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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BAZI PAKETLENMIS ICECEK TURLERINDE VE DOGAL KAYNAK SUYUNDA
RAF OMRU BOYUNCA OLASI FITALAT ESTERI MIGRASYONU TESPITINDE
LC-MS/MS KULLANIMI

Yagmur ORUC

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Belgin 1ZGI

Plastik malzemeler, iceceklerin ve cesitli gida iriinlerinin paketlenmesinde siklikla
kullanilan ambalaj tiirlerinden biridir. Kirilmaya kars1 direngli olmasi, taginmasinin diger
ambalajlara gore daha kolay olmas1 ve maliyetinin diisiik olmas1 gibi 6nemli avantajlara
sahiptirler. Ancak her paketleme materyalinde oldugu gibi plastik malzemelerin de gida
iriiniine olas1 zararli bilesenlerin migrasyonu gibi ¢esitli dezavantajlar1 vardir.

Malzeme igerisindeki zararli bilesenlerin olast migrasyon miktarinin tespiti, gida
tiriinlerinde en 6nemli analiz tiirlerinde biridir.

Bu tez kapsaminda plastik malzemelerden; meyveli icecege (Limonata), aromali gazh
icecege (Gazoz) ve dogal kaynak suyuna olasi fitalat esteri gecisleri incelenmistir.
Numuneler zenginlestirme yapilmadan QuEChERS (hizly, kolay, ucuz, efektif, saglam ve
giivenilir) hazir kitleri ile hazirlanmistir. Bu ¢alismada 6 fitalat esterinin (dimetil fitalat
(DMP), dietil fitalat (DEP), benzil biitil fitalat (BBP), dibiitil fitalat (DBP), bis(2-
etilhekzil) fitalat (DHEP), di-n-oktil fitalat (DnOP)) analizleri sivi kromatografisi tandem
kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) ile analizi yapilmistir. Standartlar, model ¢ozelti
igerisine ilave edilip QUEChERS kiti kullanarak hazirlanmistir. Calisma kapsaminda
tespit sinir1 (LOD) 0,14 ile 2,84 u/L arasinda, tayin limiti (LOQ) ise 0,21 ile 3,52 u/L
arasinda bulunmustur. Geri kazanim c¢alismasinda ise geri kazanim miktarlar1 %89-105
arasinda tespit edilmistir. Tekrarlanabilirlik i¢in bagil standart sapma ise %0,25-6,53
arasindadir. Calisma ile yeni iiretilmis, raf omriiniin ortasina gelmis ve raf omriinii
tamamlamis numunelerde analiz yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Alkolsiiz igecekler, Fitalat Esteri, Gazli Icecek, Kaynak Suyu, LC-
MS/MS, Migrasyon, Meyveli igecek, Plastik Materyal, QUEChERS

2020, ix + 56 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

RAPID DETERMINATION OF PHTHALATE ESTERS IN SOME BEVERAGES
AND INVESTIGATION OF MIGRATION AT SHELF-LIFE BY LC-MS/MS

Yagmur ORUC

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Belgin 1ZGl

Plastic materials used for packaging of beverages have several advantages like cost-
efficient, easy to transport, be resistant to breakage, etc. One of the most important
problems with these is the distribution of phthalate migration in the phases. A basic and
eco-friendly method which is using Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe
(QUEChERS) kits without enrichment is suggested for analyzing six phthalate esters
[Dimethyl phthalate (DMP), Diethyl phthalate (DEP), Benzyl butyl phthalate (BBP),
Dibutyl phthalate (DBP), Bis(2-Ethylhexyl) phthalate (DHEP), Di-n-octyl phthalate
(DNOP)] in still beverages, carbonated beverages and spring water by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). After extraction of a sample
with QUEChERS SPE, including MgS04, PSA, C18 substances are analyzed by LC-MS-
MS, which has the LOD’s between 0.14 and 2.84 ugl-1 and LOQ’s between 0.21 and
3.52 uglL-1. The six phthalate esters above-mentioned have in the range of 0.25-6.53 %
RSD, and the recovery percent are between 88.8-107. This is the first study of a remark
of the phthalate migration for the shelf life in the mentioned beverages, a national
industrial area. The data of the migration ratio throughout the shelf life to initial filling to
expiry date was investigated.

Key words: Food packing, LC-MS/MS, Migration, Non-alcoholic beverages, Phthalate
esters, Plastic materials, QUEChERS, Shelf-life, Spring water
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1. GIRIS

Alkolsiiz igecekler gilinlimiizde insanlar tarafindan siklikla tliketilen gida {irlinleri
gurubunda yer almaktadir. Alkolsiiz igcecekler tebligine gore, iiriin kendine has koku,
renk, tat ve goriinimde olmalidir, yabanci koku ve tat igermemelidir. Yine ayni teblige

gore alkolsiiz igeceklerde etil alkol miktar1 3 mg/L’yi gegmemelidir (Anonim 2007).

Bir gida iiriiniinii tiiketiciye sorunsuz bir sekilde ulagtirmak, gida tireticilerinin en temel
gorevidir. Tiiketiciye sorunsuz ve raf dmrii boyunca tazeligini koruyan iiriinler iiretmenin
en temel prensibi ise iyi tasarlanmis gida glivenligi ilkeleridir. Gida giivenligini 6nemli
Olclide etkileyecek parametrelerden biri ise paketlemedir. Genel olarak gida
paketlenmesinde kagit, cam, teneke kutu ve plastik olmak lizere 4 temel ambalaj
kullanilmaktadir (Altuntas 2014).

Paketlemeden beklenen en temel 6zellik, kalite parametrelerinden 6diin vermeden raf
Omrii boyunca tazeligini korumasidir. Gida endiistrisinde plastik malzemeler siklikla
kullanilmaktadir. Kirilma ve gerilmeye kars1 direncli, kolay tasinabilir ve diisiik maliyetli

olmas gibi avantajlari tercih edilme sebepleri igerisinde yer alir (Kipmen 1998).

Avantajlarinin  yan1 sira plastik malzemelerin en Onemli dezavantaji, malzeme
icerisindeki zararli bilesenlerin zaman igerisinde iirline migrasyonudur. Migrasyonun
tanimu ise, bir bilesenin zaman igerisinde bir yerden bir yere hareketidir (Biricik ve ark.

2015).

Migrasyon analizleri gida analizleri igerisinde en Onemli yere sahip olan analiz
tiirlerinden biridir. Atmosferik kosullar, plastik paket icerisinde bulunan {iriiniin 6zelligi
ve lirliniin paket icerisinde gegirdigi zaman gibi parametreler migrasyon miktarini
degistirmektedir. Gida ile Temasta Bulunan Plastik Malzemeler yonetmeligine gore,

toplam migrasyon miktari bir tiriinde 60 mg/kg’1 gegmemelidir (Anonim 2005).

Plastik malzemelerden gida triinlerine gecebilecek bir¢ok zararli bilesen vardir. Fitalat
esterleri bu bilesenlerden biridir. Fitalat esterleri, insan yapimi organik bilesenler olup

plastik malzemeye esneklik vermesi amaci ile ilave edilir. Fitalat esterleri genel olarak



yiiksek molekiil kiitleli ve diisiik molekiil kiitleli olmak iizere 2’ye ayrilirlar (Yerlikaya
2017).

Fitalatlar, plastik malzemelere fiziksel bagli olduklar1 i¢in 6zellikle yag igerigi yliksek
gida friinlerine migrasyona meyillidir (Jia ve ark. 2014). Fitalat esterlerinin insan
saglhigina da oldukca fazla zarari vardir. Yapilan ¢alismalar ile endokrin bozucu ve

kanserojonik ajan olduklari saptanmistir (Wang ve ark. 2017).

Fitalatlarin analizlerinde GC-MS (Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometresi), HPLC
(Yiksek Performansli Stvi Kromatografisi) ve LC-MS/MS (S1vi Kromatografisi Tandem
Kiitle Spektrometresi) cihazlar kullanilir (Wu ve ark. 2011, Yang ve ark. 2015). Ancak,
HPLC i¢in ¢ok fazla ekstraksiyon parametresi gerektigi ve GC-MS’ler de izomerik
karisimlar1 ayirmada LC-MS’ler kadar iyi olmadiklari i¢in LC-MS’ler fitalat
analizlerinde daha giiglii cihazlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Ates ve Mittendorf

2013).

Geleneksel numune hazirlama teknikleri, fazla organik ¢6ziicii gereksinimi, ekstraksiyon
prosediirlerinin uzun olmasi, bazi durumlarda ek alet techizat gerektirmesi (6rnegin sivi-
stvi ekstraksiyon i¢in evaporatdr gereksinimi) ve yiiksek maliyetli olmasi gibi
dezavantajlara sahiptirler. Bu tiir dezavantajlar farkli ekstraksiyon yodntemlerinin
gelistirilmesine  sevk  etmektedir.  Gelistirilen QuEChERS  metodu; hizl,
tekrarlanabilirligi yiiksek ve ekstra techizat gerektirmeyen pH’ya bagh olarak etkin bir

ekstraksiyon imkani sunan alternatif bir yontem olusturmaktadir (Du ve ark. 2015).

Bu ¢alismada, plastik ambala;j ile paketlenmis ii¢ liriinde olasi fitalat esteri migrasyonu
LC-MS/MS ile incelendi. Bu fitalat esterleri ise; DMP, DEP, DBP, BBP, DEHP, DNOP
olarak belirlendi. Ornekler ise, Limonata, Gazoz ve Dogal Kaynak Suyu olarak belirlendi.
Her bir 6rnegin raf 6mrii boyunca davranigini incelemek amaciyla farkli iiretim tarihlerine
sahip numuneler analiz edilmistir. Bu tarihler ise; yeni iiretilmis, son kullanma tarihinin
yarisina yaklasmis (dogal kaynak suyu ve gazoz igin iiretiminden sonra 6 ay gecmis,
limonata i¢in 3 ay ge¢cmis) ve son kullanma tarihini tamamlamis (gazoz ve dogal kaynak
suyu i¢in 12 ay, limonata igin 6 ay) olarak belirlendi. LC-MS/MS cihaz1 ve 6 fitalatin
metot validasyonu ¢alismalari tamamlandi. Ardindan ger¢ek drnekler QUEChERS (quick,



easy, cheap, effective, rugged, and safe) yontemi ile ekstrakte edildikten sonra analizleri

tamamlandi.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI
2.1.Su

Su, yeryiiziindeki canlilarin ge¢cmisten giliniimiize yasamsal faaliyetlerini yerine
getirebilmeleri i¢in gereken en dnemli bilesendir (Dedekayaogullar1 ve Onal 2009). Insan
viicudunun %65-70’i sudan meydana gelmektedir. Insanoglunun yasamma devam
edebilmesi, su kaynaklarina baglidir. Ciinkii temiz su kaynaklari, sosyal ve ekonomik
faaliyetlerin yiiriitilmesinde de 6nemli bir rol oynar (Istanbulluoglu ve ark. 2007).
Diinya’da toplam su kiitlesi 1,4 milyar km®tiir (Anonim 2010). Diinya’daki suyun
%3’linli tatli su kaynaklar1 olustururken, yaklasik %97’sini tuzlu su kaynaklari
olusturmaktadir (Vural 2018). Tatli su kaynaklarinin ise %78’ kuzey ve giiney
buzullarinda yer alirken geriye kalan %22’°lik kismi ise diger tiim diinya iilkeleri ile
paylasilmaktadir (Sirin ve Demir 2007). Bu geriye kalan kiigiik miktar ise insanlar
tarafindan hem igmede hem de banyo, mutfak, sanayi gibi alanlarda kullanma suyu olarak
tilkketilmektedir. Kullanimi miimkiin su rezervlerinin, olduk¢a az oldugu diinyamizda

kaliteli su tiiketmek tiim canlilarin temel gereksinimidir.

Su, diinya tizerinde siirekli bir dongii halindedir. Yertistii sular1 buharlasmanin etkisi ile
atmosfere karisir. Atmosfere karisan sular ise kar ve yagmur gibi yagislar sonrasinda
yeniden yeriistli ya da yeralt1 sularina karisarak bu dongiiyii devam ettirirler. Su diinya
tizerindeki en Onemli coziiciilerden birisidir. Su dongiisii esnasinda ozellikle yeralti
kaynaklarindaki sular, bu c¢oziicii 6zelligi sayesinde bulunduklar1 cevredeki ¢esitli
bilesenleri ¢dzerek, kaynaklardan yeryiiziine ulasirlar. Igme suyu olarak kullanilabilecek
sularin; renksiz, kokusuz ve berrak olmasi, yabanci tat igermemesi, mikrobiyolojik ya da
kimyasal kalintilarin olmamasi gibi ¢esitli 6zelliklere sahip olmasi istenir. Bu 6zelliklere
sahip olmayan, 6zellikle kimyasal veya mikrobiyolojik kirlilige sahip olan sular, kalic1 ya

da gecici ¢esitli hastaliklara sebep olabilmektedir (Ertas ve Sarimehmetoglu 2019).

Kaynak ve igme sularmin kalite standartlarinin belirlenmesi ve hijyenik sartlara uygun
bir sekilde ambalajli su tiretiminin saglanmasi icin T.C. Saglik Bakanligi tarafindan
“Insani Tiiketim Amacl Sular Y&netmeligi” yayimlanmaktadir. Ydnetmelige gore,
kaynak suyu, ‘Jeolojik kosullar1 uygun jeolojik birimlerin iginde dogal olarak olusan, bir
veya daha fazla ¢ikis noktasindan yeryiiziine kendiliginden ¢ikan veya teknik usullerle

¢ikartilan ve bu Yonetmeligin 36. maddesinde izin verilen diginda herhangi bir isleme



tabi tutulmaksizin Ek-1’deki nitelikleri tasiyan, etiketleme gerekliliklerini kargilayan ve
sattis amaci ile ambalajlanarak piyasaya arz edilen yer alti sular’” olarak
tanimlanmaktadir. Kaynak ve igme sularinin sahip olmasi gereken 6zellikler, yine ayni

yonetmelik ¢ergevesinde ayrintili bir sekilde verilmektedir.

Yonetmelik kapsamindan kaynak suyunun yasal limitleri hakkinda mikrobiyolojik ve
kimyasal parametreler Cizelge 2.1. ve Cizelge 2.2.’de verilmektedir.

Cizelge 2.1. Kaynak suyu mikrobiyolojik parametreleri

Parametre Parametrik deger sayr/ mL
Escherichia Coli ( E. Coli ) 0/250

Enterokok 0/250

Koliform bakteri 0/250

P. aeruginosa 0/250

Fekal koliform bakteri 0/250

Patojen Mikroorganizmalar 0/100

Anaerob sporlu siilfat rediikte eden bakteriler 0/50

Patojen Staphylococlar 0/100

Kaynaktan alinan numunede maksimum:

22 °C’de 72 saatte agar-agar veya agar-jelatin

karisiminda koloni say1si 20/
37 °C’de 24 saatte agar-agar karisiminda koloni 5/
sayi1sl
Ambalajlanmis sularda ambalajlandiktan sonra
maksimum: (Numune, Ambalajlanmay1 takiben
12 saat igerisinde alinmak ve bu siire icerisinde
4°C +1 °C ’de saklanmig olmak kaydiyla):
22 °C’de 72 saatte agar-agar veya agar-jelatin

) 100/
karigiminda koloni sayisi
37 °C’de 24 saatte agar-agar kariggminda koloni 20/
sayi1sl
Parazitler 0/100
Diger Mikroskobik Canlilar 0/100




Cizelge 2.2. Kaynak suyu kimyasal parametreleri (Anonim 2005).

Parametre Parametrik Deger |Birim
Akrilamid 0,10 ug/L
Antimon 5,00 ug/L
Arsenik 10,00 ug/L
Benzen 1,00 ug/L
Benzo (a) piren 0,01 pg/L
Bor 1,00 mg/L
Bromat 3,00 ug/L
Kadmiyum 5,00 ug/L
Krom 50,00 ng/L
Bakir 2,00 mg/L
Siyaniir 50,00 ug/L
1,2-dikloretan 3,00 ug/L
Epikloridin 0,10 ug/L
Floriir 1,50 mg/L
Kursun 10,00 pg/L
Civa 1,00 ug/L
Nikel 20,00 ug/L
Nitrat 50,00 mg/L
Nitrit 0,50 mg/L
Pestisitler 0,10 pg/L
Toplam pestisitler 0,50 ug/L
Polisiklik aromatik hidrokarbonlar 0,10 ng/L
Selenyum 10,00 ug/L
Tetrakloreten ve trikloreten 10,00 ng/L
Trihalometanlar-toplam 100,00 ug/L
Vinil Kloriir 0,50 ng/L

2.1.Alkolsiiz icecekler

Tiirk Dil Kurumu’nun tanimina gére “igecek, igilen her seye verilen addir”. igecekler
genel olarak alkollii ve alkolsiiz i¢ecekler olarak ikiye ayrilirlar. Alkolsiiz igecekler, dogal
ya da yapay bir tatlandirict ajani, yenilebilir asit tiirli, dogal veya yapay aromalar ve
tercihe bagl meyve igeren, alkol icermeyen sivi1 gida triiniidiir (Korab ve Pietka 2019).
Son 200 yi1l igerisinde susuzlugu gidermek ve serinlemek i¢in igilen alkolsiiz icecekler
biiyiik ¢esitlilik kazanmistir (Goetz 1992). Diinya genelinde alkolsiiz igecekler, yas ve

cinsiyet fark etmeksizin yiiksek miktarda tiikketilmektedir. Diinya iizerinde ilk alkolsiiz



icecek 17.yy.’da su, limon karigtirilip bal ile tatlandirilarak pazara sunulmustur. Alkolsiiz
icecekler, Tirkiye’de ise 19. yy. sonlarinda pazara giris yapmistir (Benderlioglu ve Aslan
2013). Alkolsiiz icecekler genel olarak gazli ve gazsiz olmak iizere ikiye ayrilirlar.

Ulkemizde alkolsiiz i¢eceklerin iiretimi, T.C. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig
tarafindan yayimlanan ‘Alkolsiiz Icecekler Tebligi'ne gore diizenlenmektedir. Bu
yonetmelik kapsaminda; meyveli i¢ecek, aromali icecek, meyveli surup, aromali surup,
meyveli icecek tozu, aromali icecek tozu, meyveli dogal mineralli icecek, aromali dogal
mineralli igecek, yapay soda, kola, tonik ve aromali su iiriinleri yer almaktadir. Icecek

gruplarmin tebligdeki genel tanimlarina bakildiginda asagida belirtildigi gibidir.

“Aromal1 igecek: Su, aroma maddeleri ve/veya diger bilesenler ile seker ilave edilerek
veya edilmeden teknigine gore gazli veya gazsiz olarak iiretilen veya aromali surubun

sulandirilmasi ile hazirlanan i¢ecegi,”’

“Aromali dogal mineralli i¢cecek: Dogal mineralli su, aroma maddeleri ve/veya diger
bilesenler ile seker ilave edilerek veya edilmeden teknigine gore gazli veya gazsiz olarak

iiretilen icecegi,”’

“Aromali surup: Su, aroma maddeleri ve/veya diger bilesenler ile seker ilave edilerek
veya edilmeden teknigine gore liretilen ve aromali igecek hazirlanmasinda kullanilan

koyu kivaml {irtini,”

“Aromali icecek tozu: Aroma maddeleri ve/veya diger bilesenler ile seker ilave edilerek
veya edilmeden teknigine gore iiretilen ve aromali icecek hazirlanmasinda kullanilan toz
tirtinti,”

“Aromali su: Su ve aroma maddeleri ile teknigine gore gazli veya gazsiz olarak iiretilen

sular1,”

“Kola: Su ve kendine 6zgii aroma maddeleri ve/veya diger bilesenler ve/veya kafein ile
seker ilave edilerek veya edilmeden teknigine gore iiretilen ve karbondioksit ile

gazlandirilmis olan igecegi,”



“Meyveli igecek: Meyve suyu ve/veya meyve piiresi ve/veya bunlarin konsantresi
ve/veya meyve tozu, su ve/veya diger bilesenler ile seker ilave edilerek veya edilmeden

teknigine gore gazli veya gazsiz olarak iiretilen icecegi,”

“Meyveli dogal mineralli icecek: Meyve suyu ve/veya meyve pliresi ve/veya bunlarin
konsantresi ve/veya meyve tozu, dogal mineralli su ve/veya diger bilesenler ile seker ilave

edilerek veya edilmeden, teknigine gore gazli veya gazsiz olarak iiretilen icecegi,”

“Meyveli surup: Meyve suyu ve/veya meyve piiresi ve/veya bunlarin konsantresi ve/veya
meyve tozu, su ve/veya diger bilesenler ile seker ilave edilerek veya edilmeden teknigine

gore Uretilen ve meyveli icecek hazirlanmasinda kullanilan koyu kivamli {irtindi,”

“Meyveli icecek tozu: Meyve suyu ve/veya meyve piiresi ve/veya bunlarin konsantresi
ve/veya meyve tozu ve/veya diger bilesenler ile seker ilave edilerek veya edilmeden

teknigine gore liretilen ve meyveli i¢ecek hazirlanmasinda kullanilan toz tirlinti,”

“Tonik: Su, seker, kinin ve/veya narincin ile teknigine gore iiretilen ve karbondioksit ile

gazlandirilmis olan igecegi,”

“Yapay soda: Sulara, sodyum bikarbonat eklemek suretiyle, teknigine gore hazirlanan

karbondioksit ile gazlandirilmis tiriind, belirtmektedir.”

Teblige gore alkolsiiz icecekler yabanci koku ve tat igermemelidirler. Ayrica etil alkol
miktar1 3 mg/L’yi, laktik asit 0,6 mg/L’yi, ucucu asitler 0,4 mg/L’yi gegmemelidir, gazl
icecekler i¢in en az 2 g/L karbondioksit olmalidir (Anonim, 2007).

2.2.Gida Giivenligi

Icecek iireticilerinin bu yonetmeliklerin disinda dikkat etmesi gereken 6nemli konulardan
biri ise gida giivenligidir. Tiiketiciye problemsiz bir {iriin ulastirilmasi gida {ireticilerinin

en 6nemli gorevleri i¢erisindedir.

Gida, iretiminden tiiketime kadar; fiziksel, kimyasal, mikrobiyolojik olarak bir¢ok
tehlikeye maruz kalabilmektedir. Gidalarin maruz kalabilecegi tehlikeler arasinda pestisit
kalintilar, gida katki maddelerinin yanhs kullanilmasi, mikotoksinler, radyoaktif

kirlenme, gidalarda taklit ve tagsis sayilabilir (Yarali, 2019). Bu tehlikeleri elimine



edebilmek i¢in, diinya genelinde gida giivenligi acisindan cesitli mevzuatlar
yayimlanmaktadir. Bu mevzuatlardan giintimiizde en 6nemlileri; FSSC 22000-Gida
Giivenligi Yonetim Sistemleri, BRC-Global Gida Standardi (ingiliz Parakendeciler
Birligi), Global GAP-Sebze Meyve Yonetmeligi, IFS-Uluslararas1 Gida Standardi, SQF-
Giivenilir Kaliteli Gida seklinde sayilabilir (Basaran 2015).

Son yillarda kus gribi, dioksin krizi gibi yasanan olaylar sonrasi 6zellikle Avrupa Birligi
(AB)’nde etkin bir gida giivenligi denetim mekanizmasi olusturuldu. Bu gida giivenligi
mekanizmasinda en onemli ilke olarak “tarladan catala gida giivenligi” benimsendi
(Capuroglu 2015). Bu kapsamda gida isletmeleri, daha kapsamli bir gida giivenligi
saglamak adina; ‘Iyi Uretim Uygulamalari-GMP’, ‘lyi Hijyen Uygulamalari-GHP’ ve
‘Tehlike Analizi Kritik Kontrol Noktalari-HACCP’ gibi belirli izleme ve kontrol

sistemleri kullanmaktadir (Ozdemir ve Topsiimer, 2017).

HACCEP ilk olarak, NASA tarafindan uzaya gidecek olan astronotlarin gidalarini giivence
altina almak adina tehlike analizlerini ve kritik noktalarini belirlemek i¢in 1960’11 yillarda
olusturulan bir denetim sistemidir. 1993 yilinda ise ‘Gida Maddelerinin Hijyeni’ direktifi
ile AB birliginde gida sanayisinde uygulanmasi zorunlu bir sistem haline getirildi (Bucak

2011).

HACCEP gibi kontrol sistemleri gida isletmelerinde, gida giivenligi ile ilgili bir sistematik
olusturulmasini saglamaktadir. Gida giivenligi siireglerini, kaliteli ve kolay izlenebilir
hale getirilmektedir. Bu tiir kontrol sistemleri; kaynaklarin diizgiin kullanilmasi, risk
analizlerinin en aza indirilmesi, gida giivenlik zincirinin en {ist diizeyde kontrol edilmesi,
tiketicinin gidaya giivenini arttirarak marka degerinin arttirtlmas: gibi avantajlar

saglamaktadir (Karabal, 2019).

2.3.Gidalarin Paketlenmesi ve Ambalaj

Gida iriinlerinin, kalite parametrelerinin degisime ugramadan nihai tiiketiciye
ulagabilmesi ve gida giivenligini saglayabilmek adina paketleme islemi yapilmaktadir.
Paketleme islemi ile gida maddesini, her tirlii Kirleticiye maruziyetten

(kontaminasyondan) uzak tutup, gidanin tazeliginin raf 6mrii boyunca korunmasinin



saglanmas1 amaclanmaktadir. Ayrica paketleme ile gidanin daha kolay depolanmasi ve

taginmast gibi avantajlar da saglanir (Yigit ve Evranoz 1978).

Gidada ambalajlama ilk olarak yaprak gibi dogal materyallerin kullaniminin ardindan,
comlek gibi insan yapimi malzemelerle giiniimiize dek uzanmaktadir. Metal ambalaj
Peter Durand tarafindan 1882 yilinda bulunmasmin ardindan 1950°li yillarda plastik
materyalinin ambalaj materyali olarak kullanilmasiyla devam edildi (Satouf ve Kdoten
2019). Gida paketleme islemleri 1970’li yillarda Sanayi Devrimi ile hizla gelismeye
baslamistir (Kiling ve Yiice 2014).

Giiniimiizde paketleme islemi igin ¢esitli ambalaj materyalleri (kagit, plastik, cam ve
metal kutu) kullanilmaktadir (Dilber ve ark. 2012). Bu ambalaj tiirleri et ve et
irtinlerinden meyve-sebzeye, meyve suyundan siit ve siit iiriinlerine, su ve maden suyuna

kadar tiim gida maddelerinin ambalajlanmasinda siklikla kullanilirlar.

Darbelere kars1 dayanikli olmasi, maliyetinin diisiik olmasi gibi birgok avantaji sebebi ile
plastik materyaller gida ambalajlamasinda siklikla kullanilmaktadir. ilk defa Ingiliz
Kimyager Alexander Parkes tarafindan 1862 yilinda ‘Parkenise’ isimli plastik malzeme
gelistirilmesi ile temelleri ortaya atilmistir. ABD’li matbaac1 Jhon Wesley Hyatt, fotograf
filminde kullanmak iizere 1870 yilinda seliiloiti gelistirildi. Bu gelismenin ardindan
seliiloit malzemesi fotograf filmi disinda, gozliik ¢ercevesi, bigcak sapi, tarak gibi birgok
cesitli tirtinde de kullanildi. 1889°da nitro seliillozdan ilk sentetik lif gelistirdi. ABD’li
Kimyager Leo Baekeland fenol ve formaldehiti karistirarak 1909 yilinda ilk plastik
malzemeyi kesfetti. Gida ambalajlamasinda ise, 2. Diinya Savasi sirasinda siklikla
kullanilan polietilenin 1950’11 yillar sonrasi sektdre gecmesi ile kullanimina baglandi

(Tayar 2011).

Plastik ambalajlarlar ¢ok genis hammadde ¢esidine sahiptir. Gida sanayiinde kullanilan
bazi plastik malzemeler ise; polietilen (PE), polipropilen (PP), polistiren (PS), poliester,
poliamitler (naylon), polivinilkloriir (PVC), polivinildenkloriir (PVDC) ve polivinilalkol
(PVAL)’diir (Cinibulak 2010).

Polietilen tereftalat bilinen adi ile PET, geri donistiiriilebilir, poliester ailesinden

termoplastik bir malzemedir. PET, teraftalik asit ve etilen glikol arasinda gergeklesen
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esterifikasyon reaksiyonu ile olusur. Bu reaksiyon esnasinda bir asit katalizorii
kullanilarak 1sitilmaktadir. PET’in polimerizasyonunda Ge, Mn, Pb, Ti, Zn, Sb, Sn gibi
katalizorler kullanilir. Bunlar igerisinde ise yaygin olarak Sb Kkatalizorii tercih
edilmektedir. Sb katalizoriiniin en ¢ok kullanilma sebebi ise; yan reaksiyonlar1 daha az
katalizleme egiliminde olmasi, PET polimerizasyonunda yiiksek katalitik aktivitesi, diger
katalizorlerin u¢ gruplara zarar verirken Sb katalizOriinlin vermemesi, reaksiyon
esnasinda renk degisimine sebep olmamasi gibi avantajlar sayilabilir. Teraftalik asit ve

etilen glikol arasinda gegen reaksiyon Sekil 2.1.’deki gibidir (Atakan 2014, Giil 2018).

el
HOOCAQ— CCOH + HOCH;CH,OH —* -E)— = C "OCHzCH% + H,0
n
i n=2'den 4'e
Teraftalil: Asit Etilen Gliliol Oligomer
1. Kataliz 285 C

2. Kaf1 Far Polimerizasyon 280 C

0 0
| I
—Eo—c — —cC —OCH:CHZH—
n

PET [n=130-150]

Sekil 2.1. Teraftalik asit ve etilen glikol arasindaki polimerizasyon reaksiyonu (Sabagh
2015’ten degistirilerek alinmistir.)

PET’ler genellikle orta sertlige sahiptirler. Yogunluklar: 1,30-1,38 g/cm?® arasinda
degismektedir. Renkleri yar1 saydam ya da saydamdir. Erime sicakliklart 250 °C’dir.
PET’ler zincir icerisinde kovalent baga sahipken, zincirler arasinda Van der Waals bagina
sahiptirler. Bu ylizden 1sitildiginda yumusarlar, sogutuldugunda ise yine sertlesirler. Sekil
2.2.’de PET molekiilii goriilmektedir (Atakan 2014, Giil 2018).
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Sekil 2.2. PET’in molekiil yapisi (Lara 2019’dan degistirilerek alinmistir.)

PET malzemeler, su ve igecekler basta olmak {lizere bir¢ok gida iirliniiniin
paketlenmesinde kullanilmaktadir. Bu kadar ¢ok kullanilmasinin sebepleri arasinda;
darbelere karsi direncli olmasi, diisiik maliyetli olmalari, seffaf olmalari, ambalajin
depolanmasi esnasinda ¢ok fazla yer kaplamamasi, tasima kolayligi, farkli tasarimlarda

sekillenebilmesi gibi avantajlar sayilabilir (Kipmen 1978, Atakan 2014).

PET’in gerilme dayanimi 8.000 psi’dir, bu deger 30.000 psi’yi kadar ¢ikarilabilir. Ayrica
PET, ambalaj gaz gecirgenligi konusunda bircok plastige gore ¢ok daha iyi performans
gosterir. Bu ylizden de gazli igeceklerin paketlenmesinde oldukga fazla kullanilir (Kiling

ve Yice 2014).

PET siselerin avantajlar1 kadar dezavantajlar1 da bulunmaktadir. En 6nemli dezavantaji

ise paketleme malzemesinden olusabilecek olasi migrasyon tehlikesidir.

2.4.Migrasyon

Plastik ambalajlarda analizler genel olarak iki grupta gerceklestirilmektedir. Ya plastik
malzeme ¢esitli islem basamaklar ile ¢ozdiiriiliip yapist hakkinda bilgi edinilmek i¢in
analizler yapilir ya da plastik malzemeden olas1 organik ya da inorganik herhangi bir
bilesen tiirli ve miktarinin gegisini tespit edebilmek igin migrasyon analizleri

gerceklestirilir.

Migrasyon Gida ile etkilesim halinde bulunan ambalaj materyalinden gidalara dogru ya
da gida maddesinden ambalaja dogru gergeklesen bulagsmalara verilen ad olarak bilinir.
‘Migrasyon’ kelimesi ingilizce kokenli bir kelime olup Tiirkce karsihigi ‘gd¢” olarak ifade

edilir (Altuntas 2014). Migrant ise, migrasyona ugramis bilesene verilen isimdir.
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Migrasyon olayinda paketleme materyalindeki herhangi bir organik ya da inorganik
bilesen direkt gidaya gegisi s6z konusudur. Bu giday1 tiiketen tiiketici ise gida ile
migrasyonu olmus zararli bileseni de viicuduna almig olacaktir. Migrasyon analizleri bu
sebepten dolayr gida analizleri igerisinde Onemli bir yere sahiptir ve c¢ok dikkatli

yapilmasi gereken bir analiz tiirtidiir.

Migrasyon ve miktar;; gida maddesinin fiziksel durumu, gidanin 6zelligi, gidanin
migranta olan afinitesi, ambalaj materyalinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, ambalaj
materyalindeki migrantin ¢esidi ve derisimi, gida ile ambalaj materyalinin temas alani,

temas siiresi ve sicaklik gibi etkenlere gore degisiklik gosterir (Ormanci 2007).

Migrasyon genel olarak toplam migrasyon ve spesifik migrasyon olarak ikiyi ayrilir.
Toplam migrasyon, ambalaj malzemesinden gidaya gecen tiim kimyasal bilesenlerin
toplamidir. Spesifik migrasyon (SML) ise, ambalaj malzemesinde 6zellikler toksikolojik
olarak 6nemli olan 6gelerinden birinin ya da daha fazlasinin gidaya ge¢mesini verilen

isimdir (Tural 2013).

Plastik ambalajlardan gidalara olas1 migrasyonun kontrolii, T.C. Tarim ve K&y Isleri
Bakanligi’nca olusturulan ‘Tiirk Gida Kodeksi Gida Maddeleri ile Temasta Bulunan
Plastik Madde ve Malzemeler Tebligi’'ne gore yapilmaktadir. Teblige gore, plastik
malzeme ve bilesenlerinin toplam migrasyonu gida ve benzeri iriinlere gecisi her kg
basia 60 mg’1 gegcmemelidir. Yine ayni tebligde organik ve inorganik bilesenler i¢in
SML verilmektedir. Teblig kapsaminda ¢ok fazla bilesenin migrasyonu kontrol
edilmektedir. Bu amagla kullanilan bazi migrant 6rnekler Cizelge 2.3.’te gosterilmektedir
(Anonim 2013).
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Cizelge 2.3. Tiirk Gida Kodeksi Gida Maddeleri ile Temasta Bulunan Plastik Madde ve
Malzemeler Tebliginde yer alan bazi migrant Ornekleri ve spesifik yasal limitleri
(Anonim 2013)

Migrant SML (mg/kg)
Melamin 30
Birincil Aromatik Arminler (PAA) <0,01
Formaldehit 15
Asetaldehit 6
Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar 0,01
4,4-bis(diethilamino) benzofenon (DEAB) 0,01
Benzofenon (BP) 0,6
2,2-Bis(4-hidroksifenil) propan bis(2,3-epoksipropil) eter 9
(BADGE)
2,2-Bis(4-hidroksifenil) propan (Bisfenol A) 0,6

2.5.Fitalat Esterleri ve Plastik Malzemeden Migrasyonu

Plastik malzemelerden migrasyonu olabilecek bilesenlerden baska bir grup ise fitalat
esterleridir. Fitalat esterleri ya da daha bilinen ismi ile fitalatlar petrolden imal edilen,
insan yapimi organik maddelerdir (Montevecchi ve ark. 2016). Fitalatlar, katildiklar
materyale esneklik kazandirdiklar igin plastiklestirici olarak da isimlendirilir (Luo ve
ark. 2012). Ayrica ilave edildikleri iiriine seffaflik verme amaci ile de kullanilabilirler
(Hayasaka 2014). Genel olarak ilave edildikleri malzemeye plastiklestirici 6zellik
kazandirirken, bazi fitalatlar uzun siire renkli kalmalari, hos kokmalar1 ve ilave edildikleri
malzemeye parlak bir film tabakasi etkisi verdikleri i¢in kozmetik {irlinlerinde de
kullanilabilirler (Farooqi ve ark. 2018). Fitalatlar bunun disinda 1s1 ve havaya karsi
direngli olduklari i¢in yalitim malzemesi olarak da kullanilabilirler (Chen ve Zhang
2013). Baz1 formiilasyonlar pestisitlerde ve boya malzemelerinde kullanilir (Penalver ve

ark. 2001).

Fitalat esterlerinin kullanim alanlar1 igerisinde, gida paketlemesi icin kullanilan
malzemeler, ingaat malzemeleri, tibbi malzemeler, oyuncaklar, kozmetik ve bebek bakim

tirtinleri bulunmaktadir (Guo ve ark. 2019).

Fitalatlar kimyasal 6zellik olarak birbirlerine benzer olsalar da kendilerine 6zgii fiziksel,
kimyasal ozellikler ile canlt metabolizmasina farkl etkiler gosterirler. Cok fazla ¢esitleri

vardir fakat kabaca, molekiil kiitlelerine gore yiiksek ve diislik olarak 2’ye ayrilirlar
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(Yerlikaya 2018). Asagida en ¢ok kullanilan fitalatlarin molekiil yapilar1 Sekil 2.3 ve
Sekil 2.4.’teki gibidir.

Dihiitil Fitalat 0 Dietil fitalat QO
(DEF) (DEP)
0 o >\
N N Ix A
o 0
Fitalik Asit, Q (@] Di-n-oktil Fitalat

bis-metil Ester

(DMP)

(DNOP)
o/ i VNG N\
O O

~ ~ SN TN
O O

Sekil 2.3. DBP, DEP, DNOP ve DMP fitalatlarinin molekiil yapis1 (Ayala 2013 ve
Harunarashid 2017°den degistirilerek alinmstir.)

Fitalik Asit Benzil Fitalik Asit,
Biitil Ester bis-2-etilhekzil Ester
{(BBP) (DEHP)

Sekil 2.4. BBP ve DEHP fitalatlarinin molekiil yapilar1 (Ayala 2013 ve Harunarashid
2017°den degistirilerek alinmistir.)

Fitalatlarin avantajlarinin yani sira ¢esitli dezavantajlari da vardir. Fitalat esterlerinin yari
Omiirleri oldukca kisadir, polimerlere kovalent baglarla bagli olmadiklari i¢in igerisinde
bulunduklar1 polimeri terk etme egilimleri yiiksektir. Ozellikle yag bazli matrikslere

migrasyonu daha fazladir (Du ve ark. 2015, Wu ve ark. 2013). Migrasyon egilimleri
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sebebi ile ekolojik ¢evreyi olumsuz etkilerler. Dogal sulardaki birikimleri sebebi ile de

goller, nehirler ve denizlere kolaylikla karisabilirler (Ye ve ark. 2013).

Fitalat esterlerinin insan sagligina olumsuz etkileri de bulunmaktadir. Hayvanlar tizerinde
yapilan toksikolojik calismalar, fitalatlarin insan sagligina olumsuz etkileri ile alakali
endiseleri arttirmaktadir. En bilindik insan sagligina zarar1 ise endokrin bozucu ajanlar
olmalaridir (Ates ve Mittendorf, 2013). Fitalatlar, 1970’1li yillarda endokrin bozucu
ajanlar smifina dahil edildiler. Yapilan bazi ¢alismalarda cilt yolu ile kolaylikla
emilebilen bu bilesiklerin, testikiiler disgenez sendromu ya da endometriyozis gibi ¢esitli
hastaliklara sebep olduklar1 gosterildi (Dong ve ark. 2019). Ayrica disik dogum
agirliklarina ya da olii dogumlara da sebep olabilirler. Fitalatlarin bunun disinda
kansorejenik bilesenler olarak kabul edilerek, Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi
(IARC) tarafindan 2B ve 3 listelerine alinmaktadirlar (Cacho ve ark. 2014). Fitalatlar ve
metabolitleri karaciger, bobrek, akciger, kalp gibi ¢esitli organ sistemlerinde toksik
etkilere neden olabildikleri kemirgenler iizerinde yapilan ¢alismalarla desteklenmektedir.
(Cinelli ve ark. 2013, Wang ve ark. 2016).

2007 yilinda ABD Cevre Koruma Ajansi (EPA) tarafindan 6 fitalat (DMP, DEP, DBP,
BBP, DEHP ve DNOP) potansiyel saglik riskleri sebebi ile c¢evre kirleticisi olarak
siniflandirildi. 16 Ocak 2007 itibari ile 2005/84/EC sayili AB direktifinde potansiyel
DEHP, DBP ve BBP’1n PVC’lerde DINP (Diisonosil fitalat), DIDP (Diisodesil fitalat) ve
DNOP ‘“in her tiirlii ¢ocuk {iriinii kisisel bakim iirlinii gibi malzemelerde kullanilmasi
yasaklandi. Yapilan calismalar sonucunda fitalatlarin sadece yukarida bahsedilen
iiriinlerden degil c¢esitli plastik gida materyallerinden gidaya olasi kontaminasyonu ve
yayilimi sonucu ¢evreden de alinabilecegi belirtildi. Avrupa Gida Giivenligi Kurumu
(EFSA) tarafindan DBP, BBP ve DEHP i¢in giinliik tolere edilebilir limitler belirlendi.
Bu limitler agirlik ve giin igin sirast ile 0,01 mg/kg, 0,5 mg/kg ve 0,15 mg/kg’dir (Dong
ve ark. 2019, Gallart-Ayala ve ark. 2013, Anonim 2008). Yapilan bir ¢alismada likorde
0,3 mg/kg DBP tespit edildigi ve ¢esitli alkolsiiz iceceklerde yapilan caligmalarda ise
BBP ve diger fitalatlarin tespit edildigi rapor edildi (Wang ve ark. 2016).
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Tiirk Gida Kodeksi Gida ile Temas Eden Plastik Madde ve Malzemeler Tebligi’nde
plastik gida paketlerinde kullanimina izin verilen fitalatlarin SML limitleri Cizelge 2.4.’te

verilmistir (Anonim 2013).

Cizelge 2.4. Tirk Gida Kodeksi Gida ile Temas Eden Plastik Madde ve Malzemeler
Tebligi’nde yer alan kullanimina izin verilen fitalatlarin spesifik yasal limitleri (Anonim

2013)

Fitalat Esterleri Kullanim Alanlar: SML
DEHP a) Kullanimi1 tekrarlanan ve yagsiz
gidalarla temas eden madde ve
Bis(2-etilhekzil) fitalat malzemelerde plastiklestirici olarak. | 1,5 mg/kg gida benzeri
b) Son diriinlerde %0,1'e kadar teknik
C24H3304 yardime1 madde olarak kullanilir.
DBP a) Kullanimi1 tekrarlanan ve yagsiz
gidalarla temas eden madde ve
Dibiitil Fitalat malzemelerde plastiklestirici olarak. 0,3 mg/kg gida benzeri
b) Son iriinlerde %0,05'e kadar teknik
C16H2204 yardimc1 madde olarak kullanilir.
30mg/kg gida benzeri
BBP
Benzil Biitil Fitalat
C19H2004
a) Kullanim1 tekrarlanan madde ve
malzemelerde plastiklestirici olarak
DiDP b) TGK-Bebek Formiilleri, TGK-Devam )
- o Formiilleri ve TGK-Bebek ve Kiiciik 9 mg/kg gida benzeri
Diizodesil Fitalat Cocuk Ek Gidalar tebliglerinde
CosHacO4 tamimlanmis olanlar hari¢ yagsiz
birincil doymus C8-C10 gidalarla temas eden tek kullanimlik
alkollerle.  %60’tan fazla madde ve malzemelerde
C9'lu plastiklestirici olarak.
c) Son {irinde %0,1'e kadar teknik
DinP yardime1 madde olarak kullanilir.
Diizononil Fitalat
CosHu204 9 mg/kg gida benzeri
birincil doymus C9-Cl1
alkollerle. %90'dan fazla
C10'lu
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2.6.Fitalat Esterlerinin Analiz Yontemleri

Fitalat esterleri glinlimiizde Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi / Tandem Kiitle
Spektroskopisi (GC-MS / GC-MSMS), Sivi kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi /
Tandem Kiitle Spektroskopisi (LC-MS / LC-MSMS), HPLC gibi ¢esitli cihazlarla

ekstraksiyon sonrasi ¢esitli yontemlerle analiz edilmektedir.

Yiiksek tekrarlanabilir olmasi, diisiik limitlerde dogru sonuglar vermesi gibi birgok sebep
nedeniyle dedektorii kiitle spektroskopisi olan cihazlar bu alanda olduk¢a giiglii

cihazlardir.

GC-MS’ler fitalat esterlerinin analizlerinde yaygin olarak kullanilan cihazlarin basinda
gelirler. GC’ler, bozunmadan ugucu hale gecebilen, 1siya dayanikli organik ve inorganik
bilesiklerin bir kolonda farkli hizlarla ilerleyerek ayrilmasi ve tayininde kullanilan bir

tekniktir.

GC-MS’lerin kisaca calisma prensibi ise, Ornek ugucu hale gegirilip 1sitilmis bir
kromatografik kolona gonderilir. Ornek bilesenlerinin kolondan eliisyonu inert bir tastyict
gaz ile saglanir. Ornek kromatografi kolonundan ¢iktiktan sonra bir transfer hattindan
gecerek kiitle spektrometrenin girisine gelir. Burada bir iyon kaynagi tarafindan
iyonlastirilir ve fragmentlere ayrilir. Kiitle analiz6riine giren iyonlar burada m/z (kiitle-

yiik oran1) degerlerine gore siralanirlar.

Tastyici gaz olarak en sik helyum kullanilir. Bunun disinda hidrojen ve argon gazlar1 da
kullanilabilir. MS kisminda ise iyonlastirma genelde elektron-impakt veya kimyasal
iyonlastirma ile yapilir. Kiitle analizorii olarak ise kuadrupol, iyon tuzakli ve ugus zamanli
sistemlerinden biri kullanilir. Sekil 2.5.te GC-MS’in basit bir sematik gosterimi

bulunmaktadir (Orhun 1968, Tuncay 2019).
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Ornek Girisi

Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometresi

Tasiyicr gl 3 . -
Gaz Girisi Kolon Firim Iyon Kaynag1

Kiitle Analizérii

Filament

Data Analizi

Sekil 2.5. GC-MS cihazinin sematik gosterimi (Emwas 2015’ten degistirilerek
almmustir.)

LC-MS/MS teknikleri sivi kromatografisi ve tandem kiitle spektrumunu bir araya getiren
cok giiclii sistemlerdir. Bu sistemlerde; analitler oncelikle kromatografik kisimda
fizikokimyasal 6zelliklerine gore ayrilir. Ayrilan analitler kiitle spektrometre kisminda

m/z oranlarina gore tespit edilirler.

S1vi kromatografisi kisminda, bir sabit faz ve bir hareketli faz yardimi ile analitlerin
ayrimu gerceklestirilir. Sabit faz olarak kullanilan ticari kolonlar, genel olarak ¢elik, cam
ve PEEK’(Polietereterketon) den tasarlanirken i¢ dolgu malzemeleri silika ya da
polimerik malzeme ile doldurulur. Kolonlar dolgu malzemesinin ¢esidine, partikiil
boyutuna veya kolonun ¢apina, uzunluguna gore farkli ayrim giiciine sahiptirler. Kolonlar
dolgu malzemesinin tiirline gore; polar, apolar ya da iyon degistirici gibi ¢esitli yapilarda
olabilirler. Hareketli faz diger adi ile mobil faz ise analitlerin kromatografik sistem
boyunca hareket etmesini saglayan fazdir. Genellikle su ve metanol, asetonitril gibi
organik ¢oziiciilerin farkli oranlardaki karisimlar ile elde edilirler. Yapilan analizin pH
degisimlerinden etkilenmemesi i¢in su igerisine tampon etkisi gosterecek kimyasallar da
eklenebilir. Basit bir kromatografik sistemde analitlerin sabit faza olan afinitesine gore
ayrim gerceklestirilir. Sabit faza afinitesi az olan analit kolonu c¢abuk terk ederken, sabit
faza afinitesi fazla olan analit ise kolonu ge¢ terk eder. Her bir analitin kolondan ayrilma
stiresine ise alitkonma zamani denir. Ve her bir analitin alikonma zamani kolona olan
afnitesine, ortamin sicakligina, mobil fazin akis hizina, pH’ma gore degiskenlik gdsterir.
Basit bir sivi kromatografisi sistemi; mobil faz, gaz giderme (degaze) tinitesi, pompa
sistemi, otomatik ornekleyici, kolon / kolon firim1 ve dedektérden olusmaktadir.

Analizlerin tekrarlanabilir olmasi i¢in sistem {lizerinde ayn sartlar1 saglamak 6nemli bir
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konudur. Sistem iizerinde siirekli ayn1 akis hizi, sicaklik gibi parametreleri saglayabilmek

icin pompa ve kolon firin1 gibi iiniteler yer almaktadir.

Sistem akisi, mobil fazdan baslayip kolonda analitlerin ayrilmasi ile devam eder ve
dedektorde son bulur. Kromatografik yontemlerde; ters faz, normal faz, iyon degistirme,
boyut eleme, kiral ayirma gibi c¢esitli yontemler vardir. Bunlarin disinda sivi
kromatografileri kullanilan detektorlere gore de degisiklik gostermektedir. Siklikla
kullanilan dedektorler arasinda; Ultra viole (UV), iletkenlik (CD), kirilma indeksi (RID),

Floresans, kiitle spektrometresi (MS), gibi tiirler bulunmaktadir.

Kromatografik sistemde ayrilan analitler MS/MS’den 6nce bir ara yiize gelirler. Burada
elektron sprey iyonizasyon (ESI), atmosferik basingta kimyasal iyonizasyon (APCI),
atmosferik basingta foto iyonizasyon (APPI) gibi iyonlastirma yontemlerinden biri ile
analitler ¢oziicililerinden uzaklastirilip pozitif veya negatif olmak iizere iyonik hale

gegirilir.

ESI’'nin ¢alisma prensibine bakildiginda; kromotografi sisteminde gelen analitler,
elektriksel bir alana piiskiirtiilerek yiiklenir. Yiiklenen analitlerin azot gazi yardimu ile
¢oziiciileri uzaklastirilir. Iyonik haldeki analitler buradan tanimlanmak iizere kiitle
analizériine girerler. Quadrupole, Iyon tuzakli (Ion-trap) ve ugus zamanli (Time of Flight-

TOF) gibi ¢esitli kiitle analizorleri mevcuttur.

Quadrupole sistemlerinde, yiiklii iyonik haldeki analitler vakum ortamina alinirlar.
Burada alternatif akim (AC) ve radyo frekansi (RF) uygulanan 4 adet cubuk bulunur. Bu
cubuklar karsilikli olacak sekilde negatif ve pozitif yiklidirler. Siirekli voltaj
degistirilerek elektrik ve manyetik alan meydana getirirler. Analitler ilk olarak
quadrupole-1’de m/z oranlarina gore ayrilir. Burada ayrilan ilk bilesenlere ana iyon denir.
Ayrilan ana iyonlar ardindan quadrupole-2’ye gecerler burada argon gazi1 varliginda
tekrar pargalanirlar. Parcalanan iyonlara pargalanma iyonlar1 adi verilir. Quadrupole-3’e
gelen Parcalanma iyonlar1 quadrupole-1’de oldugu gibi yine m/z oranlarina gore
ayrilirlar. Burada elde edilen ikincil iyonlar dedektore ulasarak tespit edilirler. Sekil
2.6.’da LC-MS/MS’in basit bir sematik gosterimi bulunmaktadir. (Elmastas 2018,
Koyutiirk 2019, Temel 2019, Tuncay 2019).
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Sekil 2.6. LC-MS/MS cihazinin sematik gosterimi (Brima 2006 ve Ostman 2018’den
degistirilerek alinmistir.)

2.7.Ekstraksiyon Yontemleri ve QUEChERS

Karisik matriksi bulunan ve/veya az miktarda analit iceren numunelerin analizlerinde
daha dogru ve tekrarlanabilir sonuglar i¢in ekstraksiyon yontemlerine siklikla basvurulur.
Ekstraksiyon islemi ile hem analit matriks etkisinden olabildigince uzaklastirilir hem de

az miktardaki bilesenler daha az ¢6ziicii igerisine alinarak zenginlestirilebilir.

Giliniimiizde ekstraksiyon yontemlerine baktigimizda sivi-sivi ve kat1 faz ekstraksiyonlar
en eski ve en sik kullanilan yontemlerdir. Bunlarin disinda kat1 faz mikro ekstraksiyon
(SPME), dispersiv sivi ekstrasyon (DSE), QUEChRES gibi 6zellestirilmis yontemler de

vardir.

Kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) basit olarak, kat1 bir materyal olan kolondan analitlerin
gecirilmesi ve bu materyalde tutulmasi ardindan bir ¢6ziicii yardimi ile kolondan alinmasi
yontemine dayanir. Analitlerin kolonda tutunmasi kolona olan afinitesine gore
gercgeklestirilir. Genelde tek kullanimlik olan bu kolonlar ¢esitli 6zelliklere sahip olup,
ayristirilmasi istenilen analitin tiirtine gore degisiklik gostermektedir. Normal faz, ters
faz, iyon degistirme gibi cesitli yontemleri bulunmaktadir. Ekstraksiyon esnasinda hem
analit matriks etkisinden uzaklastirilir. Hem de daha az hacimde bir ¢oziicliye alinarak

analit zenginlestirilmis olur (Y1ldiz 2014).

QuEChERS metodu ise SPE’nin biraz daha gelistirilip ve 6zellestirilmis halidir. Bu

yontem genel olarak ekstraksiyon ve yikama olmak iizere iki basamakta gergeklestirilir.
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[k asama olan ekstraksiyon basamaginda, belirli bir miktarda matriks organik ¢oziicii ve
ekstraksiyon tuzlari ile karistirilarak analitlerin organik coziiciiye gegmesi saglanir.
Ardindan organik ¢oOziicliiye ge¢mis analitlerin matriks karisimindan alinmasi igin
santrifiijleme islemi gerceklestirilir. ikinci asama olan temizleme basamag: ise, organik
¢oziicliye gecmis analitlerin olas1t matriks etkisinden ve sudan daha iyi uzaklagsmalari igin
uygulanir. Bu basamakta matriks tiirline uygun yine ekstraksiyon tuzlari ile ekstra bir
organik ¢6ziicli olmadan ekstraksiyon islemi gerceklestirilir. 2 defa ektraksiyon yapilmis
olan analitler olabildigince matriks etkisinden uzaklastirilmig olurlar. 2. Basamakta
kullanilan ekstraksiyon tuzlari ise matriksin biinyesindeki yag, seker gibi analizi

etkileyecek olan bilesenlerin 6zelligine gore cesitlilik gosterir.

Yontem ticari olarak satin alindiginda her bir ekstraksiyon icin ayr1 paketlerde
gelmektedir. Bu da her ekstraksiyonda ayr1 malzeme kullanilmasi ile kirlilikten uzak bir
ekstraksiyon yoOntemi saglarken ayrica paketlerden tiim ekstraksiyon tuzlarinin tek
kullanimlik gramajlanmasi ile de her ekstraksiyonda yiiksek tekrarlanabilirlik
saglamaktadir. S1vi-s1vi ekstraksiyona gore daha az organik ¢oziicli kullanildigi i¢in ¢evre
dostudur. Numune tartimi1 ve az miktarda organik ¢oziicii ilavesi disinda herhangi bir
hacim 6l¢gme ya da tartim prosediirlerini bulundurmamasindan dolay1 da kullanic1 dostu
bir yontemdir. QUEChERS metodu ayrica AOAC’ (Association of Official Analytical
Chemists) nin standart metotlarina da girmis bir ekstraksiyon yontemidir (Durmaz 2016,
Sun ve ark. 2018, Kowalski 2014).

2.8.Metot Validasyonu Parametreleri

Analitik metotlar; ortam sartlari, cihaz farkliliklari, analizi yapan kisi, kullanilan
kimyasallarin ve standartlarin saflifi vb. gibi durumlarda degisiklik gosterebilir. Bir
analitik metottan beklenen ise, yukarida bahsedilen sartlar altinda en az degisiklik
gostermesidir. Metodun dogru ve kesin Ol¢lim yapabildigini belirlemek i¢in metot

validasyonu ya da verifikasyonu ¢aligsmalari yapilir.

Metot validasyonu (gecerli kilma), uluslararasi ve ulusal olarak bir metodun performans

kriterlerinin incelenip uygunlugunun saptanmasidir.
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Metot verifikasyonu (dogrulama) ise, caligma kriterlerinin daha onceden belirlenip
onaylanmis bir metodun laboratuvar sartlarinda ¢alisabilirliginin incelenen Kriterler ile

saptanmasidir.

Bu ¢alismalar kapsaminda; LOD, LOQ, lineerlik, dogruluk, kesinlik, (tekrarlanabilirlik,
tekrar iiretilebilirlik), gerceklik (Bias, geri kazanim) validasyon/verifikasyon i¢in ortak
incelenen parametrelerdir. Ancak metot validasyonunda bunlardan farkli olarak,

secicilik/spesifiklik ve saglamlik parametreleri de belirlenmektedir.

LOD, analitin metot sartlar1 altinda tespit edilebilen en kii¢lik limittir agagidaki esitlikte

verildigi gibi hesaplanmaktadir.

LOD=SSx3 (2.1.)

LOQ ise, analitin metot sartlar1 altinda giivenilir bir sekilde olgiilebildigi, en diisiik
konsantrasyon seviyesidir. LOQ asagidaki esitlikte verildigi gibi hesaplanmaktadir.

LOQ=SSx10 (2.2.)

SS: standart sapma

Lineer aralik ya da dogrusallik, dl¢iilen konsantrasyon degeri ile dedektoriin 6lgiim aldigi

degerler arasinda orantili olarak arttig1 araliktir.
Dogruluk; iki ana bilesenden meydana gelmektedir. Bunlar kesinlik ve gergekliktir.

Kesinlik; optimize edilen metot sartlar1 altinda alinan sonuglarin birbirlerine yakinlhigidir.
iki sekilde verilir tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik. Tekrarlanabilirlik oldukea kisa
zaman igerisinde, ayni donanim ve ayni analist tarafindan yapilan analizlerin sonuglarinin
birbirine yakinliginin degerlendirilmesidir. Tekrar {retilebilirlik ise farkli zaman
igerisinde, ayni/farkli donanim ve ayni/farkli analist tarafindan yapilan analizlerin

sonuglarinin birbirine yakinliginin degerlendirilmesidir.

Gergeklik; ayn1 metot sartlar1 altinda yapilan analizlerin gercek sonuca olan yakinligi

olarak ifade edilir. Bias veya % geri kazanim sonucu ile verilebilir.

23



% geri kazanim i¢in hesaplama 2.3’teki esitlige gore yapilir.

%Rz% x 100 (2.3.)
%R: % geri kazanim
Qz: Zenginlestirilmis 6rnek
Qo: Orijinal 6rnek derisimi

Qzk: Zenginlestirilmis konsantrasyon (Anonim 2018, Yilmaz 2013).

24



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1.Kullamlan Cihazlar ve Malzemeler
3.1.1. Sivi kromatografisi tandem kiitle spektrometresi (LC-MS/MS)

Analizlerde Shimadzu marka LC-8040 model LC-MS/MS cihazi kullanildi. MS cihazinin

vakumunu saglamak i¢in Edwards marka E2M28 model vakum pompasi kullanildi.
Cihaz, Sekil 3.1.’de goriilmektedir.

B |
R . L

-
E

Sekil 3.1. Shimadzu marka LC-8040 model LC-MS/MS

3.1.2. Otomatik pipetler

Eppendorf marka 10-100 pL’lik mikro pipet ile Rainin (Mettler Toledo) marka 100-1000
uL, 0,2-10 mL’lik otomatik pipetler kullanilda.

3.1.3. Ultra saf su cihaz1

Deneysel ¢alismada kullanilan saf su Millipore Direct Q3 sisteminden temin edildi.

3.1.4. Azot jenaratorii

Azot gazi Peak Scientific Azot Jenaratorii sisteminden temin edildi.
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3.1.5. Santrifiij cihaz

Hermle marka Z 206 A santrifiij cihaz1 kullanildu.

3.2.Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

3.2.1. Kimyasallar

Dr. Ethenstorfer 2000 pg/mL mix fitalat standardi, icerisinde; DMP, DEP, DBP, BBP,
DEHP, DNOP (LOT: 40317ME)

Merck Asetonitril LC-MS igin LiChrosolv® (LOT: 10905358 733)

Merck Formik asit kiitle spektroskopisi igin (LOT: Z0485102 812)

Sigma-Aldrich Amonyum Format tuzu kiitle spektrometresi i¢in (LOT: BCBV9434)
RESTEK Q-sep QuEChERS ekstraksiyon tuzu, igerisinde; 6.0 g MgS0O4, 1.5 g NaOAC
bulunan (LOT: 1102361)

RESTEK Q-sep QUEChERS dSPE, igerisinde; 1200 mg MgSOa4, 400 mg PSA, 400 mg
C18 bulunan (LOT: 1112921-5823597)

Merck Asetik Asit (Glasiel) %100 analiz i¢in (LOT: K45178030 349)

%99,999 saflikta Argon Gazi1 (ORSEZ SN: FT505358)

GL Science Inc. InertSustain C18 ayirici kolon (3 um 3,0 X 10 mm) (S/N: 8CR55158)

3.3.Standart ve Ornek Hazirlama

3.3.1. Model ¢ozelti hazirlama

Limonatanin ve gazozun seker oranlarma gore ortalama bir gramajda seker yine
limonatanin meyve oranina gore belirli miktarda limon konsantresi ultra saf su ile

karistirilarak hazirlandi.

3.3.2. Kalibrasyon egrisi i¢in fitalat esteri standardi hazirlama

Metil alkol igerisinde bulunan mix haldeki ana stok ¢6zeltisinden Oncelikle asetonitril
(ACN) ile seyreltilerek 1 ppm ara stok ¢ozeltisi hazirlandi. Ara stok ¢ozeltisinde ACN ile
seyrelilerek 5-50 ppb’lik kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi. Bunun disinda matriks
etkisini gorebilmek i¢in ise yine hazirlanan 1 ppm’lik ara stoktantan 5-50 ppb olacak
sekilde model ¢ozelti igerisine ilave edildi ve QUEChERS ekstraksiyonu ile hazirlandi.

Hazirlanan standart ¢ozeltileri analiz sirasina kadar +4 °C’ye kadar muhafaza edildi.
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3.3.3. Numune sec¢imi

Ornek olarak; limonlu igecek (Limonata), karisik meyve aromal1 gazl igecek (Gazoz) ve
dogal kaynak suyu olmak flizere ii¢ ¢esit ve 1 L’lik hacimlerdeki PET ambalajda
bulunanlar segildi. Raf omrii boyunca olasi fitalat migrasyonundaki degisimi
gbzlemlemek amaci ile her bir 6rnek icin ti¢ farkli tarihte {iretilmis numuneler ile analiz
yapildi. Numuneler yeni iiretilmis, son tiiketim tarihini yarilamis (gazoz ve kaynak suyu
icin 6 ay, limonata i¢in 3 ay tamamlamis Ornekler) ve son tliketim tarihini doldurmus

olmak uizere belirlendi.

3.3.4. QUEChERS metodu ile 6rnek hazirlama

15 mL i¢ecek numunesi 50 mL’lik falcona alinir. Uzerine igerisinde %1 oraninda asetik
asit bulunan 15 mL asetonitril ¢ozeltisi ilave edilip 1 dakika karistirilir. Bu islemin
ardindan falcon igerisine QUEChERS’1n birinci basamagi olan ekstraksiyon tuzu (6,0 g
MgSOs4, 1,5 g NaOAC) ilave edilir. 60 saniye karisim iyice galkalanir. Ardindan 4000
rpm’de 10 dakika santrifiij islemi yapilir. islem basamaklar1 Sekil 3.2.’dedir.

Sekil 3.2. QUEChERS ekstraksiyon basamaklari.
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Santrifiij isleminin ardindan {stte toplanan fazdan (ACN fazi) 8 mL alinarak
QuEChERS’1n ikinci basamagi olan temizleme basamagi islemi i¢in dSPE (1200 mg
MgSQOs4, 400 mg PSA, 400 mg C18) igerisine alinir. 30 saniye c¢alkalandiktan sonra yine
4000 rpm’de 10 dakika santrifiij islemi yapilir. Bu islemin ardindan iistte toplanan fazdan
1,5 mL’lik viale alinarak analiz siiresine kadar +4 °C’de bekletilir. Islem basamaklari

Sekil 3.3.’te 6zetlenmektedir.

Sekil 3.3. QUEChERS temizleme basamaklari.
3.4. LC/MSMS Sartlari

Kromatografik sartlar; C18 ayirici kolon, kolon sicakligi 37 °C, mobil faz akis hizi ise 0,3
mL/dk, mobil faz A olarak 5 mM amonyum format ve %0,1 formik asit igeren su ile
hazirlanmis ¢6zelti, mobil faz B’de %100 asetonitril kullanildi. Analiz siiresi sistemin
tekrar analiz yapar duruma gelmesi ile beraber 16 dakikadir. Gradient programi ise

Cizelge 3.1.’de verilmektedir.

MS sartlar ise; nebulize gaz akisi 3 L/dk. kurutucu gaz akis1 15 L/dk. DL sicakligi 250
°C, 1s1 blogu sicakligi ise 400 °C’dir.
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Cizelge 3.1. LC-MSMS cihazi igin gradient program

Gradient Program
DkK. Cozelti Hacim (%)
0,00 ACN 40
4,00 ACN 75
8,00 ACN 90
12,00 ACN 100
14,00 ACN 75
15,00 ACN 40
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4. BULGULAR

6 standardin (DMP, DEP, DBP, BBP, DEHP, DNOP) i¢gerisinde bulundugu 1 ppm’lik
hazirlanan ara stok standardi ile MRM (Multiple Reaction Monitoring) ¢alismas1 yapildi.
MRM c¢alismasi kapsaminda literatiirden de destek alinarak her analit i¢in, bir ana iyon
ve analitik performans kriterlerine gore en az iki tane olacak sekilde parcalanma iyonlari
belirlendi. (Xu ve ark. 2013, Fan ve ark. 2014, Net ve ark. 2015). Belirlenen parametreler

Cizelge 4.1.’de verilmis olup, tiim analizler bu parametrelerle gergeklestirildi.

Analitler i¢in ana iyonlar, parcalanma iyonlari, iyonlagma tiirleri, iyonlasma ig¢in gerekli
enerji (collision enerji), bekleme (dwell) zamani degerleri belirlendi. Bu degerler
belirlenirken analizde kullanilan ayn1 mobil faz 0,5 mL/dk. akis hizinda ve mobil faz A:
mobil faz B (50:50) (%:%) olacak sekilde kolonsuz calisildi. Belirleme iglemi her bir
analitin par¢alanma iyonlari i¢in bir dakika, toplamda 12 dakikadir. 6 fitalat icin MS/MS
degerleri de Cizelge 4.1.’deki gibidir. DMP i¢in MRM optimizasyonu sonuglar1 Sekil
4.1.°de 6rnek olarak verildigi gibidir. Diger bilesenlerin MRM optimizasyonu sonuglari
ek kisminda EK-1de verildi.

B Instrument Parameters Yiew Narmal e End Time - 15.00 min
M35 Interface Data Acqguisiion LC Time Preg. Pump Column Oven Controller Autosampler AutoPurge
(@ Positive (O Negative End Time: | 14,000 min [[JMs Program | Edit Valve and Ms Program...
MRM{+) || ProductIon Scan{+) | |Precursor Ton Scan{+) | | Meutral Loss Scan{+) SIM{+) Scan{+)
CID Gas CID Gas... Attenuation... Loop Time.... -
Type Event# +- Compound Name m/z Time (0,000 min - 14,000 min)
MRM 2 + DEP 223,20-148,00, 223,00=121,00
MRM 3 + BBP 313,20=149,00, 313,20=51,00
MRM 4 + DBP 275,25-148,00, 279,25=57,30
MRM e + DEHP 381,10-148,00, 381,10=167,00
MRM & + DMOP 391,10=149,00, 391,10=57,30
< >
MRM « | Acg. Time: IZ'— min Compound Name: | DMP
Ch Precursor miz | Product m/z| Pause Time (msec)| Dwell Time (msec) | Q1 Pre Bias(V) CE Q3 Pre Bias( ~
Chi 195,00 183,00 1.0 249,0 -12,0 -8,0 -18,0
Ch2 185,00 7710 1,0 2480 -23,0 -36,0 -30,0
Ch3 W
< >
Event Time: sec  Q1Resolution: |Unit ~ Advanced Settings...

Sekil 4.1. DMP i¢in MRM optimizasyon sonuglari.
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Cizelge 4.1. Analitlerin molekiil sekilleri, ana iyon, par¢alanma iyonlari, collision
enerjileri, iyonlasma tiirleri, dwell ve duraklama (Pause) zamanlari

Analit Molekiil Sekli Ana | pi | g, |lyon. | Dwell ) Pause
Iyon Tiirii | Zamam | Zamani
i 163,00 | -9
DMP o 195,00 + 249 1
I 77,10 |-36
oEp Qit/\ 123,00 149,00 | -16 . i ,
T " 121,00 | -32
) gj 149,00 | -13
BBP ©<? 313,00 + 124 1
R 91,00 |-20
] 149,00 | -14
DBP ST |21930 + 124 1
| 57,30 |-24
149,00 | -18
DEHP 391,10 + 124 1
167,00 | -13
D SRR 149,00 | -10
DNOP o S T 391,10 * 124 !
57,30 |-18

(PI: Pargalanma iyonu, C.E.: collision enerji,)

MS/MS parametrelerinin belirlenmesinin ardindan kolonlu ¢alismaya ge¢ildi. Kolonlu
calismada oncelikli olarak akis hizinin ve gradient programinin belirlenmesi igin ¢esitli
denemeler yapilarak, analitlerin ayrim durumlarina gore alikonma zamanlari, optimum
gradient program ve akis hizi belirlendi. Her bir analit i¢in alikonma zamanlari, m/z ve
referans iyonlar1 Cizelge 4.2.°de verildigi gibidir. Ayrica Sekil 4.2.’de 6 mix fitalat

standardinin optimize edilmis kosullardaki kromatogrami goriilmektedir.

Cizelge 4.2. Alikonma zamanlari, m/z ve referans iyonlari

Analit | Ahkonma Zamani m/z Referans iyon
DMP 5,33 195,00>163,00 | 195,00>77,10
DEP 6,52 223,20>149,00 | 223,20>121,00
BBP 8,69 313,20>149,00 | 313,20>91,00
DBP 8,79 279,25>149,00 | 279,25>57,30
DHEP 12,18 391,10>149,00|391,10>167,00
DNOP 12,51 391,10>149,00 | 391,10>57,30
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Sekil 4.2. 6 mix fitalat standardina ait kromatogram goriintiisii.
(1=DMP, 2=DEP, 3=BBP, 4=DBP, 5=DEHP, 6=DNOP)

Analitik performans degerlendirme kriterleri i¢in metot validasyonu ¢alismasi yapildi.

Validasyon ¢alismasi i¢in, model ¢ozelti igerisine derisimi bilinen standartlarin ilavesinin

ardinda, QUEChERS ekstraksiyonu ile validasyon ekstratlar1 hazirlandi. Bu ¢alismadaki

metot validasyonu parametreleri, 2. Kuramsal Temeller boliimiinde bahsedildigi gibi

yapildi. Ayrica tiim hesaplamalar i¢in yine ayn1 boliimde yer alan Esitlik 2.1., Esitlik 2.2.
ve Esitlik 2.3. kullanildi. Bu kapsamda oncelikli olarak LOD ve LOQ degerleri ve

kalibrasyon egrisi cizilerek regrasyon katsayilar1 (R?) belirlendi.

Cizelge 4.3.’te dinamik ¢aligma aralig1, kalibrasyon denklemi, R%, LOD ve LOQ degerleri

goriilmektedir. Model ¢6zelti igerisindeki standartlarin kromatogramlar ise sekil 4.3.”teki

gibidir.
Cizelge 4.3. Her bir analit icin lineer aralik, kalibrasyon denklemi, R?, LOD ve LOQ
degerleri

Dinamik Calisma . . LOD *n | LOQ *n

Arah ?p,g /i) Kalibrasyon Denklemi R? (ng/L) (ug?L)

DMP 5,00-50,00 [y =37,000x + 45,85890 0,9993 2,56 2,30
DEP 5,00-50,00 [y = 156,008x + 338,799 0,9994 2,84 3,52
BBP 5,00-50,00 [y =338,872x + 615,818 0,9993 0,14 0,21
DBP 5,00-50,00 |y =2,41635e"%x + 4,63050e"" | 0,9972 0,15 0,21
DHEP | 5,00-50,00 |y =16,5089x + 617,732 0,9973 0,14 0,22
DNOP | 5,00-50,00 |y =13,0706x + 11,1844 0,9987 2,30 2,66

(*n: 10 tekrar)

32




8 Chiomatogram View Segmenthl B.. Peak[|*| Scan[«|»| Sement+ >

Wax Intensity : 3.611.687
TDNPTIC(+) Tme 2776 Scan# 499 Inten 2173 A
{2.DEP TIC(+)

3.B8P TIC(+)

l4DBP TIC(+)
A0000005:DEHP TIC(+
I6:DNOP TICr+)

3500000

3000000

2500000

2000000

1500000

1000000+

500000

EaE

v
T T "
=1

0.0 10 20 70 P sl 80 70 20 20 100 1o 120 130 min

Sekil 4.3. Model ¢ozelti igerisine derisimi bilinen fitalat standartlarinin ilave edildigi

kromatogram.
(1=DMP, 2=DEP, 3=BBP, 4=DBP, 5=DEHP, 6=DNOP)

Her bir bilesen i¢in kalibrasyon egrisi Sekil 4.4.’teki gibidir. Her bilesenin ayr1 ayri

kalibrasyon egrileri ve kromatogramlar1 Ek-2"de verildigi gibidir.

350000,00

300000,00

250000,00 —&—DMP
—e—DEP

200000,00 BBP
—e—DBP

150000,00 o— DEHP
—e—DNOP

100000,00

50000,00 —» —— ®
0,00
0 10 20 30 40 50 60

Sekil 4.4. Fitalatlarin kalibrasyon egrisi goriintiisii

Kesinlik kapsaminda model ¢ozelti igerisine ilave edilen standartlar QuEChERS
ekstraksiyonu ile analiz edilerek tekrarlanabilirlik ve tekrar iretilebilirlik ¢aligmasi
yapildi. Tekrarlanabilirlik ¢aligmalart ayni giin ayn1 cihaz ayni analist ve 3 tekrarli olacak
sekilde yapilirken. Tekrar tiretilebilirlik ¢aligmasi ise farkli glinlerde (3 ayr1 giinde), ayni
cihaz ve ayni analist ile her bir giin i¢in 3 er tekrarli olmak {izere toplam 9 tekrarl yapildi.

Yapilan tekrarlanabilirlik ve tekrar tiretilebilirlik calismalar1 Cizelge 4.4’teki gibidir.
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Cizelge 4.4. Model ¢ozelti icerisinde tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik sonuglar

Tekrarlanabilirlik *n | Tekrar iiretilebilirlik *n;
Analit Eklenen - -
(ng/L) | Analiz sonucu %RSD Analiz sonucu %RSD
(ug’L) (ug’'l)
5,00 4,44 6,53 4,85 10,51
DMP 15,00 15,22 2,10 15,03 3,26
35,00 34,65 0,78 35,02 1,48
5,00 5,10 1,76 5,20 10,19
DEP 15,00 14,99 2,27 15,10 4,11
35,00 35,61 1,71 35,50 1,52
5,00 4,62 2,38 4,50 4,44
BBP 15,00 15,75 0,25 15,40 0,65
35,00 35,27 2,49 35,40 2,32
5,00 4,77 5,24 4,82 6,44
DBP 15,00 14,68 3,20 14,59 3,63
35,00 34,81 1,49 35,03 1,31
5,00 5,12 2,15 5,30 2,26
DEHP 15,00 14,50 0,97 14,40 0,90
35,00 34,09 0,35 34,11 0,41
5,00 4,90 2,86 4,91 3,46
DNOP 15,00 15,54 1,99 15,73 2,60
35,00 34,65 2,28 35,13 2,59

(*n: 3 tekrar *n,: 3 ayr giin i¢in toplam 9 tekrar)

Gergeklik kapsaminda, model ¢ozeltisi, limonata matriksi, gazoz matriksi ve kaynak suyu
matriksi olmak tizere 4 farkli matrikste analizler gergeklestirildi. Her bir matrikse derigimi
bilinen standartlar ilave edilerek QUEChERS ekstraksiyonu uygulandi. Her bir analiz 3’er
tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi. Her bir matriks i¢in % geri kazanim degerleri
Cizelge 4.5., Cizelge 4.6. ve Cizelge 4.7.’de verildigi gibidir. Ayrica 35 ppb’lik ilave
edilen standartlar i¢in, limonata, gazoz ve kaynak suyu matrikslerinde Sekil 4.5., Sekil

4.6. ve Sekil 4.7.’de kromatogramlar verildi.

Ekstraksiyon sonrasinda gergek oOrneklerde kullanilan metottla ilgili verimlilik
caligmalar1 her bir 6rnek matriksine gore sertifikali standart referans madde olmadigindan
geri kazanim testleri ile degerlendirilmistir. Bu baglamda elde edilen sonuglar Cizelge

4.8.’de verilmektedir.
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Cizelge 4.5. Limonata icerisinde % geri kazanim ¢alismasi

Analit | Eklenen (ug/L) | Analiz Sonucu (ug/L) *n | % Geri kazanim
5,00 6,07+0,27 120%
DMP 15,00 14,73+0,34 98%
35,00 34,40+0,33 98%
5,00 5,15+0,18 103%
DEP 15,00 14,55+0,29 97%
35,00 35,69+0,65 102%
5,00 4,05+0,14 81%
BBP 15,00 14,55+0,15 97%
35,00 33,95+0,82 97%
5,00 4,75+0,25 95%
DBP 15,00 15,61+0,48 104%
35,00 36,75+0,54 105%
5,00 4,85+0,03 97%
DEHP 15,00 15,64+0,05 104%
35,00 33,25+0,09 95%
5,00 4,48+0,17 87%
DNOP 15,00 15,00+0,31 100%
35,00 33,95+0,65 97%
(*n: 3 tekrar)

Sekil 4.5. Limonata igerisinde fitalat standartlarinin kromatogram goriintiileri
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Cizelge 4.6. Gazoz icerisinde % geri kazanim caligmasi

Analit | Eklenen (ug/L) | Analiz Sonucu (ug/L) *n | %Geri kazamim
5,00 4,85+0,31 97%
DMP 15,00 14,16+0,28 94%
35,00 34,65+0,32 99%
5,00 5,50+0,10 110%
DEP 15,00 15,24+0,36 100%
35,00 34,68+0,59 99%
5,00 5,46+0,12 109%
BBP 15,00 15,11+0,05 100%
35,00 34,33+0,72 98%
5,00 5,80+0,31 116%
DBP 15,00 16,50+0,51 110%
35,00 36,06+0,47 103%
5,00 4,95+0,06 99%
DEHP 15,00 14,12+0,08 94%
35,00 34,30+0,16 98%
5,00 4,71+0,15 94%
DNOP 15,00 14,12+0,29 94%
35,00 34,34+0,82 98%

(*n: 3 tekrar)
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Sekil 4.6. Gazoz igerisinde fitalat standartlarinin kromatogram goriintiileri
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Cizelge 4.7. Kaynak suyu igerisinde % geri kazanim ¢alismasi
g y y g

Analit | Eklenen (ug/L) | Analiz Sonucu (ng/L) *n | %Geri kazanim
5,00 5,10+0,19 102%
DMP 15,00 14,11+0,41 94%
35,00 33,95+0,36 97%
5,00 5,65+0,23 112%
DEP 15,00 13,35+0,15 89%
35,00 33,93+0,31 97%
5,00 5,04+0,61 101%
BBP 15,00 13,63+0,52 91%
35,00 35,07+0,17 100%
5,00 5,72+0,22 114%
DBP 15,00 16,01+0,61 107%
35,00 35,37+0,47 101%
5,00 4,93+0,06 99%
DEHP 15,00 16,06+0,14 107%
35,00 33,99+0,07 97%
5,00 4,63+0,21 93%
DNOP 15,00 13,62+0,41 91%
35,00 33,26+0,29 95%

(*n: 3 tekrar)
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Sekil 4.7. Kaynak suyu igerisinde fitalat standartlarinin kromatogram goriintiileri
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Cizelge 4.8. Model ¢ozelti icerisinde % geri kazanim caligmasi

Analit Eklenen (ng/L) | Analiz Sonucu (ng/L) *n | % Geri kazamim
5,00 4,44+0,29 89%
DMP 15,00 15,22+0,32 101%
35,00 34,65+0,27 99%
5,00 5,10+0,09 102%
DEP 15,00 14,99+0,34 100%
35,00 35,61+0,61 102%
5,00 4,62+0,11 92%
BBP 15,00 15,75+0,04 105%
35,00 35,27+0,88 101%
5,00 4,72+0,25 95%
DBP 15,00 14,69+0,47 98%
35,00 34,80+0,52 99%
5,00 5,13+0,11 102%
DEHP 15,00 14,52+0,14 97%
35,00 34,09+0,12 97%
5,00 4,86+0,14 98%
DNOP 15,00 15,54+0,31 104%
35,00 34,65+0,79 99%

(*n: 3 tekrar)

Analitik performans degerlendirme ¢alismalar1 sonrasinda model ¢ozelti ¢aligmalarindan
elde edilen en uygun sonuglar ger¢ek O6rneklerin analizlerinde kullanildi. Numunelerin
hepsi analiz tarihine kadar oda kosullarinda (23 °C, 1atm basing) saklandi. Her numunede
3 tekrarli olmak tizere QUEChERS ekstraksiyonu yapilmis ve her bir ekstraksiyonun da
3 tekrarli olacak sekilde LC-MS/MS’de analizi gerceklestirildi. Firma gizliligi
kapsaminda numune sonuglarinin isimleri verilmeyip kodlama seklinde verildi. Gergek
numunelerde analiz sonuglar1 Cizelge 4.9.’daki gibidir. Gergek 6rneklerden limonatanin
kromatogram goriintiisii ise Sekil 4.8.’deki gibidir. Gazoz ve kaynak suyu igin

kromatogram goriintiileri Ek-3’teki gibidir.

38



Cizelge 4.9. Ger¢ek numnelerde fitalat esteri analiz sonuglari (Ug/L)

Ornek Kodu DMP | DEP | BBP | DBP | DHEP | DNOP
Veni Uretim| A4 | TE.| TE. | TE. [TE [ TE | TE
Tgri‘h” a7 |TE | TE | TE [ TE | TE | TE

X684 | TE. | TE. | TE. | TE. | TE. | TE
SKTsini as28 | TE. | TE. | TE | TE | TE | TE
v Koa7 | TE | TE. | TE. | TE. | TE | TE
arillayan

x742 | TE. | TE. | TE. | TE | TE. | TE
SKTsini Ase5 | TE. | TE. | TE. | TE | TE | TE
Tamamlayan| K258 | TE.| TE. | TE. [TE | TE | TE

X195 | TE. | TE. | TE. | TE | TE. | TE

* T.E.; Tayin Limitinin altinda

25

Sekil 4.8. Limonatanin kromatogram goriintiisii
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5. TARTISMA ve SONUC

Metot validasyonu ¢aligsmasi kapsaminda yapilan ¢alismalar incelendiginde, her bir fitalat
esteri i¢in kalibrasyon egrisine ait R? degerlerinin 0,997 ve iizerinde oldugu goriilmiistiir.
Tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik ¢alismalarindaki kiyaslamalar, her bir fitalat
esteri i¢in 15 ppb’lik konsantrasyon degerleri baz alinmistir. %RSD degerlerinin
kiyaslamalari ise Sekil 5.1 ve Sekil 5.2°deki gibidir. Kirmizi ¢izgiler %RSD i¢in optimum
degerleri gostermektedir. Tekrarlanabilirlik i¢in %21,12 tekrar iretilebilirlik igin ise
%32,00°dir.

TEKRARLANABILIRLIK iGiN %RSD

21,12
20,00
15,00
10,00
5,00 3,20
2,10 2,27 1,99
;. =
0,00 R ||
DMP DEP BBP DBP DEHP DNOP

Sekil 5.1. Tekrarlanabilirlik ¢alismasi kapsaminda model ¢6zelti igerisinde DMP, DEP,
BBP, DBP, DEHP ve DNOP i¢in %RSD degerleri.

TEKRAR URETILEBILIRLIK iCiN %RSD

32,00
30

25
20
15

10

4,11
5 3,26 3:63 2,6

0,9
, e _— ]

DMP DEP BBP DBP DEHP DNOP

Sekil 5.2. Tekrar iiretilebilirdik ¢alismasi kapsaminda model ¢ozelti igerisinde DMP,
DEP, BBP, DBP, DEHP ve DNOP i¢in %RSD degerleri.
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Sonuglar karsilastirildiginda model ¢ozelti igerisindeki her bir fitalatin %RSD
degerlerinin kabul limitleri igerisinde oldugu goriilmektedir.

Icerisinde 15 ppb fitalat analitleri bulunan matrikslerin (model ¢dzelti, limonata, gazoz,
kaynak suyu) % geri kazanim ¢alismalari kendi aralarinda kiyaslanmstir. Kiyaslamalarin
bulundugu grafikler Sekil 5.3, Sekil 5.4, Sekil 5.5 ve Sekil 5.6°daki gibidir. Kirmiz1 ¢izgi

ise, optimum deger olan %100’i gostermektedir.

MODEL COZELTi %GERi KAZANIM
110%

105%
° 104%

105%
101%
0 100%
100%
98% 97%
95%
90%
85%
DMP DEP

DEHP DNOP

Sekil 5.3. Model ¢ozelti igerisinde DMP, DEP, BBP, DBP, DEHP ve DNOP igin % geri
kazanim degerleri.

LIMONATA % GERi KAZANIM

110%

105% 104% 104%
100%
100%
98% 97% 97%
95%
90%
85%
80%
DMP DEP BBP DEHP DNOP

Sekil 5.4. Limonata igerisinde DMP, DEP, BBP, DBP, DEHP ve DNOP ig¢in % geri
kazanim degerleri.
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GAZOZ iCiN %GERi KAZANIM

115%

110%
110%

105%

100% 100%
100%
95% 94% 94% 94%
90%
85% I
80%
DMP DEP BBP DBP DEHP DNOP

Sekil 5.5. Gazoz igerisinde DMP, DEP, BBP, DBP, DEHP ve DNOP i¢in % geri kazanim
degerleri.

KAYNAK SUYU %GERi KAZANIM

115%
110%
107% 107%

105%

100%

95% 94%

91% 91%

89%
90% i
85%
DMP DEP BBP DBP DEHP DNOP

Sekil 5.6. Kaynak suyu i¢erisinde DMP, DEP, BBP, DBP, DEHP ve DNOP igin % geri
kazanim degerleri.

Her matriks i¢in %geri kazanim miktarlari;

» Model ¢ozelti igin % geri kazanim %97 ile %105 arasinda
» Limonata i¢in % geri kazanim %397 ile %104 arasinda

» Gazoz igin % geri kazanim %94 ile %110 arasinda

» Kaynak Suyu i¢in % geri kazanim %89 ile %107 arasinda degiskenlik gostermektedir.
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Biitiin matrikslerde % geri kazanim karsilastirildiginda metot validasyonu
parametrelerinde 10 ppb’lik bir ¢ozelti i¢in kabul edilen % Geri kazanim miktart olan

%60-115 degerleri igerisinde kaldig1 gortilmektedir.

Model Cozelti, limonta ve gazoz matrikslerinde yapilan % geri kazanim ¢aligmalarinin
birbiri ile uyumlulugunu kontrol etmek i¢in bu ii¢c matrikse ‘ANOVA’ testi uygulandi.
Anova testi ‘Microsoft Office 360 / Excel’ programi, ‘Veri-veri ¢oziimleme-avona Tek
etken’ lizerinden otomatik gergeklestirildi. Sonuglarin degerlendirilmesinde isi F olgiit
degerinin F degerleri karsilastirildi. F degeri F 6lgiit degerinden kiiciik ise sonuglar
dogrudur. Anova testi sonuglar1 Cizelge 5.1.’de verildigi gibidir. Sonuglara gére DMP,
DEP ve BBP icin matriks etkili kalibrasyon egrisinde model ¢6zelti her numunede
kullanilabilmekte. Ancak BBP, DEHP ve DNOP i¢in matriks etkili kalibrasyon egrisi

her numune icin 6zel olmas1 gerekmektedir.

Cizelge 5.1. Anova testi F ve F 0lglit degerleri sonuglari

Analit F F olgiit
DMP 0,43 5,14
DEP 1,64 5,14
BBP 1,42 5,14
DBP 9,59 5,14
DEHP 6,46 5,14
DNOP 11,22 |5,14

Bu c¢alismada numuneler nokta atish olarak rastgele segilerek, tiim numuneler analiz
esnasina kadar oda kosullar1 (23 °C, 1atm basing) altinda muhafaza edildi. Yeni tiretilen,
son tiiketim tarihini yarilayan ve son tiiketim tarihini tamamlayan numunelerde yapilan

analiz sonuglarinda fitalat esteri bilesenlerinin tayin limiti altinda kaldig1 goriillmektedir.

Sonuglara genel olarak bakildiginda numunelerin temiz oldugu séylenilebilir. Migrasyon
olaymin tam yorumlanabilmesi i¢gin elde edilen LOD ve LOQ degerlerinin daha da
asagiya cekilerek dinamik c¢aligma araliginin diisiiriilmesi gerekmektedir. Diisiiriilen
dinamik caligma araligi ile tekrar ¢alisilip o ¢ergeveden degerlendirilmesi migrasyon

olayinin agiklanmasi noktasinda daha yol gosterici olacaktir.
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Her bir analitin ekstraksiyonu i¢in QUEChERS hazir kiti kullanilmigtir. Kitlerin kullanimi
hem kolay hem de numune ve organik ¢dziicii hacimleri disinda herhangi bir hacim ya da
agirhik ol¢iimii gerektirmedigi icin tekrarlanabilirligi yiliksek bir ekstraksiyon imkani
saglar. Kullanilan QuEChERS Kkitleri herhangi bir zenginlestirme islemi yapmadan
matriks icerisindeki bilesenleri, igerisinde %1 oraninda askorbik asit bulunan asetonitril
icerisine almaktadir. LOD ve LOQ degerlerinin daha da diisiiriilmesi i¢in; QuEChERS
ekstraksiyonunda numune miktar1 artirimi veya organik ¢dziicii miktariin azaltilmasi
gibi ¢esitli basamaklarda degisiklik yapilabilir. Veya farkl ekstraksiyon yontemleri ile de
LOQ degeri daha asagi ¢ekilebilir.

Cesitli plastik materyallerden migrasyon testi ile alakali giiniimiizde yapilan ¢ok sayida
calisma vardir. Ancak polimerlerin giin gegtikce ¢esidi artmakta ve/veya igerikleri
gelistirilmektedir. Gidalarin  paketlenmesinde kullanilan plastik malzemelerin
giivenilirliginin daha iyi anlagilmasi i¢in icerigi gelistirilen ve/veya cesidi arttirilan
polimerik malzemelerin icerigi iy1 anlasilmali ve migrasyon testleri bu ¢erceve dahilinde

gerceklestirilmelidir.
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EK 1 MRM Optimizasyonlar:

B Instrument Parameters Yiew Momal || Advanced End Tirne - 15.00 min
M5 Interface Data Acquision LC Time Prog. Pump  Column Oven  Controller  Autosampler  AutoPurge
(®) Positive (O Negative End Time: | 14,000 min [IMs Program | Edit valve and MS Program...
MRM{+) | | Productlon Scan{+)  Precursor Ion Scan{+) | Meutral Loss Scan(+) SIM{+) Scan{+)
CID Gas CID Gas... Attenuation... Loop Time... =
Type Event# +- Compound Name miz Time (0,000 min - 14,000 min)
MRM 1 + | DMP 195,00=163,00, 185,00=77,10
MRK 2 + DEP 22320149 00, 223,00=121,00
MRHM 4 + DBEP 279,25=149, 00, 279 25=57 30
MAM 3 + | DEHP 381,10=148,00, 391,10=1567,00
MRN g + DNOP 381,10-148,00, 381,10=-57 30
< >
MRM ~ | Acg, Time: [0 |— | 14 min Compound Name: | BBP
Ch | Precursor miz | Product miz | Pause Time (msec) | Dwell Time (msec) | Q1 Pre Bias(V) CE Q3 Pre Bias( ~
Ch1 313,20 148,00 1,0 124,0 -15,0 -13,0 =270
Chz | 313,20 91,00 10 1240 15,0 20,0 7.0
Ch3 v
< >
Event Time: | 0,250 sec  Q1Resolution: Unit ~ Advanced Settings...
Ek Sekil 1.1. BBP i¢in MRM sartlar1
B Instrument Parameters View el Advanced End Time - 15.00 roin
M5 Interface Data Acquisiion LC Time Prog. Pump  Column Oven Controller  Autosampler  AutoPurge
(®) Positive (O Negative End Time: | 14,000 min [IMS Program | Edit Valve and MS Program...
MRM{+) | | ProductIon Scan{+)  |Precursor Ion Scan{+) | =Meutral Loss Scan{+) SIM{+) Scan(+)
CID Gas CID Gas... Attenuation... Loop Time... =
Type Event# +/- Compound Name miz Time (0,000 min - 14,000 min)
MRM 1 + [ DMP 155,00=183,00, 195,00=77,10
MR z + | DEP 223,20=148,00, 223 00=121,00
MRM 3 + BBP 313,20=143 00, 313,20=91,00
i 4
MRM 5 + | DEHP 381,10=149,00, 381,10=1587,00
MRM 8 + | DNOP 381,10=148,00, 381,10=57,30
< >
MRM w | Acg. Time: | O |- | 14 min Compound Name: | DEP
Ch | Precursor miz | Product miz | Pause Time (msec)| Dwell Time (msec) | Q1 Pre Bias(V) CE Q3 Pre Bias( ~
chl | 279,25 148,00 1,0 124,0 13,0 14,0 18,0
ch2 |279,25 57,30 1,0 124,0 12,0 240 230
ch3 o
£ >
Event Time: | 0,250 sec  Q1Resolution: |Unit ~ Advanced Settings...

Ek Sekil 1.2. DBP i¢in MRM sartlar1
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EK 1 MRM Optimizasyonlar: (devami)

M Instrument Parameters View Mormal Advanced End Time - 15.00 mmin
M5 Interface Data Acquisiion LC Time Prog. Pump  Column Oven Controller Autosampler  AutoPurge
(®) Positive () Negative End Time: | 14,000 min [Ims Program | Edit Valve and MS Program. ..
MRM(+) | Productlon Scan(+) | |Precursor Ion Scan(+) | Meutral Loss Scan(+) SIM{4) Scan(+)
CIDGas | CIDGas... Attenuation. .. Loop Time... -
Type Event# +- Compound Name m/z Time (0,000 min - 14,000 min)
MRM 1 + DMP 195 00=1583,00, 195 00=77 10
MRM 3 + | BBP313,20=149,00, 313,20=81,00
MRM 4 + | DBP279,25-149,00, 279,25-57,30
MRM 5 + | DEHP391,10=148,00, 381,10=167,00
MRM 8 + | DNOP391,10=148,00, 381,10=57,30
< >
MRM s~ | Acg. Time: | O |— | 14 min Compound Mame: | DEP
Ch | Precursor m/z| Product miz| Pause Time (msec)| Dwell Time (msec)| Q1 Pre Bias(V) CE Q3 Pre Bias( ~
chl |22320 149,00 1,0 2490 -10,0 -16,0 28,0
Ch2 | 223,00 121,00 10 2490 25,0 320 21,0
Ch3 W
< >
Event Time: sec  Q1Resolution: Unit w Advanced Settings. ..
Ek Sekil 1.3. DEP MRM sartlari
B Instrument Parameters View Hormal Advanced End Time - 15.00 min
M5 Interface Data Acquisiion LC Time Prog. Pump  Column Oven Controller  Autosampler  AutoPurge
(®) Positive () Negative End Time: | 14,000 min [IMs Program | Edit Valve and MS Program...
MRM({+) || Product Ion Scan{+) | |Precursor Ion Scan{+) | = Meutral Loss Scan(+) SIM{+) Scan(+)
CID Gas CID Gas... Attenuation. .. Loop Time... =
Type Event# +- Compound Name miz Time (0,000 min - 14,000 min)
MRM 1 + | DMP 185,00=163,00, 195,00=77,10
MRM 2 + | DEP 223,20-148,00, 223,00=121,00
MRM 3 + | BBP 313,20=149,00, 313,20=91,00
MRM 4 + DBP 279 25=145 00, 279 25=57 30
MRM 5 + | DNOP 381,10=148,00, 391,10%5
< >
MRM w | Acg. Time: [0 |— | 14 mir Compound Name: | DEHP
Ch | Precursor miz | Product miz| Pause Time (msec)| Dwell Time (msec)| Q1 Pre Bias(V) CE Q3 Pre Bias( ~
chi | 391,10 149,00 1,0 124.0 -10,0 -18,0 -16,0
chz | 391,10 167,00 1,0 1240 -10,0 13,0 7.0
ch3 o
< >
Event Time: sec  Q1Resclution: |Unit ~ Advanced Settings. ..

Ek Sekil 1.4. DEHP i¢in MRM sartlari
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EK 1 MRM Optimizasyonlar: (devami)

B Instrument Parameters Yiew

tarmal Advatced End Tirme : 15.00 min

M3 Interface Data Acquisition LC Time Prog.  Pump  Column Owen Controller  Autosampler  AutoPurge

(®) Positive (O Negative End Time: | 14,000 min [IMs Program | Edit Valve and MS Program...

MRM{4) | | ProductlonScan{4) | Precursor Ion Scan(4) | Neutral Loss Scan(4) SIM{+H) Sean(+)
[~IcID Gas CID Gas... Attenuation. .. Loop Time. .. B
Type Event# +- Compound Name miz Time (0,000 min - 14,000 min)

MRM DMP 185,00=163,00, 195,00=77,10

MRM DEP 223,20=149,00, 223,00=121,00

MRM DBP 279,25-149,00, 279,25-57,30

+
pd +

MRM 3 + | BBP 313,20=148,00, 313,20=91,00
4 +
5 +

MRM

DEHP 351,10=1458,00, 381 10=157,00

< >
MRM ~ | Acg, Time: |0 |- | 14 min Compound Name: | DNOP

Ch | Precursor miz | Product miz| Pause Time (msec)| Dwell Time (msec)| Q1 Pre Bias(V) CE Q3 Pre Bias( ~
Ch1 391,10 148,00 1,0 1240 -10,0 -16,0 -16,0
Ch2 | 391,10 57,30 1,0 124,0 -18,0 -25,0 -24,0
Ch3 Y]
< >

Event Time: | 0,250 sec  Q1Resolution: |Unit ~ Advanced Settings...

Ek Sekil 1.5. DNOP i¢cin MRM sartlari
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EK 2 Her Analit icin Kalibrasyon Egrisi ve Kromatogram Gaoriintiisii

Ek Sekil 2.1.

B ¢ Chiomatagram View B < Calbration Curve/S pectium Vigw
. Chromatogram [ Sampl Inf. Jocalbcuve | 4 spectum
' =B0.800,8% - 44.207 6
Max Intensity : 16.038 ~n o -
17541195 00~163,00(5) T Time 12,275 Inten B3 A el O
11180, 00=17,10(+} 1 Area
!
150] 2500000
22500004
1254
2000000
100] 1750000
1500000
0,754
1250000+
050 1000000
750000
0,25
500000
v 250000
0,004 ) 1
T T T T y y T y T T T T d ¢ T T T T T
00 10 20 30 40 50 () 70 80 80 10,0 [ 120 130 10 2 30 40 Conc.

DMP igin kalibrasyon egrsi ve tekli kromatogram goriintiisii

8 < Chionctogian Vier:

A Chromatogram  [12] Sample Info.

B ¢ Calbrafion Cuve/Spectium View

o caibcurve | ) spectrum
¥ = 611,743 - 1,226402+006

(x100,000) Wax Intensity : 302.814 2= 09985147 1= 09992571
313.20-07 0007} g Tme T0.08 Ten B A Ve =
3:313,20-140,00(4) M e

3 o 300000004

[
[}
(i}
25
25000000
20
20000000~
15
15000000
1
10000000~
1
5000000
o
00 %I
T T T T T T T T T T T T a 0 T T T
10 20 30 40 50 80 70 80 80 10,0 11,0 120 130 10 20 30 40 Conc.

Ek Sekil 2.2. BBP icin kalibrasyon egrsi ve tekli kromatogram goriintiisii

B ¢ Chiomatagram View

A chromatogran [ sanpie nf.

B <y Calibration Curve/Spectum View

A Calb Curve o Spectum
Y = 7792574 + 213383+ 007

(x1,000,000) Max intensty : 2,957,644 2 = 19940398 1 = 09970155
(479 5> AB0007) @ Tie 7785 ten TIH A oo I
o] e Area
50000000
o
)
28] g
50000000
20
)
40000000
15
30000004
1. (]
20000000
05
100000004
o
0¢
T T T T T T T T T T T T T a 0 T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 90 10,0 1,0 120 130 10 20 3 40 Conc.

Ek Sekil 2.3. DBP i¢in kalibrasyon egrsi ve tekli kromatogram goriintiisii
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EK 2 Her Analit icin Kalibrasyon Egrisi ve Kromatogram Goriintiisii (Devami)

B8 ¢ Chomatogram View B & Caibration Curve/Spectum View
L Chromatogram Sample Info. M CaibCurve } spectum
Y = 326.801% + B06.273
(100,000} Wax Intensity : 527.606 " =
AT T = e o R 1"2=0.3981215 1=10,3330603
5542223 00>124,00(+) & .
2 17500000
50 &
i
I
45 15000000
40
151 12500000 .
1
10000000+
254
20 7500000
15
5000000
1
05 . 25000004
il %
T T T T T T T T T T T e 0 T T T T
20 30 40 50 60 70 80 80 00 1o 120 130 10 2 30 il cone.
Ek Sekil 2.4. DEP i¢in kalibrasyon egrsi ve tekli kromatogram goriintiisii
B O ChomatogianView 0 < Calbration Curve/Spectum View
A Chromatogram e calbcurve | §_ spectrum
¥ = TR0+ 434510
; Max nfensiy : 13450 9 - 19 05
2,00-5307,10-T83,0077] Time 1455 Inten. 7 A ezt oot )
5301/10-167,00(s) o o
1 red
g
175 =
& 2250004
&
8
1 200000
1,254 175000
150000
1.00]
125000
075
100000
)
Lt 75000
025 5000
v
o] % 25000
T T T T T T T T T T T T a 0- T T T T
0o 20 30 40 50 60 70 80 80 100 11 120 139 10 2 30 40 Conc,
Ek Sekil 2.5. DEHP i¢in kalibrasyon egrsi ve tekli kromatogram goriintiisii
B ¢ Chiomatogram View B & Caibration Curve/Spectium Yiew
J_ Chromatogram ) sample Info. b cabtuve J_ spectum
Y =4302428- 719755
Max Intensty . 16.781 "o -
630 1G-TA0,000) Time 12500 len TN o ek oLy
1750639140557, 30(3) Area
D
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1,00 3 4
8 125000
§
075 z
g 100000
K 7500
0] 50000
v 25000
0,00
T T T T T T T T T T T T T a L T T T T
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Ek Sekil 2.6. DNOP i¢in kalibrasyon egrsi ve tekli kromatogram goriintiisii
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EK 3 Gercek Orneklerin Kromatogram Gériintiileri

B <> Chromatogram View
J_ Chromatogram Sample Info.

(x1,000,000)
+]

Max Intensity : 3.242.

T
2TIC(+)
ITIC(+)
.25 4 TIC(+)

5TIC(+)
6TIC(+)

3,5

3,003

2,75

Time- 13,059 - Infen

623
43]

0,253

Ek Sekil 3.1. Gazoz i¢in kromatogram goriintiisii

0,0 10 20 3,0 40 50 6,0 7.0 30 8.0

~

Dl <

B < Chromatogram View
. Chromatogram Sample Info.

(1,000,000}

Max Intensity - 3 242

3,5

1T+
32574TIC(+)
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Time 13,089 Inten
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Ek Sekil 3.2. Kaynak suyu i¢in kromatogram goriintiisii
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