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Eroin, gesitli analitik yontemlerle tespit edilebilir ve élgtlebilmektedir. Ancak adli
bilim uzmanlari ve kriminal laboratuvarlar daha ucuz ve daha hizli tespit
yontemleri bulmak icin g¢alismaktadir. Yuzey zenginlestiriimis Raman
spektroskopisi (SERS), genisleyen uygulama alanlari ile olasi bir alternatif
analitik yontem olarak dikkat cekmektedir. Literatlirde eroin ve metabolitlerinin
Raman ve SERS spektrumlari ile ilgili az sayida calisma olup bunlarda
birbirleriyle ¢elisen veriler sunmaktadir. Bu ¢galismada, opiat tespiti i¢in en uygun
Raman-aktif substrati bulmak ve tukurikte eroin ve metabolitlerinin hizli miktar
analizi SERS ydntemi gelistiriimesi amaglandi. Analizi yapilan opiatlarin SERS
analizi igin en uygun Raman-aktif ylzeyin belirlenmesi amaciyla Morfin standart
materyali kullanildi. Bu amagla, ince tabaka kromatografi (TLC) kagidi, gumus
nano yuzey (AgNS), altin nano-pargacik nanoseluloz (AuNP/Nanosellloz), altin

nanopargacik polianilin (AuNP/Polianilin) ve altin nano-rod (AuNR) yuzeyler



kargilastirildi. Eroin ve metabolitleri (morfin, morfin-3-B-glukuronid ve 6-
monoasetil morfin) igin saf madde ve tukurik numunesi igin ayr kalibrasyon
egrileri olusturuldu. Farkli konsantrasyonlarda eroin ve metabolitleri igeren
tukdrdk numunelerinin tekrarli SERS analizi 785 nm lazer kaynakli Raman
mikroskobu, AuNR yuzey ve AgNP sinyal artirici kullanilarak gerceklegtirildi. Elde
edilen sonuglar, eroin ve metabolitlerinin SERS tabanli bir sistem kullanilarak
tukUruk numunelerinde tespit edilebilecegini ve Olgulebilecegini gostermigtir. Bu
calisma, AuNR ylzey ve gumus nanoparcgagik (AgNP) sinyal arttiricinin sinerjik
etkisinin SERS spektrumunda tanimlanabilir bant sayilarini ve yogunluklarini
artirdigini ortaya koymustur. Geligtirilen yontemle ve kalibrasyon baglaminda
geligtirilen konsantrasyon intansite eslesmesi ile olusturulan formal kullanilarak
blank tukuruk numunelerinde eklenen konsantrasyonlara ¢ok yakin olarak eroin
ve metabolitlerinin miktar analizinin yapilabildigi saptandi. Bu veriler 1s1ginda,
tukarak numunesinde eroin ve metabolitlerini tespit etmek ve dlgmek icin hizli,

dogru ve fiyat-fayda dengesi agisindan ¢ok avantajl bir ydontem gelistirildi.

Anahtar Kelimeler: Eroin ve metabolitlerinin kimliklendirilmesi, Eroin ve
metabolitlerinin miktar tayini, Ylzey Zenginlestiriimis Raman spektroskopisi
(SERS), Raman-aktif ylizey, AUNRs, AgNP.
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Heroin can be detected and quantified by certain analytical methods; however,
forensic professionals and criminal laboratories study for cheaper and faster
detection tools. Surface-enhanced Raman spectroscopy rise as a possible
alternative tool with its widening application spectra. There are few studies
regarding Raman and SERS spectra of heroin and its metabolites, which are
unfortunately controversial. In this study we compared five different surfaces in
order to find out more efficient Raman-active substrate for opiate detection and
rapid quantification of heroin and its metabolites in saliva. Morphine standard

material was used to determine the most suitable Raman-active surface for SERS
iii



analysis of opiates. For this purpose, thin layer chromatography (TLC) plate,
silver nano  surface  (AgNS), gold nanoparticle  nanocellulose
(AuNP/Nanocellulose), gold nanopatrticle polyaniline (AuNP/Polyaniline) and gold
nano-rod (AuNR) surfaces were compared. Separate calibration curves were
generated for standart materials and saliva samples containing heroin and its
metabolites (morphine, morphine-3-R-glucuronide and 6-monoacetyl morphine).
Repeated SERS analysis of saliva samples containing different concentrations of
heroin and metabolites was performed using a 785 nm laser source Raman
microscope, AuNR surface and silver nanoparticle (AgNP) as signal enhancer.

The results showed that heroin and its metabolites can be detected and
measured in saliva samples using a SERS-based system. This study
demonstrated that the synergistic effect of AUNR surface and AgNP signal
enhancer increases numbers of identifiable bands and their intensities in the
SERS spectrum. It was determined that the quantitative analysis of heroin and its
metabolites could be achieved very close to the concentrations spiked in blank
saliva samples by using the developed method and the formula created by the
concentration-intensity match point during the calibration. In this respect, a fast,
accurate and very advantageous method in terms of cost-effectivity has been

developed to detect and measure heroin and its metabolites in saliva sample.

Keywords: Identification of heroin and its metabolites, Quantification of heroin
and its metabolites, Surface Enhanced Raman spectroscopy (SERS), Raman-

active surface, AUNRs, AgNP.
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1. GIiRIS

Uyusturucu ve uyarici maddelerin suiistimali dinya genelinde her gegen gun
artmakta, maalesef madde kullanmaya baslama ve bagimlilik yasi dugsmektedir.
Dunya genelinde her yil artan sayida uyusturucu madde iligkili hastalik,
zehirlenme ve diger klinik durumlar nedeniyle yogunlasan acil servis basvurulari,
adli nitelikli olaylar bildiriimektedir. Diger yandan, opiyatlar basta olmak Uzere,
madde kullanimi ile ilintili morbidite ve mortalite oranlarinda da ciddi artis
izlenmektedir. Zaman igerisinde, madde kullanim paterni, frekansi ve turleri
degismekle birlikte bazi uyusturucu ve uyarici maddelerin genis bir kullanim alani
buldugu, en yaygin sekilde kullanilan uyusturucu gruplarinin Dinyanin hemen
her yerinde ¢gogunlukla ayni olduklari bilinmektedir. Dlinya genelinde kannabis en
sik suistimal edilen madde olmasina ragmen morbidite ve mortalite agisindan en
blayUk sorun olusturan uyusturucu madde grubunun opiatlar (eroin, morfin vb.)

oldugu ifade edilmektedir [1].

Yuksek riskli opiatlar da dahil olmak Uzere yasa disi uyusturucu ve uyarici
maddelerin kotluye kullaniimasi; birey, aile, toplum, Ulke ve dinya Olgeginde ¢ok
yonll kiresel bir saglik sorunudur. Ozellikle geng-eriskin popilasyonda artan
mortalite ve morbiditeden sorumludur. Morfinin diasetil GrinU olan ve en yaygin
olarak Papaver somniferum'dan ekstrakte edilen eroin en yaygin sekilde
suiistimal edilen yasa digl uyusturuculardan biridir [2,3]. Yapilan bir anket
calismasinda, eroin kullaniminin toplum icinde sehir merkezlerinden, kentlerin
degisik alanlarina ve farkl sosyo-kiltirel siniflara dogru yayildigi belirtilmistir.
Dunya Uyusturucu Raporu 2017 [4] ve Avrupa Uyusturucu Raporu 2017’ye [5]
gore, eroin yuksek riskli opiatlar arasinda hala madde bagimhligin 6nde gelen
etkenlerinden biridir. Eroin bagimhhgi, artan kardiyo-pulmoner hastalik riski,
Hepatit C dahil kronik enfeksiyonlar ve karaciger yetmezligi baglaminda énemli
bir morbidite ve mortalite nedeni olmaktadir [6,7].

Avrupa Birligi (AB) Ulkelerinde opiat kullanimi ve opiat kullanim bozuklugu orani
goreceli olarak azalirken Turkiye’de tedavi i¢in hastaneye bagvuran madde
kullanicilarinin %54,8’nin (137826 kisi) opiat bagimliiginin bulundugu, diger



yandan hastanede yatarak tedavi goren hastalarin %61.8'nin (8555 kigi) opiat

bagimlisi oldugu ¢ok énemli bir sorun olarak karigimiza ¢ikmaktadir [7,8].

Yukaridaki bilgiler baglaminda dliinya genelinde dnemli bir sorun teskil eden opiat
grubunun ana elemani olan eroin ile iligkili olay sayilarinin tGlkemizde de basgi
ceker nitelikte ciddi bir saglik ve kriminal sorun oldugu goérulmektedir. Nitekim
Tarkiye uyusturucu raporunda da belirtildigi gibi Turkiye’de 2018 yilinda 2017
yilina gore eroin ile iligkili olay sayisinda yaklasik %41,5, diger yandan yakalanan

supheli sayisinda da %45,8 oraninda bir artis gerceklestigi dikkati gekmektedir
[8].

Adli ve klinik toksikoloji alaninda da sik kullanilan bu uyusturucu ve uyarici
maddelerin enstrumantal analizleri cok 6nemli yer tutmaktadir. Mevcut analitik
yaklagimlarda kolluk tarafindan yapilan saha analizlerinde basit 6n tarama
testleri, adli ve Klinik toksikolojik analizlerinin genelinde Temel immuinassay
sistemleri, enzimatik analiz sistemleri ve daha komplike durumlarda da ylksek
performans sivi kromatografi (HPLC, High Performance Liquid Chromagraphy),
gaz kromatografi ile egslenmis headspace (GC-HS, Gas Chromatography
Headspace Autosampler), Gaz Kromatografi ile eslenmis Kitle Spektrometri
(GC-MS, Gas Chromatography Mass Spectrometry), Gaz Kromatografi ile
eslenmis Kitle Spektrometri ve Tandem Kutle Spektrometri (GC-MS/MS, Gas
Chromatography Mass Spectrometry and Tandem Mass Spectrometry), Sivi
Kromatografi ile eslenmis Kitle Spektrometri (LC-MS, Liquid Chromatography
Mass Spectrometry), Sivi Kromatografi ile eslenmis Kitle Spektrometri ve
Tandem Kditle Spektrometri (LC-MS/MS, Liquid Chromatography Mass
Spectrometry and Tandem Mass Spectrometry) ve benzeri komplike

enstrimantal analitik sistemler kullaniimaktadir [9].

Yaygin sekilde suiistimal edilen uyusturucu, uyarici ve tibbi maddelerin
analizinde mevcut uygulamalar ile analitik yaklagimlarda sorunlar oldugu
gorulmektedir. Rutin analitik sistemlerin 6zellikle kisinin etkisinde oldugu
dusundlen maddenin acil tespitinin gerektigi klinik durumlarda ve kollugun rutin

kontrolleri ile saha testlerinde kullanim agisindan uygun olmadigi, uzun



ekstraksiyon ve analiz suresleri nedeniyle tani, tedavi ve raporlama surecinde
gecikmeler yasandigi bilinmektedir. Bu ¢alismada; bu bilgiler dikkate alinarak
kullanimi daha kolay, daha hizli, modifikasyonlara, gelistiriimeye ve daha hassas
hale getiriimeye acik olmasi nedeniyle; uyusturucu/uyarici madde igeren tikuruk
numunesi analizinde yeni ve alternatif bir analitik yontem olarak yluzey

zenginlestirilmis Raman spektroskopi (SERS) kullanimi amaglanmaktadir [10].

Adli tip ve adli bilimler alanindaki 6nemli analitik sorunlardan biri de ¢alisilacak
numunenin az miktarda olmasi, bir olay yerinde Orneklenemeyecek ylzeye
adsorbe olmus bir seklide bulunmasi ve beklemis biyolojik sivilarin kurumasi ile
fragmante olmus klguk partikiller sekilde elde edilmesidir. Bazen olay yerinde
son derece sinirl miktarda numune kesfedilebilir ki cogu zaman bu numunenin
sahislarin kimliklendiriimesi ve madde etkisi altinda olup olmadiklarinin tespiti
agisindan genetik ve toksikolojik inceleme igin birden fazla analizde kullaniimasi
gerekmektedir. Bu sorunun Ustesinden gelmek icin, son zamanlarda, mikro-
akigkan ve Raman spektroskopik yontemler dahil olmak Uzere, numuneye
zararsiz olan ve bir analiz sonrasinda numunenin bagka analizde kullaniimasina
olanak taniyan yontemlerle ilgilenen bir dizi galisma gerceklestiriimektedir [11—
13]. Bu acidan, numuneye nispeten zararsiz, gelecek vaat eden bir sistem olarak

SERS diger yontemlere gore birgok avantaja sahiptir.

Adli bilimler uygulamalarinda; hem teorik calisma ve deneylerde hem de
laboratuvar ve saha analizlerinde SERS kullanimi artis gdstermektedir. SERS,
¢cok az miktarda numunenin veya herhangi bir numunede c¢ok dusuk
konsantrasyonda bulunan analitlerin incelenmesinde kullanilabilen, uygulamasi
kolay, laboratuvar disi sartlara uygun hale getirilebilecek, potansiyel olarak hizl
ve uygun maliyetli bir analitik ydontemdir. Eser miktarda kimyasal delillerin ve belirli
vucut sivilarinin  tanimlanmasiyla ilgili ¢ok sayida SERS tabanli galisma
bulunmaktadir [11,14-20]. Ote yandan, morfin, kokain ve eroin gibi toksikolojik
maddelerin tanimlanmasi ile ilgili olarak, eroin ve metabolitlerinin farkli tirde
numunelerde SERS ile dogrudan toksikolojik analizi ile ilgili az sayida ¢alisma

bulunmaktadir. Ancak bu calismalarin neredeyse tamami farkli form ve



yapilardaki dogal veya sentetik uyusturucu, uyarici veya tibbi ilaglarin kimyasal

yapilarina isaret eden Raman imzalarinin belirlenmesi ile ilgilenmistir [21-25].

Biyolojik sivilardaki eroin ve metabolitlerinin tespiti ve miktar tayini hem
hastaneler hem de emniyet gugleri ve yargi organlari i¢in son derece 6nemlidir.
Alkol ve uyusturucu bagimhliginin rehabilitasyonu ve tedavisine adanmig
bagimlilik merkezleri ve psikiyatri kurumlari da dahil olmak Uzere ¢gogu hastane
blnyesinde, daha ucuz, hizli ve daha kolay uygulanmasi nedeniyle icin yasakl
madde veya tibbi ilag dizeyi tespiti icin enzimatik yontemler ve kagit bazl testler
kullanilabilmektedir. Ancak bu yontemlerin yanls pozitif veya negatif sonuglari
nedeniyle hukuki amaglarla kullanilmasi imkansiz hatta sakincalidir. Toksikoloji
laboratuvarlarinda, tandem kutle spektrometresi ile eslestiriimis sivi kromatografi
ve gaz kromatografisi kitle spektrometresi sistemleri yasadisi ilaglarin adli
nitelikteki analizleri icin onde gelen analitik yontemlerdir. Bu nicel yontemler
enzimatik yontemlere gore ¢ok daha guvenilirken, sistemler ve analizler diger
yontemlere goére oldukgca komplike, pahali ve zaman alicidir [26,27]. Mevcut
sistemlere alternatif olarak hem acil tanisal gereksinim icin hastane bunyesinde,
hem de yasal amagclarla analizler yapan toksikoloji laboratuvarlarinda ya da
emniyet gucleri tarafindan gercgeklestirilen saha analizlerinde potansiyel olarak
kullanilabilecek, yasa disi madde ve ilaglarin dogru bir sekilde tanimlanmasina

ve miktarinin belirlenmesine olanak taniyan umut verici bir yontemdir [28].

Yukarida sunulan bilgiler baglaminda, bu tez galismasi "Biyolojik bir sivida bir
farmako-toksikolojik ajan ve metabolitlerinin konsantrasyonlarini SERS ydntemi
ile 6lgmek mumkin mudar?" sorusuna dayanmaktadir. Bu tez calismasinin
amaci, eroin ve metabolitlerinin SERS analizi i¢in en uygun Raman-aktif yuzeyin
belirlenmesi, SERS spektrumlarinin ortaya konmasi ve tukirik numunesinde
SERS dlgumlerine dayali eroin ve metabolitlerinin konsantrasyonlarinin tespit
edilmesi ve analizi igin potansiyel olarak daha segici ve daha hizli bir yontem

geligtiriimesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Uyusturucu madde kullanimina dair genel 6zellikler

Uyusturucu ve uyarici maddelerin suiistimali diinya genelinde her gegen gun
artmakta, kullanmaya baslama ve bagimhlik yasi dismektedir. Bu nedenle
yasamin tum alanlarini etkileme potansiyeli olan bu 6nemli sorun giderek
bayumektedir. Zaman igerisinde, madde kullanim paterni, frekansi ve tercih
edilen madde tlrleri degismekle birlikte bazi uyusturucu ve uyarici maddelerin

sureklilik arz edecek nitelikte genis bir kullanim alani buldugu dikkati cekmektedir.

Dunya Uyusturucu Raporunda sadece 2018 yilinda dunya genelinde her 19
insandan birinin en az bir tur uyusturucu madde kullandigi belirtimektedir [1]. Bu
madde kullanici sayisinin Fransa, Almanya, italya ve ingiltere’nin toplam
nifusunu gectigi dikkate alindiginda sorunun boyutu ortaya ¢ikmaktadir. Aradan
gecgen on yillik sure igerisinde 2008 yili ile karsilastirildiginda global uyusturucu
madde kullaniminda %32,5 oraninda artis oldugu dikkati cekmektedir (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. Dunya uyusturucu kullanim prevalansi (Milyon kisi) [4,29]

Diger yandan 2018 yilindaki uyusturucu madde kullanicilarindan 36,6 milyon
insanin uyusturucu madde kullanim bozuklugundan muzdarip oldugu ve ciddi

saglik sorunlari ile karsilastigi belirtiimektedir [1]. Son on yilda uyusturucu madde



pazarindaki cesitlilide, yeni sentetik maddelerin Uretiimesi ve ilag etken
maddelerinin tip-digi kullaniminin artmasina ragmen hala en sik kullanilan bitki
temelli kannabis, kokain ve eroinin basi ¢ektigi bilinmektedir [1,7]. Kannabis en
sik kullanilan madde olmasina ragmen morbidite ve mortalite agisindan en buyuk
sorun olusturan uyusturucu madde grubunun opiatlar (eroin, morfin vb.) oldugu,
2017 yilinda saglikli bireylerde madde kullanimi sonucu 42 milyon 6lum olayinin
% 80’inin ve madde kullanim bozuklugu olan 167000 6lim olayinin da %66’sinin
opiyatlardan kaynaklandidi dikkati ¢ekmektedir [1,30]. Bu noktada opiat
suistimalinin ve buna bagli morbidite ve mortalitenin tum dunyada 6nemli bir

saglik sorunu oldugu anlasiimaktadir.

Avrupa Birligi (AB) Ulkelerinde en yodun sekilde suistimal edilen opiat madde
farkh kullanim sekil ve yontemleri bulunan eroindir. AB blnyesinde, son on yil
icerisinde opiat bagimlihginda tedrici sekilde azalma olmakla birlikte, yetiskin
ndfusun %0,4’Une tekabul eden yaklasik 1,3 milyon agir risk sinifinda opiat
kullanim bozuklugu olan birey bulunmaktadir. AB’de yuksek riskli opiat
kullanicilarinin - %77’sinin  AB nifusunun %62’sini olusturan bes Ulke de

(Almanya, ispanya, Fransa, italya, ingiltere) bulundugu bilinmektedir [6,31].

Tarkiye’deki durum incelendiginde 2018 yili icerisinde tedavi merkezlerine
uyusturucu madde kullanimina bagli toplam 251.593 kisin analiz/raporlama veya
tedavi basvurdugu goérilmektedir. Bu basvurularin yaklasik 2’Gnin (65.896
basvuru) denetimli  serbestlik uygulamasi  geredince  yonlendirildigi
belirtimektedir. Yine ayni yil igerisinde yatarak tedavi edilmek durumunda kalan
basvuran sayisinin 13.841 oldugu ve bu sayinin onceki yila gore %10,7

duzeyinde bir artig gosterdigi dikkati cekmektedir [8].

Onemli saglik sorunlari, bulasici hastaliklar ve komorbid klinik durumlarla
seyreden madde kullanim sorunlarinda en ug¢ klinik nokta 6lumdur. Tarkiye’'de
madde bagimhligina ikincil 6lum vakalarinin sayisi 2013 yilinda 232 iken bunun
2017 yil sonuna kadar yukselis trendi ile seyrederek, 941’e kadar ulastigi ancak

2018 yilinda ise bilimsel bir agiklamaya gereksinim duyulacak sekilde bir dnceki



seneye oranla olum vakasi sayilarinda %30’ civarinda bir disme meydana
geldigi izlenmektedir (Sekil 2.2.) [8].
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Sekil 2.2. Turkiye'de madde bagimhgi ile iligkili 6limler [8]

Ulkemizde madde kullanicilarinin yaklagik 2/3'0 (%65) 15 ile 34 yas arasinda
olup maddeye baslama yas ortalamasinin 19 oldugu gorulmektedir. Diger
yandan, madde kullanimi nedeniyle tedavi ihtiyaci olanlarin neredeyse yariya
yakini 20 ile 29 yas grubunda iken yas ortalamalarinin 27,2 yil oldugu
saptanmistir [8].

AB Ulkelerinde opiat kullanimi ve opiat kullanim bozuklugu orani goreceli olarak
azalirken Turkiye'de tedavi icin hastaneye basvuran madde kullanicilarinin
%54,8'nin (137826 kisi) opiat bagimliigi bulundugu, diger yandan hastanede
yatarak tedavi goren hastalarin %61.8’nin (8555 kisi) opiat bagimhsi oldugu ¢ok

onemli bir sorun olarak karigimiza ¢ikmaktadir [6-8].

Yukaridaki bilgiler baglaminda dinya genelinde dnemli bir sorun teskil eden opiat
grubunun ana elemani olan eroin ile iligkili olay sayilarinin tlkemizde de basi
ceker nitelikte ciddi bir saglik ve kriminal sorun oldugu goérilmektedir. Nitekim
Tarkiye uyusturucu raporunda da belirtildigi gibi Turkiye’de 2018 yilinda 2017

yihina goére eroin ile iligkili olay sayisinda yaklasik %41,5, diger yandan yakalanan



supheli sayisinda da %45,8 oraninda bir artis gerceklestigi dikkati gekmektedir
[8,32].

2.2 Yaygin sekilde kullanilan uyusturucu, uyarici maddeler ve degisim
trendi

Dunya genelinde farkh Ulkeler ve bdlgeler arasinda kullanilan uyusturucu
maddelerin kullanim paterni, kullanilan uyusturucunun tura farklilik gostermekle
birlikte, en yaygin sekilde kullanilan uyusturucu gruplarinin ve bu gruplar igindeki
esas maddelerin dinyanin hemen her yerinde gogunlukla ayni olduklari bunlarin
arasinda kannabinoidler, kokain, opiatlar, benzodiazepinler, amfetaminler, yeni

nesil stimulanlar ve sentetik ajanlarin basi ¢ektigi bilinmektedir [1,6,8].

Yogun kullanimi olan maddeler arasinda opiatlarin dnemli bir yer tuttugu ve saglik
agisindan en c¢ok zarar veren uyusturucu maddeler arasinda oldugu ifade
edilmektedir [1]. AB ulkelerinde, son on vyil igerisinde opiat kullanimi ile
badimliiginda tedrici sekilde azalma olmakla birlikte Ulkemizde opiat kullanimi ve
bagimlihdi ile opiat iligkili kriminal olaylarin yogun sekilde artis gosterdigi dikkati
cekmektedir [6-8]. Bu baglamda opiatlarin ana elemani olan eroin bu tez

calismasina konu edilmistir.

2.3  Opiatlar, Eroin ve Metabolitleri ve bunlara iliskin genel degerlendirme
2.3.1 Opiatlar

Opiatlar veya opiatlar afyondan (Papaver somniferum) turetilen bir grup dogal
alkaloid farmakolojik ajan ile ayni reseptorlere baglanan bir grup sentetik ajanin
genel ismidir. ileri derecede kotiiye kullanim potansiyeli bulunan opiatlar tim
dunyada kotuye kullanimi yasakli ve tim dinyada madde kontrol programlarinda
dahil edilmiglerdir [3]. Yukaridaki Dunya, Avrupa ve Turkiye uyusturucu
raporlarina yapilan atiflardan da anlasilacagi gibi opiat kullanim bozuklugunun
morbidite ve mortalite agisindan en yuksek riskli durumlar arasinda oldugu

anlasiimaktadir.



2.3.2 Eroin ve Metabolitleri

Eroin (diasetil/dia-morfin), morfin tlrrevi olan yari-sentetik bir afyon alkaloididir.
Eroin vicuda alindiginda ¢ok hizli sekilde endorfin benzeri rahatlama ve mutluluk
hissi meydana getirir. Bagimlilik potansiyelinin yuksek olmasi ve farkh
uyusturucu, uyarici maddelerden daha hizli tolerans gelistirmesi nedeniyle

yuksek riskli maddeler arasinda siniflandiriimaktadir [33].

Suistimal amaciyla alinan eroin vicutta, plazma serbest esteraz enzimlerinin
etkisi ile gok hizl sekilde 6-Mono Asetil Morfin 6-MAM ve morfine metabolize olur.
Bu ilk metabolizma basamagi kanda gergeklestiginden ¢ok hizli olmakta ve
neredeyse 1-1,5 saat gibi kisa slirede sonlanmaktadir. Eroinin ikinci metaboliti
konumunda olugan morfin devaminda karacigerde UDP-glukronil-transferaz ile
%75 duzeyinde Morfin-3-Beta-Glukuronid (M3B)’e metabolize olur. Geriye kalan
kismi Morfin-6-Beta-Glukuronid (M6B) ile Morfin-3-6-Beta-Glukuronide (M3-6B)
metabolize olarak vucut sivilari ile eksresyon basamagina gecer. Bunlara ek
olarak metabolit olarak %5’ten daha az oranda da normofin ve hidromorfin

karsimiza gikmaktadir [34]. Eroin metabolitleri sekil 2.3.'te gosterilmektedir.
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2.4  Toksikolojik Analizlerde Kullanilan Numunelere Genel Bakis

Gelisen teknolojiye paralel olarak adli ve klinik toksikolojik incelemeler cok sayida
yeni yontemler gelistirimekte ve Onceden sadece deneysel analizi
gerceklestirilen  ¢esitli  vicut sivilart  rutin - inceleme  sistematiklerinde

laboratuvarlarda yerlerini almaktadir.

Klinik toksikolojik analizler agisindan Turkiye’de ¢ogunlukla idrar numunesinde
kalitatif 6n tarama testleri uygulanmaktadir. Diger yandan az sayida hastane
bunyesinde immunoassay sistemleri ile konfirmasyona ihtiya¢ duyulan az sayida
madde analizi i¢cin kullanilan kalitatif ya da semi-kantitatif sistemlerle idrar
analizleri gerceklestiriimektedir.  Bunlara ek olarak ¢ok nadiren hastane
bunyesinde daha sofistike enstrimental analitik sistemlerde kan ve idrar

numunelerinde toksikolojik analizler gerceklestiriimektedir.

Adli toksikolojik incelemeler birgcok alt sinifa ayrilmakla birlikte burada sadece
postmortem toksikolojik inceleme ve antemortem toksikolojik inceleme seklinde

iki boliume ayirmak daha uygun olacaktir.

Postmortem toksikolojik analizler, bilindigi Gzere 6lim sonrasi incelemelerde ve
Ozellikle de otopsi esnasinda alinan numunelerin toksikolojik analizine
dayanmaktadir. Bu durumda s6z konusu numuneler otopsi materyali oldugundan
hemen her dokunun postmortem toksikolojik analizi gergeklestirilebilmektedir.
Kan, idrar, vitroz sivi, safra sivisi, mide igerigi, sac¢/kil ve solid organ érnekleri en
sik analiz edilen numuneler olmakla birlikte; yag dokusu, akciger havasi,
enjeksiyon yapilmig deri ve g¢evre doku, kusmuk materyali, iskelet kasi, kemik,
kemik iligi, gurime sivisi, ceset Uzerindeki bocek larvalari ve benzeri numuneler
de toksikolojik analiz igin alternatif olabilmektedir. Ancak bahsi gegcen dokularin
biyolojik ve fiziko-kimyasal ¢esitligi dikkate alindiginda bu analitik gatinin ne denli

kaotik oldugu anlagilacaktir [35].

Antemortem toksikolojik analizler de adindan da anlasilacagi canli bireyler de
yapilan toksikolojik analizleri tanimlamaktadir. Adli vaka toksikolojisi, isyeri

toksikolojisi, performans toksikolojisi, doping analizleri ve benzeri analizler sikga
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uygulanan bagliklardir. Bu analiz bagliklarinda kullanilan numune duruma gore
degismekle beraber siklikla kan ve idrar kullaniimaktadir. Ancak bu durumlarda
biyolojik sivinin 6rneklenmesi veya elde edilmesi igin saglik ¢alisani ya da uygun
guvenilir kosullarin bulunmasi gerekmektedir. Bu analizler icin de kullanilan
sistemler acil sonug alinmasi gereken durumlar ve saha kosullari agisindan

uygun olmadigi i¢in alternatif yontemlere ihtiyag duyuldugu agiktir [36].

Saha toksikolojisi ¢alismalari siklikla zorlu ve uygun olmayan kosullarda
yakalanan maddelerin ne oldugunu anlamak igin yapilan on testler, trafik kontrol
noktalarinda yapilan alkol ve madde kullanim kontrolleri ve benzeri uygulamalari
icermektedir. Kontrollerde kolluk gugleri tarafindan yakalanan maddelerin
analizleri agisindan basit on tarama testleri veya spektroskopik yontemlerle
yapilan analizlerin kriminal laboratuvarlarda konfirme edilmesi gerekmektedir.
Diger yandan trafik kontrollerinde yapilan toksikolojik analizlerde numune olarak
nefes havasi ve tikirik numuneleri kullaniimaktadir [37]. Bu iki érnekte de
bireyin bedenine yonelik bir girisim ve sagligina yonelik bir tehdit bulunmadigi
dikkate alinarak cogunlukla kollugun yetkilendirilmis oldugu goérilmektedir.
Mevcut durumda bu saha testlerinin birgok agidan yetersiz, dusuk 6zgullikte ve
konfirmasyona muhtag oldugu bilinmektedir. Bu bilgiler Gzerine adli vaka ve trafik
kontrol testlerinin yerinde ¢6zume kavusmasi ve hastane ya da kriminal
laboratuvarlara yuk olusturmamasi agisindan yeni, hassas, kolay uygulanabilir,
gelisime acik analitik yontemlere ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu nedenle; bu tez
calismasinda, yukarida bahsi gecen sorunlarin ¢ozumu noktasinda, diger
biyolojik numunelere Ustunlukleri oldugu bilinen, girisimsel bir ornekleme yontemi
olmamasi nedeniyle saglik ¢alisani disindaki profesyoneller tarafindan da alinip

analizi yapilabilen tukartk numunesinin galigiimasi uygun gorulmastir.

2.4.1 Tukuragun Toksikolojik Analizi

Tuakuruk numunesi, orneklemenin kolay olmasi, ornekleme igin saglk c¢alisanina
ihtiya¢ duyulmamasi, sahada ve hastane digi kosullarda kolay galisilabilir nitelikte
olmasi, igerigi bakimindan diger vicut sivilarina gére daha basit olmasi nedeniyle
analizinin kolay ve guvenilir olmasli ve benzeri nedenlerle 6ne c¢ikan bir

toksikolojik numune olarak karsimiza ¢ikmaktadir [38].
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Bu bilgiler 1s1ginda tikirik numunesinin saha ¢alismalarinda kullanim agisindan
uygun oldugu gorulmektedir. Tukuruk numunesinin mevcut saha testleriile analizi
sonucunda elde edilen sonuglarin kullanilan maddenin konsantrasyonunun
tespiti agisindan yeterli olmadigi, pozitif sonug vermesi halinde de bir toksikoloji
laboratuvarinda dogrulanmasi gerektigi anlasiimaktadir. Bu nedenle tukarik
numunesinde  uyusturucu/uyarici madde analizi agisindan Raman
spektroskopinin olumlu sonuglar vermis olmasi bu ¢alismaya konu edilen SERS
analizlerinin ¢ok daha degerli veriler sunacadi ve saha calismalarinda alternatif
analitik yontemler icin bir basamak olacagli dusunulmektedir. Tukurugun
toksikokolojik analizinin diger biyolojik numunelere gore ¢ok belirgin avantaj ve
ustunlukleri bulunmaktadir (Sekil 2.4.)

Her yerde yapilabilir

Test sonugclar: 3-8 dakika
icinde alinabilir

Erken tespit penceresi

Ila¢ kullanimdan hemen sonra
tespit edilebilir

Intoksikasyonla ciddi
korelasyon

Kandaki toksik ajanlar

tilkkiiriikte de bulunmaktadir

Ornek giivenilir ve temiz

Numuneyle oynamak veya

Sonuclar giivenilir

2
~4
=
(=
=
=<
=
I

Adulterasyon imkansizdir

degistirmek zordur

Kiiciimsenmemelidir

Kan kadar dogru sonu¢
vermektedir

Sekil 2.4. Tiakurikte toksikolojik analizinin diger biyolojik numunelere goére

ustlnluk ve avantajlari
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2.5 Uyusturucu ve uyarici madde analizlerinde kullanilan mevcut analitik
sistemlere iligkin degerlendirme

Adli ve klinik toksikoloji alaninda da sik kullanilan bu uyusturucu ve uyarici
maddelerin enstrumantal analizleri gok onemli yer tutmaktadir. Mevcut analitik
yaklagimlarda adli ve klinik toksikolojik analizlerde Temel immunassay sistemleri,
Enzimatik Analiz Sistemleri, HPLC, GC-HS, GC-MS, GC-MS/MS, LC-MS, LC-
MS/MS ve her gun bir yenisi ortaya ¢ikan ¢ok daha komplike sistemler
kullaniimaktadir [39].

Bunlardan, Cloned Enzyme Donor immunoassay (CEDIA), Enzyme-linked
sorbent immunoassay (ELISA) vb. sistemler 6zellikle laboratuvar imkanlari kisitli
saglik merkezlerinde 6n test veya sinirh sayida ilagc etken maddesi ile
uyusturucu-uyarici madde analizinde kalitatif veya semi kantitatif acidan tarama
testi olarak tercih edilmektedir. Bu yontemler kapsamli enstrumantal analitik
sistemlere gore daha hizli ydontemler olmakla beraber benzer molekuler yapidaki
ajanlarla c¢apraz reaksiyon olusabilmesi nedeniyle yanlis pozitif sonuclarla
karsilasilabilmekte ve bu nedenle alinan pozitif sonuglar i¢c daha komplike analitik
sistemlerle sonucun dogrulanmasi gerekmektedir. Diger yandan, bu tarama
testleri ile literatirde yanlis negatif sonuglar alindigina dair g¢alismalar da
bulunmaktadir [40—43].

Adli toksikoloji laboratuvarlarinda rutin kullanimda vyer bulan komplike
enstrimantal analitik sistemlerle daha guvenilir sonuclar elde edilmekle birlikte
bu sistemler teknik ve pratik agidan baskaca sorunlarla karsimiza ¢ikmaktadir.
Daha komplike olan bu analitik sistemlerin kullanimi noktasinda sisteme hakim
olan egitimli personel, detayli on analiz, ekstraksiyon ve analiz sureclerinde
kullanilmak Uzere yogun sarf malzemesi, kimyasallar ve laboratuvar ekipmanlari
ile bolca zamana gereksinim duyulmaktadir. Ancak gerek egitimli personelin
azhgi, gerekse teknik ve analitik agidan uygun fiyat fayda dengesinde olmamalari
nedeniyle Ulkemizde sinirlh sayida adli toksikoloji laboratuvarinda vyerlesik
bulunan bu sistemlerin klinik toksikoloji laboratuvarlarinda kullanimlarinin gok
kisith  oldugu, hastane merkez Ilaboratuvarlarinda da neredeyse hig
kullaniimadiklar bilinmektedir [44].
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S6z konusu enstrimantal analitik sistemlerin kullanimi ile gergeklestirilen
toksikolojik analizlerde alinan drnegin on hazirlik agsamalari, kati veya sivi faz
ekstraksiyonu, ihtiyaca gore tlirevlenmesi, ekstraktin viallenmesi ve enstrimantal
analiz basamaklarindan geg¢mesi gerekmektedir. Codu toksikolojik analizde
kimyasal Ozellikleri farkhlik gdsteren toksik gruplarin analizi igin ayni érnegin
birden fazla kez farkli yontemlerle ekstraksiyon basamagindan gegiriimesi
ihtiyaci da s6z konusudur. Sayilan nedenlerle, kan basta olmak Uzere vucut
sivilari (idrar, tikurik) veya cesitli alternatif numunelerde (kil, tirnak vb.) sinirli
sayida uyusturucu veya uyarici maddenin toksikolojik analizinin yapilmasi,
degerlendiriimesi ve yorumlanmasi/raporlanmasi birka¢ saat alabilmektedir.
Farkli gruplarda coklu uyusturucu ya da uyarici maddenin miktarinin tespiti
agisindan analiz yapilmasi halinde de galisma suresi, harcanan emek ve sarf
malzeme gideri artacak bazen de farkli bir analitik sisteminin kullaniimasi
gerekecektir [45]. Bu durumda ozellikle acil servislerde hizli tani konulmasi
bekleyen hastalar agisindan kritik olan tibbi mudahale surecinin dnemli dlgtde
gecikecedi, kollugun ihtiya¢ duydugu raporlama surecinin uzayacagi ve yargisal

islemlerin gecikecegi asikardir.

Adli tip ve adli bilimler alanindaki 6nemli sorunlardan biri de calisilacak
numunenin ¢ok az miktarda olmasi, olay yerinde orneklenemeyecek yuzeye
adsorbe olmus bir seklide bulunmasi ve beklemis biyolojik sivilarin kurumasi ile
fragmante olmus kucguk partikuller seklinde elde edilmesi ve boylelikle analiz
acisindan yetersizligidir. Bazen yeterli miktarda numune elde edilmedigi halde
bile bu numunenin sahislarin kimliklendiriimesi ve madde etkisi altinda olup
olmadiklarinin tespiti agisindan genetik ve toksikolojik inceleme icin birden fazla
analizde kullanilmasi 6nem arz etmektedir. Bu sorunun Ustesinden gelmek igin,
son zamanlarda, mikro-akiskan ve Raman Spektroskopik yontemler dahil olmak
Uzere, numuneye zararsiz olan ve bir analiz sonrasinda numunenin bagka
analizde kullaniimasina olanak taniyan yontemlerle ilgilenen bir dizi ¢alisma
gerceklestiriimektedir [21-23]. Bu agidan, numuneye nispeten zararsiz, gelecek

vaat eden bir sistem olarak SERS diger yontemlere gore birgok avantaja sahiptir.
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Sunulan bilgiler baglaminda yukaridaki komplike analitik sistemlerin acil servis
kosullarinda klinik toksikoloji laboratuvarlarinda kullanimlarinin fiyat-fayda etkin
olmayacagd! anlagiimaktadir. Bu baglamda ozellikle acil servise kabul edilen
intoksikasyon veya asiri doz magduru hastalara ait vucut sivisi orneklerinin
analizi i¢in yeni, hizli, ucuz, uygulamasi kolay olan alternatif bir analitik yonteme
ihtiyag oldugu agciktir. Ideal olarak acil kosullarda kullanim igin bir cihazin
kullaniminin kolay, mimkinse tasinabilir ve hasta basi ya da laboratuvarda hizli

analiz yapabilecek nitelikte olmasi gerekmektedir.

2.6 Raman Spektroskopi

Raman spektroskopisi yaklasik yuz yili agkin bir suredir temel bilimler tarafindan
kullanilan, temeli ve teorisi ¢ok iyi bilinen bir analitik yontemdir. Gelisen teknoloji
ile paralel olarak yontem surekli gelistiriimis, yeni spektroskopik yaklagimlar
ortaya konmustur. Cok iyi bilinen bu spektroskopik yontemi burada kisaca
tanimlamak yeterli olacaktir. Raman spektroskopisi, temelde molekuler yapilarda
dusuk frekansh vibrasyonel modlari incelemek igin kullaniimistir. Raman
spektroskopik sistemlerde genellikle gorunur, yakin kizilotesi ya da yakin
ultraviyole araliginda bir lazerden gelen tek renkli bir 15k kaynagi
kullaniimaktadir. Kullanilan 1sik herhangi bir molekul ile etkilesime girdiginde,
fotonlarin blylk cogunlugu ayni enerjide dagilir ki bu elastik ya da Rayleigh
saciimasi olarak tanimlanmaktadir. Ancak fotonlarin ¢ok kuiguk bir kismi farkli bir
frekansta saciimaktadir ki buna elastik olmayan sacilma ya da Raman etkisi
denmektedir. Bu verilerin islenmesi ile Raman spektroskopi bir molekulin
vibrasyonel imzasinin belirlenmesine, etrafindaki diger molekillerle nasil
etkilestiginin anlagilmasina ve boylelikle analiz edilen maddenin yapisal

imzasinin ortaya konmasina olanak tanir [46].

Farkli numuneleri inceleme, farkli alanlarda kullanim ve daha ylksek hassasiyet
ve hiz elde etme ihtiyaci nedeniyle gesitli Raman spektroskopi varyasyonlari

gelistirilmigtir.
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2.6.1 Yuzey Zenginlestiriimis Raman Spektroskopisi (Surface Enhanced
Raman Spectroscopy, SERS)

Yuzey zenginlestirimis Raman spektroskopi (SERS), Raman sacgiimasini
yogunlastiracak sekilde plazmon resonans olusturmak amaciyla tasarlanan
Raman-aktif ptrtzli metal ylzey ve bunun etkisini daha da arttiracak olan sinyal
arttirict altin veya gumus nanopartiklllerin kullanimina dayanmaktadir. Bu
sistematikle Raman etkinliginin 10%° ile 10! oraninda zenginlestirilebildigi ifade
edilmektedir [47]. Bu noktada SERS ile ¢ok daha disik miktarda maddenin
kimliklendiriimesi veya ¢ok kiuguk konsantrasyonlarda analit iceren numunelerin
analizinin mamkuin oldugu gorulmektedir. SERS yontemini olusturulan bilesenler

sekil 2.5.’te gosterilmigtir.

Raman-aktif ylizeye
adsorblanmis ya da yakin
numune

etal ylizey ve sinyal arttirict
E - Zenginlestirme nanopartikiillerle olusan
plazmon rezonans

Raman sistemi

' S - Spektroskopi Spektroskopi

Sekil 2.5. SERS ybénteminin temel bilesenleri

Yukarida sunulan bilgiler baglaminda; yaygin sekilde suiistimal edilen
uyusturucu, uyarici ve tibbi maddelerin analizinde sorunlar oldugu, mevcut
analitik sistemlerin 6zellikle acil servislerde ve kolluk tarafindan saha kosullarinda
kullaniimasi gereken durumlar agisindan uygun olmadigi, ekstraksiyon ve uzun
analiz suresi nedeniyle tani ve tedavi surecinde gecikmeler yasandigi
anlagiimaktadir. Bu noktada yeni bir analitik yontem olarak SERS kullaniminin
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goreceli olarak daha kolay, daha hizli, modifikasyonlara agik ve daha hassas hale

getirilmeye acgik olmasi nedeniyle kullanilabilecegi asikardir.

2.7 Uyusturucu ve uyarici madde analizlerinde alternatif bir analitik
yontem olarak Raman Spektroskopi

Literatlrde cgesitli uyusturucu ve uyarici maddelerin farkh formlarinin analizinde
Raman spektroskopinin, calisilan numunelere zarar vermeksizin tanimlama
(identifikasyon) amaciyla kullanilabildigi ve hassas sekilde glvenilir sonuglar elde
edildigi ifade edilmektedir. S6z konusu ¢alisma kapsaminda kokainin farkli kararl
formlari olarak “Sari freebase paste, Beyaz freebase paste, Crack rock, Kokain
HCI tozu ve Freebase kokain tozu’na ait Raman imzalari tanimlanmigtir [48]. Bu
bilgiler 1Is1ginda sokakta kolluk kuvvetleri tarafindan yakalanan veya olay yerinde
tespit edilen uyusturucu maddelerin saha testlerine uyarlanabilen Raman

spektroskopi ile kolayca ve hizli sekilde analiz edilebilecekleri anlasiimaktadir.

Farquharson S. et al., 2011 yilinda yayinlanmis olan ¢alismasinda recovery
calismasi niteliginde vucut sivisi olarak salivaya eklenen 150 uyusturucu, uyarici
ve farmasoétik ilag ve metabolitleri icin SERS kullanilarak ¢ok hassas sekilde
analiz yapilabilmis ve bir kiutuphane gelistirildigi belirtilmistir. Diger yandan, bu
yontemle ¢ok sayida etken maddenin 10 dakika gibi kisa bir surede, portable bir

sistemle analiz edilmesi gcok dnemli bir ayricahktir [21].

Son yillarda, Dinyanin hemen her yerinde gencler arasinda sentetik kannabinoid
(halk arasindaki isimleri ile Bonzai, K2, Spice, Jamaika vb.) kullaniminin ¢ok hizl
bir artig gosterdigi bilinmektedir. Bu sentetik maddelerin ¢esitli bitkilerin GUzerine
spreylenerek dogal bitki gibi gosterildigi bu nedenle masum bir sigara tlrl olarak
cocuk, ergen ve geng erigkinlere sunuldugu dikkati cekmektedir. Ote yandan
fiyatlarin ¢ok ucuz olmasi nedeniyle tlkemizde de kullanim oranlarinin her gecen
gun yukseldigi, kullanim yasinin dustugu, kisi bazinda da kullanim miktari ile gin
ici kullanim frekansinin arttigi goriimektedir. Yaklasik 200’ agkin turinin
olmasi, kimyasal agidan ¢ok kolay modifiye edilebilmeleri nedeniyle kolluk
kuvvetleri tarafindan yakalanma oranlarinin yeterli olmadigi, bunun yani sira,

genis kimyasal cesitlilik/spektrum ve bu sentetiklerin ¢ok seri sekilde modifiye
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edilmeleri nedeniyle sinirli sayidaki adli ve klinik toksikoloji laboratuvarlarinin da

teknik agidan analiz konusunda basarili olamadiklari gérulmektedir [49].

Mevcut  analitik  sistemlerle  toksikoloji  laboratuvarlarinda  sentetik
kannabinoidlerin analizi i¢cin standart madde alinmasi, tespit dizeyi (LOD) ve
miktarlandirma duzeyi (LOQ) belirlenmesi, kalibrasyon yapilmasi ve ¢ok sayida
madde igin kutuphane olusturulmasi gerekliligi géoz onune alindiginda yontem
kurma ve guncelleme surecinin ¢gok uzun olacagi, her bir analiz igin maliyetin gok
yuksek olacagi, analiz suresinin uzun zaman alacagi anlagiimaktadir. Bahsi
gecgen sentetik kannabinoid maddeleri agisindan yasakli maddelerin listesinin
hazirlanmasi igin sayilan tim islemlerin gerceklestiriimesi ve ulusal/uluslararasi
kolluk sistemlerine tanitilmasi gerekmektedir. Sentetik maddeler s6z konusu
oldugunda hizli bir modifikasyon calismasi ile bir madde hentz yasakli listesine
girmeden basit bir kimyasal islemle minimal modifikasyonla farkli bir madde
seklinde piyasaya sunulmaktadir. Bu noktada rutin toksikoloji laboratuvarlarinda
mevcut analitik sistemlerle sentetik kannabinoid analizi yapmanin cost-effective
olmayacagi agiktir. Mostowtt T. ve McCord B. 2017 g¢alismasinda SERS
kullanimi ile en yaygin suistimal edilen dort sentetik kannabinoidin simule idrar
orneginde kolaylikla ve hassasiyeti yuksek sekilde analiz edilebilecegi

gOsterilmistir [50].

SERS’i alternatif bir analitik yontem olarak LC-MSMS ile karsilastirma
noktasinda, Selbes YS. et al., (2016) tarafindan idrarda eritropoietin analizi icin
yapilan bir calismada SERS’in konvansiyonel LC-MSMS’e goére analiti cok daha
dusuUk duzeylerde saptayabildigi, daha hassas ve daha dogru sonug verdigi tespit
edilmigtir [51].

Yukarida sunulan literatur verileri 1s1iginda Raman spektroskopinin uyusturucu ve
uyarici maddelerin kararli formlarinda veya bir organizmada metabolize
edildikten sonra o organizmanin vdcut sivilari ve dokularinda analizi,
tanimlanmasi, miktarlandirilmasi acisindan ucuz, hizli, hassas, guvenilir,
kullanimi kolay bir alternatif ydntem olarak kullanilabilme potansiyeli oldugunu

gOstermektedir. Bu noktada s6z konusu uyusturucu ve uyarici maddelerin
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Raman spektrumlarinin elde edilmesi, kutuphanelerinin olusturulmasi ve analiz
yontemi validasyonu ile acil kosullar basta olmak uUzere her kosulda

kullanilabilecegi anlasiimaktadir.

2.8  Adli Tip ve Adli Bilimlerde Raman Spektroskopi Uygulamalari

Son yillarda, saglik bilimleri dahil birgok farkli disiplinde oldugu gibi, Adli
Bilimlerinin alt dallarinda kullanimi ile ilgili artan sayidaki ¢aligmalar goz onune
alindiginda; Raman Spektroskopinin adli bilimlerde umut verici bir analitik arag
haline geldigi dikkati cekmektedir. Raman spektroskopisinin intraoperatif tanisal
kullanimina iligkin ¢aligmalarin yani sira saglik hizmetlerinde in vitro diagnostik
testler de artis gostermektedir [52,53]. Ilgili literatiirde Raman spektroskopiye dair
en belirgin tanimlama oOzellikle hizlh ve ucuz bir tani yontemi olarak
tanimlamasidir [54,55].

Adli Tip ve Adli Bilimlerde Raman Spektroskopi, hizli analiz yaparak hizli sonug¢
vermesi, yuksek duyarliligi, yuksek o6zgulligu ve fiyat-fayda etkinligi sayesinde
son yillarda yapilan galismalarda alternatif bir analitik yontem olarak populerlik
kazanmaya baslamistir [11,56]. Raman Spektroskopisinin kullanim spektrumu,
Adli Bilimlerin tim disiplinlerindeki ¢alismalar acisindan genislemektedir (sekil
2.6.).
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Sekil 2.6. Raman spektroskopinin adli bilimlerde kullanim alanlari

Adli bilimler arasinda adli seroloji, Raman Spektroskopisinin kullanildigi
caligmalarin sayisi ve periyodu bakimindan ilk sirada yer almaktadir. Bu alanda
Lednev ve ark. tarafindan yapilan ¢aligsmalar literatiirde dikkate deger bir yere
sahip olmustur [57,58]. Bir biyolojik numunenin dogasini ve kaynagini belirlemek,
olay yerinden toplanan biyolojik bir sivinin arastirilmasinin ilkk adimlarindan biridir.
Raman spektroskopinin numuneye fiziko-kimyasal zarar vermeden ¢ok az
miktarda numune ile herhangi bir biyolojik siviyl analiz etme ve ayirt etme

yetenegine sahip oldugu ortaya konmustur [11,14,15,18,19,57-59].

Patlayici maddelerin analizi, saha galismalarinda, aramalarda ve patlama olaylari
sonrasinda yapilan laboratuvarda analizlerinde dikkat gerektiren bir galismadir
[60,61]. Raman spektroskopisi, eser miktardaki partikilleri kimliklendirebilmesi ve
belirli bir mesafeden uygulanabilmesi nedeniyle guvenli, el-tipi cihaz olmasi
nedeniyle saha galismalarina da uygun ve hizli sonug vermesi nedeniyle patlama

olaylarinin seri sekilde analizinde degerlidir [13,62—64].
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Raman Spektroskopisi ile atesli silah artigi analizi, Uzerinde birgok ¢aligmanin
yayinlandidi baska bir alandir. Ancak Raman Spektroskopinin bu konuda organik
ve inorganik artik analizinde mevcut yontemlere katki saglayacak ustunlukte

olmadidi anlasiimaktadir [65,66].

Raman Spektroskopisinin etkin bir sekilde kullanildigi diger adli bilimler arasinda;
Adli Otomotiv veya olay yeri malzemelerine dair boyalarin spektral incelemeleri
[67—70], murekkep degerlendirmesi ile yazi, imza ve ile adli belge analizleri
[71,72] ve sanat eserlerinin gercekligini belirlemek igin boyanin analizi [73,74] yer

almaktadir.

Adli Tip ve Adli Patoloji alaninda, Raman Spektroskopisi potansiyeli henliz tam
olarak anlasilmamis ve henuz bir ¢calisma alani bulamamis bir teknik olmaya
devam etmektedir. Bununla birlikte, Klinik Patoloji calismalarinda, farkh dokularin
histo-patolojik 6zelliklerinin Raman Spektroskopisi ile kolaylikla ayirt edilebilecegi
gOsterilmistir [75,76]. Literatlirde travmatik durumlarin bile Raman Spektroskopisi
ile degerlendirilebilecegi gosterilmigtir [77]. Raman Spektroskopisinin 6nemli
Olcude fiyat-fayda etkinligi ve hizli analizi, ameliyathanedeki degerlendirmeler igin
aninda tani yontemi olarak kullaniimasina olanak saglamaktadir [75,78—-80] Bu
veri aslinda Raman Spektroskopisinin otopsi odalarinda da otopsi esnasinda

veya sonrasinda tani yontemi olarak kullaniima potansiyelini gostermektedir.

2.8.1 Adli ve Klinik Toksikolojide Raman Spektroskopi Uygulamalari

Adli Toksikoloji, Raman Spektroskopisinin analitik bir yontem olarak kullanildigi
baslica alanlar arasinda yer almaktadir. Raman Spektroskopik yontemler ¢cok az
miktarda numune gerektirmesi, érnege goreceli olarak zarar vermemesi ve az
miktardaki materyal Uzerinde tekrarli analizlere olanak saglamasi nedeniyle adli
toksikolojik arastirmalarda birincil yontemler arasinda girme noktasinda amit vaat
etmektedir [56,81,82].

Bir bilimsel galisma grubu olan “Scientific Working Group for the Analysis of
Seized Drugs” (SWGASD) [83] 2019 raporunda Raman Spektroskopisi, yiuksek

seciciligi ve yapisal bilgi saglamasi nedeniyle “A grubu” analitik ydontemlere dahil

21



edilmigtir. Bununla birlikte, adli toksikolojik incelemelerin cogu sadece maddenin
belirlenmesini  degdil, ayni zamanda Dbiyolojik numunelerdeki madde
konsantrasyonunun da olculmesini tegkil etmekte ve analiz edilecek maddeler
genellikle ele gecirilenler disindaki birgok tedavi edici ilag veya pestisit turinu de
icermektedir [84].

2.8.1.1 Alkol

Alkol, saglik sistemi Uzerinde maliyet ve is yukine neden olan kotlye kullanimi
yaygin olan baglica maddeler arasinda sayilmaktadir [85-88]. Hem biyolojik
numunelerde hem de iceceklerde etanolin kantitatif tayini énemlidir. Benzer
sekilde, alkollu i¢eceklerde bir sure sonra olusabilecek veya kagak alkollu
iceceklerin Uretiminde kullanilan, toksisitesi ciddi morbidite ve mortaliteye neden
olan metanolin kantitatif analizi blyuk 6nem tagimaktadir [89,90]. Boyaci et al.
[91], ic standart olarak asetonitril kullanarak Raman Spektroskopisi ile cesitli
alkollG iceceklerde kantitatif etanol ve metanol seviyelerini belirlemislerdir. Yakin
zamanda yapilan bir galisma, farkh alkollt iceceklerdeki metanol seviyelerinin El-

tipi Raman Spektroskopisi cihazi ile kolayca oOl¢llebilecegini de gostermistir [92].

2.8.1.2 Uyusturucu ve Uyarici Maddeler

Raman Spektroskopik ¢alismalarinin Adli Toksikoloji uygulamalari alanindaki en
buyuk yansimasi, supheli materyalden yasa digi ilaglarin tespiti olarak
goérunmektedir. Bu baglamda, yasadigi uyusturucularin hem nitel hem de nicel

analizi igin literatirde ¢ok sayida one ¢ikan ¢alisma bulunmaktadir [59,81].

SERS ile arttinlan hassasiyetin bir sonucu olarak, Raman Spektroskopisi Adli
Toksikoloji laboratuvarlarinda her gecen gun daha fazla alan bulacagi
disunulmektedir. Farkli Raman-aktif substratlar tasarlayarak, farkl ilag ttrlerinin
Raman Spektroskopisi ile daha duyarli, segici ve spesifik bir gsekilde
tanimlanabilecegi belirtimektedir [48,59,93-97].

Sulk ve ark.1999 yilinda gumus yuzey Uzerinde 2-merkaptonikotinik asit ile
turetildikten sonra metamfetamin ve amfetamini SERS ile kantitatif olarak analiz
ettiklerini belirtmiglerdir [98].
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Inscore ve ark. [22] 2011 yilinda SERS ile dlinya ¢apinda en yaygin olarak
kotuye kullanilan 80 yasa digi ilag veya metaboliti Gzerinde galisti. Ayni yil icinde

152 yasadisi ve regeteli ila¢c ve metabolitleri SERS ile analiz edilmigtir.

Yeni psikoaktif maddelerin gunlik olarak sentezlendigi ve dagitildigi bir dinyada,
bu maddelerin serbest dagitimini ve satigini dnlemek igin hizli bir sekilde tespit
edilerek yasakh maddeler listesine eklenmesi bir zorunluluktur [99]. Literaturde,
Raman Spektroskopisinin benzer fonksiyonel gruplara sahip maddeleri veya
izomerlerinini, kimyasal olarak modifiye edilmis olsalar bile tespit edebildigini
ortaya koymustur [100-102].

Adli Toksikolojik analizlerde analizi yapilacak madde olay yerindeki kumas
materyaller Uzerinde leke olarak bulunabilir. Bir calismada kumas lifleri
arasindaki kokain ve metilen dioksimetamfetaminin ekstraksiyona gerek
kalmadan Raman Spektroskopi ile tespit edilebildigi ve bu analizin dogal kumas,
sentetik kumas veya boyall kumas turlerinde basariyla tekrarlanabildigi

anlasiimistir [103].

Farkli ve yayginlasan bir yasakli madde grubu olan sentetik kanabinoidlerin
analizinde basarih Raman spektroskopi ¢alismalari da bulunmaktadir [50,103—
105].

2.8.1.3 Terapétik ilaglar ve Digerleri

Tibbi tedavilerde kullanilan birgok ila¢ icin; bu ilaclarin yan etkileri, kimyasal
etkilesimleri veya agiri dozlari ile ilgili 6lum aragtirmalarinda veya tibbi uygulama
hatasi iddialarinin degerlendiriimesinde analiz konusu olabilmektedir [84,106]. Bu
noktada Raman spektroskopi ile ila¢ kimliklendiriimesi veya miktarlarinin
Olcimune, pestisitlerin analizlerine ve kimyasal savas ajanlarina dair ¢alismalar
bulunmaktadir. Tibbi amagli kullanilan gesitli ilaglar ve analizlerinde kullanilan

yontem gizelge 2.1.’de sunulmustur.
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Cizelge 2.1. SERS ile kimliklendirmesi yapilan gesitli tibbi ilaglar

Calisilan ilag Raman Yontemi Kaynak
Tibbi ilaclar (152 adet) SERS [21]
5-Fluorouracil SERS [25]
Papaverin SERS [107]
Suksinilkolin (idrar) SERS [108]
Dopamin, Pergolid SERS [109]
Propranolol (kan ve idrar) SERS [110]

Tarimsal drinlerde  pestisit  kalintilarinin ~ saptanmasinda  Raman
Spektroskopisinin kullaniimasi dénerilmektedir [111]. Kimyasal savas ajanlarinin
¢ogu c¢ok kuguk miktarlarda bile olumcul etkilere neden olabilecegi dikkate
alindiginda; Raman Spektroskopisi, ¢ok az numune gerektirmesi nedeniyle
biyoglvenlik ve laboratuvar guvenligi agisindan degerli bir yontem olarak 6ne
¢clkmakta ve ayrica numuneyi cam kapta agilmadan analiz etmesine olanak
saglamaktadir [112].

Raman Spektroskopi, saha ¢alismalarinda ve yakalanan maddelerin analizinde
yerini almaya baslamasina ragmen, teorik yetersizlik nedeniyle biyolojik
orneklerin analizinde hala yeterli sekilde kullanilmamaktadir. Bu durumun temel
nedenleri, biyolojik drneklerin kantitatif analizini yapan ¢alismalarin hala istenen
sayl ve seviyede olmamasi, profesyonellerin mevcut laboratuvarlarda olagan
duzenden sapmalara kargi direnci ve sonuglarin tekrarlanabilirliginin dusuk
olmasidir. Raman Spektroskopisi, adli toksikolojik calismalarda daha sik
kullaniimaya baslanmis olsa da rutin analizlerde kullanimini yayginlagtirmak igin
biyolojik orneklerin kullanildigi c¢alisma sayisinin artirimasi, yakalanan
uyusturucu-uyarici maddelerin Raman imzalarinin tespitinin yani sira standart
materyallerle yapilan konsantrasyon olgumu ¢alismalarinin yapilmasi ve valide

yontemlerin gelistiriimesi gerekmektedir.
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Bu calismada, dunya genelinde yaygin sekilde suiistimal edilen uyusturucu
maddeler arasinda basi ¢eken maddelerden biri olan eroin analiz edilmistir.
Vicuda alindigi andan itibaren hizla metabolize edilerek Morfin, M3B, 6-MAM,
M6B ve M3-6B’ya donusmektedir. Bu metabolitlerin sadece %5’inden daha azi
M6B ve M3-6B’ya donustugu icin bu iki metabolitin galisiimasi fiyat-fayda dengesi
agisindan uygun bulunmadigi igin galismaya alinmamistir. Eroin vicutta ¢ok hizli
metabolize oldugundan, kullanilan maddenin belirlenmesinde metabolitlerinin
analizi cok 6nemli bir yer teskil etmektedir. Eroin ve metabolitlerinin analizinde
kullanilan rutin analitik sistemler, 6zellikle ¢ok acil klinik tani ve raporlama ihtiyaci,
saha calismalari ve kolluk denetimlerinde kullanim agisindan uygun dedgildir. Her
seyden once mevcut kogullarda bir laboratuvar gerekliligi, yani sira ekstraksiyon
ve uzun analiz suresi bir alternatif ihtiyacini ortaya koymaktadir. Bu
degerlendirme baglaminda kullanimi daha kolay, daha hizli, modifikasyonlara,
geligtiriimeye ve daha hassas hale getiriimeye agik olmasi nedeniyle; hizli klinik
ve adli toksikoloji ve saha analizleri agisindan yeni ve alternatif bir analitik yontem
olarak SERS kullanimi ile tukurik numunesinde eroin ve metabolitlerinin analizi

agisindan yontem gelistiriimesi amaclanmigtir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR
3.1 Caligmanin Tasarimi

Calismaya baslarken tim analizlerde standardizayon acisindan, opiat grubu
analizleri igin en uygun ve Raman-aktif olma noktasinda en ustin SERS analizi
icin uygun nano yuzeyi tespit edebilmek i¢in eroin ve metabolitleri de dahil olmak
Uzere diger birgok opiat ile benzer kimyasal yapiya sahip oldugundan morfin
monohidrat (MM) kullanildi. Metanol iginde standart malzeme olarak alinan MM
250, 500 ve 1000 ppm konsantrasyonlarini elde etmek i¢in metanol ile seyreltildi.
Bu konsantrasyonlar, birbirleri i¢in kontrol olarak kullanildi. Seyreltiimis MM
cOzeltileri 1: 1 hacimde gimus nanopartikil (AgNP) kolloidleri ile karistirnldi ve
vortekslendi. AgNR'ler, altin nanopartikil (AuNP) / nanoseliloz ylizey, AuNP /
polianilin yuzey, TLC silika jel yuzey ve altin nanorod (AuNR) ylizey Uzerine 125,
250 ve 500 ppm MM konsantrasyonlarinda 2 pL nihai solisyon damlatildi. On
dakikalik bir inklbasyon suresinin ardindan, her numunenin en az 5 farkli
alanindan SERS spektrumlari elde edildi. Cihaz parametreleri su sekilde
ayarlandi: 10x objektif, 30 um lazer odak boyutu (laser spot size), 150 m\W lazer
gucu (laser power) ve 40 s edinim (acquisition time) suresi. Tum olgumler igin

taban cizgisi (baseline) dizeltmesi yapildi.

Bu calisma ile opiat analizi agisindan en uygun yuzeyin AuNR oldugu, analiz
parametlerinin  optimum oldugu tespit edilerek, opiat analizi agisindan
konsantrasyon ve intansite iligkisi degerlendirildi. Akabinde bu iglem eroin ve
metabolitleri agisindan ©ncelikle ilgili maddenin Raman imzasini gosteren
spektrum eldesi, devaminda konsantrasyon-intansite iliskisi, metod validasyonu
basamaklari gerceklestirildi ve kor analiz sureci uygulandi. Kor analiz
sonuglarinin simule numuneler acgisindan uygunlugu dikkate alinarak Raman
spektra metadatasinin kayit asamasinda aktarildigi Excel formulasyon tanitimi
ile analiz gerceklestikten hemen sonraki kayitta intansiteye gore c¢alisilan eroin

veya metabolitinin konsantrasyonunun belirlenir olmasi saglandi.
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3.2 Kimyasal Maddeler

Deneylerde, rutin analitik yontem oturtma islemleri ile toksikolojik ¢alismalarda

sertifikall standart maddeler ve gradient dlizeyde kimyasallar kullanildi.

Laboratuvar analizlerine uygun nitelikte Metanol ve LC-grade Asetonitril Merck

KGaA'dan (Darmstadt, Almanya) satin alinmistir.

Toz halinde,%99,8 saflikta eroin standart maddesi, Morfin monohidrat (MM) 1.0
mg / mL metanol iginde kalibre edilmis standart ¢ozelti, 6-Monoasetil-morfin (6-
MAM) 1.0 mg / mL metanol i¢inde kalibre edilmis standart ¢ozelti ve morfin-3-3-
glukuronid (M3B) 1.0 mg / mL metanol igcinde kalibre edilmis standart ¢ozelti

Lipomed AG'den (Arlesheim, isvicre) satin alinmistir.

Anilin (CsHsNH2) Sigma-Aldrich Chemie GmbH'den (Taufkirchen, Almanya) satin

alinmis olup ve kullanilmadan 6nce vakum altinda damitilmistir.

Lityum perklorat (LiClO4) Sigma-Aldrich Produktions GmbH'den (Steinheim,

Almanya) satin alinmigtir.

Nanosellloz, hidroksilamin hidroklorir (NH20H.HCI) ve hidrojen tetrakloroaurat
(HAuCls) Sigma-Aldrich Chemie GmbH'den (Taufkirchen, Almanya) satin

alinmigtir.

Polietilen glikol (PEG) 400, Metanol, Gumus nitrat (AgN03) ve Sodyum hidroksit
(NaOH) Merck KGaA'dan (Darmstadt, Alimanya) satin alinmigtir.

Ultra saf su ve deiyonize su (18.1 MQ) Mes Mp Minipure su sistemi (Ankara,
Tarkiye) kullanilarak elde edildi.
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3.3 Kullanilan Cihazlar

Deneyler sirasinda, SERS dl¢gimleri icin Raman spektrofotometre (Delta Nu
Reporter Portable Raman Spectroscopy), santrifj cihazi (Eppendorf), deiyonize
su cihazi (MP Minipure), ultrasonik banyo cihazi (Bandelin Sonorex), vortex,
hassas terazi (Shimadzu), pH metre (SX-610 Pen Type) ve Zetasizer cihazi

(Malvern), Spin Coater kullaniimistir.

3.4  Kullanilan Diger Malzemeler
Nitroselioz membran (Millipore Hiflow), absorbant pedi, Mikroskop Lami, TLC,
mikropipet (1-10, 10-100, 100-1000pl) deneyler esnasinda kullaniimistir.

3.5 Kullanilan Substratlar/Raman-aktif ylizeyler
Opiyat analizi icin fiyat-fayda dengesi ve Raman-aktif niteligi optimum olan
yuzeyin tespiti igin TLC kagidi, GUmus yuzey, Altin yuzey, Altin-Nanosellloz

yuzey, Altin-Polianilin yizey kullanilmistir.

3.6 Gumis nano yiizey (AgNS) hazirlanmasi
AgNS, daha dnceden Yilmaz ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen galismada

tarif edilen teknik kullanilarak gelistirildi [113].

3.7 AuNP/nanoseliiloz yiizeylerin hazirlanmasi

Nanoseluloz kapli AuNPs, literatirde onceden bildirilen prosedure gore sulu bir
¢Ozelti icinde PEG 400 varliginda HAuCIl4'Un indirgenmesiyle hazirlanmistir
[114,115]. 0,5 g nanosellloz alinip 4 mL saf su iginde dispers edildi. Elde edilen
solusyon kaynama sicakligina kadar isitilip ve bir vial igerisinde sicak su
banyosuna entegre edildi. Vial igerisinde bulunan malzeme, yarim saat boyunca
sicak su banyosunda iyice etkilestirildi. 250 uL 0.01M altin ¢ozeltisi (HAuCla) vial
icerisine eklendi. Altin ¢ozeltisi ¢ozeltisi vial icerisine eklendikten sonra solisyon
yarim saat boyunca reaksiyonun tamamlanmasi ig¢in sicak su banyosunda
bekletildi. Reaksiyon sonunda sari olan numune kirmizi renge donusunce (Sekil

3.1.) nanoselulozin SERS substrati olarak kullanima hazir hale geldigi anlagildi.
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Sekil 3.1. Altin-selliloz nanofibril ¢ozeltisi

Kirmizi renge donusmesi, nanoseliloz numunesinde in situ olarak altin
¢ozeltisinin nano boyuta gegctigini gostermektedir. Termal sicaklik ydntemiile elde
edilen nano yapilar kire sekline sahiptir. Elde edilen altin nanoseltloz sulu
¢Ozeltisi cam bir yuzey Uzerine belli bir miktarda eklenerek dehidrasyon iglemine
maruz birakildi. Altin nanosellloz SERS substratin ylzeyde daha hizli suyu
uzaklastirmasini saglamak icin yaklasik 45°C’de bekletildi. Isinin etkisi ile 20
dakika iginde tamamen bir kuruma saglanmis oldu ($ekil 3.2.). Bu adimlar

bittikten sonra esnek yapida altin nanoselliloz SERS substratlar gelistirildi.

Sekil 3.2. Raman-aktif AuNP/Nanosellloz ylzey
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3.8  AuNP/polianilin ylizeyinin hazirlanmasi

Yuzeyin hazirlanmasi igin uygulanan reaksiyonlar genellikle 50 mL'lik viyallerde
gerceklestirildi. ik olarak 1 mmol anilin, 10 mL karbon tetrakloriirde ¢dziidurildii
ve homojen bir ¢ozelti (A) elde etmek igin bir sire karistirildi. Daha sonra belirli
bir miktar 0.86 g nanoseliiloz ile 1 ml 1 x 102 M konsantre sulu HAuCIls ¢ozeltisi
10 mL 1 M HAuUCls sulu soltsyonu igerisinde birkag dakika karistirilarak homojen
bir solisyon (B) elde edildi. Daha sonra ¢ozelti (A), bu iki faz arasinda bir
arayuzey reaksiyonu elde etmek igin, (B) ¢ozeltisine aktarildi. 10 dakika sonra,
arayuzde yesil polianilin (PANI) olustu ve daha sonra yavas yavas sulu faza
yayllim gosterdi. Araylizdeki reaksiyona 2 saat izin verildi. iki saat sonra, sulu
fazin tamami koyu yesil PANI ile doldurulurken organik katman turuncu renkte
izlendi. Daha sonra hazirlanan PANI siuzilerek toplandi ve birka¢c kez metanol,
aseton ve distile su ile yikandi. Son olarak, 12 saat boyunca 40°C'de vakumlu bir

finnda kurutulmustur [116].

3.9 TLC silika jel aliiminyum levhalari

Bu calisma kapsaminda TLC ylzeyle ilgili herhangi bir analitik Gretim calismasi
gerceklestiriimedi. Ticari Urln seklinde elde edilen TLC Silika jel aliminyum
levhalarin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Almanya) aliminyum
tarafl bu calismada 6n analiz ve yontem oturtma sureglerinde MM'nin SERS

sinyallerini elde etmek icin kullanildi.

3.10 Altin nanorod ylizey (AuNRs)

Anizotropik altin nanorod dizileri, daha 6nce Yilmaz ve arkadaslarinin [113]
calismasinda aktarildidi gibi, egik acil biriktirme/oblique angle deposition teknigi
ile BK7 cam slaytlar Uzerinde Uretilmistir. Nanorodlarin egik yerlegtiriimesi
nedeniyle, bu ylzeyin sivi hareketini kontrol etme ve kontrolsiz kimelenmeyi

Onleyerek goreceli homojeniteyi saglama yetenegine sahip oldugu anlasildi.

3.11 Gumus nanopartikul (AgNP) sentezi

GUmus nanopartikiller, Leopold ve Lendl [117] tarafindan Onerilen kimyasal

indirgeme yontemi kullanilarak sentezlendi. Tim kimyasallar gift distile edilmis
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suda hazirlandi. Tipik deneyde, hazirlanan reaksiyon karigimlarinda gimus nitrat
konsantrasyonu 102 M'ye ayarlandi. Gimis nitratin indirgenmesi igin son
reaksiyon karisiminda 1.5 x 102 M hidroksilamin hidrokloriir kullanildi.
Deneylerimizde, hidroksilamin ¢oézeltisine NaOH eklemek suretiyle ¢ozeltinin son
pH'l ayarlandi. Bu iglem sirasinda ¢ozelti kuvvetli bir sekilde karigtirildi ve renk
degisimi “soluk kahverengi” olarak ayirt edilebilir oldu. Son olarak, bu ¢ozelti

karanlik bir yerde gece boyunca inkubasyon igin tutuldu.

3.12 Belirlenen yaygin uyusturucu ve uyaricilarin standart maddelerinin
Raman spektrumlarinin eldesinde yontem gelistirme basamaklari,

Gelistirilen SERS substratlarinin Gzerine 1000 ppm konsantrasyonda metanolde
¢ozduralmus Eroin ve metabolitleri olan Morfin Monohidrat, Morfin 3 Beta
Glukoronid ve 6-Monoasetilmorfin standart maddeleri damlatilarak farkl raman

kosullarinda spektrumlar alindi.

Uygun spektrumu elde etmek igin kullanilan Raman kosullari asagida

sunulmustur.

Lazer gucu (Laser Power): Medium, Medium-High ve High olacak sekilde farkl

denemelerle optimum spektrumun belirlenmesi saglandi.

Integrasyon zamani (Integration Time): 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90, 120, 150, 180,
300 sn olacak sekilde farkl integrasyon zamanlarinda analizler yapilarak

spektrumlar alindi.

Odaklama dizeyi (Optic): Mikroskop optigi 10x, 20x, 50x olacak sekilde farkli
optik bayuklagu ile spektrumlar alindi.

Polarizasyon: Polarize ve non-polarize olacak sekilde karsilastirmali spektrumlar

alindi.
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AgNP kullanimi: Raman kosullarina ve kullanilan yizeye ek olarak daha uygun
spektrum elde etmek icin yuzeye damlatilan standart madde Uzerine cgesitli
derisimlerde ve farkh miktarlarda AgNP damlatilarak optimum analiz i¢in en

uygun AgNP miktarinin belirlenmesi saglandi.

S6z konusu uyusturucu ve uyarici maddeler icin Raman kutiphanesi

gelistiriimesi basamaklari gergeklestirildi.

3.13 Enstrimantasyon

Eroin ve metabolitlerini saptamak, tanimlamak ve miktarlandirmak igin 785 nm
lazer kaynagi ve bir CCD detektoru olan DeltaNu Examiner Raman mikroskobu
(Deltanu Inc., Laramie, WY, ABD) kullanildi. Yukarida, bolim 2.7.'de tarif edilen
ongcalisma ve c¢oklu analizler i1siginda elde edilen optimum parametreleri
kullanildi. Cihaz parametreleri su sekilde olusturuldu; 10x objektif, 30 um lazer
spot boyutu, 150 mW lazer gucu ve 40 s edinim suresi. TUum OlgUmler igin taban
cizgisi / baseline dluzeltmesi yapildi. Geligtirilen SERS mekanizmasi ve teknik

bilesenleri sekil 3.3.’te gosterilmektedir.

Lazer Kaynag! o Raman Spektrokopi

éé J Lazerlsig )

4mmmm CCD Dedektdril

Mikroskop Objektifi s

Scatered Light

Numune ve Ag

’ NP kolloid
AuNRs Yiizey

Cam Mikroskop Lami
Bilgisayar

Sekil 3.3. Bu calismada kullanilan SERS ydntemi ve bilesenleri
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3.14 Eroin, MM, M3B ve 6MAM SERS analizi i¢in en uygun yuzeyin tespit
edilmesi

Eroin ve metabolitlerinin tespiti igin molekuler yapisi baglaminda -metabolizma
ara urinu olmasi nedeniyle- grubu temsil niteligi bulunan MM’nin SERS analizi
icin bes farkli substratin karsilastiriimasi ile Raman-aktif niteligi en ylksek olan
ylzey belirlenmeye calisiimistir. Bu amagla TLC yuzeyi, AUNR yluzey, AgNS,
AuNPs/nanoseliloz ve AuNPs/polianilin yuzey Uretilerek/elde edilerek, ilk
asamada sabit konsantrasyonda metanol c¢ozeltisi icerisinden 1 mg/mL
konsantrasyonda bulunan MM standart maddesi yuzeye damlatilarak kurumaya
birakilmis ve Uzerine SERS sinyal artigi saglamak amaciyla AgNP eklenerek
numunenin bes farkh noktasindan SERS spektrumlari elde edilmis ve bunlarin
ortalamalari kaydedilmistir. ik asamada MM SERS spektrumu blank yiizeye ayni
oranda damlatilan AgNP ile alinan SERS spektrumu ile karsilastiriimistir. Bu
vesile ile galisilan maddelerin spektrumlari elde edilmigtir. Farkl ylzeylerden
elde edilen SERS spektrumlarin karsilastirilmasi ile tanimlayici pik sayisi, yuksek
pik intansitesi, sinyal-gurulti dengesi baglaminda en uygun Raman-aktif ylizey

tespit edilmigtir (sekil 3.4.).

AgNS
—
2 uL Standart Madde R 5
(1 mg/mL MM) TE
2 uL AgNP :
—_
S0
TLC -—QM)
2 uL AgNP 2
Blank Yiizey EQ

Sekil 3.4. Standart madde SERS analizinde yuzeylerin karsilastiriimasinda

yontem 6zet semasi
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Elde edilen spektrumlarin farkhh MM konsantrasyonlari s6z konusu oldugunda
stabil olup olmadigi ve konsantrasyon ile intansite iligkisi agisindan en uygun
yuzeyin tespiti noktasinda; 1 mg/mL konsantrasyonda MM iceren metanol
icerisindeki standart madde c¢ozeltisi kullanildi. Bu stok c¢ozeltiden farkh
konsantrasyonda numunelerin elde edilmesi i¢in seyreltme gergeklestirilerek 125
ppm, 250 ppm ve 500 ppm konsantrasyonlarinda nihai ¢ozeltiler olusturuldu ve
ylzeylere 2 uL damlatildi. Akabinde normal oda kosullarinda hava akimina ve
Istya maruz birakilmadan 10 dakikalik inkibasyon ile kurumaya birakildi.
Devaminda standart madde numunesi Uzerine SERS sinyallerinin arttiriimasi
amaciyla 2 pL koloidal AgNP damlatildi. 785 nm lazer kaynakli Raman
Spektroskobu ile toplanan her bir numunenin bes ayri noktasindan SERS
spektrumlari alindi ve ortalamalari kaydedildi (sekil 3.5.). Bu vesile ile elde edilen
veriler karsilastirilan konsantrasyon-intansite iligkisi ve farkli konsantrasyonlarda

SERS spektrum stabilitesi agisindan en uygun ylzey saptandi.

S—
2 uL Standart Madde

2 uL AgNP =
(o]
1 mg/mL MM 125 ppm =
/ =
B
<
) 250 ppm A
N
N\CHg \ (£
500 ppm (L}.l}

Sekil 3.5. Standart maddenin farkli konsantrasyonlarinin SERS analizinde

kullanilan yuzeylerin karsilastirimasinda yontem 6zet semasi
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3.15 SERS kullanilarak eroin ve metabolitlerinin kalibrasyon egrilerinin
olusturulmasi

Bu basamak hem analiz sureglerinin bir parcasi olarak eroin ve metabolitlerinin
standart maddelerinin farkli konsantrasyonlarda analiz edilirken SERS
spektrumlarindaki degisim ortaya konmasi, madde konsantrasyonu ile korele
sekilde pik intansitesinde degisim olup olmadiginin belirlenmesi ve ihtiyag
oldugunda kolluk gugleri tarafindan ele gegcirilen kararli kimyasal madde veya
¢Ozeltilerin analizi ile i¢lerindeki maddenin hesaplanabilmesine yonelik bilimsel
baz olusturulmasi amagclandi. Bu analizde 3.14.’te sunulan alt baglik kapsaminda

en uygun oldugu belirlenen AuNR yuzey kullanildi.

3.15.1 Eroin igin kalibrasyon egrisi ¢izimi ve LOD hesaplanmasi

Toz halindeki eroin standart maddesi, 5000 ppm konsantrasyonda metanol
icerisinde ¢ozduruldu. Solisyon metanol ile seyreltilerek 10 ppb, 50 ppb, 1 ppm,
100 ppm, 500 ppm ve 1000 ppm eroin konsantrasyonlari igeren ¢ozeltiler elde
edildi. Eroin ¢ozeltilerine esit miktarda AgNP ¢ozeltisi eklenmis ve nihai eroin
¢ozeltileri 5 ppb, 25 ppb, 500 ppb, 50 ppm, 250 ppm, 500 ppm ve 2500 ppm
konsantrasyonlarinda olugturulmustur. Nihai ¢ozeltiler yuzeye 2 pL damlatilip
normal oda kosullarinda hava akimina ve i1stya maruz birakilmadan 10 dakikalik
inkibasyon ile kurumaya birakildi. Her bir numunenin bes ayri noktasindan
SERS spektrumlari alindi ve ortalamalari kaydedildi (Sekil 3.4.).

Eroin konsantrasyonlari ile Raman shift 627 cm-'deki pik intansitesi/yogunlugu
arasindaki iligki, Ussel tahmin igin kullanilarak non-lineer kalibrasyon egrisi

olusturulmus ve belirleme katsayisi (R?) hesaplanmistir.

3.15.2 MM, M3B ve 6MAM kalibrasyon egrisi ¢izimi ve LOD hesaplanmasi

Optimum SERS analizi igin en uygun Raman-aktif ylizeye karar verildikten sonra,
SERS substrati olarak AuNRs kullanildi. Bu noktada cesitli konsantrasyonlarda
MM, M3B ve 6MAM standart maddeleri iceren numunelerde analizler
gerceklestirildi. Her konsantrasyona karsilik gelen SERS spektrumlari kaydedildi.

Her bir ornekten bes farkli alandan yapilan odlgimlerle elde edilen SERS
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spektrumlardaki intansitelerin ortalamasi hesaplanip MM, M3B ve 6MAM (50 ppb
— 500 ppm) i¢in intansite ve ona karsilik gelen konsantrasyon degeri kullanilarak
kalibrasyon egrileri olusturuldu. Nihai ¢ozeltiler ylizeye 2 yL damlatilip normal
oda kosullarinda hava akimina ve isiya maruz birakilmadan 10 dakikalik
inkibasyon ile kurumaya birakildi. Her bir numunenin bes ayri noktasindan
SERS spektrumlari alindi ve ortalamalari kaydedildi (Sekil 3.6.).

MM, M3B ve 6MAM konsantrasyonlari ile Raman shift 627 cm'deki pik

intansitesi/yogunlugu arasindaki iligki, Ussel tahmin icin kullanilarak non-lineer

kalibrasyon egrisi olusturulmus ve belirleme katsayisi (R?) hesaplanmistir.

ez

Sekil 3.6. Eroin, MM, M3B, 6-MAM standart maddelerinin SERS analizi

kalibrasyon galismalarinda yontem 6zet semasi

3.15.3 Tlikuriik numunesinde eroin ve metabolitlerinin
konsantrasyonlarinin dlglilmesi

3.15.3.1 Analiz prosediirii, kalibrasyon ve konsantrasyon formiilliiniin
geligtiriimesi

Uyusturucu-uyarici maddeler ve metabolitlerinin tespiti agisindan en yaygin

sekilde analiz edilen biyolojik sivilardan olan tukdrdk numunesinin rutin
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toksikolojik analizlere konu olan o6rnekleri simule etmek igin kullaniimistir.
Analizlerde kullanilan takirik numunesi, etik kurul onayr dogrultusunda
aydinlatiimig onami yapilmis 35 yasinda, tutun, madde, ilag ve alkol kullanim
oykusu olmayan, tibbi 6zge¢gmisinde herhangi bir hastaligi bulunmayan saglikl
erigkin bir gonulliden rutin toksikoloji laboratuvarlarinda kullanilan yontemle

alinmigtir.

ilk asamada 200 L tiikiiriik numunesine farkli konsantrasyonlarda eroin, MM, 6-
MAM ve M3B solusyonlari eklenmis ve 5 dakika vortekslenmistir. Elde edilen
spike numunelerde proteinleri agrege etmek ve kimyasal homojenizasyonu
saglamak igin rutin toksikoloji laboratuvarlarina uygulanmakta olan on-hazirlik
basamaklarindan biri olarak 400 pL asetonitril ilave edildi ve 5 dakika
vortekslendi. Cozelti, 12.000 rpm'de 20 dakika sureyle santrifujlendi. Santrifuj
islemi sonrasinda numune ¢ozeltisinin Uzerinden 200 yL stpernatant alindi ve
buna 200 uL AgNP solisyonu eklenerek ve 5 dakika vortekslendi. Nihai ttkurak
numunelerinde 20 ppb, 1 ppm, 5 ppm, 25 ppm ve 125 ppm konsantrasyonlarinda
eroin, MM, M3B ve 6-MAM bulunacak sekilde tum solUsyonlar i¢in benzer
prosedur uygulandi. AgQNP'li ¢gozelti, SERS spektrumlarini elde etmek icin AUNR
yuzeye 2 uL miktarinda damlatildi. Normal oda kosullarinda 10 dakikalik bir
inkiibasyon suresinden sonra, SERS spektrumlari, ylizeye damlatiimis spike
numunelerin 5 farkli noktasindan alindi (Sekil 3.7.). Eroin ve metabolitlerinin her
bir konsantrasyonu icin elde edilen 5 spektrumun referans piklerinin
intansitelerinin/yodunluklarinin ortalama degerleri kullanildi. Elde edilen veriler
kullanilarak tlkurik icin eroin ve metabolitlerinin kalibrasyon egrileri cizildi, R?
degerleri hesaplandi ve galisilan biyolojik sivilarda konsantrasyon olgumu igin pik

intansitesi-konsantrasyon esleme formulu gelistirildi.
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200 pL Tukuruk

200 pL
Supernatan

Sekil 3.7. Tukdrik numunesinde eroin, MM, M3B, 6-MAM SERS analiz
proseduru semasi

3.15.3.2 Numunelerde eroin ve metabolitlerinin konsantrasyonlarinin

belirlenmesi

Gelistirilen yontem ve bu dogrultuda ortaya konulan kalibre edilmis formulleri
degerlendirmek ve olgumleri elde etmek igin bos tukurik numunesinde spike
edilmis eroin, MM, M3B ve 6MAM numuneleri 650 ppb, 30 ppm ve 100 ppm
konsantrasyonlarda hazirlandi. Ornekleri analiz eden kisi kér birakildi ve
orneklerin konsantrasyonlari hakkinda bilgi vermedi. Numunelerin spektrumlari
geligtirilen ydnteme uygun olarak bes farkli alandan elde edildi ve
konsantrasyonlar tukurik numunesi igin kalibrasyon egrisindeki yogunluk-

konsantrasyon eslesme noktasina gore gelistirilen formal ile hesaplandi.

3.15.4 Etik kurul onayi
Bu calisma Hacettepe Universitesi Yerel Etik Kurulu tarafindan 2016/06-02 karar

numarasiyla onaylanmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez galismasi veri eldesi ve sunumu baglaminda dért temel baglikta

Ozetlemistir, bu kapsamda;

1. Eroin, MM, M3B ve 6MAM’In SERS ile tespiti ve miktarlandirilmasi

agisindan en uygun Raman-aktif substratin belirlenmesi/gelistiriimesi,

2. Eroin, MM, M3B ve 6MAM’'In SERS spektrumlarinin elde edilmesi ve saf

madde olgumu igin kalibrasyon egrilerinin gizilmesi,

3. Eroin, MM, M3B ve 6MAM ile spike edilmis tukurik numunelerinin SERS
analizi, konsantrasyon tespiti i¢in intansite-konsantrasyon eslesme
noktasi ile formil olusturulmasi, yontemin kalibrasyonu, LOD ve LOQ

degerlerinin belirlenmesi

4. Tuaklrik numunelerinde koér olgimle eroin, MM, M3B ve 6MAM
duzeylerinin tespiti ve SERS spektrumunun Excel formatinda kayit islemi
ile  madde konsantrasyonunun otomatize gsekilde belirlenmesinin

saglanmasina dair ¢calismalar gergeklestirilecek sonugclar incelenmistir.

4.1 SERS substratlarn ve sinyal arttirici nanopartikiil karakterizasyonu
4.1.1 AgNP karakterizasyonu

Daha onceki galismalardaki gumus kolloid ile uyumlu olarak hazirlanan reaksiyon
karisiminda giimis nitrat konsantrasyonu 10-23M olarak ayarlandi. Gimds nitratin
indirgenmesi igin hidroksilamin hidroklorur kullanildiginda, hidroksilamin
hidrokloriir gozeltisinin baslangic alkali pH'I gereklidir. indirgeme sirasinda
meydana gelen gercek tepkime dizisi karmasiktir ve gozlemlenen gumus
indirgemesine ek olarak buylk olasilikla hidroksilamin ve gumus iyonlar
arasinda kompleks olusumunu igcermektedir. Kolloidal ¢ozeltinin nihai pH'l,
hidroksilamin ¢Ozeltisine eklenen sodyum hidroksit miktari degistirilerek

ayarlanmistir. Uretilen AgNP morfolojisini karakterize etmek igin UV-vis
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spektroskopi ve TEM kullanildi. GUmus nanaopartikul ¢ozeltinin dlgulen UV-vis
spektrumunun maksimum absorpsiyonu, ortalama partikul boyutu hakkinda bilgi

saglamaktadir. UV-vis spektrum incelendiginde yaklasik 400nm’de tanimlayici

pik gdzlenmistir (Sekil 4.1.).

15

05

Absorbans (a.u.)

300 400 500 600 700

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.1. Hidroksilamin ile indirgenmis AgNP UV-vis spektrumu

Parcacik boyutunun monodisperse dagilimi 90 mL'lik bir hidroksilamin hidroklorar
cozeltisine (1.67 x 103 M) 10 mL glimUs nitrat ¢ozeltisi (102 M) ilave edildiginde
elde edilmistir. Bu gozlemi desteklemek igin karsilik gelen TEM goruntuleri sekil

4.2.de gosterilmektedir.
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Sekil 4.2. AQNP TEM goruntusu

4.1.2 AuNP/Nanoseliiloz yuzey karakterizasyonu

AuNP/Nanoseluloz yuzey geligtirmek igin hazirlanan nanosellloz ¢ozeltisine
belirli miktarlarda HAuCls ¢ozeltisi eklenmigtir. Bunun igin nanosellloz ¢ozeltisi
icine 50 ile 300 uL HAuCl4 solusyonu eklenmigtir. Sentezlenen farkl miktarlardaki
yuzeyler daha énce yapilan ¢alismalarda SERS sinyal siddetleri biyolojik hedef
algilamada kullanildiginda en iyi altin miktar 200 uL olarak tespit edilmistir. Bu
konsantrasyonda elde edilen altin nanseliloz yiuzeyin SEM goruntisu sekil

4.3.’de gosterilmigtir.

Sekil 4.3. AuNP/Nanosellloz ylizey SEM goruntisu
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4.1.3 AuNP/Polianilin yiizey karakterizasyonu

Ara yuzey reaksiyonu ile ikili faz olusturularak elde edilen ve aktif olarak
tarafimizca kullaniimakta olan AuNP/Polianilin ytizeyin SEM goéruntusu sekil
4.4.’de [116] gosteriimektedir.

Sekil 4.4. AuNP/Polianilin yuzey SEM goéruntusu

4.1.4 AuNR partikiil ve ylizey karakterizasyonu

Elde edilen altin nano gubuk UV-vis Spektrofotometre cihazi kullanilarak karakterize
edilmistir. Sekil 4.5’te altin nano ¢ubuk UV-GB Spektrofotometre ile gosterilen iki
ayri karakteristik absorbsiyon bandi bulunmaktadir. Altin gubuk nanopartikullerin
UV-vis spektrumdan belirlenen iki absorbsiyon pikinden ilki 524 nm’deki
spektrumdur ve enine (gapraz) plazmon (rezonans) spektrum olarak
degerlendiriimektedir. Grafikte gorulen diger absorbsiyon spektrum ise 670 nm’de

gorulmektedir ve boyuna plazmon bandi olarak adlandirilir.
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Sekil 4.5. AuUNRs UV-vis spektrumu

Yilmaz ve ark.c tarafindan gelistirien AUNR ylzey kimyasal buhar biriktirme
yontemi ile sicaga dayanikli uygun bir polimer Uzerine kapli AuNR dizilerinin
uretim sdreci basaril bir sekilde elde edilmistir. Bu kapsamda AuNR dizilerinin
altinin biriktirme acisinin (a) 5 ° oldugu egik acil biriktirme yaklasimi yoluyla bir
fototermal substrat olarak imal edilmistir. Elde edilen ylzeyin Sekil 4.6’da Ustten

kesim SEM gorintlisu gosterilmistir.

Sekil 4.6. AUNRs SEM goéruntisu [113]

43



4.2 Eroin, MM, M3B ve 6MAM Analizi i¢in en uygun Raman-aktif substratin

belirlenmesi

Genelde opiyat uyusturucu madde grubunun fonksiyonel molekuler yapilarinin ve
Ozelde de eroin ve metabolitlerinin tespiti icin molekuler yapisi baglaminda grubu
temsil niteligi bulunan MM’nin SERS analizi i¢in bes farkl substratin
kargilastiriimasi ile Raman-aktif niteligi en ylksek olan ylzeye belirlenmeye
calisiimigtir. Bu amagla TLC yuzeyi, AuNR yuzey, AgNS, AuNPs/nanoseluloz ve
AuNPs/polianilin yuzey elde edilerek, sinyal artisi saglamak amaciyla gumus
nanopartikillerle karistirilmis MM bahsi gegen yuzeylere damlatilmis ve SERS

spektrumlari elde edilmistir.

Yuksek intansite degerlerine sahip pik iceren bantlar istatistiksel olarak guglu
bantlar olarak belirlendikten ve ylzeyin kendi molekuiler niteliklerinden
kaynaklanan bantlar dislandiktan sonra, AgNRs yuzeyi kullanilarak elde edilen
MM SERS spektrumu sirasiyla 443, 532, 627, 934, 1049, 1109 ve 1332 cm*'de
nispeten daha az sinyal/gurtlti oranlarina sahip yedi glcli bant gosterdi (Sekil
4.7., Cizelge 4.1.).
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Sekil 4.7. Raman Shift (cm™) blank AgNS vylizeyi ve bu yilizeyde Morfin

Monohidrat spektrumlarinin karsilastiriimasi
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TLC silika jel aliminyum yuzey kullanilarak elde edilen MM SERS spektrumunda
ise 532, 627, 726, 967, 1049 ve 1332 cm™'de 6 gliclli bant saptandi (Sekil 4.8.,
Cizelge 4.1.).

SERS intansitesi (a.u.)

1300 1500

Raman Shift (cm™)

—Blank TLC —MM

Sekil 4.8. Raman Shift ( cm™) blank TLC yiizeyi ve bu ylizeyde Morfin

Monohidrat spektrumlarinin karsilastiriimasi
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AuNP/Polianilin ylzeyle yapilan analizler bes ylzey arasinda en yogun gurultiyu
ortaya c¢ikardi. Sekilleriyle gorsel olarak tanimlanamayan istatistiksel
degerlendirmeyle belirlenen 4 glgli bant vardi (Sekil 4.9., Cizelge 4.1.). Bu
bantlar 642, 688, 744 ve 1183 cm''de konumlanmakta idi. Ancak cok ciddi
sinyal/gurultli oran dengesizligi nedeniyle bu ylzeyin tamamen kullanigsiz oldugu

sonucuna ulagildi.
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Sekil 4.9. Raman Shift ( cm™) blank AuNP/Polianilin ylizeyi ve bu yilizeyde
Morfin Monohidrat spektrumlarinin karsilagtiriimasi
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AuNP/Nanosellloz yluzey ile yapilan analizler ¢ok temiz bir spektrum ile en az
gurultt  sonuglandi. Bununla birlikte, yuzeyden kaynaklanan bantlarin
cikarilmasindan sonra yalnizca 627 ve 797 cm™*'de olmak Uzere iki giicli bant
ortaya ¢ikardi (Sekil 4.10., Cizelge 4.1.). Bu ylzey 6énemli dlgtde stabil veriler
sunmasina karsi goreceli olarak kisitli sayida fonksiyonel yapiya isaret eden az

sayidaki pik nedeniyle fiyat-fayda dengesine uygun bulunmadi.
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Sekil 4.10. Raman Shift (cm) blank AuNP/Nanoseliloz ylizeyi ve bu ylizeyde

Morfin Monohidrat spektrumlarinin karsilastiriimasi
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Yilmaz ve ark. [113] tarafindan geligtirilen yontemle Gretiimis AUNR nano-yuzey
MM’nin SERS analizinde spektrumun sekiz farkli noktasinda olacak sekilde en
yodun bantlarla 321, 443, 534, 627, 823, 935, 1033 ve 1332 cm™ karsimiza ¢ikti
(Cizelge 4.1.). Diger yandan bu ylzey ayrica nispeten daha yuksek sinyal/gurulta

orani gosterdi (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. Raman Shift (cm™) blank AuNR ylzeyi ve bu yilizeyde Morfin
Monohidrat spektrumlarinin karsilastiriimasi

Morfin monohidratin TLC ylUzeyi, AuNR yuzey, AgNS, AuNPs/nanosellloz ve
AuNPs/polianilin  yizeyleri kullanilarak elde edilen SERS spektrumlari
degerlendirildiginde spektrumlarin 2 ile 8 guglu pikle fonksiyonel gruplara isaret
ettigi saptandi. Her bir ylzeyle elde edilen Raman bandlarina ait pik noktalari

Cizelge 4.1.’de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.1. Morfin monohidratin farkli yuzeylerle elde edilen SERS

spektrumlarinda saptanan gugclu pik noktalari.

TLC AUNRS | AuNP/Nanoseliiloz | AuNP/Polianilin | AQNRs
321
443 443
532 534 532
627 627 627 627
642
688
726
744
797
823
935 934
967
1033
1049 1049
1183
1332 1332 1332

Mevcut calismada elde edilen morfin monohidrat SERS spektrumu daha 6nce
gerceklestirilen calismalarda tespit edilen Raman ve SERS spektrumlari ile
uyumlu bulundu [118-120]. Li ve ark. [120], Raman-aktif ylzey niteliginde gumus
filmi kullanarak 633 nm lazer kaynagdi marifetiyle morfinin SERS spektrumunu
elde ettigi calismasinda; 566, 633, 850, 1123, 1205 ve 1284 cm™? Raman
bantlarinda en yogun pikleri ortaya koydular. Diger yandan Rana ve ark. [118],
785 ve 633 nm lazer kaynaklari ile gimus kolloidler kullanarak morfin SERS
spektrumlarini incelemis olup; 633 nm lazer kaynagi ile tespit edilen morfinin
karakteristik Raman bantlarindan 462, 542, 609, 625, 1350, 1469 ve 1698 cm-
'de gorilenlerin daha dikkat ¢ekici oldugunu belirtmislerdir. Mevcut

calismamizda da 785 nm lazer kaynagi ve AuNR yUzey kullanilarak elde edilen
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veriler onceki ¢aligmalarla uyumluydu ve 321, 443, 534, 627, 823, 935, 1033 ve
1332 cm'de en yodun ve karakteristik bantlar tespit edildi (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. AuNR ylzeyde morfin monohidratin SERS spektrumundaki bantlar

SERS spektrum bandi intansite
321 Guglu
397 Orta
443 Guclu
534 Guglu
567 Zayif
608 Zayf
627 Guglu
673 Orta
712 Zayf
764 Zayf
823 Guglu
870 Zayf
935 Guclu
1033 Guglu
1176 Orta
1224 Zayif
1332 Guglu
1434 Zayf
1626 Zayif

Bu calismada kullandigimiz altin nanorod yuzey ve bunun yani sira analitle
dogrudan muamele edilen gimis nano pargaciklarin morfin monohidratin
Raman sinyallerini yogunlastirma potansiyeli tasidigi bilinmektedir [21,22].
Inscore ve ark.’nin [22], SERS kullanarak 80 yasadisi uyusturucu ve
metabolitlerini inceledikleri galismalarinda morfinin optimum SERS spektrumunu
elde etmek igin en uygun sinyal arttiricinin altin nano materyal oldugunu

belirtmiglerdir. Literatlire ek olarak, bu galismada sivi hareketini potansiyel olarak

50



kontrol eden agil altin nano gubuklarla karakterize edilen bir yizey kullaniimasi

nedeniyle galisilan numunenin kontrolstiz bir sekilde dagiimasini ya da non-

homojen agregasyonu onleyerek analizin guvenilirligi arttirildi. Mevcut ¢alismada

kullanilan yuzeylerin Raman-aktif kalitesinin bir karsilastirmasi noktasinda her bir

yuzeye damlatilan morfin monohidratin SERS spektrum verileri ve bunlara iligkin

yorumlar gizelge 4.3.'te gosterilmektedir.

Cizelge 4.3. SERS spektrumlari baglaminda ytzeylerin Raman-aktif nitelikleri

Yuzey SERS spektrumuna dair yorum
AgNRs e Ikinci en az arka-plan guriltisu
e ikinci en verimli sonuclar
e AuNP/Nanoseluloz, TLC ve AuNP/Polianilin ile
karsilastirildiginda daha yuksek yogunluga sahip pikler
AuNRs e Uclincu en az arka-plan gurltiis

En verimli sonugclar

Hepsine kiyasla daha yuksek yogunluklarda daha fazla
tanimlanabilir pikler

SERS tabanli morfin tespiti ve analizinde en kullanigli

yluzey

AuNP/Nanoseliiloz

En az arka-plan guraltisu
Ana bandin yodunlugu (627 cmt), AgNRs ve AuNR
yuzeylere kiyasla dnemli 6lgude dusuktu

SERS tabanli morfin tespiti ve analizinde kullanigsiz

TLC

Goreceli olarak son derece duguk yogunluga sahip, daha
az sayida tanimlanabilir bant

SERS tabanli morfin tespiti ve analizinde kullanissiz

AuNP/Polianilin

En fazla arka plan guraltisu.
Tanimlanabilir en az pik sayisi

SERS tabanli morfinin tespiti ve analizinde kullanigsiz
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Sunulan galismada, Raman sinyallerini yogunlastirmak icin farkli Raman-aktif
yuzeyler, bu ylzeylere damlatilan gimusg kolloid Uzerine galisilan uyusturucu
maddeler ya da yuzeye damlatilmadan once sabit oranlarda gumus kolloid
karistinlarak damlatilan numunenin analizi ile SERS spektrumlari alindi. Morfin
icin karakteristik bantlar AgQNP ylzey ile tespit edilmis olmakla birlikte en iyi
sonuglar, tarif edilen spesifik Raman-aktif AuNRs ve gumus kolloid
kombinasyonu sayesinde SERS sinyallerinin sinerjik iyilestiriimesiyle elde edildi
(Sekil 4.12.).

SERS intansitesi (a.u.)

M\M/\—-J\,MMMW—-/\W_

300 500 700 900 1100 1300
Raman Shift (cm™)
——TLC ——AgNRs ——AuNRs AuNP/Polyanniline ——AuNP/Nanocellul

Sekil 4.12. Farkli Raman-aktif yutzerlerde morfinin SERS spektrumlarinin

karsilastiriimasi

Literatirde, yasadisi bir uyusturucu olarak eroin ve 6zellikle de metabolitlerinin
Raman spektrumlarini ele alan ¢ok kisitli sayida galisma bulunmaktadir. Hodges
ve ark. [121] kokain ve eroin basta olmak Uzere kotuye kullanimi yaygin olan bazi
ilaclarinin Raman spektrumlarini incelediler ve caligmalarinda genel anlamda

opiyat ve 6zelde de eroin igin 620 ile 630 cm™ arasinda en belirgin bandin
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kimliklendirici oldugunu gosterdiler. Benzer bir bant olusumu, Ryder ve ark. [122]
tarafindan yapilan galismada da ortaya konmus olup, kati formdaki madde
karisimlari kullanilarak yapilan analizde eroinin Raman spektrumunda daha fazla
tanimlanabilir bant olabilecegini de belirtmislerdir. Ancak bu ¢alismalar, eroin igin
kesin bir Raman spektrumu ortaya c¢ikarmamis olup geleneksel Raman
spektroskopisine gore daha hassas ve spesifik oldugu savi ile SERS analizlerinin
daha uygun ve faydali verileri ortaya koyacagini dile getirmiglerdir. Bu tez
calismasinda da literatlrde belirtildigi gibi SERS analizi icin en uygun Raman-
aktif yizeyin altin oldugu, buna ek olarak AuNR yuzeyin ve numune ile muamele
edilen sinyal arttirici gmusg kolloidin kullanimi ile gok daha degerli veriler elde

edilebilecegi gosterilmigtir.

Calismada kullanilan yuzeylerde eroin ve metabolitlerini temsilen dncelikle morfin
konsantrasyonunun tespit edilmesi amaciyla 1 mg/mL konsantrasyonda morfin
iceren metanol igerisindeki standart madde c¢ozeltisi icinde kullanildi. Bu stok
cOzeltiden farkl konsantrasyonda numunelerin elde edilmesi igin seyreltme
gerceklestirilerek 125 ppm, 250 ppm ve 500 ppm konsantrasyonlarinda nihai
¢Ozeltiler olusturuldu ve yuzeylere 2 uL damlatildi. Akabinde normal oda
kosullarinda hava akimina ve i1stya maruz birakilmadan 10 dakikalik inkibasyon
ile kurumaya birakildi. Devaminda standart madde numunesi Uzerine SERS
sinyallerinin arttirnlmasi amaciyla 2 pL koloidal AQNP damlatildi. 785 nm lazer
kaynakli Raman Spektroskobu ile toplanan her bir numunenin bes ayr
noktasindan SERS spektrumlari alindi ve ortalamalari kaydedildi (Sekil 4.13.,
Sekil 4.14., Sekil 4.12., Sekil 4.16., Sekil 4.17.).
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Sekil 4.13. AuNR yuzeyde farkl konsantrasyonlarda morfinin SERS spektrumlari

Farkli konsantrasyonlarda morfinin AgNS (Sekil 4.8.), AuNP/Polianilin (Sekil
4.9.), AuNP/Nanoseliloz (Sekil 4.10.), TLC (Sekil 4.11.) SERS spektrumlari

blank yuzey spekrumlari ile karsilastiriimali olarak verilmigtir.

SERS intansitesi (a.u.)

Raman Shift (cm)

—125ppm —250 ppm  ——500 ppm Blank AgNS

Sekil 4.14. AgNS yuzeyde farkli konsantrasyonlarda morfinin SERS spektrumlari
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Sekil 4.15. AuNP/Polianilin yizeyde farkh konsantrasyonlarda morfinin SERS

spektrumlari
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Sekil 4.16. AuNP/Nanoseluloz yuzeyde farkli konsantrasyonlarda morfinin

SERS spektrumlari
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SERS intansitesi (a.u.)
E

w
o
o

500 700 900 1100 1300 1500 1700

Raman Shift (cm™)

125 ppm —250 ppm —500 ppm Blank TLC

Sekil 4.17. TLC yuzeyde farkli konsantrasyonlarda morfinin SERS spektrumlari

So6z konusu bes farkli ylizeyden elde edilen SERS spektrumlarinin ($ekil 4.13.,
Sekil 4.14., Sekil 4.12., Jekil 4.16., Jekil 4.17.) karsilastirlmasi sonucunda;
AuNP/Polianilin ylizey digindaki tum yuzeylerde analiz edilen numunedeki morfin
konsantrasyonunun artmasi ile fonksiyonel gruplara isaret eden tanimlayici
piklerin intansitelerinde de korele sekilde artis meydana geldidi, ancak bu

degisimin AuNR ylUzeyde en dramatik ve stabil sekilde seyrettigi saptanmistir.

Buna ek olarak konsantrasyon dustikge tanimlamada kullanilan Raman
bandlarinda TLC, AuNP/Nanoseliloz ve AgNS ylzeylerinde sayisal agidan
azalma oldugu ancak AuNRs’de saptanan pik sayisinin stabil oldugu tespit edildi.
Bu bilgiler 1s1ginda farkh konsantrasyonlarda SERS spektrum “Raman band
sayisl, niteligi ve bantlarin bulundugu nokta” acisindan en stabil sonuglari

saglayan yuzeyin AuNR oldugu saptandi.

Detayli bir literatlr taramasi ile bu tez galismasinin eroin ve metabolitlerine dair

SERS spektrumlarini ortaya koyan ve tukurik numunesinde yeni bir toksikolojik
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analiz yontemi olarak eroin ve metabolitlerinin konsantrasyonlarini ortaya koyan
ilk calismadir. Bu galismada, Yilmaz ve ark. tarafindan gelistirilen yontemle
uretiimis AuNR ylzey [113] ve sinyal arttirici AgNP kolloid yardimi Raman
spektrumlarinin iyilestiriimesi ve daha ylksek intansitede bantlarin elde edilmesi
saglanmistir. Bu vesile ile karmasik biyolojik numunelerde de ¢ok dusuk
konsantrasyonlarda eroin ve metabolitlerinin tanimlanmasi ve miktarlarinin
belirlenebilecegi gosterilmistir. Yukarida sunulan verilerden de anlagilacagi gibi
calismamizda 627 cm™'deki bant, dort analitin timd icin yogunlugu dusik
konsantrasyonlarda da tanimlanabilen ve AuNR digindaki diger Raman-aktif
yuzeylerde intansitesi goreceli olarak diguk olmakla birlikte en belirgin ve uygun
bantt.

Bulgular ve tartisma boélumunun ilk basamaginda sunulan analitik degerlendirme
ve bilgiler baglaminda genelde opiyat ve 6zelde de eroin, MM, M3B ve 6MAM
SERS ile tespiti ve miktarlandiriimasi agisindan en uygun Raman-aktif substratin
AuNRs oldugu, bu yuzeyin kullanimina ek olarak sinyal arttirici olarak kullanilan
kolloid AgNP’nin sinerjik destedi ile eroin ve metabolitlerinin hizli ve duyarl

sekilde tespitinin saglandigr anlagiimigtir.

4.3 Eroin, MM, M3B ve 6MAM’In SERS spektrumlarinin elde edilmesi ve
saf madde ol¢iimi i¢in kalibrasyon egrilerinin ¢gizilmesi

Eroin saf standart maddesi iceren c¢ozeltilere, esit miktarda AgNP kolloid
eklenmis ve nihai eroin konsantrasyonlari 5 ppb, 25 ppb, 500 ppb, 50 ppm, 250
ppm, 500 ppm ve 2500 ppm olan saf numunelerin her bir konsantrasyonu igin
AuNR vyuzeye damlatilan numunenin bes ayri noktasindan alinan SERS

spektrumlarinin ortalamalari kaydedilmistir (Sekil 4.18.).
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Intansite (a.u.)
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udtl Siagh WM/\MF‘W\W

300 500 700 900 1100 1300 1500 1700

Raman Shift (cm™)
—5ppb ——25 ppb 250 ppb 500 ppb
——5ppm ——250 ppm —500 ppm

Sekil 4.18. Eroin standart madde 5 ppb ile 2500 ppm konsantrasyon araliginda

AuNR ylizey ve AgNP kolloid kullanilarak elde edilen SERS
spektrumlari

Farkli eroin konsantrasyonlarini iceren numunelerin spektrumlarinda Raman shift
627cm™' deki SERS intansitesi/yogunlugu arasindaki iligski, tGssel tahmin igin
kullanilarak non-lineer kalibrasyon egrisi olusturulmus ve belirleme katsayisi (R?)
hesaplanmistir (Cizelge 4.4. ve Sekil 4.19.).
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Cizelge 4.4. Eroin standart maddesi igin konsantrasyon ve 627 cm bandindaki

intansite degerleri

Konsantrasyon 5 |25 250 | 500 |5000 | 250000 [ 500000 | 2500000
(ppm)
SERS intansitesi | 74 | 123,6 | 280,5 | 348,3 | 715 | 2467 3343 5409
(a.u.)
7000
< 6000
=
8
W 5000
3
‘»
S 4000
£
S 3000
7 y = 44,449x0.3266
2000 R? = 0,9996
1000
0
0 500000 1000000 1500000 2000000 2500000

Eroin Konsantrasyonu (ppb)

Sekil 4.19. Eroin standart madde AuNR ylzeyde SERS analizi non-lineer

kalibrasyon egrisi

Farkli konsantrasyonlarda saf MM saf standart maddesi iceren ¢ozeltilerin eldesi

icin yapilan seyreltme islemini muteakiben sinyal arttirici olarak esit miktarda

AgNP kolloid eklenmis ve nihai olarak elde edilen 50 ppb, 5000 ppb, 5 ppm, 50
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ppm ve 500 ppm konsantrasyonlarinda MM igeren numunelerin her biri AUNR

yuzeye damlatilarak bes ayri noktasindan alinan SERS spektrumlarinin
ortalamalari kaydedilmistir (Sekil 4.20.).

Intansite (a.u.)

300

Sekil 4.20.

500 900 1100 1300 1500 1700
Raman Shift (cm)

—50ppb ——500 ppb 5ppm 50 ppm ——500 ppm

MM standart madde 50 ppb ile 500 ppm konsantrasyon araliginda

AuNR vyuzey ve AgNP kolloid kullanilarak elde edilen SERS
spektrumliari
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MM numunelerinin  spektrumlarinda Raman shift 627cm™'deki SERS
intansitesi/yogunlugu arasindaki iligki, issel tahmin icin kullanilarak non-lineer
kalibrasyon egrisi olusturulmus ve belirleme katsayisi (R?) hesaplanmistir (Sekil
4.21.).
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MM Konsantrasyonu (ppb)

Sekil 4.21. MM standart madde AuNR yluzeyde SERS analizi non-lineer

kalibrasyon egrisi
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M3B saf standart maddesi igeren ¢ozeltilerin elde edilmesi igin yapilan seyreltme
islemini muteakiben sinyal arttirici olarak esit miktarda AgNP kolloid eklenmis ve
nihai olarak elde edilen 50 ppb, 5000 ppb, 5 ppm, 50 ppm ve 500 ppm
konsantrasyonlarinda M3B igceren numunelerin her biri AuNR vylzeye
damlatilarak bes ayri noktasindan alinan SERS spektrumlarinin ortalamalari
kaydedilmistir (Sekil 4.22.).

Intansite (a.u.)

!

3
=
(=]

500 00 900 1100 1300 1500 1700

Raman Shift (cm)

—50ppb ——500 ppb 5ppm 50 ppm ——500 ppm

Sekil 4.22. M3B standart madde 50 ppb ile 500 ppm konsantrasyon araliginda
AuNR yuzey ve AgNP kolloid kullanilarak elde edilen SERS
spektrumlari
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M3B numunelerinin spektrumlarinda Raman shift 627cm™'deki SERS
intansitesi/yogunlugu arasindaki iligki, issel tahmin icin kullanilarak non-lineer
kalibrasyon egrisi olusturulmus ve belirleme katsayisi (R?) hesaplanmistir (Sekil
4.23.).

7000
6000

5000

4000 y = 13’012)(0,4729

R?=0,9994

3000

SERS intansitesi (a.u.)

2000

1000

0 100000 200000 300000 400000 500000

M3B Konsantrasyonu (ppb)

Sekil 4.23. M3B standart madde AuNR yuzeyde SERS analizi non-lineer

kalibrasyon egrisi.

6-MAM saf standart maddesi iceren ¢ozeltilerin eldesi igin yapilan seyreltme
islemini muteakiben sinyal arttirici olarak esit miktarda AgNP kolloid eklenmis ve
nihai olarak elde edilen 50 ppb, 5000 ppb, 5 ppm, 50 ppm ve 500 ppm
konsantrasyonlarinda 6-MAM iceren numunelerin her biri AuNR ylzeye
damlatilarak bes ayri noktasindan alinan SERS spektrumlarinin ortalamalari
kaydedilmistir (Sekil 4.24.).
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Sekil 4.24. 6-MAM standart madde 50 ppb ile 500 ppm konsantrasyon
araliginda AuNR yuzey ve AgNP kolloid kullanilarak elde edilen
SERS spektrumlari

6-MAM numunelerinin spektrumlarinda Raman shift 627cm''deki SERS
intansitesi/yogunlugu arasindaki iliski, issel tahmin icin kullanilarak non-lineer
kalibrasyon egrisi olusturulmus ve belirleme katsayisi (R?) hesaplanmistir (Sekil
4.25.).

5000
4000

3000

SERS intansitesi (a.u.)

2000
y = 15,685x0:4314
2 -
0
0 100000 200000 300000 400000 500000

6-MAM Konsantrasyonu (ppb)

Sekil 4.25. 6-MAM standart madde AuNR ylzeyde SERS analizi non-lineer
kalibrasyon egrisi
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4.4  Eroin, MM, M3B ve 6MAM ile spike edilmis tikiriik numunelerinin
SERS analizi, konsantrasyon tespiti icin intansite-konsantrasyon eslesme
noktasi ile formiil olugsturulmasi, yontemin kalibrasyonu, LOD ve LOQ
degerlerinin belirlenmesi,

Tukdardk numunelerinde 20 ppb, 1 ppm, 5 ppm, 25 ppm ve 125 ppm
konsantrasyonlarinda eroin, MM, M3B ve 6-MAM bulunacak sekilde tum
solUsyonlar igin benzer prosedur uygulandi. AgNP'li ¢ozelti, SERS spektrumlarini
elde etmek igin AuNR ylzeye 2 pL miktarinda damlatildi. Normal oda
kosullarinda 10 dakikalik bir inkiibasyon suresinden sonra, SERS spektrumlari,
yluzeye damlatiimis spike numunelerin bes farkli noktasindan alindi. Eroin ve
metabolitlerinin her bir konsantrasyonu igin elde edilen bes spektrumun referans
piklerinin  intansitelerinin/yogunluklarinin  ortalama degerleri kaydedilerek

asagidaki grafiklerde sunuldu.

Maktriks ve standart madde karisiminin spektrumlarinin belirlenmesine ek olarak
yukarida izah edilen prosedurle uyumlu olarak tukurik numunelerinde 20 ppb ile
125 ppm bes farkli konsantrasyonda Eroin, MM, M3B ve 6-MAM standart
maddeleri olacak sekilde ayarlanan ¢ozeltiler kullanilarak AuNR ytizey ve AgNP
kolloid sinyal arttirici aracihigi ile SERS analizi yapildi. Elde edilen veriler
kullanilarak tukuruk matriksinde -geri kazanim hesaplama sorununu ortadan
kaldirmak amaciyla- eroin ve metabolitlerinin kalibrasyon egrileri gizildi, R?
degerleri hesaplandi ve calisilan numunelerde konsantrasyon olgimi icin pik

intansitesi-konsantrasyon esleme formulu elde edildi.
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4.4.1 Tuakurik numunesinde eroin analizi ve konsantrasyon
degerlendirmesi

20 ppb ile 125 ppm arasi konsantrasyonlarda eroin igerecek sekilde hazirlanan
tukarak numunelerinin ((a) 20 ppb (b) 1 ppm, (c) 5 ppm, (d) 25 ppm, (e) 125 ppm)
SERS analizlerinde 627 cm~Y'de C-Caiicyclic aliphatic Vibrasyon bandlari sekil 4.26.’da

gOsterilmektedir.
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Sekil 4.26. 20 ppbile 125 ppm arasi eroin konsantrasyonlarinda ((a) 20 ppb (b)
1 ppm, (c) 5 ppm, (d) 25 ppm, (e) 125 ppm) 627 cmYde C-

Calicyclic,aliphatic vibrasyon bandlari
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Takuruk numunelerinde 20 ppb ile 125 ppm bes farkli konsantrasyonda eroin
standart maddesi olacak sekilde ayarlanan ¢ozeltiler kullanilarak AuNR ylzey ve
AgNP Kkolloid sinyal arttirici araciligi ile SERS analizi yapildi. Elde edilen veriler
kullanilarak tukurik matrixinde -geri kazanim sorununu ortadan kaldiracak
sekilde- olusturulan eroin kalibrasyon egrisi, R? dederi ve galisilan numunelerde
konsantrasyon olgumu icin pik intansitesi-konsantrasyon esleme formualu sekil

4.27.de gosterilmektedir.
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Tlkurukteki Eroin Konsantrasyonu

Sekil 4.27. Tukurik numunesinde 20 ppb—125 ppm araliginda Eroin standart
maddesi konsantrasyonlari icer AUNR yuzey ve AgNP kolloid sinyal
arttinci kullanilarak SERS analizi non-lineer kalibrasyon egrisi ve

pik intansitesi-konsantrasyon esleme formulu
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4.4.2 Tukirik numunesinde MM analizi ve konsantrasyon degerlendirmesi
20 ppb ile 125 ppm arasi konsantrasyonlarda MM icerecek sekilde hazirlanan
tukardk numunelerinin ((a) 20 ppb (b) 1 ppm, (c) 5 ppm, (d) 25 ppm, (e) 125 ppm)
SERS analizlerinde 627 cm™Y'de C-Caiicyclic aliphatic Vibrasyon bandlari sekil 4.28.’de

gOsterilmektedir.
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Sekil 4.28. 20 ppb ile 125 ppm arasi MM konsantrasyonlarinda ((a) 20 ppb (b)
1 ppm, (c) 5 ppm, (d) 25 ppm, (e) 125 ppm) 627 cmYde C-

Calicyclic,aliphatic Vibrasyon bandlari
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Takuruk numunelerinde 20 ppb ile 125 ppm bes farkli konsantrasyonda MM
standart maddesi olacak sekilde ayarlanan ¢ozeltiler kullanilarak AuNR ylzey ve
AgNP Kkolloid sinyal arttirici araciligi ile SERS analizi yapildi. Elde edilen veriler
kullanilarak tukuruk matrixinde MM duzey tespiti agisindan -geri kazanim
sorununu ortadan kaldiracak sekilde- olusturulan eroin kalibrasyon egrisi, R?
degeri ve caligsilan numunelerde konsantrasyon OlcUmu igin pik intansitesi-

konsantrasyon esleme formulu sekil 4.29.da gdsterilmektedir.
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Tuklriikteki MM Konsantrasyonu

Sekil 4.29. Tukdrlk numunesinde 20 ppb - 125 ppm konsantrasyonu
araligindaki MM standart maddesinin AuNR yluzey ve AgNP kolloid
sinyal arttinci kullanilarak SERS analizi non-lineer kalibrasyon

egdrisi ve pik intansitesi-konsantrasyon esleme formulu
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4.4.3 Tukiriik numunesinde MM analizi ve konsantrasyon degerlendirmesi
20 ppb ile 125 ppm arasi konsantrasyonlarda MM icerecek sekilde hazirlanan
tukarak numunelerinin ((a) 20 ppb (b) 1 ppm, (c) 5 ppm, (d) 25 ppm, (e) 125 ppm)
SERS analizlerinde 627 cm~Y'de C-Caiicyclic aliphatic Vibrasyon bandlari sekil 4.30.’da

gOsterilmektedir.
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Sekil 4.30. 20 ppb ile 125 ppm arasi M3B konsantrasyonlarinda ((a) 20 ppb (b)
1 ppm, (c) 5 ppm, (d) 25 ppm, (e) 125 ppm) 627 cmYde C-

Calicyclic,aliphatic vibrasyon bandlari
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Takurik numunelerinde 20 ppb ile 125 ppm bes farkli konsantrasyonda M3B
standart maddesi olacak sekilde ayarlanan ¢ozeltiler kullanilarak AUNR ylzey ve
AgNP Kkolloid sinyal arttirici araciligi ile SERS analizi yapildi. Elde edilen veriler
kullanilarak tukuruk matrixinde M3B dizey tespiti acisindan -geri kazanim
sorununu ortadan kaldiracak sekilde- olusturulan eroin kalibrasyon egrisi, R?
degeri ve calisilan numunelerde konsantrasyon olgumu igin pik intansitesi-

konsantrasyon esleme formulu sekil 4.31.de gdsterilmektedir.
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Sekil 4.31. Tukdrlk numunesinde 20 ppb - 125 ppm konsantrasyonu
araligindaki M3B standart maddesinin AuNR yuzey ve AgNP kolloid
sinyal arttinci kullanilarak SERS analizi non-lineer kalibrasyon

egrisi ve pik intansitesi-konsantrasyon esleme formuli
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4.4.4 Tukuruk numunesinde 6-MAM analizi ve konsantrasyon
degerlendirmesi

20 ppb ile 125 ppm arasi konsantrasyonlarda 6-MAM icerecek sekilde hazirlanan
tukardk numunelerinin ((a) 20 ppb (b) 1 ppm, (c) 5 ppm, (d) 25 ppm, (e) 125 ppm)
SERS analizlerinde 627 cm~Yde C-Caiicyclic aliphatic Vibrasyon bandlari sekil 4.32.’de

gOsterilmektedir.
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Sekil 4.32. 20 ppb ile 125 ppm arasi 6-MAM konsantrasyonlarinda ((a) 20 ppb
(b) 1 ppm, (c) 5 ppm, (d) 25 ppm, (e) 125 ppm) 627 cm Yde C-

Calicyclic,aliphatic vibrasyon bandlari
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Takuruk numunelerinde 20 ppb ile 125 ppm bes farkh konsantrasyonda 6-MAM
standart maddesi olacak sekilde ayarlanan ¢ozeltiler kullanilarak AuNR ylzey ve
AgNP Kkolloid sinyal arttirici araciligi ile SERS analizi yapildi. Elde edilen veriler
kullanilarak tukuruk matrixinde 6-MAM duzey tespiti agisindan -geri kazanim
sorununu ortadan kaldiracak sekilde- olusturulan eroin kalibrasyon egrisi, R?
degeri ve caligsilan numunelerde konsantrasyon OlcUmu igin pik intansitesi-

konsantrasyon esleme formull sekil 4.33.’te gosterilmektedir.
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Tukurukteki 6-MAM Konsantrasyonu

Sekil 4.33. Tukdrlk numunesinde 20 ppb - 125 ppm konsantrasyonu
araligindaki 6-MAM standart maddesinin AuNR yuzey ve AgNP
kolloid sinyal arttirict kullanilarak SERS analizi non-lineer

kalibrasyon egrisi ve pik intansitesi-konsantrasyon esleme formulu

4.5 Valisayon g¢aligmalari
4.5.1 Kalibrasyon Modeli

Saf standart madde, tikarik numunesi, seyreltiimis konsantrasyonlar igin distile
su karisimlari ile bes farkli konsantrasyonda kalibratorler hazirlandi. Elde edilen
verilere gore kalibrasyon modellemesinin eksponensiyel oldugu saptandi ve

kalibrasyon katsayisi ile konsantrasyon intansite eslesme formalu belirlendi.
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4.5.2 Galigma Araligi

Saf standart madde ve spike tluklirik numuneleri ile disukten ylksege dogru
cesitli konsantrasyonlarda hazirlanan kalibrator numuneler geligtirilen yonteme
gore en az bes ardisik SERS analizi gergeklestirilerek yontemin kalibrasyon
egrileri her bir maddenin hem saf hali hem de tukirik numunesindeki hali igin
olusturulmustur. Saf standart maddeler i¢in 50 ppb ile 500 ppm arahdinda tukurik
numunelerinde ise 20 ppb ile 125 ppm araliginda ¢alismalar gergeklestiriimis ve

konsantrasyon artisi ile birlikte exponensiyel seyir elde edilmistir.

453 Tespit alt sinin (LOD) ve miktarlandirma alt sinin (LOQ)

hesaplanmasi

En dusuk kalibrator konsantrasyonu ile hazirlanan kontrol numunesinin ardigik
sekilde on kez SERS analiz sonuclari esas alinarak standart formduller
kullanilarak ydntemin LOD (Limit of detection/Tespit Alt Sinin=3x(SD/vn)) ve
LOQ (Limit of quantification/Miktarlandirma Alt Sinin=10x(SD/\n) diizeyleri

belirlenmistir.

Yukarida sunulan analizler degerlendirildiginde; 20 ppb ile 125 ppm arasi
konsantrasyonlarda eroin, MM, M3B ve 6-MAM icerecek sekilde hazirlanan
tukardk numunelerinin ((a) 20 ppb (b) 1 ppm, (c) 5 ppm, (d) 25 ppm, (e) 125 ppm)
AuNR ylUzey ve AgNP kolloid sinyal arttirici kullanilarak SERS analizlerinde elde
edilen spektra verileri ve 627 cm™Yde C-Caiicyciic aliphatic Vibrasyon bandlari ile
bunlarin yani sira tikuarik numunelerinde 200 ppb — 125 ppm konsantrasyonu
araligindaki eroin, MM, M3B ve 6-MAM standart maddelerinin non-lineer
kalibrasyon egrileri ve pik intansitesi-konsantrasyon esleme formdlleri Gzerine
elde edilen tukurak numunesinde eroin, MM, M3B ve 6-MAM’in toksikolojik analiz

parametreleri gizelge 4.5.'te sunulmustur.
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Cizelge 4.5. Tukurukte eroin, MM, M3B ve 6-MAM analiz parametreleri

Eroin MM M3B 6-MAM
Esitlik y=327.12x%4%0 | y=130.42x%4%4 | y=119.46x°834 | y=108.13x°4"8
R2 Degeri 0,982 0,992 0,984 0,984
LOD (ppb) 31,69 20,91 17,01 19,91
LOQ (ppb) 95,06 62,74 51,03 59,73
Calisma 20 ppb - 20 ppb — 20 ppb — 20 ppb —
Arahgi 125 ppm 125 ppm 125 ppm 125 ppm

4.5.4 Bias-Dogruluk

Ug farkli konsantrasyonda (diisiik=100 ppb, orta=5 ppm ve yiiksek=125 ppm)
elde edilen numunelerde gln-i¢ci ve glnler-arasi (dort gun sure ile) on ardisik
SERS analizinde belirlenen ortalama verilerden bias belirlendi. +%20 ranj

icerisindeki veriler kabul edilebilir nitelikte bias seklinde kayda alindi.

455 Tekrarlanabilirlik

Ug farkli konsantrasyonda (diisiik=100 ppb, orta=5 ppm ve yiiksek=125 ppm)
toksikoloji laboratuvar yontem validasyonlarinda uygulandigi gibi ardigik alti gin
boyunca gun-i¢ci ve gunler-arasi bes mukerrer analizle saf madde
konsantrasyonlarina yonelik SERS analizler gergeklestiriimigtir. CV, %CV ve
%Bias. £%20 ranji igerisindeki veriler kabul edilebilir nitelikte bias seklinde kayda
alindi (Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7).

75



Cizelge 4.6. Tukurukte MM konsantrasyonlarinin gun-ici SERS analizleri

tekrarlanabilirlik validasyon parametreleri (6 gun sure ile)

MM Konsantrasyonu | SERS Ortalamasi | £SD CV | % CV | %Bias

100 ppb 98,12 ppb 4,12 | 0,04 | 4,20 | 1,88

5 ppm 4,86 ppm 0,30 | 0,06 | 6,17 | 2,80

125 ppm 129,85 ppm 510 | 0,04 | 3,93 |-3,88
Cizelge 4.7. Tukurikte MM konsantrasyonlarinin glnler-arasi SERS
analizlerinde tekrarlanabilirlik/validasyon parametreleri (1, 2, 3, 4 gln)

MM Konsantrasyonu | SERS Ortalamasi | £SD CV | % CV | %Bias

100 ppb 103,95 ppb 7,21 | 0,07 | 6,94 |-3,95

5 ppm 5,41 ppm 0,46 | 0,09 | 8,50 |-8,20

125 ppm 122,35 ppm 8,18 | 0,07 | 6,69 |2,12

Tekrarlanabilirlik agisindan bir diger parametre olan laboratuvar ortami stabilitesi
(Benchtop Stability) baglaminda tukirikte MM konsantrasyonlarinin substrat
uzerindeki kurumus numunede stabilitesi agisindan yapilan analizlere ek olarak
7., 14., 21. ve 28. gun analizleri gergeklestirilmigtir. CV, %CV ve %Bias. +%20

ranji icerisindeki veriler kabul edilebilir nitelikte bias seklinde kayda alindi

(Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Tukurikte MM konsantrasyonlarinin substrat Gzerindeki kurumus

numunede laboratuvar ortami stabilitesi agisindan tekrarlanabilirlik analizi

parametreleri (7, 14, 21 ve 28. gunler)

MM Konsantrasyonu | SERS Ortalamasi | £SD CV | % CV | % Bias
100 ppb 96,82 ppb 9,18 | 0,09 | 9,48 | 3,18
S ppm 5,32 ppm 0,36 | 0,07 | 6,77 |-6,40
125 ppm 119,28 ppm 6,18 | 0,05 | 5,18 |4,58
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4.5.6 Kalinti (Taginim)

SERS analizlerinde substratin tekrar kullanimi acisindan tasinim, kalinti madde
bulunma sorunu olup olmayacagi, substrat yikandigi halde bir sonraki ¢alisma
acisindan blank kabul edilip edilmeyeceginin tespiti acisindan en yuksek
konsantrasyon olarak 125 ppm MM igcerecek sekilde hazirlanan tukarik
numunesi substrat Uzerinde isaretlenmis bir alana damlatilarak, rutin yontemle
analiz edilmistir. SERS analizini muteakiben substrat metanol ile yikanmig ve 10
dakika sure ile distile su banyosuna birakiimigtir. Kuruyan substratin isaretlenmis
alanindan rutin yontemle (bes farkl noktadan alinan spektrumun ortalamalari
kaydedilip tek analiz olarak degerlendiriimistir) ¢ ardisik SERS analizi
gerceklestiriimistir. Elde edilen spektrumlarin blank substratlarla esit oldugu ve
bu veriler baglaminda bir sonraki analizi interfere edecek nitelikte kalinti veya

tasinim olmadigi ortaya konmusgtur.

4.6 Tukurik numunelerinde kor ol¢cumle eroin, MM, M3B ve 6MAM
diizeylerinin tespiti ve SERS spektrumunun Excel’de formuliun kullanimi ile
madde konsantrasyonunun otomatize sekilde belirlenmesi

4.6.1 Tukuruk numunelerinde kor ol¢umle eroin, MM, M3B ve 6MAM
diizeylerinin tespiti

Bu tez ¢alismasi kapsaminda geligtirilen yontem ve bu dogrultuda ortaya konulan
kalibre edilmis formulleri degerlendirmek ve dlgimleri elde etmek i¢in bos tikurik
numunesinde spike edilmis eroin, MM, M3B ve 6MAM standart maddeleri igin
650 ppb, 30 ppm ve 100 ppm konsantrasyonlarinda standart madde igerecek

sekilde kor kontrol numuneleri hazirlandi.

Ornekleri analiz eden kisi kor birakildi ve 6rneklerin icerdigi uyusturucu-uyarici
madde konsantrasyonlari hakkinda herhangi bir bilgi vermedi. Numunelerin
SERS spektrumlari, geligtirilen yonteme uygun olarak AuNR ylzeyde sinyal
arttinnct AgNP ile bes farkli alandan elde edildi (sekil 4.34.). Bu bes alandan elde

edilen spektralarin 627 cm bant intansitelerinin ortalamalari kullanildi.
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SERS intansitesi (a.u.)

/W\J\W/\Wm

300 500 700
Raman Shift (cm1)

—100 ppm 30 ppm ——8650 ppb

Sekil 4.34. Kor analizi yapilan tikuarik numunesinin SERS spektralari

Spektralarin alinmasini muteakiben, numunedeki madde konsantrasyonlari
kalibrasyon egrisindeki yogunluk-konsantrasyon egslesme noktasina gore
geligtirilen formdl ile hesaplandi. Numunedeki madde konsantrasyonun
tespiti/hesaplanmasi icin kullanilan esitlikler C: Konsantrasyon ve I: insansite

olmak Uzere asagida siralanmigtir;

> Eroin igin “Ce= (I / 327.12)1/045",

> MM igin “Cum=(i / 130.42)04%4",

> MB3B igin “Cwas=(i / 119.46)10834"

> 6-MAM icin ise “Ce-mam=(I / 108.13)1/0-478”

Yukaridaki bilgi, bulgu ve formulasyonlar 1giginda blank tikirik numunesine
dizeyi bilinerek eklenen eroin, MM, M3B ve 6-MAM’'In konsantrasyonlarinin
tespiti acgisindan kor bir arastirmaci tarafindan gelistirilen ydntemin
basamaklarina uygun sekilde gergeklestiriien SERS analizi ile elde edilen 627
cm? bant intansitesi ve bu dogrultuda elde edilen sonuclar cizelge 4.9.'da

sunulmustur.
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Cizelge 4.9. Kor analizi yapilan tukuruk numunesinde bilinen ve hesaplanan
Eroin, MM, M3B ve 6-MAM konsantrasyonlari

Madde Bilinen Hesaplanan
Konsantrasyon (ppb) | Konsantrasyon (ppb)
MM 650 620.46+28.12
30000 31250.9+1989.48
100000 98356.4+1214.56
M3B 650 673.35+36.44
30000 29878.4+485.87
100000 98503+781.94
6-MAM 650 634.92+18.2
30000 29002.5+665.42
100000 101541+1779.4
Eroin 650 632.71+21.71
30000 28844.24+1298.83
100000 98819.351649.8

Mevcut adli veya klinik toksikoloji uygulamalarinda kullanilan kantitatif analitik
toksikoloji prosedurleri, enzimatik yontemlere ve sahada kullanilan tarama
testlerine kiyasla ¢ok daha glvenilirken, bu sistemler ve analizler oldukg¢a pahali
ve zaman alici olmalarinin yani sira optimum analitik stregler igin standart ve iyi
organize edilmis laboratuvar kosullarina muhtagtir. LC-MS veya GS-MS ile
biyolojik bir sivida eroin konsantrasyonunun rutin analizi ortalama 60 ila 90 dakika
zaman aldigi bilinmektedir [123]. Bunun aksine mevcut g¢alisma kapsaminda
SERS yontemi ile tukurikte eroin ve metabolitlerinin konsantrasyonlarinin
analizinin, major sapma ve sorunlarin olugsmasi halinde bile tium c¢alisma
basamaklari dahil yaklasik 20-30 dakika kadar surdugu anlagiimigtir. Bu
yontemde standardi saglamak icin Adli toksikoloji laboratuvarinda kullanilan 6n
analiz ¢alismalari, ekstraksiyon basamaklari diglandiginda analiz suresinin gok
onemli oOlgude kisaldigr goérulmektedir. Bu surenin adli toksikoloji rutininde
kullanilan enstrumantal analitik prosedurlere gore c¢ok kisa oldugu dikkati
cekmektedir. Bu nedenle, bu ¢alisma biyolojik sivilardaki eroin ve metabolitlerinin
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analizi i¢in rutin eroin analiz sistemlerinden potansiyel olarak daha ucuz, daha
kolay, daha genis uygulama alan ve ortamina sahip ve daha hizli bir yontem

onermektedir.

Gelistirilen yontemin acil ve hizlh sonu¢ alinmasi gereken durumlarda
kullanilabilecegi agik olmakla birlikte saha galismalarinda sikga kullanilan el-tipi
Raman sistemi ile SERS eklentisine yonelik mekanizma gelistiriimesi ihtiyaci
asikardir. El-tipi spektroskopi sahada ele gecirilen kararli formdaki herhangi bir
numuneyi hizli ve dogru bir sekilde analiz etme firsati saglama potansiyeline
sahiptir [12,59,124]. Piyasada yasadisi ilaglarin tespiti icin satilan birgok ticari el-
tipi Raman sistemi olmasina ragmen, bu sistemlerin ¢ogu floresanin Ustesinden
etkili bir sekilde gelemez ve nispeten daha dusuk sinyal/gurtlti oranlarina
sahiptir [12,13,118,125]. SERS’in zenginlestirme niteligi baglaminda floresansin
ustesinden gelmeye ve sinyal/gurulti oranlarini artirmaya yardimci olacagi
aciktir [20—-22,25]. Bu bilgi ile uyumlu olarak Andreou ve ark. [12] calismalarinda
SERS ve AgNP kullanarak mikro-akiskan bir cihazla tukurlkte yasadigsi ilaglarin
saptanmasi, kimliklendiriimesi Uzerinde galisti. Bu tez calismasinda sivi olan
numunelerin hareketini kontrol etme potansiyeli ile homojen agregasyon
saglayabilecek AuNR yuzey ve sinyal arttirici AgNP kullanimi ile eroin ve
metabolitlerini hem kimliklendirmek ve hem de numune igerisindeki
konsantrasyonunu olgmek igin geligtirilen bir SERS yontemi dnerdik. Literatlrdeki
bilimsel 6ngorilerle uyumlu olarak gelistirdigimiz yontem ile elde edilen SERS
spektrumlari, eroine 6zgl bantlarda dnemli dlciide daha ylksek yogunluk ve
dusuk sinyal/gurulti oranlari géstermistir. Bu bilgi baglaminda, tukirik gibi
gbrece karmasik numunelerin sahada, trafik kontrollerinde ve benzeri zor
kosullarda analizi ile eroin ve metabolitlerini tanimlamak ve konsantrasyonlarini
Olgcmek icin SERS kullaniimasi ve el-tipi SERS mekanizmalarinin gelistiriimesi

cok degerlidir.

Cin'de yapilan bir ¢galisma [126], tibbi ila¢ veya uyusturucu/uyarici maddelerin

idrar dérneklerinde SERS tabanli sistemler araciliiyla tanimlanabilecegini ortaya

koymustur. Yakin zamanda yapilan bir calismada [23], SERS ile insan idrarinda

morfinin tanimlanmasinin mimkdn oldugu gosterilmistir. Ancak bu ¢alismalar
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biyolojik sividaki madde veya ilacin kimliklendirmesine dair olup guvenilir
konsantrasyon olgimu ¢alismalarinin yapilmasi gerekliligine vurgu yapmislardir.
Buna karsin bu calismamizda elde edilen veriler tikurik érneklerinde SERS
tabanli bir sistem ile eroin, MM, M3B ve 6-MAM’In hem tanimlanmasinin hem de

konsantrasyon 6lgimunun mumkin oldugunu ortaya koymustur.

4.7 SERS spektrumunun Excel formatinda kayit islemi ile madde
konsantrasyonunun otomatize sekilde belirlenmesi

Rutin galigmalarda SERS spektrumlarinin alinmasini muteakiben, numunedeki
madde konsantrasyonlari kalibrasyon egrisindeki yogunluk-konsantrasyon
eslesme noktasina gore gelistirilen formul ile hesaplanmaktadir. Ancak bu
¢alismada olusturulan konsantrasyon formullerinin Excel dosyasinda ilgili alana
hesaplama yapabilecek sekilde tanitilmasi ile spektrum kaydedildigi anda ilgili
madde konsantrasyonu ek bir hesaplamaya ihtiya¢ olmaksizin yukarida verilen

formiillerle belirlenebilmektedir.

Eroin konsantrasyonunun tespiti icin olusturulan “Ce= (i/327.12)0-45” formiiliiniin
ornek bir numunenin bes farkh noktasindan alinan spektrumlarinin kaydedildigi
Excel dosyasina tanitimi ile ortaya c¢ikan konsantrasyon hesaplamasi sekil

4.35.da gosterilmektedir.

Bigimlendirme =
Pano Yazi Tipi ] Hizalama ] Sayi o

H422 - fe | =(G428I32T 12)(1/0,45)
A B [ D E F G H 1 J K L ]
418 617 976 1217 1152 1108 1031
419 618 1231 1535 1452 1397 1300
420 619 1509 1893 1781 1713 1594
a2 620 1303 2249 2128 2047 1905 EROIN KONSAN TRASYONU
42| 621 2100 2619 2478 2383 2218
423 622 2382 2971 2810 2703 2516 | 170 ,205771 2
424 623 2629 3279 3102 2984 2777
!
425 624 2822 3519 3329 3202 2980 CE: (I /3271 2)1 o4
426 625 2943 3671 3472 3340 3108
427 626 2983 3720 3519 3385 3150
428 627 2038 3064  3a66 3334 3103 [NEE0H
429 628 2816 3512 2322 3196 2974
430 629 2631 3281 3104 2986 2779
431 630 2400 2994 2832 2724 2535
432 631 2145 2676 2531 2435 2266
433 632 1885 2351 2224 2139 1991

Sekil 4.35. Ornek SERS spektrumlarinin Excel formatinda kaydedilmesi ile

eroin konsantrasyon hesaplamasi
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MM konsantrasyon hesabi igin “Cmw=(i/130.42)10494" formilinin, M3B
konsantrasyon hesabi igin “Cwmss=(1/119.46)1084" formiliinin ve 6-MAM
konsantrasyonu igin ise “Ce-wam=(1/108.13)0-478” formiiliinin Excel’de ilgili alana
tanitimasi ile dogrudan tukuruk numunesindeki konsantrasyonu da elde

edilebilecektir.

4.8 Analitik yontemlerin maliyet kalemlerinin degerlendirilmesi

Kalitatif ELISA yontemi ile CEDIA bazh kalitatif ve semi-kantitatif analitik yontem
maliyet acgisindan de@erlendirildiginde; maliyet kalemi olarak ¢ok az sayida baglik
karsimiza c¢ikmaktadir. Bu yontemlerde az sayida uyusturucu/uyarici madde
grubunun kalitatif ve kismen semi-kantitatif analizlerini yapmak amaciyla farkh ttr
ve niteliklerde tek kitleri, analizlerde kullanilan enzim ve solusyonlar, vicut sivisi
ornekleme kaplari, orneklerin analiz zamanina kadar muhafaza edildikleri
ekipman, raporlama igin bilgisayar ve yazici baslica ihtiya¢ kalemleri olup kalici
demirbas saglandiktan sonra surdurulebilirlik noktasinda maliyetin nemli 6lgtide
dusuk oldugu gonul rahathg ile ifade edilebilir. Buna ek olarak her ortamda
uygulanabilen yontemler olmasi acgisindan da laboratuvar kosullarina ihtiyag
duyulmamasi da maliyeti dusurmektedir. Ancak analiz sonuglarinin sadece
kalitatif olmasi, yogun cross-reaksiyonlar ve interferan durumlar nedeniyle
yuksek oranda hatali sonuglar verme riski barindirmalari, konfirmasyon
gereksinimi nedeniyle vakanin veya ornegin transferi ile tam tesekkuilli bir
laboratuvarda tekrar analiz ihtiyaci bulunmasi, vakanin ¢ozuminde gecikme
yasanmasina ek olarak bu yontemlerin fiyat-fayda dengesi agisindan dustk

degerde oldugunu dusundurmektedir.

Rutin adli toksikoloji ve az sayida klinik toksikoloji laboratuvarinda kullaniimakta
olan LC ve GC ile eglestirimis MS/MS sistemleri maliyet agisindan
deg@erlendirildiginde; her seyden Once kapsamh ve tam donaniml bir
laboratuvara ihtiya¢ oldugu bilinmelidir. Bu noktada henlz higbir toksikolojik
analiz gergeklesmeden bile gerekli laboratuvar ekipmani, kimyasal madde ve
solUsyonlar, ortamda bulunmasi negatif basingli havalandirma sistemi, strekli

igler halde tutulmasi gereken bir sogutma sistemi, cihazlarin bagh bulundugu ve
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surekli sekilde tuketilen kimyasal gazlar, gaz tuplerinin bagh bulundugu gaz
istasyonu, is guvenligi, kimyasal ve biyo-guvenlik kurallarina uygun ekipman
bulunmasi gerekmektedir. Bu mevcut yapinin bulunmasi halinde fiyatlari bir
Raman mikroskobinin birkag kati olan GC ve LC sistemleri alinabilmektedir. S6z
konusu sistemin kurulmasini muteakiben her analitik yontemin oturtulmasi ve
rutin kalibrasyon ihtiyacglari ile validasyon calismalari nedeniyle yurtdisindan
tedarik edilmek Uzere surekliik arz eden bir standart madde ihtiyaci
bulunmaktadir. Her analiz Oncesinde uygulanacak standart ekstraksiyon
basamaklari i¢in birgok kimyasal madde, solUsyon, sarf malzeme ve demirbas
nitelikli cihazlara ihtiya¢ bulunmaktadir. Belirli periyodlarla cihazlarin ve analitik
yontemleri kalibrasyon ve validasyon iglemleri igin sayilan tUm basliklarda set
halinde tekrarli gereksinim oldugu ayrica belirtiimelidir. Bunlara ek olarak
laboratuvar bunyesindeki her cihazdan sorumlu en az iki egitimli personel ihtiyaci
bulunmaktadir. Butin bu maliyet kalemleri dikkate alindiginda ulkemizde bu
sistemlerin bu denli nadir bulunmalari anlasilir olmaktadir. Glvenilir nitelikte olup
kabul edilmis bu sistemlerin fiyat-fayda dengesi noktasindaki degeri tartismalidir.
Ozellikle ¢dziilmesi gii¢ adli vakalarda bu denge agisindan Gstiinligi kabul edilse
de sadece tarama amagl kullaniimalari da ¢gogunlukla tercih edilmemekte ve bu

amagcla daha dusuk maliyetli yontemlere ihtiya¢ bulunmaktadir.

Bu tez calismasinda kullanilan Raman-mikroskobi ve SERS yodntemi maliyet
kalemleri noktasinda degerlendirildiginde; oncelikle yukarida izah edilen tam
donaniml bir laboratuvar ortamina ihtiyagc bulunmamasi maliyeti dugtren en
onemli basamak olarak gorulmektedir. Baglica maliyet kalemleri arasinda
Raman-mikroskobu, baglh bulundugu bilgisayar, lazer 1sik kaynagi yani sira
SERS i¢in kullanilan substratlar, sinyal arttirici nanopartikiller ve yodntemin
gerektirdigi az sayida kimyasal soliisyon sayilabilmektedir. Ozellikle bu
calismada da uygulandigi gibi SERS substratinin tekrarli kullanima olanak
tanimasi maliyet agisindan ¢ok dnemli bir Ustlnluk olarak kargimiza gikmaktadir.
Yoéntemin kantitatif sonu¢ vermesi istendiginde kalibrasyon ve validasyon
calismalarinda kullanilmasi gereken standart madde ihtiyaci GC ve LC
sistemlerine benzerlik gostermekte olsa da SERS analizlerinde kullanilan
numune miktarinin goreceli olarak ¢ok duguk olmasi da maliyeti 6nemli dlgude
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dugurmektedir. Sunulan bilgiler baglaminda genel bir degerlendirme yapildiginda
tukdruk numunesinde kantitatif SERS analizi yonteminin ELISA ve CEDIA
yontemlerine gore yuksek maliyette ancak GC ve LC/MS-MS sistemlerine gore

de ¢ok dusuk maliyette oldugu anlasiimaktadir.

4.9 Literatiirde dile getiriimemekle beraber tez calismamiz kapsaminda
tespit edilen sinirliliklar, kisithliklar ve onerilerimiz

Yapilan detayh literatur taramasinda, biyolojik sivi matrikslerinde farmako-
toksikolojik ajanlarin Raman spektrokopik analizlerde metodolojik sinirliliklarin
vurgulanmadigi dikkati ¢cekmektedir. Ancak bu tez c¢alismamiz esnasinda
SERS'in adli veya klinik toksikolojide kullanilabilecedi, mevcut kalitatif ve sem-
kantitatif ydontemlere UstunlUkleri de tespit edilmekle birlikte vurgulanmaya deger

onemli sinirhliklari oldugu da anlasiimigtir.

Biyolojik sivilarin natira ve biyomolekuler agidan zenginligi dikkate alindiginda
SERS analizinde floresans sorunu, ¢ok sayida yapiya ait ve yorumlamayi
glglestiren Raman bandlari bu yontemin en énemli sinirhliklari arasinda yer
almaktadir. Biyolojik sivida SERS analizi ile madde tespitinde tekrarlanabilirlik
yontem gelistirme agisindan ¢ok 6nemli bir sorundur. Bu nedenle calisilacak
numunenin “etkili, basit ve minimum ekipman ve kimyasal gereksinimlerle
karakterize” bir ekstraksiyon isleminden geciriimesi gerekliligi oldugu ve bu
¢bzim Onerisinin  de farkl biyolojik sivilar acisindan o siviya 06zgu

degerlendiriimesi gerektigi anlasiimaktadir.

Raman mikroskobi teknik niteliklerinin degisimi, analiz parametrelerinin
farklilagmasi halinde her analit igin yeniden kalibrasyon ihtiyaci olmasi SERS ile
biyolojik sivilarda madde ve ila¢g analizi agisindan bir diger énemli bir sinirlilik
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu noktada cihazin teknik niteliklerinin ve analiz
parametlerinin her analizden dnce kontrol edilmesi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.
Diger yandan farkli farmako-toksikolojik ajanlarin analizi molekuler nitelikleri
acisindan farkli analiz parametrelerinin uygulanmasina ihtiyag olabilecegi, haliyle

tek biyolojik numunede farkli kimyasal yapilara sahip ¢oklu ajanin analizi gereken
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durumlarda farkli parametrelerle birden fazla analiz gerekebilecegi de

ongorulmelidir.

Adli ve Klinik toksikoloji laboratuvarlarinda kullaniimakta olan mevcut komplike
enstrimantal analitik sistemler kituphanelerinde ylzbinleri agan kimyasal yapiya
veri bulunmakta iken geligtirimekte olan kalitatif ve semi-kantitatif sistemlerde
sinirll sayida maddenin tanimlanmasina olanak saglayabilen veri bulundugu
bilinmektedir. Bu sayi saha testlerinde, tekil analiz kitlerinde ¢ok azalmakta,
bazen tek maddeye dusmektedir. Dolayisi ile tez c¢alismasi kapsaminda
gerceklestirilen eroin ve metabolitleri disinda tikurtkte analizi amaglanan her
yeni madde ve metabolitlerinin analizinde yéntem gelistirme zorlugu “teknik,
metodolojik ve finansal” agidan bir diger 6nemli sinirliliktir. Bu durumda Raman
spektroskopik analizlerin, mevcut kalitatif ve semi-kantitatif analitik sistemlere ve
saha testlerine Ustunluk kuracak sekilde kullanima girebilmesinin mevcut tez
calismasinda uygulandigi gibi biyolojik sivilara yonelik analitik yontemin ana

madde ve en yogun metabolitlere odaklanmasi gerekmektedir.

Yapilan tez galismasinda dikkati ceken en dnemli sinirhiliklar arasinda kullanilan
yontemin benzer kimyasal yapidaki maddelerde ayirici niteliginin  dusik
olmasidir. Dolayisi ile benzer maddelerin analizinde farkl konsantrasyonlar
agisindan stabil degisim goOsterebilen farkli tanimlayici Raman bandlarinin

tespitine yogunlasmak 6nem arz etmektedir.

Tez calismamizin dnemli bir kismini olusturan ve c¢alisilan maddelerin tespitinde
Raman-aktif niteligi en uygun olan ylzeyin tespiti ¢alismasinda da ortaya
kondugu gibi SERS substratlarinin niteliginin degisimi ile analiz sonuglarinin
farklilagmasi bir deger 6nemli sinirliliktir. Bu noktada, analizlerin standart olmasi
acisindan standart niteliklere sahip “Raman-aktif niteligi ylksek, numunenin
homojen dagilimina olanak veren, amaca uygun uretilmig” substrat kullanimi

onem arz etmektedir.
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Ozellikle adli ve klinik toksikolojik analizlerde biyolojik sivilarin kullanilacagi ve
analizi yapilacak numunenin akigkan olacagi dikkate alindiginda SERS substrati
uzerinde goreceli homojen yayilimi saglamak ve numunenin merkezi bir sekilde
birikmesini saglamak amaciyla ¢oklu oyuk/cukur kuyucuklu AuNR ylzey

geligtiriimesinin ileride yapilacak galismalari kolaylastiracagi dustunulmektedir.
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5. YORUM

Yukarida sunulan tez calismasinin temel sonuclari, literatire katkilari ve

sinirhliklar asagida listelenmistir;

v Eroin ile iligkili kriminal olay sayilarinin Glkemizde basi ¢eker nitelikte ciddi
bir saglik ve kriminal sorun oldugu gorulmektedir. Turkiye’de 2018 yilinda
2017 yihna goére eroin ile iligkili olay sayisinda yaklasik %41,5, diger
yandan yakalanan slpheli sayisinda da %45,8 oraninda bir artig
gerceklestigi dikkati cekmektedir.

o Bu bilgi ile mevcut saha analizlerinin eroin ve metabolitlerinin
tespitinde yeterince hizli, duyarli ve guvenilir olmamasinin -
¢6zUmsuzlUkte- etkenlerden biri oldugu ve sorunun ¢ézimune katki
sunma potansiyeli bulunan hizli, uygulamasi kolay ve guvenilir

analiz yontemlerine ihtiyag oldugunu goéstermektedir.

v Literaturde adli ve klinik toksikoloji alaninda da sik kullanilan mevcut
komplike laboratuvar sistemleri ile yapilan analizlerin zaman alici, pahali,
ulasiimasi zor, analiz dncesi detayl ve hassasiyet gerektiren ekstraksiyon
prosedurleri oldugu, kullaniminin 6zel egitim gerektirdigi bilinmektedir.

o Diger yandan, Ulkemizde sinirli olmakla birlikte kolluk tarafindan
yapillan saha toksikolojisi c¢aligmalari siklikla zorlu ve uygun
olmayan kosullarda yakalanan maddelerin ne oldugunu anlamak
icin yapilan on testler, trafik kontrol noktalarinda yapilan alkol ve
madde kullanim kontrolleri ve benzeri uygulamalari icermektedir.

o Kontrollerde kolluk gugleri tarafindan yakalanan maddelerin
analizleri agisindan basit 6n tarama testleri veya spektroskopik
yontemlerle yapilan analizlerin kriminal laboratuvarlarda konfirme
edilmesi gerekmektedir. Mevcut durumda bu saha testlerinin birgok
acgidan yetersiz, dusuk 6zgullikte ve konfirmasyona muhtag oldugu
bilinmektedir.

o Bu bilgiler Uzerine adli vaka ve trafik kontrol testlerinin yerinde

¢6zUme kavusmasi ve hastane ya da kriminal laboratuvarlara yuk

87



olusturmamasi agisindan vyeni, hassas, kolay uygulanabilir,
gelisime agik yeni analitik yontemlere ihtiya¢ bulunmaktadir.

o Bu nedenlerle bu tez calismasinda, -kisinin eroin kullaniminin
tespiti acgisindan- girisimsel bir ornekleme yontemi olmamasi
nedeniyle saglik calisani digindaki profesyoneller tarafindan da
kolaylikla uygulanabilecek olan tukuruk numunesinin SERS analiz

yontemi gelistirilmis ve onerilmistir.

v Eroin ve metabolitlerinin analizinde kullanilan rutin analitik sistemler,
Ozellikle gok acil klinik tan1 ve raporlama ihtiyaci, saha galismalari ve kolluk
denetimlerinde kullanim agisindan uygun degildir.

o Her seyden dnce mevcut kosullarda tam tesekkulli bir laboratuvar
gerekliligi, yani sira ekstraksiyon ve uzun analiz suresi bir alternatif
ihtiyacini ortaya koymaktadir.

o Bu degerlendirme baglaminda sinirliliklari olmakla birlikte
teknolojik optimizasyonla daha hassas hale getiriimeye agik olmasi
nedeniyle; hizh klinik ve adli toksikoloji ve saha analizleri agisindan
yeni ve alternatif bir analitik yontemin ilk basamagi olarak SERS
kullanimi ile tukarak numunesinde eroin ve metabolitlerinin analizi

acisindan yontem gelistiriimesi amaglanmigtir.

v Eroin, MM, M3B ve 6MAM’In SERS analizi ile tespiti ve konsantrasyon
OlcimuU acisindan en uygun Raman-aktif substratin belirlenmesi, Eroin,
MM, M3B ve 6MAM’In SERS spektrumlarinin elde edilmesi ve saf madde
Olcimu icin kalibrasyon egrilerinin ¢izilmesi, calisilan madde grubu ve

¢calisma basamaklari agisindan ilk kez yapiimistir.

v Eroin, MM, M3B ve 6MAM saf standart maddeleri ile spike edilmis tukuruk
numunelerinin SERS analizi, konsantrasyon tespiti igin yapilan analizlerle
kalibrasyon egrilerinin olusturulmasi, kalibrasyon egrisi baglaminda
intansite-konsantrasyon eslesme noktasi ile konsantrasyon hesaplama
formalinin ortaya konmasi, LOD ve LOQ degerlerinin belirlenmesi ile

tekrarlanabilirlik analizleri literaturde ilk kez yapilmigtir.
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TukUrik numunelerinde kor birakilan galismacinin yaptigi analizle eroin,
MM, M3B ve 6MAM duzeylerinin tespiti ve SERS spektrumunun Excel
formatinda kayit islemi sonrasinda madde konsantrasyonunun gelistirilen
formdlin kullanimi ile belirlenmesinin  saglanmasina dair c¢alisma

literatlrde ilk kez yapiimistir.

Literaturde, yasadisi bir uyusturucu olarak eroinin Raman spektrumunu
ele alan galigmalar olup, bunlar ¢ogunlukla eroinin kararli formlarinin
tespitine odaklanmaktadir.

o Vicuda alinan bir ilag etken maddesinin metabolize olacagi ve
farkh niteliklerde metabolitlerine donlserek vicuttan atilacagi veya
depolanacagi bilinmektedir.

o Bu noktada adli veya klinik toksikolojik analizde s6z konusu etken
maddenin en az bir metabolitinin analizi olmaksizin yorum
yapillamayacagi dikkate alinarak; bu ¢alismada hem eroin hem de
vicuda alinan eroinin en yogun sekilde bulunan metabolizma

artnleri olan maddelerin SERS spektrumlari ortaya konmustur.

Literatirde SERS analizlerinde kullanilan ylzeyler/substratlarinin
niteliklerinden dolayr sonuglarin ¢ok farkliik gosterebilecegi dikkate
alinarak, konsantrasyon oOlgimu c¢abalarindan 6nce eroin ve
metabolitlerinin SERS analizlerinde kullanilabilecek en uyun Raman-aktif
ylzeyin belirlenmesine dair veriler ilk kez bes farkli ylzeyin (TLC, AgNS,
AuNP/Polianilin, AuNP/Nanoselliloz, AuNRs) Kkarsilastiriimasi ile bu

¢alisma kapsaminda gerceklestiriimistir.

S6z konusu bes farkli ylizeyden elde edilen SERS spektrumlarinin
kargilastiriimasi sonucunda;

o AuNP/Polianilin digindaki tim yuzeylerde analiz edilen numunedeki

morfin konsantrasyonunun artmasi ile fonksiyonel gruplara isaret

eden piklerin intansitelerinde de korele sekilde artis meydana
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geldigi, ancak bu degisimin AUNR yluzeyde en dramatik ve stabil
sekilde seyrettigi saptanmistir.

o Buna ek olarak konsantrasyon dustikg¢e tanimlamada kullanilan
Raman bandlarinda TLC, AuNP/Nanoseliloz ve AgNS
yuzeylerinde sayisal agidan azalma oldugu ancak AuNRs'de
saptanan pik sayisinin stabil oldugu tespit edildi.

o Bu bilgiler 1si1ginda farklh konsantrasyonlarda SERS spektrum
‘Raman band sayisi, niteligi ve bantlarin bulundugu nokta”
agisindan en stabil sonuglarn saglayan yuzeyin AuNRs oldugu

saptanmigtir.

Literatirde tekil Raman-aktif ylzey c¢alismalarina ek olarak bu
calismamizda sunulan analitik degerlendirme ve bilgiler baglaminda eroin,
MM, M3B ve 6MAM SERS ile tespiti ve miktarlandiriimasi agisindan en
uygun Raman-aktif substratin AuNRs oldugu, bu ylzeyin kullanimina ek
sinyal arttirici olarak kullanilan kolloid AgNP’nin sinerjik destegi ile eroin
ve metabolitlerinin  hizh ve duyarli gekilde tespitinin saglandigi

anlasiimigtir.

ELISA ve CEDIA yontemleri ile yapilan toksikolojik analizlerde farkli
molekuler yaplilar ile gcapraz reaksiyonlar olmasi yanlis pozitifligin dnemli
nedenleri arasinda saylimaktadir.

o Diger yandan molekuler etkilesim ve baglanma ile analiz yapan
sistemlerde yarigmaci molekullerin varligi analizi yapilan maddenin
varligini veya duzeyinin tespitinde hatali sonuglara neden
olmaktadir.

o Bu temel bilgi dikkate alinarak geligtirilen SERS ydntemi ile
tukarakte eroin ve metabolitlerinin analiz edilmesi c¢alismalari
degerlendirildiginde; analiz  asamalarinin herhangi bir
basamaginda molekuller arasi etkilesim/baglanma gerekliligi,
enzim-substrat ya da antijen-antikor baglanmasi vb. reaksiyon
bulunmamasi nedeniyle ¢gapraz reaksiyon veya yarigmaci molekul

ile analizin interfere olma riski bulunmadigi anlasiimaktadir.
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SERS analizlerinde yarismaci molekll veya capraz reaksiyon riski
olmadidi belirtiimekle birlikte benzer fonksiyonel gruplari bulunan
maddelerin ayni notada Raman bandi verme durumunun vurgulanmasi
gereken bir sinirliik oldugu disunulmektedir.

o Bu noktada SERS yontemi ile birden fazla toksikolojik ajanin
konsantrasyonunun tespitinin amaclandigi c¢alismalarda bu
ajanlarin benzer fonksiyonel gruplarinin varligi halinde ayni
noktada band veren fonksiyonel gruplarin Raman bandlarinin
birbirlerini superpoze edebilecedi ve bu g¢akisma nedeniyle elde
edilen bandin intansitesinin  hangi ajani temsil ettiginin
anlasilamayacagi dikkate alinmaldir.

o SERS yonteminin sinirhligina dair bu bilgi 1s1ginda tek bir analizle
birden fazla toksikolojik ajanin kimliklendiriimesinin veya
konsantrasyon tespitinin amaglandi§i calismalarda kimyasal
yapilari birbirine en uzak olan, baska bir degisle Raman/SERS
spektrumlari ¢akismayacak molekullerin analiz edilmesi gerektigi
g6z d6nunde bulundurulmalidir.

o Bir ajan ve metabolitlerinin birlikte analiz edilmesi gereken
durumlarda da ayni  sekilde analitlerin Raman/SERS
spektrumlarinin gakismayacak sekilde belirlenmesi gerekliligi Gnem

arz etmektedir.

Detayli bir literatlir taramasi ile 6nceki calismalarda eroin veya morfine ait
tanimlayici bandin 620 — 630 cm™* araliinda oldugunun belirtimesine
karsin bu calismamizda 627 cm'deki stabil bandin dort analitin tUmu icin
yogunlugu dusuk konsantrasyonlarda da tanimlanabilen ve AuNRs
disindaki diger Raman-aktif ylzeylerde intansitesi goéreceli olarak dusik
olmakla birlikte en belirgin ve uygun bant oldugu, dolayisi ile
konsantrasyon ol¢gimleri igin bu bandin kullanilabilece@i anlasiimis olup

calismadaki kor analizle de bu verinin guvenilirligi ortaya konmustur.
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v Eroinin metabolizma basamaklari dikkate alindiginda; metabolizmanin
kanda plazma serbest esterazlari ile basladigi ve karacigerde devam ettigi
gorulmektedir.

o Tukuruk matriksinde mevcut enzimatik yapilarin eroin veya eroin
metabolitlerinde ek bir metabolik degisime neden olmadigi
bilindiginden, eroin ve metabolitlerinin analizlerinin soguk zincire
uygun kosullarda muhafaza edilen tukirik numunelerinde de
gergeklestirilebilecegi anlagiimaktadir.

o Buna ek olarak calisma kapsaminda gelistirilen yonteme uygun
sekilde AuNR ylzeye damlatilarak kurumaya birakilmig numunenin
stabilitesinin uzun olmasinin da gok 6nemli bir analitik husus oldugu

degerlendiriimektedir.

v Rutin toksikolojik analizlerde kullaniimakta olan kalitatif, semi-kantitatif ve
kantitatif yontemler fiyat-fayda ve maliyet hesabi agisindan
karsilastirildiginda; ELISA ve CEDIA maliyetinin disik oldugu ancak fiyat-
fayda dengesi agisindan dusuk degerde oldugu anlasiimaktadir.

o LC ve GC ile eglestiriimis MS/MS sistemlerinin tam donanimli bir
laboratuvar ekipmanina ihtiya¢ duymasi, yani sira rutin kalibrasyon
ihtiyaglari ile validasyon ¢alismalari nedeniyle yurtdisindan tedarik
edilmek Uzere sureklilik arz eden bir standart madde ihtiyaci, her
analiz dncesinde uygulanacak standart ekstraksiyon basamaklari
icin bircok kimyasal madde, solusyon, sarf malzeme ve demirbas
nitelikli cihazlara ihtiyag duyulmasi ile egitimli personel ihtiyaci
maliyeti onemli dlgude arttirmaktadir.

o Bu tez calismasinda kullanilan Raman-mikroskobi ve SERS
agisindan oncelikle tam donanimli bir laboratuvar ortamina ihtiyag
bulunmamasi maliyeti dusuren en o©onemli basamak olarak
gorulmektedir.

o SERS’in kantitatif sonu¢ vermesi istendiginde kalibrasyon ve
validasyon calismalarinda kullanilmasi gereken standart madde

ihtiyaci GC ve LC sistemlerine benzerlik gdstermekte olsa da SERS
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analizlerinde kullanilan numune miktarinin goreceli olarak ¢ok
dusuk olmasi da maliyeti 6nemli dlgiide dugurmektedir.

o Bu baglamda tukirik numunesinde kantitatif SERS analizi
yonteminin ELISA ve CEDIA yontemlerine gore yliksek maliyette
ancak GC ve LC/MS-MS sistemlerine gore de ¢ok dusuk maliyette

oldugu anlasiimaktadir.

Literatirdeki tanimlama ve kimliklendirme calismalarinin aksine bu
calismada her analit icin farkli hem standart madde hem de tukiruk
numunesine spike edilen maddelerin tanimlanmasi ve numunedeki
konsantrasyonlarinin élgimu amagclandi.

o Bu baglamda farkh konsantrasyonda madde igeren numunelerin
SERS spektralari alindi. Numunedeki madde konsantrasyonlari,
kalibrasyon  egrisindeki  yogunluk-konsantrasyon  eslesme
noktasina goére gelistirilen formulin Excele tanitimasi ile
hesaplandi.

o Numunedeki madde konsantrasyonun tespiti’lhesaplanmasi igin
kullanilan esitlikler C: Konsantrasyon ve I: intansite olmak lizere
asagidaki gibidir;
> Eroin igin “Ce= (I / 327.12)1045”,
> MM igin “Cum=(i / 130.42)1/0-494”,
> MB3B igin “Cmss=(I / 119.46)1/0-834”,
> 6-MAM icin ise “Ce-mam=(i / 108.13)1/0478

v' Tez calismasi kapsaminda gelistirilen yontem ile tikirikte SERS analizi
ile eroin, MM, M3B, 6-MAM konsantrasyon analizi yapilabildigi
goOsteriimekle birlikte Raman mikroskobi teknik o6zellikleri, ydntem
gelistirme basamaklari, SERS substratlari, analizi yapilan maddeler ve
caligilan matriksten kaynaklanan sinirliliklari ve kisitliliklarinin bulundugu,
diger yandan bu yontemin rutin kullanima girebilmesi agisindan da genis
Olcekte gesitli kisithliklar ve sorunlarin oldugu vurgulanmis ve bu sorunlara

yonelik ¢dzim dénerilerimiz de metinde etraflica dile getirilmigstir.
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