilmistir. 27 adet plastik
katki maddesi i¢in asagida fiziksel ve kimyasal 6zellikleri verilmistir (EP 2019) (Sekil 5).
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0/\,C/\CH3
H CHs

(¢}

O

H, ,—CHs
OMCH3
di(2-ethylhexyl) phthalate
DEHP-Plastic Additive 01
Cy4H350, - [117-81-7]
MA:390.56 g/mol EN:-50 °C

(o} (o}
. _Zn
e~ Ao,
H CH,

He— H
zinc bis[(2RS)-2-ethylhexanoate]
Plastic Additive 02
C16H3004Zn - [136-53-8]
MA:351.8 g/mol EN:<-60 °C

Epoxidized soybean oil
ESBO-Plastic Additive 04
CsgHgsO1 - [8013-07-8]
EN:0 °C

Epoxidized linseed oil
ELSO-Plastic Additive 05
CsgHegO1; - [8016-11-3]
EN:N/A

OH
8 o
OH O o ™0
4 O
OH

CH3
ethane-1,2-diyl bis[3,3-bis(3-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)-

Butylated Hydroxytoluene
BHT-Plastic Additive 07
C15H,40 - [128-37-0]
MA:220.3 g/mol EN:70 °C

R 22
HyC CH, >
R—= HO
R R
CH,

4,4'4"-[(2,4,6-trimethylbenzene-1,3,5-triyl)tris(methylene)]-
tris(2,6-di-tert-butylphenol)
Irganox 1330 - Plastic Additive 10
Cs4H750; - [1709-70-2]
MA:775.2 g/mol EN:240-245 °C

HO. OTN\’TO
L

OH
1,3,5-tris[(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)methyl]-
1,3,5-triazine-2,4,6-(1H,3H,5H)-trione
Irganox 3114 - Plastic Additive 13
C4gHgoN30g - [27676-62-6]

MA:784.10 g/mol EN:218-220 °C

butanoate]
Hostanox 03 - Plastic Additive 08
CisoHgsOg - [32509-66-3]
MA:795.1 g/mol EN:167 °C

o)
CHj
o)
/\{\1:5
HO

octadecyl 3-(3,5-di-tert-butyl-4-
hydroxyphenyl)propanoate
Irganox 1076 - Plastic Additive 11
C35Hg20; - [2082-79-3]
MA:530.9 g/mol EN:50-55 °C

/O:><:O\

0-R P-0

\ /

H3CAH16 o d H:G\cHa

3,9-bis(octadecyloxy)-2,4,8,10-tetraoxa-3,9-
diphospha-spiro[5.5]Jundecane
Plastic Additive 14
C41Hg,0¢P; - [3806-34-6]
MA:733,03 g/mol EN:44-47 °C

H (0]
Hac)HmfN\/\N)kH/CHs
o m
N,N'-(ethane-1,2-diyl)dialcanamide
(with n and m =14 or 16)
Plastic Additive 03
[05518-18-3] / [00110-30-50]
MA:142.16 g/mol EN:141-143 °C

do | o] e,

Pigment blue 29 (CI 77007)
Plastic Additive 06
AlgNagO,,S;Sig
[57455-37-5](TSCA) / [101357-30-6](EINECS)

o
4 o CH,
R R
ro > _or  R—=HO

pentaerythrityl tetrakis[3-(3,5-di-tert-butyl-4-
hydroxyphenyl)propionate]
Irganox 1010 - Plastic Additive 09
C73H105042 - [6683-19-8]
MA:1177.6 g/mol EN:110-125 °C

Xy

tris(2,4-di-tert-butylpheny)phosphite
Irgafos 168 - Plastic Additive 12
C42Hg304P - [31570-04-4]
MA:646.9 g/mol EN:181-184 °C

Hac\/HTs/s—s\/ﬁ?gCH3

) d

( d Y i A

Plastic Additive 15
C36H74S; - [2500-88-1]

MA:571.10 g/mol EN:60-64 °C

Sekil 5. EP’de belirlenen plastik katki maddeleri (Plastic Additive)
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(o} o
HaC )K/\ /\)k CHs
didodecyl 3,3"sulfanedyldiprop "
Irganox PS 800-Plastic Additive 16
C3oH550,4S - [123-28-4]
MA:514.84 g/mol EN:40-42 °C

(0]
CH3
Stearic acid
Plastic Additive 19
C4gH360; - [57-11-4]
MA:284.48 g/mol EN:69.3 °C

OH
O
o n

copolymer of dimethyl butanedioate and 1-(2-
hydroxyethyl)-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-4-ol
Plastic Additive 22
(C15H29NO6), - [65447-77-0]

EN:>350 °C

o OY\/CHS
RO 0o
R= -hexyl
[0} OR y
OR o
Butyryl trihexyl citrate
Plastic Additive 25
CgH500g - [82469-79-2]
MA:514.69 g/mol EN:-55 °C

(0] (0]
HBC\HTB\OJK/\S/\)kO/\H]CGHB

dioctadecyl 3,3"-sulfanedyldipropanoate
Irganox PS 802-Plastic Additive 17
C4oHgs04S - [693-36-7]
MA:683.16 g/mol EN:65-67 °C

N
HZNWCHa
7 7

Oleamide
Plastic Additive 20
C4gH35NO - [301-02-0]
MA:281.48 g/mol EN:70 °C

CH
R*S\ S—-R

) s
H.Cor SN LCH e OV<HVCH3

bis[(2RS)-2-ethylhexyl][(dioctylstannanetriyl)bis-
(sulfanediyl)]diacetate
Plastic Additive 23
CacH7,04S,Sn - [26401-97-8] .,
MA:751.79 g/mol ( 3
R*S\ /S*R

HaC Sn\
S—-R
1,

tris[(2RS)-2-ethylhexyl][(octylstannanetriyl)tris-
(sulfanediyl)]triacetate
Plastic Additive 23
[26401-86-5]

o CHj
{H
OR oo CHy
RO OR
3
o] o] and enantiomer

Tris(2-ethylhexyl) trimellitate
Plastic Additive 26
C33H5405 - [3319-31-1]
MA:546.78 g/mol EN:-46 °C

H
_R- o CHs
/i!/ s

tetrakis(2,4-di-tert-butylphenyl) [1,1'-biphenyl]-
4,4'-diylbis(phosphonite)
Irgafos P-EPQ - Plastic Additive 18
CggHo20,4P - [119345-01-6]
MA:1035.43 g/mol EN:85-103 °C

Erucamide
Plastic Additive 21
C,,H 3NO - [112-84-5]
MA:337.58 g/mol EN:81 °C

o R, R': constitutional isomers of CgH4g

_R
()
O.
R
[¢]
mixture of constitutional isomers of diisononyl
(1E,2E)-cyclohexane-1,2-dicarboxylate
Plastic Additive 24
Cy6H4g0, - [166412-78-8]
MA:424.26 g/mol

CHj
{H

OR Rz\/‘<ﬁ/cH3
RO 3

o and enantiomer

bis[(2RS)-2-ethylhexyl] benzene-1,4-dicarboxylate
Plastic Additive 27
C,4H350, - [6422-86-2]
MA:390.56 g/mol EN:-48 °C

Sekil 5. EP’de belirlenen plastik katki maddeleri (Plastic Additive) (devam)
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Yapilan literatiir taramalarinda plastik katki maddelerinin analizine ydnelik bir¢ok

calismaya ulasilmistir.

C. Block ve arkadaslar1 20 adet plastik katki maddesinin analizini LC-MS ile
yapmuslardir. LC-MS sistemi kullanilarak farkli deneysel sartlarda plastik katki maddelerinin
kiitle spektrumlarinin  kiitiiphanesini  olusturmuslardir. Atmosferik basingli  kimyasal
iyonizasyon (APCI) iyonlastirm kaynagi kullanilarak pozitif ve negatif tarama modlarinda
calismiglardir. Kromatografik ayirimlari ters faz Cig kolon kullanmiglardir. LDPE (Diisiik
yogunluklu polietilen) filmlerinin eksraktlar1 ve farkli plastik katki maddelerinin karigimi
bilinmeyen olarak analiz edilmistir. 20 adet plastik katki maddesinden 15’1 %100 kesinlikle
tanimlamislardir (Block et al. 2006).

Gagandeep Singh ve arkadaslari, kiitle sistemleri kullanilarak oftalmik ilagta sizabilir
safsizliklarin tanimlanmasi i¢in plastik katki maddesi olan Irganox 1010 (PA 09)' un farmasétik
preparatta varligini tespit etmislerdir. Irganox 1010, kap kapatma sistemlerinde poliolefin
malzemelerin tiretiminde kullanilan yaygin bir ticari antioksidandir ve plastik katki maddesidir.
Calismalarinda, sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi ve gaz kromatografisi- kiitle
spektrometresi (LC-MS ve GC-MS) yontemlerini kullanarak depolama sirasinda bir oftalmik
ilag tirtiniinde Irganox 1010 ile ilgili iki sizabilir safsizlik belirlenmistir. LC-MS/MS metodunda
iki farkli safsizlik icin iki farkli metod olusturmuslardir. Ilk metodda ters faz Cis kolon
kullanilarak 0.4 ml/dk akis hiz1 ile ters faz gradient ayirim gergeklestirmislerdir. Elektrosprey
iyonlastirma (ESI) kaynagi kullanilarak negatif modda tarama yapmuislardir. Diger metodda ise
yine ters faz Cig kolon kullanilarak 0.4 ml/dk akis hiz1 ile ters faz izokratik ayrim
gerceklestirmiglerdir. APCI iyonlastirma kaynagi kullanilarak pozitif modda tarama
yapmiglardir. Her iki metotda da uygun voltaj uygulanarak molekiiler iyon pikleri ve

parcalanma iyon pikleri belirlenerek safsizliklar belirlenmistir (Singh et al. 2018)

Rainer Buchalla ve arkadaslari, yapmis olduklar1 ¢alismada Polietilen tereftalat (PET)
igeren bir numunenin LC-MS ile karakterizasyonu ger¢eklesmistir. Gama 1sinlari ile 1ginlanmig
polietilen tereftalatin diisitk molekiiler agirlikli bilesenlerini APCI iyonlagtirma kaynagi
kullanarak HPLC-MS sistemi ile analiz etmislerdir. Calismalarinda ters faz Cg kolon kullanarak
0.5 ml/dk akis hiz1 ile ters faz gradient ayirim gergeklestirmiglerdir. Ekstraksiyon islemleri
sonucu yapilan analizlerde PET igerisinde ugucu olamayan diisiik molekiil kiitleli par¢alanma
tirtinlerini tespit etmislerdir. LDPE, polipropilen ve polistiren gibi polimerlerde tanimlanan
parcalanma iriinleri (aldehitler, ketonlar, alkoller ve karboksilik asitler) radyasyonun neden
oldugu oksidasyon iiriinleri olarak PET ‘de de belirlemislerdir (Buchalla and Begley 2006).
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Sarah Trimpin ve arkadaslari, yapmis olduklar1 ¢calismada polimer ve polimer katki
maddelerinin  tanimlanmasi i¢in hizli bir ydntem olan Matriks destekli lazer
desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI) iyonlagtirma kaynagi kullanilarak analizler yapmislardir.
Polimerlerin hizli analizi i¢in ii¢ MS yontemini tartismislardir. Cok 6rnekli MALDI-MS diistik
molekiil agirlikli polimerlerin hizli analizine olanak saglayarak, atmosferik basing (AP) altinda
kati numunelerin analizini dogrudan katki maddesi analizi i¢in probe MS kulanmislardir.
Polimerlerin tanimlanmasi i¢cin APPy MS kulanmislardir. Sonraki yontemlerde polimerik
malzemenin bilesimine veya molekiiler agirhigina bakilmaksizin  bilgi sagladigini

belirtmislerdir (Trimpin et al. 2009).

Peter J. Lee ve arkadaglari, yaygin olarak bilinen polimer katki maddelerinin
belirlenmesine yonelik yapilan ¢alismada APCI iyonlastirma kaynagi ile pozitif ve negatif
modda tarama yaparak UPLC-MS/MS sisteminde 25 adet plastik katki maddesinin analizlerini
yapmislardir. Gelistirdikleri metotta ters faz Fenil kolon kullanilarak 0.8 ml/dk akis hiz1 ile
gradient ayirim gerceklestirmiglerdir. Her bir polimer katki maddesi i¢in uygun voltaj

uygulanarak molekiiler iyon ve par¢alanma iyonlarini belirlemislerdir (Lee and Gioia 2008).

Cristina Moreta ve arkadaslari, yapmis olduklar1 ¢alismada ambalaj malzemesinde
bulunan plastik katki maddelerini belirlemek i¢in uygun ekstraksiyon prosediirii olusturarak
yiiksek ¢oziintirliiklii kiitle sistemleri ile ambalajdan gelen plastik katki maddelerini tespit
etmiglerdir. UPLC-MS/TOF sisteminde APCI ve ESI iyonlastirma kaynaginda pozitif ve
negatif modda tarama yapmuslardir. Kromatografik ayirimlari ters faz C1g kolon kullanarak 0.4
ml/dk akis hiz1 ile gradient ayirim yaparak gergeklestirmislerdir. Gelistirmis olduklar1 metod
ile yapilan analiz sonucunda ambalaj malzemesinden gelen erucamide, Irgafos 168, oksitlenmis
Irgafos 168, Irganox 1076 ve Irganox 1010 tespit ettikten sonra Kkantitatif olarak
degerlendirmislerdir (Moreta and Tena 2015).

John D. Vargo ve arkadaslari, yapmis olduklar1 ¢alismada LC-MS ile plastiklerin
igerisinde bulunan antioksidanlar1 ve UV 1sik stabilizorlerini belirlemislerdir. LC-MS
sisteminde kimyasal iyonlastirma kaynagi kullanilarak yapilan analizde iki ayr1 metod
kullanmislardir. Arastirmacilar kullanmis olduklari iki ayr1 LC-MS metodunda 0.2 ml/dk akis
hizinda gradient ve izokratik ayirim gergeklestirmislerdir (Vargo and Olson 1985).

Ana Ballesteros-Gomez ve arkadaslari, plastiklerin igerisinde bulunan katki1 maddelerini
farklt numune hazirlama ve analiz metodlar1 kullanilarak Ugus Zamanli Sivi Kromatografisi-
Kiitle Spektrometresi (Q-TOF/LC-MS) ile belirlemislerdir. Farkli iyonlastirma kaynaklari
kullanmiglardir. Kromatografik ayirim ters faz Cig kolon kullanarak 0.3 ml/dk akis hizi ile

gradient eliisyonla yapmuslardir. Calisilan her bir plastik katki maddesi i¢in uygun voltaj
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uygulanmis molekiiler iyon ve pargalanma iyonlari tespit etmislerdir. Plastiklerin igerisinde
cesitli antioksidanlar, 1s1k stabilizatorleri, plastiklestiriciler ve alev geciktiricileri tespit

etmiglerdir (Ballesteros-Gomez et al. 2016).

Jesus Simal-Gandara ve arkadaslar1 gida ambalaj malzemelerinden gegebilecek
safsizliklarin tespiti i¢in Yyaptiklar1 derlemede, cesitli analitik sistemler ve metodlar
kullanildigint gdstermislerdir. Gelistirilen metodlar ile ambalaj malzemelerinden gidalara
gecen plastik katki maddelerinin analizlerini arastirmislardir. Yapmis olduklari bu derlemede
plastik katki maddelerinin gliniimiizde ve gelecekte insan sagligina verebilecegi zararlara

dikkat ¢ekmislerdir (Simal-Gandara et al. 2002)

Gabino Bolivar-Subirats ve arkadaslari, fabrikalarin ¢ok oldugu bir bdlgede bulunan
nehir suyundan alinan numune igerisinde plastik katki maddelerinin ¢ok yiiksek miktarda var
oldugunu HPLC-MS/MS ile tespit etmislerdir. Calismada 21 adet plastik katki maddesinin
tespiti icin HPLC-MS/MS sisteminde ters faz Cig kolon kullanilarak 0.4 ml/dk akis hiz1 ile
gradient ayirim gerceklestirmislerdir. ESI iyonlastirma kaynagi kullanilarak pozitif ve negatif
modda tarama yapmuslardir. Her bir plastik katki maddesi i¢in uygun voltaj uygulanarak
molekiiler iyon ve par¢alanma iyonlari belirlenmis olup atik sularda miktarlari tespit etmislerdir

(Bolivar-Subirats et al. 2020).

Ito ve arkadasglari, LC-MS/MS sistemini kullanarak PVC borulardan ilaglara mono- ve
di(2-etilheksil) ftalat gecisini yiiksek geri kazanimlarla belirlemislerdir. Turbo lonspray
iyonlastirma kaynagi kullanmiglardir. Kromatografik ayirimlar RP-18 GP kolon kullanilarak
0.2 ml/dk akis hizi ile gradient ayirim gergeklestirmislerdir. Mono- ve di(2-etilheksil) ftalat’a
ait molekiiler iyon ve pargalanma iyonlari belirlemislerdir. PVC ambalaj malzemesi igeren ilag
kaplarindan sizan mono- ve di(2-etilheksil) ftalat’in kantitatif analizini yapmislardir (Ito et al.
2005).

Jenke ve arkadaslari, parenteral ve oftalmik ilag tiriinlerine kap-kapatma sistemlerinden
sizabilen safsizliklar tespit etmek i¢in kullanilan gesitli analitik teknolojileri gostermek icin
derleme yapmislardir. Analizi yapilan kap kapatma sistemi, LDPE, polipropilen kapaktan,
elastomerik kapaktan, yapiskan etiketten (etiketleme) ve bir folyo iist torbadan (ikincil kap)
olusmustur. Yapilan bu ¢alismada kullanilan ambalaj malzemesine yonelik gesitli ekstraksiyon
metodlar1 sonucu (asidik, bazik ve organik ¢6ziicii sartlarinda) elde edilen ugucu, yar1 ugucu ve
ucucu olmayan ekstratlar i¢in Indiiktif Eslesmis Plazma- Kiitle Spektrometresi (ICP-MS), LC-
MS/MS ve GC-MS ile organik ve inorganik safsizliklarin analizleri yapilmislardir. Analizler
sonucunda ambalaj malzemelerinden gelen safsizliklarin miktarlarini tespit etmislerdir (Jenke
et al. 2017).
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Spektroskopik Yontemler

Spektroskopi, elektromanyetik 1sinlarla maddenin etkilesimini inceleyen bir bilim
dalidir. Bu etkilesim, atom, molekiil veya iyonlarin enerji seviyeleri arasindaki gegisleri

sirasinda absorbe edilen veya yayilan elektromanyetik radyasyonu igerir.

Spektroskopik yontemler, maddelerin 6zelliklerini analiz etmek ve tanimlamak
amactyla kullanilir. Bu yontemler, gesitli dalga boylarindaki elektromanyetik radyasyonun
kullanilmasiyla farkl bilgiler saglar. Spektroskopi, cesitli disiplinlerde 6nemli bir arastirma ve
analiz aracidir. Fiziksel kimyadan biyokimyaya, malzeme biliminden astrofizik ve cevre

bilimine kadar birgok alanda genis bir uygulama yelpazesine sahiptir (Sekil 6).

Spektroskopik Yontemler

Atomik Spektroskopi Molekiiler Spektroskopi

*Atomik Absorpsiyon
Spektroskopisi

infrared (IR) Spektroskopisi

*Atomik Emisyon
Spektroskopisi

Raman Spektroskopisi

Ultraviyole-Gériiniir Bolge

*Atomik Floresans (UV-Vis) Absorpsiyon

Spektroskopisi Spektroskopisi
Atomik Kiitle Spektroskopisi l\gglee;(tl;i)esl;(;(plg}e

Niikleer Manyetik Rezonans
(NMR) Spektroskopisi

Atomik X-Isimt Spektroskopisi

Sekil 6. Spektroskopik yontemler

Spektroskopik yontemler ¢esitli dalga boylarinda ¢alisarak maddenin yapisini ve
ozelliklerini analiz etmektedir. Ultraviyole-Goriiniir Bolge (UV-Vis) Spektroskopisi, 110-1000
nm c¢aligma araliginda elektron gegisleri ile ilgilenir. Organik bilesenlerin yapisal 6zelliklerini
ve renklerini belirlemede kullanilir. Infrared (IR) Spektroskopisi 2500-25000 nm calisma
araliginda molekiiler bag titresimlerini inceleyerek, organik ve inorganik bilesenlerin molekiiler
yapilarini, fonksiyonel gruplar1 ve stereo kimyasal 6zellikleri belirlemede kullanilir. Niikleer
Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi, radyo dalgalar1 ile ¢alisir. Atomik g¢ekirdeklerin
magnetik Ozelliklerini inceleyerek, molekiiler yapilarini belirlemede ve organik bilesenlerin
atomik diizenlemeleri, konformasyonlar1 ve c¢ozeltideki molekiiler etkilesimlerin

arastirtlmasinda kullanilir (Skoog et al. 1998, pp. 116-140; Giindiiz 2002).
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Kiitle Spektroskopisi (MS)

Kiitle spektrometrisinin temel prensipleri, diger enstriimantal tekniklerden once gelir.
Temel prensipler, J. J. Thomson'in elektronun kiitlesine kars1 yiik oranin1 belirledigi 1890'larin
sonlarina ve Wien'in anot 1silarinin manyetik sapmasini inceledigi ve 1sinlarin pozitif yiikli
oldugunu belirledigi dsSneme dayanmaktadir. Her iki bilim adan da gabalari icin Nobel Odiilii
ile onurlandirildi (Thomson 1906'da ve Wien 1911'de). 1912-1913 yillarinda J. J. Thomson
atmosferik gazlarin kiitle spektrumlarini inceledi ve bir kiitle spektrumu kullanarak neon-20
orneginde neon-22'nin varligin1 gostererek elementlerin izotoplar1 olabilecegini kanitladi.
Bugiinkii bilgiye gore, kiitle spektrometresi, A. J. Dempster tarafindan 1918 yilinda insa edilen
en erken haliyle ortaya ¢ikti. Ancak kiitle spektrometrisi yontemi, yaklasik 50 y1l 6nce ucuz ve
giivenilir enstriimanlarin kullanilabilir hale gelmesiyle yaygin bir sekilde kullanilmaya

baslanmistir.

1980'ler ve 1990'larda yiiksek molekiiler agirlikli (MA) bilesikler ve biyolojik drnekler
icin Ornek girisi ve iyonlagtirma tekniklerinin gelistirilmesi, kiitle spektrometrisini yeni bir
arastirmaci topluluguna tanitti. Bakimi kolay, diisiik maliyetli ticari enstriimanlarin tanitilmast,
kiitle spektrometrisini Thomson ve Wien'in laboratuvarlarindan uzak bircok alanda

vazgecilmez bir teknik haline getirdi.

Bugiin, biyoteknoloji endiistrisi kiitle spektrometrisini proteinleri, oligontikleotitleri ve
polisakkaritleri analiz etmek ve siralamak i¢in kullanirken, ila¢ endiistrisi kursun bilesigi
kesfinden baglayarak yapisal analiz, sentetik gelisim ve kombinatoryal kimya, farmakokinetik
ve ila¢c metabolizmas1 agsamalarinda kiitle spektrometrisini kullanmaktadir. Diinya genelindeki
saglik kliniklerinde, kiitle spektrometrisi kan ve idrar1 belirli hastalik durumlari, birgok kanser
dahil olmak iizere belirli bilesiklerin varligt ve seviyeleri agisindan test etmek icin
kullanilmaktadir. Cevre bilimcileri, su ve hava kalitesini izlemek i¢in kiitle spektrometrisine
giivenirken, jeologlar kiitle spektrometrisini petrol rezervlerinin kalitesini test etmek i¢in
kullanmaktadir. Kiitle spektrometrisi ayrica havaalani1 giivenlik taramalarinda ve adli

sorusturmalarda patlayici kalintilarini tespit etmek i¢in rutin olarak kullanilmaktadir.

Bugiine kadar, kiitle spektrometrisi ile dogrudan iligkili ¢alismalara dayanan en az bes
Nobel Odiilii verilmistir: J. J. Thomson (Fizik, 1906) "gazlarin elektrik iletilmesi {izerine teorik
ve deneysel arastirmalar"; F. W. Aston (Kimya, 1922) "bir kiitle spektrografi araciligiyla,
birgok radyoaktif olmayan elementte izotoplarin kesfi"; W. Paul (Fizik, 1989) "iyon tuzagi
tekniginin gelistirilmesi"; ve en son J. B. Fenn ve K. Tanaka (Kimya, 2002) "biyolojik
makromolekiillerin kiitle spektrometrik analizleri i¢in yumusak desorpsiyon iyonlastirma

yontemlerinin gelistirilmesi" (Roskar and LuSin 2012).
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Kiitle spektrumlarinda en yiiksek bagil ¢okluga sahip pike temel pik denir. Asil
molekiiliin radikalik formuna ait pike de molekiiler iyon piki denir. Genellikle molekiiler iyon
piki molekiiliin agirhigiyla aymidir. Kiitle spektroskopisi, maddelerin yapilarini, bilesenlerini ve
Ozelliklerini incelemek i¢in dnemli bir analitik tekniktir. Bu yontem, bir maddenin molekiiler
veya atomik Ozelliklerini belirlemede kullanilir ve genis bir uygulama alanina sahiptir. Kiitle
spektroskopisi, bir maddenin kiitle spektrumunu olusturarak calisir. Bu spektrum, maddenin
bilesenlerinin kiitlelerini ve bu bilesenlerin belirli kosullar altinda nasil davrandigin1 gosterir.
Bu teknik; elementel bilesimin belirlenmesinde, molekiiler ve atomik yapilarin
aydinlatilmasinda, kalitatif ve kantitatif analizlerde, kati ylizeylerin yapilarmin ve
bilesimlerinin aydinlatilmasinda ve atomlarin izotop oranlarinin belirlenmesinde énemli bir rol

oynar (Skoog et al. 1998, pp. 498-518).

En basit formuyla, kiitle spektrometresinin bes bileseni vardir. Kiitle spektrometresinin
ilk bileseni Ornek girisidir. Bu bilesen 6rnegi laboratuvar ortamindan (1 atm) kiitle
spektrometresinin basincina getirir. Kiitle spektrometresinin igindeki basinglar, bir kimyasal
iyonizasyon kaynaginda birka¢ milimetre civa basinca kadar, enstriimanin kiitle analizori ve
dedektdr bolgelerinde ise birkag mikrometre civa basinca kadar degisir. Ornek girisi iyon
kaynagina ydnlendirilir, burada 6rnek molekiilleri gaz fazi1 iyonlarina doniistiiriiliir. Ornek girisi
ve iyon kaynagini ambiyans kosullar1 altinda birlestiren ve bu sayede 6rnek hazirlama islemini
biiyiik 6l¢iide basitlestiren bazi enstriimanlar son zamanlarda gelistirilmistir. Iyonlar daha sonra
elektromanyetik bir alan tarafindan hizlandirilir. Daha sonra kiitle analizorii, 6rnek iyonlarini
kiitlesine gére ayristirir. Iyonlar daha sonra dedektor tarafindan sayilir ve sinyal genellikle bir
kisisel bilgisayar olan veri sistemi tarafindan kaydedilir ve islenir. Veri sisteminin ¢ikisi kiitle
spektrumu, iyonlarin m/z oranlarina gore tespit edilen sayisinin bir fonksiyonu olarak gosterilen

bir grafiktir.
Kiitle Spektrometrisi temel kisimlar sirastyla asagida verilmistir (Sekil 7);
1. Numune giris sistemi
2. Iyon kaynag
3. Dedektor
4. Vakum Sistemi

5. Kiitle analizoria
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Sekil 7. Kiitle Spektroskopisi cihazinin sematik gosterimi
Numune Giris Sistemi

Numune giris sistemi, 0rneklerin enjekte edildigi, 6n hazirliklarin yapildig: ve analiz
icin optimize edildigi bir sistemdir. Numune giris sistemi, analiz edilecek Ornegin kiitle
spektrometrisi i¢in uygun hale getirilmesini saglar. Gaz, sivi veya kati olabilen 6rnek, dnce
buharlastirilmalidir ¢linkii iyonizasyon odasina girebilmek i¢in iyonizasyonun gergeklestigi
yerde iyonlara doniistiirilmelidir. Gazlar igin basit bir girig sistemi kullanilabilir, ¢link{i gazlar
zaten buhar halindedir. Ancak, sivilar veya katilar i¢in daha karmasik bir sistem gerekebilir. Bu
durumda, 6rnegi buhar basincini artirmak igin 1sitabilen bir firin igine yerlestirilen bir sistem
kullanilabilir. Ancak, 6rnegi bozmadan 1sitma stirecine dikkat edilmelidir (Roskar and LuSin

2012).

Iyon Kaynag

Iyon kaynagi, s1vi kromatografi eluentinden ¢oziiciiyii uzaklastirmanin yani sira analitin
gaz faz1 iyonlarmi iiretme gorevini de {istlenir. Atmosferik Basing Iyonizasyon (API)
yontemlerinin uygulanmasi, LC-MS sistemlerini ¢11r acan ve analitik tekniklerin dnciisii haline
getirmistir. Baz1 iyon kaynaklari, API gibi atmosfer basincinda ¢alisirken, digerleri Elektron
etki (EI) veya kimyasal iyonizasyon (CI) gibi vakumda calisir. Ozellikle Elektrosprey gibi
yumusak API arabirimleri, minimal par¢alanma ile molekiiler iyonlar iiretirken, yiiksek enerjili
kaynaklar olan EI c¢ogunlukla par¢alanma iyonlar1 olusturur. API teknikleri, atmosfer
basincinda ¢alisma yetenegi, ters faz kromatografi ile uyumluluk ve ¢ok yiiksek duyarlilikta
biitlin molekiil iyonlarini iiretebilme oOzellikleri nedeniyle genellikle metabolit tespiti,
tanimlama ve nicelendirme i¢in kullanilir. Elektrosprey iyonizasyonu (ESI), Atmosferik Basing
Kimyasal Iyonizasyon (APCI) ve Atmosferik Basing Fotoiyonizasyon (APPI) gibi ii¢ API

teknigi birbirini tamamlamaktadir (Roskar and LuSin 2012).

26



Elektrosprey Iyonizasyon (ESI)

Elektrosprey iyonizasyonu, metabolit tanimlama ve nicelendirme igin tercih edilen en
iyi yontemlerden biridir. Bu yontem, molekiilleri gaz fazina enjekte etmek i¢in en evrensel
tekniktir ve en nazik oldugu i¢cin muhtemelen saglam molekiiler iyonlar iiretebilir. ESI, 6zellikle
glukuronitler ve diger faz II metabolitler gibi ilag metabolitleri gibi polar, iyonik ve termal
olarak labil bilesikler i¢in idealdir. Bu teknik, analitlerin iyon kaynagina girisinden 6nce ¢ozelti
icinde iyonlastirilmasini gerektirir ve bu nedenle oldukga bazik veya asidik bilesikler i¢in en
iyl calisir. Voltajin polaritesine bagl olarak, iyonlastirilmis analiti hapsetmis sigratilmis
damlaciklar pozitif veya negatif olarak sarjlanacaktir. Coziicliniin buharlagmasiyla meydana
gelen boyut kiiciilmesi, damlacigin i¢indeki yiik yogunlugundaki artiga neden olur ve bu, yiikler
arasindaki itme kuvvetleri, damlacigin tutkal kuvvetini astiginda patlamasia yol agar. Bu
siire¢, gaz faz1 iyonlan iiretilene kadar tekrarlanir. Cozeltideki iyonlar, 1s1 uygulanmadan gaz
fazina yayilir, bu da ESI'nin termal olarak labil bilesiklerin analizi i¢in uygun olmasini saglar.
Birgok parametre, analit ve ¢ozelti 6zellikleri: pKa, analit konsantrasyonu, ¢ozeltideki diger
elektrolitler, ¢dzeltinin dielektrik sabiti, iyon olusumu siirecini etkiler. Iyonizasyon verimliligi
tizerinde bir¢ok hareketli faz katkisinin etkileri goézden gecirilmistir. Bir analitin kimyasal
yapisina bagli olarak, coklu sarjli molekiiler iyonlar olusturulabilir, bu da biyolojik
makromolekiillerin (6rnegin, proteinler) analizi i¢in optimaldir. ESI''n bircok avantajina
ragmen, yiiksek konsantrasyonlardaki tampon, tuzlar ve matris ¢ozeltilerindeki diger endojen

bilesiklerin neden oldugu iyon bastirma etkilerine duyarhdir (Sekil 8) (Roskar and Lusin 2012).

Elektrosprey Iyonlar

Nebiilizer (gaz l l Isitilmig nitrojen kurutma
kirmizi olarak { gazi
gosterilmistir) l -4000 V

Coziicii sprey ' .
Dielektrik kapiller /'—|

giris
Sekil 8. Elektrosprey Iyonlastirma (ESI) kiitle analizorii sematik gosterimi

Atmosferik Basin¢ Kimyasal Iyonizasyon (APCI)

Atmosferik Basing Kimyasal Iyonizasyon (APCI), daha az polar bilesikler igin daha
uygundur. Agir halojenli analoglar ve yiiksek aromatik bilesikler gibi belirli bilesik siniflari,
APCI iizerinde hemen c¢alisirken ESI'da hi¢ veya zayif bir yanit verir. APCIL, ESI gibi,
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Atmosferik Basing Iyonizasyon (API) stratejisine dayanan iyonlar iiretir, ancak tamamen farkl1

bir siirecle gerceklesir.

APCI'da s1v1 eluant, 1sinmis bir odada (450-550°C) piiskiirtiiliir. Burada nebiilizator gaz
akisinin yiiksek sicakligi ¢oziicii ve analitin aninda buharlasmasina neden olur. Uygulanan
sicaklikta uguculuk kadar, analitin termal kararliligt da APCI'm basarili bir sekilde
uygulanabilmesi i¢in gereklidir (6rnegin, glukuronidler pargalanabilir ve protonlanmis aglikon

formunda goriinebilir).

Analitlerin iyonizasyonu, yiiksek elektron akisi nedeniyle gaz fazinda gergeklesir;
burada korona desarj ignesinden gelen -elektronlarla ¢oziicii molekiilleri baslangicta
elektronlarla reaksiyona girer ve ikincil reaksiyonlar araciliiyla protonlanmis ¢oziicii iyonlari
tiretir. Bu protonlanmig ¢oziicii iyonlari daha sonra bir proton transfer ederek protonlanmis
analitleri olusturur. Verimli iyonizasyon i¢in kullanilan hareketli faz, ugucu olmali ve ayrica

gaz fazinda asit-baz reaksiyonlarina uygun olmalidir.

APCI teknigi, ¢cogunlukla gaz fazinda gerceklesen iyonizasyon nedeniyle ESI'ye gore
daha az iyon bastirma egilimindedir ve daha genis bir dinamik tespit aralig1 saglar. Ayrica,
genellikle APCI'da daha yiiksek bir akig hiz1 kullanilir (1-2 ml/dk.), bu da geleneksel ESI'dan
(0.1-0.5 ml/dk) daha yiiksektir (Sekil 9) (Roskar and Lusin 2012).

Nebiilizer

Basinci
Isitici

Vcap )
_

Kurutma gazi : \

Sicakligi
ve Akis! Fragmantor

Sekil 9. Atmosferik basing kimyasal iyonizasyon (APCI) kiitle analizorii sematik gosterimi
Atmosferik Basing Fotoiyonizasyon (APPI)

Atmosferik Basing Fotoiyonizasyon (APPI), nispeten yeni bir iyonizasyon yontemidir.

Bu teknik, ESI ve APCI tarafindan kolayca iyonlastirilamayan analitlerin iyonlagtirilmasi i¢in

kullanilabilir. APPI'nin APCl ile benzer uygulama alani vardir ancak biraz daha genisletilmistir

ve nonpolar bilesiklere dogru hafifce genisletilmistir. APPI iyon kaynagi, APCI kaynagina ¢ok
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benzer, ancak APCI korona desarj ignesi fotoiyonizasyon lambasi ile degistirilmistir. Analitin
hareketli fazin bilesimine gore proton afinitesine bagli olarak, radikal molekiiler iyon
(genellikle nonpolar bilesikler i¢in) veya protonlanmis molekiiler iyon (genellikle polar
bilesikler i¢in) elde edilir. APPI, ila¢ metabolitlerinin analizi i¢in potansiyele sahiptir ancak
iyonizasyon verimliligini etkileyen énemli parametreleri ve faktorleri tam anlamak i¢in daha

fazla arastirmaya ihtiyag¢ vardir (Roskar and Lusin 2012).

Dedektor

Kiitle analizoriinden gecen iyonlar elektron cogalticisi dedektore ulasir. Elektron
cogalticisinda carpismayla olusan akim Oncelikle analog voltaja, daha sonra dijital sinyale
dontstiiriilir. Alinan sinyaller bilgisayara aktarimi saglanmakta ve veri degerlendirilmesi

yapilabilmektedir.
Kiitle spektrometrisi ile analizlerde 3 tip iyon tarama sekli vardir:

1. Toplam iyon taramasi1 (TIC): Analizin belirli bir kiitle araligindaki tiim iyonlarin
taranmasiyla gerceklesir. Genellikle 10-800 akb gibi genis bir kiitle araligini icerebilir.
Bu yontem, bir numunedeki tiim iyonlarin toplam kiitle spektrumunu saglar, bu da
numunenin genel bilesimini gosterir.

2. Secili iyon taramasi (SIM): Analizi yapilacak belirli bir bilesigin en kararl,
karakteristik kiitle/ylik (m/z) oranlarina gore secilerek taranmasidir. Bu yontem, belirli
bilesikleri hassas bir sekilde izlemek i¢in kullanilir. Secili iyon tarama siiresi (dwell
time), analist tarafindan belirlenir ve belirli iyonlarin daha detayli bir sekilde
incelenmesine olanak tanir.

3. Tek iyon taramasi: Bir numunedeki belirli bir iyonun taranmasiyla gerceklesir.
Tanimlamas1 kesin olmayabilir, ancak belirli bir iyonun varligint dogrulamak veya

izlemek icin kullanilabilir.

Vakum Sistemleri

MS sistemleri yaklasik 10-10® torr’da ¢alismaktadirlar. MS sistemlerinde vakum

sisteminin gerekliligi su sekilde siralanabilir.
1. Basing artistyla yiiksek voltaj kirilmalarina neden olabilir.

2. Kiitle spektrometrisinde iyon kaynaginda mevcut olan gaz, spektral geri zemine

katilabilir. 3. Flaman yiiksek basingta oksijenle 1sitilirsa yiikseltgenerek yanabilir.
3. Yiiksek basingla spektrum elde etmek ve degerlendirmek zordur.

4. Basing artis1 oldugunda iyon kaynagina gelen elektron akiminda diizeltmeler zorlasir.
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5. Kiitle spektrometrisinde iyonlarin arasindaki ¢arpismayi en aza indirmek i¢in diistik

basing saglayarak analiz yapilmasidir.
6. Yiksek basingta iyon kaynagi, analizor ve lensler daha hizl kirlenmektedir.

MS sistemlerinde cihaz icerisindeki basinci yaklasik 10 torr’da tutmak icin farkl

pompalar kullanilmaktadir. Bu pompalar; turbo molekiiler pompalar ve difiizyon pompalaridir.

Kiitle Analizorii

Kiitle analizoriiniin islevi, iyonizasyon kaynaginda olusturulan iyonlar farkl kiitle-yiik
(m/z) oranlarma gore ayirmaktir. Kiitle ayriminin kalitesi, kiitle analizoriinde yakin m/z
degerlerinin ne kadar etkili bir sekilde ayrilabildigi ile karakterizedir. Kiitle analizorleri
¢Oziiniirliik agisindan diisiik ve yiiksek ¢oziintirliikteki cihazlara gore siniflandirilir. Bagka bir
onemli parametre olan kiitle dogrulugu ile iliskilidir ve bunun sonucunda belirli bir analitin
elementel formiiliiniin belirlenmesine olanak tanir. Uygun analizdriin se¢imi, analizin amaci ve
cihazin performansi tarafindan yonlendirilir, ancak ayn1 zamanda cihazin uygunlugu ve maliyet
etkinligine baghdir. Uclii kuadrupol cihazlar (Triple quadrupole instruments, QQQ), iyon tuzak
cihazlar (lon trap instruments, IT), Uclii kuadrupol-lineer iyon tuzakl cihazlar (Triple
quadrupole-linear ion traps, QTrap), Ucus zamanl cihazlar (Time of flight, TOF), Uglii
kuadrupol-ugus zamani (Triple quadrupole-time of flight, QTOF), Orbitrap ve Fourier
dontisiim-iyon siklotron rezonansi (Fourier transform-ion cyclotron resonance, FT-ICR) olmak

tizere birgok kiitle analizor cihaz bulunmaktadir (Roskar and Lusin 2012).

Kromatografik Yontemler

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, sabit ve hareketli iki faza sahip olacak
sekilde ayrilmasi ve analiz edilmesi yontemidir. Bu terim, Yunanca "chroma" (renk) ve
"graphein" (yazmak) kelimelerinin birlesiminden tiiretilmistir ve ilk kez 1903 yilinda Rus

botanik¢i Michael Tsvett tarafindan renkli bitki pigmentlerini ayirmak amaciyla kullanilmistir.

Kromatografik yontemler, diger analitik yontemlere kiyasla daha yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Kromatografide hareketli faz (mobil faz) analitik sistemin i¢inden gegen ve
ayirma islemine katilan s1vi veya gaz fazidir. Ornegin, s1vi kromatografisinde (LC), hareketli
faz s1v1 bir ¢ozelti olabilir. Gaz kromatografisinde (GC) ise, hareketli faz genellikle inert bir
tasiyici gazdir. Hareketli faz, analitik kolonun i¢ginden gegerken 6rnek bilesenleri ile etkilesime
girer. Sabit faz (durgun veya statik faz) genellikle bir kat1 kolon dolgu maddesini veya vizkoz
haldeki s1v1 kolon materyalini ifade eder. Analitik kolon veya tabaka {izerinde bulunur ve 6rnek
bilesenlerinin hareketli faz ile etkilesimini saglar. Bu etkilesim, bilesenlerin farkli hizlarda
hareket etmelerine ve dolayisiyla ayrilmasina neden olur.
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Kromatografik bir ayirimda kolana verilen akiskana eliient (geri alma ¢ozeltisi),
kolondan ¢ikan akigkana ise eliiat (geri alinan ¢ozelti) adi verilir. Hareketli faz olarak sivi ya da
gazin kolondan gegme siiresine eliisyon (geri alma) denir. Dedektor yanitini eliisyon siiresisinin
fonksiyonu olarak grafige gecirilmesine kromatogram denir. Kromatogramda her bir bilesenin
kolona enjeksiyonundan dedektore ulasincaya kadar gegen siireye alikonma siiresi, ¢éziinenin

kolondan geri alinabilmesi i¢in harcanan hareketli fazin hacmine ise alikonma hacmi denir

(Harris 2010).

Kromatografi, karisimdaki bilesenlerin hareketli faz yardimiyla yiizey adsorpsiyonu,
dagilma, iyon degistirme ve boyut eleme gibi 6zelliklere gére sabit fazdan ayrilmasi esasina

dayanir (Skoog et al. 1998, pp. 674-777).

Kromatografik Yontemlerin Siniflandiriimasi

Kromatografik yontemler, farkli prensiplere dayanan ve ¢esitli uygulama alanlarina
sahip olan bir dizi teknigi icerir. Bu yOntemler; Uygulama bi¢imine gore, ayrilma
mekanizmalarina gore ve faz tiplerine gore olmak {izere ii¢ baslik altinda siniflandirilirlar. Bu

smiflandirma asagida Sekil 10°de gosterilmistir (Skoog et al. 1998, pp. 675-777; Giindiiz 2002).

Kromatografinin
Siflandirmasi

Uygulama Bi¢imine Ayrilma
e Gé Mekanizmalarina Faz Tiplerine Gore
ore e
Gore
| |
| 1 | 1
Diizlemsel Kolon | | Adsorpsiyon . "
Kromatografi Kromatografisi Kromatografisi Svi Kromatografi Gaz Kromatografi
Kagit |__1Gaz Kromatografisi| | | Dagilma | *Sivi-Kat1 || Gaz-Kati
Kromatografisi (GC) Kromatografisi Kromatografi Kromatografi
ince Tabaka Yiiksek Basinch Sivy : o
i i Iyon Degistirme Sivi-Siv1 Gaz-Sivi
— Kromatografisi | = Kromatografisi | |— : s — : — .
(TLO) (HPLC) Kromatografisi Kromatografi Kromatografi
Siiperkritik Jel Filtrasyon
| Akiskan | 1 omatografisi
Kromatografisi
| iyon Cifti
Kromatografisi
Afinite
Kromatografisi

Sekil 10. Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi
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Ayrilma mekanizmalarina gére kromatografik yontemler; Adsorpsiyon Kromatografisi,
Dagilma Kromatografisi, Iyon Degistirme Kromatografisi, Boyut-Eleme (Jel-Filtrasyon)
Kromatografisi, Iyon Cifti Kromatografisi ve Afinite Kromatografisi olmak iizere siniflandirilir

(Skoog et al. 1998, pp. 725-764; Giindiiz 2002).

Adsorpsiyon Kromatografisi

Adsorpsiyon kromatografisi, bir maddenin bir yiizey lizerine tutunma o6zelligi olan
adsorpsiyon prensibine dayanan bir kromatografi teknigidir. Adsorpsiyon, bir maddenin
ylizeyine bagka bir madde tarafindan baglanmasi anlamina gelir. Bu baglanma, adsorban (sabit
faz) ve analit (6rnek) arasindaki etkilesimlere dayanir. Adsorpsiyon kromatografisi genellikle
inorganik ve organik bilesenleri ayirmak, saflastirmak veya analiz etmek amaciyla kullanilir.
Adsorban (sabit faz) genellikle kat1 bir malzemedir ve bu malzemenin yiizeyi analit molekiilleri
tarafindan adsorpsiyon igin secilen dzelliklere sahiptir. Ornegin, silika jel, alumina veya baska
bir malzeme kullanilabilir. Analit, analiz edilen maddeyi temsil eder. Bu madde, adsorban
yiizeyine baglanabilir ve bu baglanma, molekiiler etkilesimler, hidrojen baglar1 veya van der
Waals kuvvetleri gibi ¢esitli adsorpsiyon mekanizmalarina dayanabilir. Hareketli faz
adsorbanin iizerinden gecen sivi fazdir. Analit, eluatin iginde ¢oziiniir ve adsorban yiizeyine
baglandiktan sonra, analitlerin desorpsiyonu ve ayrilmasi i¢in farkli eliisyon kosullar
kullanilabilir. Adsorpsiyon kromatografisi, ince tabaka kromatografisi (TLC) veya kolon
kromatografisi gibi farkli varyasyonlarda uygulanabilir. Ayirma ve analiz islemleri genellikle

adsorbanin 6zelliklerine, analit 6zelliklerine ve uygulanan kosullara bagl olarak degisir.

Dagilma Kromatografisi

Dagilma kromatografisi, bir maddeyi tasiyan fazin iki veya daha fazla faz arasinda
dagilimma dayanan bir kromatografi teknigidir. Bu teknigin temel prensibi, analit
molekiillerinin durgun fazin (adsorbanin) yiizeyine adsorbe olmaktan ziyade, hareketli fazin
icinde ¢ozlinmeleridir. Bu ¢oziinme ve ¢ozlinme dengesi, analitlerin hareketli faz ve durgun faz
arasinda siirekli olarak dagilimini saglar. Dagilma kromatografisinde, bir kolon i¢indeki durgun
fazin tanecikleri genellikle organik ¢oziicii gibi sivilarla kaplanir. Analit molekiilleri, bu
kaplama i¢inde ¢oziinerek tasinirlar. Dagilma kromatografisinin baslica 6zelliklerinden biri,
analitlerin bir noktadan digerine hizla dagilabilmeleridir. Bu teknik genellikle sivi-sivi
kromatografisi veya sivi-gaz kromatografisi gibi farkli form ve varyasyonlarda uygulanabilir.
Iki faz arasindaki ¢ziinme dengesi ve bu dengenin kontrol edilmesi, analitlerin ayrilmasini ve
tanimlanmasini saglar. Dagilma kromatografisi, genellikle analitlerin polarite, molekiiler boyut,

¢cOziinilirlik ve diger ozelliklerine bagl olarak uygulanir. Bu yontem, organik bilesenlerin
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analizi, ila¢ gelistirme siireglerinde kullanilabilirlik ¢alismalari, dogal iirin analizleri ve

cevresel analizler gibi bir¢ok analizde kullanilmaktadir.

Iyon Degistirme Kromatografisi

Iyon degistirme kromatografisi, 6zellikle iyonik bilesenleri ayirmak ve analiz etmek igin
kullanilan bir kromatografi teknigidir. Sabit faz, 6zel bir regine veya materyal igerir ve bu
materyal, iyonlarin degis tokusunu gergeklestirebilecek 6zel gruplar igerir. Negatif yiikli
iyonlar1 tutan bir sabit faz cinsi "katyon degistirme reginesi," pozitif yiiklii iyonlar:1 tutan bir
sabit faz cinsi ise "anyon degistirme re¢inesi" olarak adlandirilir. Hareketli faz, iyonlarin durgun
faz igindeki degis tokusunu saglar. Bu, 6zel bir ¢6zelti i¢inde ¢oziinmiis olan iyonlari igerebilir.
Analit 6rnegi, iyon degistirme reginesine uygulandiginda, iyonlar durgun faz ile degistirilir. Bu
degistirme siireci, iyonlarin Ozelliklerine (yiik, boyut, kimyasal Ozellikler) bagli olarak
gerceklesir. Iyonlarin durgun faz ile degis tokusu, farkli iyonlarin farkli hizlarda hareket
etmesine ve dolayisiyla ayrilmasia olanak tanir. yon degistirme kromatografisi; su analizi,
gida ve icecek endiistrisinde mineral analizleri, biyokimyasal uygulamalar, ila¢ gelistirme

siireclerinde kullanilabilirlik ¢aligmalar1 gibi birgok uygulama alaninda kullanilmaktadir.

Boyut-Eleme (Jel-Filtrasyon) Kromatografisi

Boyut eleme kromatografisi, ayn1 zamanda jel filtrasyon kromatografisi veya molekiiler
dislama kromatografisi olarak da bilinen bir kromatografi teknigidir. Bu teknik, bir maddenin
molekiiler boyutuna dayanarak partikiilleri ayirmak i¢in kullanilir. Genellikle polimerler,
proteinler ve diger biiyiik molekiiler agirlikli bilesenlerin analizi i¢in uygundur. Durgun faz
genellikle gozenekli bir jel veya diger malzemelerden olusur. Bu gozenekli yapi, kiiclik
molekiillerin i¢ine niifuz etmesine izin verir. Hareketli faz genellikle bir ¢oziiciidiir. Analit, bu
¢oziicli i¢inde ¢Ozlinlir ve durgun fazin goézeneklerine niifuz eder. Analitlerin ayrilmasi,
molekiiler boyutlarina baghdir. Kii¢iik molekiiller, durgun fazin i¢indeki gozeneklere niifuz
edebilirken, biiytik molekiiller gozeneklerin i¢ine niifuz edemez ve daha hizli bir sekilde hareket
eder. Bu nedenle, kiiciik molekiiller daha uzun bir yol kat eder ve daha ge¢ ayrilir. Boyut
dislama kromatografisi, polimerlerin dagilim profillerini, proteinlerin molekiiler kiitlelerini ve
diger biiyiik molekiiler agirlikli bilesenlerin analizini belirlemek icin sik¢a kullanilir. Bu teknik,
malzeme bilimi, biyokimya, biyoteknoloji ve ilag endiistrisi gibi bir¢ok uygulama alaninda

onemli bir aragtir. Genellikle proteinlerin saflagtirilmasinda kullanilan bir yontemdir.

Iyon Cifti Kromatografisi

Iyon ¢ifti kromatografisi, iyonik bilesenleri, dzellikle iyonik organik bilesenleri ve

tuzlari ayirmak ve analiz etmek igin kullanilir. Analitler, ¢6zeltideki iyonlarla giftler olugturmak
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tizere bir iyon ¢ifti reaktani ile karistirilir. Genellikle bu reaktan, ters fazli bir sivi kromatografi
kolonunda kullanilan organik bir ¢dziicii icinde bulunur. Iyon ciftleri olustuktan sonra, analitler
ciftler halinde hareket ederler ve ayrica bir kolon i¢cinden gecerler. Bu siireg, analitlerin
bliyiikliiklerine, polaritelerine ve iyon c¢ifti olusturma kapasitelerine bagli olarak degisir.
Eliisyon islemi, analitlerin ayirt edici bir sekilde kolondan ge¢melerini saglar. Ayirma
isleminden sonra, ayrilan analitler bir detektorle algilanir. UV-Visible spektrofotometre,
floresans dedektdrii veya kiitle spektrometresi gibi cesitli dedektorler kullamilabilir. Iyon ¢ifti
kromatografisi, 6zellikle farmasoétik, biyokimya ve ¢evresel analiz gibi alanlarda kullanilir. Bu
yontem, iyonlar arasindaki etkilesimleri kullanarak, 6zellikle iyonik bilesenlerin daha etkili bir

sekilde ayrilmasina ve tespit edilmesine olanak tanir (Harris 2010).

Afinite (Etkilesim) Kromatografisi

Afinite kromatografisi, bir molekiil veya bir grup molekiiliin 6zel bir hedefe (6rnegin,
bir protein veya bir enzim) kars1 spesifik bir baglanma 6zelligini kullanarak ayirma ve analiz
yapmak icin kullanilan bir kromatografi teknigidir. Bu yontem genellikle biyokimya, molekiiler
biyoloji ve ilag gelistirme alanlarinda yaygin olarak kullanilir. Durgun faz, 6zel bir baglanma
ozelligine sahip bir madde igerir. Bu madde, genellikle hedef molekiille spesifik bir etkilesime
girebilen bir ligand: igerebilir. Ligand, bir reseptoriin (6rnegin, protein) 6zel bir bolgesine
baglanabilir. Ayirmak istediginiz hedef molekiil igeren bir 6rnegi igerir. Bu hedef molekiil,
durgun fazdaki 6zel ligand ile spesifik bir sekilde etkilesime girebilir. Hareketli faz, 6rnek
icindeki diger bilesenleri tasimak ve analiti durgun fazdan g¢ikarmak i¢in kullanilir. Analit
icindeki hedef molekiil, durgun fazin i¢indeki ligand ile spesifik bir etkilesim kurar. Bu
etkilesim, diger bilesenlerden ayrilmasini saglar. Sonrasinda, analit durgun fazdan eliie edilerek
ayrilir ve analiz i¢in hazir hale gelir. Afinite kromatografisi, 6zellikle proteinlerin, enzimlerin
ve diger biyolojik molekiillerin saflastirilmasi ve analizi i¢in gii¢lii bir aragtir. Bu teknik, hedef
molekiillerle 6zel bir baglanma yetenegine sahip ligandlarin se¢ilmesi ile spesifiklik saglar

(Harris 2010).

Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS)

Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS), sivi kromatografisi prensiplerine
dayanan ve kiitle dedektoriiniin sundugu calisma kolayligi, keskinlik gibi ozelliklerle
birlestirilen bir yontem ve cihazdir. Bu sistemler, bir¢ok analizde en ¢ok tercih edilenler
arasinda yer alir. LC-MS, yiiksek segicilik ve hassasiyet saglayan gii¢lii bir teknolojidir.
Genellikle belirli bir karisimdaki bir maddenin miktar analizi i¢in kullanilir. LC-MS sistemi,

yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik sunan bir tekniktir. Her molekiil i¢in belirli bir retansiyon zamani
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ve bir m/z degeri vardir. Aynt m/z oranina sahip pek ¢ok molekiil olabilir, ancak ayni
pargalanma iyonlarina sahip molekiil sayisi dogada oldukc¢a diisiiktiir (1/10000). Bu nedenle
LC-MS sistemi, c¢ok diisiikk konsantrasyonlardaki maddelerin miktarin1 belirleme yetenegi

saglar (Skoog et al. 1998, pp. 725-764; Giindiiz 2002) (Sekil 11).
LC-MS/MS sisteminin ana bilesenleri sirasiyla asagida verilmistir.
1. Pompa sistemi
2. Analitik kolon
3. Iyon kaynag:

4. VVakum sistemi

5. Lensler
6. AnalizOr
7. Dedektor
8. Yazilim
Solvents: mobile phase Samples:
Multiple component
mixtures

A =1 (1=t

Mass spectrometer

e | . e.g., Quadropole-MS,

J@ o - & vther ion traps, etc.

= \IQ om—o- LC-MS
B

Interface +

MS Ion source
High perfromance liquid HPLC
chromatography (HPLC) device Column

Chromatogram +
mass spectrum analysis

Sekil 11. S1vi Kromatografisi- Kiitle Spektrometresi cihazinin sematik gésterimi

30 yildan fazla bir siredir sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC-MS)
arastirmasi, bir dizi farkli arayiiziin ortaya c¢ikmasina neden olmustur. Cesitli LC-MS
araylizleri, ¢esitli aragtirma laboratuvarlarinda 6nerilmis ve insa edilmistir. Bunlardan bazilar
enstriiman ireticileri tarafindan benimsenmis ve ticari olarak kullanilabilir hale gelmistir.
1990'larin baglarinda API’a dayali arayiizlerin ortaya ¢ikmasiyla birlikte, bu arayiizlerin ¢ogu
zamanla eskimistir. Kapiler giris arayiizii ile sivi kromatografi (LC) siitunu ile kiitle

spektrometresi (MS) iyon kaynagi arasinda bir baglant1 saglanmistir. Bu arayiiz, LC ve MS'nin

35



birlestirilmesinde bir gegis noktasi olarak gorev yapar. LC-MS/MS sisteminde;

Pompa Sistemi: Ornekleri sabit bir akis hizinda analitik kolon {izerinden gegirerek

ayirma islemini gergeklestirir.

Analitik Kolon: Ornek i¢indeki bilesenleri kromatografik olarak ayirmak i¢in kullanilir.

Kullanilan analitik kolon ayirimi gergeklestirilecek olan 6rnegin yapisina uygun olarak segilir.

Iyon Kaynagi: LC-MS/MS sisteminde analizi yapilacak drnegi iyonize eder ve bu

iyonlar kiitle analizine hazir hale getirir.

Vakum Sistemi: MS analizleri i¢in diisiik basing saglanarak iyonlarin kiitle

spektrometresine iletilmesi saglanir.

Lensler: Iyonlarin kiitle spektrometresine daha etkili bir sekilde iletilmesini saglamak

i¢in kullanilan elektrostatik malzemelerdir.

Analizér: Iyonlarin kiitle/yiik oranmni (m/z) dlgen béliimdiir. Farkli analizér tipleri

kullanilabilir. Ornegin, kuadrupol, time-of-flight (TOF), veya ion trap.

Dedektor: Kiitle spektrometresindeki analizorden gecen iyonlarin algilandigi boliimdiir.

Bu bilgiler, 6rnekteki bilesenlerin kiitle spektrumunun olusturulmasinda kullanilir.

Yazilim: Elde edilen verileri isleyen ve yorumlayan bilgisayar yazilimidir. Kiitle
spektrometresi ile elde edilen sonuglar1 analiz ederek Ornek bilesenlerini belirlemek icin
kullanilir.

LC-MS/MS Sistemlerinin Avantajlari
1. Yiiksek Hassasiyet

2. Yiksek Segicilik

3. Coklu Analit Tespiti

4. Diisiik Dedeksiyon Limiti

5. Yiiksek Coziintirlik

6. Yiksek Hiz ve Verimlilik

7. Matris Etkisi Azalmasi

8. Kalitatif ve Kantitatif Analiz Yetenegi

9. Farkli Coziiciilerle Uyumlu (Sweetman 2001; Bartlett et al. 1997).

36



LC-MS/MS Kullamim Alanlari
LC-MS/MS sistemi kullanilarak bir¢ok analiz yapilmaktadir.

Ila¢ Analizi: Farmasotik ve biyomedikal alanlarda ilaglar ve ilgili bilesenlerin analizi
i¢in yaygin olarak kullanilir. [lag metabolitleri, biyotransformasyon iiriinleri ve biyosupresyon

tiriinleri gibi bilesenlerin belirlenmesi i¢in etkili bir aragtir.

Klinik Analizler ve Biyomedikal Arastirmalar: Biyolojik sivilardan (kan, serum,
idrar) biyomolekiillerin analizi i¢gin LC-MS/MS kullanilir. Protein, peptid, hormon, vitamin,

steroid ve diger biyomolekiiler bilesenlerin tespiti ve nicel analizi yapilmaktadir.

Gida ve icecek Analizi: Gida ve igecek 6rneklerinden cesitli analitlerin (pestisitler, ilag
kalintilari, mikotoksinler, vitaminler) tespiti ve nicel analizi i¢in LC-MS/MS sik¢a kullanilir.

Gida giivenligi ve kalite kontrolii uygulamalarinda 6nemli bir aractir.

Cevresel Analiz: Cevresel oOrneklerden (toprak, su, hava) organik kirleticilerin

(pestisitler, PCB'ler, PAH'lar) belirlenmesi ve izlenmesi i¢in kullanilir.

Niikleik Asit Analizi: Niikleik asitlerin (DNA, RNA) belirlenmesi ve karakterizasyonu
igin kullanilabilir. Ozellikle DNA ve RNA fragmanlarmin belirlenmesi amaciyla

uygulamalarda kullanilir.

Metabolomiks ve Proteomiks Arastirmalar: LC-MS/MS, metabolomiks ve
proteomiks arastirmalarda kullanilarak biyolojik sistemlerdeki kiigiik molekiillerin ve

proteinlerin tespiti ve karakterizasyonu igin etkili bir aractir.

Toksin Analizi: Cesitli toksinlerin (mikrobiyal toksinler, bitkisel toksinler, deniz
irlinleri toksinleri) belirlenmesi i¢in kullanilir. Gida giivenligi ve ¢evresel analizlerde toksin

tespiti amaciyla sikca kullanilir.

Biyoanaliz ve Farmakokinetik Calismalar: Biyolojik matrislerdeki ilaclar ve

metabolitlerin belirlenmesi i¢in biyolojik analiz ve farmakokinetik ¢alismalarda kullanilir.

Ekstraksiyon

Ekstraksiyon, bir ¢ozelti ya da siispansiyon i¢indeki bir maddenin, genellikle bir ¢oziicii
kullanilarak, diger bilesenlerden ayrilma islemidir. Bu kimyasal islem, belirli bir maddeyi hedef
alarak diger bilesenleri geride birakmayi amaglar. Ekstraksiyon, ¢esitli endiistrilerde ve
laboratuvar ortamlarinda yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Islemin temel amaci, ¢dzelti
icindeki bir maddenin belirli bir ¢oziicii ile ¢oziinerek ¢ozeltiden ayrilmasidir. Bu ¢ozelti

icindeki hedeflenen madde, ¢oziicii ile ¢ozilinerek bir ¢ozelti olusturur. Daha sonra bu ¢ozelti,
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genellikle bir ayrilma islemiyle, hedeflenen maddeyi iceren ¢ozelti ve diger bilesenleri iceren

cozelti olarak ayrilir.

Ekstraksiyonun ornekleri arasinda organik kimyada bir bilesigi bir ¢ozeltiden ¢ikarma,
bitki Ozlerinden yaglari ¢ikarma veya farmasotik irlinlerin iretiminde kullanilan etken
maddeleri izole etme bulunabilir. Bu teknik, 6zellikle bir bilesenin segici bir sekilde izole
edilmesi gerektiginde ve diger bilesenlerden ayrilmasi zorunlu oldugunda 6nemlidir. Ayrica,
cozelti i¢indeki konsantrasyonu artirma veya bir maddeyi digerinden ayirarak saflastirma
amaclariyla da kullanilabilir. Genel olarak ekstraksiyon sivi-sivi ekstraksiyonu ve kati-Sivi
ekstraksiyonu olarak ikiye ayrilir. Bunlara ek olarak kati-faz ekstraksiyonunu da ekleyebiliz
(Feilden 2011).

Sivi1-Sivi Ekstraksiyonu (Coziicii Ekstraksiyonu)

Sivi-sivi ekstraksiyonu, bir ¢ozeltide bulunan bir bilesigin, baska bir siv1 ¢ozeltiye
transfer edilmesi islemidir. Bu yontem, bir maddeyi bir ¢ozeltiden ayirma veya izole etme
amaciyla kullanilir. Genellikle organik bilesiklerin veya metal iyonlarinin ¢ikartilmasi gibi
cesitli uygulamalarda kullanilir. Bu islem genellikle yogunluklari farkli, birbiri iginde
karismayan iki ayri siv1 faz arasinda gerceklesir ve Nernst kanununa gore agiklanir. {1k adim,
cikarilacak bilesigi igeren ¢ozeltinin bir ¢6ziicli ile karistirilmasidir. Daha sonra, ¢ozelti igindeki
hedef bilesigi ¢ozen bir diger ¢oziicii eklenir. Bu iki ¢ozelti, iki farkli faz olusturur: iistte
yogunlugu daha az olan organik faz ve altta ise ¢ikarilan bilesigi igeren su fazi bulunur. Genel
olarak su igindeki organik maddeyi, organik ¢o6ziicii fazina alabilmek hedeflenir. Bu adim

birkag¢ kez tekrarlanabilir, boylece ¢ikarilan bilesik miktarini artirabilirsiniz.

Hidrofilik bilesikler, polar sulu fazi tercih ederken, hidrofobik bilesikler organik
¢oziicliyli tercih eder. Organik faz i¢ine ekstrakte edilen analitler, ¢Oziiciiniin
buharlastirilmasiyla nispeten kolay bir sekilde elde edilebilir. Ekstraksiyon verimliligi, ¢oziicii

se¢imi, ¢Oziicii hacmi, pH ve ¢ozeltiden ¢oktiirme etkisi kullanilarak artirilabilir.

S1vi-s1v1 ekstraksiyonu, biyokimya, analitik kimya, organik kimya ve biyoteknoloji gibi
bir¢cok alanda yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu teknik, 6zellikle bir ¢ozeltideki
bilesiklerin segici bir sekilde izole edilmesi veya konsantre edilmesi gerektigi durumlarda
etkilidir (Feilden 2011). Coziiciilerle yapilan diger ekstraksiyon metodlart ise asagida
verilmistir (Zhang et al. 2018).

1. Maserasyon

2. Dimaserasyon
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3. Dekoksiyon
4. Infiizyon

5. Perdesens
6. Dijestiyon

7. Perkolasyon

Kati-Si1vi1 Ekstraksiyonu (Soxhlet Ekstraksiyonu)

Soxhlet ekstraksiyonu, kati 6rneklerden bilesenlerin ¢ikarilmasi i¢in kullanilan en
yaygin tekniklerden biridir ve bir yiizyilldan fazla bir siiredir kullanilmaktadir. Baslangigta
stitteki yagin belirlenmesi i¢in kullanilmigtir. Bu nedenle, genellikle diger tiim ekstraksiyon

teknikleri, genellikle Soxhlet ekstraksiyonu ile karsilastirilir (Feilden 2011).

Soxhlet ekstraktorti, kat1 veya yari-kat1 numunelerden organik bilesiklerin ¢ikarilmasi
icin kullanilan eski bir ekstraksiyon sistemidir. Cihaz, bir solvent sisesi, orta cemberde bir s1vi

akis borusu (sifon), sogutulmus bir kondansor ve 1sitma sisteminden olusur (Sekil 12).

Kat1 ornek, orta ¢emberin icindeki ekstraksiyon bolmesine yerlestirilir. Altindaki
solvent sisesine konulan solvent, kaynama sicakliginin {izerinde 1sitilir. Kaynayan solvent
buharlar1 kondansatdre taginir, yogunlasir ve drnege dogru damlar. Solvent, 6rnegi 1slatir ve
sonra sifonun tepesine ulastifinda, tiim ornek bolmesini bosaltarak, solvent sisesine geri
damlar. Bu sekilde sicak solvent birka¢ kez O6rnek i¢inde dolasir. Ekstrakte olan analitler,

solvent sisesinde kalirken, temiz solvent buharlagtigindan her dongiide taze solvent kullanilir.

Soxhlet ekstraksiyonu genellikle organik bilesiklerin kat1 6rneklerden ¢ikarilmasinda
kullanilir. Bu bilesikler, solventin kaynama sicakliginda termal olarak kararli olmalidir.
Ekstraksiyon siireleri genellikle 6 ila 24 saat arasinda degisir ve biiyiik solvent hacimleri

gerektirebilir. Ekstraksiyon solventleri genellikle saf organik solventler veya karigimlaridir.

Soxhlet cihazi, diigiik maliyetle temin edilebilen bir cihaz olup, eszamanli ekstraksiyona
izin verir. Ancak, ornek bdlmesinin temizligi kullanim sirasinda karsilasilan potansiyel bir
problem olabilir. Bu nedenle, kullanimdan 6nce temiz bir solventle ekstraksiyon yaparak

temizlenmesi Onerilir (Biiyliktuncel 2012).
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Biilme

Omek

Coztel

Sekil 12. Soxhlet ekstraksiyon diizenegi

Soxhlet ekstraksiyonu avantajlari;

1. Soxhlet ekstraksiyonu, siirekli bir ekstraksiyon iglemidir. Bu siirekli dongii, ¢dziiciiniin tekrar
tekrar kullanilmasini saglar, bu da islemi verimli hale getirir ve uzun siireli ekstraksiyonlarda

etkili olabilir.

2. Ozellikle organik bilesenlerin ¢ikarilmasi i¢in kullanilan bu yontem, belirli bilesenlerin segici

olarak ekstraksiyonunu saglayabilir.

3. Soxhlet sistemi, ¢oziicli miktarin1 otomatik olarak kontrol edebilir. Bu, ¢6ziiciiniin dengeli

bir sekilde geri donmesini saglayarak ekstraksiyonun verimliligini artirabilir.

4. Yontem, coziiciiniin geri kazanilmasini ve tekrar kullanilmasini saglar. Bu da maliyet

tasarrufu saglayabilir.

5. Soxhlet sistemi, uzun siireli ekstraksiyonlar i¢in ideal olabilir. Siirekli dongii, bilesenlerin

tam olarak ¢oziicliye gegmesini saglar.
Soxhlet ekstraksiyonu dezavantajlari;
1. Uzun siire gerektirmesi,
2. Fazla miktarda organik ¢oziicli kullanmast,
3. Is1 aldig1 zaman kararsiz olan hedef tiirlerin bozunmasina yol agabilmesi,

4. Biiyiik miktarlarda ¢oziicli kullanildigindan, ekstraksiyon sonrasi buharlastirma/deristirme

basamaginin zorunlu olmas,

5. Coziicii seciciligi ile sinirlidir ve otomasyonu zordur.
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Kat1 Faz Ekstraksiyonu (SPE)

Kat1 faz ekstraksiyonu (SPE); farmasétik, klinik, gida ve ¢evre analizi alanlarinda 6rnek
temizleme ve eser element zenginlestirme i¢in tercih edilen bir teknik haline gelmistir.
Gergektende, diger 6rnek hazirlama tekniklerine gore daha ¢ok yonliiliik ve segicilik sunar.
Swvi-sivi ekstraksiyon ile karsilastirildiginda daha hizlidir, ¢ok daha az ¢oziicli gerektirir, olasi
emiilsiyon olusumunu onler, 6rnek hacimleri daha kiiciik olabilir ve otomasyona ¢ok daha

elverislidir (Verette 2010).

SPE genellikle s1vi 6rnekleri hazirlamak ve yar1 ugucu veya ugucu olmayan analitleri
¢ikarmak icin kullanilir. Ancak onceden ¢oziiciilere ¢ekilen katilarla da kullanilabilir. SPE
tiriinleri 6rnek ¢ikarma, konsantrasyon ve temizlik i¢in miikemmel olanaklar sunar. Genellikle

dort cok genis uygulama sinifinda kullanilir:
1. Biyolojik 6rnekler ve dogal iiriinlerde
2. Ilaglarda
3. Yiyecek ve iceceklerde
4. Cevresel ornekler ve kirliliklerde

SPE igin iki temel yaklasim bulunmaktadir. Birinci olarak, ilgilenilen analit tutulabilir
ve matris interferanslar1 yikanabilir. Ikinci olarak ise, ilgilenilen analit yikanir ve matris

interferanslari tutulur.

SPE metodunda maddelerin birbirinden ayrilmasi, analizi yapilacak maddenin
molekiilleri ile tutucu maddedeki etkin gruplar arasindaki molekiiller arasi etkilesimler
sayesinde agiklanir. Analizi yapilacak madde molekiilleri tutucu maddelerdeki etkin gruplara
iyonik, hidrojen, dipol-dipol, dipol-indiiklenmis dipol ve indiiklenmis dipol-indiiklenmis dipol
(Van der Waals) baglar1 ile baglanir. Bu sekilde aranan madde, matriksteki istenmeyen

bilesikler ve ¢oziiciiler birbirinden ayrilmis olur (Yavuz ve Aksoy 2006).

SPE Kkartuslari, genis bir kimyasal ¢esitlilik, adsorban ve boyut yelpazesi iginde
bulunmaktadir. Her uygulama ve 6rnek i¢in en uygun {iriinii se¢gmek oldukc¢a énemli olabilir.
SPE’de genel olarak fazlar ilgi duyulan analit ile baslica etkilesim mekanizmas1 tarafindan

kategorize edilir:
1. Ters faz (sulu matris i¢inden hidrofobik analit ¢ikarma)
2. Normal faz (non-polar organik ¢6ziiciilerden polar analit ¢ikarma)

3. Iyon degisimi (Anyonik ve katyonik degisim)
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4. Birlesik ¢oklu etkilesim mekanizmalarina sahip fazlar (karisik mod fazlar1) (Feilden 2011).

SPE metodunun avantajlart

1. SPE, belirli bilesenlerin seg¢ici olarak tutulmasina ve diger istenmeyen bilesenlerin
uzaklastirilmasina olanak tanir. Bu, analizlerin hassasiyetini artirabilir ve arka plan giirtiltiisiini

azaltabilir.

2. Orneklerin temizlenmesi, SPE'nin onemli bir avantajidir. Istenmeyen bilesenlerin
uzaklagtirilmasi, aragtirma veya analiz sirasinda Orneklerin daha net ve dogru sonuglar

vermesini saglar.

3. SPE, belirli bilesenlerin konsantre edilmesi icin kullanilabilir. Ozellikle diisiik

konsantrasyonlarda bulunan bilesenlerin analiz edilmesi gerektiginde bu avantaj ¢cok 6nemlidir.

4. Ornek matrisinin etkilerini azaltmak i¢in SPE kullanilabilir. Matris igindeki bilesenler, tutucu
malzeme ile etkilesime girerek matrisin degismesini saglar ve analiz edilecek bilesenlerin daha

net bir sekilde incelenmesini saglar.

5. SPE, belirli ¢oziiciilerle calisabilir ve bu ¢dziiciilerin daha verimli kullanilmasina olanak

tanir. Ornek igindeki bilesenler, ¢oziicii tarafindan daha etkin bir sekilde elde edilebilir.

6. SPE, farkli bilesenlerin ¢ikarilmasi, temizlenmesi veya yogunlastirilmasi i¢in genis bir
uygulama yelpazesine sahiptir. Farkli tutucu maddeler veya farkli kosullar kullanilarak c¢esitli
analitlerin islenmesini saglar (Yavuz ve Aksoy 2006).

Modern Ekstraksiyon Yontemleri

Gilinlimiizde klasik ekstraksiyon teknikleri disinda gelisen teknolojiyle paralel olarak
yeni ekstraksiyon yontemleri de gelistirilmistir. Gelistirilen modern ekstraksiyon yontemleri

asagida sirasiyla verilmistir.
1. Vurgulu Elektrik Alan1 Yardimli Ekstraksiyon
2. Enzim Destekli Ekstraksiyon
3. Mikrodalga Yardimli Ekstraksiyon
4. Basingli S1vi Ekstraksiyonu
5. Siiperkritik Akigkan Ekstraksiyonu

6. Ultrasonik Yardimli Ekstraksiyon (Sengiil ve Topdas 2019)
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Validasyon

Analitik metot validasyonu, bir analitik yontemin belirli bir matris i¢indeki
konsantrasyonu dogru bir sekilde tespit edebilme yetenegini degerlendirmek igin
gergeklestirilen bir dizi islemi icerir. Metot validasyonu, 6zellikle analitik kimya, biyokimya ve
diger laboratuvar alanlarinda, belirli bir analitik yontemin kullanilabilirligini ve giivenilirligini
belirlemek i¢in 6nemlidir. Bu, 6zellikle endiistriyel iiretim, ila¢ gelistirme, gida giivenligi ve
gevre analizleri gibi alanlarda dogru kararlar almak icin temel bir gerekliliktir. Analitik
Olctimler, genellikle bilimsel ve endiistriyel kararlar almak i¢in temel veriler saglar. Ancak, bu
Ol¢iimlerin glivenirligi, dogrulugu ve tekrarlanabilirligi, kararlarin dogrulugunu etkileyen kritik
unsurlardir. Bu nedenle, bir analitik yontemin dogru ve giivenilir sonuglar iiretebilme
yetenegini belirlemek amaciyla yapilan metot validasyonu, analitik sonuglara olan giiveni
artirmak ve bu verilere dayali kararlarin dogrulugunu saglamak icin Onemlidir. Metot
validasyonu siireci, bir analitik yontemin belirli kriterlere uygunlugunu degerlendirir. Bu
kriterler arasinda hassasiyet, spesifite, dogruluk, tekrarlanabilirlik ve belirli bir analitik
uygulama baglaminda performans gibi faktorler bulunabilir. Bu degerlendirme siireci, analitik

yontemin bir dizi kontrol ve kalite giivence adimini igerir (ICH 1995).

Uluslararasi kabul edilen gesitli validasyon kriterleri mevcuttur. ICH, FDA, USP, cGMP
gibi kurumlar tarafindan belirlenmis olan validasyon parametreleri asagidaki sirasiyla

verilmistir.

1. Spesifiklik, Secicilik (Specificity/Selectivity)

N

. Dogruluk (Accuracy)

w

. Kesinlik (Precision)

SN

. Dogrusallik (Linearity) ve Calisma Araligi (Range)

ol

. Hassasiyet (Sensitivity) (Teshis ve Tayin Sinir1)

6. Tekrar iiretilebilirlik, Tekrarlanabilirlik (Reproducibility, repeatability)

\l

. Saglamlik/Tutarlilik (Robustness/Ruggedness)

[e0)

. Geri kazanim (Recovery)

(o]

. Kararlilik (Stability)

Spesifiklik, Secicilik (Specificity/Selectivity)

Spesifiklik, mevcut olmasi beklenen bilesenlerin varliginda analitin kesin olarak

degerlendirilmesi yetenegidir. Tipik olarak bunlar safsizliklari, pargalayicilari, matrisi vb.
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igerebilir. Bir analitik prosediiriin spesifiklik eksikligi, diger destekleyici analitik prosediir(ler)

tarafindan telafi edilebilir.

Dogruluk (Accuracy)

Analitik bir prosediiriin dogrulugu, kabul edilen geleneksel bir ger¢ek deger veya kabul
edilen referans degeri ile bulunan deger arasindaki yakinligi ifade eder. Dogruluk, geri kazanim

ve bagil hata olmak tizere iki sekilde elde edilir.

Kesinlik (Precision)

Bir analitik prosediiriin kesinligi, ayn1 homojen 6rnekten yapilan ¢oklu 6rnekleme ile
elde edilen oOlgiimler arasindaki sonuglarin yakinligimi ifade eder. Kesinlik {i¢ sekilde

degerlendirilebilir: tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve tekrarlanabilirlik.

Tekrarlanabilirlik, ayni laboratuvar, ayni ekipman ve ayni analiz prosediirii altinda
yapilan tekrarh 6lgiimlerin derecesini ifade eder. Bu, bir analitik yontemin 6l¢lim sonuglarinin
ayni kosullar altinda ne kadar tutarli oldugunu gosterir. Tekrarlanabilirlik, analizin glivenilirligi
ve hassasiyeti hakkinda bilgi saglar. Olgiimler arasindaki tutarlilik ne kadar yiiksekse, analitik
yontemin tekrarlanabilirligi o kadar iyidir. Tekrarlanabilirlik genellikle standart sapma veya

varyans gibi istatistiksel dl¢iimlerle degerlendirilir.

Ara kesinlik; laboratuvar igindeki degiskenlikleri ifade eder. Farkli giinler, farkli
analistler, farkli ekipmanlar ile yapilan analizlerin birbiriyle yakinligidir. % BSS (bagil standart

sapma) degeriyle verilir.

Yenilenebilirlik; bir analitik prosediiriin  farkli laboratuvarlarda (genellikle
metodolojinin standardizasyonu baglaminda) tekrarlanabilirligini ifade eder. % BSS (bagil

standart sapma) degeriyle verilir.

Dogrusallik (Linearity) ve Calisma Arahgi (Range)

Dogrusallik, bir analitik yontemin, analitik miktar ile dl¢iilen sinyal arasinda dogrusal
bir iliski gosterme yetenegini ifade eder. Yani, analitin konsantrasyonu arttik¢a veya azaldikga,
Ol¢iilen sinyal de benzer sekilde dogrusal bir sekilde degismelidir. Dogrusallik, genellikle bir
kalibrasyon egrisi kullanilarak degerlendirilir. Bu egri, farkli analit derisimlerinde Olciilen
sinyalleri i¢erir. Bu noktalar bir dogruya (lineer regresyon) uydugunda, dogrusallik gosterildigi
kabul edilir. Kalibrasyon egrisi, korelasyon katsayisi ve standart egrinin dogru denklemiyle elde
edilir. Dogrusallik degerlendirmesi genellikle regresyon analizi kullanilarak yapilir. En kiigiik
kareler yontemiyle elde edilen regresyon katsayisi, r>>0,95 olmahdir. Standart egri ise, 5-8

standart nokta icermeli ve tekrarlanabilir olmalidir.
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Calisma araligi, bir analitik yontemin gecerli oldugu veya kullanilabilecegi derisim
araligin1 ifade eder. Bu aralik, yontemin hassasiyeti, dogrusallifi ve Ol¢iim araligi gibi
ozelliklere bagli olarak belirlenir. Calisma araligi, analizin yeterli dogruluk ve

tekrarlanabilirlikle gerceklestirilebilecegi bir derisim araligini kapsar.

Hassasiyet (Sensitivity)

Hassasiyet (sensitivity), bir analitik yontemin miktarindaki kii¢iikk degisikliklere karsi
nasil yanit verdigini ve bu degisikliklerin 6l¢iilen sinyaldeki degisiklikleri ne kadar etkiledigini
ifade eder. Hassasiyet, bir analiz yonteminin 6l¢iim araligi i¢inde kii¢ikk konsantrasyon
degisikliklerini algilayabilme ve ayirt edebilme yetenegini belirler. Genellikle bir analitik
yontemin kalibrasyon egrisindeki egim ile degerlendirilir. Bu egim, analit konsantrasyonundaki

bir birimlik degisiklikle 6l¢iilen sinyaldeki bir birimlik degisikligi temsil eder.

a. Teshis (Gozlenebilme) Sinir1 (Limit of Detection, LOD): Bir numune igerisinde incelenen
bilesigin belirlenen en disiik miktarina teshis (gozlenebilme) simirt denir. Belirlenen
konsantrasyon kantitatif analiz i¢in kesin deger degildir. Kromatografik ¢alismalarda LOD
degeri, pik yiiksekliginin giiriiltii yiiksekligine oraninin 3 oldugu konsantrasyon olarak kabul

edilir.

b. Tayin Alt Simir1 (Limit of Quantitation, LOQ): Bir numune igerisindeki bilesigin, uygun
dogruluk ve kesinlik ile tayin edilebilecegi en diisiik konsantrasyon olarak tanimlanabilir.
Kromatografik calismalarda LOQ degerleri, pik yiiksekliginin giirtiltii yiiksekligine oranin 10

oldugu konsantrasyon olarak kabul edilir.

¢. En Diisiik Tayin Alt Sinir1 (Lower Limit of Quantitation, LLOQ): Analitin 6l¢iilebilir
oldugu en diisiik konsantrasyonu ifade eder ve bu konsantrasyonun Otesindeki miktarlarda
analitin belirli bir giivenilirlik diizeyinde olglilemeyecegi anlamina gelir. Kromatografik

calismalarda sinyal/giiriiltii oranin 5:1 oldugu deger olarak kabul edilir.

Tekrar iiretilebilirlik, Tekrarlanabilirlik (Reproducibility, repeatability)

Tekrar tretilebilirlik (reproducibility) ve tekrarlanabilirlik (repeatability), analitik ve
deneysel bilimlerde sikca kullanilan iki énemli terimdir. iki kavram arasindaki temel fark,
tekrarlanabilirligin ayni laboratuvar veya deneme kosullarinda yapilan 6l¢iimlerin tutarliligina
odaklanirken, tekrar {iretilebilirligin farkli laboratuvarlarda veya denemelerde benzer

sonuglarin elde edilebilirligine odaklanmasidir.

Saglamlik /Tutarhlik (Robustness/Ruggedness)

Saglamlik (Robustness), bir analitik yontemin, cesitli faktorlerde (6rnegin, ekipman
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varyasyonlari, reaktan kalitesi, sicaklik degisimleri vb.) maruz kaldiginda ne kadar direngli
oldugunu ve bu degiskenlere karsi ne kadar istikrarli sonuglar iiretebildigini ifade eder.
Saglamlik, genellikle bir analitik yontemin gelistirme asamasinda degerlendirilir ve yontemin

dayaniklilig1 ve genelleme yetenegi hakkinda bilgi saglar.

Tutarlilik (Ruggedness), bir analitik yontemin, cesitli degiskenlere maruz kaldiginda
nasil performans gosterdigini degerlendiren bir kavramdir. Bu degiskenler arasinda farkl
analizciler, farkli cihazlar, farkli seri numaralaria sahip reaktanlar, farkli glinler ve sicaklik
degisimleri gibi faktorler bulunur. Tutarlilik testleri, bir analitik yontemin gercek numuneye

uygulandigi kosullarda ne kadar uyarli ve istikrarli oldugunu belirlemek i¢in yapilir.

Geri Kazanim (Recovery)

Geri kazanim, bir analiz siirecinde kullanilan ydntemin ne kadar etkili oldugunu
belirlemek i¢in kullanilir. Bu, analitik bir yontemle Olciilen bir analitin, bilinen bir miktarinin
numune matrisi i¢inde ne kadar dogru bir sekilde belirlenebildigini degerlendirir. Belirli bir
analitik yontemle analiz edilen numunelerin i¢ine bilinen miktarlarda analit eklenir. Daha sonra
bu numuneler, normal analiz prosediiriine tabi tutularak elde edilen sonuglar, eklenen bilinen
miktarlarla karsilastirilir. Bilinen derisimdeki standart ¢ozeltiler, numunelere eklenir ve bir
ayirma metodu kullanilarak islem gorerek geri kazanmilir. Geri kazanilan miktar, analitik
sonuglarla karsilastirilarak bir hata orani hesaplanir. Ideal olarak, geri kazanim orani %100
olmalidir, ancak pratikte %75 civari kabul edilebilir bir seviyedir. %60 veya daha diistik geri
kazanim oranlari, analiz siirecinde sistemsel sorunlari veya hatalar1 gosterebilir ve bu durumda

numune hazirlig1 veya analiz prosediirii revize edilmelidir.

Kararhhk (Stability)

Kararlilik (stabilite), bir madde veya ¢ozeltinin belirli kosullar altinda ne kadar siire
boyunca kimyasal, fiziksel ve analitik 6zelliklerini koruyabildigini ifade eder. Bir ¢ozelti
icindeki analitin kimyasal 6zelliklerinin, belirli saklama kosullar1 altinda degismeden kalma
kabiliyetidir. Bu kavram, analitik yontemlerle yapilan oOlgiimlerin giivenilirligi ve
tekrarlanabilirligi acisindan onemlidir. Kararlilik ¢aligmalari, gercek numune hazirlama ve
analizi sirasinda karsilagilmasi muhtemel durumlar yansitmalidir. Calisilan madde veya
¢ozelti, belirli kosullar altinda ve istenilen saklama siiresinin sonunda, cihaz tepkisinin yeni
hazirlanmis olan madde veya ¢ozeltinin tepkisi ile karsilastirilarak tespit edilmelidir (ICH 1995;
EMA 2011; U.S. FDA 2013).
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MATERYAL VE METOT

Kullanilan Referans Standartlar, Reaktifler ve Cihazlar

Tablo 1. Kullanilan plastik katki maddeleri referans standartlar

Standart Firma Lot No Son Kullanma Tarihi
DEHP EDQM P2155001 Batch 2.0 (Giincel)
BHT EDQM B1215000 Batch 3.0 (Giincel)
Hostanox 03 EDQM P2155008 Batch 4.0 (Gtincel)
Irganox 1010 EDQM P2155009 Batch 4.0 (Giincel)
Irganox 1330 EDQM P2155010 Batch 3.0 (Gincel)
Irganox 1076 EDQM P2155011 Batch 3.0 (Giincel)
Irgafos 168 EDQM P2155012 Batch 4.0 (Giincel)
Irganox 3114 EDQM P2155013 Batch 3.0 (Gtincel)
Irganox PS 800 EDQM P2155016 Batch 2.0 (Giincel)
Irganox PS 802 EDQM P2155017 Batch 3.0 (Giincel)
Stearik asit EDQM S$1340000 Batch 4.0 (Giincel)
Oleamit EDQM 00140000 Batch 1.0 (Giincel)
Erukamit EDQM E1260000 Batch 1.0 (Giincel)
BTC EDQM Y0002025 Batch 1.0 (Giincel)
TEHM EDQM Y0002023 Batch 1.0 (Giincel)

Difenil Ftalat (1S) Sigma Aldrich  MKBW2819V (Giincel)

*Plastik katki maddelerinin son kullanma tarihleri giincel Batch numaralar1 {izerinden verildi.

47



Tablo 2. Kullanilan reaktifler

Reaktif Firma Lot No Son Kullanma Tarihi
Tetrahidrofuran Sigma Aldrich BCCG55863 Mart 2025
Asetonitril J.T.Baker 2109605852 Nisan 2024
Metanol Honeywell K3430S 16.05.2025
Izopropil Alkol Fisher Chemical 2225524 27.05.2027
Ultra Saf Su (USS) Merck Z0772733148 30.11.2024
Amonyum Asetat (AA) Fluka
Tablo 3. Kullanilan cihazlar
Ekipman Adi Marka Model
LC-MS/MS Agilent Tecnologies 6460Triple Quad
Ultra Saf Su Sistemi Millipore Direct-Q 8UV
Mil;;oig:; (:llfogéégotozlgd Eppendorf Research® Plus
Kolon GL Sciences Inert Sustain Phenyl
Hassas Terazi Shimadzu ATX224
Etiv Binder 115LT-ED115
Ultrasonik Banyo Isolab 6L
Isiticili Manyetik Karistirict Heidolph MR HEI Standart
Vorteks Karistirict Heidolph Reax Control

Santrifiij
Membran Filtre

Vial

Beckman Coulter
Fisherbrand™

Agilent Tecnologies

Allegra X-30 R
0.45 um

2 ml renksiz vial
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Siv1i Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi (LC-MS/MS) Y ontemi

LC-MS/MS sistemine ait kromatografik ve spektroskopik sartlar Tablo 4 ve Tablo 5’de

verildi.

Tablo 4. LC-MS/MS sistemine ait bilgiler

Sabit Faz Inert Sustain Phenyl (3.9 x 150mm, 4um)
Hareketli faz USS (5 mM AA)- MeOH (5 mM AA) (75-25, h/h)
Akis hizi 0,7 ml/dk
Kolon sicakhigi 35°C
Enjeksiyon hacmi 5ul
Analiz siiresi 15 dk.
Iyonizasyon ESI
Gaz sicakhi@r 275 °C
Buharlastirici sicakhgi 375 °C
Gaz akisi 10/dk
Nebiilizor gaz basinci 40 psi
Kapiler voltaji 4000 V- 4500 V

ESI (Electrospray lonization)

. +ESI: DEHP, Irgafos 168, Irganox PS 800, Irganox PS 802, Oleamit,
Iyonlastirma Modu Erukamit, BTC, TEHM, DFF

-ESI: BHT, Hostanox 03, Irganox 1010, Irganox 1330, Irganox 1076,
Irganox 3114, Stearik asit

Tablo 5. LC-MS/MS sistemine ait gradient ayirim bilgileri
Zaman (dk.) Akis (ml/dk.) Hareketli Faz A (%)  Hareketli Faz B (%)

1.0 0.7 75.0 25.0
3.0 0.7 2.0 98.0
11.0 0.7 2.0 98.0
11.10 0.7 75.0 25.0
15.00 0.7 75.0 25.0

Plastik Katki Maddeleri Referans Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Her bir referans standart plastik katki maddesinden ve IS’ dan 1 mg hassas terazide
tartildiktan sonra 1 ml Asetonitril-tetrahidrofuran (%50:50; h/h) karisiminda ¢6ziilerek 1000
pg/ml derisiminde stok ¢6zeltiler hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltilerden belirli hacimlerde

alinip hareketli faz ile seyreltilerek 1, 5, 10, 20 ve 50 pg/ml derisimlerinde referans standart
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stok cozeltileri hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden belirli hacimlerde alinip hareketli faz ile
seyreltilerek 50, 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 ng/ml derisimlerinde standart ¢alisma
¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilere 100 ng/ml IS olarak Difenil ftalat (DFF) ¢ozeltisi eklendi
ve elde edilen ¢ozeltiler LC-MS/MS sistemine enjekte edilerek kromatogramlari alindi. Stok
coOzeltiler calisma yapilana kadar +4 °C’de saklandi. Ayrica, plastik katki maddelerinin referans

standartlar1 +4 °C’de muhafaza edildi.

Hareketli Faz Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Hareketli Faz A Cozeltisi: Analitik saflikta 385,41 mg Amonyum asetat hassas terazi ile
tartilarak son hacim ultra saf su ile 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti ultrasonik banyoda
10 dk. degaze edildi.

Hareketli Faz B Cozeltisi: Analitik saflikta 385,41 mg Amonyum asetat hassas terazi ile
tartilarak son hacim metanol (kromatografik saflikta) ile 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti

ultrasonik banyoda 10 dk. degaze edildi. Hareketli fazlar her analizden 6nce yeni hazirlandi.

Extractables Calismalarinin Hazirlanmasi

Caligilacak olan plastik ambalaj malzemesinden 1x1 cm boyutunda kesildikten sonra
son agirliklar1 5,0 g olacak sekilde numuneler alindi. Uzerine 200 ml ml Izopropil alkol: ultra
saf su (IPA:USS) (%50:50; h/h) karisimi eklendi. Farkli ekstraksiyon metodlar1 kullanilarak
extractables ¢aligmalar1 igin uygun extractables profili olusturuldu. Uygulanan ekstraksiyon

islemleri agagida sirasiyla verildi.

Refliix Metodu: 250 ml silifli balona 1x1 ¢cm boyutunda kesildikten sonra son agirliklar1 5,0 g
olacak sekilde numuneler alind1. Ornek iizerine 200 ml IPA:USS (50:50; h/h) ¢ozeltisi eklendi
ve 100 °C’de geri sogutucu altinda 90 dk. kaynatildi. Kaynatildiktan sonra bu ¢ozelti ortam
sicakligina kadar sogutuldu ve son olarak 0.45 pm gézenek boyutuna sahip filtreden siiziildi.

Ayni1 ekstraksiyon prosediirii blank ¢ozeltisi i¢in de uygulandi.

Soxhlet Metodu: 250 ml silifli balona 1x1 cm boyutunda kesildikten sonra son agirliklar1 5,0
g olacak sekilde numuneler alindi. Ornek iizerine 200 ml IPA:USS (50:50; h/h) ¢dzeltisi eklendi
ve 100 °C’de soxhlet diizenegi altinda 24 s kaynatildi. Kaynatildiktan sonra bu ¢ozelti ortam
sicakligina kadar sogutuldu ve son olarak 0.45 pm gozenek boyutuna sahip filtreden siiziildii.

Ayni ekstraksiyon prosediirii blank ¢ozeltisi i¢in de uygulandi.

Etiiv Metodu: 250 ml mavi vida kapakli cam siseye (otoklav sisesi) 1x1 cm boyutunda
kesildikten sonra son agirliklar1 5,0 g olacak sekilde numuneler alindi. Ornek {izerine 200 ml

IPA:USS (50:50; h/h) ¢dzeltisi eklendi ve 55 °C’de etiivde 3 giin bekletildi. Etiivden ¢ikarilarak
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ortam sicakligina kadar sogutuldu ve son olarak 0.45 um gozenek boyutuna sahip filtreden

stiziildli. Ayn1 ekstraksiyon prosediirii blank ¢dzeltisi i¢in de uygulandi.

Ultrasonik Metodu: 250 ml erlene 1x1 cm boyutunda kesildikten sonra son agirliklart 5,0 g
olacak sekilde numuneler alindi. Ornek iizerine 200 ml IPA:USS (50:50; h/h) ¢ozeltisi eklendi
ve ultrasonik banyoda 1 s birakildi. Daha sonra 0.45 um gézenek boyutuna sahip filtreden

stiziildli. Ayn1 ekstraksiyon prosediirii blank ¢dzeltisi i¢in de uygulandi.

Her bir ekstraksiyon islemi sonucu hazirlanan ¢ozeltiler 0.45 mikron filtreden
gecirildikten sonra 0.9 ml alindi ve tizerine 0.1 ml Difenil ftalat (DFF) eklendi. Daha sonra
vortekslenerek LC-MS/MS sistemine enjekte edildi.

Leachables Calismalarinin Hazirlanmasi

Calisilacak olan her bir ger¢ek numune 0.45 um goézenek boyutuna sahip filtreden
gecirildikten sonra 0.9 ml alindi. Uzerine 0.1 ml IS eklendikten sonra vortekslenerek LC-
MS/MS sistemine enjekte edildi.
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ARASTIRMA BULGULARI

15 adet plastik katki maddesinin bazilar1 pozitif, bazilari ise negatif modda
iyonlagsmaktadir. Bu ¢alismada plastik katki maddeleri ayn1 anda hem pozitif hem de negatif
modda calisildi. Kiitle sistemi parametreleri denenerek, molekiiler iyon ve pargalanma
iyonlarinin maksimum bollugunu elde etmek i¢in metot optimize edildi. 15 adet plastik katki
maddesi ve DFF i¢in uygun voltaj uygulanarak molekiiler iyon ve pargalanma iyonlari
belirlendi. 15 adet plastik katki maddesi ve IS’a ait molekiiler iyonu, par¢alanma iyonu, dwell,

fragmentor voltaj, carpisma enerjisi ve hiicre hizlandirict degerleri Tablo 6°da verildi.
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Tablo 6. 15 adet Plastik katki maddesi ve 1S’a ait kiitle sartlar

Plastik Katki Molekiiler MRM Gegcisleri Dwell FvV CE CA  Ppolarite
Maddeleri Iyonu (m/z) V) V) V)
278.8°
DEHP 391.1 10 90 4124 4 Pozitif
148.92
BHT 219.1 219.18 10 140 2 4 Negatif
642.7° 30
Hostanox 03 793.2 492.1° 10 140 36 4 Negatif
322.8° 40
957.02 40
Irganox 1010 1175.4 738.9° 10 280 40 4 Negatif
520.8° 40
717.0° 40
Irganox 1330 773.5 10 370 4 Negatif
205.0° 40
Irganox 1076 529.3 267.07 10 170 40 4 Negatif
347.0° 38
Irgafos 168 647.2 147.0° 10 180 40 4 Pozitif
57.32 40
345.72 30
Irganox 3114 564.0 10 150 4 Negatif
85.0° 32
329.0° 10
Irganox PS 800 515.3 10 90 4 Pozitif
142.9° 18
Irganox PS 802 683.9 142.52 10 90 18 4 Pozitif
Stearik asit 283.2 283.22 10 90 2 4 Negatif
265.0 6
Oleamit 282.1 10 120 4 Pozitif
247.1° 6
321.1° 10
Erukamit 338.1 10 100 4 Pozitif
303.1° 14
412.92 4
BTC 515.0 212.9° 10 90 18 4 Pozitif
128.7° 26
305.0° 16
TEHM 547.1 192.5° 10 70 40 4 Pozitif
71.2° 16
2249 8 i
DFF 319.0 10 80 4 Pozitif
77.1° 40

3 Kantitatif iyon, ® Kalitatif iyon, FV: Fragmentor voltaj, CE: Carpisma enerjisi, CA: Hiicre hizlandirici
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LC-MS/MS sisteminde gelistirilen metod ile ¢alisilan 15 adet plastik katki maddesi
referans standartlarina ve 1S’a ait molekiiler iyon pikleri, par¢alanma iyon pikleri ve

kromatogramlar asagida sirasiyla verildi.

+APCI Product lon:4 (rt: 0.107 min) Frag=90.0V CF=0.000 DF=0.000 (391.1000 -> **) PAQ1_PIS_Positive1.d

x10 5
. 391.1000 o/\ICACH3
H \—cH,
1 (0]
(0]
0.9 H_.~CHs

08 O\)-\/\/CHS
0.7

Parcalanma iyonu

0.6
Parcalanma iyonu

05 148.9000 ¢ Y

0.4

03 113.1000

0.2 278.8Q00

71.1000
0.1 1 ﬂ 236.4000 344.2000 448.4000 496.9000 558.9000 713.4000 795.1000
0 I
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z,

+10 6 |CPd 6: PA-01: +ESI MRM Frag=90.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@24.0 (391.1000 -> 148.9000) 1000ppb 2.d

25)° B *

0.5 \

X105 Cpd 6: PA-01: +ESI MRM Frag=90.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@4.0 (391.1000 -> 278.8000) 1000ppb 2.d
2

4 3
3.5
3 |
25
: |
1.5
: \
0.5
0

46474849 5 515253545556575859 6 6.16.26.36.46.56.66.768 6._?_ 7 717273747576777879 8 8182838485862878889
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 13. A: DEHP’e ait kiitle spektrumu B: DEHP’in pargalanma iyonlarina ait
kromatogramlar
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x10 4 -APCI Product lon:4 (rt: 0.119 min) Frag=140.0V CF=0.000 DF=0.000 (219.1000 -> **) PA07_PIS_Neg.d

22

218.9000 OH

CHj

0.8
0.6
0.4

02 89.7000 175.9000 271.9000 362.3000 406.9000

480.7000 530.3000

596.9000 663.4000 729.6000 794.3000

0
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z,

00 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800

-ESI MRM Frag=110.0V CF=0.000 DF=0.000 (219.1000 -> 219.1000) 1000ppb 2.d
2

x103
1.2

*5.910

0.9

0.8 \ |

07 / Vo
. [ \

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

N NN WA A N\

VAN

46 47 48 49 5 5152 53 54 55 56 57 5859 6 6.1.62 6.3 6.
Counts vs.

64 65 6.6 67 68 69 7 71 72 7374 75 7.6 7.7 7.8 7.9 8 8.1 8.2 8.3 84
cquisition Time (min)

Sekil 14. A: BHT ye ait kiitle spektrumu B: BHT’nin par¢alanma iyonlarina ait

kromatogramlar
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x10 5

14
1.3
1.2
11

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
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Parcalanma iyonu

148.8000 233.0000

0.1

58.8000 |

P

Parcalanma iyonu

493.0000

322.9000

383.1000

426.7000

541.8000

-ESI Product lon:3 (rt: 0.109 min) Frag=210.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@30.0 (793.2000 -> **) PA08_PIS_Neg.d
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«10 5 |CPd 11: PA-08: -ESI MRM Frag=140.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@40.0 (793.2000 -> 322.8000) 1000ppb 2.d
42 3
: B
2
1
0
x10 4 Cpd 11: PA-08: -ESI MRM Frag=140.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@36.0 (793.2000 -> 492.1000) 1000ppb 2.d
2 2
4 )
2
0
%105 de 11: PA-08: -ESI MRM Frag=140.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@30.0 (793.2000 -> 642.7000) 1000ppb 2.d
3
4
2

46474849 5 5152535455565.75859 6 6.16.26.36.46.56.66.7686.

Counts

vs. Acquisition %me (min)

7 717273747576777879 8 818283848586878889

Sekil 15. A: Hostanox 03’e ait kiitle spektrumu B: Hostanox 03’{in par¢alanma iyonlarina ait

kromatogramlar
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x10 3 -ESI Product lon:4 (rt: 0.114 min) Frag=290.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@45.0 (1175.4000 -> **) PA09 PIS_Neg.d
6
o 1175.3000 A
5.5 CH,
RO OR
5 R—= HO
ro—_on
45
4
35
3 Pargalanma iyonu
25
2 Pargalanma iyonu 957.2000
15 Parcalanma iyonu
205.1000 738.9000
1 914.9000
0.5{ 58.3000 301.9000 436.3000 41000 696.8000 828.7000 l ‘ 1037.4000
1 L
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600, 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250
ounts vs. Mass-to-Charge (m/z)
10 3 | CPd 10: PA-09: -ESI MRM Frag=280.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@40.0 (1175.4000 -> 520.8000) 1000ppb 2.d
2 Y 3
2 2\ B
I~
/
/
1 / \
. N
10 3 | CPd 10: PA-09: -ESI MRM Frag=280.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@40.0 (1175.4000 -> 738.9000) 1000ppb 2.d
2 3
6
4
2
0 —
+10 4 |Cpd 10: PA-09: -ESI MRM Frag=280.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@40.0 (1175.4000 -> 957.0000) 1000ppb 2.d
2 3
4
2 [ \
[
v, N

46474849 5 51525354555.65.75859 6 6.16.26.36.4656.66.768
Counts vs. Acquisitio

6‘_?, 7 7172737475767.77879 8 8182838485868788389
n Time (min)

Sekil 16. A: Irganox 1010°a ait kiitle spektrumu B: Irganox 1010’un pargalanma iyonlarina ait

kromatogramlar
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x10 4 -ESI Product lon:4 (rt: 0.114 min) Frag=320.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@45.0 (773.2000 -> **) PA10_PIS_Neg.d
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<10 3 |CPd 12: PA-10: -ESI MRM Frag=370.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@40.0 (773.5000 -> 205.0000) 1000ppb 2.d
2

038 =
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04

0.2

x10 3 Cpd 12: PA-10: -ESI MRM Frag=370.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@40.0 (773.5000 -> 717.0000) 1000ppb 2.d
2

46474849 5 515253545556575859 6 6.16.26.36.46.5666.7638 6._?_ 7 717273747576777879 8 818283848586878889
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 17. A: Irganox 1330’a ait kiitle spektrumu B: Irganox 1330’un par¢alanma iyonlarina ait
kromatogramlar
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«10 4 |-ES! Product lon:2 (it: 0.104 min) Frag=140.0v CF=0.000 DF=0.000 CID@15.0 (529.2000 -> **) PA11_PIS_Neg.d
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Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 18. A: Irganox 1076°ya ait kiitle spektrumu B: Irganox 1076°nin parg¢alanma iyonlarina
ait kromatogramlar
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x10 5 +APCI Product lon:3 (rt: 0.092 min) Frag=180.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@30.0 (647.2000 -> **) PA12_PIS_Positive.d
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Counts vs. Acquisition

Sekil 19. A: Irgafos 168’e ait kiitle spektrumu B: Irgafos 168’in pargalanma iyonlarina ait

kromatogramlar
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x10 4 -ESI Product lon:4 (rt: 0.114 min) Frag=100.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@45.0 (818.3000 -> **) PA13_PIS_Neg.d
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Sekil 20. A: Irganox 3114°e ait kiitle spektrumu B: Irganox 3114’iin parcalanma iyonlarina ait

kromatogramlar
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x10 5 +ESI Product lon:4 (rt: 0.053 min) Frag=150.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@5.0 (515.1000 -> **) PA-16_Product-ion_515 1.d
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<105 |CPd 4: PA-16: +ESI MRM Frag=90.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@18.0 (515.3000 -> 142.9000) 1000ppb 2.d
1642 a
14 B
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

<106 |CPd 4: PA-16: +ESI MRM Frag=90.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@10.0 (515.3000 -> 329.0000) 1000ppb 2.d
2

0.8
0.6
0.4
0.2

46474849 5 515253545556575859 6 6162636465066 6768 eL?, 7 717273747576777879 8 818283848586878889
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 21. A: Irganox PS 800’e ait kiitle spektrumu B: Irganox PS 800’e par¢alanma iyonlarina
ait kromatogramlar
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+ESI Product lon:3 (rt: 0.107 min) Frag=180.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@20.0 (684.2000 -> **) PA17_ESI_pis_Pos.d
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0.4
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Cpd 1: PA-17: +ESI MRM Frag=180.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@20.0 (684.2000 -> 142.5000) 1000ppb 2.d

o

Counts v

cquisition

46474849 5 5152535455565.75859 6 6.162636.465 6.%6.7 6.8 6‘?, 7 7172
S. ime (min)

73747576777879 8 8182838485868.78889

Sekil 22. A: Irganox PS 802’ye ait kiitle spektrumu B: Irganox PS 802 nin pargalanma
iyonlarina ait kromatogramlar
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Cpd 15: PA-19: -ESI MRM Frag=120.0V CF=0.000 DF=0.000 (283.1000 -> 283.1000) 1000ppb 2.d

3 B

46474849 5 515253545556575859 6 6.16.26.3646.5666.768 r?"?im7e (r?n'i1n)72 73747576777879 8 818283848586878889

Counts vs. Acquisitio

Sekil 23. A: Stearik asite ait kiitle spektrumu B: Stearik asitin par¢galanma iyonlarina ait

kromatogramlar
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x10 4 +APCI Product lon:2 (rt: 0.066 min) Frag=120.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@15.0 (282.1000 -> **) PA-20_Product-ion_282 1.d

55 97.1000 A
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45 2 7 778
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z,
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x10 4 Cpd 9: PA-20: +ESI MRM Frag=120.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@6.0 (282.1000 -> 247.1000) 1000ppb 2.d
2

35
25
1.5

0.5

X104 Cpd 9: PA-20: +ESI MRM Frag=120.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@6.0 (282.1000 -> 265.0000) 1000ppb 2.d
2

46474849 5 51525354555.65.75859 6 6.16.26.36.486.5 6.%6.7,6,.8 6.,?, 7 717273747576777879 8 818283848586878889
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 24. A: Oleamit’e ait kiitle spektrumu B: Oleamit’in par¢calanma iyonlarina ait
kromatogramlar
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+APCI Product lon:2 (rt: 0.066 min) Frag=100.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@15.0 (338.2000 -> **) PA-21_Product-ion_338 2.d
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46474849 5 515253545556575859 6 616263 646566676869 7 717273747576777879 8 818283 848586878889

Counts vs. Acquisitiol

A

me (min)

Sekil 25. A: Erukamit’e ait kiitle spektrumu B: Erukamit’in pargalanma iyonlarina ait
kromatogramlar
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+APCI Product lon:4 (rt: 0.107 min) Frag=90.0V CF=0.000 DF=0.000 (515.0000 -> **) PA25_PIS_Positive.d
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: NN
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«10 6 |CPd 5: PA-25: +ESI MRM Frag=90.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@26.0 (515.0000 -> 128.7000) 1000ppb 2.d
2

0.5

%10 6 Cpd 5: PA-25: +ESI MRM Frag=90.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@18.0 (515.0000 -> 212.9000) 1000ppb 2.d
2

0.5

x10 6 Cpd 5: PA-25: +ESI MRM Frag=90.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@4.0 (515.0000 -> 412.9000) 1000ppb 2.d
2

46474849 5 515253545556575859 6 6.1 6263646566 6768 eL?, 7 717273747576777879 8 818283848586878889
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 26. A: BTC’ye ait kiitle spektrumu B: BTC’nin par¢alanma iyonlarina ait kromatogramlar
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x10 4 +APCI Product lon:4 (rt: 0.107 min) Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 (547.1000 -> **) PA26_PIS_Positive2.d
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2

x10 6 Cpd 3: PA-26: +ESI MRM Frag=70.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@16.0 (547.1000 -> 305.0000) 1000ppb 2.d
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0.5

46474849 5 515253545556575859 6 61626364 650666768 eL?, 7 717273747576777879 8 818283848586878889
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 27. A: TEHM’ye ait kiitle spektrumu B: TEHM’nin pargalanma iyonlarina ait
kromatogramlar

68



x10 4 +APCI Product lon:3 (rt: 0.102 min) Frag=110.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@15.0 (225.0000 -> **) Diphenylphthalate_PIS_pos.d
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46474849 5 5152535455565.75859 6 6.16.26.364656.66.768 6,_?, 7 717273747576777879 8 818283848586878889
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 28. A: Difenil ftalat (IS)’a ait kiitle spektrumu B: Difenil ftalat (IS)’in par¢alanma
iyonlarina ait kromatogramlar
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<10 2 |CPd 4: PA-16: +ESI MRM Frag=90.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@18.0 (515.3000 -> 142.9000) 1000ppb 3.d
1.1 12 33
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Cpd 1: PA-17: +ESI MRM Frag=180.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@20.0 (684.2000 -> 142.5000) 1000ppb 3.d
2
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46474849 5 515253545556575859 6 61626364 650666768 GL?, 7 717273747576777879 8 818283848586878889
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 29. Plastik Katki Maddelerine ait total iyon kromatogrami
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/ \_
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C?DLII’IT.S %"/o} Vs, Acquisn?on Time (min

Sekil 30. Plastik Katki Maddelerine ait total iyon kromatogrami
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Plastik Katki Maddeleri icin Gelistirilen LC-MS/MS Yénteminin Validasyonu

Gelistirilen LC-MS/MS metodu kesinlik, dogruluk, dogrusallik, hassasiyet (LLOQ),
sistem uygunluk ve stabilite parametreleri dikkate alinarak ICH (Validation of Analytical
Procedures: Q2(R1) gore tam valide edildi.

Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

LC-MS/MS ¢aligsmasinda, 50-1000 ng/ml (50, 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 ng/ml)
derisim araliginda plastik katki maddelerinin pik alanlarimin IS’in (100 ng/ml) pik alanina
oranlanmasiyla kalibrasyon egrileri kuadratik olarak elde edildi. Sadece Oleamit igin 150-1000
ng/ml (150, 200, 400, 600, 700, 800 ve 1000 ng/ml) derisim araliginda ¢aligildi. Kalibrasyon

egrisi Oleamit’in pik alaninin IS 1n pik alanina oranlanmasiyla lineer olarak elde edildi.

PA-01 - 7 Levels, 7 Levels Used, 21 Points, 21 Points Used, 0 QCs
x10 1 | ¥y = 2.212122E-005 * x ~ 2 + 0.046225 * x + 0.083955
7 R"2=10.99989509

Type:Quadratic, Origin:lgnore, Weight:None

6 -

Relative Responses

T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Concentrations (ng/ml)

Sekil 31. LC-MS/MS sisteminde hazirlanan DEHP'in kalibrasyon egrisi
LC-MS/MS sisteminde DEHP’e ait kalibrasyon egriSinin regrasyon esitliklerinin

istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 7’°de verildi.

Tablo 7. DEHP’in kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri

Parametreler LC-MS/MS Yontemi
Dogrusal Araligi (ng/ml) 50-1000 ng/ml
Regrasyon Egrisi Denklemi y =2.212122E°%x?+0.046225x+0.083955
Korelasyon Katsayisi (%) 0,9999
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PA-07 - 7 Levels, 7 Levels Used, 21 Points, 21 Points Used, 0 QCs
2 x10 2 | y = 6.778458E-010 * x ~ 2 + 1.534982E-005 * x + 1.458892E-004
2 16 R"2=0.99979346
§ Type:Quadratic, Origin:lgnore, Weight:None
& 1.4
g
= 1.2+
@
i 14
0.8+
0.64
0.4+
0.24
0
T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 500 1000
Concentrations (ng/ml)

Sekil 32. LC-MS/MS sisteminde hazirlanan BHT'nin kalibrasyon egrisi

LC-MS/MS sisteminde BHT’ye ait kalibrasyon egriSinin regrasyon esitliklerinin
istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 8’de verildi.

Tablo 8. BHT nin kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri

Parametreler LC-MS/MS Yontemi
Dogrusal Araligi (ng/ml) 50-1000 ng/ml
Regrasyon Egrisi Denklemi y =6.778459E910x2+1.534982E0%x +1.458892E 0%
Korelasyon Katsayisi (r%) 0,9998
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PA-08 - 7 Levels, 7 Levels Used, 21 Points, 19 Points Used, 0 QCs
% x10 1| y=3.841500E-006 *x =2 + 0011712 * x - 0.069607
2 R*2 = 0.99982902
2 Type:Quadratic, Origin:lgnore, Weight:None
E 1.4+
5 124
o
4 1
0.8+
0.64
0.4+
0.24
0
T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 500 1000
Concentrations (ng/ml)

Sekil 33. LC-MS/MS sisteminde hazirlanan Hostanox 03'lin kalibrasyon egrisi

LC-MS/MS sisteminde Hostanox 03’¢ ait kalibrasyon egrisinin regrasyon esitliklerinin
istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 9°da verildi.

Tablo 9. Hostanox 03’iin kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri

Parametreler LC-MS/MS Yontemi
Dogrusal Araligi (ng/ml) 50-1000 ng/ml
Regrasyon Egrisi Denklemi y =3.841500E%x2+0.11719x-0.069607
Korelasyon Katsayis1 (1?) 0,9998
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o

A-09 - 7 Levels, 7 Levels Used, 21 Points, 20 Points Used, 0 QCs

99| y=-2385251E-007 * x * 2 + 0.002288 * x + 0.046468
R"2 =0.99967325
24 Type:Quadratic, Origin:lgnore, Weight:None

1.8
1.6+
1.4+
1.2+

14
0.8+
0.6+
0.4+

Relative Responses

T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Concentrations (ng/ml)

Sekil 34. LC-MS/MS sisteminde hazirlanan Irganox 1010'un kalibrasyon egrisi

LC-MS/MS sisteminde Irganox 1010’a ait kalibrasyon egriSinin regrasyon esitliklerinin
istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 10°da verildi.

Tablo 10. Irganox 1010’un kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri

Parametreler LC-MS/MS Yontemi
Dogrusal Araligi (ng/ml) 50-1000 ng/ml
Regrasyon Egrisi Denklemi y =-2.385251E%%7x2+0.002288x+0.046468
Korelasyon Katsayis1 (%) 0,9997
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PA-10 - 7 Levels, 7 Levels Used, 21 Points, 18 Points Used, 0 QCs
x10 14 y = 9.288161E-008 * x ~ 2 + 1.167854E-004 * x - 2.045460E-004
R"2 = 0.99992005
24 Type:Quadratic, Origin:lgnore, Weight:None
1.8
1.6
1.4
1.2
14
0.84
0.64
0.4+
0.24
0

Relative Responses

T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Concentrations (ng/ml)

Sekil 35. LC-MS/MS sisteminde hazirlanan Irganox 1330'un kalibrasyon egrisi

LC-MS/MS sisteminde Irganox 1330’a ait kalibrasyon egrisinin regrasyon esitliklerinin
istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 11°de verildi.

Tablo 11. Irganox 1330°un kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri

Parametreler LC-MS/MS Yoéntemi
Dogrusal Araligi (ng/ml) 50-1000 ng/ml
Regrasyon Egrisi Denklemi y =9.288161E%8x?+1.167854E0%4-2,045460E 0%
Korelasyon Katsayis1 (1?) 0,9999
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PA-11 - 7 Levels, 7 Levels Used, 21 Points, 19 Points Used, 0 QCs
x10 -1 | y = 5.019057E-008 * x ~ 2 + 5.017621E-005 * x - 3.697873E-004

- R7™2=0.99988535

0.9 Type:Quadratic, Origin:lgnore, Weight:None
0.84
0.74
0.64
0.54
0.4+
0.34
0.24
0.14

Relative Responses

T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Concentrations (ng/ml)

Sekil 36. LC-MS/MS sisteminde hazirlanan Irganox 1076'nin kalibrasyon egrisi

LC-MS/MS sisteminde Irganox 1076'ya ait kalibrasyon egrisinin regrasyon
esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 12°de verildi.

Tablo 12. Irganox 1076'n1n kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri

Parametreler LC-MS/MS Yontemi
Dogrusal Araligi (ng/ml) 50-1000 ng/ml
Regrasyon Egrisi Denklemi y =5.019057E%x2+5 017621E°%x-3.697873E 0%
Korelasyon Katsayis1 (%) 0,9999
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PA-12 - 7 Levels, 7 Levels Used, 21 Points, 18 Points Used, 0 QCs
o — y = 2595974E-007 * x ~ 2 +0.001257 * x - 0.007610
2 R"2 = 0.99986991
2 1.4- Type:Quadratic, Origin:lgnore, Weight:None
g
s
o
4 ky
0.84
0.64
0.4+
0.24
D_
T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 500 1000
Concentrations (ng/ml)

Sekil 37. LC-MS/MS sisteminde hazirlanan Irgafos 168'in kalibrasyon egrisi

LC-MS/MS sisteminde Irgafos 168'e ait kalibrasyon egriSinin regrasyon esitliklerinin
istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 13’de verildi.

Tablo 13. Irgafos 168'in kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri

Parametreler LC-MS/MS Yontemi
Dogrusal Araligi (ng/ml) 50-1000 ng/ml
Regrasyon Egrisi Denklemi y =2.595974E%7x2+0.001257x-0.007610
Korelasyon Katsayis1 (%) 0,9999
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PA-13 - 7 Levels, 7 Levels Used, 21 Points, 17 Points Used, 0 QCs
2 x10 2 | y = 6.795145E-009 * x ~ 2 + 7.275007E-005 * x - 7.548089E-005
2 -| R*2=0.99993716
2 Type:Quadratic, Origin:lgnore, Weight:None
@
= 6
o
@
i 5
44
3
2_
14
D_
T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 500 1000
Concentrations (ng/ml)

Sekil 38. LC-MS/MS sisteminde hazirlanan Irganox 3114'{in kalibrasyon egrisi

LC-MS/MS sisteminde Irganox 3114°¢ ait kalibrasyon egriSinin regrasyon esitliklerinin
istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 14’de verildi.

Tablo 14. Irganox 3114’iin kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri

Parametreler LC-MS/MS Yontemi
Dogrusal Araligi (ng/ml) 50-1000 ng/ml
Regrasyon Egrisi Denklemi y =6.795145E9%%2+7,275007E %%°x+7.548089E 0%
Korelasyon Katsayisi (r%) 0,9999
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PA-16 - 7 Levels, 7 Levels Used, 21 Points, 21 Points Used, 0 QCs

x10 1 | y = 1.599615E-005 * x ~ 2 + 0.019397 * x - 0.100589
754 R"2=099938693
Type:Quadratic, Origin:lgnore, Weight:None

3_

2.5+

Relative Responses

T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Concentrations (ng/ml)

Sekil 39. LC-MS/MS sisteminde hazirlanan Irganox PS 800’{in kalibrasyon egrisi

LC-MS/MS sisteminde Irganox PS 800’e ait kalibrasyon egrisinin regrasyon
esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 15°de verildi.

Tablo 15. Irganox PS 800’iin kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri

Parametreler LC-MS/MS Yoéntemi
Dogrusal Araligi (ng/ml) 50-1000 ng/ml
Regrasyon Egrisi Denklemi y =1.599615E%x2+0.019397x-0.100589
Korelasyon Katsayis1 (%) 0,9999

80



PA-17 - 7 Levels, 7 Levels Used, 21 Points, 19 Points Used, 0 QCs

x10 1 | y = 3.730786E-006 * x ~ 2 + 0.006192 * x - 0.141586
7| R"2=10.99985493
0.9 Type:Quadratic, Origin:lgnore, Weight:None

0.8+
0.7+
0.6+
0.54
0.44
0.31
0.24
0.14

0

Relative Responses

T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Concentrations (ng/ml)

Sekil 40. LC-MS/MS sisteminde hazirlanan Irganox PS 802’nin kalibrasyon egrisi

LC-MS/MS sisteminde Irganox PS 802’ye ait kalibrasyon egrisinin regrasyon
esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 16°da verildi.

Tablo 16. Irganox PS 802’nin kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri

Parametreler LC-MS/MS Yontemi
Dogrusal Araligi (ng/ml) 50-1000 ng/ml
Regrasyon Egrisi Denklemi y =3.730786E%°x2+0.006192x-0.141586
Korelasyon Katsayis1 (%) 0,9998

81



PA-19 - 7 Levels, 7 Levels Used, 21 Points, 19 Points Used, 0 QCs

x10 1 | y =6.872207E-006 * x ~ 2 + 0.004616 * x + 1.196712
71 R"2=10.99981400
1.2+ Type:Quadratic, Origin:lgnore, Weight:None

1.1

14
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Sekil 41. LC-MS/MS sisteminde hazirlanan Stearik asit'in kalibrasyon egrisi

LC-MS/MS sisteminde Stearik asit’e ait kalibrasyon egriSinin regrasyon esitliklerinin
istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 17°de verildi.

Tablo 17. Stearik asit’in kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri

Parametreler LC-MS/MS Yéntemi
Dogrusal Araligi (ng/ml) 50-1000 ng/ml
Regrasyon Egrisi Denklemi y =6.872207E%x2+0.004616x+1.196712
Korelasyon Katsayis1 (1?) 0,9998
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PA-20 - 7 Levels, 7 Levels Used, 21 Points, 21 Points Used, 0 QCs

124 y=0.001080*x + 0.066319
R"2 =0.99975822
1.1 Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:None

14
0.84

Relative Responses
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Sekil 42. LC-MS/MS sisteminde hazirlanan Oleamit'in kalibrasyon egrisi

LC-MS/MS sisteminde Oleamit’e ait kalibrasyon egriSinin regrasyon esitliklerinin
istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 18’de verildi.

Tablo 18. Oleamit’in kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri

Parametreler LC-MS/MS Yéntemi
Dogrusal Araligi (ng/ml) 150-1000 ng/ml
Regrasyon Egrisi Denklemi y =0.001080x+0.066319
Korelasyon Katsayis1 (1?) 0,9997

83



PA-21 - 7 Levels, 7 Levels Used, 21 Points, 16 Points Used, 0 QCs
o y = 7.335441E-007 *x ~ 2 + 0.001125* x + 0.102984
2 29 R*2=0.99989916

§ 1.8 Type:Quadratic, Origin:lgnore, Weight:None

@ .
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Sekil 43. LC-MS/MS sisteminde hazirlanan Erukamit'in kalibrasyon egrisi

LC-MS/MS sisteminde Erukamit’e ait kalibrasyon egrisinin regrasyon esitliklerinin
istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 19°da verildi.

Tablo 19. Erukamit’in kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri

Parametreler LC-MS/MS Yéntemi
Dogrusal Araligi (ng/ml) 50-1000 ng/ml
Regrasyon Egrisi Denklemi y =7.335441E997x2+0.001125x+0.102984
Korelasyon Katsayis1 (1?) 0,9999
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PA-25 - 7 Levels, 7 Levels Used, 21 Points, 21 Points Used, 0 QCs

2 x101 | y=2.812944E-005* x ~ 2 +0.041688 * x - 0.663048
2 - R*2=10.99983791
§ Type:Quadratic, Origin:lgnore, Weight:None
4 6
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Concentrations (ng/ml)

Sekil 44. LC-MS/MS sisteminde hazirlanan BTC'nin kalibrasyon egrisi

LC-MS/MS sisteminde BTC’ye ait kalibrasyon egrisinin regrasyon esitliklerinin
istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 20°de verildi.

Tablo 20. BTC’nin kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri

Parametreler LC-MS/MS Yéntemi
Dogrusal Araligi (ng/ml) 50-1000 ng/ml
Regrasyon Egrisi Denklemi y =2.812944E9%x2+0.041688x-0.668048
Korelasyon Katsayis1 (1?) 0,9998
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PA-26 - 7 Levels, 7 Levels Used, 21 Points, 20 Points Used, 0 QCs

x10 1 y = 3.322048E-005 * x ~ 2 + 0.028413 * x + 0.195838
6 R"2 =0.99983637
7| Type:Quadratic, Origin:lgnore, Weight:None
554
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Sekil 45. LC-MS/MS sisteminde hazirlanan TEHM'nin kalibrasyon egrisi

LC-MS/MS sisteminde TEHM’ye ait kalibrasyon egriSinin regrasyon esitliklerinin
istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 21’de verildi.

Tablo 21. TEHM’nin kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri

Parametreler LC-MS/MS Yéntemi
Dogrusal Araligi (ng/ml) 50-1000 ng/ml
Regrasyon Egrisi Denklemi y =3.322048E9%x2+0.028413x+0.195838
Korelasyon Katsayis1 (1?) 0,9998

En Diisiik Miktar Tayin Alt Limiti (LLOQ)

Plastik katki maddelerinin ortamdan bulasmasimni engelleyecek hicbir teknik
bulunmamaktadir. Bu c¢aligmada kalibrasyon egrilerinin en alt noktasi1 plastik katki
maddelerinde en diisiik miktar tayin alt limiti 50 ng/ml (LLOQ, Lower Limit of Quantification)
olarak belirlendi. Sadece Oleamit i¢in kalibrasyon egrisinin en alt noktasi olan 150 ng/ml en

diisiik miktar tayin alt limiti olarak belirlendi.

Dogruluk, Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Gelistirilen LC-MS/MS yo6nteminin dogrulugu, kesinligi ve tekrarlanabilirligi giin ici
ve glinler-arasi degiskenlerle belirlendi. Kalibrasyon egrileri igine diisen ii¢ farkli (60, 500 ve
900 ng/ml) derisimde hazirlanan plastik katki maddelerinin kalite kontrol ¢ozeltileri giin igi
(ayn1 yontem ve ayn laboratuvar sartlarinda 1 giinde 6 kez) ve giinler arast (ayn1 yontemle
farkli 3 glinde 6 kez) yapilan analizleri ile dogruluk ve kesinlik degerleri elde edildi. Kalite
kontol ¢ozeltileri diisiik, orta ve yiiksek derisimlerde belirlenmistir. Kesinlik yiizde bagil
standart sapma (% BSS) ve dogruluk da yilizde bagil hatayla (% BH) verildi. Elde edilen giin
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i¢i ve giinler aras1 kesinlik-dogruluk degerleri her bir plastik katki maddesi i¢in tablolar halinde

asagida verilmistir.

Tablo 22. DEHP igin LC-MS/MS yoénteminin giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk ve kesinlik
degerleri

Eklenen  Bulunan Giin ici Bulunan Giinler Arasi
(ng/ml)  (ng/ml) ss %BSS %BH  (ng/ml) ss %BSS % BH

61,25 63,08
61,36 63,10
61,21 63,04

60 61,24+0,36 0,59 2,07 63,46+0,60 0,95 5,77
61,67 63,71
61,33 64,57
60,59 63,25
495,24 514,66
497,57 514,69
495,96 514,41

500 500,55+5,54 1,11 0,11 515,58+2,16 0,42 3,12
500,32 516,07
504,90 519,74
509,29 513,91
883,84 925,79
883,03 919,64
873,82 918,64

900 879,59+4,56 0,52 -2,27 918,41+4,07 0,44 2,05
878,38 915,12
883,67 915,93
874,82 915,32

SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma, BH: Bagil Hata
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Tablo 23. BHT i¢in LC-MS/MS ydnteminin giin i¢i ve glinler arast dogruluk ve kesinlik
degerleri

Eklenen Bulunan Giin igci Bulunan Giinler Arasi
(ng/ml) (ng/ml) SS % BSS % BH (ng/ml) SS % BSS % BH

59,66 59,24
60,68 59,49
57,76 57,04

60 59,39+1,05 1,77 -1,02 60,12+2,17 3,61 0,20
58,55 61,06
59,86 60,28
59,82 63,58
505,46 502,19
503,21 501,31
496,28 507,61

500 495,80+7,43 1,50 -0,84 500,15+5,31 1,06 0,03
491,29 501,67
492,61 492,70
485,96 495,45
895,79 904,42
882,81 911,47
889,62 901,53

900 891,77+5,68 0,64 -0,91 904,03+4,24 0,47 0,45
889,36 899,26
898,65 902,16
894,41 905,35

SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma, BH: Bagil Hata
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Tablo 24. Hostanox 03 i¢in LC-MS/MS yonteminin giin i¢i ve glinler aras1 dogruluk ve
kesinlik degerleri

Eklenen Bulunan Giin igci Bulunan Giinler Arasi
(ng/ml) (ng/ml) SS % BSS % BH (ng/ml) SS % BSS % BH

58,69 64,08
61,21 63,20
59,77 62,51

60 59,81+0,93 1,55 -0,32 63,07+0,59 0,94 5,12
60,51 63,16
59,08 63,01
59,59 62,46
488,08 503,50
491,50 501,08
492,33 505,48

500 493,64+3,63 0,74 -1,27 504,72+2,55 0,51 0,94
495,61 508,63
497,08 503,83
497,26 505,81
889,97 904,28
880,01 904,86
879,12 900,01

900 882,97+4,20 0,48 -1,89 901,51+5,90 0,65 0,17
883,36 893,49
879,92 909,65
885,42 896,79

SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma, BH: Bagil Hata
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Tablo 25. Irganox 1010 i¢in LC-MS/MS yo6nteminin giin i¢i ve glinler aras1 dogruluk ve
kesinlik degerleri

Eklenen  Bulunan Giin igci Bulunan Giinler Arasi
(ng/ml) (ng/ml) SS % BSS % BH (ng/ml) SS % BSS % BH
54,72 61,64
55,50 62,34
55,74 61,18
60 55,19+0,75 1,36 -8,02 60,77+1,45 2,39 1,28
56,24 60,11
54,44 58,21
54,48 61,14
485,45 464,70
484,06 467,05
473,60 458,68
500 487,33+9,89 2,03 -2,53 465,75+4,00 0,86 -6,85
488,84 466,20
487,84 467,07
504,19 470,80
848,27 854,54
858,20 866,96
884,31 867,43
900 881,37+22,80 2,59 -2,07 861,74+5,35 0,62 -4,25
897,48 861,28
898,37 856,48
901,59 863,73

SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma, BH: Bagil Hata
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Tablo 26. Irganox 1330 i¢in LC-MS/MS yo6nteminin giin i¢i ve glinler aras1 dogruluk ve
kesinlik degerleri

Eklenen  Bulunan Giin ici Bulunan Giinler Arasi
(ng/ml) (ng/ml) SS % BSS % BH (ng/ml) SS % BSS % BH
58,78 61,14
59,87 58,34
57,11 62,14
60 58,53+1,57 2,68 -2,45 60,96+1,52 2,49 1,60
59,40 60,09
59,90 61,75
56,11 62,31
506,81 471,87
508,93 469,08
507,34 479,52
500 507,55+1,54 0,30 1,51 477,48+8,36 1,75 -4,50
508,09 492,56
504,99 478,30
509,12 473,56
903,11 849,49
899,73 841,26
901,27 855,24
900 901,32+1,48 0,16 0,15 846,37+5,30 0,63 -5,96
902,30 845,59
902,12 841,51
899,41 845,11

SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma, BH: Bagil Hata
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Tablo 27. Irganox 1076 i¢in LC-MS/MS yo6nteminin giin i¢i ve glinler aras1 dogruluk ve
kesinlik degerleri

Eklenen  Bulunan Giin ici Bulunan Giinler Arasi
(ng/ml) (ng/ml) SS % BSS % BH (ng/ml) SS % BSS % BH
60,94 60,36
56,86 70,65
63,85 64,16
60 60,93+2,26 3,71 1,55 62,73+4,33 6,90 4,55
61,15 60,27
61,49 58,60
61,28 62,32
502,41 468,57
502,79 467,15
500,44 473,28
500 502,67+4,30 0,86 0,53 465,22+5,45 1,17 -6,96
497,43 462,82
502,52 458,52
510,42 461,00
901,55 863,82
893,36 858,89
895,79 847,12
900 897,35+2,81 0,31 -0,29 851,29+11,09 1,30 -5,41
898,92 832,11
897,88 855,19
896,57 850,59

SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma, BH: Bagil Hata
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Tablo 28. Irgafos 168 i¢in LC-MS/MS yonteminin giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk ve
kesinlik degerleri

Eklenen  Bulunan Giin ici Bulunan Giinler Arasi
(ng/ml) (ng/ml) SS % BSS 9%BH (ng/ml) SS % BSS % BH

55,95 66,53
56,43 67,21
57,75 65,67

60 56,63+0,69 1,22 -5,62 65,93+1,05 1,59 9,88
56,19 66,64
56,29 65,01
57,17 64,49
501,08 501,61
507,12 497,50
504,30 517,20

500 503,93+2,02 0,40 0,79 508,04+7,22 1,42 1,60
504,03 509,95
504,45 512,27
502,62 509,69
898,55 874,76
899,19 912,17
894,58 887,01

900 893,66+5,81 0,65 -0,70 892,64+13,47 1,51 -0,82
890,13 885,72
883,82 903,88
895,68 892,28

SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma, BH: Bagil Hata
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Tablo 29. Irganox 3114 i¢in LC-MS/MS yo6nteminin giin i¢i ve glinler aras1 dogruluk ve
kesinlik degerleri

Eklenen  Bulunan Giin igci Bulunan Giinler Arasi
(ng/ml) (ng/ml) SS % BSS %BH (ng/ml) SS % BSS % BH
58,11 57,21
55,37 58,21
55,02 56,35
60 56,62+1,43 2,53 -5,63 57,30+1,00 1,75 -4,50
58,55 58,82
56,16 56,60
56,54 56,63
460,44 482,65
468,88 470,90
477,99 471,20
500 463,37+9,47 2,04 -7,33 475,83+6,13 1,29 -4,83
449,62 478,97
461,92 482,19
461,36 469,08
857,90 871,45
827,01 885,79
791,41 876,59
900 877,17+6,51 0,74 -2,54 879,46+6,40 0,73 -2,28
861,01 886,17
857,96 873,64
848,67 883,09

SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma, BH: Bagil Hata
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Tablo 30. Irganox PS 800 i¢in LC-MS/MS ydnteminin giin i¢i ve giinler arast dogruluk ve

kesinlik degerleri

Eklenen  Bulunan Giin igci Bulunan Giinler Arasi
(ng/ml) (ng/ml) SS % BSS 9%BH (ng/ml) SS % BSS % BH
58,71 62,17
59,58 62,10
59,66 62,54
60 59,33+0,76 1,28 -1,12 62,00+0,38 0,61 3,33
60,55 62,05
58,43 61,69
59,04 61,47
499,39 458,87
500,04 459,41
501,95 459,67
500 502,41+3,78 0,75 0,48 459,37+1,37 0,30 -8,13
498,92 461,45
506,35 457,22
507,79 459,62
889,84 846,02
888,88 846,63
884,70 835,77
900 887,72+3,59 0,40 -1,36 841,66+4,96 0,59 -6,48
892,21 836,48
888,34 839,70
882,33 845,39

SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma, BH: Bagil Hata
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Tablo 31. Irganox PS 802 i¢in LC-MS/MS ydnteminin giin i¢i ve giinler arast dogruluk ve
kesinlik degerleri

Eklenen  Bulunan Giin ici Bulunan Giinler Arasi
(ng/ml) (ng/ml) SS % BSS % BH (ng/ml) SS % BSS % BH

57,85 64,73
58,67 64,68
57,71 64,88

60 57,73+0,59 1,02 -3,78 65,03+0,31 0,48 8,38
57,93 65,20
57,25 65,22
56,98 65,44
518,74 508,92
523,31 509,37
522,35 504,67

500 523,59+2,83 0,54 4,72 507,62+2,02 0,40 1,52
526,58 507,36
525,70 509,56
524,87 505,85
903,97 940,10
899,87 944,88
898,95 913,95

900 895,56+6,28 0,70 -0,49 923,00+15,21 1,65 2,56
890,62 911,79
892,15 914,83
887,78 912,48

SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma, BH: Bagil Hata
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Tablo 32. Stearik asit icin LC-MS/MS yo6nteminin giin i¢i ve giinler arasi dogruluk ve
kesinlik degerleri.

Eklenen  Bulunan Giin ici Bulunan Giinler Arasi
(ng/ml) (ng/ml) SS % BSS % BH (ng/ml) SS % BSS % BH
56,94 62,48
57,51 63,33
60,96 62,86
60 60,07+2,33 3,87 0,12 63,38+1,17 1,85 5,63
60,49 65,67
62,03 62,65
62,51 63,29
503,36 487,49
499,39 484,20
504,55 494,13
500 502,01+3,77 0,75 0,40 491,34+4,87 0,99 -1,73
496,28 501,59
501,67 493,45
506,80 495,31
905,33 852,43
894,95 844,47
877,74 851,12
900 891,60+9,25 1,04 -0,93 850,73+7,49 0,88 -5,47
886,96 851,06
894,87 866,38
889,72 854,70

SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma, BH: Bagil Hata
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Tablo 33. Oleamit i¢cin LC-MS/MS ydnteminin giin i¢i ve gilinler aras1 dogruluk ve kesinlik
degerleri

Eklenen Bulunan Giin ici Bulunan Giinler Arasi
(ng/ml) (ng/ml) SS % BSS % BH (ng/ml) SS % BSS % BH
495,22 485,11
495,23 492,52
489,79 491,83
500 496,83+4,24 0,85 -0,63 488,80+3,25 0,66 -2,24
500,64 486,76
500,04 485,89
500,08 490,68
912,10 910,72
902,47 919,46
911,85 904,05
900 908,02+4,23 0,47 0,89 908,74+7,03 0,77 0,97
903,33 899,97
908,02 905,29
910,33 912,94

SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma, BH: Bagil Hata
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Tablo 34. Erukamit icin LC-MS/MS yonteminin giin i¢i ve giinler arasi dogruluk ve kesinlik
degerleri

Eklenen Bulunan Giin ici Bulunan Giinler Arasi
(ng/ml) (ng/ml) SS % BSS %BH (ng/ml) SS % BSS % BH
58,53 60,19
59,77 58,46
59,36 55,27
60 59,09+0,88 1,49 -1,52 58,68+1,89 3,22 -2,20
60,29 60,44
57,91 58,29
58,67 59,43
501,26 475,02
498,76 484,16
481,70 483,34
500 496,51+9,49 1,91 -0,70 483,48+5,61 1,16 -3,30
494,37 479,79
492,83 487,83
510,13 490,77
906,02 878,75
889,63 887,47
899,23 879,24
900 897,39+7,64 0,85 -0,29 880,56+4,19 0,48 -2,16
887,49 879,54
904,86 875,29
897,10 883,05

SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma, BH: Bagil Hata
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Tablo 35. BTC i¢in LC-MS/MS yonteminin giini¢i ve giinler aras1 dogruluk ve kesinlik
degerleri

Eklenen  Bulunan Giin ici Bulunan Giinler Arasi
(ng/ml) (ng/ml) SS % BSS % BH (ng/ml) SS % BSS % BH
56,83 62,74
57,89 64,04
57,51 63,94
60 57,74+0,52 0,90 -3,77 63,64+0,47 0,74 6,07
58,37 63,83
57,97 63,56
57,84 63,71
487,41 458,17
494,46 469,90
492,57 467,33
500 494,02+5,07 1,03 -1,20 466,77+4,34 0,93 -6,65
490,70 468,51
497,03 467,39
501,93 469,33
889,34 882,20
897,68 887,09
889,12 870,64
900 891,61+4,62 0,52 -0,93 876,14+8,18 0,93 -2,65
890,23 869,32
896,96 867,07
886,33 880,50

SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma, BH: Bagil Hata
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Tablo 36. TEHM i¢in LC-MS/MS yo6nteminin giini¢i ve giinler arast dogruluk ve kesinlik
degerleri

Eklenen Bulunan Giin igci Bulunan Giinler Arasi
(ng/ml) (ng/ml) SS % BSS % BH (ng/ml) SS % BSS % BH
59,67 59,17
60,42 58,66
59,42 58,82
60 59,97+0,96 1,60 -0,05 58,83+0,24 0,41 -1,95
61,14 58,80
60,68 58,50
58,49 59,03
503,89 462,21
508,35 467,16
502,88 466,70
500 508,63+5,04 0,99 1,73 466,61+3,00 0,64 -6,68
508,58 471,57
511,53 465,89
516,56 466,10
890,27 822,73
900,83 826,28
889,28 810,72
900 892,63+4,24 0,48 -0,82 853,74+3,40 0,40 -5,14
892,00 811,20
893,08 825,94
890,34 813,31

SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma, BH: Bagil Hata

Kararhhk (Stabilite)

Plastik katki maddelerinin referans ¢ozeltilerinden hazirlanan 75, 250 ve 950 ng/ml
derisimdeki ¢6zeltiler 3 farkli saklama kosulunda (+20 °C, +4 °C, -20°C) 1's, 125,24 s, 48 s,
72's, 1 h, 2 h ve 3 h boyunca bekletilerek gosterdikleri kararliliklar (stabilitesi) izlenildi. Bu
stireler sonunda ¢ozeltilerin pik alanlar1 hesaplandi ve bu degerler yeni hazirlanan ¢ozeltilerin
analizinden elde edilen pik alanlariyla mukayese edildi. Sonuglar yiizde geri kazanim olarak

tablolar halinde verildi.
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Tablo 37. DEHP i¢in LC-MS/MS yontemiyle belirlenen stabilite degerleri

+20 °C +4 °C -20 °C
Eklenen Madde Miktar1 (ng/ml)
Siire 75 250 950 75 250 950 75 250 950
1 108,93+0,31 104,43+2,73 108,46+1,37 111,39+1,96 103,12+0,55 106,74+0,14 110,39+0,90 102,30+0,08 106,85+0,09
12 113,93+2,40 108,59+1,00 109,97+0,59 111,07+1,47 107,84+1,57 109,38+1,90 115,59+2,32 107,65+1,19 108,13+0,17
E 24 119,25+0,43 117,89+0,71 114,47+0,85 118,04+0,72 116,11+0,54 113,43+1,48 119,75+0,17 116,12+1,97 112,07+0,69
48 119,44+0,77 116,83+0,97 110,94+0,90 119,04+0,22 113,41+£3,29 112,41+0,25 118,81+0,87 113,42+1,45 109,68+0,13
72 119,10+0,35 114,86+0,08 108,70+0,71 117,32+0,07 113,20+0,95 109,64+0,93 118,06+0,84 113,76+0,91 106,18+0,44
1 118,20+0,66 108,54+0,96 107,77+0,96 119,41+0,51 116,72+1,73 106,23+0,84 118,99+0,87 115,70+1,67 105,27+1,12
Ec: 2 203,57+£0,67 132,63+1,45 112,35+1,37 182,07+1,30  121,03+0,31 107,81+£0,30 172,99+0,89 116,93+1,71  99,70+0,23
3 211,00£3,29 134,32+0,92  106,93+1,13  191,46+2,08 123,74+£0,56  99,25+0,65 183,08+1,30  121,90+1,62  92,53+1,05
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Tablo 38. BHT i¢in LC-MS/MS yo6ntemiyle belirlenen stabilite degerleri

+20 °C +4 °C -20 °C
Eklenen Madde Miktar1 (ng/ml)
Siire 75 250 950 75 250 950 75 250 950

1 101,81+1,13  99,90+2,15 100,29+0,61 101,77+3,30 102,63+0,96 100,33+1,05 97,17+6,90 100,40+1,21 100,28+0,62

12 101,34+1,81 99,79+0,77  99,67+0,56  102,06+0,64 109,73+1,50 100,40+0,45 102,15+1,49 100,05+0,45 99,52+1,35
§ 24 98,14+4,67  99,24+1,67 99,30+ 2,28 99,26+5,60  97,20+0,92 100,77+0,86 99,15+3,88  98,13+1,67  99,12+0,74
n

48 101,33+£2,63  98,29+4,28 99,56+0,43 95,29+1,70  100,25+0,97 101,06+0,14 102,80+2,18  99,97+0,38 99,96+0,62

72 98,58+3,93  103,05+1,43 100,25+0,85 101,21+2,72 101,60+0,84 100,01+0,54 103,96+0,85 102,78+1,00 100,67+0,43

1 100,20+3,38 103,68+2,45 100,84+1,15 101,96+3,71 103,58+0,46 100,63+1,13 101,60+2,10 103,89+2,81 101,00+0,06
% 2 101,75+1,18 101,38+1,78 102,20+0,91 100,01+2,33 96,15+6,94  96,24+6,36  97,70£0,26  98,26+1,58  104,49+0,65

3 95,51+0,79 105,90+2,97 101,38+1,83 99,01+5,07 102,10+3,02 99,58+0,43  98,70+5,63  99,94+1,39  100,44+1,33
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Tablo 39. Hostanox 03 i¢in LC-MS/MS yontemiyle belirlenen stabilite degerleri

+20°C +4 °C -20 °C
Eklenen Madde Miktar1 (ng/ml)
Siire 75 250 950 75 250 950 75 250 950

1 108,17+2,47 111,19+0,20 109,33+1,98 112,70+0,69 108,60+0,35 107,49+0,82 113,58+1,41 107,19+0,83 106,33+0,28

12 112,77+2,08 110,24+1,72 110,83+0,53 104,59+1,32 110,63+0,55 106,26+2,44 118,51+1,15 107,69+0,60 107,99+1,48
§ 24 119,22+0,67 117,59+1,41 119,67+0,34 104,43+1,55 114,51+0,94 112,96+0,57 118,39+1,00 109,52+2,08 115,40+1,17
n

48 124,95+1,28 114,12+0,96 117,58+2,62 97,72+0,67 116,53+3,93 110,05+1,85 118,44+3,30 108,19+1,42 114,96+1,12

72 119,14+0,47 115,77+1,57 118,05+0,73 100,26+0,97 118,72+0,54 108,99+2,04 119,12+0,28 109,75+0,86 116,78+0,71

1 119,40+0,07 114,20+2,19 115,95+1,45 119,08+0,35 118,76+1,02 112,79+1,65 118,95+0,19 109,91+3,65 113,28+1,20
% 2 119,26+3,41 103,44+0,87 110,03+1,77 93,41+1,76 107,71+1,80 100,56+0,35 101,00+0,24 96,64+0,52 121,71+0,20

3 86,12+0,72  76,33+0,41 91,00+0,51 67,50+£0,40  79,69+0,34 79,22+0,47 74,66+0,73 72,07£1,28  125,67+0,71
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Tablo 40. Irganox 1010 i¢in LC-MS/MS yontemiyle belirlenen stabilite degerleri

+20°C +4 °C -20 °C
Eklenen Madde Miktar: (ng/ml)
Siire 75 250 950 75 250 950 75 250 950

1 99,82+2,15 103,59+0,40 100,88+0,48 105,80+1,18 101,67+0,46 99,77+1,59 107,87+0,17 101,33+0,81 99,66+0,16

12 93,43+1,89 101,10+2,41 102,59+0,13 85,18+2,04 100,94+2,09 99,42+2,28 104,15+3,34 98,66+2,37 97,88+2,00
§ 24 83,51x1,22 96,54+425 106,08+1,14 68,13+0,72 94,37+1,08 98,91+1,65 84,98+1,18 92,37+1,65 99,65+1,31
n

48 74,48+0,43  86,50+1,32  92,44+0,54  55,66+1,78 85,44+2,95 89,28+1,31 79,82+0,69 84,35+1,80 92,45+2,09

72 79,69+£3,05  85,32+1,54  91,90+1,58  54,98+1,96  88,34+2,00 84,82+1,79 80,98+1,61 81,42+1,44 90,20+1,78

1 74,88+1,31 77,20+1,33  85,92+1,31 56,69+0,66  80,40+0,37 82,87+1,35 79,81+0,67 77,34+0,64 84,67+2,18
Ec: 2 54,61+2,18  63,44+0,36  68,19+1,00 41,61+1,03 67,82£1,33 65,24+1,12 55,24+0,72  63,11+1,39  79,52+1,10

3 12,22+1,06  28,90+0,14  36,65+1,36  582+1,82  31,53+1,09 33,93+0,99 14,78+2,18 31,22+0,71 54,34+0,92
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Tablo 41. Irganox 1330 i¢in LC-MS/MS yontemiyle belirlenen stabilite degerleri

+20 °C +4 °C -20 °C
Eklenen Madde Miktar1 (ng/ml)
Siire 75 250 950 75 250 950 75 250 950
1 93,67+6,35  101,52+£3,16  99,33+1,05 94,68+7,57 95,97+3,38 97,74+0,71 96,99+5,21 96,01+4,44 96,13+2,07
12 91,98+3,08 92,81+3,78 100,21+1,51  90,29+0,73  91,64+0,75  96,46+1,56  94,19+1,04  93,11+3,32 98,04+1,06
ng 24 100,05+2,04 103,89+2,34 99,45+0,57 100,87+1,65 102,57+1,64 99,99+0,57 101,84+2,34 103,14+0,44  100,60+0,63
n
48 108,29+4,48 112,48+5,95 106,91+1,45 90,89+3,08 111,66+£3,18 106,14+0,91 116,68+3,03 112,00+3,19 108,75+ 1,58
72 112,80+0,36 108,80+3,77 106,61+2,02  95,91+3,35  113,93+4,11  99,65+0,57 113,60+3,91 108,73+3,48 104,70+0,60
1 110,07+4,72  102,76£3,78  94,04+2,01 94,07£3,32 108,31+1,13  90,71+2,05 108,09+5,38 101,30+1,96 93,63+1,36
©
EU 2 74,67+5,03  82,63+1,09 80,71+0,01 71,94+3,42 85,28+4,16 76,74+2,28 71,1245,46 79,69+0,73 86,96+2,48
3 54,05+3,16  50,46+3,86  60,28+1,84  41,36+3,83  53,91+4,60 53,30+0,57 53,93+8,41  53,29+3,07 76,72+1,04
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Tablo 42. Irganox 1076 i¢in LC-MS/MS yontemiyle belirlenen stabilite degerleri

+20°C +4 °C -20 °C
Eklenen Madde Miktar1 (ng/ml)
Siire 75 250 950 75 250 950 75 250 950

1 95,28+5,32  90,69+4,04  96,92+2,44 100,184+4,70 93,40+6,39  95,59+1,49  96,00+8,58 93,69+2,64 95,96+1,40

12 101,07+5,88 91,52+4,37 96,65+1,13  93,56+£3,77 96,09+4,69 96,60+1,25 101,58+10,11  93,63+1,44 96,20+0,77
§ 24 115,36+2,03 104,74+2,51 100,53+1,05 108,15+3,40 101,73+2,29 98,03+1,30 110,71+9,04  108,12+4,31 100,10+2,33
n

48  102,85+9,93 102,65+1,54 95,09+1,27 99,08+533 101,38+6,95 95,69+1,63 101,23+1,94 100,57+ 0,47  93,30+3,10

72 117,53+1,12 99,39+1,64  89,88+2,45 100,84+4,98 97,68+0,98 92,81+4,63  98,50+7,26 95,15+3,06 93,21+1,92

1 118,57+1,64 91,67+6,91 88,96+1,24 97,16+10,23 97,91+3,44 86,16+1,27  99,92+6,67 90,84+4,42 87,91+1,22
% 2 109,15+2,72  95,38+6,67  89,70+1,64 106,17+3,28 93,43+3,37 85,29+1,27  107,62+5,96 95,50+3,23  100,73+3,23

3 93,00+14,54 76,99+£3,92  75,24+133  70,89+£5,75  73,22+3,07 67,87+0,85  75,36+4,08 69,36+£6,47  104,75+0,60
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Tablo 43. Irgafos 176 i¢in LC-MS/MS yontemiyle belirlenen stabilite degerleri

+20 °C +4 °C -20 °C
Eklenen Madde Miktar1 (ng/ml)
Siire 75 250 950 75 250 950 75 250 950
1 118,12+0,33 114,06+1,17 110,15+0,35 118,06+0,57 112,49+1,05 109,32+0,84 118,48+0,17 110,06+1,20 109,15+3,37
12 107,92+2,14 100,29+4,03 95,37+0,67 106,85+10,66 103,89+0,87 101,48+0,59 110,13+1,92 103,97+1,94 100,82+0,91
§ 24 8793+230 77,87+4,01 51,42+1,10  80,94+2,27  85,33+1,67 70,77+0,52  88,23+4,35 86,46+1,58  80,40+1,06
n
48 100,45+3,36 84,16+3,70  37,95+1,18  94,26+3,40  96,85+2,44  67,67+0,77 108,06+2,79 100,68+1,59 80,71+0,72
72 115424190 81,76+0,50 26,75+0,31  101,90+2,53 101,79+£3,13 59,18+1,02 118,62+1,03 105,12+2,01 79,58+1,17
1 91,61+0,81  46,15+0,79  3,29+0,12  103,10+4,89  89,76+1,51  32,83+0,83 108,51+0,54 107,28+0,48 75,21+0,49
Ec: 2 66,23+3,19  16,04+1,13  0,85+0,10 79,48+0,45  61,59+1,36  10,59+0,53 102,59+0,90 89,59+0,43  62,63+0,88
3  78,65+3,14 9,05+0,75 0,83+0,09 98,12+1,24 77,05+1,24 5,67+0,11  117,424+1,53 118,18+0,45 86,31£1,65
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Tablo 44. Irganox 3114 i¢in LC-MS/MS yontemiyle belirlenen stabilite degerleri

+20 °C +4 °C -20 °C
Eklenen Madde Miktar1 (ng/ml)
Siire 75 250 950 75 250 950 75 250 950

1 92,94+2,34  102,09£2,96 101,50+1,80 102,01+1,96 98,71+£2,22  98,55+2,79  94,58+6,76 = 94,97+1,85  97,84+5,56

12 90,91+0,83  9556+2,52  99,09+0,60  90,50+3,76  86,69+591  97,69+3,55 94,75+4,15  92,35+0,88  94,70+0,59

§ 24 113,09+3,91 109,12+3,83 101,42+0,57 105,52+5,65 108,90+4,17 100,58+0,65 113,82+5,57 107,64+5,07 100,94+0,48
n

48 110,15£3,60 109,95+£8,11 117,11£3,29  90,33+1,03  111,18+2,50 110,99+1,27 114,29+1,34 109,28+5,08 117,52+4,14

72 109,78+8,35 101,94+8,31 110,84+5,53  84,06+7,84 109,72+6,27 102,19+7,15 108,46+£2,03 109,76+5,03 116,60+4,65

1 114,79+£0,75 112,65+0,23 105,38+0,97 106,14+4,01 118,74+0,14 97,82+3,94 115,79+0,41 112,11+1,30 102,55+1,46

% 2 91,28+6,58  91,27+3,42  94,42+290 86,69+552  84,60+3,27 83,04+2,06 87,21+506  86,95+0,11  99,73+0,56

3 4585+13,87 44,87+2,32 59,85+1,02 4598+4,12  48,58+3,77 5559+299  42,60+6,21  49,11+3,11  75,60+4,29
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Tablo 45. Irganox PS 800 igin LC-MS/MS yontemiyle belirlenen stabilite degerleri

+20°C +4 °C -20 °C
Eklenen Madde Miktar1 (ng/ml)
Siire 75 250 950 75 250 950 75 250 950

1 84,76+1,10 92,03+1,00 99,63+1,08 87,31+159  90,74+0,94  98,09+0,82 87,70+0,83  90,13+0,64 97,52+0,81

12 86,62+1,67 92,83+1,35 98,86+0,22 86,23+1,03 91,43+0,83  98,46+1,37  88,80+1,60 91,03+0,28  96,49+0,16

§ 24 93,40+0,85  99,96+0,98 102,21+0,61 93,69+0,24  96,29+0,44 103,54+0,80 93,73+1,19  98,00+1,08 101,60+0,37
n

48  91,90+0,52 96,45+0,99 97,29+0,89  90,70+2,69  92,86+2,08 101,82+0,19 91,24+0,53  94,47+2,10  97,35+0,42

72 92,35+0,20 94,74+0,41  94,50+0,76  91,30+0,96  91,11+0,80 98,35+0,72  91,27+0,48  92,92+0,81  92,77+0,58

168 93,86+1,08 95,21+0,61 90,69+1,09 90,63+0,57 88,36+0,52  89,78+0,68 90,83+0,23  92,18+1,60 89,25+0,81

Ec: 336 113,21+1,97 116,64+1,82 104,15+1,68 110,46+1,87 102,11+1,09 101,01+0,08 108,41+1,24 105,05+1,08 90,89+0,12

504 103,02+1,69 106,39+0,40 97,81+0,59  95,12+1,08 91,78+0,40 92,07+0,20  95,15+0,39  92,97+0,83  86,24+0,74
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Tablo 46. Irganox PS 802 igin LC-MS/MS yontemiyle belirlenen stabilite degerleri

+20 °C +4 °C -20 °C
Eklenen Madde Miktar1 (ng/ml)
75 250 950 75 250 950 75 250 950

1 89,64+1,51 83,22+2,78 100,29+0,30  88,19+1,66  86,25+1,94 100,52+0,30 91,55+0,82  86,18+1,77 100,34+0,27

12 99,06+0,34  92,77+1,00 100,45+0,72 97,45+0,94  90,75+1,55  98,85+1,06 100,87+2,29 90,24+0,72  97,69+1,80
§ 24 99,80+0,48  89,52+0,54  89,14+1,02 101,21+1,44 86,68+0,74  65,05+0,72  99,31+1,72  80,76+1,24  45,73+0,79
n

48 106,73+£0,73  99,07+0,72  93,41+0,76  107,97+0,20 92,70+1,14  52,48+0,72 108,47+1,13 95,56+0,77  44,27+0,48

72 108,59+1,18 102,92+0,54 93,54+0,89 111,62+0,86 95,92+2,03  46,17+0,39 114,01+1,29 89,19+1,52  35,75+0,56

1 95,24+0,40 105,53+0,22 90,78+1,52  99,75+1,42 94,88+0,54  15,76+0,42 108,45+0,86 91,84+0,53  40,85+0,99
o
E 2 113,39+1,70 105,63+1,32  91,14+0,46  113,65+0,60 94,31+1,62  24,23+0,38 113,25£1,97 96,92+1,30  47,82+0,27

3 148,25+1,82 142,83+1,64 108,90+1,19 150,77+1,91 120,04+1,38 32,16+0,56 141,79+2,45 129,29+1,29  53,24+0,97
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Tablo 47. Stearik asit igin LC-MS/MS yo6ntemiyle belirlenen stabilite degerleri

+20 °C +4 °C -20 °C
Eklenen Madde Miktar1 (ng/ml)
Siire 75 250 950 75 250 950 75 250 950
1 117,41£1,17 110,82+2,51 101,18+1,41 111,80£2,32 118,73£1,04  99,75+0,50 113,03+0,74 105,53+1,94 97,97+0,85
12 545,09+13,61  192,04+2,84 122,62+1,18  260,88+77,34  193,97+1,22  105,60+1,80  354,45+8,74 148,32+1,44 110,13+0,46
§ 24 930,20+£9,06  297,54+5,48 141,36+2,91  481,32+24,98  267,08+3,86 118,94+1,44 604,49+14,78  214,21£5,26 123,01+0,63
n
48 1056,74+1,56  317,70+£3,42 143,42+0,55 475,96+9,31 286,80+7,63  120,31+0,53 665,75+5,14 236,10+£3,27 126,38+0,60
72 1308,56+27,12 335,51+3,31 151,41+£2,14  538,60+10,08  325,01+3,43  122,49+0,72  747,19+1,68 258,61£2,86 130,44+0,75
1 1466,83+20,18 370,66+2,65 155,28+1,00 957,91+£2,50 406,87+0,92  137,08+1,55 892,60+11,24 301,60+11,41  135,15+1,62
o
E 2 1602,15+3,25  421,35£2,70 173,54+0,42 1134,36+7,38  457,47+2,94 147,73+0,82  1117,09+8,09  368,56+5,53 195,14+1,47
3 2151,66+41,40 581,88+7,16 212,26+2,28 1618,11£28,88 614,96+£31,61 196,9149,81 1688,63£97,57 517,29+9,38  210,51+4,03
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Tablo 48. Oleamit i¢in LC-MS/MS yontemiyle belirlenen stabilite degerleri

+20 °C +4 °C -20 °C
Eklenen Madde Miktar: (ng/ml)
Siire 250 950 250 950 250 950
1 92,96+1,72  111,11+2,13  107,31+1,17 116,54+1,52 85,12+1,43  112,69+0,79
12 97,53£3,75  113,82+1,25 111,59+1,94 116,73+£2,56 88,10+1,71  115,234£0,35
§ 24 106,76+3,20 117,04+0,51 117,55+0,66 117,89+£1,50 93,26+3,40  118,51+0,88
N
48 113,284+0,80 117,70+0,44 128,74+4,86 119,30+£0,30 98,88+2,54  117,02+0,26
72 118,81£3,18 125,61+1,24 145,10+3,00 125,77+£0,58 107,07+0,86 125,06£1,15
1 135,6143,21 133,61+£2,01 163,64+1,90 132,78+1,34 123,64+2,63 133,42+3,20
<
E 2 139,84+4,80 137,65+0,63 160,23+2,06 131,04+0,72 117,80+0,95 156,18+1,48
3 159,4242,06 158,72+2,43  171,1743,53 143,70+£2,22 136,39+4,61 225,32+2,11
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Tablo 49. Erukamit i¢cin LC-MS/MS yo6ntemiyle belirlenen stabilite degerleri

+20 °C +4 °C -20 °C
Eklenen Madde Miktar1 (ng/ml)
Siire 75 250 950 75 250 950 75 250 950

1 108,16+£2,01  100,92+1,51 102,02+2,17 108,46+4,95 104,19+4,15 102,84+0,68 113,11+1,13  100,44+1,26 102,21+1,58

12 107,3845,13 108,54+1,95 103,14+1,26 115,73+£2,30 112,44+0,10 105,34+2,45 110,14+2,58 106,90+0,48 104,56+0,63
ng 24 149,99+8,60 104,98+1,49 102,12+1,47 106,96+0,48 110,85+1,41 101,87+2,32 135,87+£3,09 100,17+£1,70 101,46+0,66
n

48 157,15+4,43  112,83+1,92 102,96+0,62 104,37+£7,20 118,05+4,67 102,25+0,17 154,15+4,56 110,68+1,89 101,62+0,95

72 182,04+0,27 115,65+2,05 104,30+0,45 110,27+0,97 128,81+2,06 103,17+0,68 181,20+£5,56 112,90+0,89 104,02+0,40

1 209,09+7,33 124,65+1,12 107,39+0,87 163,93+0,57 140,70+£2,11 106,13+1,11 190,32+11,61 125,52+4,72 108,28+0,61
cif: 2 233,12+12,02 140,71£2,69 115,73+2,73 182,5149,10 155,93+7,05 109,81+1,16 211,90+19,03 134,1943,02 127,39+2,75

3 303,84+18,18 160,84+0,61 125,97+0,60 224,89+9,33 163,61+2,21 116,70+0,45 275,16£6,02 153,08+3,61 158,60+2,54
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Tablo 50. BTC i¢in LC-MS/MS yontemiyle belirlenen kararlilik (stabilite) degerleri

+20 °C +4 °C -20 °C
Eklenen Madde Miktar1 (ng/ml)
Siire 75 250 950 75 250 950 75 250 950
1 91,60+ 1,21 91,67+0,41 101,58+1,42 94,52+0,78  90,40+0,38 100,02+0,85 95,44+0,57 89,76+1,08  99,46+0,63
12 89,60+£2,10  90,98+1,66 101,16+£0,58 90,80+0,70  90,47+0,98 100,71£1,67 93,23+1,97  90,01+0,45  98,78+0,16
§ 24 97,92+0,78  98,13+0,83  105,84+0,97 97,75+0,83  96,17+0,94 107,01+0,38 99,21+0,68  97,39+0,34 104,68+0,43
n
48 94,58+0,25  93,69+0,81 98,97+0,51 94,50+1,42  90,65+2,25 103,82+0,69  95,75+1,13  92,47+1,59  99,82+0,53
72 96,00+0,60  92,38+0.43  95,88+1,02  94,55+0,75  89,18+1,15 100,83+0,64 96,15+0,75 90,98+0,48  95,07+0,69
1 98,7242,07 94,80£048  9224+145 97,51£031  88,51£0,52  91,30£0,95  97,71+0,50  91,82+128  89,86+0,68
o
§ 2 106,47+1,68 104,81+1,16 98,69+0,53 107,43+0,26 91,17+0,77 98,79+0,62 106,40+0,37 95,60+1,99  89,90+0,28
3 108,38+0,52  103,55+0,38  99,33+1,09 100,26+0,62 90,58+0,33  92,33+0,47 100,98+0,30 91,13+0,87  87,07+0,51
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Tablo 51. TEHM igin LC-MS/MS yontemiyle belirlenen kararlilik (stabilite) degerleri

+20 °C +4 °C -20 °C
Eklenen Madde Miktar1 (ng/ml)
Siire 75 250 950 75 250 950 75 250 950
1 69,02+0,40 81,98+0,68 88,73+1,39 69,23+1,26 81,62+1,33  87,94+0,43 69,61+ 0,69 81,81+0,21  88,49+0,58
12 68,51+1,79 82,59+1,56  86,47+0,56 72,89+0,71 81,43+0,99 89,06+1,32  69,79+1,73 82,21+0,13  85,96+0,34
g 24  61,06£0,62 74,25+1,18 80,27+0,70  65,35+1,53 72,68+0,64  84,10+0,65  61,67+0,47 76,32+0,84  80,26+0,18
48  65,53+0,73 76,33+0,59  78,93+0,24 65,80+0,84 73,15+1,66  83,13+0,67  64,12+0,48 74,43+147 78,04+0,41
72 70,32£0,42 76,78+0,76  78,12+0,78 66,74+0,48 74,38+0,57 80,98+0,94  67,51+1,32 75,58+0,55 76,22+0,27
1 72,74+1,94 77,25£0,57  77,15+£0,79 68,18+0,83 74,26+0,37  75,62+0,55  68,91+0,62 74,58+0,22  75,28+0,70
% 2 87,48+2,41 88,17+1,48 83,13+0,92 78,08+1,46 80,89+1,44 79,30+0,41  77,34+1,26 80,22+0,44  79,07+0,59
3 92,43+0,66 100,62+0,81 87,90+0,55 88,27+0,87 85,25+0,47 82,95+0,19  83,73+1,05 86,93+0,39  74,47+0,69




Sistem Uygunluk

Geligtirilen LC-MS/MS yonteminin sistem uygunluk parametresi icin yapilan
calismada, kalibrasyon egrisi igine diisen 450 ng/ml derisimde hazirlanan plastik katki
maddelerinin kalite kontrol ¢ozeltileri giin i¢i ayn1 yontem ve ayni laboratuvar sartlarinda 6
tekrarli analizler ile yapildi. Analiz sonuglarinin ortalamalar1 alindiktan sonra her bir plastik
katki maddesi i¢in SS, %BSS ve %BH’lar1 belirlendi. Elde edilen sistem uygunluk degerleri
Tablo 52°de verildi.

Tablo 52. Plastik katki maddeleri i¢cin LC-MS/MS sisteminde elde edilen sistem uygunluk
analiz sonug¢lari

Plastik Katki Eklenen

Maddesi (ng/ml) Bulunan (ng/ml+SS) %BSS %BH
DEHP 450,00 456,14+2,80 0,61 1,36
BHT 450,00 447,00+7,50 1,68 -0,67
Hostanox 03 450,00 448,68+4,41 0,98 -0,29
Irganox 1010 450,00 435,57+5,14 1,18 -3,21
Irganox 1330 450,00 447,9242,73 0,61 -0,46
Irganox 1076 450,00 438,74+7,64 1,74 -2,50
Irgafos 168 450,00 445,4143,60 0,81 -1,02
Irganox 3114 450,00 421,76+7,77 1,84 -6,28
Irganox PS 800 450,00 441,28+7,81 1,77 -1,94
Irganox PS 802 450,00 451,90+4,40 0,97 0,42
Stearik asit 450,00 456,29+3,01 0,66 1,40
Oleamit 450,00 442,63+2,23 0,50 -1,64
Erukamit 450,00 443,87+5,61 1,26 -1,36
BTC 450,00 436,89+4,16 0,95 -2,91
TEHM 450,00 444,60+5,24 1,18 -1,20

*SS: Standart Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma, BH: Bagil Hata
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Farmasotik Preparatlarda E&L Calismalar:: Plastik Katki Maddelerinin Tayini

Farmasotik preparatlarda kullanilan ambalaj malzemelerindeki plastik  katki
maddelerinin tayini igin ¢esitli ekstraksiyon metotlar1 kullanildi. Yukarida belirtilen
(Extractables Calismalarinin Hazirlanmasi) ekstraksiyon yontemlerine gore hazirlanan
numuneler LC-MS/MS sisteminde analiz edilmistir. Analiz sonuglar1 Tablo 53, Tablo 54, Tablo
55 ve Tablo 56°da verildi.

Tablo 53. Polipropilen torbaya uygulanan ekstraksiyon sonucu LC-MS/MS sisteminde elde
edilen analiz sonuglari

Plastik Katk: Ekstraksiyon Metodlar1 LLOQ
Maddesi Soxhlet Refliix Ultrasonik Etiiv (ng/ml)
Banyo

DEHP 52,53 ng/g 119,88 ng/lg 101,70 ng/g <LLOQ 50
BHT <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Hostanox 03 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox 1010 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox 1330 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox 1076 2,56 ug/g 1,45 ng/g 439,28 nglg 1,24 ng/g 50
Irgafos 168 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox 3114 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox PS 800 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox PS 802 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Stearik asit 137,48 ng/g 111,50 ng/g 116,02 ng/g 225,68 ng/g 50
Oleamit <LLOQ <LLOQ <LLOQ 720,94 150
Erukamit 825,31 ng/lg 271,20 ng/g 258,44 nglg 1,14 ng/g 50
BTC <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
TEHM <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
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Tablo 54. Tek kullanimlik g6z damlasina uygulanan ekstraksiyon sonucu LC-MS/MS
sisteminde elde edilen analiz sonuglari

Plastik Katki Ekstraksiyon Metodlar: LLOQ
Maddesi Soxhlet Refliix Ultrasonik Etilv (ng/ml)
Banyo

DEHP 180,62 ng/g 112,82 ngl/g 108,07 ng/g 132,05 ng/g 50
BHT <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Hostanox 03 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox 1010 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox 1330 68,50 ng/g <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox 1076 5,54 ng/g 200,36 ng/g 296,45 ng/g 161,02 ng/g 50
Irgafos 168 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox 3114 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox PS 800 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox PS 802 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Stearik asit 295,38 ng/g 225,99 ngl/g 247,64 ng/g 234,88 ng/g 50
Oleamit <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 150
Erukamit 1,29 pg/g 73,76 ng/g 56,91 ng/g 57,27 nglg 50
BTC <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
TEHM <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
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Tablo 55. LDPE plastik flakona uygulanan ekstraksiyon sonucu LC-MS/MS sisteminde elde
edilen analiz sonuglari

Ekstraksiyon Metodlar:

Plastik Katki LLOQ
Maddesi Soxhlet Refliix Ultrasonik Etiiv (ng/ml)
Banyo

DEHP 114,30 ng/g 113,62 ng/g 106,80 ng/g 90,23 ng/g 50
BHT <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Hostanox 03 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox 1010 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox 1330 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox 1076 144,57 nglg 4,24 nglg 183,50 ng/g 155,81 ng/g 50
Irgafos 168 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox 3114 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox PS 800 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox PS 802 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Stearik asit 303,94 ng/lg 416,34 ng/g 249,14 ng/lg 373,09 ng/g 50
Oleamit <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 150
Erukamit 52,33 ng/g 66,65 ng/g 53,58 ng/g 59,57 nglg 50
BTC <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
TEHM <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
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Tablo 56. Bromobiitil tipaya uygulanan ekstraksiyon sonucu LC-MS/MS sisteminde elde

edilen analiz sonuglari

Ekstraksiyon Metodlar:

Plastik Katki LLOQ
Maddesi Soxhlet Refliix Ultrasonik Etiiv (ng/ml)
Banyo

DEHP <LLOQ 115,10 ng/g 113,88 nglg <LLOQ 50
BHT 51,65 ng/g <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Hostanox 03 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox 1010 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox 1330 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox 1076 2,00 pg/g 4,35 pgl/g 187,60 ng/g 67,74 ngly 50
Irgafos 168 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox 3114 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox PS 800 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox PS 802 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Stearik asit 329,30 ng/g 597,83 ng/g 337,27 nglg 379,08 ngl/g 50
Oleamit <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 150
Erukamit <LLOQ 50,86 ng/g 61,58 ng/g <LLOQ 50
BTC <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
TEHM <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
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LC-MS/MS sisteminde gercek numunelerde plastik katki maddelerinin Leachables
analiz sonuglar1 Tablo 57°de verildi.

Tablo 57. Ger¢ek numunelerde plastik katki maddelerinin Leachables analiz sonuglari

Gercek Numuneler

Plastik Katki LLOQ
Maddesi Novaqua Dryex Ronkotol %0.9 izotonik (ng/ml)
Sodyum Kloriir

DEHP 92,87 nglg <LLOQ 117,41 nglg 81,23 nglg 50
BHT <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Hostanox 03 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox 1010 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox 1330 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox 1076 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irgafos 168 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox 3114 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox PS 800 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Irganox PS 802 <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
Stearik asit 2,02 pg/g 446,31 ngl/g 793,67 nglg 744,61 nglg 50
Oleamit <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 150
Erukamit 321,77 nglg 195,49 ng/g 357,69 ng/g 220,69 ng/g 50
BTC <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50
TEHM <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50

*Novaqua %1,4+%0,6 Tek Dozluk G6z Damlasi

*Dryex %0,15 G6z Damlas1 (LDPE Konteyner)

*Ronkotol 2.5mg/2.5ml Nebulizasyon i¢in Inhalasyon Cozeltisi igeren tek dozluk flakon
*#940.9 Izotonik Sodyum Kloriir I.V. Infiizyon Cézeltisi
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TARTISMA VE SONUC

E&L analizleri diinyada ilk defa 20.yilizyilin sonlarindan 21. yiizyilin baslarina dogru
ortaya ¢ikmistir. FDA, EMA ve ICH gibi diizenleyici otoriteler tarafindan, E&L analizlerinin
degerlendirilmesi konusunda ¢alismalar yapilmistir (Wakankar et al. 2010). Farmasotik bir
iiriin icin ambalaj malzemesi ve liretim prosesinden gegebilecek olan plastik katki maddelerinin
analizi insan saglig1 agisindan ¢ok biiylik 6nem tagimaktadir. Yapilan literatiir taramalarina gére
iiretim proseslerinden ve plastik ambalaj malzemesinden son iirline gegebilecek olan plastik
katk1 maddeleri EP’ye gore tanimlanmistir (EP 2019). Bu safsizliklarin kaynagi {iretim
prosesinde veya plastik ambalaj malzemelerinde kullanilan birgok plastik katki maddesinden
gelebilir. Kullanilan bu plastik katki maddeleri aslinda plastigi daha kullanigh hale getirmek
icindir. Fakat bu kimyasallar EP’de tanimlanan limitlerin {izerinde kullanildiklarinda insan

sagligin1 olumsuz yonde etkileyebilmektedirler (EP 2019).

Bu doktora tezinin amaci; ilag endiistrisinde bir ilacin iiretim agsamasindan baslayip, raf
Omriiniin sonuna kadar izlenmesi gereken siire¢te EP’de belirlenen ve ilaca kontamine
olabilecek 15 adet plastik katki maddesinin analizi i¢in yeni bir LC-MS/MS yontemini
gelistirip, valide etmektir. Sonrasinda valide edilmis olan bu metot ile farmasétik preparatlarda

plastik katki maddelerinin E&L analizlerini yapmaktir.

Literatiirde plastik katki maddelerinin analizleri igin bir¢ok analitik metot kullanilmustr.
Ucucu veya yart ugucu plastik katki maddelerinin analizleri i¢cin GC-MS sistemleri
kullanilirken (Singh et al. 2018; Jenke et al. 2017), u¢ucu olmayan plastik katki maddelerinin
analizleri i¢in ise HPLC (Chang et al.2013; Marcato et al. 2003; Petrusevski et al. 2016;
Legrand et al. 2018; Demertzis and Franz 1998; EI Mansouri et al. 1998; Li et al. 2015; Gao et
al. 2011; Simoneau et al. 2012; Nerin et al. 2003; Demertzis and Franz 1998), LC-MS/MS
(Block et al. 2006; Vargo and Olson 1985; Ito et al. 2005; Jenke et al. 2017; Liu et al. 2023;
Pouech et al. 2014) ve LC-QTOF/MS (Ballesteros-Gomez et al. 2016; Zhang et al. 2016; Reiter

et al. 2011) sistemleri kullanilmistir.

Bu tez ¢alismalarinda LC-MS/MS yontemi, kompleks matrikslerde diisiik dedeksiyon
degerlerine ulagsmasindan ve sonuclarin daha giivenilir olmasindan dolay1 tercih edildi. Ayrica

calisilan plastik katki maddelerinin de LC-MS/MS yo6ntemi igin uygun oldugu belirlendi.

LC-MS/MS ile yapilan c¢alismalarda genellikle APCI iyonlastirma kaynagi
kullanilmistir (Lee and Gioia 2008; Block et al. 2006; Buchalla and Begley 2006). Metod
gelistirirken APCI iyonlagtirma basligiyla yapilan denemelerde yeterli kantitatif hassasiyete
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ulasilamadi. Sonrasinda ESI iyonlastirma kaynagi kullanildi. APCI iyonlastirma kaynagina
gore ESI iyonlastirma kaynagi kiyaslandiginda plastik katki maddelerinin ve IS’in daha iyi
iyonlastigini, bunun sonucunda daha yiiksek hassasiyetin elde edildigi goriildi.

Yapilan ¢alismalarda plastik katki maddelerinin HPLC, LC-MS, LC-MS/MS ve LC-
QTOF/MS ile yapilan kromatografik ayirimlar i¢in sabit faz olarak ters faz Cig kolon ve ters
faz Cg kolon kullanildig: goriildii (Block et al. 2006; Marcato et al. 2003; Petrusevski et al.
2016; Demertzis and Franz 1998; Gao et al. 2011; Simoneau et al. 2012; Nerin et al. 2003;
Demertzis and Franz 1998). Metot gelistirirken sabit faz olarak ters faz SB Cis kolon (3.0 x
100mm, 2.7 um), XDB Cag kolon (4.6 x 150 mm, 5 um), XDB Cg kolon (4.6 x 150mm, 5 um)
ve Cig kolon (Inert Sustain Phenyl (3.9 x 150mm, 4um) kullanilarak en iyi ayirim
hedeflenmistir. Burada calismis oldugumuz 15 adet plastik katki maddesi ve IS igin pik
keskinligi ve reziiliisyon degerlerine bakilarak en iyi ayirimin Cig kolon (Inert Sustain Phenyl
(3.9 x 150mm, 4um) ile yapildig1 belirlendi. Hareketli faz olarak farkli organik ¢6ziiciiler farkli
oranlarda denendi. Bu denemelerin sonuglarina gore; hareketli faz olarak %0.1 formik asit
iceren ACN ve su (gradient olarak) ile ¢alisildiginda 6zellikle negatif iyonlasan plastik katki
maddelerinde kuyruklanmalar ve simetrik olmayan pikler gozlendi. Kuyruklanmalar1 ve
simetrik olmayan pikleri diizeltmek i¢in akis hizinda ve formik asit oraninda belirli degisiklikler
yapildi. Fakat kromatografik olarak istenilen sonuglar alinamadi. Daha sonra organik ¢oziicii
olarak ACN yerine MeOH kullanildi. Negatif modda iyonlasan plastik katki maddelerinde
kuyruklanmalar gozlendi. Bu kuyruklanmalar1 gidermek i¢in formik asit yerine 5 mmol
Amonyum asetat iceren metanol ve su karisimi kullanildi (gradient olarak). Yapilan
denemelerden sonra en iyi kromatografik ayirimin belirtilen mobil faz sistemi ile oldugu
goriildii. Bu metotta 0.7 ml/dk. akis hizi, 5 ul enjeksiyon hacmi ve kolon sicakligi 35°C olarak
belirlendi. Her bir enjeksiyon i¢in toplam analiz siiresi 15 dk.’dur. Ilag analizlerinde kisa analiz
stiresi hem ¢oziicli maliyeti hem de analizin zaman tasarrufu agisindan olduk¢a dnemlidir. Diger
metotlar ile kiyaslandiginda analiz siiresinin kisa olmasi metodun avantajidir (Pouech et al.
2014; Nerin et al. 2003; Li et al. 2015; Marcato et al. 2003; PetruSevski et al. 2016; Legrand et
al. 2018; El Mansouri et al. 1998; Block et al. 2006; Buchalla and Begley 2006; Vargo and
Olson 1985; Ballesteros-Gomez et al. 2016)

Bu calismada IS olarak DFF secildi. Kimyasal yapisinin ftalat tiirevi olmasi sebebiyle
plastik katki maddelerinin analizi i¢in gelistirilen kiitle ve kromatografi sartlarina uyumlu bir
molekiildiir. Ayrica EP’de tanimlanan plastik katki maddelerinden olmadigi igin ilaglarda

aranan plastik katki maddeleri ile girisim yapma ihtimali bulunmamaktadir. DFF’1n alikonma
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zamaninin plastik katki maddelerinin alikonma zamanlarindan sonra olmamasi analiz siiresini

uzatmamasi agisindan tercih sebebi olmustur.

E&L caligmalarinda en kritik parametrelerden birisi yontemin hassasiyetidir. LC-
MS/MS sistemleri kantitatif analizlerde bilinen en hassas yontemlerdendir. Her ne kadar HPLC
sistemlerine gore maliyetli ve yetismis insan gilicline ihtiya¢ duyulsa da 6zellikle hassasiyet
acisindan ila¢ analizlerinin altin standartidir. Yapilan diger plastik katki maddeleri ile ilgili
calismalarla mukayese edildiginde calistigimiz plastik katki maddeleri i¢in en diisiik tayin alt
limiti (LLOQ) 50 ng/ml olarak belirlenirken sadece PA 20 i¢in 150 ng/ml olarak belirlendi.
Literatiirde var olan diger metotlar ile mukayese edildiginde (Petrusevski et al. 2016; Legrand
et al. 2018; EI Mansouri et al. 1998; Li et al. 2015; Nerin et al. 2003; Moreta and Tena 2015;
Vargo and Olson 1985) metodun daha hassas oldugu goriildii.

14 adet plastik katki maddesinin pik alanlarinin IS’in (100 ng/ml) pik alanina
oranlanmasiyla kalibrasyon egrileri kuadratik olarak elde edildi. Sadece PA 20’nin pik alaninin
IS’ (100 ng/ml) pik alanina oranlanmasiyla kalibrasyon egrisi lineer olarak elde edildi.

Literatiirden daha iyi bir dogrusallik elde edildi (Her bir plastik katki maddesi i¢in r?>> 0,9997)

Yapilan ¢aligmada biitiin plastik katki maddeleri i¢in kesinlik degeri %6,91’den kiigiik
olarak bulundu. Dogruluk degeri biitiin plastik katki maddeleri i¢in %9,89°dan kiigiik olarak

bulundu.

Yapilan literatiir taramalarina goére, bu tez kapsaminda calisilan 15 adet plastik katki
maddesinin +20, +4, -20 °C’de ve farkli zaman araliklarinda (1 s-3 h) stabilitelerine yonelik
herhangi bir caligmaya ulasilamamaistir. Bundan sonra yapilacak olan ¢aligmalar i¢in elde edilen

veriler referans olarak kullanilabilecektir.

Metot farmasotik preparatlarda Ekstractables calismalarina basarili bir sekilde
uygulandi. Farkli tiirdeki ambalaj malzemeleri (Polipropilen torba, tek kullanimlik goz damlasi,
LDPE konteyner ve Bromobiitil tipa) ekstractables calismalari i¢in segildi. Her bir ambalaj
malzemesi i¢in yukarida (Extractables Calismalarinin Hazirlanmasi) ayrintili olarak anlatilan
soxhlet metodu, refliix metodu, etiiv metodu ve ultrasonik banyo metodu kullanildi. Coziicii
olarak her bir metot i¢in %50:50 IPA:USS kullanilarak calisilan plastik ambalaj malzemelerinin
plastik katki maddeleri belirlendi. Plastik katki maddeleri i¢in hazirlanan her ekstractables
ornegi LC-MS/MS sistemine enjekte edilerek analizi yapildi. Tespit edilen plastik katki
maddelerinin ICH M7 (R2) tarafindan belirlenen limitlerin altinda oldugu belirlendi.
Leachables ¢aligmalarinda ise ger¢ek numunelerden 0.9 ml filtrelenerek alindi ve {izerine 0.1

ml 1S eklendi. LC-MS/MS’de yapilan analiz sonuglarina gére Leachables numunelerinde de
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tespit edilen plastik katki maddelerinin ICH M7 (R2) tarafindan belirlenen limitlerin altinda
oldugu goriildii.

Plastik ambalaj malzemesinden farmasoétik preparata gecebilecek olan 15 adet plastik
katki maddesini belirlemek i¢in hizli, hassas, tekrarlanabilir ve giivenilir olan yeni bir LC-
MS/MS metodu gelistirildi. Gelistirilen metod ICH (Validation of Analytical Procedures:
Q2(R1)’e gore valide edildi. Metot plastik ambalaj malzemelerine ve son iiriine basarili bir
sekilde uygulandi. Bundan sonra yapilacak olan c¢aligmalar i¢in referans olacagi

diistintiilmektedir.
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