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Onsoz

Yiiksek lisans siirecinde psikoaktif maddelerin analizine yonelik yontem gelistirmek
amaciyla c¢iktigim lisansiistii egitim yolculugum, bu yontem sonuglarmin Sadece
bireye degil popiilasyona yonelik olmasinin farkindaligi ile doktora egitimimde
literatiirdeki eksik noktalarin tamamlanmasina odaklanarak bu tez ¢alismasini
yapmami sagladi. Bu tez caligsmasi ile kendi bilim yolculugumda eksik kalan parcalarin

tamamlanmasinin literature katki sunacagina inancim sonsuz.

“Her birimizin biitiiniin farkli parcalart oldugumuzu ve ancak birlik icinde
olabildigimizde biitiine hizmet edebilecegimizi” diisinmenin anlamimni yitirdigi
zamanlarda, alana hizmet etmenin sorumluluguyla, literature daha anlamli katkilar
sunmak niyetiyle bu tez ¢alismasinin {ilkeme ve bilim diinyasina yarar saglamasini

timit ediyorum. ..

[zmir, 26.11.2024 Duygu Yesim OVAT



Ozet

Atik Su Bazh Epidemiyolojik Calismalarda Yasal ve Yasadis1 Madde

Analizlerine Yonelik Optimum Kosullarinin Belirlenmesi

Avrupa Birligi Madde Ajansi (European Union Drugs Agency, EUDA), madde
kullanim egilimlerine iliskin geleneksel veri toplama yontemleri disinda topluma
yonelik somut laboratuvar verileri sunabilmesi avantajlar1 nedeni ile Atik Su Bazl
Epidemiyolojisi  (Wastewater Based Epidemiology, WBE) c¢alismalar1 yeni ve
yenilik¢i madde izleme yaklasimi olarak adlandirarak bu yaklasimla yapilan
caligmalara ihtiya¢ oldugunu duyurmustur. Bu tez ¢alismasinin amaci halihazirda
mevcut sayisiz analitik teknige alternatif sunmaktan ziyade, bu alanda yapilan
calismalarin belirsiz ve {izerinde durulmayan, ancak analiz sonucunda 6nemli fark
yaratabilecek olan unsurlar1 tamamlayabilmektir. Calismada; oncelikle psikoaktif
maddelerden amfetamin, benzoilekgonin, kodein, kokain, kotinin, morfin, nikotin,
pregabalin, 3-OH Kaotinin, 3,4-Metilendioksiamfetamin (MDA), 3,4-metilenedioksi-
N-metilamfetamin (MDMA), 11-nor-A9-Tetrahydrocannabinol-9 karboksilik asit, 4-
fluoro MDMB-BUTICA, ADB-BUTINACA ve MDMB-4en-PINACA’nin sularda
analizine yoOnelik stabilite faktorlerinden pH ve sicaklik faktorlerinin secilen
maddelere etkisinin zamana bagli olarak incelenmesi amaglanmistir. Tez ¢aligmasinin
ikinci asamasinda ektraksiyon yonteminde analize etki edebilecek faktorlerden SPE
kartus sec¢imi, ¢Oziicli se¢imi ve numunelerin ekstraksiyon Oncesi ve sonrasi
filtrasyonun analiz sonucuna etkisi incelenmistir. Sonuglar degerlendirildiginde;
sentetik maddelerin sularda analizinde uygulanan SPE prosediiriinde analiz 6ncesi
numunelerin asidifikasyonu, MCX kartus kullanilmasi ve ugurulan eliisyonlarin %100
asetonitril i¢inde geri ¢oziilerek LC-MS/MS’e enjekte edilmesi maddelerin analiz
sonuglarinin olmasi1 gereken gerikazanim araliginda elde edilmesinde onemli fark
yaratacagi goriilmiistiir. SPE prosediirii 6ncesi numunelerin cam microfiber filtreden
gecirilmesinin sentetik maddeler i¢in anlamli bir kayip yaratmadigi da tespit edilmistir.
Klasik maddelerin analizinde ise metamfetamin ve benzoilekgonin hari¢ Bond Elute
SPE kartus ile yapilan ¢alismalarda geri kazanimlar HLB sorbent igeren denemelere
gore %17.24 daha yiiksek elde edilmistir. SPE prosediirii sonrasinda analitlerin geri
coziilerek LC-MS/MS’e enjekte edilmesinde kullanilan ¢oziiciilerin geri kazanimlari

arttirmada O6nemli bir fark yaratmadigi goriilmiistiir. Ancak 6rneklerin LC-MS/MS



analizi Oncesinde mikrofiltreden gec¢irmenin analiz sonuglarma etki edebilecek
diizeyde bir analit kaybi yaratabilecegi ve bu nedenle bu belirsizligin hesaplamalarda
dikkat edilmesi gerektigi saptanmistir. Bu tez c¢alismasi ile atiksularda madde
analizlerine azaltict ya da arttiric1 yonde etkisi olan kosullarin tanimlanmasi ve

analizlerin optimum kosullarda gergeklestirilmesi igin veriler degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Psikoaktif maddeler; Stabilite; LC-MS/MS; Atiksu-bazli

epidemiyoloji



Abstract

Determination of Optimum Conditions for Legal and Illegal Substance Analysis
in Wastewater-Based Epidemiological Studies

The European Union Drugs Agency (EUDA) has called Wastewater Based
Epidemiology (WBE) studies as a new and innovative drug monitoring approach due
to the advantages of providing concrete laboratory data for the community other than
traditional data collection methods on substance use trends and announced the need
for studies conducted with this approach. The aim of this thesis is not to provide an
alternative to the numerous analytical techniques already available, but rather to
complement the obscure and under-emphasized aspects of the work done in this field,
which could make a considerable difference in the outcome of the analysis. In this
study, the psychoactive substance -amphetamine, benzoylecgonine, codeine, cocaine,
cotinine, morphine, nicotine, pregabalin, 3-OH-Caotinine, 3,4-
Methylenedioxyamphetamine (MDA), 3,4-methylenedioxy-N-methylamphetamine
(MDMA), 11-nor-A9-Tetrahydrocannabinol-9-carboxylic acid, 4-fluoro MDMB-
BUTICA, ADB-BUTINACA and MDMB-4en-PINACA were analyzed in water in
order to investigate the effect of pH and temperature factors on the selected substances
depending on time. In the second stage of the thesis study, the effects of SPE cartridge
selection, solvent selection and pre- and post-extraction filtration of water samples on
the analysis results were examined. According to the results, acidification of the
samples before analysis, use of MCX cartridges and injection of the elutions back into
LC-MS/MS by dissolving them in 100% ACN in the SPE procedure applied in the
analysis of synthetic substances in water will make a considerable difference in
obtaining the analysis results of the substances in the range of 80-120%. It was also
found that passing the samples through a glass microfiber filter prior to the SPE
procedure did not result in significant losses for synthetic substances. In the analysis
of classical substances, with the exception of methamphetamine and benzoylecgonine,
recoveries were 17.24% higher with the Bond Elute SPE cartridge than with the HLB
sorbent. The solvents used to re-dissolve the analytes after the SPE procedure and
inject them into LC-MS/MS did not make a noticeable difference in increasing the
recoveries. However, it was determined that passing the samples through a microfilter
before LC-MS/MS analysis may cause a loss of analyte that may affect the analysis

results and therefore this uncertainty should be considered in the calculations. With
\



this thesis study, data were evaluated in order to identify the conditions that have a

decreasing or increasing effect on substance analysis in wastewater and to perform the
analysis under optimum conditions.

Keywords: Psychoactive substance; Stability; LC-MS/MS; Wastewater-based
epidemiology

Vi
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Giris
Avrupa Birligi Madde Ajansit (European Union Drugs Agency, EUDA) ve iiye
devletler kiiresel boyutta psikoaktif madde durumlarini yakindan izlemek amaciyla
madde kullanom egilimlerine iliskin geleneksel veri kaynaklarindan verilerin
toplanmasini  kolaylastirmas1 ve topluma yonelik somut laboratuvar verileri
sunabilmesi avantajlart nedeni ile “Atik Su Bazli Epidemiyolojik (Wastewater Based
Epidemiology, WBE)” ¢alismalar1 yeni ve yenilik¢i madde izleme yaklagimi olarak
sunmustur. Psikoaktif maddelerin su bazli epidemiyolojik analizlerine yonelik
ekonomik, duyarli ve giivenilir analitik yontem arayislar1 artan madde cesitliligi ve

kullanim egilimleri sebebiyle giinlimiizde hala devam etmektedir.
1.1. Arastirmanin Problemi

Psikoaktif maddelerin su bazli epidemiyolojik ¢alismalarla analizlerinde yasanan
analitik zorluklarin daha iyi anlasilmasi, bilimsel topluluklar, paydaslar ve karar
vericiler arasindaki dayanisma ve is birligi acisindan hayati 6nem tasimaktadir. Bu
zorluklar giiniimiizde biyolojik bozunma/olusum dahil olmak iizere psikoaktif
maddelerin biyobelirteclerinin stabilize olamamalarindan kaynakli konsantrasyon
degisiklikleri veya analitik yaklagimlar kaynakli olabilmektedir. WBE ¢aligsmalart ile
tilkeler toplumsal verilerini rapor etmektedir ve bu raporlarin daha giivenilir sonuglar

icermesi ihtiyaci nedeniyle WBE teknigi siirekli gelistirme egilimi altindadir.
1.2. Arastirmanin Sorusu

Bu tez ¢alismasinda asagidaki sorulara yanitlar aranmistir:

-Sularda yapilan madde analizlerinde stabilite problemlerinin yaganmamasi igin
optimum kosullar nelerdir?

-Sularda madde analizlerinde segilen ekstraksiyon yonteminin analiz sonucuna etkisi

var midir?
1.3. Arastirmanin Hipotezleri

HO: Su bazli epidemiyolojik calismalarda psikoaktif madde analizlerine yonelik
optimum kosullar belirlenebilir.
H1: Psikoaktif maddelerin su orneklerinde analizine analitik yontem segimi etkisi

Olctilebilir.



1.4. Arastirmamin Varsayimlari

Aragtirmanin tiim agsamalarinda ilgili kimyasal solventlerin ve sarf malzemelerin raf

Omriinii agmadig1 varsayilmistir.
1.5. Arastirmanin Stmirhihiklar:

Arastirmada analitlerin stabiliteleri incelenirken cihaz kosullarinin degismesi
nedeniyle analitik yontemin incelendigi diger calismalar, farkli bir laboratuvar
altyapisinda gergeklestirilmistir. Dolayisiyla kullanilan cihazlar, kimyasallar ve
analitik yontemler birbirinden farklidir. Caligmanin amaglarinda pregabalin etken
maddesi, stabilite ¢alismalarinda referans standart madde temininde yasanan sorun
nedeniyle analitik ¢caligmanin etkisinin incelendigi ikinci boliimde yetersiz kalmustir.
Tez calismasi sirasinda sentetik maddelerde analiz 6ncesi mikrofiltre kullaniminin
etkisinin Ol¢lilmesine yonelik ¢alismalarda mikrofiltre kullanilmadan analiz edililen
ornekler cihaz tikaniklhig1 yarattigi icin Ornekler son asamada mikrofiltreden
gegcirilmeden analiz edilemedi ve sentetik maddeler i¢in mikrofiltre kullaniminin etkisi

izlenemedi.

1.6. Arastirmanin Amaci

Bu doktora tezinin amaci, psikoaktif etki gdsteren maddeler ve metabolitlerinin
diizeylerinin saptanmasina yonelik bir kati faz ekstraksiyon teknigi (Solid phase
extraction, SPE) kullanarak sivi kromatografisi tandem kiitle spektrometrisi (LC/MS-
MS) ile analitik yontem gelistirmektir. Sonrasindaki diger amacimiz ise psikoaktif
maddelerin analizine etki eden belirsizliklerin degerlendirilmesi amaciyla bu

maddelerin stabilite testlerinin yapilmasi ve optimum kosullarin belirlenmesidir.



Genel Bilgiler

“Psikoaktif madde” olarak adlandirilabilen “uyusturucu, uyutucu ve uyarict maddeler”
merkezi sinir sisteminde etkisini gosteren, beynin islevlerini degistirerek algida, ruh
halinde, bilinglilikte ve davranista degisikliklere neden olabilen maddelerdir. Bu
maddelerin kullanimi tiim diinyada oldugu gibi lilkemizde de giderek artan 6nemli bir
sorun haline gelmistir (Uzbay, 2015). Bu sorun tiim risk etmenleriyle birlikte ortaya
konmasi gereken tibbi, adli, sosyal ve giivenlik boyutlari olan ¢ok disiplinli bir alandir
(Akgir & Coskunol, 2014). Birlesmis Milletler Uyusturucu ve Sug¢ Ofisi (United
Nations Office on Drugs and Crime, UNODC) tarafindan yayimlanan 2023 Diinya
Uyusturucu Raporuna gore, diinya ¢apinda yaklasik 296 milyon kisi yasadis1 madde
kullanmaktadir. UNODC 2023 raporuna gére madde kullanim bozuklugu tanisi alan
kisi sayis1 ise son on yilda %45 artis gostererek 39,5 milyon kisi olarak bildirilmistir
(United Nations Office on Drugs and Crime, 2023). 2023 Tiirkiye Uyusturucu
Raporu’na gore madde ile alakali olay, siipheli ve ele gecirilme sayilar1 gegmis yillara
gore %6.5 oraninda artis gosterdigi bildirilmis olup iilkemizde bu alanda verilen

miicadelenin de giderek artt1§1 goriilmektedir (I¢ isleri bakanligi, 2023).

Suiistimal potansiyeli yiiksek olan bu maddelerin kullanim egilimlerini ve oranlarini
gosteren veriler; sosyo-epidemiyolojik arastirmalardan (anket, 6z beyanlar, kullanici
goriismeleri), madde kullanimindan kaynaklanan tibbi kayitlardan (bagimlilik
poliklinikleri, acil servis verileri, 6liim verileri vb.), madde ile baglantili ele gegirilme
ve sug istatistiklerinden hesaplanmaktadir (Zuccato et al., 2005). Ancak o6zellikle
anketler ve kullanic1 goriismelerinden alinan 6z beyanlar dikkate alindiginda verilerin
ne kadar gercekc¢i ve somut oldugu stiphesi higbir zaman goz ardi edilememektedir.
Ayrica olgu bazli bu verilerin ilgili kurumlardan ayr1 ayr1 toplanmasi,
degerlendirilmesi ve {lilkelere/bdlgelere yonelik popiilasyon bazinda geriye doniik
rapor edilmesi zaman alici ve zor bir siirectir. Bu durum ulusal politikalarimiz
icerisinde ilk siralarda yer alan ‘uyusturucu ile miicadele’ kapsaminda ‘“gercek
zamanli-es zamanli” koruyucu bir yol ¢izilmesinde yani giincel olarak madde
kullanimin1 veya madde mevcudiyetini ortaya koymada yetersiz kalabilmektedir. Bu
nedenle kolluk kuvvetlerinin olaylara erken miidahale etmesi, adli mercilerde yasa
koyucularin caydirici faaliyetlerde bulunmasi veya madde kullanim profilinin

belirlenmesine yonelik oOnleyici calismalarin gergeklestirilmesinde pratik ve yeni



cozlimlere ihtiya¢ dogmustur. Avrupa Birligi Madde Ajansi (European Union Drugs
Agency, EUDA) ve iiye devletlerin kiiresel boyutta uyusturucu durumlarini yakindan
izlemek amaciyla atiksularda yasadisi madde analiz edilmesine dayali olan yaklasim
baslatilmistir. EUDA, uyusturucu egilimlerine iliskin geleneksel veri kaynaklarindan
verilerin toplanmasini kolaylastirmasi ve topluma yonelik somut laboratuvar verileri
sunabilmesi avantajlar1 nedeni ile Atk Su Bazli Epidemiyolojik (Wastewater Based
Epidemiology, WBE) calismalar1 yeni ve yenilik¢i madde izleme yaklasimi olarak
adlandirarak bu yaklagimla yapilan ¢alismalara ihtiyag oldugunu duyurmustur
(Gunnar & Kankaanpii, 2019). Boylece kiiresel bir sorun halini alan psikoaktif
maddelerin, yalnizca biyolojik 6rneklerde degil, atiksu gibi ekolojik materyallerde de
analizleri giderek artmistir ve sadece bireysel boyutta degil, topluma yonelik genel

somut verilerin elde edilebilmesi de miimkiin kilinmistir.

WBE teknigi ile sulardaki hedef psikoaktif maddelerin veya metabolitlerinin 6l¢iimii
ile tiikketilen madde diizeyi tespit edilmektedir. Zuccato ve ark. 2005 yilinda atik su
orneklerinde WBE yaklagimu ile yalnizca ‘klasik maddeler’ ya da diger bir tanimlama
ile "geleneksel maddeler” olarak adlandirilan psikoaktif maddelerden kokain,
amfetamin, metamfetamin, morfin, esrar vb. maddeler ile ana metabolit (ler)ini 6lgerek
toplumun tiikettigi madde miktarin1 “geri hesaplama teknigi” ile degerlendirmistir.
Geri hesaplama teknigi olarak adlandirilan teknik, madde metabolizmasi ve bosaltim
modelleri bilgisi ile madde tiiketimi atik su tesisinin hizmet verdigi niifusa
boliindiikten sonra tespit edilen madde miktari, atik su dairesinden temin edilen atik
su akis hiziyla carpip atiksu aritma tesisi (AAT) tarafindan hizmet verilen niifusa
bolerek mg/glin/1000 kisi olarak ifade edilen popiilasyona gore normalize edilmis
kiitle yiiklerine (population-normalized mass loads, PNML) doniistiiriiliir (Castiglioni
et al., 2014; David R. Baker a, n.d.; Karolak et al., 2010). Bu yontemler ile madde
kullanimina iligkin ilk dogrudan toplumsal tahminler saglanmis olup madde egilimleri;

giinliik, haftalik, aylik ve yillik olarak madde bazinda ortaya konulmustur.

Geri hesaplama yontemi ile popiilasyondaki psikoaktif madde kullaniminin
tanimlanmas1 saglanmaktadir. BOylece epidemiyolojik c¢aligmalar ile popiilasyon
bazinda madde kullanim profillerinin/egilimlerinin belirlenmesi ve madde
bulundurma acisindan sicak bolgelerin belirlenmesi hedefine yonelik toplumda
psikoaktif maddelerin gergekei, tekrarlanabilir, nesnel olarak O6rneklemeden sonra

birka¢ giin i¢inde tespit edilebilmesi saglanabilmektedir. Dolayisiyla WBE teknigi,
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Onleyici ve ger¢cek zamanl faaliyetlerin gergeklesmesine de olanak saglamaktadir

(Devault et al., 2017).

WBE teknigi ilk olarak Daughton (C. C. Daughton, 2001) tarafindan onerilmis ve
Italya'da ilk kez Zuccato ve digerleri (Zuccato et al., 2005) tarafindan uygulanmistir.
2016 yilindan itibaren EUDA tarafindan madde ile miicadelede es zamanli yol haritas1
sunmas1 agisindan yararli bulunarak {ilkelere WBE prensibi Onerilmektedir.

Giliniimiizde birgok iilke tarafindan WBE ¢alismalar1 artarak devam etmektedir (Sekil

1)

300 4

250 o

Sekil 1. Web of science “wastewater based epidemiology” anahtar kelimesi ile 2010 yilindan 2024
yilina kadar yapilan ¢alismalarin yillara gore dagilimi

Epidemiyolojik olarak madde profili sunulmasina yonelik analizlerinin yapilabilmesi
icin; ekonomik, duyarli ve giivenilir analitik yontem arayislar1 hizla stirmektedir.
Sularda yasal ve yasadisi maddelerin analizlerinde stabilite sorunlar1 yaganmakta ve
analiz sonuglarina yansidigi bilinmektedir (AB Uyusturucu Piyasalari Raporu 2019 |
www.emcdda.europa.eu, n.d.; Castiglioni et al., 2013, 2014; Yadav et al., 2017).

Atiksu epidemiyolojisi yaklasimi 1) atik su 6rneklemesi, i1) numune depolanmasi, iii)
yasadis1t maddelere yonelik analitik teknik ve yontemlerin gelistirilmesi asamasinda
bir dizi belirsizlik kaynagi nedeniyle aragtirma altindadir. Bu belirsizlik faktorleri
lizerine yapilan calismalar son on yilda iyilestirme cabasi altinda olup genellikle
sistematik olmayacak sekilde yetersiz rapor edilmistir (Devault et al., 2017; McCall et
al., 2016a; Ramin et al., 2018). Bu kapsamda kanalizasyon sistemi ele alindiginda

onemli bir sinirlama olarak bilinen kanalizasyon i¢ hatti ve depolama havuzlarinda
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yasadist madde kalintilarinin doniisiimii/bozunmasinin tanimlanmasi gereklidir. Bu
parametrelerin tiimii verimli ve giivenilir ekstraksiyon teknikleri gelistirmek igin
hayati 6neme sahip olup hedef madde kalintilarinin sulu ortamda siklikla ng/L
seviyelerinde mevcut oldugu dikkate alindiginda onemli bir faktordiir (Baker &
Kasprzyk-Hordern, 2011b). Bu nedenle atiksulardaki stabilite sorunu, kanalizasyon
epidemiyolojisi yaklagimiyla geriye doniik hesaplanan madde tiiketim profilinde
onemli 6l¢iide diistik veya fazla tahmin edilmesine yol agabilmektedir.

Atiksularda yapilan stabilite ¢alismalar1 hakkinda ilk kapsamli ¢aligma 2011 yilinda
literatiire Kasprzyk-Hordern ve ark., tarafindan sunulmustur. Bu ¢alismada ham atik
sularin saklama siiresi, sicaklik ve pH acisindan incelendigi rapor edilmistir ve
uyaricilar, opioidler, benzodiazepinler, antidepresanlar, dissosiyatif anestezikler,
madde Oncii kimyasallari, idrar biyobelirtegleri ve bunlarin metabolitleri dahil olmak
tizere 60'dan fazla analitin ele alindigi belirtilmistir. Ham atik sudaki analitlerin
stabilite eksikliginin birgok bilesik i¢in 6nemli oldugu bulunmus olup, incelenen
bilesiklerin +2°C'de depolanan ham atik sularin %34'linde 12 saat sonra %15'inden
fazlasinda bir stabilite degisikligi bildirilmistir. Atik suyun genellikle 24 saatlik
kompozit numune toplayict kullanilarak toplandigi géz oniine alindiginda bunun ¢ok
onemli bir bulgu oldugu belirtilmistir. Yapilan bu ilk kapsamli derlemede ele alinan
parametreler: (i) sicakliginin etkisi; (i) kat1 faz ekstraksiyon (SPE) ekstraksiyonuna
iliskin solvent; (iii) cam kaplarin silanlanmasinin etkisi; (iv) SPE sorbenti; (v) cam
elyaf filtrelerden vakumlu filtreleme sirasinda analitlerin geri kazanilmasi; (vi) LC-
MS o6ncesi filtre membranlar; ve (vii) ¢cevresel matriksteki analitlerin farkli saklama
stiresi, sicaklik ve pH degerlerinde stabilite ¢alismalaridir. Bu faktorlerden en
onemlilerinden biri SPE ac¢isindan buharlagma sicakligi ve solventin etkisi’nin
incelenmesi oldugu goriilmiistiir. Bu derleme incelendiginde Sekil 2’de gorildiigi
gibi, genel olarak bilesiklerin cogunlugunda 20 “C'de optimal geri kazanimlar elde
edilmistir. Kokain, benzoilekgonin, ekgoninmetilester, ve norkokain gibi maddelerin
geri kazanimlarinda 40 °C iizerinde biiylik dl¢iide bir diisiis oldugu goézlenmistir.
Eliientlerin SPE sonras1 ¢0ziildiigii eliisyon tipi iizerine yapilan calismalarda;
amfetamin, metamfetamin, MDMA, morfin, kodein gibi maddeler %7’lik NH4OH

soliisyonunda ¢6ziilmesi geri kazanimlar1 6nemli 6l¢iide arttirdigr rapor edilmistir.



d m20°c m30°C BZa0°C m50°C me0°C
180

160

% Recovery

b m20°C m30°C m40°C ms50°C WE0°C

% Recovery

Sekil 2. 20, 30, 40, 50 ve 60 °C’de buharlagma sicakliklarindan sonra (a) %7°lik NH4OH igeren
metanol soliisyonu ve (b) metanol kullanilarak eliientlerin geri kazanimlari (%
gerikazanim) (n = 3) (Baker & Kasprzyk-Hordern, 2011b)

Yapilan bu kapsamli derlemede arastirilan ikinci parametre cam malzemelerin
silanlanmasimin  etkisi’dir. Silanlama islemi yani polar Si-OH gruplariin
maskelenmesini ve cam yiizeyin emici olmayan silikon tabakanin kimyasal olarak
baglanmasi ile hidrofilikligin azaltilmasi islemidir. Yapilan c¢alismalarda silanize
edilmis cam malzeme (vial ve tlip) kullanilarak kokain geri kazanimlarinda %34 artis
oldugu kaydedilmistir. Amfetamin tip stimiilanlar i¢in silanize edilmemis cam
malzeme kullanilan ¢alismada amfetamin ve metamfetamin geri kazanimlari sirastyla
%16 ve %23 silanize edilmis malzeme kullanilarak yapilan ¢alismada ise geri
kazanimlar sirasiyla %88 ve %89 oldugu rapor edilmistir. Eser analizinde, bilesikler
numune toplama ve SPE ekstraktlarinin buharlastirilmas: sirasinda oldugu gibi

adsorpsiyon nedeniyle cam malzeme yiizeylerinde de geri kazanim kayiplarina neden
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olabilmektedir (B.S. Middleditch, 1989). Herhangi bir islem gérmemis cam
malzemeler, iyon degistirme ve niikleofilik merkezler olarak hareket eden silikat ve
silanol gruplari igermektedir. Amfetamin grubu gibi amin igeren bilesikler, 6zellikle
camin hafif asidik yiizeyinde kaybolmaya egilimlidir (Knapp, 1979). Bu gibi
maddelerin kaybini 6nlemek i¢in, eser analiz igin kullanilan cam malzemeler silanize
edilebilir veya 'deaktive’ edilebilir. Yukarida verilen calismada, silanize edilmis
yiizeyin silanol gruplar ile etkilesime gegerek daha apolar bir hale gelmesine ve bu
nedenle polar maddelerin cam yiizeye gore gorece daha apolar ylizeye tutunmasini
azalmasina neden olabilmektedir. Buna bagli olarak silanlama etkisi bazt maddelerin
geri kazanimlari diistirebilmektedir.

Yapilan ¢alismalarin ele alindig1 {iglincii parametre analitlerin farkli saklama siireleri,
sicaklik ve pH'taki stabilitesi’dir. Yapilan ¢alismalarda pH 2 ve 7 noktalarinda,
sicaklik +2 ve +19 °C’lerde, saklama suresi 12, 24, 72 saat olarak dikkate alinarak
degerlendirmeler incelenmistir. Atik su numunelerinin asitelestirilmesin bakteri
aktivitesini 6nledigi ve numuneleri korudugu yaygin olarak bilinmektedir (Baker &
Kasprzyk-Hordern, 2011a). Gheorge ve ark. farkli pH degerlerinde (+2 ve +6) ve
sicakliklarda (-20, +4 ve +20 °C) yiizey suyundaki kokain ve ana metabolitlerin
stabilitesini aragtirmistir ve numunelerin asidik pH'ta saklanmasinin stabiliteyi
arttirmada birincil faktoér oldugu bulunmustur (Gheorghe et al., 2008). Bu durum
yalnizca asitelestirmenin bakteriyel aktiviteyi azaltmasindan kaynakli olmadigini ayni
zamanda pH degerinin diisiik tutulmasimin, molekiillerin Le Chatalier ilkesi ve ilkenin
iyonlasma dengelerine uygulanmasi geregi molekiiler halde tutulmasindan da kaynakli
olabilmektedir (Liu et al., 1996). Ayrica yapilan ¢alismalarda bazik molekiillerin
karisitk modlu katyon SPE degisim sorbentleri tarafindan ekstrakte edilmesi
durumunda numunelerin asitlestirilmesinin de bir gereklilik oldugu bildirilmistir. Bu
nedenle analiz 6ncesi numunelerin pH'inin ayarlanmas1 gerektigi rapor edilmistir.
Maddeler agisindan stabilite caligmalar1 degerlendirildiginde kokainin stabilitesinin {i¢
giin sonra sirasiyla %6,4 ve %28,3 oraninda azaldigt bulunmustur. Kokain
metabolitleri olan norkokain, norbenzoilekgonin ve kokaetilenin filtrelenmis sudaki
cesitli depolama kosullarinda 1iyi stabilite gosterdigi ve ii¢ giin sonra, pH 7 ve 2°C'de
depolanan ham (filtrelenmemis) atik sularda norkokain, norbenzoilekgonin ve
kokaetilen sirasityla %14,4, %6,0 ve %9,4'liik bir stabilite diislisii bildirilmistir.

Amfetamin benzeri bilesiklerle genel olarak tim depolama kosullarinda, 6zellikle



asidik kosullarda depolandiginda iyi stabilite gosterdigi rapor edilmistir (Castiglioni et
al.,, 2006a). Ham (filtrelenmemis) atik suda pH +7 ve +2 °C'de 72 saat sonra
metamfetaminde %6,0'lik bir diisiis bildirilirken, MDA ve MDMA analitlerinde %3,5
ve %3,1'lik bir degisiklik bildirmistir (Baker & Kasprzyk-Hordern, 2011b). Bu
derleme sonrasinda atiksularda yapilan madde analizlerinde stabilite dnemli bir sekilde
ele alinmigtir. Daha genis pH araliklarinda ¢aligsmalarin yapilmasi ve bu araliklardaki
derisim  degisimlerinin  tanimlanmasi1  atiksularda ~ madde  analizlerinin
gerceklestirilmesinde dnemlidir. Ozellikle piyasada yeni tasarim maddeler, yasal keyif
vericiler, bitkisel keyif vericiler, banyo tuzlari, arastirma kimyasallari, laboratuvar
reaktifleri gibi adlarla bilinen ve daha net bir terminoloji gelistirmek adina
UNODC’nin, “Yeni Psikoaktif Maddeler (New Psychoactive Substances, NPS)”
terimi ile adlandirilan maddeler i¢in bu analizlerdeki belirsizliklerin tanimlanmasi da
onemlidir (United Nations Office on Drugs and Crime, 2021). NPS’lerin atiksularda
pargalanma iiriinlerinin sicaklik ve ortam pH’indan ne derece etkilendigi, hangi pH
araliginda daha stabil olduklari ve analitik kosullarin NPS’lerin sularda analizi tizerine
etkisi gibi temel problemlerin tanimlanmasina da ihtiyag duyulmaktadir. 2016 yilinda
Zuccato & Castiglioni ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢aligmada popiilasyonda
ozellikle NPS kullanimini tahmin etmek i¢in kentsel atik sularda tespit edilebilecek
ana madde veya metaboliti saptamak igin daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ duyuldugu
belirtilmektedir (Gonzalez-Marifio et al., 2016). Yeni psikoaktif maddeler igin atik
sularda son teknoloji lizerine analitik yaklagimlarin ve kiiresel egilimlerin kapsamli bir
incelemesi sunan Gent ve ark. (2021), NPS analizleriyle ilgili yaygin sinirlamalardan
olan disiik stabilitenin geriye doniik hesaplamalar1 ve tiiketim tahminlerini
etkileyebilecegini belirtmistir (Gent & Paul, 2021). Ayrica bu calismada atik su
orneklerinin tesislerden alinarak tagima sirasinda ve analiz Oncesindeki sicaklik
seciminin bile NPS'in kararliligim1 etkiledigi ve numune 6n isleminin baslamasi
gereken zamanin &nemli oldugu belirtilmistir. On islem 6ncesi numune stabilitesi
lizerine ¢esitli ¢aligmalar yapilarak veriler sunulmustur. Bu verilere bakildiginda Love
ve ark.(2018) ve Bade ve ark.(2020), ¢alismalarinda 6rnekleri HCI veya H3POs ile
asitlendirildiginde belirli NPS'lerin oda sicakliginda, +4 °C'de ve -20 °C'de filtrelenmis
atik suda 14 giine kadar stabil oldugunu gosterilmistir (Bade et al., 2020; Love et al.,
2018).



Psikoaktif maddelerin atik sudaki gelecegini daha iyi anlamaya yonelik arastirmalar
ve geriye doniik hesaplamalardaki hata ve belirsizligi en aza indirmeye yoOnelik
caligmalar giin gectikce 6nem kazanmaktadir. Bu nedenle bu tez ¢alismanin amaci
halihazirda mevcut sayisiz analitik teknige alternatif sunmaktan ziyade, alandaki temel
eksikliklerin biitiinciil degerlendirilmesidir. Bunun temel nedeni ise atiksularda madde
analizlerine azaltici ya da arttirict yonde etkisi olan kosullarin tanimlanmasi ile
belirsizlik faktorii carpani diisiiriilebilecektir. Boylece WBE teknigi ile popiilasyona
yonelik (giinde 1000 kisi basina diisen madde tiiketim orani) epidemiyolojik verilerin

daha dogru, rasyonel ve sistematik hatanin azaltilmasiyla sunulmasi saglanabilecektir.
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Gerec ve Yontem

Bu tez calismasi Ege Universitesi Bagimlilik Toksikolojisi Anabilim Dali Bagimlilik
Toksikoloji Laboratuvari, Manisa Ruh Sagligi ve Hastaliklar1 Hastanesi Toksikoloji
Laboratuvart ve Ankara Universitesi Adli Bilimler Enstitiisi Arastirma
Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.

Kullanilan Kimyasal Malzemeler

4-Fluoro MDMB-BUTICA referans standard: (Sigma Aldrich)

MDMB-4en-PINACA referans standard: (Sigma Aldrich)

ADB-BUTINACA referans standard: (Sigma Aldrich)

Kokain referans standardi (COC) (Cerilliant)

Benzoilekgonin referans standard: (BE) (Cerilliant)

Amfetamin referans standardi (AMP) (Cerilliant)

Metamfetamin referans standardi (MET) (Cerilliant)
3,4-metilenedioksi-N-metilamfetamin referans standardi (MDMA) (Cerilliant)
3,4-Metilendioksiamfetamin referans standardi (MDA) (Cerilliant)

Morfin referans standardi (MOR) (Cerilliant)

6-asetil morfin referans standardi (6-AM) (Cerilliant)

Kodein referans standardi (COD) (Cerilliant)

Nikotin referans standardi (NIC) (Cerilliant)

Kotinin referans standardi (COT) (Cerilliant)

3-OH kotinin referans standardi (3-OH COT) (LGC)

Esrar referans standardi (THC-COOH) (LGC)

Diazepam-d5 (Cerilliant)

Metanol (Merck)

Saf su (deiyonize su)

Amonyak (Merck)

Hidroklorik asit (Merck)

Sodyum hidroksit (Sigma Aldrich)

Kullamlan Arag, Gere¢ ve Cihazlar
Mikropipet (10-100 pL, 100-1000 uL)
Cam tiip (10 ml’lik)

Balonjoje
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Oasis HLB ve Oasis MCX SPE kartusu (Oasis, Waters)

Bond Elute SPE kartusu (Agilent)

Whatman GF/C Glass microfiber filters, diameter 47 mm (Cytiva)

Santrifiij (Niive NF 1200 R)

Vortex (Labnet VX 100)

Vial Azotlu ugurucu (Thermo Scientific reacti-Therm I11)

Su banyosu (Niive BM 302)

Hassas Terazi (Sartorius)

Kati-siv1 ekstraksiyon manifoldu (Biotage)

Accucore C18 LC Kolon (Thermo Scientific, 100mm, 2.1um , 2.6 pm)

Allure PFPP 5 um 50 x 2.1 mm (RESTEK)

Shim-pack FC-ODS 150 x 2 mm (Shimadzu)

S1vi kromatografisi Kiitle spektrometresi (Thermo TSQ Quantiva)

S1vi kromatografisi Kiitle spektrometresi LC-MS 8050 (Shimadzu)

Helyum gaz1 (yliksek saflikta)

Azot gaz1 (yliksek saflikta)

Vial (Agilent)

Kullanilacak atik su matriksi herhangi bir atiksu tesisinden alinmadan EUDA’ya baglh
olarak ¢aligmalarini yiiriiten Avrupa’da atik su analizlerinin tek elde toplayan ¢alisma
grubu olan SCORE (Sewage Analysis Core Group) tarafindan gonderilmis olan ham
attk su Ornekleridir. Bu kor atiksu numuneleri kimyasal ve biyolojik 6zellikleri
bakimindan atiksu matriksini yansitmaktadir. Bu nedenle matriks etkisini analizleri
yaparken konsantrasyonu bilinen miktarlarda spike yapilan standartlarin stabilite
kosullarindan nasil etkilendigi s1v1 kromatografisi tandem kiitle spektrometrisi (Liquid
chromatography tandem mass spectrometry, LC-MS/MS) kullanilarak analiz

edilecektir.

Tezin yontem kismi asagidaki gibi iki asamada ele alinmustir;
A. Ege Universitesi, Bagimliik Toksikolojisi Laboratuvari’nda psikoaktif
maddelerin analizine yonelik yOntemin valide edilmesi ve stabilite
faktorlerinden pH ve sicaklik faktorlerinin segilen maddelere etkisinin zamana

bagli olarak incelenmesi
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B. Ankara Universitesi, Adli Bilimler Arastirma Laboratuvari’nda ektraksiyon
yonteminin optimize edilmesi amaciyla analize etki edebilecek faktorlerden
SPE Kkartus se¢imi, solvent se¢imi ve numunelerin filitrasyon etkisinin

incelenmesi

A.Ege Universitesi, Bagimhlhik Toksikolojisi Laboratuvari’nda psikoaktif

maddelerin analizine yonelik yontemin valide edilmesi ve stabilite faktorlerinden

pH ve sicaklik faktorlerinin secilen maddelere etkisinin zamana bagh olarak

incelenmesi

A.1l. Psikoaktif maddelerin kani faz ekstraksiyon teknigi (SPE) ile analiz edilmesi:
Bagimlilik Toksikolojisi Laboratuvari’'nda tiim Orneklere asagidaki kati faz
ekstraksiyonu uygulanmistir. Numuneleri saflastirarak konsantre hale getirmek igin
analizden 6nce uygulanan SPE prosediirii asagidaki sekildedir.

- SPE kartuslar1 6nce 1 mL MeOH ve ardindan 1 mL Milli-Q su ile sartlandirilir.

- Ardindan internal standart eklenen 25 mL su 6rnekleri kartuslara yiiklenir.

- Ornek yiikleme bittikten sonra kartuslar 20 dakika vakum altinda kurutulur.

- Analitlerin toplanmas1 amactyla kartuglardan 2 mL MeOH gegirilerek analitler cam
tiipte toplanir.

-Toplanan eliientler azot akisi altinda kuruluga kadar buharlastirilir.

-Ugurma islemi sonrasinda 250 pL 10:90 MeOH:H20 (v/v) ile geri ¢oziilerek LC-
MS/MS cihazina verilmek tizere viallenir ve 10 uL enjeksiyon yapilir (Castiglioni et
al., 2006b; Chen et al., 2013).

T e &3 "HH';M
8~ i

Sekil 3. Psikoaktif maddelerin SPE analiz asamalari

Ege Universitesi, Bagimlilik Toksikolojisi Laboratuvari’'nda referans standart
maddelerin her birinin derisimi 100 pg/L olacak sekilde ayr1 ayr1 LC-MS/MS cihazina

inflizyonlar1 yapilmistir. Infuzyon sonrast uygun ¢arpigsma enerjileri (collision energy,
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CE), bekleme stiresi olarak bilinen Dwell time degerleri ve par¢calanma iyonlar1 tespit
edilmistir. Sonrasinda her analit i¢in ayr1 tespit edilen veriler metoda yazilarak tarama
modunda (scan) calisilmistir. Alikonma zamanlar1 (retention time, RT) saptanarak
SIM (selected ion monitoring) modunda metot olusturulmustur. Ornekler bu metot ile
analiz edilerek kromatografik ayrimlardan sonra tanimlanmistir.

B A

—— «f

Sekil 4. Bagimlilik Toksikolojisi Laboratuvari’nda bulunan ve stabilite ¢alismalarinin yiiriitildigi
LC-MS/MS cihazi

Tablo 1. Stabilite ¢alismalarinm yiiriitiildiigii LC-MS/MS cihaz kosullar

Cihaz Marka Thermo Scientific
Model LC-MS/MS Quantum Access
Kolon Thermo Scientific Hypersil Gold C18 100mm,
2. 1mm, 3pm
Mobil Faz A %0. 1 Formik asitli 5 mm amonyum formatin sudaki
¢Ozeltisi
Mobil Faz B %0.1 formik asit 5 mm amonyum formatin

metanoldeki ¢ozeltisi

Akis Hiza 0.500 (ml/min)

Enjeksiyon Hacmi 10.000 (ul)

A.2. Psikoaktif maddelerin analizine yonelik analitik yontemin valide edilmesi:

Psikoaktif madde analizine yonelik analitik yontem uluslararasi gecerliligi olan
““‘Scientific Working Group for Forensic Toxicology (SWGTOX) Standard Practices
for Method Validation in Forensic Toxicology’’ rehberine gore valide edilmistir
(SWGTOX - Scientific working group for forensic toxicology, 2013). Uygulanan

validasyon parametreleri asagidaki verilmistir.
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-Kalibrasyon Egrisi, Dogrusallik ve Olgiim Araligi: Analitik yontem gelistirme ve
validasyon i¢in kalibrasyon egrisi her bir analit i¢in ayr1 ayr1 en az 5 noktali ve 3
tekrarli olarak calisilmistir. Sonuglar “lineer regresyon formiili” ile ‘“korelasyon
katsay1s1” ile gosterilmis olup r>>0,99 olmalidir.

-Belirtme Siniri (LOD) ve Saptama Alt Sinuri (LOQ): Belirtme alt siir1, drnekte
Ol¢iilebilen fakat kesin olarak miktar1 belirlenemeyen en diisiik miktardir. Saptama Alt
S ise; kabul edilebilir dogrulukta ve tekrarlanabilirlikte Glgiilebilen en diisiik
derisimdir. Yukarida verilen SWGTOX rehberi ve TURKLAB ‘Kimyasal Analizlerde
Metot Validasyonu ve Verifikasyonu’ Rehberi’ne gore tespit limiti genellikle ti¢ farkl
sekilde hesaplanabilmektedir ve gerceklestirilecek bu ¢aligmada asagidaki formiille
hesaplanmistir. Kor 6rneklerin sonuglarinin standart sapmalari tizerinden

LOD =3 x S0 + Xkor,

LOQ=10 x SO + Xkor formiilleri ile hesaplanir.

-Se¢imlilik: Bir metodun aranan analiti diger analitlerin bulundugu 6rnek icinde ayirt
edebilme yetenegidir. Belirlenebilmesi i¢in kor numune ve degisik numunelere aranan
analit eklenerek girisim olusturup olusturmadigi incelenecektir.

-Dogruluk ve Gerceklik: Olgiilen degerin dogru ya da dogru kabul edilen degere
yakinhigini gosterir. Gergeklik i¢in sistematik hata hesabi1 yapilir. Sistematik hata bir
6lctim metodunun gercek sonucu verebilme kabiliyetini belirtir. Bunun i¢in diisiik ve
yiiksek 2 derisim belirlenerek 5 farkli giinde tekrarli ¢aligmalar yapilmistir. £%20 geri
kazanim aralig1 kimyasal analizlerde kabul edilebilir araliktir.

-Kesinlik: Kesinlik 6l¢im sonuglarinin birbirine yakinliginin ifadesidir. Bagimsiz
analiz sonuclar1 arasindaki tutarliligr gosterir. Kesinlik dogrulugun gergeklik disindaki
diger bir bileseni olup rastgele hatalarin dagilimini gosterir. Kesinlik 6l¢iimiinii 4
faktor etkilemektedir. Bunlar zaman, kalibrasyon, operator ve ekipman olup bunlarin
degiskenligine  gore kesinlik de  degismektedir.  Tekrarlanabilirlik  ve
tekrariiretilebilirlik olarak iki genel kesinlik 6l¢timii bulunmaktadir. Tekrarlanabilirlik,
“r” harfi ile ifade edilmekte olup tekrariiretilebilirlik ise “R” harfi ile ifade
edilmektedir.

-Tekraredilebilirlik — Tekrariiretilebilirlik: Tekrarlanabilirlik, laboratuvar i¢i kesinlik,
belirlenen diisiik, orta ve yliksek 3 derisim ayni giin igerisinde 6 tekrarli yapilan
caligma ile giin i¢i tekrarlanabilirlik hesaplanacaktir. Ayn1 laboratuvarda, ayni kisi

tarafindan, ayni cihaz ve malzemeler kullanilarak, 6zdes deney numunesi tizerinde,
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kisa zaman arali81 i¢inde ayni ekstraksiyon metodu kullanilarak 2 farkli konsantrasyon
icin gerceklestirilmistir.

-Tasinma Etkisi (Carry Over): Calisilan 6rnekten sonraki viale bulas durumunun
kontrolii i¢in yiiksek derisimli 6rnekten sonra kor ornek cihaza verilerek ornekte
kromatograminda madde taginmasi incelenmistir.

Analitik yontemin validasyon asamalari tamamlandiktan sonra gelistirilen bu yontem
ile maddelerin stabilitesi iizerinde etkisi olan parametrelerden pH ve sicaklik, etkisini
gozlemlemek i¢in asagidaki ¢alismalar yapilmistir.

A.3. Psikoaktif maddelerin analizine yonelik stabilite calismalarinin yapilmasi:
Stabilite galismas1 numunelerin atiksu havuzlarindan toplanmast, laboratuvar ortamina
transferi ve depolanmasi asamalarinda olmas1 muhtemel bozunmalar dikkate alinarak
gerceklestirilmistir. Incelenen ve stabiliteye etki eden en dnemli faktorler sicaklik ve
pH’tir. Madde ve metabolitlerinin stabilitesi, laboratuvar oOl¢ekli ¢alismalarla
incelenmistir. Olusturulan cam havuzlarda kor atik su numunelerine ekimi yapilan
psikoaktif maddelerin +4 °C sicaklik degerinde pH 2-5-7,5 noktalarinda 1-3-7-14 giin
periyodlarinda LC-MS/MS ile dl¢iimleri yapilmistir.

B.Ankara Universitesi, Adli Bilimler Arastirma Laboratuvari’nda ektraksiyon

yonteminin optimize edilmesi amaciyla analize etki edebilecek faktorlerden SPE

kartus secimi, solvent secimi ve numunelerin filtrasyonun etkisi incelenmesi

B.1.  Psikoaktif maddelerin analizine yonelik ekstraksiyon tekniginin
optimizasyonu:
Adli Bilimler Aragtirma Laboratuvari’nda sularda psikoaktif madde analizinde valide

edilmis yontem ile ekstraksiyon tekniginin optimize edilmesine dair caligmalar

gerceklestirilmistir. Kullanilan LC-MS/MS cihazi asagida verilmistir.
T ——

Sekil 5. Adli Bilimler Arastirma Laboratuvari’nda bulunan ve optimizasyon ¢aligmalarinin
yiiriitiildiigi LC-MS/MS cihazi
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Analiz edilen parametreler klasik ve sentetik maddeler olmak iizere iki ayrt sinifta
toplanmigtir. Analizleri ise iki ayri ekstraksiyon teknigi ve iki ayri LC-MS/MS
metodu ile ¢alisilarak yiiriitiilmistiir. Klasik maddeler igin kullanilan analitik yonteme

ait veriler asagida sunulmustur.

Klasik Maddeler Klasik Maddeler
* Morfin, « Kodein
» Kokain, « Kaotinin
» Benzoilekgonin, * Nikotin
* 3,4-metilenedioksi-N- e 3-OH Kaotinin
metilamfetamin (MDMA), * 11-nor-A9-Tetrahydrocannabinol-9
* Amfetamin, karboksilik asit

Tablo 2. Optimizsyon ¢alismalarinin yiiriitiildiigii LC-MS/MS cihaz kosullar1

) Cihaz Marka Shimadzu
CIHAZ
Model LC-MS 8050
Klasik Maddelerin
analizinde kullanilan Shimadzu Shim-pack FC-ODS 150 x 2 mm
analitik kolon
KOLON . .
Senteteik Maddelerin Restek
analizinde kullanilan Allure PFPP 5 pm
analitik kolon 50 X 2.1 mm
%00. 1 Formik asitli 5 mm amonyum formatin
Klasik Metot mobil faz ~ [sudaki gozeltisi
Mobil Faz A
MOBIL FAZ |Mobil Faz B %0.1 formik asit 5 mm amonyum formatin
metanoldeki ¢ozeltisi
Sentetik Metot mobil faz |, o C o
Mobil Faz A %0.2 Formik asidin sudaki ¢ozeltisi
Mobil Faz B %100 Asetonitril
AKIS HIZI 0.400 (ml/min)
ENJEKSIYON HACMI 5-00 (ul)

Kromatografik ayrimin gergeklesmesinde yararlanilan analitik yonteme ait HPLC

analiz kosullar1 Grafik 1’de verilmistir.

Tablo 3. Klasik olarak siniflandirilan maddelerin analizine ait yontemin sivi kromatografi verileri

Time | FlowmL/min | A (%) | B (%)

10 0.4 95 5
15 0.4 5 95
15.01 0.4 5 95
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Grafik 1. Klasik olarak siniflandirilan maddelerin analizine ait yontemin gradient verileri

Tablo 4. Klasik olarak siniflandirilan maddelere ait HPLC parametreleri

HPLC PARAMETRELERI

Flow 0.4 mL/min
Oven temperature 40 °C
Injection volume 5uL

MS PARAMETRELERI
Nebulizing gas flow 3 L/min

Heating gas flow 10 L/min
Interface temperature 300 °C
Drying gas flow 10 L/min

Tablo 5. Klasik olarak siniflandirilan maddelerin analizinde kullanilan analitik yontemin MS
parametreleri

Madde Precursor m/z Product m/z Dwell Time CE
Kotinin 177.00 53.00>80.00>98.00 50 47>25>23
Rac-Kotinin-d3 180.00 80.00>101.00>53.00 50 26>25>47
Morfin-d3 289.20 165.00>201.10 50 43>28
Morfin 286.10 165.10>153.20 50 42>45
Benzoilekgonin-d3 292.60 171.10>108.10 50 21>48
Nikotin 163.00 130.00>117.00>132.00 50 22>26>18
Benzoilekgonin 290.10 168.10>105.10 50 19>30
Kodein-d3 303.10 215.10>165.10 50 26>46
Kodein 300.20 165.20>153.20 50 46>47
6-MAM 328.20 211.00>193.10>165.10 50 38>29>44
6-MAM-d3 331.00 165.10>211.10>193.10 50 41>27>30
Amfetamin 136.10 91.10>119.10 50 20>15
Diazepam-d5 290.00 227.20>198.20>154.00 50 26>34>29
MDA 180.10 105.10>135.10>79.10 50 22>21>31
THC-COOH 345.10 299.30>193.30>327.20 50 17>20>29
MDMA-d5 199.10 165.10>135.10>107.10 50 13>23>25
Metamfetamin 150.10 91.00>119.10 50 20>15
MDMA 194.10 105.10>135.10 50 23>21
Kokain 304.20 182.10>82.10>150.10 50 21>30>26
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Iki farkli madde grubu i¢in iki ayr1 SPE prosediirii uygulanmstir. Klasik maddelerin

ekstraksiyon basamaklari agagida verilmistir.

Tablo 6. Klasik maddelerin analizinde kullanilan SPE Prosediirii

Sartlama 3 mL MeOH
3 mL saf su
Ornek yiikleme 25 mL numune (10 psi basingta) gegirilir
Yikama 3 mL saf su
Kurutma

20 dk vakum altinda kurutulur

Ellisyon toplama

6 mL MeOH
Ucurma o,

40 C'de N, altinda ugurulur
Geri toplama 250 pL MeOH ile ¢oziiliir

Sentetik maddeler i¢in kullanilan analitik yonteme ait veriler asagida sunulmustur.Bu
calismalar kapsaminda asagidaki maddelerin analizleri yapilmistir.

Sentetik Maddeler
* 4-fluoro MDMB-BUTICA
« ADB-BUTINACA
» MDMB-4en-PINACA

Tablo 7. Sentetik olarak siniflandirilan maddelerin analizine ait yontemin sivi kromatografi verileri

Time | FlowmL/min | A(%) | B (%)

10 0.4 95 5
15 0.4 5 95
15.01 0.4 5 95

Tablo 8. Klasik olarak siniflandirilan maddelere ait HPLC parametreleri

HPLC PARAMETRELERI
Flow 0.4 mL/min
Oven temperature 40 °C
Injection volume 5uL

MS PARAMETRELERI

Nebulizing gas flow 3 L/min
Heating gas flow 10 L/min
Interface temperature 300 °C
Drying gas flow 10 L/min
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Tablo 9. Sentetik olarak siniflandirilan maddelerin analizinde kullanilan analitik yontemin MS

parametreleri

Madde Precursor m/z Product m/z Dwell

Time
4-Fluoro MDMB-BUTICA 363.10 218.00>144.05>116.00| 11 |20>41>55
ABD-BUTINACA 331.00 201.10>286.20>145.00| 11 |26>15>44
MDMB-4en-PINACA 358.05 213.10>298.20>145.05| 11 |26>16>42
Dizepam-D5 290 227.20>198.20>154.00| 11 |26>34>29

Analizleri zor ve zaman alici olabilen yeni tasarim psikoaktif maddeler i¢in uygulanan

SPE prosediirii asagidaki gibidir.

Tablo 10. Sentetik maddelerin analizinde kullanilan SPE prosediirii

NOT: Ekstraksiyon Oncesi su numuneleri pH:2’ye ayarlanir

3 mL MeOH

Sartlama 3 mL saf su
3 mL pH:2 saf su

Ornek Rkl pH:-2.y.e ayarlanmis 25 mL numune (10 psi basingta)
gecirilir

Yikama pH:2'ye ayarlanmis 3 mL saf su

Kurutma

20 dk vakum altinda kurutulur

Eliisyon toplama

3 mL MeOH
3 mL %2lik NH4'h'j MeOH

(Ucurma

40 °C'de N, altinda ugurulur

Geri toplama

250 pL 60:40 (ACN:H20) ile ¢oziiliir
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Bulgular

Bu tez g¢alismasinda elde edilen veriler yontem kismindaki is paketlerine atifta

bulunularak asagida listelenmistir.

A.l. Psikoaktif maddelerin kati faz ekstraksiyon teknigi (SPE) ile analiz edilmesine
dair sonuclar:
Calismamizda asagida listelenen maddelere ait bir analitik yontem gelistirilmis ve

valide edilmistir.

* Morfin,

+ Kokain,

» Benzoilekgonin,

* 3,4-metilenedioksi-N-metilamfetamin (MDMA),

* Amfetamin,

* 11-nor-A9-Tetrahydrocannabinol-9 karboksilik asit (THC-COOH)
+ Kodein

+ Kaotinin
* Nikotin
* 3-OH Kotinin

* Pregabalin
Analitik yonteme ait kalibrasyon araligi 10-1000 pg/L araligindadir. Asagida yonteme

ait total iyon kromatogrami 10 ve 100 pg/L icin ayr1 ayr1 verilmistir.

T FinderCata =7 Projeck DU TEMMUZN 30R_TEZ_YESIM_ddaneca_stanii=_00ppt'dmis'CAL 1 3 ﬁi_tw

RT.52%
Benzolieiglnin-d2

R 173
Fzin
043 106 13 OGO 3 g3

Sekil 6. 10 pg/L madde konsantrasyonuna ait total iyon kromatogrami

(o TmcEFinderCite 52 Frojects 2003 TEMMLIZA S10R_TEZ_YESIM_adsros_stmnite_i DIopodmsCAL_d_ 007FE_1 e

AT 11.78
THC-CO0H

850 B3 I WS M HE fus 2 das
75 8b 25 b g% o s Mo e o 13s 10

Sekil 7. 100 pg/L madde konsantrasyonuna ait total iyon kromatogrami
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Calismada stabilite agisindan analiz edilen parametrelere ait iyon kromatogramlari

Sekil 9°da verilmistir.

Nikotin 30H-Kotinin
Concen: 30.543 Concen: 1.726
RT: 1.00 Scan# 1351 RT: 1.04 Scan# 1434
Delta RT: 0.20 Delta RT:  0.04
Lab File: CAL_1_10PPB_1 Lab File: CAL_1_10PPB_1
Acq: 7/11/2023 1:18:13 PM Acq: 7/11/2023 1:18:13 PM
Tgt lon: 132.12 Resp: 382017 Tgt lon: 80.2 Resp: 498678
lon Ratio Lower Upper - Ratio T Upper
132.12 100.00% 20.20 100.00%
130.11 124.37% 127.78% 191.68% 134.11 78.22% 58.65% 87.98%
SeanFllor: S| ST 169 494 (£ 10T 170] i i L
SRS il e T S =] Scan Filter:  + c ESI SRM ms2 193.200 [80.199-80.201, 134.109-134.111]
RT.00/CAL_1_1OPPB_1 RTA04|GAL_1_10PPB_1
100 100
a0 a0
i1} ill
40 41
20 20
0 L ey e e ALY i o
04 1K} 08 10 12 14 16
Kotinin Kodein
Concen: 4.235 Concen: 3.007
RT: 131 Scani# 1937 RT: 1.98 Scan# 3312
Delta RT: 0.00 DeltaRT:  0.03
Labh File: CAL 1 10PPB 1 Lab File: CAL_1_10PPB_1
Acq: 7/11/2023 1:18:13 PM Acq: 7/11/2023 1:18:13 PM
Tgt lon: 80.2 Resp: 681881 Tgt lon: 165.06 Resp: 189101
lon Ratio Lower Upper lon Ratio Lower Upper
80.20 100.00% 165.06 100.00%
98.16 46.49% 35.19% 52.79% 215.08 117.04% 92.07% 138.11%
146.10 23.41% 8.80% 13.34% N/A N/A N/A
+¢ ES| SRM ms2 177.200 [80.195-80.201, 98.159-98.161, ) + ¢ ESI SRM ms2 300,117 [165.059-165.061, 215.079-
Scan Filter:  146.099-146.101, 149.049-149.051] Scan Filter:  215.081]
RT:1.31/CAL_1_10PPB_1 RT1.88ICAL_1_10PPB_1
100 100+
a0 04
il il
41 404
20 204
gl e e Prewry, |:|_-
0.2 1.0 12 14 18 18 20 1.0 15 2.0 25 30
Amfetamin Metamfetamin
Concen: 3.654 Concen: 2.360
RT: 3.24 Scan#t 5289 RT: 3.56 Scanit 5775
Delta RT: 0.24 DeltaRT:  0.16
Lab File: CAL_1_10PPB_1 Lab File: CAL_1 10PPB_1
Acg: 7/11/2023 1:18:13PM S [l nis LB
Tgt lon: 91.09 Resp: 1383607 Tgtlon:  31.01 Resp: CEE
lon Ratio Lower Upper lon Ratio Lower Upper
91.09 100.00% 91.01 100.00%
65.19 24.53% 13.83% 20.74% 119.01 46.12% 35.87% 53.80%
N/A N/A N/A N/A N/A N/A
) Scan Filter: +c ESI SRM ms2 150.069 [90.999-91.001, 118.999-119.001]
Scan Filter:  + ¢ ESI SRM mis2 136.075 [65.189-65.191, 91.089-91.091] —




RT3.24/CAL_1_10FPE_1 RT3.58/CAL_1_10PFE_1
100+ 100
80 80
80 0]
41 404
1 20
0 L L DL L NG DL LIS I O L I L I L Iy LI L L L U A G L L B L O
1] 3k L] 45
MDMA Benzoilekgionin
Concen: 9.485 Concen; 27.307
RT: 3.83 Scan# 6181 RT: 526 Scan# 8081
Delta RT: 0.18 Delta RT:  -0.04
LabFile:  CAL 1 10PPB_1 labFile:  CAL 1_10PPB 1
Acq: 7/11/2023 1:18:13 PM Acq: 7/11/2023 1:18:13 PM
Tgt lon: 105.00§ Resp: 406170 Tgtlon: 105 Resp: 498006
lon Ratio Lower Upper lon Ratio Lower Upper
105.01 100.00% 105.00 100.00%
134.99 152.14%  125.97%  188.96% T 588.00% 248.66% 672.99%
N/A N/A N/A N/A N/A N/A

+ ¢ ESI SRM ms2 194.029 [105.005-105.007, 134.989-

Scan Filter:  134.991]

Scan Filter:  +¢ ESI SRM ms2 290,010 [104.999-105.001, 167.999-168.001]

RT:3.33/CAL_1_10PPB_1 IAT:5.28/CAL_1_1DPPB_1
100 100+
2l 80
0 04
4 404
2 204
0 c'|'|'|'|'|'|'|'|'|'|'|'|'|.'|'|'|'|'|'|'|'
] 35 40 45 45 50
K¥nk=in ol THC-COOH
Concen: 11.389
RT: 11.79 Scan# 9779

DeltaRT: -0.01
Lab File: CAL_1_10PPB_1

Acq: 7/11/2023 1:18:13 PM
Tgt lon: 299.13 Resp: 132080
lon Ratio Lower Upper
299.13 100.00%
327.23 194.64% 110.71% 166.07%
N/A N/A N/A

Scan Filter: + ¢ ESI SRM ms2 345.089 [299.129-299.131, 327.229-327.231]

RTA15ICAL_1_10PFB_1
100

804

80

4014

204

i}

RT11.TOICAL_1_10PFB_{
100+

EIE

804

404

204

|

1.0 115 120 125

Sekil 8. 10 pg/L derisimdeki analitlere ait iyon kromatogramlari
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A.2. Psikoaktif maddelerin analizine yonelik analitik yontemin valide edilmesine dair sonuclar:

Tiim analitler icin dogrusal kalibrasyon egrilerine ait r? degerleri 0,99°dan biiyiik olarak elde edildi. Tiim analitler i¢in dogrusal aralik 1-1000 ng/L

idi. LOD ve LOQ degerleri 3,7 ile 13,7 ng/L arasinda elde edildi. Goreceli standart sapmalar (RSD) belirtildigi gibi her ¢alisma igin %20 altinda

gozlendi. MS parametreleri, tekrarlanabilirlik, yeniden iiretilebilirlik RSD ve LOQ-LOD degerleri Tablo 3'de gosterilmistir. Geri kazanimlar %74,2
ila %95,9 arasinda tespit edilmistir. SWGTOX rehberine gére %80 ile %120 arasindaki geri kazanimlar genellikle kabul edilebilirdir (SWGTOX -

Scientific working group for forensic toxicology, 2013).

Tablo 11. Maddelerin ve metabolitlerinin listesi, LC-MS/MS parametreleri ve yontem dogrulama sonuglari

Giin ici Kesinlik Giinler arasi

Maddenin ad1| Molekiiler Precursor iyon Product iyon Collision RT % RSD kesinlik LOD| LOQ| Linerite
agirh@ (m/z) (m/z) Energy (CE) (dk) % RSD ng/L| ng/L r

10 100 10 100

ng/L ng/L ng/L ng/L
Amfetamin 135.10 136.4 51,65,77 36 3.45 2.87| 4.01 8.17 | 12.11 2.78| 9.26 0.9977
Benzoilekgonin 289.13 290.1 77,105,119 50 6.05 3.22| 355 5.36 591 3.14| 104 0.9989
Kokain 303.15 304.1 77,82,105 30 6.75 5.56| 7.87 7.12 8.34 3.48|11.6 0.9963
Kodein 299.15 300.4 165,183,199 42 2.4 6.12| 5.21 8.90 7.90 418|134 0.9957
MDMA 193.11 1944 77,105,133 24 4.75 4.33 6.90 7.56 9.05 3.89(12.96 0.9979
Morfin 285.14 286.4 152,165,181 40 1.75 7.14) 5.87 11.30 | 10.56 411|137 0.9972
THC-COOH 344.09 3455 193,229,299 25 1255 8.5511.45 1456 | 12.55 3.09|10.3 0.9976
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Bu tez ¢alismasinda Pregabalin maddesine ait validasyon noktalar1 diger maddelerden farkli
(%97°si metabolize olmadan ana madde olarak atilmasi ve konsantrasyonlar1 diger
maddelerden yiiksek calisilmasi) olmasi sebebiyle ilgili analitik veriler ayr1 bir tabloda
asagidaki gibi verilmistir. Ancak bu maddeye ait referans standart temini ile alakali kisitliliktan

dolay1 pH ve sicaklik ¢alismalarindan sonra yapilan ¢alismalara dahil edilememistir.

Tablo 12. Pregabalin’e ait analitik veriler ve validasyon sonuglari

Giinler arasi
RSD%
Ortalama Giin ici Kesinlik
ikazanim £SD
Korelasyon LO gerl RSD% (n=3
Madde Y LOD Q (%) 6(0=3) | 5 different days,
Ad katsayisi (ng/ml) 3
1 ng/m n=
(RY) : (ng/ml)
500 5000 500 5000 500 5000
ng/mi ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
PGB 0.9947 250 500 87.01+ 91.76 + 3.43 4.23 9.77 12.68
5.01 3.89

A.3. Psikoaktif maddelerin analizine yonelik stabilite calismalarinin sonuclarr:
Stabilite ¢alismalari i¢in +4 °C ortamda pH 2-5-7,5 degerlerine ayarlanmis su numuneleri analiz

edilmistir.

Karanlik ortam Karanlik ortam Karanlik ortam
+4°C +4°C +4°C
pH: 2 pH: 5 pH: 7,5

Sekil 9. Stabilite ¢alismalarinin sematize gosterimi
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Kokain Benzoilekgonin

10000000 6000000
8000000 5000000
6000000 4000000
3000000
4000000 2000000
2000000 1000000
0 0
1.giin 3.giin 7.giin 14.glin 1.gilin 3.glin 7.giin 14.giin
pH:2 pH:5 pH:7,5 pH:2 pH:5 pH:7,5
Amfetamin Metamfetamin
25000000 25000000
20000000 20000000
15000000 15000000
10000000 10000000
5000000 5000000
0 0
1.glin 3.giin 7.glin 14.glin 1.glin 3.giin 7.giin 14.glin
pH:2 pH:5 pH:7,5 s NH:2 e NH:5 s pH: 7,5
MDMA THC-COOH
10000000 800000
8000000 600000 —/\
6000000
400000
4000000
2000000 200000
0 0
1.glin 3.gilin 7.glin 14.glin 1.glin 3.giin 7.giin 14.glin
pH:2 pH:5 pH:7,5 s (H:2 e NH:5 s pH: 7,5
Pregabalin Morfin
20000000 250000
15000000 200000
150000
10000000
100000
5000000 50000 /\
0 0 =
1.gilin 3.giin 7.glin 14.glin 1.glin 3.giin 7.giin 14.glin
pH:2 pH:5 pH:7,5 pH:2 pH:5 pH:7,5
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Kodein Nikotin

4000000 8000000
3000000 p— 6000000
2000000 \\ 4000000 ?4<\
1000000 2000000 \
0 0
1.glin 3.giin 7.glin 14.giin l.gin  3.giin  7.gin 14.giin
em———H:2 e—pH:5 pH:7,5 e———H:2 e—pH:5 pH:7,5
Kotinin 3-OH-Kaotinin
8000000 6000000
7000000 7A 5000000
6000000 — 4
5000000 4000000 — N
4000000 3000000 <~ NN
3000000 2000000
2000000
0 0
1.glin 3.glin 7.glin 14.giin l.gin  3.giin 7.gin  14.gin
S U WA o] ) pH:7,5 e=———pH:2 =—pH:5 pH:7,5

Grafik 2. +4 °C ortamda pH 2-5-7,5 degerlerinde analitlerin alan degerleri

B.1. Psikoaktif maddelerin analizine yénelik ekstraksiyon yonteminin optimizasyon

calismalarinin sonuclari:

Adli Bilimler Arastirma Laboratuvari’nda SPE kartus seciminin analitlerin gerikazanimina
etkisi incelenirken es zamanli SPE prosediiriiniin optimizasyonu i¢in analitlerin

konsantrasyonuna etkisi izlenen diger parametreler asagidaki gibi siniflandirilmistir:
1- SPE asamalarindan analitlerin ¢oziildiigii solvent se¢iminin etkisi
2- SPE prosediiriinde son asamada mikrofiltre kullaniminin etkisi

3- SPE prosediiriinde numunelerin vakum altinda cam mikrofiber filtreden siiziilmesinin

etkisi

Analiz edilen parametreler klasik ve sentetik psikoaktif maddeler olarak iki gruba ayrilmistir.
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“Gere¢ ve Yontem” basligr altinda verilen ve Adli Bilimler Arastirma Laboratuvari’nda

uygulanan ¢alismalar asagidaki gibidir.

—— |

Sekil 10. Adli Bilimler Arastirma Laboratuvari’nda yapilan ¢aligmalar

SPE prosediiriinde asagidaki SPE kartuglari tizerinden analitlerin gerikazanimlar1 hesaplanarak

denemeler yapilmuistir.

Y
X > BOND > z
OASIS ELUTE OASIS
HLB || JI MCX

Figure 1. Optimizasyon ¢aligmalarinda kullanilan SPE kartus ¢esitleri

Calismada kullanilan SPE kartuslarina ait 6zellikler asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 13. SPE kartus denemelerinde kullanilan kartuslara ait 6zellikler

OASIS HLB Polimerik reversed-phase sorbent: asidik, bazik ve notral

particle size 30 um, 200 bilesikler i¢in kullanilir. pH:0-14 aras1

mg, 6¢c
VARIAN BOND Elute

C18 kartus, iyon degisiminden once sulu matrikslerin

Plexa, 200mg, 3ml tuzunun giderilmesi i¢in kullanilir.

OASIS MCX

Katyon  degisim  gruplarina  sahip  bilesiklerin,
particle size 30 um, 50 mg, |ektraksiyonunda kullanilmak iizere tasarlanmis mix modlu
3cc bir polimerik sorbent igerir.
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B.1.1. SPE asamalarindan analitlerin ¢oziildiigii solvent seciminin etkisi

Asagida klasik psikoaktif maddeler ig¢in olan ekstraksiyon yontemine ait eliisyonlarin geri
toplandig1 solvent bilesimi se¢iminin klasik maddeler {izerine etkisine dair is basamaklar1 ve
elde edilen sonuglar verilmistir. Calisma prosediiriinde son asamada analitler %100 metanol
icinde geri ¢oziilmektedir. Bu ¢aligsmalar kapsaminda %50 ve %10’luk metanol ile denemeler

yapilmistir.

Analitlerin Coziildiigii Solvent Se¢imi Etkisi

Sartlama 3 mL MeOH
3 mL saf su

25 mL numune (10 psi basingta)

Ornek yiikleme gecirilir

Yikama 3 mL saf su

Kurutma 20 dk vakum altinda kurutulur

Eliisyon toplama —> | X: %100 MeOH
6 mL MeOH

Ucurma o
40 C'de N, altinda ugurulur

Geri toplama 250 uL MeOH ile ¢oziiliir ——> | Y : %10 MeOH
>

Z : %50 MeOH

Figure 2. Klasik maddelerin analizinin optimizasyonuna yonelik ekstraksiyon adimlari

SPE-Morfin SPE-Kodein
140 140
120 120
100 100
80 80
60 60
40 40
20 20
0 0
MEOH %10 MEOH %50 MEOH MEOH %10 MEOH %50 MEOH
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SPE-6MAM SPE-THC-COOH

140 140
120 120
100 100
80 80
60 60
40 40
20 20
0 0
MEOH %10 MEOH %50 MEOH MEOH %10 MEOH %50 MEOH
SPE-Amfetamin SPE-Metamfetamin
140 140
120 120
100 100
80 80
60 60
40 40
20 20
0 0
MEOH %10 MEOH %50 MEOH MEOH %10 MEOH %50 MEOH
SPE-MDMA SPE-MDA
140 140
120 120
100 100
80 80
60 60
40 40
20 20
0 0
MEOH %10 MEOH %50 MEOH MEOH %10 MEOH %50 MEOH
SPE-Kokain SPE-Benzoilekgonin
140 140
90 90
40 40 I
-10 -10

MEOH %10 MEOH %50 MEOH MEOH %10 MEOH %50 MEOH



Grafik 3. Klasik maddeler i¢in eliisyon solvent i¢eriginin X: %100 Metanol, Y:%10 Metanol ve
Z:%50 metanol olarak denemelerine ait sonuglar (mavi siitun: Oasis HLB, turuncu siitun: Bond Elute
SPE kartusu temsil etmektedir.)

Grafik 3’deki SPE kartus kiyaslamasina bakildiginda orjinal metodun kendisi kullanildiginda
kodein, morfin ve 6-MAM igin Oasis HLB ve Bond Elute SPE kartuslar ile ekstraksiyon geri
kazanimlar1 ortalama olarak % 75.15’den yiiksek elde edilmistir. Oasis HLB kartus ile geri
kazanimlar % 69.34 - 75.48 araligindayken, Bond Elute ile % 80.97- 93.17 arasinda elde
edilmistir. Bu 6zellikle 6-MAM gibi su matriksinde kararsiz molekiillerin ekstraksiyon verimi

agisindan dnemlidir.

Asagida sentetik psikoaktif maddeler i¢in olan ekstraksiyon yontemine ait eliisyonlarin geri
toplandig1 solvent bilesimi se¢iminin klasik maddeler iizerine etkisine dair is basamaklar1 ve

elde edilen sonuglar verilmistir

Analitlerin Coziildiigii Solvent Se¢imi Etkisi

NOT: Ekstraksiyon dncesi su numuneleri pH:2’ye ayarlanir
Sartlama 3 mL MeOH X:60:40 ACN:H20

3 mL saf su
3 mL pH:2 saf su

H:2'ye ayarlanmis 25 mL numune — . 20 )
Ornek yiikleme ?10 ps?li ba};lngta) gzgirilir " [ Y1 60:40 MeOH:Hz0
Yikama pH:2'ye ayarlanmis 3 mL saf su
Kurutma 20 dk vakum altinda kurutulur 5
Z: %100 ACN
Ellisyon toplama
3 mL MeOH

3 mL %2lik NH,'li MeOH

[Ucurma
40 °C'de N, altinda ugurulur

Geri toplama 250 L 60:40 (ACN:H20) ile ¢oziiliir

Sekil 11. Sentetik maddelerin analizinin optimizasyonuna yonelik ekstraksiyon adimlar1
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4-fluoro MDMB-BUTICA

120
100
80
60
40
0
ACN:H20 MeOH:H20 ACN
(60:40) (60:40) (%100)
= 4-fluoro MDMB-BUTICA HLB
= 4-fluoro MDMB-BUTICA BOND
= 4-fluoro MDMB-BUTICA MCX
ADB-BUTINACA
140
120
100
80
60
40
20
0
ACN:H20  MeOH:H20 ACN
(60:40) (60:40) (%100)

= ADB-BUTINACA HLB = ADB-BUTINACA BOND
= ADB-BUTINACA MCX

MDMB-4en-PINACA

140
120
100
80
60
40
20
0
ACN:H20 MeOH:H20 ACN
(60:40) (60:40) (%100)

u MDMB-4en-PINACA HLB
1 MDMB-4en-PINACA BOND
= MDMB-4en-PINACA MCX

Grafik 4. Sentetik maddeler i¢in eliisyon solvent i¢eriginin X : 60:40 ACN:H>0, Y : 60:40 MeOH:H,0 ve
Z:%100 ACN olarak denemelerine ait sonuglar

Grafik 4’ deki sonuglara bakildiginda orjinal metodun kendisi kullanildiginda 4-Fluoro MDMB-
BUTICA, ADB-BUTINACA ve MDMB-4en-PINACA i¢in MCX SPE kartus kullanimi ile
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ekstraksiyon verimleri % 85.42 ile 102.45 araligindadir. Bu durum sentetik maddeler olarak

adlandirilan ve genellikle hidroksilasyon, N-debutilasyon, oksidatif deaminasyon gibi anahtar

biyotransformasyonlari

gerceklestiren maddelerin  tespit edilebilmesinde ekstraksiyon

veriminin arttirilmasima yonelik c¢alismalarda MCX SPE kartus kullaniminin  6nemini

gosterilmektedir.

B.1.2. SPE prosediirii sonrasinda kromatografik analize verilmeden énce mikrofiltre

kullaniminmin etkisi

SPE prosediiriinde analitlerin ilgili ekstraksiyon solventi ile geri ¢oziilerek LC-MS/MS

cithazina verilmeden dnce mikrofiltreden 6rneklerin gegirilmesinin etkisini incelemek adina

SPE prosediirii 0.45 pm, 25mm &lgiilerinde mikrofiltre kullanilarak (MF’li) analiz edilmis

ornekler ile mikrofiltre kullanilmadan (MF’siz) analiz edilen orneklerin kiyaslamasi

yapilmistir.
MF-Morfin
150
100
50 I
0
MF'Li MOR MF'SiZ MOR MF'Li MOR MF'Siz MOR
HLB BOND
®mMEOH ®m%10 MEOH m %50 MEOH
MF-6-MAM
140
120
100
80
60
40
20
0

MF'LI 6- MF'SiZ 6- MF'Li 6- MF'SIZ 6-
MAM MAM MAM MAM

HLB BOND

mMEOH m %10 MEOH m %50 MEOH

MF-Kodein

140
120
100

80

60
40
20

0

MF'Li COD MF'SiZ COD MF'LIi COD MF'SiZ COD
HLB BOND

= MEOH ™ %10 MEOH m %50 MEOH

MF-Amfetamin

140
120
100

80

60
40
20

0

MF'Li AMF MF'SiZ AMF MF'Li AMF MF'SiZ AMF

HLB BOND

mMEOH m %10 MEOH m %50 MEOH
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MF-Metamfetamin MF-MDMA

140 140
120 120
100 100
80 28
60 40
40 20
20 0
0 MF'Li MF'Siz MF'LI MF'Siz
MF'Li MET MF'SiZ MET MF'Li MET MF'SIZ MET MDMA MDMA MDMA MDMA
HLB BOND HLB BOND
mMEOH m®m%10 MEOH m %50 MEOH B MEOH ™ %10 MEOH m %50 MEOH
MF-Kokain MF-Benzoilekgonin
140 140
90 90
-10 , : . : -10 . : . :
MF'LI MF'SIZ MF'LI MF'SIZ MF'LI MF'SIZ MF'LI MF'SIZ
KOKAIN KOKAIN KOKAIN KOKAIN BENZO BENZO BENZO BENZO
HLB BOND HLB BOND
B MEOH ® %10 MEOH m %50 MEOH B MEOH m%10 MEOH m %50 MEOH
MF-Nikotin MF-Kotinin
140 140
120 120
100 100
80 80
60 60
40 40
20 20
0 0
MF'LI NiK ~ MF'Siz NiK =~ MF'Li NiK ~ MF'Siz NiK MF'LIi COT MF'SiZ COT MF'Li COT MF'Siz COT
HLB BOND HLB BOND

B MEOH ® %10 MEOH m %50 MEOH B MEOH ®%10 MEOH m %50 MEOH



MF-MDA

140
120
100

80

6

4

2
0

MF'Li MDA MF'SiZ MDA MF'Li MDA MF'SiZ MDA

o O O

HLB BOND

mMEOH m %10 MEOH m %50 MEOH

MF - THC-COOH
140
90

MF'LITHC MF'SIZTHC MF'LITHC MF'SIZTHC MF'LiTHC MF'SiZ THC
COOH COOH COOH COOH COOH COOH

HLB BOND MCX
BMEOH m%10 MEOH %50 MEOH
Grafik 5. Klasik maddeler i¢in mikro filtre kagidinin ekstraksiyon sirasinda kullaniminin etkisine ait sonuglar
THC-COOH i¢in yapilan ii¢ farkli SPE kartus denemesinde MCX SPE kartus veriminin yliksek
elde edilmesi sorbentin icerdigi katyon-degisim gruplarindan kaynaklandigi belirlenmistir.
Sentetik maddeler gibi asidik 6zellik gosteren THC-COOH’in ekstraksiyon verimi MCX ile
ortalama % 102.82 elde edilmistir. Mikro filitreden gegirilen 6rneklerde ise bu degerin % 90.

73 elde edildigi goriilmiistiir.

SPE prosediiriiniin klasik maddeler icin MF’siz denemeleri sonrasinda LC-MS/MS cihazinin
viper kisminda tikaniklik olmasi sebebiyle sentetik maddeler i¢in MF’siz denemeler

yapilamamustir.

B.1.3. SPE prosediirii oncesinde numunelerin vakum altinda cam mikrofiber filtreden

siiziilmesinin etkisi

SPE prosediiriinde su numuneleri analiz 6ncesi igerdigi kati partikiilleri uzaklastirmak amaciyla
kaba filtre (KF) kagidiyla stiziilmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda Whatman GF/C (2.7 pum)
diameter 47mm, glass microfiber filtre kagitlar1 kullanilarak vakum altinda siiziilen su

numunelerinde herhangi bir madde kaybinin olup olmadig incelenmistir.
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Sekil 12. Vakum membran filtrasyon sistemi

KF-Morfin
MEOH %10 MEOH %50 MEOH

HKF'LI-MOR  ® KF'SiZ-MOR

KF-6MAM

MEOH %10 MEOH %50 MEOH

E KF'LI-6MAM  ® KF'SIZ-6MAM

KF-Metamfetamin

MEOH %10 MEOH %50 MEOH

B KF'LI-METH  ® KF'SIZ-METH

KF-Kodein
150
100
il 1 1l
0
MEOH %10 MEOH %50 MEOH
B KF'Li-COD mKF'Siz-COD
KF-Amfetamin
150
100
> 1l sl BB
0
MEOH %10 MEOH %50 MEOH
B KF'LIF-AMP  m KF'SiZ-AMP
KF-MDMA
150
100
) Il Il II
0
MEOH %10 MEOH %50 MEOH

H KF'LI-MDMA  ® KF'SiZ-MDMA
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150

100

50

150.00

100.00

50.00

0.00

KF-MDA

MEOH %10 MEOH %50 MEOH

HKF'LI-MDA  mKF'SiZ-MDA

KF-Kokain
MEOH %10 MEOH %50 MEOH

B KF'Li-COC  mKF'Siz-CcOC

150

100

50

150

10

o

5

o

KF-THC-COOH

MEOH %10 MEOH

%50 MEOH

B KF'LI-THC-COOH  m KF'SiZ-THC-COOH

KF-Benzoilekgonin

MEOH %10 MEOH %50 MEOH

B KF'Li-BE  mKF'SiZ-BE

Grafik 6. Klasik maddeler i¢in ekstraksiyon dncesi cam mikrofiber filtre kullaniminin analiz sonuglarina etkisi

Mikrofiber filitre kullaniminin klasik maddelerin ekstraksiyonuna olan etkisi incelendiginde,

her bir madde kendi iginde filitreli ve filitresiz ekstraksiyonlar1 agisindan degerlendirilince

herhangi bir analitik kayip yasanmadigi goriilmektedir. Filitre kagidi ile olan etkilesimin

gozard1 edilebilecegi gozlenirken bu durum orneklerin gegirildigi yiizeyin por biiyiikliigiine

bagli olarak degisebilecegi de vurgulanmasi gereklidir.

Asagida sentetik psikoaktif maddeler igin olan ekstraksiyon prosediirii oncesinde cam

mikrofiber filtre kullaniminin etkisine dair elde edilen sonuglar verilmistir.
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KF-4-fluoro MDMB-BUTICA

140
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0
BOND BOND
KF'LI 4-fluoro MDMB-BUTICA ~ KF'SiZ 4-fluoro MDMB-
BUTICA
®EMEOH ®%10 MEOH m%50 MEOH =
KF-ADB-BUTINACA
140
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100
80
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40
20
0
LB BOND LB BOND
ADB-BUTINACA ADB-BUTINACA
= MEOH m%10 MEOH =%50 MEOH =
KF-MDMB-4en-PINACA
140
120
100
80
60
40
20
0
BOND BOND
MDMB-4en-PINACA MDMB-4en-PINACA

s MEOH m9%10 MEOH ®m%50 MEOH =

Grafik 7. Sentetik maddeler igin ekstraksiyon 6ncesi cam mikrofiber filtre kullaniminin analiz
sonuglarina etkisi

Sentetik maddeler acisindan da microfiber filitre kullanimi analitlerin gegirilen ylizey lizerinde

tutunmasinin analitik agidan bir kayip yaratmadigi goriilmiistiir.
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Tartisma

Atik su epidemiyolojisine dayanan sularda madde analizi yaklasimi madde ile miicadelede
somut bir yol haritas1 sunan ve gittik¢e yayginlasan bir analitik yaklasimdir. Bu yaklasim ile
elde edilen sonuglar analiz Oncesi ve analiz sirasinda bazi faktorlere bagli olarak
degisebilmektedir. Bu faktorlerden ilki 24 saatlik kompozit numunelerin ilgili atiksu aritma
tesislerinden otomatik numune alici ile 24 saate kadar toplanarak depolanmayi ve bir
laboratuvara nakliye edilmesi asamasinda etkilidir. Bu asamada ortam sicakliginin diisiirtilmesi,
pH ayar1 ve on filtrasyon dahil birgok faktdr analitlerin stabilitesinin etki etmektedir (Devault
et al., 2017; Gonzalez-Marifo et al., 2010a; van Nuijs et al., 2011). Ancak, 6zellikle maliyet-
etkinlik ve kolaylik diistiniildiigiinde, bu 6nlemlerden hangisinin en verimli oldugu giiniimiizde
¢ogu madde i¢in halen belirsizdir. Numunelerin hazirlanmasindan hemen sonra analiz edilmesi
miimkiin olmayabileceginden, numune ekstraksiyonundan sonra ikinci analit kayb1 periyodu
meydana gelebilmektedir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda analit kaybina neden olabilecek
cevresel faktorlerin ve analitik asamalarda belirsiz olan faktorlerin incelenerek optimize
edilmesi tizerine ¢alismalar yapilmistir. Bu amagla psikoaktif maddelerin sularda analizine etki
edebilecegi literatiirde hala arastirma cabasi altinda olan 1) stabilite faktorlerinden pH ve
sicaklik ii) analitik yontemde segilen SPE kartus, solvent se¢cimi, mikrofiltre kullanim1 ve cam
mikrofiber filtre kullanilarak siizme isleminin analitlerin konsantrasyonuna etkisi 6l¢tilmiistiir.
Stabilite ¢alismalart incelendiginde i¢ farkli pH’da 1-3-7-14 giin boyunca +4 derecede
saklanan ve ilgili glinlerde analiz edilen su 6rneklerinin LC-MS/MS ile analiz sonuglarina gére
ortalamasi alindiginda genel olarak neredeyse tiim parametreler 7 giine kadar stabilitesini tiim
pH’larda korudugu goriilmiistiir. Ancak saklama siiresine gore 7.giinden sonra yapilan 14.gilin
analizlerinde analitlerin geri kazanimlarinda ortalama %34.80 azalma oldugu saptanmustir.
Tiim pH noktalarina bakildiginda ortalama en fazla azalma %50.28 ile kokainde gozlenirken
en diisiik azalma 9%25.70 ile kotininde olmustur. Kimyasal olarak kokain, 15°C'de pKa=8,6
olan zayif bir baz ve tersiyer bir amindir. Bu degerin iizerindeki pH'da biiyilk oranda
iyonlagmarnis ya da serbest baz seklinde bulunur. Daha diisiikk pH' larda ise tuzu 6rnegin
hidrokloriir tuzu seklinde bulunmaktadir. Bu tezde yapilan stabilite ¢calismalarinda pH degeri
olarak pH 2, 5 ve 7 noktalar1 denendiginde kokain i¢in en diisiik pH noktasinda molekiiliin
iyonlagmis halde oldugunu ve ortamin asitligi arttik¢a daha stabil kalan bir yonelim sergiledigi
goriilmektedir. 3-OH-Kotinin konsantrasyonunda ise %8.65 artig gozlenmistir. Bu durum
nikotin ve kotininin major metabolit olan 3-OH-Kotinine metabolize olmasiyla

aciklanabilmektedir (Benowitz et al., 2009). Bu ¢alismanin sonuglar1 2011 yilinda Kasprzyk-
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Hordern ve ark.’larmin yazdig1 derlemede pH, saklama sicaklig1 ve saklama siiresi lizerinde
tasarlanan ¢alismanin sonuglari ile paralel bulunmustur. Bu derlemede pH’da bir degisiklik
yapmadan 2°C ‘de depolanan sularin %34’tinde 12 saat sonra %15’inden biiyiik bir azalma
oldugu belirtilmistir (Baker & Kasprzyk-Hordern, 2011b). Calismamizda ise pH’lar ayr1 ayri
degerlendirildiginde; pH ayarlamasi1 yapmadan (pH=7.5) analiz edilen su numunelerinde
kokainde %47.88 azalma gozlenirken pH=2"ye ayarlanmis 6rneklerde kokainde %28.50 azalma
gbzlenmistir. Van Nuijs ve digerleri’nin 2012 de yaptig1 ¢aligmalar atik suda, amfetaminler ve
eroin’in nétr pH'ta daha kararli oldugunu gosterirken kokain i¢in ise pH 2'de daha kararli oldugu
tespit edilmistir (van Nuijs et al., 2012). Calismamizda 6lgiilen geri kazanimlarda da asidik
kosullarda analitlerin daha stabil kaldig1 goriilmiistiir. Bu durumu maddelerin pKa degerleri
tizerinden tartismak gerekirse pKa degeri bir asidin sulu bir ¢ozeltide ne kadar ayrisacagini
6l¢mede kullanilmaktadir. pKa, asit ayrisma sabitinin veya Ka degerinin negatif logaritmasidir.
Gigli asitler ¢ozeltilerde tamamen ¢ozlinme egilimindedir, bu nedenle Ka degeri ne kadar
biiylikse asit o kadar gii¢lidiir. Bu tez ¢alismasinda stabilitesi ¢alisilan maddelerin pKa
degerleri sirasiyla morfin pKa=9.9, amfetaminlerin pKa degerleri yaklasik 9.9, pKa
kokain=8.6, nikotin pKa=8.0, kodein pKa=7.95, kotinin ve hidroksikotinin sirasiyla pKa=4.8
ve 4.3, ve THC-COOH igin ise pKa=4.2dir. Bu maddelerin asit ve bazlarinin sulu ortamda
iyonize olma oranlari, ortamin pH’1 ile ilgili olacagindan asidik sulu ortamda daha az bozunma
asidik molekiillerde gergeklestigi goriilmektedir. Bilindigi tizere organik maddeler ve yliksek
sicakliklar atik sularda anaerobik kosullara neden olabilmektedir. Bu durum da hali hazirda ¢ok
diisiik seviyelerde olan psikoaktif maddelerin analizlerini etkileyerek saptanmasinin 6niindeki
en Onemli zorlayici unsurlardan biridir. Ancak literatiirde asidifikasyonunun bakteriyel
aktiviteyi onledigini gésteren calismalar ve asit ekleme isleminin su numunesini korudugu
bilinmektedir (Castiglioni et al., 2014). Gheorge ve arkadaslar1 kokain ve ana metabolitlerinin
yiizey suyundaki stabilitesini farkli pH degerlerinde (+2 ve +6) ve sicakliklarda (-20, +4 ve +20
°C) arastirmiglardir. Numunelerin asidik degerlerde depolanmasinin stabiliteyi artirmada
birincil faktér oldugu bulunmustur (Gheorghe et al., 2008). McCall ve digerleri, 2016 ile
Castiglioni ve ark. (2016), benzoilekgonin ve 11-nor-delta-9-karboksitetrahidrokanabinol
(THC-COOH) ile karsilastirildiginda kokain ve 6-monoasetilmorfinin sicakliga bagli zayif
stabilitesini vurgulamiglardir (Gonzalez-Marifio et al., 2016; McCall et al.,, 2016b).
Calismamizda tek bir sicaklik noktasinda (+4) pH degistirilmeden (pH=7,5) denemeler
yapilmistir. Yapilan calisma sonuglarina gore bu sicaklikta THC-COOH (%50.28) ve kokain
(%45.01) konsantrasyonlarinda ortalama azalma en yiiksek derecededir. Literatiirde Atasoy

Aydin ve ark.’lan tarafindan yapilan bir ¢alismada NPS'lerin stabilite analizleri +4, -20 ve
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+20°C'de gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon asamasinda bozulmayr Onlemek adma pH
ayarlamas1 uygulanmis ve ultra saf su 6rneklerinde analitlerin stabilitesini degerlendirmek icin
dogal pH (6-7) ve pH 2 karsilastirilmistir. Calismada 7 giin sonunda +4°C ve -20°C'de analiz
sonuglari asitlendirilmis ve asitlendirilmemis 6rneklerde katinonlarin stabil oldugu goriilmiistiir
(Atasoy Aydin et al., 2023). Benzer sekilde, Bade ve arkadaslar1 da katinonlar i¢in 7 giin iginde
4°C ve -20°C'de benzer sonuglar gozlemlemistir (Bade et al., 2017). Bu calismada sentetik
maddeler igin 7 giin igerisinde +4 derecede yapilan ¢alismalar boyunca genel olarak maddelerin
stabil kalabildigi calismamizdaki klasik maddelerde oldugu gibi gozlenmistir.

Calismanin ikinci basamaginda ekstraksiyon yontemine dair optimizasyon ¢alismalari
yapilmistir. Oncelikle ekstraksiyonda kullanilan SPE kartuslarin analitik agidan etkisini
incelemek i¢in denemeler yapilmistir. Bu tez ¢alismasinda denenen Oasis MCX ekstraksiyon
kartusu karma mod polimerik sorbentler igermektedir. MCX’in icerdigi sorbent ters fazli ve
katyon degistirme islevleri olan giiclii katyon degistirici siilfonik asit gruplart bulunmaktadir ve
bir poli (divinilbenzeneco-N-vinilpirolidon) kopolimeri olan Oasis HLB sorbentinin yiizeyinde
baglidir(Waters, n.d.). Oasis HLB ile arasindaki en biiyilk fark MCX sorbentinin bazik
maddeler i¢in yiliksek seciciligidir. Katyon degistirme gruplari, bazik ilaglar i¢in yliksek
secicilik saglamaktadir. Bu durum toksikolojik analizlerde Ozellikle amfetamin benzeri
stimulanlarin analizlerinde MCX kartusu 6n plana ¢ikarmaktadir (Baker & Kasprzyk-Hordern,
2011a; David R. Baker a, n.d.). Oasis HLB ise pH 0-14 arasinda stabil kalan ve polar analitlerin
tutulmasini ters faz kapasitesi sayesinde saglayan bir sorbent icermektedir. Oasis HLB, asidik,
notr ve bazik bilesikler i¢in evrensel, ters fazli bir sorbent gorevi gérmektedir. Bu nedenle
toksikolojik analizlerde siklikla kullanilmaktadir (Baz-Lomba et al., 2016; Boleda et al., 2007;
Gheorghe et al., 2008; Gonzalez-Marifio et al., 2010b). Oasis HLB ile daha yiiksek tutma
kapasitesi ve daha az atilimla daha fazla analit tutulmasi laboratuvarlarin SPE yo6nteminin
tyilestirilmis geri kazanimina ve genel olarak iyi bir tekrarlanabilirligine yol agmaktadir. Bu
durum Oasis HLB’yi ters fazli SPE'de altin standart haline getirmistir. Bond Elute SPE kartusu
Oasis HLB gibi fizikokimyasal 6zellikleri bakimindan tiim asidik, bazik ve ndtr gruplarin
analizinde kullnailmak iizere tasarlanmistir. Genel sorbent igerigi genis uygulama alanlar1 i¢in
ayarlanmig ve C18-bagl silika jele gore 3 ila 10 kat daha yiiksek adsorpsiyon kapasitesi
bulunmaktadir. pH 1 ile 14 arasinda kararli olup yaygin ¢oziiciilerle de uyumludur. Bu
ozellikleri bakimmdan Oasis HLB ile benzer olsa da yiiksek adsorbsiyon kapasitesi analitik
sonuclarin Bond Elute ile daha yiiksek geri kazanimlarin elde edilmesini saglamistir.
Calismamizda in-house yontemler HLB kartusu ile calisilsa da diger kartuslarin tistlinliikleri

rapor edilmistir. Farkli sorbentler iceren HLB ve Bond Elute SPE kartuslar1 ile amfetamin,
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benzoilekgonin, kodein, kotinin, 6-MAM, metamfetamin, MDMA, MDA, morfin, nikotin ve
THC-COOH analiz edilerek geri kazanimlar1 kiyaslanmistir. Bond Elute ile yapilan
calismalarda ele aliman maddelerin %83’iinde geri kazanimlar HLB ‘ye goére %17.21 daha
yiikksek c¢ikmistir. THC-COOH igin geri kazanimlart Bond Elute ile yapilan c¢alismalarda
%30.39 daha yiiksek saptanmistir. Metamfetamin ve benzoilekgonin i¢in ise geri kazanimlari
Bond Elute ile yapilan ¢alismalarda %10.02 daha diisiik ¢ikmistir.

iki farkli SPE sorbenti ile olan ¢alismalarin kiyaslanmasia paralel olarak ayrica ii¢ farkl
icerikte c¢oziiciiler kullanilarak analitler geri toplanmistir. Bu basamakta orjinal SPE
ekstraksiyonu uygulandiginda klasik maddeler i¢in son asamada tiim analitler %100 metanolde
¢oziilmektedir. Calismamizda orjinal metodun yaninda %50 metanol:su (v/v) ve %10
metanol:su (v/v) ile denemeler gerceklestirilmistir. Bu calismalara gore ortalama geri
kazanimlar %10 metanol:su (v/v), %50 metanol:su (v/v) ve %100 metanol i¢in sirasiyla; morfin
icin %91.72, 105.37 ve 80.42, kodein i¢in %113.00, 107.40 ve 81.25 ve 6-MAM i¢in 86.79,
120.82 ve 78.23 olarak saptanmustir ve sonuglar kendi icinde tutarlidir. Ug farkli ¢oziicii icerigi
ile yapilan c¢alismalarda bu maddeler i¢in methanol ile methanol:su karisimi uygun bir ¢oziicii
se¢imi olup oranlar1 degistiginde geri kazanimlar arasinda da 6nemli bir fark bulunamamustir.
THC-COOH ig¢in ti¢ farkli solvent iceriginde benzer sekilde birbirine yakin sonuglar elde
edilmistir. Ayrica THC-COOH i1ki farkli SPE sorbenti ve ti¢ farkli solvent igerigiyle geri
kazanimlar1 HLB sorbenti ile min: % 77.97 max: 108.37 araligindadir. Calismamizda
analitlerin geri ¢oziildiigii soliisyon igeriginin geri kazanimlar1 etkilemedigi goriilmustiir.
Ancak literatiirde ekstraksiyonun eliisyon asamasindayken eliisyon ¢oziiclisiiniin analitlerin
geri kazanimlarini etkileyebilecegi belirtilmistir. Eliisyon ¢6ziiciisiiniin bazik metanolle isleme
sokuldugunda eroin gibi maddeler i¢in evoparosyon isleminde analit kaybinin oniine gegtigi
belirtilmistir (Bones et al., 2007). Buharlasma sicakligi bazi bilesiklerin kaybina neden
olabilmektedir ve bu nedenle ¢ogu bilesik i¢in sicaklik degeri 40 °C'den yiiksek
calisilmamaktadir.Ancak bu tez calismasinda eliisyon ¢oziiciisiiniin etkisini izlemeye yonelik
denemeler yapilamamugtir.

Sentetik maddeler i¢in analitik yontem basamaklar1 birbirinden farklidir. Sentetik maddelerin
referans standartlari, pH ve sicaklik faktorlerinin incelendigi stabilite ¢alismalarinin
yuriitiiliidiigii asamada temin edilemediginden bu maddelerin sicaklik ve pH degisimlerinden
nasil etkilendigine dair sonuglar rapor edilememistir. Ancak 4-fluoro MDMB-BUTICA, ADB-
BUTINACA ve MDMB-4en-PINACA i¢in ¢calismanin ikinci boliimii olan analitik yontemin
optimizasyonu swrasinda analit konsantrasyonlarina etki eden faktorler incelenmistir.

Yapilan denemelerde ti¢ farkli SPE kartus (MCX, HLB, Bond Elute) kullanilmistir. Geri
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kazanimlar {i¢ farkli sorbent igeren kartuslarla kiyaslandiginda MCX ile yapilan ¢alismalarda
4-fluoro MDMB-BUTICA, ADB-BUTINACA ve MDMB-4en-PINACA i¢in geri kazanimlar
sirastyla %81.24 %89.01 ve %88.47 olarak bulunmustur. Bu durum literatiirde MCX kartusun
kullanilmasiyla ekstraksiyon sirasinda analitlerin protonlanarak SPE kartusa yiiklenmesinin,
Ozellikle sentetik maddelerin geri kazanilmasina yardimci oldugu bildirilmistir (Bade et al.,
2020). Literature benzer sekilde MCX sorbenti ile yapilan denemelerin geri kazanimlari
sentetik maddeler i¢in en iyi sonuglart vermistir. Ancak Kuloglu Geng ve ark.’lar1 tarafindan
yapilan sentetik katinonlar1 icerecek sekilde yapilan bir ¢alismada farkli ekstraksiyon
prosediirleri ve farkli SPE kartuslar1 denenmistir. Yapilan ¢aligmalar sonrasinda bildirilen ve
Oasis MCX kullanilarak yapilan denemelerde ¢alisma kapsamindaki analitlerin tamami (toplam

26 NPS) es zamanli ekstrakte edilememistir (Kuloglu Geng & Asicioglu, 2023)

SPE kartus denemesinde Bond Elute ile yapilan ¢alismalarda geri kazanimlar sirasiyla %68.47,
%85.23 ve %132.24 iken HLB ile yapilan ¢alismalarda %72.56, %66.61, %71.45 olarak
saptanmigtir. MCX kartuglarin geri kazanimlarinin daha yiiksek bulunmasi sentetik maddelerin
analizinde MCX sorbentinin kullanilmasin daha etkili olabilecegini gostermistir. Ayrica
sentetik maddelerin SPE ekstraksiyon prosediiriinde su numunelerinin analiz dncesi
asidifikasyonu (pH:2’ye ayarlanmasi) bu geri kazanimlari arttirabilecegide belirtilmelidir.
Literatiirde Oasis MCX kartuslarin, %2 HCOOH/H20 ile yikanmis, kurutulmus, hemen eliie
edilmis sekilde ve -20 ‘C'de saklandiginda alt1 hafta i¢inde higbir bilesik bozulmasi1 yasanmadigi
rapor edilmistir (Baker & Kasprzyk-Hordern, 2011b). Sentetik maddelerin ekstraksiyonunda
metotda belirtilen ve geri toplama adiminda analitleri ¢6zmek i¢in kullanilan ACN:H20 (60:40
(v/v)) ile geri kazanimlar 4-fluoro MDMB-BUTICA, ADB-BUTINACA ve MDMB-4en-
PINACA igin sirastyla %74.09, %80.28 ve %97.38 bulunmustur. Soliisyon igeriginde ve
oranlarinda degisiklik yapildiginda bunun analit geri kazanimlarmi nasil etkiledigini
saptayabilmek i¢cin MeOH:H.O (60:40 (v/v)) ve ACN (%100) ile denemeler
gergeklestirilmigtir. Yapilan denemelerde 4-fluoro MDMB-BUTICA igin ortalama geri
kazanimlar %73.19 ve %85.42, ADB-BUTINACA i¢in ortalama geri kazanimlar %81.87 ve
%102.45, MDMB-4en-PINACA i¢in ortalama geri kazanimlar %91.62 ve %98.06 olarak
bulunustur. Sonuglara bakildiginda sentetik maddeler i¢in ii¢ farkli soliisyonda geri kazanimlar
birbirine yakin bulunmustur ve analitlerin geri kazaniminda igerigindeki oranlarin degismesinin
anlamli bir katkis1 saptanmamustir.

Tez c¢alismasinda etkisi incelenen diger bir ¢alisma SPE sonrasi ekstrakte edilen numunelerin

LC-MS/MS ile analizinden once mikrofiltreden gecirmenin analitlerin geri kazanimlarinda
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onemli bir fark olusturup olusturmadiginin incelenmesidir. Bu amagla analitik prosediire gore
0.45 um MF’li ve MF’siz analiz edilen 6rneklerin orjinal metotdaki sonuglarina bakildiginda
morfin, kodein ve 6-MAM i¢in MF’siz yapilan ¢alismalarin geri kazanimlari ortalama %18.32
daha yiiksek bulunmustur. Amfetamin, metamfetamin, MDMA ve MDA igin yapilan
calismalarda MF’siz yapilan denemeler ortalama olarak %8.80 daha yiiksek bulunmustur.
Kokain ve benzoilekgonin igin yapilan denemelerde MF’siz yapilan ¢alismalar %28.01 daha
yiikksek bulunmustur. Nikotin i¢in anlamli bir fark yokken kotinin icin MF’siz yapilan
denemelerde geri kazanimlar %30.56 daha yiiksektir. THC-COOH i¢in ise geri kazanimlar
MEF’siz denemelerde %34.84 daha yiiksek bulunmustur. Calisma sonuglarina bakildiginda
mikrofiltre kullanimi1 analiz sonuglarin1 etkileyecek diizeyde analit kaybina yol agtigi
goriilmektedir. Ancak mikro filtre kullanilmadan 6rneklerin kromatografik sisteme verilmesi,
stvi kromatografisinin islevsel bolimlerinin arizalanmasina ve kolon Omriiniin azalmasina
neden olabilmektedir. Sentetik maddeler i¢in mikrofiltre etkisine dair ¢alismalar
tamamlanamamistir. Mikrofiltresiz yapilan enjeksiyonlar sirasinda LC-MS/MS cihazinin 0.13
um ¢apindaki viper blogu tikandigi i¢in mikrofiltreden gegirilmeden enjeksiyona verilen
orneklerde tikaniklik yasanmistir. Bu nedenle enjeksiyonlar tamamlanamadigindan rapor
edilememistir. Bu durumunun kolonda ve mobil fazing gectigi hatlarda meydana gelen
cokelmeden kaynaklanabilecegi lizerinde durulsa da analitik acidan polar bilesikler, yiliksek
sulu mobil fazlarda bile ters fazli bir kolonda zayif bir sekilde tutulduklari bilinmektedir.
Biyoanalitik LC-MS/MS uygulamalarinda, 6zellikle elektrosprey iyonizasyon (ESI) modunda,
analitin kolon lizerinde zay1f tutulmasi, matris bilesenlerinin analite iyon baskilamasi nedeniyle
zararli matris etkilerine neden olabilir. Matriks etkileri, biyoanalitik LC-MS/MS ydntemlerinin
basarisiz olmasinin baslica nedenlerinden biri olarak tanimlanmistir (Matuszewski et al., 1998).
Yiiksek sulu igerikli mobil fazlar da hassasiyet igin kritik olan iyi piiskiirtme kosullarinin elde
edilmesine elverisli degildir. Bir¢ok ila¢ bazik fonksiyonel gruplara sahiptir ve asidik mobil
fazlar kullanilir ve pozitif iyon modundaki MS bu ilaglar1 protonlanmis iyonlar olarak tespit
etmektedir. Polar analitlerin iyonizasyonu, ters fazli bir kolonda analitin kolon {izerinde
tutulmasini da azaltmaktadir (Naidong, 2003). Bu durum mobil faz se¢imi veya asidifikasyonu
ile degistirilebilmektedir.

Bu tez kapsaminda yapilan son denemeler SPE prosediirii 6ncesinde su numunelerinin i¢erdigi
analit konsantrasyonuna vakum altinda cam mikrofiber filtreden siiziilmenin etkisinin
incelenmesidir. Bu amagla Whatman GF/C (2.7 um) diameter 47 mm glass microfiber filtreden
gecirmenin herhangi bir analit kaybi yaratip yaratmayacagi arastirilmistir. Morfin, kodein ve 6-

MAM i¢in ortalama olarak KF’siz caligmalarda geri kazanimlar %13.6 daha yiiksek
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bulunmustur (%27.41, %10.43, %2.53). Amfetamin ve metamfetamin icin ise KF ile siizme
isleminde herhangi anlamli bir analit kayb1 yasanmadig1 saptanmistir (%3.66, %4.81). MDMA
ve MDA i¢in KF’siz ¢aligmalarda geri kazanimlar %17.50 daha yiiksek bulunmustur (%21.68,
%13.32). THC-COOH i¢in KF’siz ¢aligmalarda geri kazanimlar MDMA ve MDA’ya benzer
olarak %17.81 oraninda yiiksek bulunmustur. Nikotin ve kotinin i¢in KF’siz ¢alismalarda geri
kazanimlar ortalama %24.85 daha fazla saptanmustir (%25.97, %22.19). Sentetik maddeler igin
KF kullaniminin énemli bir fark yaratmadigi ve analiz edilen 4-fluoro MDMB-BUTICA, ADB-
BUTINACA ve MDMB-4en-PINACA i¢in KF’siz yapilan calismalarda geri kazanimlar
sirastyla %3.25, %4.26 ve %10.32 daha yiiksek bulunmustur. Literatiirde filtrasyon islemi
sirasinda 6nemli analit kayb1 olmadigi ¢alismamiza paralel rapor edilmistir. Bu durum Metcalfe
ve ark.’lar1 ve Baker&Kasprzyk-Hordern ve digerlerinin bulgularin1 desteklemektedir. Baker
ve Kasprzyk-Hordern ve ark.’lar1 GF/D (2. 7 um), GF/C (1,2 um) ve GF/F (0,7 um) cam elyaf
filtreler dahil olmak iizere g¢esitli membran filtreler kullanarak filtrasyon sonrasinda %100
civarinda analit geri kazanimi rapor edilmistir (Castiglioni et al., 2014; Metcalfe et al., 2010).
Calismamizda filtreleme, gozenek boyutu 2,7 pm olan membran filtreler kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu gdzenek boyutuna sahip filtreler biiylik partikiillii maddeleri ve bunlara
bagli bakterileri temizleyebilmekte ve boylece bakteri yogunlugu azaltilmig filtrelenmis bir
numune elde edilmektedir. Ancak, asili bakteriler uzaklastirilmadigi igin tamamen sterilize
edilmis bir numune saglayamamaktadir. Daha kiigiik g6zenek boyutlarina (6rn. 0,2 pm) sahip
membran filtreler asili bakterileri filtreleme yetenegine sahiptir, ancak kolayca tikanarak
onemli 6l¢iide daha uzun numune hazirlama siirelerine neden olmaktadirlar (Chen et al., 2013).
Literatiirde filtrasyon basamaginin analiz sonuglarina etkisini 6zetleyen bir bagka ¢alismada ise
sentetik kannabinoid tipi analitlerin i¢in dedektor yanitlarinin, filtre edilmemis 6rneklerde
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle ¢alismada filtrasyonun sentetik kannabinoid grubu
maddelerde 6nemli bir kayba yol actig1 rapor edilmistir. Ancak literatiirde ele alinan ve bu tez
calismasina dahil olan 4F-MDMB BUTICA ve MDMB-4en-PINACA igin sonuglar HLB
yontemlerinin filtre edilmis ve edilmemis analiz sonuglar1 %GK cinsinden degerlendirildiginde
souclar sirasiyla %102, %105 ve %125, %130 olarak elde edilmistir (Kuloglu Gen¢ &
Asicioglu, 2023). Bu durum literatiirde ele alinan NPS’lerin geneli i¢in filtrasyonun bir geri
kazanim kaybina yarattigini1 gostersede bu tez ¢calismasinda ele alinan sentetik maddeler parallel

sonuglarin elde edildigini goriilmektedir.

Atik sulardan diisiik miktarda madde konsantrasyonu tespit edilebilmesi oldukg¢a zor ve

zahmetli ekstraksiyon prosediirleri ve analitik yaklasimlar1 gerektirmektedir. Bu agidan atik
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sularda madde analizleri sinirlayict bir yaklasimi igerisinde barindirmaktadir. Bu duruma her
yil piyasaya yeni ¢ikarilan ve tespit edilen NPS sayis1 ve hizla degisen yapilarinin eklenmesi,
bu siirekli degisen maddelerin referans standartlarinin laboratuvar agisindan maddi bir yiik
tasimasi ve laboratuvarlarin smirli sayida madde temin edebilmesi bu analizleri daha da
zorlastirmaktadir. Bu stirecin igerdigi kisitliliklar bu tez ¢alismasinda da mevcut olup referans
madde temini, analitik olarak sistemsel hatalar, alt yapisal eksiklikler, analitik yaklasimlarin
degisimleri ve analitlerin degisen dogalar1 sebebiyle analitik sonuclarin degisebilmesi birebir
calismalarda yiizlesilen problemler arasinda yerini almistir. Ancak bu tez galismasi verilerin
genel degerlendirilmesi sonucunda ¢alismada klasik ve sentetik maddeler olarak ayrilan iki
madde grubu i¢in optimum geri kazanim sonuglarina gore ekstraksiyon teknigi optimize
edilmeye calisilmistir. Buna gore sentetik maddelerin sularda analizinde uygulanan SPE
prosediiriinde analiz 6ncesi numunelerin asidifikasyonu, MCX kartus kullanilmasi ve ugurulan
elisyonlarin %100 ACN i¢inde geri ¢oziilerek LC-MS/MS’e enjekte edilmesi maddelerin
analiz sonuglarmin %80-120 araliginda elde edilmesinde 6nemli fark yaratacagi goriilmiistiir.
SPE prosediirii 6ncesi numunelerin cam microfiber filtreden gegirilmesinin anlamli bir kayip
yaratmadigr da tespit edilmistir. Klasik maddelerin analizinde ise metamfetamin ve
benzoilekgonin hari¢ Bond Elue SPE kartus ile yapilan ¢aligmalarda geri kazanimlar daha
yiiksek elde edilmistir. SPE prosediirii sonrasinda analitlerin geri ¢oziilerek LC-MS/MS’e
enjekte edilmesinde %210 metanol:su (v/v), %50 metanol:su (v/v) ve %100 metanol
soliisyonlarimin geri kazanimlari arttirmada 6nemli bir fark yaratmadigi goriilmistiir. Ancak
orneklerin LC-MS/MS analizi 6ncesinde mikrofiltreden gecirmenin analiz sonuglarina etki
edebilecek diizeyde bir analit kaybi yaratabilecegi ve bu nedenle bu belirsizligin

hesaplamalarda dikkat edilmesi gerektigi saptanmistir.
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Sonug¢ ve Oneriler

Bu tez c¢alismasi kapsaminda yukarida sunulan arastirmanin bulgulari, numune toplama,
depolama ve hazirlama dahil tiim siirecin daha titiz bir sekilde degerlendirilerek raporlanmasi
gerektigini acik¢a gostermektedir. Genellikle yeterince dikkate alinmayan belirsizlik faktorleri
genel yontem performansi iizerinde 6nemli etkiye sahip olabilmektedir. Maddelerin atik sudaki
gelecegini daha 1yl anlamaya yonelik aragtirmalar ve geriye doniik hesaplamalardaki hata ve
belirsizligi en aza indirmeye yonelik ¢alismalar giin gegtikge 6nem kazanmaktadir. Bu nedenle
bu tez calismanin amaci literatiirdeki analitik tekniklere alternatif sunmaktan ziyade analizlerin
optimum kosullarda yiiksek geri kazanimlar ile gergeklestirilmesi adina kullanilan analitik
teknigin modifiye edilmesini saglamaktir. Bu amagla tez kapsaminda klasik ve sentetik olarak
ikiye ayrilan maddelere ait analiz prosediirleri, en az analit kayiplariin goriildiigii asamalari
dikkate alarak modifiye edilerek analizlerine yonelik yontemlerin optimizasyonlari
saglanmigtir. Boylece sularda madde analizlerine azaltici ya da arttirict yonde etkisi olan
kosullarin tanimlanmasi ile belirsizlik faktorii carpani diistiriilebilecektir. Bu ¢arpanin etkisinin
azaltilmasi ile hali hazirda sularda diisiik seviyelerde bulunan psikoaktif maddelerin tespit
edilmesinde ve sonrasinda toplumsal kullanimi yansitan verilerin hesaplanmasinda daha dogru

analitik sonuglar elde edilebilecektir.
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