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KISALTMALAR

ANOVA Varyans Analizi (ANalysis Of VAriance)

b Baglanim (regresyon) grafiginin egimi

CAP Kloramfenikol

CCQM Madde Miktari Danisma Kurulu (Consultative Committee for Amount of Substance)

cKFT Kulometrik Karl Fisher Titrasyonu

CMC Kalibrasyon ve Olgiim Yetenekleri (Calibration and Measurement Capabilities)

GBF Givenlik Bilgi Formu

GC-MS/MS Gaz Kromatografisi sirali (tandem) kitle spektrometrisi

GUM Olgiim Belirsizliginin Hesaplanmasi Kilavuzu (Guide to the Expression of Uncertainty in
Measurements)

HPLC Yiksek Basariml Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography)

HPLC-DAD Yiksek Basarimli Sivi Kromatografisi Diyot Dizisi Algilayici (High Performance Liquid
Chromatography-Dlode Array Detector)

HR ICP-MS Yuksek Cozinurlik Endiktif Eslesmis Plazma-Kiitle Spektrometrisi (High Resolution
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry)

HS-GC Ust Bosluk (Head Space) Gaz Kromatografisi

ICP-MS Enduktif Eslesmis Plazma-Kitle Spektrometrisi (Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry)

IEC Uluslararasi Elektroteknik Komisyonu (International Electrotechnical Commission)

ISO Uluslararasi Standartlagstirma Organizasyonu (International Standardization Organization)

IUPAC Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (International Union of Pure and Applied
Chemistry)

k Kapsam faktori

KD Kitle Denkligi

KF Karl Fischer

LGC ingiltere (yetkilendirilmis) Metroloji Enstitiisii (Laboratory of the Government Chemist)

MSpetween Varyans analizinde Uniteler arasi karelerin ortalamasi

MSithin Varyans analizinde Unite igi karelerin ortalamasi

n Unite basina tekrar sayisi

N Analiz edilen 6rnek sayisi

NIST Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Bilim ve Teknoloji Enstitiisi
(National Institute of Science and Technology -USA)

NMIA Avusturalya Ulusal Metroloji Enstitlisi (National Metrology Institute of Australia)

NMR Nukleer Manyetik Rezonans

gNMR Nicel NUkleer Manyetik Rezonans

RASFF Gida ve Yemler igin Hizl ikaz Sistemi (Rapid Alert System for Food and Feed)

S Standart sapma

Sh Uniteler arasi standart sapma

SI

Uluslararasi birimler sistemi
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SRM Sertifikali Referans Malzeme
Swb Unite igi standart sapma
Swithin Varyans analizi ile elde edilen Uniteler arasi standart sapma
T Sicaklik
t Zaman
terit Kritik t degeri
TG Isil agirhk (Thermal Gravimetry)
TRaNS Tabakali Rastgele Numune Sec¢imi yazilimi
TUBITAK Turkiye Bilimsel ve Teknik Aragtirma Kurumu
u Standart belirsizlik
Ug Birlestirilmis standart belirsizlik
U Genisletilmis belirsizlik
o Ydntem tekrarlanabilirligince gizlenmis Uniteler arasi homojensizlik standart belirsizligi
Upb Uniteler arasi homojen olmama durumundan kaynaklanan standart belirsizlik
Uchar Karakterizasyondan gelen belirsizlik bileseni
Ucrm Sertifikalandirilan deder igin bilesik standart belirsizlik
Ucrm Sertifikalandirilan deder icin genisletilmis belirsizlik
Uyts Uzun dénem kararsizliktan gelen belirsizlik bileseni
UME Ulusal Metroloji Enstitls(
Urneas Olglim belirsizligi
US EPA Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (United States Environmental Protection
Agency)
Ugts Kisa donem kararliliktan gelen belirsizlik bileseni
X Aritmetik ortalama
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OZET

Kloramfenikol (CAP), bakteri icerisinde protein sentezini engellemek yoluyla antibiyotik etkisi
gOstermekte olup veterinerlikte tedavi, koruma ve verimi artirma amaglariyla yaygin olarak
kullanilimaktadir ™. Yasadisi veya uygunsuz kullanimi sonucunda hayvansal gida zincirine
katilmakta ve insanlara gegmektedir. CAP’nin uygunsuz kullanimi nedeni ile ortaya gikabilecek
olumsuzluklar hayati tehlikeler arz edebilmektedir. Olasi etkiler alerjik etkilerden kanserojen etkilere
kadar cesitlilik gdstermektedir . Antibiyotikler ve metobolitleri llkemizde 5996 sayili Veteriner
Hizmetleri, Bitki Saghgi, Gida ve Yem Kanunu ve Canli Hayvanlar ve Hayvansal Uriinlerde Belirli
Maddeler ile Bunlarin Kalintilarinin izlenmesi igin Alinacak Onlemlere Dair Yonetmelik “ geregince
ulusal kalinti izleme programi ®' ve AB iilkelerinde ise 96/23/EC no.lu direktif ' kapsaminda
izlenmektedirler.

Bu sertifika raporu, 1ISO Guide 34’e ! gére UME CRM 1301 kodlu kloramfenikol birincil kalibranti
SRM’sinin Gretimini ve sertifikalandiriimasini icermektedir. Raporda UME CRM 1301 Uretim ve analiz
suregleri, homojenlik, kararlilk ve karakterizasyon c¢alismalarina ait bulgular, istatistiksel
degerlendirmeler ve yorumlar sunulmus, olgiimlerin belirsizlik hesaplamalari ISO/IEC Guide 98-3
“Uncertainty Measurement-Part 3. Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement
(GUM:1995)” dokiimanina® uygun olarak belirlenmistir.

Sertifikalandirilan deger asagida sunulmustur:

Kiitle Kesri* Belirsizlik**
Malzeme Parametre [%] (%]
Kloramfenikol Saflik 99,58 0,15

* Sertifikalandiriimis deger ve belirsizlik degerleri, gNMR ve kitle denkligi yontem sonuglarinin ortalamasidir.
Olglim sonuglari Uluslararasi Birimler Sistemi'ne (SI) izlenebilirdir.

** Sertifikalandirilan deger icin belirsizlik, standart belirsizligin normal dagilim igin yaklasik % 95 guvenilirlik
seviyesini saglayan k = 2 kapsam faktorQ ile garpiminin sonucudur.
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GiRiS

CAP (Tablo 1) tedavisi uygulanan hayvanlardan elde edilen UrlGnler, CAP’In vicuttan atilimi
tamamlanana kadar gida olarak piyasaya sunulmamalidir. Bu sire¢ bazi durumlarda birka¢ ay kadar
surebilmektedir. RASFF yillik verilerinde CAP nedeni ile ihracati/ithalati durdurulmus birgok Urline
rastlanmaktadir ™. CAP miktari yasalarla belirlenmis ve bu yiizden diisiik seviyelerde de olsa tespiti
énemlidir. Hayvansal tiriinlerde izin verilen CAP miktari 0,3 pg/kg olarak raporlanmistir 2,

Guvenilir ve dogru kimyasal o6lcim sonuglarinin elde edilebilmesi ve &lgim izlenebilirliginin
saglanmasi icin SRM kullanimini gerekmektedir. Dinyada CAP analizlerinde kullanilabilecek birincil
seviye kalibrant bulunmamaktadir. Bu da CAP SRM'sinin Uretiimesi ve sertifikalandiriimasinin temel
dayanagidir. Bu raporda CAP SRM'sinin Gretim sireci verilmigtir.

Tablo 1. Kloramfenikol’Un yapisi ve bazi kimyasal 6zellikleri

OH
OH
OZN/@/ESJ i
HN
7//(&
¢}
CAS No 56-75-7
Molekiil Kiitlesi 323,13 g/mol
Bilesik ismi Kloramfenikol
Kimyasal Formiil C11H12CI,N,05
IUPAC ismi 2,2-d|chIoro-N-[(lS,2R)_-2-hydroxy-1- _
(hydroxymethyl)-2-(4-nitrophenyl)ethyl] acetamide

KATILIMCILAR

Projenin tim asamalari TUBITAK UME Kimya Grubu Laboratuvarlar’'nda gerceklestiriimistir.
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MALZEME iSLEME

Kloramfenikol, Acros Organics (Belgika) firmasindan temin edilmistir. Firmanin HPLC teknigine dayali
olarak raporladigi Grtin safligi % 98’dir.

UME CRM 1301, TUBITAK UMEde, ¢ boyutlu karistiricida (WAB-Willy A. Bachofen AG
Maschinenfabrik, Turbula, isvigre) dért saat siiresince karistirilarak homojenize edilmis, “glove box”
(MBraun, LABmaster, Almanya) icinde argon atmosferi altinda el ile tartihp 500 adet cam amber
siseye doldurularak hazirlanmistir. Siseler, ici teflon kaph aliminyum kivrim kapak ile kapatiimistir. Her
bir Gnite yaklasik 100 mg CAP igcermektedir. Uretilen SRM'ler etiketleme sonrasi, Uretim siirecinin
(homojenlik degerlendirmesi, kararliik calismalari ve karakterizasyon gibi) farkli asamalari igin
kullanilacak Uniteler ayri saklama kosullarinda saklanmak Uzere segildikten sonra, geri kalan siseler
dizenli sicaklik kontrolt saglanarak (25 + 3) °C’de ve karanlikta saklanmistir.

HOMOJENLIK

Sertifikalandiriimasi planlanan saflik degerinin Uniteler arasi degiskenliginin degerlendirmesi igin on
Unite (toplam Unite sayisinin kip kokl on’dan az oldugunda on numune segilir) UME CRM 1301,
TRaNS yazilimi kullanilarak segilmistir.

Bu calisma icin secilmis érnekler tekrarlanabilirlik kosullari altinda TUBITAK UME’de gelistirilmis ve
valide edilmis bir gNMR saflik tayini metodu ile analiz edilmistir. Olgimlerde 600 MHz NMR cihazi
(Varian VNMRS 600 MHz, Amerika) kullanilmig, iki paralel 6érnek hazirlanarak alti tekrarli 6lgim
yapilmistir. Ornek 'H-NMR spektrumu ve miktar tayini icin kullanilan SRM'lere ait spektrum asagdida
verilmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Ornek "H-NMR spektrumlari (a) Kloramfenikol ve 1,3,5-trimetoksibenzen, (b) benzoik asit ve

1,3,5-trimetoksibenzen

(b)
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Olgtimler, bulgulardaki varyansin kaynagini dogru tespiti igin karisik bir sira ile alinmistir. Boylece
analiz veya dolumdan gelebilecek olasi bir egilim, malzemenin homojen olmamasindan ayirt edilmis
olmaktadir. Veri Tablo 2'de ve qNMR teknigine ait bilgiler Tablo 13’de (Ek IlI) sunulmusgtur. Farkh
uniteler icin elde edilen degerler tek tepeli dagilim géstermektedir.

Elde edilen sonuglar baglanim (regresyon) analizi ile incelenmistir. Egimde istatistiksel anlamlilik olup
olmadigini sinamak igin % 95 guvenilirlik seviyesinde “t-Testi” uygulanmistir. Analiz ve dolum
siralamasindan gelen istatistiksel bir anlamlilik bulunmamaktadir.

Tablo 2. Homojenlik degerlendirmesine ait lglim sonuglari.

Unite No Saflik [*]
Sonug 1 Sonug 2
20 99,23 99,48
168 99,62 99,65
181 99,75 99,72
201 99,25 99,81
274 99,77 99,69
297 99,59 99,81
308 99,25 99,87
399 99,58 99,40
419 99,51 99,58
431 99,52 99,50

Veri seti tek ve ¢ift aykiri deder agisindan da “Grubbs’ Testi” kullanilarak % 95 glvenilirlik seviyesinde
incelenmistir. Bir aykiri deger gdzlenmemistir. Unite ici homojen olmama durumu ANOVA ile
incelenmistir. Sonuglar Tablo 3'de sunulmustur.

100,00 -~
.0 L 'S
99,50 - L4 v ¢ %
;\? L J
x 99,00 - _
= R?=0,0137
3
98,50 -
98,00 T T T T 1
0 100 200 300 400 500
Unite Numarasi

Grafik 1. Homojenlik ¢calismasinda elde edilen dl¢im sonuglari.
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Tablo 3. Homojenlik 6lcum sonuglari ile elde edilen tek yonli ANOVA bulgulari.

OZET
Gruplar Tekrar | Ortalama [%] Varyans
20 2 99,35 0,03
168 2 99,63 0,00
181 2 99,74 0,00
201 2 99,53 0,15
274 2 99,73 0,00
297 2 99,70 0,02
308 2 99,56 0,19
399 2 99,49 0,02
419 2 99,55 0,00
431 2 99,51 0,00
ANOVA
Varyans Kaynagi SS df MS F Fociii
Gruplar Arasinda 0,27 9 0,03 0,70 3,02
Gruplar iginde 0,42 10 0,04

MSpeween (0,03) < MSyimin (0,04), oldugu durumlarda Uniteler sy, hesaplanamaz. Bunun yerine ydntem
tekrarlanabilirligince gizlenmis Uniteler arasi standart belirsizlik (u*,,) asagidaki gibi hesaplanir [**

ur = MSyithin + 2
bb n N(n—-1)

Bu durumda u*y,, % 0,10 olarak elde edilir.

ANOVA bulgulari dolumdan gelen bir egilimin olmadigina isaret etmektedir (F = 0,70 > F.; = 3,02).

Yiksek saflikta malzemelerin homojen olmasi beklenir. Fakat Uretimden kaynaklanabilecek herhangi
bir kirlenmenin tespiti ve derecelendiriimesi gerekmektedir. Sonug olarak oélgimler igin kullanilan
ornek miktari seviyesinde (10 mg) malzeme homojendir.
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KARARLILIK

Sertifikali referans malzemenin nakliyesi sirasinda meydana gelebilecek cevresel sartlarin (kisa
donem kararlilik) ve depolama kosullarinin (uzun dénem kararlilik) test edilmesi icin iki ayri kararlilik
calismasi gercgeklestirilmigtir. Birinci calisma doért haftalik, ikinci ¢alisma ise sekiz aylik siUreglerde
zaman ve sicaklik gibi kararliligi etkileyebilecek faktérlerin test edildigi laboratuvar ¢calismalaridir. Bu
calismalar icin belirli sayida érnek, farkli sicaklik degerlerine farkl stireler boyunca tabi tutulup, érnek
Uzerinde herhangi bir degisikligin olmayacag! (6rnedin kararl oldugu) referans sicakliga (-20 °C)
aktariimistir (es zamanli izleme-isochronous setup)™®. Siire tamamlandiginda tim &rneklerin analizi
ayni anda yapilmistir. Tekrarlanabilirlik kosullari saglanarak karisik sira ile élgimler yapilmistir. Tam
Uniteler icin iki tekrarli analiz gerceklestiriimistir. Deneysel ayrintilar ve cihaz 6zellikleri homojenlik
deneyleri ile aynidir ve EK II'de verilmigtir. Zamanin saflik Gzerine etkisinin tespiti icin érnekler karigik
sira ile analiz edilmigtir.

Kisa Donem Kararlihik Calismasi:

Kisa dénem kararhlik ¢alismasinda, her bir sicaklik igin 2 érnek olmak tzere toplam 26 6rnek, 4 °C,
25 °C ve 45 °C sicakliklarda toplam doért hafta saklanmistir (Tablo 4). Her bir hafta sonunda, bir
sicaklik icin iki 6rnek, tim bekleme siresi tamamlanana kadar referans sicaklida aktariimistir.

Elde edilen veri (Tablo 5), sicaklik gruplari igin ayri ayri degerlendirilmistir (Tablo 6). Sonuglar, en
yuksek ve en dusuk degerlerin, aykiri deger olup olmadiginin tespiti icin “Grubbs’ Testi” ile
degerlendirilmis, aykiri deger olmadigi gézlenmistir.

Buna ek olarak, kitle kesrinin sicaklik ile dedisimi her bir sicaklik icin degerlendirilmistir. Regresyon
dogrular istatistiksel anlamlilik agisindan incelendiginde, egimin sifirdan ¢ok fazla sapmadidi
gozlenmistir (% 95 glvenilirlik seviyesinde tim secilen sicakliklar igin Tablo 7, Grafik 2).
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Tablo 4. Kisa dénem kararlilik degerlendirmesine ait es zamanli izleme (isochronous setup) verisi.
Unite No S'Foack]"k ?ﬁg};?

402 -20 0
464 -20 0
416 4 1
454 4 1
74 4 2
100 4 2
433 4 3
458 4 3
73 4 4
266 4 4
370 25 1
375 25 1
326 25 2
212 25 2
197 25 3
247 25 3
292 25 4
305 25 4
112 45 1
152 45 1
11 45 2
126 45 2
60 45 3
345 45 3

7 45 4
141 45 4
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Tablo 5. Kisa dénem kararlilik ¢calismasina ait 6lgim sonuglari.

Saflik

Zaman [%]

[Hatfta] a°c 25 °C 45°C
0 99,58 99,58 99,58
0 99,58 99,58 99,58
1 99,59 99,65 99,49
1 99,69 99,57 99,56
2 99,60 99,58 99,50
2 99,50 99,54 99,52
3 99,65 99,59 99,61
3 99,52 99,60 99,58
4 99,64 99,54 99,58
4 99,61 99,54 99,66
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Grafik 2. Kisa donem kararlihk verisi ile hazirlanmig, farkh sicakliklar igin a) 4 °C, b) 25 °C ve
c) 45 °C icin baglanim (regresyon) egrileri:
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Tablo 6. Kisa Donem kararlilik dlgim sonuglarina ait tek yonli ANOVA analizi.

Gruplar Ortalama
(saklama sicakhgi) ';ekrar Kiitle kesri Varyans
Cl ayisi (%]
-20 2 99,58 0
4 8 99,60 4,22 x 107
25 7 99,60 1,49 x 107
45 7 99,55 1,48 x 107
ANOVA
Varyans Kaynagi SS df MS F Furit
Grup ici 1,00 x 10°® 3 3,36 x 107 | 1,42 | 3,10
Gruplar arasi 4,75 x 10°® 20 2,37 x 10”7
Toplam 5,75 x 10°® 23
Tablo 7. Baglanim analizi bulgulari.
istatistiksel Parametreler 4°C 25°C 45 °C
Egim 2,57 x10° | 3,00x10° | 3,07 x 10°®
Egim /s, 1,37 x 10" | 8,34x10° | 8,71x 10"
istatistiksel anlamlilik (significance) - - -
Usts % 0,01 % 0,01 % 0,01

Sonug¢ olarak UME CRM 1301, 45 °C’yi asmayan sicakliklarda herhangi bir sogutma &nlemi

alinmadan son kullaniciya ulagtirilabilir.
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Uzun Donem Kararhilik Calismasi:

Ticari Uretimi yapilan ilk antibiyotik olan kloramfenikol igin literatlirde toz halinin oda sicakliginda
kararli oldugu, fakat i1siya maruz kaldiginda veya sterilizasyon amagl gama isimasina tabi
tutuldugunda bozunma Uriinlerinin derisiminde artis oldugu raporlanmistir ®*%. Buna ek olarak, kisa
doénem kararlilik ¢calismasinda yiksek sicaklik degeri olarak secilen 45 °C’de énemli bir bozunma
g6zlenmemistir (Grafik 3). Bu bilgi 1siginda uzun dénem kararlilik test siresi olarak 8 ay segcilmigtir.

Uzun donem kararlilik galigmasi igin, tim aniteler icerisinden (yedekleri ile birlikte) toplam yirmi 6rnek,
TRaNS yontemi ile secilmis (Tablo 8) ve o6rnekler sekiz ay boyunca 25 °C’de sabit sicaklikta
tutulmustur. Her bir ay sonunda iki érnek (ve iki yedegi) referans sicakliga (-20 °C) aktarilmistir.
Olgtimler tekrarlanabilirlik kosullari altinda, dolum sirasindan farkli bir siralama ile gergeklestirilmistir.
Analizler qNMR teknigi (EK II'de raporlanan deney ve cihaz parametreleri kullanilarak) ile
gerceklestiriimistir. gNMR tekniginde her bir Uniteden iki paralel 6rnek hazirlanarak dlgim alinmis ve
sonugclar Tablo 8'de sunulmustur.

Elde edilen veri istatistiksel olarak incelenmigtir (Tablo 9). Aykiri deger igin “Grubbs’ Testi” ile analiz
yapilmis ve herhangi bir aykiri degere rastlaniimamistir.

Tablo 8. Uzun dénem kararllik ¢alismasi 6lgim sonuglari.

Za[lg;]an S?;:]' K Unite No
0 99,76 268
0 99,60 315
1 99,52 367
1 99,65 180
2 99,61 32
2 99,59 327
3 99,65 198
3 99,52 339
4 99,56 481
4 99,59 17
5 99,61 41
5 99,64 65
6 99,59 150
6 99,45 217
7 99,56 280
7 99,58 378
8 99,54 437
8 99,68 494
22 99,74 7
22 99,66 8
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Grafik 3. Uzun dénem kararlilik verisi ile hazirlanmis baglanim (regresyon) egrisi.

Tablo 9. Uzun dénem kararlilik verisinin istatistiksel degerlendirmesi.

istatistiksel Parametreler Deger*
Egim 1,79 x 10°
Egim /s, 5,04 x 10°

istatistiksel anlamhlik
(% 95 guvenilirlik seviyesi)

us[3 yil]

% 0,18 (% 0,10)

*Parantez igindeki deger 22 aylik izleme surecine ait veriden 3 yil i¢in genisletilerek hesaplanan degerdir.

Zamana karsi ¢izilen saflik grafiginin egiminin sifirdan ¢ok farkli olmadigi (Grafik 3) goértulmustur.
istatistiksel olarak % 95 giivenilirlik seviyesinde degerlendirildiginde egimde bir anlamhlik olmadigi

tespit edilmistir.

Ug yillik raf émri igin uzun dénem kararllik dlglimlerinden gelen belirsizlik uys asagidaki formiil
kullanilarak hesaplanmistir ™. Formiilde RSDy., deney sonucuna ait bagil standart sapma, X;, her bir

tekrar icin zaman dilimi, X tim zaman degerlerinin ortalamasi ve x énceden tespit edilmis raf dmriidiir.

Uigs =

RSDstab
— > .y

(X - )_()2

Veriler, malzemenin 25 °C’de saklamaya uygun oldugunu goéstermektedir. Sertifikasyon sonrasi

izleme yapilarak malzemenin satigta oldugu sure boyunca kararlihgi duzenli olarak izlenecektir.
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KARAKTERIZASYON

UME CRM 1307’in saflik degerlendirmesi ISO Guide 34’e uygun olarak iki farkli yontem ile yapiimistir.
gNMR safligin dogrudan elde edildigi, kutle denkligi ise safsizlik yluzdeleri Uzerinden hesaplamalarin
yapildigi metotlardir %,

Kutle denkligi ydonteminde, HPLC ile CAP safligi, CAP’a ait pik alaninin, tim pik alanlarinin toplami ile
kiyaslanmasi ile bulunmustur. CAP safligi HPLC safligindan, tim safsizliklarin miktarinin ¢ikariimasi
ile elde edilmigtir.

Feap = PapLc — (W, +Wanorganiklalmtz)
Pcap : CAP safligi
PupLc : HPLC ile alan oranlarindan elde edilmis saflik
Wsy : Su miktari

Wanorganikkaimna - ANOrganik kalinti miktar

UV aktif safsizliklar, yiksek derisimde (5000 mg/L) CAP c¢ozeltisinin HPLC kromatograminda tespit
edilmis ve sonrasinda disuk derisimde (yaklasik 200 mg/L) pik alanlarinin normalizasyonu ile
miktarlari belirlenmistir. HPLC safligi malzemeye ait HPLC kromatogrami ile elde edilen tim
sinyallerin alan toplaminin CAP’a ait alana orani olarak hesaplanir. Analizler icin Thermo Finnigan
Surveyor PDA Plus Algilayicili HPLC, (Amerika) cihazi kullaniimigtir. Bu yaklasim ile elde edilen saflik
% (99,59 + 0,16)'dir (10 degerin aritmetik ortalamasi ve tekrarlanabilirlik ile hesaplanmis belirsizlik
k = 2 kapsam faktoru ile genisletilmistir).

cKFT dlgimlerine gbére nem igerigi, on sonucun ortalamasi alinarak % (0,0881 + 0,0016) olarak
belirlenmistir. Bu analizde 6lcim kalitesi NIST SRM 2890 ile kontrol edilmistir. Analiz Mettler Toledo
C30 kulometrik KF titrator (isvigre) cihazi ile gergeklestirilmistir.

TG analizleri igin (2 - 6) mg 6rnek kullaniimistir. Analizler Exstar SIl TG/DTA 7300 (Japonya) cihazi ile
yapiimistir. Deneyler sabit oksijen yuzdesi ile, 50 mL/min hava akis hizinda, 10 °C/min isitma hizi
25 °C’den 750 °C’ye 1sitilip 500 °C’de sisteme oksijen verilerek gergeklestiriimistir. TG spektrumunda
25 °C ile 150 °C arasinda herhangi bir agirlik kaybi gézlenmemektedir. Buradan drnek bunyesinde
serbest su ve herhangi bir organik ¢ézicl olmadigi anlasiimaktadir. 150 °C’de baslayan erime ile
birlikte % 0,3’lUk agirlik kaybi gézlenmistir ve kaybin termal olarak kararsiz bir gruba ait oldugu
dusunulmektedir.

Ucgucu organik bilesiklerin tayini icin CAP 6rnekleri HS-GC ile de analiz edilmistir. Ancak malzemedeki
ucucu organik bilegiklerin miktarinin algilama sinirnin altinda oldugu tespit edilmigtir. Deneyler
GC-MS/MS sistemine bagli Headspace otomatik 6rnekleme cihazi Thermo Trace, TSQ Quantum
XLS, (Amerika) ile yapiimigtir. HS ve GC Analiz yontemleri Ek II’de verilmigtir.
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inorganik icerigin tespiti icin énce ICP-MS ile bir 6én tarama yapilmis ve malzemede sodyum,
magnezyum, potasyum, kalsiyum, demir, vanadyum ve aliminyum oldugu tespit edilmigtir. Daha
sonra HR ICP-MS Thermo Finnigan Element 2 (Almanya) cihazi ile adi gecen elementlerin
miktarlarinin tayini gerceklestirilmistir. Bu analizlerde sodyum icin NIST SRM 3152a, magnezyum icin
NIST SRM 3131a, potasyum igin NIST SRM 3141a, kalsiyum icin NIST SRM 3109a, demir icin NIST
SRM 3126a, vanadyum icin NIST SRM 3165 ve aluminyum igin NIST SRM 3101a kalibrant olarak
kullanilmistir. Analizler US EPA 6020A standart metoduna gore yapilmistir ™. Bulgular Ek I'de
sunulmustur. Hesaplamalar elementlerin oksit tuzlari dikkate alinarak yapilmistir.

inorganik kalinti analizi igin 6rnekler, analiz edilmek (izere (analitik saflikta) % 10’luk metanol ile 1:200
oraninda seyreltilmistir inorganik kalintt miktarlari Tablo 10'da verilmistir. Sertifika degeri
hesaplanirken bu degerin olduk¢a duguk oldugu ve sonucu, raporlandigi haliyle etkilemedigi
g6zlenmigtir.

Tablo 10. inorganik kalinti miktarlari

Miktar
Unite No [bg/kd]
Na Al Ca K Mg Fe \%
57 4,18 | 0,24 | 2,28 | 0,52 | 0,26 | 0,11 | 0,002
Toplam*
261 4,48 | 0,12 | 1,05 | 0,47 | 0,25 | 0,12 | 0,002
316 4,60 | 0,12 | 0,96 | 0,51 | 0,26 | 0,10 | 0,002
217,03

* Toplam miktar elementlerin en ¢ok bulunan oksit tuzlari dikkate alinarak hesaplanmistir.

UME CRM 1301 icin gNMR ile belirlenen saflik degeri % (99,67 £ 0,15) (k = 2, norm)’dir. gNMR igin iki
farkli i¢c standart (benzoik asit ve trimetoksi benzen) kullaniimis, izlenebilirik NIST SRM 350b
Uzerinden saglanmigtir.
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OZELLIK DEGERLERININ VE BELIRSIZLIKLERININ ATANMASI

Sertifikalandirilan deger her iki yontemin ortalamasidir (Tablo 11). Belirsizlik degeri karakterizasyon
calismasina ait belirsizligi icermektedir. Homojenlik ¢alismasindan, kisa ve uzun dénem kararlilik
testlerinden elde edilen belirsizlik degerleri ihmal edilmistir. Uzun dénem kararllik testi sonuglari ilk
bakista 8 ay icin anlamli bir bozunmaya isaret etse de, 22 ay sonunda gercgeklestirilen sertifikasyon
sonrasi izleme o&lguimleri malzemenin 6zellik degderinin bildirilen belirsizligi ile gecgerli oldugunu
gOstermektedir.

Tablo 11. UME CRM 1301’e ait sertifikalandiriimig deger ve belirsizlik.

Parametre Deger [%]
Saflik (KD) 99,49
Saflik (QNMR) 99,67
Saflik (SRM) 99,58
Ukp 0,019
Ugnmr 0,074
Uekm | 0,15 (k =2, norm)

Sertifika degeri icin beyan edilen genisletilmis dlgiim belirsizligi, standart dlgiim belirsizliginin normal
dagilim icin yaklasik % 95 guvenilirlik seviyesini saglayan k = 2 kapsam faktorl ile ¢arpiminin
sonucudur. Karakterizasyon olcim belirsizligi, kutle denkligi yontemi ve gNMR teknigi belirsizlik
degerlerinin birlestiriimesi ile asagida verilen formule goére belirlenmistir.

— . — L. / 2 2
Ucrm =k " Uchar =k [Ukp + Ugnmr

UME CRM 1301 Kloramfenikol Birincil Kkalibrant sertifikali referans malzemesine igin
sertifikalandiriimig kloramfenikol safligi asagida verilmigtir:

% (99,58 * 0,15) (k= 2, norm)
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IZLENEBILIRLIK

Atanmig deger HPLC-DAD, KF ve HR ICP-MS ile elde edilen kitle denkligi yontemi ve gqNMR teknigi
ile elde sonuclarin bulgularin istatistiksel ortalamasidir. Bu iki yaklasim birbirinden tamamen farkl
numune hazirlama yéntemlerine sahip oldugu icin, atanmis degerin 6érnek hazirlamadan bagimsiz
oldugu ifade edilir.

HPLC-UV, LC-MS/MS, KF, ICP-MS ve gNMR yontemleri analitin ayrigtiriimasi ve ol¢ilen buyukligin
tespiti icin kullaniimistir. Mevcut ve uygun oldugu her durumda SRM kullaniimistir. HPLC ydntemi ile
saflik tayininde, yontem kendi icinde deg@er urettigi icin SRM kullanimi gerektirmedigi genel olarak
kabul gérmektedir.

UME CRM 1301 sertifikali referans malzemesinin izlenebilirlidi CCQM-K81 (Chloramphenicol as
residue in pig muscle) ® ve G3KI-4300 ve G3KI-4400 kodlu “yilksek saflikta kimyasallar, organik
bilesikler (high purity chemicals, organic compounds)” isimli CMC girdileri Y ile desteklenmektedir.

UME CRM 1307’in sertifikalandirilan safligi Sl izlenebilirdir.
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KULLANIM TALIMATI

Saklama kosullari

Malzeme icin Onerilen saklama kosullari (25 + 3) °C sicaklik ve karanlik ortamdir. Referans
malzemelerin -6zellikle kapaklari acilmis olan- misteriye ait tesislerde depolanmalari sirasinda
meydana gelen degisikliklerden TUBITAK UME sorumlu tutulamaz.

Givenlik onlemleri

Genel laboratuvar guvenlik kurallar gecgerlidir. Kullanim 6ncesi malzeme GBF (MSDS) incelenmelidir.

Kullanim Amaci

Bu malzeme izlenebilirligin saglanmasi, metot performansinin kontroli ve metot gecerli kilma
¢alismalari i¢in kullanilabilir. Metot basariminin tespiti icin dlcilen degerler, sertifikalandirilan deger ile
kiyaslanabilir®. Kiyaslama ydntemi kisaca asagidaki gibi 6zetlenebilir:

e Olgulen degerlerin ortalamasi ile sertifikalandirilan deger arasindaki fark hesaplanir (Am).
e Olclim belirsizligi (Uness) ile sertifikalandiriimis degerin belirsizligi birlestirilir (Ucgw):

— 2 2
Up = /umeas + UCrm

o Genisletilmis olgim belirsizligi (UA), standart olgim belirsizliginin (zA), normal dagilim igin
yaklasik % 95 guvenilirlik seviyesini saglayan k = 2 kapsam faktoru ile ¢carpilarak belirlenir.

Eder Am < UA ise, dlgllen buyuklik ile sertifika degeri arasinda % 95 guivenilirlik seviyesinde fark
olmadigi sonucuna ulagllir.
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EKLER

EK I: Kiitle Denkligi Yontemi

Katle Denkligi Yontemine ait detaylar asagida verilmistir.

Tablo 12. HPLC-DAD deney kogullari

Kolon C18 Synergi MAX-RP 150 x 4,6 mm, 5 ym
Mobil Faz 40:60 Metanol:su (izokratik)

Sicakhik 25°C

Akig Hizi 1 mL/min

Dalga boyu 273 nm

Tablo 13. “Head Space” Otomatik Ornekleme Yéntem Parametreleri

Ornek hacmi 2 mL
inkubasyon zamani 10 min
Vial firin sicakhigi 100 °C
Transfer Sicakhgi 90 °C
Siringa sicakhgi 90 °C

Tablo 14. GC Yontem Parametreleri

Kolon HT-5 kolon (15 m x 0,25 mm, @ 0,10 um film kalnhgr)
Enjeksiyon modu ve hacmi | Split, 0,35 mL

Enjeksiyon Sicakhigi 250 °C

Split Orani 1:20

Tasiyici Gaz, akis hizi He, 1 mL/min

GC firin programi

40 °C’de 1 min bekleme ardindan 10 °C/min artis ile
240°C’ye ulastiriimistir. Bu sicaklikta 2 min bekletilmigtir.

Tablo 15. HR ICP-MS ydntem parametreleri

Parametre Deger

Giic 1105 W
Pompa Hizi 15 rpm
Argon sogutma gazi | 16 L/min
Argon yardimci gaz | 0,8 L/min
Argon tasiyici gaz 1,075 L/min
Sislestirici Seaspray

Sislestirme Odasi

Quartz, Cyclonic
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EK II: gNMR Yontemi

NMR deneyleri, détoro dimetil siilfoksit, DMSO-d6, icerisinde 'H ve “*C{1H} NMR icin sirasiyla
599,77 MHz ve 150,83 MHz frekanslarinda, 5 mm c¢ok ¢ekirdekli sivi probun kullanildigi 600 MHz
NMR spektrometresinde (Varian VNMRS 600 MHz, USA) yapilmistir. % 99,9 détoro atom ile % 0,1
hacim TMS iceren DMSO-d6, spektroskopik saflikta (Merck, Almanya, S5566287) herhangi bir
saflastirma yapilmadan kullanilmistir. *H ve **C{1H} NMR deneyleri sirasiyla 7,4 ps ve 13,8 ps 90°
sinyal genigligi kullanilarak alinmistir. NMR parametreleri Tablo 16’da verilmigtir.

Tablo 16. NMR parametreleri

Parametre Deger
Sinyal Agisi 90°
Algilayici Kazanci Autogain
Tarama Sayisi (nt) 32
Durulma Zamani (d1) 40 s
Sinyalin Uygulanma Siiresi (at) 34s
Donusim odlglisu 64 K
Spektral Geniglik (sw) 9615,4 Hz
Cizgi Genisligi (Ib) 0,3 Hz
Sicakhk 25°C
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