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Onsoz

Kimya Bolimii Lisans 6grenimimin son siifindayken Analitik Toksikoloji
secmeli dersini aldigimda hayatimin bu yone evrilecegi konusunda en ufak bir fikrim
bile yoktu. Toksikolojide oldugu gibi, hayatta da her seyin faydali ve faydasiz hale
gelmesinin doza bagimli oldugu bilgisini bu denli hayatin i¢inde uygulayabilecegim
bir bilim alan1 oldu... Oyle ki geriye doniip baktigimda kimya alani ile birlestirip,
harmanlayabilecegim kendime daha uygun bir alan bulamazmigsim diyorum. Tesadiif
gibi gbrlinen ama aslinda emin adimlarla basglayan bu yolculuk, doktora egitimim ile
daha da perginlenmis oldu. Hem ders asamasi hem de laboratuvar asamasi ile
bambaska bir vizyon kazandirdi. Ozellikle deneylerde yasanan sikintilar ve bu
sorunlara bulunmasi gereken makul ¢éziimler analitik bakis agimi daha da gelistirdi.
Bu ciimleleri kurabilmek; sarf edilen emeklerin, yiizyilda bir denk gelen COVID-19
pandemisinde laboratuvarda gecen uzunca saatlerin ve alinan gilizel sonuglarin
eseridir.

Gegmiste oldugu gibi gilinlimiizde katlanarak artan bir sorun haline gelen
madde kullaniminin saptanmasinda adli toksikolojinin biiyiik rolii oldugu
yadsinamaz bir gercektir. Bu doktora tez calismasi kapsaminda hicbir ¢dzgen
kullanmadan gelistirilen kati faz mikroekstraksiyon (SPME) yontemi alana bir¢ok
yoniiyle katki saglayacaktir. Literatiirde birgok kritik noktadan bahsedilmemesi
gerceginin zorluklariyla bas edebilmek, yontemi gelistirirken yasanan zorluklardan
belki de en Onemlisi olmustur. Bu baglamda bu doktora tezi, Amfetamin Tipi
Stimiilanlarin SPME yontemi ile analizinde nelerin yapilmas: gerektigine 151k
tutacag gibi nelerin yapilmamasi gerektigi konusunda da yol gosterici olacaktir. Bu
tezin Onsozii zorlu ama bir o kadar da 6gretici olan doktora yolculugunun sonuna
gelindigini gosterse de aslinda 6grenmenin higbir zaman bitmeyecegi bilincindeyim.
Bundan sonraki Ogrenme siirecimde Konfiigyiis’iin  “Diisiinmeden ogrenmek

faydasiz, 6grenmeden diigiinmek tehlikelidir ” s6zU hep aklimda olacaktir.

[zmir, 14.07.2021 Rukiye ASLAN (DOGER)



Ozet

Amfetamin Tipi Stimiilanlarin Idrarda Analizine Yonelik
Kat1 Faz Mikroekstraksiyon Yontemi Gelistirilmesi

Madde kullanimi diinyada oldugu gibi iilkemizde de gittikge artmaktadir ve tiim
boyutlariyla ortaya konmasi gereken bir konudur. Amfetamin Tipi Stimiilanlar
(ATS) diinya genelinde esrardan sonra en ¢ok suistimal edilen gii¢lii merkezi sinir
sistemi uyaricilaridir. Bu maddeleri kullananlarin  saptanmasi, dolayisiyla

toksikolojik analizleri madde kullanimi ile miicadelede biiyiik bir yer tutmaktadir.

ATS’lerin analizinde siklikla kullanilan idrar ve kan gibi biyolojik materyallerde
ilgili analiti saptayabilmek icin hizli, temiz ve uygun oOn islem (ekstraksiyon)
prosediirlerinin uygulanmasi onemlidir. Giinlimiize kadar birgok analitik yontem
gelistirilmis olmakla birlikte daha az ¢ozgenin harcandigi, yesil ¢evreye katkida
bulunan ve kiigiik 6rnek hacimlerinde ¢alisma imkani1 saglayan mikroekstraksiyon
yontemleri tizerine yogunlasilmaya baslanmistir. 1990'larin basinda geleneksel 6rnek
hazirlamadaki baz1 dezavantajlar1 gidermek, yerinde (on-site) analize olanak
saglamak vb. amagclarla kati faz mikroekstraksiyon yontemi (SPME) analitik
uygulamaya sokulmustur. Fiber tip SPME teknigi, giiniimiize kadar en ¢ok kullanilan
SPME yaklasimi olmaya devam etmektedir. Uygun fiber yardimiyla ¢oziicii
kullanilmadan yapilan bu teknik; sividan bilesenleri ya tepe boslugundan (headspace)
ya da sivi igerisine daldirarak dogrudan ekstrakte edilmesi prensibine dayanmaktadir.
Bu tez ¢aligmasinda, kromatografik ayirma tekniklerinden yararlanilarak ATS’lerden
amfetamin (AMP), metamfetamin (MET), 3,4- metilendioksiamfetamin (MDA), 3,4-
metilendioksimetamfetamin (MDMA ,ekstazi)’nin idrarda hassas ve giivenilir tayini
icin SPME yontemi gelistirilmesi amaglanmistir. Ticari olarak satilan fiberlerden
uygun olan Polidimetilsiloksan/Divinilbenzen (PDMS/DVB) fiberi ile yontem
gelistirilmistir. Gelistirilen yontem kemometrik olarak optimize edildikten sonra
valide edilmistir. Nanomalzemeler kullanilarak elektrokimyasal polimerizasyonla
kaplama yapilarak laboratuvar tipi fiberler olusturulmustur. Olusturulan bu fiberler
kullanilarak ticari olarak alinan fiberle valide edilen yontem ATS’lerin idrarda

analizinde uygulanmaya caligilmistir.



Gelistirilen st bosluklu (head space) SPME yonteminde hicbir ¢dzgen
kullanilmamis olup, yesil ¢evreye biiyiik katki saglayan bir yontem olusturulmustur.
Ancak, c¢alisma kapsaminda yontem gelistirme kisminda yasanilan en biiyiik sikinti
fiberin tilirevlendirici nedeniyle soyulmasi olmus ve fiber ¢ok az tekrarla
kullanilabilmistir. Literatiirlerde genelde kullanilan tiirevlendirici reaktiflerden AA,
PFPA ve TFA’nin etkinlikleri karsilagtirllmig ve TFA ile daha giizel sonuglar elde
edilmistir. Plakett-Burman tasarimi sonrasi regresyon analizinde adsorpsiyon siiresi,
tiirevlendirme sicakligit ve tiirevlendirme siiresinin en etkili faktorler oldugu
belirlenmistir. Bu faktorlerin optimize edilmesiyle en iyi sonuglar 10 dk. adsorpsiyon
siiresinde, 80°C tiirevlendirme sicakhiginda ve 1 dk. tiirevlendirme siiresinde elde
edilmistir. Kemometrik olarak optimize edilen yontem; secimlilik, kesinlik,
dogruluk, belirtme alt sinir1 (LOD), saptama alt sinir1 (LOQ), dogrusallik, duyarlik,
calisma araligi, taginma etkisi (carry over) ve matriks etkisi parametreleri yoniinden

valide edilmistir.

Nanoteknolojik gelismeler sayesinde ayirma bilimi alaninda maddelerin eser analizi
icin yeni sorbentler olarak karbon nanotiipler (CNT) kullanilmaktadir. Bu ¢alismada,
laboratuvar tipi fiber elde edebilmek i¢in monomer olarak pirol varliginda MWCNT,
MWCNT-COOH, azot-katkiih MWCNT, grafen ve nanoseliloz ayr1 ayr
elektropolimerizasyon yontemiyle celik tele kaplanmistir. Ancak, gelistirilen SPME
yontemi, laboratuvar tipi fiberlere uygulandiginda ATS’leri ait bir analit piki
saptanamamustir. Kisith imkanlar nedeniyle nanomalzemelerle yapilan ¢alismalar

daha ileri agamalara gétiiriilememistir.

Bu doktora tezi ile ATS’lerin analizi i¢in ¢evreye duyarli ve hi¢ ¢dzgenin
kullanilmadigy, kisa siirede es zamanli ekstraksiyona olanak saglayan SPME ydntemi
gelistirilmigtir. Tiirevlendirme basamaginin fiberlere verdigi zarar somut olarak
gosterilmistir. SPME yontemi bir¢ok alanda kullanilmasina ragmen adli toksikoloji
alaninda kullanimi kisithdir. Bu calisma ile gelistirilen yontem rutin analize olanak
saglamaktadir. Ozellikle otomatize edilebilirligiyle kullanim alan1 kisitliliktan ¢ikip,

genisleyebilmektedir.

Anahtar Kelimeler; Amfetamin Tipi Stimiilanlar; Kati Faz Mikro Ekstraksiyon
Yoéntemi; Idrar; Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi; Nanomalzeme;

Elektropolimerizasyon.



Abstract

Development Solid Phase Microextraction Method for Analysis of
Amphetamine Type Stimulants in Urine

Substance use is increasing in our country as well as in the world, and it is an issue
that needs to be addressed in all its dimensions. Amphetamine-type stimulants (ATS)
are the most abused potent central nervous system stimulants worldwide after
cannabis. Identification substance users, and therefore their toxicological analysis,

has a great place in the anti drug effort.

It is important to apply fast, clean and appropriate pretreatment (extraction)
procedures in order to detect the relevant analyte in biological materials such as urine
and blood, which are frequently used in the analysis of ATSs. Although many
analytical methods have been developed to date, it has begun to focus on
microextraction methods that use less solvent, contribute to a green environment and
allow working in small sample volumes. In the early 1990s, it was aimed to
overcome some of the disadvantages of traditional sample preparation, to allow on-
site analysis, etc. for these purposes, the solid phase microextraction method (SPME)
has been put into analytical application. The fiber type SPME technique remains the
most widely used SPME approach to date. This technique is made without the use of
solvents with the help of suitable fiber and based on the principle of directly
extracting the components from the liquid either from the headspace or by immersing
them in the liquid. In this thesis, SPME method is developed for the sensitive and
reliable determination of amphetamine (AMP), methamphetamine (MET), 3,4-
methylenedioxyamphetamine (MDA), 3,4-methylenedioxymethamphetamine
(MDMA, ecstasy) from ATSs in urine by using chromatographic separation
techniques. The method was developed with suitable
Polydimethylsiloxane/Divinylbenzene (PDMS/DVB) fiber from commercially
available fibers. The developed method was validated after being optimized
chemometrically. Laboratory type fibers were formed by coating with
electrochemical polymerization using nanomaterials. Using these fibers, the method
validated with commercially available fiber has been tried to be applied in the

analysis of ATSs in urine.



No solvent was used in the developed head space SPME method, and a method that
greatly contributed to the green environment was created. However, the biggest
problem experienced in the method development part of the study was the peeling of
the fiber due to the derivatization and the fiber could be used with very little
repetition. The efficiency of AA, PFPA and TFA, which are generally used in the
literature, were compared and better results were obtained with TFA. It was
determined that adsorption time, derivatization temperature and derivatization time
were the most effective factors in the regression analysis after Plackett-Burman
design. The best results were obtained in 10 min. adsorption time, 80°C
derivatization temperature and 1 min. derivatization time. Chemometrically
optimized method was validated for selectivity, precision, accuracy, limit of
detection (LOD), limit of quantitation (LOQ), linearity, sensitivity, working range,

carry over, and matrix effect parameters.

Thanks to nanotechnological developments, carbon nanotubes (CNT) are used as
new sorbents for trace analysis of substances in the field of separation science. In this
study, in the presence of pyrrole as monomer, MWCNT, MWCNT-COOH, nitrogen-
doped MWCNT, graphene and nanocellulose were coated separately on steel wire by
electropolymerization method in order to obtain laboratory type fiber. However,
when the developed SPME method was applied to laboratory type fibers, no analyte
peak of ATS could be detected. Due to limited opportunities, studies with
nanomaterials could not be taken to further stages.

With this doctoral thesis, the SPME method was developed for the analysis of ATSs,
which was environmentally friendly, did not use any solvent, and allowed
simultaneous extraction in a short time. The damage done by the derivatization step
to the fibers was concretely demonstrated. Although the SPME method is used in
many fields, its use in forensic toxicology is limited. The method developed in this
study allows routine analysis. Especially with its automatizability, the usage area can

get out of the limitation and expand.

Keywords; Amphetamine-Type Stimulants; Solid Phase Microextraction Method;
Urine; Gas Chromatography-Mass Spectrometry; Nanomaterial;

Electropolymerization.
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Giris
1.1. Arastirmanin Problemi

Madde kullanimi Tiirkiye’de diger Avrupa iilkelerinde oldugu kadar yaygin
goriilmemekle birlikte tiim boyutlar1 ve risk etmenleriyle birikte ortaya konmasi
gereken bir konudur. Amfetamin tipi stimiilanlar (ATS) diinya genelinde esrardan
sonra en ¢ok suistimal edilen gii¢lii merkezi sinir sistemi uyaricilaridir. Diisiik
maliyetli, kolay ulasilabilir olmasi gibi nedenlerle gengler ve yetiskinler arasinda
kullanim1 artmaktadir. Kullanimin artmasiyla birlikte giderek artan ekonomik, sosyal

ve saglik sorunlar ortaya ¢ikmaktadir.

Madde kullanimi ile miicadelede bireyleri madde kullanimindan uzak tutmay1
hedefleyen stratejiler giindemdedir. Bu maddeleri kullananlarin saptanmast,
dolayisiyla toksikolojik analizleri biiyiik bir yer tutmaktadir. ATS’lerin analizinde
siklikla kullanilan idrar ve kan gibi biyolojik materyallerde 1ilgili analiti
saptayabilmek i¢in hizli, temiz ve uygun o6n islem (ekstraksiyon) prosediirlerinin
uygulanmasi analitik asamalarda 6nemlidir. Sivi-sivi ekstraksiyon (LLE), kati-faz
ekstraksiyonu (SPE) gibi geleneksel yontemler fazla miktarda ¢oziicli veya ornek
gerektiren,  karmasik ekstraksiyon adimlar1 igeren, zaman alict tekniklerdir.
Teknolojik gelismeler dogrultusunda bu dezavantajlarin oniine gegebilmek igin
organik ¢ozlici kullanimi az olan, otomatize edilebilir, basit ekstraksiyon
basamaklarinin oldugu mikroekstraksiyon yontemlerine olan ilgiyir artirmistir.
1990’larin basinda Kati Faz Mikroekstraksiyon (SPME) yontemi gelistirilmistir.
SPME yonteminde prensip olarak; 6rnek matriksi, 6rnek ile SPME fiber arasindaki
dagilim esasina bagli olarak ayrilmaktadir. Ticari olarak {iretilen fiberlerin yanisira
laboratuvar ortaminda da SPME fiberleri olusturulabilmektedir. Bir¢ok alanda
uygulama alan1 bulan SPME yontemi ile ATS’lerin analizi ile ilgili tilkemizde yayin
sayist smirlidir. Bu tez kapsaminda gelistirilen SPME yontemi hem ATS’lerin
idrarda hizli, giivenilir ve dogru analizine olanak saglayacak hem de literatiire

katkida bulunacaktir.



1.2. Arastirmanin Sorusu

Bu arastirmada “SPME yontemi ATS’lerin idrarda dogru, giivenilir ve hassas
tayinine olanak saglar mi1?” ve “nanomalzemeler kullanilarak elde edilen laboratuvar
tipi SPME fiberler ATS’lerin analizine uygulanabilir mi?” sorularina yanit

bulunmaya ¢alisilmstir.

1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Idrar suistimal edilen maddelerin tayini igin kullanilan 6nemli bir matrikstir.

- lIdrarda ATS’lerin analizi GC-MS veya LC-MS yéntemleri ile yapilabilmektedir.

- SPME yontemi ATS’lerin se¢imli, hassas, giivenilir ve duyarli analizine olanak
saglamaktadir.

- ATS’lerin SPME yontemi ile analizinde kullanilmak iizere sentezlenecek fiberler

defalarca kez kullanilabilmektedir.
1.4. Arastirmanin Varsayimlari

Bu tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan malzemelerin iizerinde belirtildigi iizere

biiyiik oranda saf oldugu varsayilmistir.
1.5. Arastirmanin Sinirhliklar:

Calisma COVID-19 pandemisi doneminde yiiriitilmeye c¢alisilmistir. Bu nedenle
gerek malzemelerin temini asamasinda gerekse laboratuvarda yapilan deney
asamalarinda biiylik zorluklar yasanmistir. Calismanin diger bir sinirliligini ise
yurtdisindan ithal edilen ticari fiberlerin tiirevlendirici ajan nedeniyle deforme olmasi
(soyulmasi) olusturmaktadir. Soyulma sorununun kaynaginin bulunmasi igin zaman
harcanmig ve sonra da tiirevlendirici oldugu sonucuna varilmistir. Tiirevlendirme
isleminin yarattig1 bu hasar nedeniyle daha ileri yapilabilecek deneyler yapilamamis,

olabilecek en uygun sartlar olusturulmaya calisilmistir.

1.6. Arastirmanin Amaci

Bu tez caligmasinin amaci; yasadist maddelerin analizinde, ilaglarin tanimlanmasinda
ve miktar tayinlerinde en biiyiik rolii listlenen kromatografik ayirma tekniklerinden
yararlanilarak ATS’lerden amfetamin (AMP), metamfetamin (MET), 3,4-
metilendioksiamfetamin (MDA), 3,4-metilendioksimetamfetamin

(MDMA ekstazi)’nin idrarda hassas ve giivenilir tayini i¢in SPME yOntemi
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gelistirmektir. Bu kapsamda ticari olarak satilan fiberlerden uygun olan
Polidimetilsiloksan/Divinilbenzen (PDMS/DVB) fiberi ile yontem gelistirilmistir.
Gelistirilen yontem kemometrik olarak optimize edildikten sonra valide edilmistir.
Nanomalzemeler kullanilarak elektrokimyasal polimerizasyonla kaplama yapilarak
laboratuvar tipi fiberler olusturulmustur. Olusturulan bu fiberler kullanilarak ticari
olarak alinan fiberle valide edilen yontemle ATS’lerin idrarda analizinde

uygulanmaya caligilmistir.



2. Genel Bilgiler

2.1. Amfetamin Tipi Stimiilanlar (ATS)

Giliniimiizde amfetamin (AMP), metamfetamin (MET), 3,4- metilendioksiamfetamin
(MDA), 3,4-metilendioksimetamfetamin (MDMA ekstazi) gibi amfetamin tipi
stimiilanlar kolay ulasilmasi ve diisiik maliyetli olmasi nedeniyle ergenler ve
yetiskinler arasinda siklikla kullanilmaktadir. Amfetamin, dekstroamfetamin, efedrin
ve metamfetamini de igeren bu madde sinifi ilk olarak 19. ylizyilin sonlarinda
sentezlenmistir. Ikinci Diinya Savasi sirasinda askerler bu maddeleri uyarici
Ozellikleri i¢in kullanmislar ve savastan sonra amfetamin kotiiye kullanimi salgin
boyutuna ulasmistir (Maisto et al., 2011). ATS’ler uzun siire uyanik kalmak amaciyla
kullanilabildigi gibi narkolepsi, hiperaktivite bozuklugu, Parkinson hastalig1
tedavisinde, eglence, sosyalligi artirma vb. amaclarla da kullanilabilmektedir

(Australian Governtment Department of Health and Ageing, 2011).

Amfetamin tipi stimiilanlar diinya genelinde esrardan sonra en ¢ok suistimal edilen
yasadis1 maddelerdir (European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction,
2019). Kuzey ve Dogu Avrupa’da ele gecirilen maddeler arasinda en yaygin olanlar
amfetamin ve ekstazi (MDMA)’dir (Avrupa Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimlilig:
[zleme Merkezi, 2018). 15 ile 34 yasindaki yetiskinlerde ATS kullaniminin yagam
boyu yayginhigi iilkeler arasinda % 0,1 ile % 9,1 arasinda degismektedir. 1,4 milyon
(yani % 1,2) gen¢ Avrupali yetigkin insanin (15-34 yas) gegen yil amfetamin
kullandig1 ve 2,3 milyon (yani % 1,9) kisinin ise MDMA kullandig1 bildirilmistir
(European Monitoring Center for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA), 2020).
Ulkemizde ise 2019 Tiirkiye Uyusturucu Raporu’na gore; 15-34 yas arasindaki
kisilerin % 1,81 gecen yil esrar1 ve % 0,2’si MDMA kullandiginm1 bildirmistir
(European Monitoring Center for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA), 2019).

ATS’lerin dekstro (d-) ve levo (I-) olmak iizere iki izomerik formu mevcuttur ve d-
formu daha yiiksek periferal sempatomimetik aktiviteye sahip olan 1-izomerine gore
daha giiclii merkezi stimulant aktiviteye sahiptir. Yaygin bulunan halleri suda
¢ozilinebilen kristaller veya toz haldeki hidrokloriir tuzlaridir (Jenkins AJ., 2008).

ATS’lerin fizikokimyasal 6zellikleri Tablo 1°de 6zetlenmistir.



Tablo 1. Amfetamin Tipi Stimiilanlarin Fizikokimyasal Ozellikleri (Cody, 2005)

Amfetamin Metamfetamin 3,4- Metilendioksi 3,4-Metilendioksi
(AMP) (MET) amfetamin metamfetamin
(MDA) (MDMA)
NH, H
2 N /—Q i
(7 O o e
T
CH.,N CioHisN C1oH13NO, C11H315NO,
MA: 135,.21 g/mol MA: 149.237 g/mol MA: 179.219 g/mol MA: 193.246 g/mol
pKa 9.9 9.87 9.67 9.9
0 0 0
Kaynama 200-203 C 212 398-399 C 155 C
Noktasi
Erime 0 0 0 0
25 C 170 C 187-188 C 147-148 C
Noktasi
Buhar \ , , \
Basimncl 1.8 x10 5.4 x10 1.69 x10 2.27x10
(mm Hg,
0
25 C)

Amfetamin gastrointestinal sistemden kolayca emilir. Etkiyi artirmak i¢in burundan
cekildigi ya da enjekte edildigi de olur. Kristal formunda metamfetaminin baz hali
“crack” ismi verilen kokain formuna benzer sekilde sigara gibi igilebilmektedir.
Amfetamin  kan-beyin bariyerini efedrin ya da diger tiramin gibi
sempatomimetikaminlerden daha kolay gecer ve bu nedenle etkileri diger aminlere
gore daha kuvvetlidir. Amfetamin genellikle idrar ile degismeden atilir ve atilim hizi
idrar asitlestirildik¢e artar. Amfetaminin plazma yarilanma omrii 5-30 saat arasinda
degisebilir, idrar akis1 ve idrar pH’1 bunu belirlemede 6nemlidir (Kaplan & Demir,
2014).

2.2. Kat1 Faz Mikroekstraksiyon (SPME) Yoéntemi

Yasadisi maddelerin ilgili yasal diizenlemeler dogrultusunda biyolojik ortamlarda
belirlenmesini saglayan uluslararasi standartlarda gecerli olan analitik yontemlerin
gelismesi, insan sagligmi tehdit eden risklerin tanimlanmasinda ve onlardan
korunmada son derece 6nem tasimaktadir. ATS’lerin analizinde siklikla kullanilan

idrar ve kan gibi biyolojik materyallerde ilgili analiti saptayabilmek i¢in hizli, temiz
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ve uygun On islem (ekstraksiyon) prosediirlerinin uygulanmasi analitik agamalarda
onemli yer tutmaktadir (Alsenedi & Morrison, 2018). Giiniimiize kadar bir¢ok
analitik yontem gelistirilmis olmakla birlikte daha az ¢6zgenin harcandigi, yesil
cevreye katkida bulunan ve kiiclik 6rnek hacimlerinde calisma imkani saglayan
mikroekstraksiyon yontemleri iizerine yogunlagilmaya baglanmistir. 19901arin
basinda Pawliszyn ve ark. tarafindan geleneksel Ornek hazirlamadaki bazi
dezavantajlar1 gidermek, yerinde (on-site) analize olanak saglamak vb. amaclarla kati
faz mikroekstraksiyon yontemi (solid phase microextraction, SPME) analitik
uygulamaya sokulmustur (J. Pawliszyn., 1997). O zamandan beri SPME g¢evresel
orneklerin (Ouyang & Pawliszyn, 2006a, 2006b; Tang & Isacsson, 2008), gida
trtinlerinin (Camara et al., 2006; Jelen et al., 2013; Wardencki et al., 2004), adli
orneklerin (Agius et al., 2010; Alizadeh et al., 2008; Duff et al., 2008; Lai et al.,
2008; Pragst, 2007) ve farmasotik orneklerin (Musteata & Pawliszyn, 2007a, 2007b)
analizi gibi birgok farkli alanda yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.2.1. SPME Cesitleri

SPME yo6nteminde, karmagsik drneklerden ilgilenilen hedef analitleri izole etmek ve
yogunlastirmak i¢in kiiciik hacimde bir polimerik ekstraksiyon fazi kullanilir.
Kullanim kolayligi, minimum organik ¢oziicii tiikketimi ve kisa ornek hazirlama
stirelerine ek olarak, SPME kiiciik Ornek miktar1i gereksinimlerine, otomasyon
kapasitesine ve kompleks yapidaki drnekler icin yiiksek kaliteli nitel ve nicel analitik
sonuglar liretme Ozelligine sahiptir (Ramos, 2012). Bu teknikte, kati bir destek
tizerine dagilmis az miktarda ekstraksiyon fazi, iyi tanimlanmis bir siire boyunca
ornege maruz birakilmaktadir. Bir yaklasimda, 6rnek matrisi ve ekstraksiyon fazi
arasinda bir boliimleme (partisyon) dengesine ulagilmaktadir. Bu durumda,
konveksiyon (1s1 tasinimi) kosullar1 ekstrakte edilen miktar1 etkilememektedir. Ikinci
bir yaklasimda ise, kisa 6n denge ekstraksiyon siireleri kullanilmaktadir. Ekstrakte
edilen analit miktari, konveksiyon / ajitasyon (calkalama) sabitse zamanla iliskilidir.
Nicelleme (kantifikasyon), kaplamadaki zamanlanmis analit birikimine dayal1 olarak
gerceklestirilebilmektedir. Sekil 1 open-bed (agik yatak) ekstraksiyon yaklagimlarini
iceren ¢esitli SPME uygulamalarii gostermektedir (Janusz Pawliszyn, 2012).



Ekstraksiyon fan
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Sekil 1. Cesitli SPME konfigiirasyonlar: (Janusz Pawliszyn, 2012)

Fiber tip SPME teknigi, giiniimiize kadar en ¢ok kullanilan SPME yaklasimi olmaya
devam etmektedir. Uygun fiber yardimiyla ¢oziicti kullanilmadan yapilan bu teknik;
stvidan bilesenleri ya tepe boslugundan (headspace) ya da sivi igerisine daldirarak
dogrudan ekstrakte edilmesi prensibine dayanmaktadir. Bir SPME {initesi Sekil 2°de
gosterildigi tizere bir enjektor (holder), kat1 faz (dolgu materyali) ile kapli bir fiber ve
fiber tlizerinde hidrofobik veya hidrofilik karakterde destek materyalinden
olugsmaktadir (Janusz Pawliszyn, 2012).

SPME tutacag
(holder )

Ermus
ﬁbe i

n Polimer
jv kapla.ma
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Ig:ne k].amzu
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Sekil 2. SPME {initesi bilesenleri (Janusz Pawliszyn, 2012)



SPME yonteminde sicakligin kontrol edildigi kosullarda analizi yapilacak olan
ornegin igerdigi bilesenlerin asili bulunan 6zel fibere ge¢meleri (adsorpsiyon)
saglanmaktadir. Fibere gegen bilesenler dogrudan Gaz Kromatografisine (GC) gibi
analiz sistemlerine enjekte edilmekte (desorpsiyon) ve bozulma iiriinlerinin nitel ve
nicel analizleri yapilmaktadir (Janusz Pawliszyn, 2012). Headspace modu,
ekstraksiyon ve ardisik desorpsiyon (GC'ye) adimlarini igermektedir ve ¢oziiciilerle

eliisyon adimini ortadan kaldirmaktadir (Sekil 3).

Fiber f Fiber zen

desorpsiyon ;Em_u, e
19111 maniz

Fliib" _ i Fiber geri
adsorpsiyon oekilir ve
igin maruz I

Ormek
vialinin
. zeptumu

delinir barakulr yetlestirilir
— - —_— —_— e
Ekstraksivon Desorpsivon

Sekil 3. Fiber tip SPME yonteminde ekstraksiyon ve desorpsiyon basamaklari (Ahmed et al., 2016;
Barroso et al., 2012)

Bazi ugucu olmayan ve yar1 ugucu analitlerin headspace ekstraksiyonunu miimkiin
kilan cesitli tiirevlendirme ajanlar1 bulunmaktadir. Etki mekanizmasi, analitin
degisen polaritesine (aynt zamanda uguculugu da etkilemektedir) baghdir.
Tiirevlendirme 6rnek matriksinde, SPME fiber kaplamasinda ve GC enjektor
portunda olmak tizere {i¢ sekilde yapilabilir. Tiirevlendirme islemi, polar analitleri
daha az polar analoglarina doniistiiriir, dolayisiyla kaplama/su veya kaplama/gaz
boliisiim katsayilarini arttirir ve SPME verimliligini ve yontem hassasiyetini gelistirir

(Pan & Pawliszyn, 1997).

2.2.2. Piyasada Bulunan Ticari Fiberler

Piyasada ¢ok cesitli ticari olarak liretilen fiberler bulunmaktadir. Bu fiberler polar,
semi-polar ve apolar olmak iizere ii¢ temel kategoriye ayrilmaktadir. Fiber
kaplamalarin fizikokimyasal yapist ve kalinligi, analizin ekstraksiyon verimliligini,
seciciligini ve tekrarlanabilirligini etkileyen Ornek matriksi ile ekstraksiyon fazi

arasindaki analitlerin dagilimi iizerinde gii¢lii bir etkiye sahiptir. Fiber se¢iminde,
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hedef bilesiklerin molekiiler agirligi, polaritesi ve uguculugu dikkate alinmaktadir
(Spietelun et al., 2010). Polidimetilsiloksan (PDMS), SPME'de yaygin olarak
kullanilan apolar bir ekstraksiyon fazidir ve 100, 65 ve 7 um film kalinliginda farkl
tiirleri bulunmaktadir. Polidimetilsiloksan / divinilbenzen (PDMS/ DVB) yar1 polar
kaplama olarak iretilirken, poliakrilat (PA) ve Karbowax/ Divinilbenzen (CW/
DVB) polar kaplamalara ornektir (Zoltan Mester et al., 2001; Zoltan Mester &
Sturgeon, 2005). Kaplamalarin diger bir siniflandirmasi, aktif fazin homojenligine
baglidir ve bunlardan biri homojen saf polimer kaplamalardir. PDMS ve PA,
homojen kaplama Ornekleridir. Bu kaplamalarin organik c¢oziiciiler yoluyla
stabilitesi, polimerlerin ¢apraz baglanmasi (cross linking bonding) ile artirilmaktadir.
Ikinci tip kaplama, kismen c¢apraz bagli bir polimerik fazda gomiilii gdzenekli
partikiillerdir. Bu kaplamalar homojen tipler kadar saglam olmamakla birlikte daha
secicidir. Farkli kaplamalarin birlesiminden olusturulan fiberlerde (6rn: PDMS/DVB
ve PDMS/ Karboksen) kaplamalarin gozenekliligi arttirilarak, fiberin toplam
kapasitesi ve ekstraksiyon segiciligi artirtlmaktadir (J. Pawliszyn, 1999). SPME fiber
kaplamalarin ¢ogu sabit GC fazlarina dayali olarak gelistirilmis olmasina ragmen,
son zamanlarda sivi kromatografisi (LC) uygulamalarinda nispeten polar ve apolar
analitlerin ekstraksiyonu i¢in bir oktadesilsilan (C18) fiber probu ticarilestirilmeye

baslanmustir (Sigma Aldrich, 2017).

2.3. Nanomalzemeler

Ticari olarak temin edilebilen fazlarin sayist hala nispeten diisiiktiir ve neredeyse
apolar veya polar olmayan bilesiklerle siirlidir. Bu dezavantaj, ¢alisma
sicakliklarinin sinirlandirilmasia ek olarak, c¢oéziiciilerin ve numune bilesiminin
kullanilmasi, bu umut verici teknigin daha genis bir uygulanabilirligine izin veren
yeni fiber kaplama materyallerinin gelistirilmesine yol agmistir (Souza Silva et al.,
2013; Wang et al, 2012). Uygun fiber kaplama se¢imi, SPME yontemi
gelistirmedeki en kritik adimlardan biri oldugundan, pekg¢ok bilim ve teknoloji dalim
iceren alanlarda yeni gelismis malzemeler {izerine arastirmalar yapilmaktadir
(Augusto et al., 2010; Bagheri et al., 2012; Ho et al., 2011; J. Zeng, J. Chen, W.
Chen, X. Huang, L. Chen, 2009). Nanomalzeme kullanan SPME teknigi, bazi
nanomalzemelerin genel olarak iyi biyouyumluluga sahip oldugu gosterildiginden

yontemin etkinligini artirmaktadir (Mohseni et al., 2014; Riahi-Zanjani et al., 2018).



Bu yeni nanomalzemeler arasinda, ilgilenilen en 6nemli hedeflerden biri karbon
nanotiiplerdir (CNT). Ilk olarak 1991 yilinda lijima tarafindan bulunan CNT'ler, yari
caplar1 1-100 nm arasinda olan, analitik bilimlerde ¢ok c¢esitli uygulamalar1 ortaya
¢ikaran, yeni ve ilging karbon nanomalzemesidir (lijima & Ichihashi, 1993). CNT'ler,
elektronik olarak aromatik bir delokalize sistemde binlerce karbon atomu igeren bir
veya daha fazla grafen katmaninin kesintisiz silindirleridir. Essiz tiip bi¢imli yapilar
ve genis uzunluk-cap oranlari ve kimyasal, elektronik ve mekanik 6zelliklerinden
dolay1 biiyiik ilgi gérmektedir (Latrous El Atrache et al., 2016). CNT’lerin teknik
ozelliklerini ve uygulamalarini agiklayan ¢ok sayida bilimsel makale bulunmaktadir
(De Volder et al., 2013; Guldi & Martin, 2010; Monthioux M, 202 C.E.). CNT'ler
grafenin yuvarlanmasi ile bir tiip olusturan tek bir haddelenmis grafit lamelden (tek
duvarli karbon nanotiipler, SWCNT'ler) veya bir ortak eksen etrafinda diizenlenmis
birkag tek tiipten (¢ok duvarli karbon nanotiipler, MWCNT'ler) olusan igne benzeri
yapilardir (Augusto et al., 2010). Grafen, grafitin tek katmanli halidir ve bilinen en
iistiin ylizey/agirlik oranina sahip, dayanikli malzemedir. Bu 6zellikleri nedeniyle
2010 yilinda aragtirmacilarina Nobel Fizik Odiilii kazandirmistir. CNT lerin yiizey
ozelliklerini degistirmek icin (6rn. polar ¢oziiciideki (su) CNT dagilimini degistirmek
icin) islevsel gruplar ekleyerek yiizey modifikasyonu ile COOH Fonksiyonlu Cok
Katmanli Karbon Nanotiip (MWCNT-COOH), Azot Katkili Cok Katmanli Karbon
Nanotlip  (N-doped = MWCNT)  gibi  farkli  fonsiyonolize = CNT’ler
olusturulabilmektedir (Sekil 4). (Aziz-Zanjani & Mehdinia, 2014; Spietelun et al.,
2010).

A: Grafen B:SWCNT C:DWCNT D:MWCNT  E:Fonksivonilize CNT
i COOH  cnowH
i:‘rir:n,
Y yuvarlama .
s .J’I.T —i " tooH i
X rT § CHCHiHH:
" GecH NH:

Sekil 4. Karbon nanotiipler (Jackson et al., 2013)
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CNT'lerin, 6zellikle MWCNT'lerin ayirt edici 6zelliklerinden biri, genis yiizey-hacim
oranlaridir. Hem hidrofobik hem de elektronik etkilesimler, CNT'lerin apolar, polar
ve hatta iyonik tiirlerin ekstraksiyonuna basariyla uygulanmasina izin veren
analitlerin tutulmasina katkida bulunmaktadir (Bagheri et al.,, 2011, 2012).
Nanoseliiloz ise; lignoselillozik hammadde kaynaklarindan elde edilebilen ve
fiziksel, kimyasal ve morfolojik Ozellikleri dolayisiyla elde edilen son iiriinlere
olumlu etkiler kazandiran ve orman {iriinleri alaninda bu potansiyeli ile biiyiik 6nem

arz eden bir hammadde kaynagidir.

SPME yontemi ile yapilan ATS’lerin analizlerinden 6rnek olarak olusturulan literatiir

Ozeti Tablo 2°de goriilmektedir.

Tablo 2. SPME yontemi ile yapilan ATS'lerin analizine iligkin literatiir 6zeti

Vil-Ulke Analit_ler, Teknik Kullam.l.ar} Fiber Referans
matriks Tiirii
AMP, MA, MDA, HS-SPME, GC-MS CNT kaplamali
28;8 MDMA, MDEA fiber (Soggl‘zt)a"*
Idrar
AMP, MA, MDMA, SPME, GC-MS C18, C18/SCX ve .
. . (Alsenedi &
2018 sentetik katinonlar PDMS/DVB .
Ingiltere  Idrar Morrison,
2018)
2015 AMP, amitriptilin SPME, HPLC, LC-MS  C18/propilsulfoniks  (Peltenburg
Hollanda Kan it (C18/SCX), C18 etal., 2015)
Okside edilmis ¢cok
2015 MA, ketamin Magnetik SPME katmanli karbon (Zhang et
Cin Idrar & kan GC-MS nanotiipler al., 2015)
AMP, MA Elektrokimyasal olarak Sirali Mezoporlu
2015 [drar & serum giiclendirilmis SPME karbon (Zeng et al
Cin, GC-FTD (OMC)/Nafyon 2015) N
Pakistan kaplifiber
2015 AMP, MA Elektromembran CNT fiber (Rezazadeh
fran Idrar & tam kan SPME etal., 2015)
GC-FID '
AMP, MA, SPME, GC-MS PDMS, PDMS-
2013 MDA, MDMA, DVB, poliakrilat, (Racamonde
Ispanya MDEA CAR-PDMS et al., 2013)
Idrar & atik su
2013 AMP SPME, HPLC C18/SCX, PA, C18 (Peltenburg
Hollanda (Ticari) etal., 2013)
2011 AMP, MA Elektrokimyasal olarak MWCNTs/Nafyon
Cin, Idrar gii¢lendirilmis SPME kaplh fiber (Zengetal.,
Giiney GC-FID (Modifiye, sentez) 2011)
Kore PA (Ticari)
2009 AMP, MA Iyonik sivi bazli SPME  IL-bazli SPME (He et al
ABD Idrar GC-MS fiber 2009) N

(Moadifiye, sentez)
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2.4. Elektrokimyasal Polimerizasyon

Elektroanalitik teknikler, akim, potansiyel veya yilik gibi elektriksel biiyiikliiklerin
Ol¢iimleri ve bunlarin kimyasal parametrelerle iligkisi ile ilgilidir. Voltammetri,
elektrot yiizeyindeki tepkimelerle elektrotlardan gegcen akimin referans elektrota gore
uygulanan potansiyele karsi izlendigi yontem grubudur. “Dongiisel voltammetri"
(Cyclic Voltammetry, CV), elektrokimyasal reaksiyonlar hakkinda kalitatif bilgi elde
etmek i¢in en yaygin kullanilan tekniktir. Sonugta ortaya ¢ikan akim-potansiyel
egrilerinin dongilisel voltamogram olarak adlandirildigi {iggen bir dalga formu
olusturan potansiyelin dongiisiinii igermektedir. Donglisel voltammetri, kimyada
klasik bir ol¢iim yontemi olarak kabul edilmistir ve voltamogramlarin tepe akimi,
tepe potansiyeli ve karakteristik sekilleri, redoks sistemlerinin  bireysel
elektrokimyasal 6zelliklerini icermektedir ve "elektrokimyasal spektroskopi" olarak
da anilmaktadir. Potansiyel degisim hiziyla orantili olarak kolayca degisen
voltammetrik deneyin degisen zaman Sl¢egi, onu tarihsel olarak diger elektroanalitik

tekniklerden ayiran benzersiz avantajidir (Lida Khalafi & Mohammad Rafiee, 2017).

Rutin voltametrik deneyler, destekleyici elektrolit olarak bilinen yiiksek
konsantrasyonda bir tuz i¢eren bir ¢ozelti iginde galisma elektrodu, referans elektrot
ve yardimci elektrot olmak {izere {ii¢ elektrot konfiglirasyonu kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Calisma elektrodunun potansiyeli, incelenen aralikta sabit bir
potansiyele sahip olan, genellikle Ag/AgCl olan bir referans elektroduna karsi
degistirilir. Caligsma elektrotlar1 olarak altin veya platin elektrot gibi metal bir disk,
veya daha yaygin olarak karsilagilan karbon bazli elektrotlar kullanilmaktadir.
Nanoteknolojideki  son  gelismeler sayesinde nanopartikiiller ve  diger
nanomalzemeler elektrodun ylizeyini degistirerek katalitik yiizeyler gelistirmek igin
kullanilmaktadir (Ozdokur et al., 2016). Akim 6lgiimiinii genellikle spiral seklinde
platin olan bir yardimci elektrot saglamaktadir. Referans elektrot sabit bir referans
potansiyel saglar ve ¢alisma elektrot potansiyelinin 6l¢iildiigii iyi tanimlanmis bir

potansiyel olusturur (Lida Khalafi & Mohammad Rafiee, 2017).

Elektropolimerizasyon teknigi laboratuvarda yapilan SPME fiberlerin olusturulma
stirecinde siklikla kullanilmaktadir. Elektroaktif iletken polimerler, fizikokimyasal

ozellikleri, yiiksek elektrik iletkenlikleri ve iyi stabiliteleri nedeniyle gelecek vaat
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etmektedir ve arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Polipirol, politiyofen ve
polianilin tipik elektroaktif iletken polimer drneklerindendir (Harraz, 2006). Polipirol
(PPy), yiiksek iletkenligi ve kararliligi sayesinde en yaygin olarak calisilan iletken
polimerlerden biridir (Gribkova et al., 2019). PPy, nanomalzemelerle laboratuvar tipi

SPME fiberlerin kaplanmasinda da kullanilmaktadir.
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3. Gere¢ ve Yontem

Ege Universitesi Madde Bagimliligi, Toksikoloji ve Ilag Bilimleri Enstitiisii
Bagimlilik Toksikolojisi Laboratuvari’nda rutin olarak biyolojik 6rneklerde yasadisi
madde analizleri yapilmaktadir. Deneysel bir ¢alisma olan bu doktora tezinin yontem
gelistirme kisminda sagliklt  goniillillerden alinarak olusturulan idrar havuzu
kullanilmistir. Idrar 6rneklerine amfetamin, metamfetamin, MDA ve MDMA nin
standart katimi yapilarak ticari olarak alinan polidimetilsiloksan-divinilbenzen
(PDMS-DVB) fiberi ile GC-MS kullanilarak kromatografik bir yoOntem
gelistirilmistir. Gelistirilen yontem {izerine etkili olan parametrelerin saptanmasi i¢in
kemometrik olarak Plakett-Burman dizayni kullanilarak taranmistir. Kemometrik
optimizasyon sonrasi yontem se¢imlilik, kesinlik, dogruluk, belirtme alt simniri
(LOD), saptama alt sinir1 (LOQ), dogrusallik, duyarlik, calisma aralig1, tasinma etkisi

(carry over) ve matriks etkisi parametreleri yoniinden valide edilmistir.

Elektrokimyasal polimerizasyon yoluyla nanomalzemeler kullanilarak laboratuvarda
fiberler iiretilmistir. Uretilen fiberlerin termal gravimetrik analizleri (TGA) ve
taramali elektron mikroskobu (SEM) analizleri yapilmistir. Elde edilen fiberler
valide edilen yontemle c¢alisilmis ve etkinlikleri karsilastirilmistir. Yontemlerin
validasyon kismi  Bagimmlilik  Toksikolojisi  Laboratuvari’nda  yapilirken,
elektrokimyasal polimerizasyonla fiberleri kaplama kismi1 ise Ege Universitesi Fen
Fakiiltesi Kimya Boliimii Analitik Aragtirma Laboratuvari’nda greeklestirilmistir.
Calismanin  gerceklestirilebilmesi i¢in Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan izin alinmistir (EK 1). Bu tez c¢alismasi Ege
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)  Koordinatorliigii tarafindan
desteklenmistir (Proje no: TGA-2020-21552). Calisma tasarimi Sekil 5’te

goriilmektedir.
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GC-MS
kosullarinin
optimizasyonu

fiberin etkinliklerinin
karsilastirilmasi

| Ticari fiberle laboratuvar tipi I

I’Jicari fiberle yontem gelistirme|

Ticari fiberle gelistirilen yontemin Ticari fiberle gelistirilen
kaplanan fiberlere uygulanmasi yontemin kemometrik
optimizasyonu

Laboratuvar tipi fiberlerin TGA

Ticari fiberle gelistirilen

ve SEM analizlerinin yapilmasi yontemin validasyonu

| Elektrokimyasal polimerizasyonla

laboratuvar tipi fiber kaplama islemi

Sekil 5. Caligma tasarimi1

3.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasallar ve Malzemeler

Bu calismada deney asamasinda amfetamin standarti (Cerilliant), metamfetamin
standart1 (Cerilliant), amfetamin-d6 internal standardi (Cerilliant), MDA standarti
(Cerilliant), MDMA standart1 (Cerilliant), asetik anhidrit (AA) (Sigma Aldrich),
pentafloropropiyonik anhidrit (PFPA) (Sigma Aldrich), trifloroasetik anhidrit (TFA)
(Sigma Aldrich), sodyum Kloriir (NaCI) (Merck), sodyum karbonat (Na,COs)
(Merck), sodyum potasyum tartarat (Merck), okzalik asit (Tekkim), pirol (Sigma
Aldrich), aseton (Merck), hidroklorik asit (HCI) (Merck), polidimetilsiloksan-
divinilbenzen (PDMS-DVB) SPME fiberi (Supelco), paslanmaz ¢elik tel, grafen
(Nanografi), nanoseliiloz (Nanografi), Cok Katmanli Karbon Nanotiip (Multiwalled

Carbon Nanotube, MWCNT) (Nanografi), COOH Fonksiyonlu Cok Katmanl
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Karbon Nanotiip (Multiwalled Carbon Nanotube, MWCNT-COOH) (Nanografi),
Azot Katkili Cok Katmanli Karbon Nanotiip (Nitrogen-Doped Multi Walled Carbon
Nanotube, N-doped MWCNT) (Nanografi) kullanilmistir.

3.2. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) Kosullari

Maddelerin gaz kromatografisi ile analiz edilebilmesi i¢in ugucu hale getirilmesi
amactyla tiirevlendirici ajanlar kullanilmaktadir. Tiirevlendirici ajan segimi
maddenin fizikokimyasal ozelliklerine gore yapilmaktadir. Bu nedenle ¢alisma
kapsaminda analizi yapilan ATS’lerin farkl: tiirevlendirici ajanlar ile metanoldeki saf
standart katimlar1 yapildi ve en etkin sonug¢ veren tiirevlendirici ajana gore cihaz

kosullar1 optimize edildi.

Ege Universitesi Madde Bagimliligi, Toksikoloji ve Ilag Bilimleri Enstitiisii
Bagimlilik Toksikolojisi Laboratuvari’nda bulunan GC-MS cihazi ile analizler
yapildi. Bunun igin (%5-Fenil)-metil polisiloksan (HP-5MS) non-polar, disiik
kanama oOzellikleri olan kapiler kolon kullanildi. Enjeksiyon hacmi, split/splitless
modu, firin sicakligit ve MS kosullar1 optimize edildi. GC-MS cihazinda (Sekil 6)
yontemi optimize edebilmek amaciyla, 1000 pg/ml olarak bulunan saf standart
¢oOzeltiler (ana stok) oncelikle her calisma Oncesi kararliliklarindan emin olmak igin
taze olarak 25 pg/ml ara stok ¢ozeltileri hazirlandi. 25 pg/ml ara stok standartlardan
yola c¢ikilarak metanole 1000 ng/ml derisimde olacak sekilde standart karigim

¢Ozeltisi hazirlandi.

Sekil 6. Calismada kullanilan GC-MS cihazi
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Tiirevlendirme asamasinda literatiirden edinilen bilgilere gére ATS’lerde en ¢ok
kullanilan  pentafloropropionik anhidrit (PFPA), asetik anhidrit (AA) ve
trifoloroasetik anhidrit (TFA) tiirevlendirici ajanlar1 kullanildi. 1000 ng/ml derisimde
standart kattmindan GC-MS enjeksiyonuna kadar yapilan islemler Sekil 7°de

goriilmektedir.

+ Standart karisim N, gaz1 altinda kuruluga kadar uguruldu. \
e 70 pl tiirevlendirici ajan ve 70 pl etil asetat eklendi.

» Standart karisimi SOOC’de 30 dk. inkiibe edildi. Standart
karigimlar viallere aktarildu.

* 1 ul’si GC-MS cihazina enjekte edildi.

*  SCAN modda ¢alisildi. )

Sekil 7. Standart madde karigiminin 6n hazirlik asamasi
GC-MS’de farkli sicaklik programlari denemek suretiyle ilgili maddeler igin
optimum cihaz programi olusturulmustur (Tablo 3). Her bir standart maddeye ait m/z

oranlar1 ise Tablo 4’te goriilmektedir.

Tablo 3. GC-MS i¢in optimum olarak belirlenen ¢aligma kosullart

Amfetamin Tipi Stimiilanlar

Kullanilan Cihaz Thermo Finnigan TRACE I1SQ

Kapiler Kolon Silika dolgulu; 30 m uzunlugunda, 0,25 pm film
kalinlig1 ve 0,25 mm i¢ ¢apinda olan (HP-5MS)

Baslangic sicakligi 80°C de 1 dakika bekleyerek,
Firmn Sicaklik Programn 20°C/dk. artisla 250°C’ye ¢ikarilir. 30°C/dk. artigla
280°C’ye ¢ikarilir ve 5 dakika bekleyerek son sicakliga

ulagtlir.
Tasiyic1 Gaz ve Akis Helyum, 1,3 ml/dk.
Enjeksiyon Blogu 250 °C
Sicakhg:
Dedektor Sicakhgi 250 °C
Enjeksiyon Hacmi 1 pL, splitless

17



Tablo 4. GC-MS ile analiz edilen analitler igin kiitle/yiik (m/z) oranlari

Analiz edilen PFPA AA TFA
maddeler m/z oranlari m/z oranlari m/z oranlari
Amfetamin 91, 118,190 44, 86, 118 91, 118, 140
Metamfetamin 91, 118,160,204 58, 91,100 91, 110, 118, 154
MDA 135,162,325 44,135, 162 135, 162
MDMA 162, 204, 339 58, 100,162 135, 154, 162
AMP-d6 93, 123, 144

Optimum cihaz programi ile SCAN modda calisilarak 1000 ng/ml standart

karigimlarindan maddelere ait kromatogramlar elde edildi.

3.3. PDMS-DVB Ticari SPME Fiberi ile Yontem Gelistirme

Deneylerde ugucular, yari-ugucular, semipolar maddeler, aminler ve nitroaromatik
bilesikler gibi uygulama alanlart olan 65 um 24 Ga PDMS-DVB ticari fiberi
kullanmilmistir (Sekil 8). Kullanilacak fiberin o6zelliklerinin uygunluguna, firmanin

manuelinden bakilarak karar verilmistir.

SUPELCO
595 North Hari lofonte, PA 57326-U

ison Road e Bel ,
23-0048 USA * Phone 814-359-3441 Lot 2 120001
SPME Fiber Assembly
65um PDMS/DVB, Stableflex
24Ga, Manual Holder, 3pk
(Pink)

For laboratory use only. Not for drug, household, or other use.

www.slgmaaldrich.com V:‘;:‘.ﬁ R | Supe]CO@

Sekil 8. Deneylerde kullanilan PDMS-DVB ticari SPME fiberi

SPME yontemine bakildiginda adsorpsiyon ve desoprsiyon islemleri bulunmaktadir

(Sekil 9). ATS gibi yari-ugucu analitler i¢in tlirevlendirme islemi bulunmaktadir.
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Ornekleme

(Adsorpsiyon) Desorpsivon

GC enjeksiyon
bilmesine ]

SPME
enjektorii

Fiber cekilir
—_—

GC enjeksiyon

Fiber

Ornek
Kiitle
spektrometresine
(MS) gonderilir

Sekil 9. SPME yontemi ¢alisma semasi

Fiberin sartlandiriimasi: Ticari fiber alindiktan sonra ¢alismaya baslamadan once

manuelinde gosterildigi sartlar olan GC-MS’in inlet blogunda 250 %C’de 30 dk.
bekletilerek sartlandirildi (Sekil 10).

Sekil 10. Fiberin sartlandirilmasi

Yontem gelistirirken farkli adsorpsiyon, tlirevlendirme ve desorpsiyon sartlari

denendi.

Adsorpsiyon: 5 ml idrara 1000 ng/ml olacak sekilde AMP, MET, MDA ve
MDMA’nin standart katimi yapildi. 0.72 g NaCl eklendi. Dengeye gelmesi i¢in
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aliiminyum blok icerisinde 80°C’de 600 rpm’de 10 dk. bekletildi. Fiber iist boslukta
(headspace) olacak sekilde ayni kosullarda 30 dk. magnetik calkalayicida bekletildi.

Tiirevlendirme: Idrarda ATS’lerin rutin analizinde laboratuvar-i¢i ydéntem olarak

uygulanan sivi-sivi ekstraksiyon yonteminde tiirevlendirici ajan olarak pentafloro
propiyonik anhidrit (PFPA) kullanilmaktadir. Bu nedenle tiirevlendirme agamasinda
ilk olarak PFPA denendi. 2 mI’lik viale 100 pul PFPA konuldu. Dengeye gelmesi i¢in
80 °C’de 15 dk. bekletildi. Fiber iist boslukta (headspace) olacak sekilde ayni
kosullarda 15 dk. bekletildi.

Desorpsiyon: 250 °C’deki GC-MS’in inlet bloguna 7 dk. boyunca desorbe edilir.
Enjeksiyondan sonra fiberin ucu soyuldu (Sekil 15).

Ikinci fiber sartlandirildiktan sonra, GC-MS kosullarinda belirtildigi iizere
tiirevlendirici ajanlardan en etkin sonucu veren TFA olmasi ve PFPA’nin fiberin
soyulmasina neden olmasindan dolay1 tiirevlendirici asamasinda TFA kullanilarak
deneme yapildi. PFPA ile yapilan ayn1 adsorpsiyon ve desorpsiyon kosullarinda TFA
ile deneme yapildi. Tiirevlendirme asamasinda 2 ml’lik viale 100 pl TFA konuldu.
Dengeye gelmesi i¢in 80 C’de 15 dk. bekletildi. Fiber iist boslukta (headspace)
olacak sekilde ayni kosullarda 15 dk. bekletildi. 250 0C’deki GC-MS’in inlet bloguna
7 dk. boyunca manuel enjeksiyon yapildi. TFA ile yapilan bu denemede ATS’lere ait
kromatogramlar elde edildi. Bu islemden sonra fiber {izerinde bir safsizlik kalip
kalmadigimin kontrolii i¢in bos enjeksiyon yapildi. TFA kullanilarak yapilan ikinci

denemede desorpsiyon isleminden sonra fiber soyuldu.

Literatiirler incelendiginde SPME fiber ile tiirevlendirici iligkisi hakkinda bir bilgi
verilmedigi goriilmiistiir. Birgok defa kullanilacagi beyan edilen fiberler en ¢ok iki
defa kullanilabilmistir. Tiirevlendiricilerin fizikokimyasal 6zellikleri ile fiberin yapisi
arasindaki iligki ile ilgili yapilan detayli inceleme sonrasinda TFA nin hacminin fazla

gelebilecegine ve 25 ul TFA kullanilmasina karar verildi.

Adsorpsiyon: 1 ml idrara 1000 ng/ml olacak sekilde AMP, MET, MDA ve
MDMA’nin standart katimi yapildi. 0.72 g NaCl eklendi. Dengeye gelmesi i¢in
alliminyum blok igerisinde 80°C°de 600 rpm’de 10 dk. bekletildi. Fiber iist boslukta
(headspace) olacak sekilde ayn1 kosullarda 30 dk. magnetik ¢alkalayicida bekletildi.
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Tiireviendirme: 10 ml’lik viale 25 pl TFA konuldu. Dengeye gelmesi igin 80 °C’de
5 dk. bekletildi. Fiber iist boslukta (headspace) olacak sekilde ayni kosullarda 1 dk.

bekletildi.

Desorpsiyon: 250°C’deki GC-MS’in inlet bloguna 5 dk. boyunca manuel enjeksiyon
yapildi. Denemelerde AMP ve MET goriildi MDA ve MDMA saptanmadi. Tuz

yerine Na,COj3 kullanildi. 0,5 g ve 0,72 g denendi. 0,5 g Na,CO3’te tiim analitler en

etkin bigimde saptandi.

Adsorpsiyon: \

Idrar 6rnegi 10 ml’lik headspace tiipiine aktarilarak
0,5 g Na,COj eklendi.

Karstirieili 1sitictida 600 rpm’de 800C’de 30 dk.
inkiibe edilerek dengeye gelmesi beklendi.
PDMS/DVB ticari fiberi konularak iist boslukta
(headspace) olacak sekilde 10 dk fiber tutuldu. j

Tiirevlendirme:

\

Ayr bir 10 mI’lik tiipe 25 pl tiirevlendirici ajan olan

TFA konuldu ve 5 dk. boyunca 800C’de dengeye
gelmesi igin bekletildi.
Fiber iist boslukta (headspace) olacak sekilde 1 dk.

bekletildi.

Sekil 12. Gelistirilen SPME yo6nteminde tiirevlendirme agamasi
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Jii 8 | ‘_" Desorpsiyon:

— . 2500C’de GC-MS inletinde manuel olarak 5 dk.
"""" enjeksiyon yapildi.

Sekil 13. Gelistirilen SPME yonteminde desorpsiyon asamasi

Fiberin Temizlenmesi: Her denemeden sonra fiber 250 °C’deki GC-MS inletinde 15
dk. boyunca bekletildi. Sonrasinda fiberin temizlendigi, iizerinde bir kalinti

kalmadiginin teyidi i¢in bos enjeksiyon yapildi.

3.3.1. Yontemin Kemometrik Optimizasyonu

Kemometri, deneysel doga bilimlerinde, 6zellikle kimyada, tanimlayic1 ve dngoriicii
problemleri ¢6zmek i¢in giiniimiizde birgok alanda uygulanmaktadir. Tanimlayici ve
ongoriisel uygulamalarda, kimyasal sistemlerin o6zellikleri, sistemin altta yatan
sebeplerini ve yapisint 6grenme amaciyla modellenmistir (Otto, 2016). Deney
tasarim1 (Design of Experiments, DOE) olarak da bilinen istatistiksel deneysel
tasarim, en diisiik analiz sayisiyla maksimum miktarda bilgiyi elde etmek icin
deneylerin nasil ylriitiilecegine ve planlanacagina iliskin bir metodolojidir
(Decaestecker et al., 2004). Degiskenler arasindaki etkilesimler, degisiklik yapilana
kadar kimsenin goremeyecegi sorunlara neden olabilmektedir. DOE birka¢ faktoriin
ayni anda degisken olmasi, ancak her faktoriin bagimsiz olarak degerlendirilmesi

avantajina dayanmaktadir.

Bir "tarama tasarimi" c¢ok sayida potansiyel nedensel faktoriin incelenmesi
gerektiginde, bir veya daha fazla ilgili yaniti etkileyebilecek en onemli faktorleri
belirlemek igin uygulanan deneysel bir tasarimi ifade etmektedir (Vanaja & Rani,
2007). Tarama tasarimi belli bir degiskenin iist ve alt kontrol diizeylerini (level)
belirleyerek kalite kontrol siirecini iyilestirmeye yardimci olmaktadir. Etkileyen
faktorlerin daha az deneyle daha ucuz bir sekilde tanimlanmasiyla siire¢
iyilestirilebilmektedir (Murphy RJ., 2003). Bilgiyi en iist diizeye ¢ikarirken deney

sayisint en aza indirmek nihai hedeftir (Trocine & Malone, 2000). Elde edilen
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bilgiler bir islemi optimize etmek icin kullanilabilmektedir ve bir siirecin

tekrarlanabilirligi korunabilmektedir (Prvan & Street, 2002).

Plackett-Burman (PB) tasarimi R.L. Plackett ve J.P. Burman tarafindan 1946'da
tasarim parametrelerinin sistem durumu {izerindeki etkilerini incelemek igin
kullanilabilecek kalite kontrol siirecini iyilestirmek i¢in gelistirilen, yaygin olarak
kullanilan bir tarama tasarimi smifidir. Cesitli sayida veya "n" faktor” “n+ 1"
deneyli PB tasarimi ile taranabilmektedir. PB tasarimlari, yediden fazla faktor i¢in
deneysel tasarimlar Oneren n deneyde n—1 degiskenleri arastirmak igin
kullanilmaktadir. Ozellikle sirastyla 7, 11, 15, 19, vb. faktdrleri incelemek igin uygun
olan n x 4 deneyler yani 8, 12, 16, 20, vb. i¢in uygundur (Analytical Methods
Committee, 2013; Vanaja & Rani, 2007). Faktor sayilarmna gore uygun lretegler
secilerek Tablo 5°te goriilen tasarimlar olusurulabilmektedir. (-) diisiik diizeyi, (+) ise

yiiksek diizeyi temsil etmektedir.

Bu ¢aligmada gelistirilen yontem Plakett-Burmann dizaynmi kullanilarak kemometrik
olarak optimize edilmistir. Uygulanan SPME yo6nteminde etkin olabilecegi on

goriilen 7 faktor tespit edildi. Bu faktorler;
- Xi: Ornek hacmi,
- Xo:Tuz miktari,
- Xsz:Karistirma hizi,
- Xg:Dengeye gelme siiresi,
- Xs:Adsorpsiyon siiresi,
- Xg:Tirevlendirme sicaklig,
- Xz:Tirevlendirme siiresidir.

Bu faktorlerin en diisiik ve en yiiksek degerleri 6n c¢alismalarla belirlendi. Tim
asamalarinin optimum sartlarinin ekstraksiyon verimine etkisi belirlenmesi icin
Plaket-Burman Tasarimi ile tarama yapildi. Etmen sayilarina gore 7 faktorli uygun
tireteg secilerek en az sayida deney ile tarama yapildi. Tablo 8-9a gore yapilan
deneyler sonucunda elde edilen alan degerlerine gore regresyon analizi yapildi ve bu

tarama deneylerinden sonra en etkili ii¢ faktor belirlendi.
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Tablo 5.Plakett-Burman jeneratorleri

7 ++4+—+——

11 ++—t - =4

15 -ttt ——-

19 e e e e

23 +++++—F -+t -+ —F———-

3.3.2. Yontem Validasyonu

Yontem validasyonu, temelde bir analitik gereksinimin tanimlamasi ve incelenen
yontemin, uygulamasi gerektirdigi esaslara uygun olduguna dair bir onaylama
stirecidir. Bir yontem, performans oOzelliklerinin belirli bir amagla kullanim igin

yeterli oldugunun kanitlanmasi gerektigi durumlarda valide edilmelidir.

- Standart olmayan yontemler,

Laboratuvar tarafindan tasarlanmis/gelistirilmis yontemler,

Amag disinda kullanilan standart yontemler,

Standart yoOntemlerin yiikseltilmesi ve modifikasyonlar1 durumunda

laboratuvarlarin validasyon yapmasi gerekmektedir (Aydogdu et al., 2018).

Kemometrik olarak optimize edilen yontem SWGTOX (Scientific Working Group
for Forensic Toxicology Standard Practices for Method Validation in Forensic
Toxicology) yontem validasyon standardina gore, secimlilik, dogrusallik, geri
kazanim, kesinlik, tekrarlanabilirlik, belirtme alt sinir1 (LOD) ve saptama alt sinir1

(LOQ) vb. parametreler yoniinden valide edilmistir.

3.4. Farkli Nanomalzemelerle Elektrokimyasal Kaplama Islemi
3.4.1. Paslanmaz Celik Telin Hazirlanmasi

Paslanmaz ¢elik teller SPME manuel holderindan gececek boyuta gelene kadar su
banyosunda bulunan HCI igeren tiipte sicaklik uygulanarak inceltildi. Inceltme
sonrasinda ylizeyinde olusabilecek olasi safsizliklardan arindirmak igin ultrasonik
banyoda 15 dk. doygun okzalik asit ¢ozeltisinde ve 15 dk. da aseton icerisinde

bekletilerek, kullanima hazir hale geldi.
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3.4.2. Elektrokimyasal Polimerizasyon

Celik tellerin ¢aligma elektrodu olarak kullanilarak kaplanmasi islemi
elektrokimyasal polimerizasyon islemi ile yapildi. Monomer olarak pirol kullanildi.
Cok Katmanli Karbon Nanotiip (MWCNT), -COOH Fonksiyonlu Cok Katmanl
Karbon Nanotiip (MWCNT-COOH), Azot Katkili Cok Katmanli Karbon Nanotiip
(N-Dopped MWCNT), Grafen ve Nanoseliilloz olmak iizere 5 farkli nanomalzeme
kullanilarak 5 farkli calisma elektrodu olusturuldu. 10 ml ultra saf suda 0.2 M
sodyum potasyum tartarat ¢oziildii. 1.1 mg nanomalzeme eklendi. 15 dk ultrasonik
banyoda bekletildi. Cozelti elektrolitik hiicreye konuldu ve iizerine 175 puL pirol
eklenerek iizerinden 5 dk boyunca azot gecirildi. Siklik voltammeri yontemi
kullanildi. Yardimct elektrot olarak platin (Pt) elektrot, referans elektrot olarak da
Ag/AgCI elektrodu kullanildi (Sekil 14) (Kirlangig et al., 2019). Tablo 6°da belirtilen
kosullarda Autolab voltammetri cihaz1 kullanilarak NOVA  yazilimi ile

elektropolimerizasyon islemi ile teller kaplandi.

SO —

N (ince Tel)
N

——

Agah;ma elektrodu ]

Yardimai elektrot

(Pt elektrot) )8 Referans Elektrot

E H \‘\_ (Ag/ Aga)

5ml nanomaizeme ve pirol\_. §
\, iceren cozelti &

S s

e

Sekil 14. Elektrokimyasal polimerizasyon islemi tasarimi
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Tablo 6. Elektrokimyasal polimerizasyon kosullari

Baslama potansiyeli -0.5
V)
Bitis Potansiyeli 2.00
potansiyeli(V)
Tarama Hiz1 (V/s) 0.05
Dongii sayisi 7

Hazirlanan SPME fiberlerin etkinligi valide edilen yontem ile c¢aligilarak

karsilastirildi.

3.4.3. Termal Gravimetrik Analiz (TGA)

Elektrokimyasal olarak kaplamasi yapilan fiberler kazinarak 5-7 mg o6rnek Ege

Universitesi Kimya Boliimii’'nde hizmet alim1 seklinde analiz edildi.

3.4.4. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Kaplamasi yapilan fiberlerin SEM analizi, Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test
ve Analiz Laboratuvar: Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde hizmet alimi seklinde

yapildi.
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4. Bulgular
4.1. PDMS-DVB Ticari SPME Fiberi ile Yontem Gelistirmeye Ait Veriler
4.1.1. Tiirevlendirme Islemi Sorunsal

PFPA ile yapilan SPME denemesinde ilk seferde fiber soyuldu (Sekil 15). Bunun
tizerine ATS’lerin analizinde tlirevlendirme basamaginda PFPA’ya alternatif
olabilecek hangi reaktifin daha etkili oldugunun belirlenmesi igin metanol igerisine
standart katimi yapilip, PFPA, TFA ve AA ile tiirevlendirildi. Analitlere ait
kromatogramlar Sekil 16-18’de goriilmektedir.

Sekil 15. Tirevlendirme islemi sonrasi soyulan PDMS-DVB SPME fiberi

=\xcalibur\.. \18carsamba\1ppmats_pfpa2 12/18/2019 3:57:58 PM standartmix_ucur_{treviendir
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I
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S ]
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20
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Sekil 16. PFPA ile tiirevlendirilmis 1000 ng/ml ATS standart karigimina ait kromatogram
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“xcaliburi..\18carsambalippmats_tfa2 12/18/2019 5:17:40 PM standartmix_ucur_tureviendir
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Sekil 17. TFA ile tiirevlendirilmis 1000 ng/ml ATS standart karisimina ait kromatogram
cxcalibury...\18carsamba\1ppmats_aa2 12/18/2019 4:37:49 PM standartmix_ucur_tureviendir
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Sekil 18. AA ile tiirevlendirilmis 1000 ng/ml ATS standart karisimina ait kromatogram

Kromatogramlardaki analitlere ait piklerin alanindan yola ¢ikilarak yapilan

tiirevlendirici karsilastirmasinda en etkin olarak TFA daha sonra sirasiyla PFPA ve

AA bulundu. Hem PFPA’nm fiberin soyulmasina neden olmasi hem de etkinlik

karsilastirmasinin sonucunda calismalarda tlirevlendirici ajan olarak TFA ile devam

edilmesine karar verildi.
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100 pul TFA kullanilarak yapilan deneme sonrasinda da fiber soyuldu. Literatiirlerde
kisitlilik olarak ne kadar tiirevlendirici ajan kullandiklart belirtilmedigi goriilmiistiir.
Tiirevlendiricilerin yapilart nedeniyle bu ajanlarin SPME fiberler {izerinde korozif
etki olusturdugu saptandi. Ma ile baglantili olarak 1:1,5 oraninda tiirevlendirici ajan
kullanilmasina karar verildi. Hesaplamalar sonucunda tiirevlendirme basamaginda 25
ul TFA kullanilarak deneme yapildi. Deneme sonunda fiberde bir soyulma olmadi
ve analitler basarili bir sekilde saptandi (Sekil 19-22). Elimizde smirli sayida

bulunan ve ithalat1 maliyetli olan fiberlerle bu nedenle olabildigince az zarar verecek

caligmalar yapildi.
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Sekil 19. TFA ile tiirevlendirilmis 250 ng/ml ve 1000 ng/ml standart katimi yapilmig idrarda
amfetamin analitine ait kromatogram ve spektrum
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Sekil 20. TFA ile tiirevlendirilmis 250 ng/ml ve 1000 ng/ml standart katimi yapilmig idrarda
metamfetamin analitine ait kromatogram ve spektrum

30



RT: 10.11-12.43 A

11.21 NL: 8.79E5
100 miz=
Q ] 134.50-135.50+
c 807 161.50-162.50 M3
= 3 PDMSDVBfiber_1pp
§ 60 (040 _11.85 mATS_1mlidrar
410.15 .
g 207 U 10.43 10.87 11.86 1211
2 10.53 10.62
= ] 10.
3 20
m .
o0 . I -
RT: 1121 NL: 2.02E6
1005 MDA miz=
3 134.50-135.50+
804 161.50-162.50 M3
] pdmsdvbfiber_250p
60— pbats_1mlidrar
404
J10.1s
203 171037 1042 1048 1068  10.97 12.40
0- T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
105 11.0 115 12.0
Time (min)
pdmsdvbfiper_250ppbats_1mlidrar #2423 RT: 11.24 AV: 1 SB: 294 10.82-11.82 NL: 3.88ES A
T: {0.0} +c El Full ms [50.00-600.00]
100 135.12
90
803
o 70
bt 3
c 3
8 503 141.08
c 4
3 u
2 504 162.13
g 3
g 403
© 3
T 303 355.57
20
35104 2756.13
103
] 21060
e ” 10.-3|_11 Y 249.34 313.19 40218 45597 48185 53017  505.02
0 1 W 1 YO Y | | 1 L e n [ = Ly n wl n
T T T T I 1 T T T I T T T T I T T T T I T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
miz

Sekil 21. TFA ile tiirevlendirilmis 250 ng/ml ve 1000 ng/ml standart katimi1 yapilmis idrarda MDA
analitine ait kromatogram ve spektrum
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Sekil 22. TFA ile tiirevlendirilmis 250 ng/ml ve 1000 ng/ml standart katim1 yapilmis idrarda MDMA
analitine ait kromatogram ve spektrum
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4.1.2. Yontemin Kemometrik Optimizasyonuna Ait Veriler

4.1.2.1. Plakett-Burman Tasarim

Gelistirilen SPME yontemi iizerine etkili olan 7 faktor ve 6n denemelerle elde edilen

min ve max degerleri belirlendi (Tablo 7). Belirlenen bu faktorlere ve degerlere gore

Tablo 9’da goriilen Plakett-Burman Tasarimi olusturuldu.

Tablo 7. Plakett-Burman tasariminda kullanilan 7 faktér ve min, max degerleri

Faktorler Birim | Min (-1) | Max (+1)
X1 Ornek Hacmi ml 1 3
X2 Tuz miktari g 0.5 0.72
X3 Karistirma iz rpm 300 600
X4 Dengeye gelme siiresi dk. 15 30
X5 Adsorpsiyon siiresi dk. 5 10
X6  Tiirevlendirme Sicakhgi  °C 60 80
X7 Tiirevlendirme Siiresi dk. 1 3
Tablo 8.7 Faktorlii Plakett-Burman deney tasarimi
Deney g - E E < g an
% g £ S5 | § % 2 3 2 5
Faktor | 2 3 2 2 2 | g ° > 7 > @
S |F1E B |F : :
1 - - - - - - -
2 + - - + - + +
3 + + - - + - +
4 + + + - - + -
5 - + + + - - +
6 + - + + + - -
7 - + - + + + -
8 - - + - + + +
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Tablo 9. 7 Faktorlii Plakett-Burman deney tasarimi degerleri

peney e | ¢ § |2 < g 2
No/ S £ = g = 2 s B £ 7
S |2 | E i |gf | 2% =y
" L N > S = 2 = > 2 >
Faktéor | £ z E = 3 g n g
O Y a < = =
1 iml 05g 300rpm  15dk. 5 dk. 60 °C 1 dk.
2 3ml 05g 300rpm  30dk. 5 dk. 80 °C 3 dk.
3 3ml 07g 300rmpm  15dk. 10 dk. 60 °C 3dk.
4 3m 07g 600rpm  15dk. 5 dk. 80°C 1 dk.
5 im  07g 600rpm  30dk. 5 dk. 60 °C 3dk.
6 3ml 05g 600rpm  30dk. 10 dk. 60 °C 1dk.
7 im 07g 300rpm  30dk. 10 dk. 80°C 1 dk.
8 im  05g 600rpm  15dk. 10 dk. 80°C 3 dk.

Yapilan 8 deneme sonrasi analitlere ait elde edilen alan degerleri Tablo 10°da

goriilmektedir.

Tablo 10. Plakett-Burman deneyleri sonrasi analitlere ait elde edilen alan degerleri

Deney
No/Faktor y (AMP) y (MET) y (MDA) y (MDMA)
1 494,239 286,637 1,617 3,336
2 1,194,730 717,038 72,410 57,333
3 1,196,048 536,663 3,406 10,642
4 793,282 264,618 25,715 9,950
5 1,351,018 1,007,247 3,261 8,010
6 1,501,418 1,241,164 45,851 43,345
7 1,317,107 539,440 73,755 29,839
8 7,550,373 2,689,252 103,443 227,591

Yontem iizerinde en etkili 3 faktdriin belirlenmesi icin Tablo 9’a goére yapilan
deneyler sonunda elde edilen alan degerlerine gore regresyon analizi yapildi.

Yapilan regreasyon analizine ait veriler Tablo 11-14’te goriilmektedir.
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Tablo 11. Amfetamine ait regresyon analizi sonuglari

Standart Diisiik  Yiiksek
Katsayilar Hata t Stat %95 %95
Kesisim 1924776,875 0 65535 1924777 1924777
X Degiskeni 1 -753407,375 0 65535 -753407 -753407
X Degiskeni 2 -760413,125 0 65535 -760413 -760413
X Degiskeni 3 874245,875 0 65535 874245,9 874245,9
X Degiskeni 4 -583708,625 0 65535 -583709 -583709
X Degiskeni 5 966459,625 0 65535 966459,6 966459,6
X Degiskeni 6 789096,125 0 65535 789096,1 789096,1
X Degigkeni 7 898265,375 0 65535 898265,4 898265,4
Tablo 12. Metamfetamine ait regresyon analizi sonuglari
Standart Diisiik  Yiiksek
Katsayilar Hata t Stat %95 %95
Kesisim 910257,375 0 65535 910257,4 910257,4
X Degiskeni 1  -220386,625 0 65535 -220387 -220387
X Degigkeni 2 -323265,375 0 65535 -323265 -323265
X Degiskeni 3 390312,875 0 65535 390312,9 390312,9
X Degiskeni 4 -34035,125 0 65535 -34035,1 -34035,1
X Degiskeni 5 341372,375 0 65535 341372,4 341372,4
X Degiskeni 6  142329,625 0 65535 142329,6 142329,6
X Degiskeni 7 327292,625 0 65535 327292,6 327292,6
Tablo 13. MDA'ya ait regresyon analizi sonuglari
Standart Diisiik Yiiksek
Katsayilar Hata t Stat %95 %95
Kesisim 41182,25 0 65535  41182,25 41182,25
X Degiskeni 1 -4336,75 0 65535 -4336,75 -4336,75
X Degiskeni 2 -14648 0 65535 -14648  -14648
X Degiskeni 3 3385,25 0 65535 3385,25 3385,25
X Degiskeni 4 7637 0 65535 7637 7637
X Degiskeni 5 15431,5 0 65535 154315 154315
X Degiskeni 6 27648,5 0 65535 27648,5 27648,5
X Degiskeni 7 444775 0 65535  4447,75 4447,75
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Tablo 14. MDMA'ya ait regresyon analizi sonuglari

Standart Diisiik Yiiksek

Katsayilar Hata tStat %95 %95
Kesisim 48755,75 0 65535 48755,75 48755,75
X Degiskeni 1 -18438,25 0 65535 -18438,25  -18438,25
X Degiskeni 2 -34145,5 0 65535 -341455 -34145,5
X Degiskeni 3 23468,25 0 65535 23468,25 23468,25
X Degiskeni 4 -14124 0 65535 -14124 -14124
X Degiskeni 5 29098,5 0 65535 29098,5 29098,5
X Degiskeni 6 32422,5 0 65535 32422,5 324225
X Degiskeni 7 27138,25 0 65535 27138,25 27138,25

Yapilan regresyon analizleri sonucunda en etkili 3 faktor;

» Adsorpsiyon siiresi,
» Tiirevlendirme sicakligi,

» Tirevlendirme siiresi olarak belirlendi.

Belirlenen bu faktorler icin asagida degiskenleri gosterilen siire ve sicakliklarda 250

ng/ml derisimde standart katim yapilarak ¢alisildi.

» Adsorpsiyon siiresi: 5 dk., 7.5 dk., 10 dk.
> Tiirevlendirme sicakligi: 60 °C, 80 °C, 90 °C,
» Tirevlendirme siuresi: 1dk., 2 dk., 3 dk.

Grafik 1-3’ten goriilecegi iizere en iyi sonuclar 10 dk. adsorpsiyon siiresinde, 80 °C

tiirevlendirme sicaklifinda ve 1 dk. tiirevlendirme siiresinde elde edildi.
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Grafik 3. Farkli tiirevlendirme siirelerinin etkisi

4.1.3. Yontem Validasyonuna Ait Veriler
4.1.3.1. Secimlilik

Bir analitik yontemin se¢imliligi, bir analiti, 6rnek matriksinde bulunmasi
beklenebilecek girisimler varliginda dogru bir sekilde Olgebilme yetenegidir.
Secimlilik, analit pikinin beklenen zaman penceresinde kromatografik korlerin
(analit icermedigi bilinen bir 6rnek) incelenmesiyle kontrol edilir (Whitmire & Ross,
2015). Gelistirilen SPME yontemi Sekil 23-28‘den goriilecegi gibi AMP, MET,
MDA ve MDMA i¢in se¢imli bir yontemdir.
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Sekil 26. SPME yontemiyle analiz edilen metamfetamin analitine ait kromatogram ve spektrum
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Sekil 28. SPME yontemiyle analiz edilen MDMA analitine ait kromatogram ve spektrum
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4.1.3.2. Dogruluk, Gerg¢eklik ve Kesinlik (Tekrarlanabilirlik)

Dogruluk elde edilen deger ile ger¢ek degerin yakinhiginin ifadesidir. Dogruluk
parametresi, gerceklik ve kesinlik olmak iizere iki ana bilesenden olusmaktadir
(Y1ilmaz, 2013). Gergeklik ¢alismasi geri kazanim (% recovery, %R) olarak da ifade
edilmektedir. Geri kazanim, ekstraksiyon verimliligidir. Bir matriks i¢indeki bir
analitin geri kazanimi, saf standardin gercek konstrasyonu ile matrikse eklenmis ve

ekstrakte edilmis olan analit miktarinin 6l¢iim sonucunun karsilastirilmasidir.

Bir yontemin kesinligi, prosediir birden ¢ok Ornege tekrar tekrar uygulandiginda
bireysel test sonuglari arasindaki uyusma derecesidir. Kesinlik, bir dizi 6rnegin
enjekte edilmesiyle veya homojen bir lottan ¢ok sayida numuneden alinan bir dizi
ornegin analiz edilmesiyle olgtliir. Genellikle standart sapma (SD), bagil standart
sapma (% RSD), varyans veya varyans katsayisi (CV) olarak ifade edilir. Biyolojik
ornekler i¢in % 15’den az ve diger derisim seviyelerinde %10 RSD ile kesinlik
saglanabilir (Eurachem, 2014). Tekrarlanabilirlik, kesinligin bir gostergesidir.
Bagimsiz deney sonuglarinin, kisa zaman araliklar1 iginde, ayni donanim
kullanilarak, deneyi yapan ayni kisi tarafindan, ayni laboratuvarda, es deger deney
maddeleri ilizerinde ayni yontem ile elde edilmesidir. Giin-i¢i tekrarlanabilirlik i¢in
her analit 50 ng/ml ve 250 ng/ml olmak tizere iki farkli derisimde 3 tekrarli galisildi.
Giinler-arasi tekrarlanabilirlik igin ise; her analit 50 ng/ml ve 250 ng/ml olmak iizere
iki farkli derisimde 5 giin boyunca ii¢ tekrarli calisildi. Giin-i¢i ve giinler-arasi

tekrarlanabilirlik verileri Tablo 15-19°da gosterilmistir.
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Tablo 15. AMP, MET, MDA ve MDMA'ya ait giin-i¢i tekrarlanabilirlik verileri

Giin-ici Tekrarlanabilirlik

AMP MET MDA MDMA
50 250 50 250 50 250 50 250
ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml| ng/ml | ng/ml | ng/ml
1.paralel 52,38 242,98 | 52,93 236,96 | 40,01 249,37 | 35,45 232,69
2.paralel 46,72 258,80 | 56,22 249,18 | 45,14 233,08 | 34,24 243,16
3.paralel 48,30 255,28 | 55,06 240,25 | 47,51 230,48 | 39,48 240,58
Ortalama 49,14 252,35 | 54,74 242,13 | 44,22 237,64 | 36,39 238,81
Std. Sapma 2,92 8,31 1,67 6,32 3,83 10,24 2,74 5,45
%RSD 594 329 | 305 261 | 867 431 7,53 2,28
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Tablo 16. Amfetamine ait giinler-arasi tekrarlanabilirlik verileri

Giinler-arasi Tekrarlanabilirlik
AMFETAMIN
1.Giin 2.Giin 3.Giin 4.Giin 5.Giin

50 | 250 | 50 | 250 | 50 | 250 | 50 | 250 | 50 | 250

ng/ml| ng/ml | ng/ml| ng/ml | ng/ml| ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml| ng/ml
1.paralel 52,38 242,98| 46,36 231,19 44,84 237,57| 51,50 262,21|51,56 237,22
2.paralel 46,72 258,80| 48,09 238,48| 41,13 236,50| 54,18 256,75| 46,06 235,92
3.paralel 48,30 255,28|52,17 244,39| 47,00 240,11| 55,75 257,03| 45,85 244,49
Ortalama |49,14 252,35| 48,87 238,02| 44,32 238,06| 53,81 258,66|47,83 239,21
% Ort.Geri
Kazanm 98,27 100,94/ 97,74 95,21 | 88,64 95,22 107,62 103,47| 95,65 95,68
Std. Sapma | 2,92 831 | 299 6,61 | 297 186 | 2,15 3,08 | 324 4,62
%RSD 594 329 | 611 2,78 | 670 0,78 | 400 1,19 | 6,77 1,93
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Tablo 17.Metamfetamine ait giinler-arasi tekrarlanabilirlik verileri

Giinler-arasi Tekrarlanabilirlik
METAMFETAMIN
1.Giin 2.Giin 3.Giin 4.Giin 5.Giin

50 | 250 | 50 | 250 | 50 | 250 | 50 | 250 | 50 | 250

ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml| ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml| ng/ml
1.paralel 52,93 263,01| 54,85 236,96| 42,03 246,31| 55,55 265,14|46,89 256,69
2.paralel 56,22 261,82| 53,05 249,18| 41,74 260,59| 53,57 244,65|47,16 278,96
3.paralel 55,06 278,45| 52,45 240,25| 40,64 259,65 61,26 255,24|46,01 252,89
Ortalama | 54,74 267,76| 53,45 242,13| 41,47 255,52| 56,79 255,01| 46,69 262,84
% Ort.Geri |109,47 107,10{106,90 96,85 | 82,94 102,21|113,58 102,00| 93,38 105,14
Kazanim
Std. Sapma | 1,67 9,28 | 1,25 632 | 0,73 798 | 3,99 10,25| 0,60 14,08
%RSD 3,05 346 | 234 261|177 312 | 703 4,02 | 129 5,36
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Tablo 18. MDA'ya ait giinler-arasi tekrarlanabilirlik veriler

Giinler-arasi Tekrarlanabilirlik
MDA
1.Giin 2.Giin 3.Giin 4.Giin 5.Giin

50 | 250 | 50 | 250 | 50 | 250 | 50 | 250 | 50 | 250

ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml| ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml| ng/ml
1.paralel 40,01 249,37| 43,06 230,12|40,10 242,59| 41,92 248,25| 38,62 236,73
2.paralel 45,14 233,08| 38,09 242,81| 36,10 263,99| 36,86 252,50| 34,97 253,09
3.paralel 47,51 230,48| 40,58 238,70(40,61 234,56| 36,81 246,89| 39,99 245,17
Ortalama | 44,22 237,64| 40,58 237,21| 38,93 247,05| 38,53 249,21| 37,86 245,00
% Ort.Geri |88,44 95,06 | 81,15 94,88 |77,87 98,82 | 77,06 99,68 | 75,72 98,00
Kazanim
Std. Sapma | 3,83 10,24 | 2,48 6,47 | 2,47 1521| 294 293 | 259 8,18
%RSD 8,67 431 | 6,12 273|634 6,16 | 762 1,17 | 6,85 3,34
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Tablo 19. MDMAya ait giinler-arasi tekrarlanabilirlik verileri

Giinler-aras1 Tekrarlanabilirlik

MDMA
1.Giin 2.Giin 3.Giin 4.Giin 5.Giin

50 250 50 250 | 50 | 250 50 250 | 50 | 250

ng/ml| ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml| ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml| ng/ml
1.paralel 35,45 232,69| 37,44 230,80| 35,46 237,69| 34,40 248,74| 39,39 248,80
2.paralel 34,24 243,16| 35,78 229,91| 36,10 251,75| 41,77 243,29| 35,74 244,84
3.paralel 39,48 240,58| 44,79 247,75| 43,59 256,91| 34,54 250,37| 36,05 235,08
Ortalama 36,39 238,81| 39,33 236,15| 38,38 248,78| 36,90 247,47| 37,06 242,91
% Ort.Geri |72,78 95,52 | 78,67 94,46 | 76,76 99,51 | 73,81 98,99 | 74,12 97,16
Kazanim
Std. Sapma | 2,74 545 | 480 10,05 452 995 | 421 3,71 | 2,02 7,06
%RSD 753 228 | 1220 4,26 |11,78 4,00 | 11,42 150 | 546 291

4.1.3.3. Dogrusallik (Linearite)

Bir analitik yontemin dogrusalligi, belirli bir araliktaki analitlerin derisimiyle orantili

olarak, bir kerede veya iyi tanimlanmis matematiksel ayarlamalar yardimiyla kontrol

sonuglarini ortaya ¢ikarma yetenegidir. Dogrusallik % 80 - % 120 oranindaki derigim

araligina sahip en az bes ya da besten fazla standarttan en az 3 tekrar ¢alisilmasiyla

elde edilir (Sogiit Ertas & Kayali, 2005). Veriler grafige gecirilerek, lineer regrasyon

analizi yapilir ve korelasyon katsayisi (R?) hesaplanir. Korelasyon katsayis1 0,99'dan

bliyiik olmalidir.
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Bu ¢alismada AMP, MET, MDA ve MDMA ig¢in 25, 50, 100, 250, 500, 1000 ve
2000 ng/ml standart derisiminde ve 100 ng/ml derisimde i¢ standart (AMP-d6)
eklenerek 7 noktali (n=3) kalibrasyon egrisi ¢izildi. Kalibrasyon egrisi, derisimlere

denk gelen standart alani/i¢ standart alan1 hesaplanarak ¢izildi (Grafik 4-7).
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Grafik 4. Amfetamine ait kalibrasyon egrisi
MET
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Grafik 5.Metamfetamine ait kalibrasyon egrisi
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MDA
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Grafik 6. MDA'ya ait kalibrasyon egrisi
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Grafik 7. MDMAya ait kalibrasyon egrisi

4.1.3.4. Cahisma Arahgi

Bir analitik prosediiriin ¢aligma aralig, analitik prosediiriin uygun kesinlik diizeyine,

dogruluga ve dogrusalliga sahip oldugu kanitlanmis numunedeki analitin iist ve alt
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derigimi arasindadir (Aydogdu et al., 2018). Gelistirilen SPME yonteminin ¢alisma
aralig1 25 ng/ml-2000 ng/ml arasindadir.

4.1.3.5. Duyarhhk

Duyarlilik; test isleminin konsantrasyonundaki kiiclik degisimleri kaydetme
kapasitesidir. Kalibrasyon egrisinin egimidir (Sogit Ertas & Kayali, 2005).
Kalibrasyon egrilerindeki egimlere bakildiginda AMP igin duyarlilik 0,0072, MET
icin 0,0125, MDA i¢in 0,0077 ve MDMA igin 0,0086°dir.

4.1.3.6. Belirtme Alt Simir1 (Limit of Detection, LOD) ve Saptama Alt Siniri

(Limit of Quantification, LOQ)

Tek bir analitik prosediiriin belirtme alt sinir1 (LOD) bir numunedeki analitin tespit
edilebilen ancak mutlak kesin bir deger olarak nicellestirilemeyen en diisiik
miktaridir. Saptama Alt Siir1 (LOQ) ise; analitin uygun dogruluk ve kesinlikle tayin
edilebilecek en diisiik derisimidir. LOD ve LOQ farkli yaklasimlar kullanilarak
hesaplanabilmektedir. Bunlar arasinda gorsel degerlendirmeye dayali, sinyal/giirtiltii
(S/N) oranina dayali, yanitin (response) ve egimin (slope) standart sapmasina dayali,
koriin (blank) standart sapmasina dayali ve kalibrasyon egrisine dayali yaklagimlar

bulunmaktadir (Aydogdu et al., 2018).

Bu c¢alismada gelistirilen yontemin LOD ve LOQ’sunun belirlenmesinde
sinyal/giirtiltii (S/N) oranina dayali yaklagim kullanildi. 50 pg/1 derisimde elde edilen
kromatogramdan pik yiiksekligi ve giiriiltii Olgiilerek S/N orami elde edildi ve
asagidaki formiile gére yontemin LOD’si ve LOQ’su hesaplandi.

Std.*3" B Std_*10*B
. h L OQ — o ]
Std, Std,

LOD=

Bn: Kor Sinyal Giiriiltii Yiiksekligi (2-3 dk aralik)
Stdn: En diisiik derisimdeki standardin sinyal yiiksekligi

Stdc:Standardin derisimi
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Tablo 20. Analitlere ait LOD ve LOQ degerleri

AMP MET MDA MDMA
SIN 25 27 15 13
LOD (ng/ml) 6 5,56 9,99 11,54
LOQ (ng/ml) 20 18,52 33,33 38,46

4.1.3.7. Matriks Etkisi

Matriks etkisi, ornekte bulunup referans materyalde bulunmayan maddelerin test
sonucunu etkilemesidir. Matriks etkisi, kiitle spektrometrik yontemlerle en az 6
goniilliiden (dondrden) alinan bos matriks kullanilarak arastirilmalidir. Matriks
varligindaki pik alaninin (kor matriksin analit katildiktan sonra ekstaksiyonu yapilip
Olciilen pik alani1), matriks yoklugundaki pik alanina (s6z konusu analitin saf
¢ozeltisinin pik alani) oramyla hesaplamasi gergeklestirilir. Bu ¢alismada 100 pg/l
derisimde idrar Orneginde ve metanoldeki standartlarin elde edilen alanlar

karsilastirildi. Tablo 21°den goriilecegi lizere matriks etkisi bulunamadi.

Tablo 21. Analitlere ait matriks etkisi parametresi verileri

AMP MET MDA MDMA

idrardaki

2821717 5059342 3044024 3414949
std.alam
Metanoldeki

5352627 7988636 4971110 5282149
std. alam
Oran 0,53 0,63 0,61 0,65
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4.1.3.8. Tasinma (Carry over)

Validasyon c¢alismalarinda tasinma, yiiksek derisimdeki bir numuneden veya en
yiksek  kalibrasyon standardindan sonra kor Ornek enjekte  edilerek
degerlendirilmelidir. Yiiksek derisimde olan standarttan sonra g¢alisilan kor 6rnek
(LLOQ) %20’sinden ve i¢ standardin %5’inden biiylik olmamasi gerekmektedir.
Calismada 1000 ng/ml derisimde ornek c¢alisilip enjekte edildikten sonra analit

icermeyen kor 6rnegin enjeksiyonu yapildi. Herhangi bir analite dair pik saptanmadi.
4.1.4. Farklh Nanomalzemelerle Yapilan Elektrokimyasal Kaplama islemi ile

Elde Edilen Laboratuvar Tipi Fiberlere Ait Veriler
4.1.4.1. Elektrokimyasal Polimerizasyon Verileri

Elektrokimyasal polimerizasyon yardimiyla kaplama yapilan nanomalzemelere ait

voltammogramlar Sekil 29-Sekil 33°te verilmistir.

0.006 =

0.005 =

0.004 =

0.003 3

WET).Current (a)

0.002 | 3

0.001 3

0,001 E I 1 1 1 1 1 =
0.5 a 0.5

1
Fotential applied (V)

Sekil 29. PPy- MWCNT'ye ait voltammogram
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Sekil 30. PPy-MWCNT-COOH'a ait voltammogram

05 0 0.5 1 1.5 2
Fotential applied ()

Sekil 31. PPy-Azot Katkili-MWCNT'ye ait voltammogram
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Sekil 32. PPy-Grafen’e ait voltammogram
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Sekil 33. PPy-Nanoseliiloz’a ait voltammogram
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4.1.4.2. TGA Verileri

Sekil 34-38°den goriilecegi iizere nanomalzemeler 250°C’den sonra termal olarak
dayanakliliklarin1 koruyamamaktadir. Gelistirilen SPME yonteminde desorpsiyon

islemi bu sicaklikta gergeklestirilmistir.
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Sekil 34. PPy- MWCNT'ye ait TGA verileri
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Sekil 35. PPy-MWCNT-COOH'a ait TGA verileri
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Sekil 36. PPy-Azot Katkili-MWCNT'ye ait TGA verileri
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Sekil 37. PPy-Grafen’e ait TGA verileri
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Sekil 38. PPy-Nanoseliiloz’a ait TGA verileri

4.1.4.3. SEM Analizi Verileri

Nanamalzemelerin elektropolimerizasyon yardimiyla ¢elik tele yapilan kaplamalarin

SEM goriintiileri Sekil 39-Sekil 43°te gosterilmistir.

s
/ /) "

\ ..«i‘s " : \.“ ]X.\"\ )
5/18/2021 HV spot | WD usecase mag O det mode  —1C UL —

10:23:46 AM | 10.00kV 9.0 89 mm Standard 10000x ETD SE EGE-MATAL

Sekil 39. PPy-MWCNT'ye ait SEM goriintiisii
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Sekil 40. PPy-MWCNT-COOH'a ait SEM goriintiisii
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Sekil 41. PPy-Azot katkili-MWCNT'ye ait SEM goriintiisii
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Sekil 42. PPy-Grafene ait SEM goriintiisii
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Sekil 43. PPy- Nanoseliiloz'a ait SEM goriintiisii
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4.1.4.4. Farkhh Nanomalzemelerle Kaplamas1 Yapilan Laboratuvar Tipi

Fiberlerin Valide edilen SPME Yontemi ile Uygulanmasi

PDMS/DVB fiberi ile valide edilen SPME yontemi elektropolimerizasyon teknigi ile
kaplamasi yapilan fiberlere uygulandi. 250 ng/ml derisimde analitlerin standart
katimi1 yapilan idrar 6rnegi nanomalzemelerle kaplamas1 yapilan fiberler ile ti¢ tekrar
olacak sekilde analiz edildi. Analiz verileri kantitasyon iyonlar1 girilerek elde edilen

kromatogramlardan da goriilecegi tlizere herhangi bir analit saptanamadi (Sekil 44-
48).
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Sekil 44.PPy-MWCNT fiberi ile analize ait kromatogram ve spektrum
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Sekil 46. PPy-Azot Katkili-MWCNT fiberi ile analize ait kromatogram ve spektrum
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Sekil 47. PPy-Grafen fiberi ile analize ait kromatogram ve spektrum
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Sekil 48. PPy-Nanoseliiloz fiberi ile analize ait kromatogram ve spektrum

62



Tartisma

Son yillarda analitik toksikoloji ve kimya alanindaki teknolojik gelismeler; yasal &
yasadist maddelerin biyolojik 6rneklerde ¢ok diisiik derisimlerde hassas ve dogru
analizine olanak saglamistir. Diisiik analit derisimlerine ragmen, kullanilan 6rnek
miktarinda da azalma meydana gelmistir. Bu azalma ile birlikte ve potansiyel olarak
toksik organik c¢ozgenlerin asir1 miktarda kullanilmasinin bir sonucu olarak
(sonradan cevre kirliligi ve bunlarin uygun sekilde bertaraf edilmesiyle iligkili
maliyetler nedeniyle de), minyatiirize edilmis Ornekleme ve ekstraksiyon
tekniklerinin kullanilmasina yo6nelik artan bir egilim olusmustur. Bu doktora tezinde
mikroekstraksiyon tekniklerinden SPME yo6ntemi kullanilarak ATS’lerin idrarda

analizine yonelik hassas, dogru ve giivenilir bir yontem gelistirilmistir.

LLE ve SPE gibi fazla miktarda ¢6zgenin kullanildigi geleneksel ekstraksiyon
yontemlerinin aksine, SPME gibi mikroekstraksiyon yontemleri “daha g¢evreci”
olarak nitelendirilmektedir (Samanidou et al., 2011). Bu c¢alisma kapsaminda
gelistirilen SPME yonteminde higbir ¢ozgen kullanilmamis olup, yesil cevreye
biiyiik katki saglayan bir yontem olusturulmustur. SPME yontemi, termodinamik ve
kiitle aktarim1 ilkelerine dayanmaktadir ve diger ekstraksiyon yontemlerinin aksine,
ekstrakte edilen analitin tamami kromatografik sisteme aktarilmaktadir (Kataoka,
2011). SPME yonteminde dogrudan daldirma (direct immersion) ve iist bosluklu
(headspace) olarak iki ayr1 yaklasim uygulanmaktadir. Ust bosluklu (headspace)
SPME yonteminde agresif veya geri dondiiriilemez sekilde adsorbe edilmis matriks
bilesenlerinden kaynaklanan fiber hasar1 en aza indirildiginden, ayn1 fiberin 100'den
fazla kez kullanilabilecegi makalelerde bildirilmektedir (Kataoka, 2006; Pragst,
2007; Samanidou et al., 2011). Ancak, bu tez calismasi kapsaminda yoOntem
gelistirme kisminda yasanilan en biiyiik problem fiberin soyulmasi olmus ve fiber
cok az tekrarla kullanilabilmistir. Bu durum ¢alismalarin her fiber agilisinda yeniden
baslamasina hem zaman kaybina hem de yiiksek maliyete sebep olmustur. Bu
sorunun nedenleri arastirildiginda en biiyiik kaynagin tiirevlendirme asamasi oldugu
sonucuna varilmigtir. ATS gibi polar ve yart ugucu analitlerin kromatografik
analizinden once uguculugunu artirmak vb. amagclarla tiirevlendirme islemi
yapilmaktadir. Ayrica, karboksilik asitler ve aminler, kromatografik sistemde
bulunan silanol gruplarindan herhangi biriyle veya enjektérde veya kolonda kalan
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numune kalintilarinin bilesenleriyle giiclii hidrojen baglar1 olusturmaktadir. Bu
istenmeyen etkilesimler, sirasiyla tersinmez veya tersinir adsorpsiyonun neden
oldugu pik kayb1 veya kuyruklanmis pik ile sonuglanabilmektedir. Bu nedenle, bu
hidroksil (serbest veya bir karboksilik asidin parcasi) veya amin gruplari,
kromatografik analizlerinden 6nce siklikla aktif olmayan bir tiire dontistiiriillmektedir
(Lin et al., 2008). Sililasyon, agilasyon ve alkilasyon yontemleriyle tiirevlendirme
islemi yapilabilmektedir. ATS’ler gibi amin yapisindaki bazlarin tiirevlendirmesinde
kullanilan acilasyon teknigindeki AA, PFPA ve TFA gibi anhidrit rektiflerin
yapilarindaki floroasil tlirevlerinin olusumu, uguculugu biiyiik 6l¢iide artirmakta ve
Ozellikle negatif kimyasal iyonizasyon olmak iizere GC-MS'te saptanmayi
iyilestirmektedir (Dobos et al., 2012; Ondra et al., 2016). Literatiir incelemesi
yapildiginda ¢ok farkli anhidritler kullanilarak deneylerin yapildigi ancak kullanilan
tiirevlendirici reaktif miktarinin ¢ogunlukla bildirilmedigi saptanmistir. Bu c¢alisma
kapsaminda deneylerde ilk olarak tiirevlendirme basamaginda 100 pl PFPA reaktifi
denenmistir. Ancak desorpsiyon basamagi sonrasinda fiber ilk seferde deforme
olmustur (soyulmustur). Reaktifin etkinliginin bu soyulmaya neden olabilecegi
diisiincesi ile literatiirlerde genelde kullanilan tiirevlendirici reaktiflerden AA, PFPA
ve TFA’nin etkinlikleri karsilastirilmis ve TFA ile analitlere ait daha yiiksek pik
alanlar elde edilmistir. Jurado ve ark.larnin SPME yontemiyle idrarda ATS’lerin
analizini yaptig1 ¢alismada TFA kullandiklar1 yontem denenmistir (Jurado et al.,
2000). Bu literatirde de kullanilan TFA miktar1 belirtilmediginden daha diisiik
hacimlerde denemeler yapilmistir. 50 pul TFA konuldugunda analit saptanmadigindan
100 pul TFA denenmistir. Basarili bir sekilde analit saptanmasina karsilik ayni
yontem birka¢ kere daha tekrarlandiginda fiber yine soyulmustur. Yontem
degistirilerek 1:1,5 oraninda (25 ul) TFA kullanilmasiyla bu sorunun iistesinden
gelinebilmistir. Bu tez calismasi, literatiirde ifade edilmeyen tiirevlendirici ajanlarin
SPME fiber iizerine verdigi hasar1 somut olarak gostermistir. Nitekim gelistirilen
yontem ile fiber 30-40 kere kullanilabilmis ve sonrasinda deforme olmultur
(soyulmustur). Avantajlar ile kullanim alani oldukga genisleyen SPME yonteminin

fiber ile tiirevlendirici ajan ilisikisi en 6nemli dezavantajlarindan olmustur.

Adli toksikolojide gelistirilen analitik yontem, tek bir 6rnek icin bile ¢ok sayida veri
kiimesi iiretmektedir. Bu durum da hem zaman alicidir hem de maliyet bakimindan
yiik olusturmaktadir (Kumar & Sharma, 2018). Bu ¢aligmada oldugu gibi fibere zarar
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veren tlirevlendirme basamaginin oldugu yontemlerde, yontem gelistirme
asamasinda da sonrasinda da fiberin daha az kullanilmasi avantaj saglamaktadir. Bu
nedenle ¢alismada daha az deneme ile daha ¢ok veri elde edilmesine olanak saglayan
kemometrik yaklasimdan yararlanilarak gelistirilen yontem optimize edilmistir.
Plakett-Burman tasarimi ile 6rnek hacmi, tuz miktari, karistirma hizi, dengeye gelme
stiresi, adsorpsiyon siiresi, tiirevlendirme sicakligi ve tiirevlendirme siiresi olmak
lizere yontem tizerine etkisi olabilecek 7 faktér incelenmistir. Yapilan regresyon
analizi sonrasinda bu 7 faktorden adsorpsiyon siiresi, tiirevlendirme sicakligi ve
tirevlendirme stiresinin en etkili faktdrler oldugu belirlenmistir. Bu faktdrlerin
optimize edilmesiyle en iyi sonuglar 10 dk. adsorpsiyon siiresinde, 80°C
tirevlendirme sicakliginda ve 1 dk. tlirevlendirme siiresinde elde edilmistir.
Kemometrik yaklagimdan yararlanarak az deney yapilarak daha etkin sonuglar elde
edilmistir. Literatiir incelendiginde ATS’lerin idrarda SPME ile analizi i¢in yontem
gelistirilmesi asamasinda kemometrik yaklagimla yapilan sinirli sayida kaynak
bulunmaktadir. Racamonde 1. ve ark.larinin idrarda ve atik suda ATS’lerin SPME
yontemiyle GC-MS’te analizini yaptigi caligmada yontem SPME kaplama tipi,
iyonik kuvvet, bazik katalizor, tiirevlendirme ajan1 miktari, ekstraksiyon siiresi ve
sicakligi parametreleri bakimindan Box—Behnken tasarimi kullanilarak optimize
edilmistir. Optimize edilen son SPME prosediirii, 2 g dipotasyum monohidrojen
fosfat trihidrat ve 100 uL izobutil kloroformat (iBCF, asetonitril i¢inde 1:1) igeren
100 ml 6rnegin PDMS-DVB fiberi ile 60°C'de 40 dk. boyunca ekstraksiyonunu
icermektedir (Racamonde et al., 2013). Ornek miktar1 bu tez calismasindan gérece az
olmasina karsin tlirevlendirme siiresi ve tiirevlendirici ajan miktar1 ¢ok daha fazladir.

Bu durumda fibere verilecek zarar artabilmektedir.

Kemometrik olarak optimize edilen yontem; se¢imlilik, kesinlik, dogruluk, belirtme
alt st (LOD), saptama alt sinir1 (LOQ), dogrusallik, duyarlik, calisma araligi,
tasinma etkisi (carry over) ve matriks etkisi parametreleri yoniinden valide edilmistir.
ATS’lere se¢imli olarak gelistirilen SPME yonteminin giin-i¢i tekrarlanabilirlik i¢in
%RSD degerleri %2,28-8,67 arasinda degisirken giinler-aras1 tekrarlanabilirlik
%0,78-12,20 arasinda degismektedir. Giin-i¢i ve giinler-arast degisimlerde sapmanin
biiylik degisiklikler gdstermemesi, metodun giivenilirligini ortaya koymaktadir.
%RSD degerleri tiim analitler i¢in izin verilen aralikta olsa da AMP ve MET i¢in

daha diisiik sapmalar elde edilmistir. SPME tekniginin en biiyiik handikaplarindan
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olan tekrarlanabilirlik sorunu, gelistirilen yontemde yasanmasa da MDA ve MDMA
analitlerinde %RSD degerleri daha yiiksek bulunmustur. Geri kazanim degerleri ise
%72,78-113,58 arasinda degismektedir. AMP ve MET icin daha yiiksek geri
kazanim degerleri saglanirken, MDA ve MDMA i¢in gorece daha diisiiktiir. AMP ve
MET’in ugucu, MDA ve MDMA’nin yari-ugucu dogas1 (Habib et al., 2020) da
geligtirilen HS-SPME yonteminin geri kazamim oranlarini etkilemis olabilir.
Gelistirilen yontem 25-2000 ng/ml arasinda dogrusal olup, korelasyon katsayilari
(Rz) 0,99'dan biiyiiktiir. Yontemin LOD’si 5,56 ng/ml-11,54 ng/ml arasinda
degisirken LOQ’su 18,52 ng/ml ile 38,46 ng/ml arasinda degismektedir. Alsenedi ve
Morrison 2018 yilinda PDMS-DVB fiberi kullanarak idrarda GC-MS ile ATS’leri ve
sentetik katinonlari analiz etmistir. Yapilan bu ¢alismada LOD’ler 5 ng/ml-25 ng/ml
arasinda degisirken LLOQ’lar 25-100 ng/ml arasinda degismektedir. Calismamiza
benzer sekilde AMP ve MET i¢in daha diisiik %RSD’ler elde edilirken MDMA igin
bu oran %12 olarak bildirilmistir (Alsenedi & Morrison, 2018). Gelistirilen ve valide
edilen yontemimiz ATS’lerin es zamanli analizine olanak saglamaktadir. Gergek
olgulara da wuygulanmak iizere uygulamaya baslandigr siirecte desorpsiyon
basamaginda elde olan son fiber soyulmustur. Yasanilan bu problem nedeniyle
yontem madde kullanicilarinin idrar Orneklerine uygulanamamistir. Stabilite

parametresi de ayn1 sebepten analiz edilememistir.

Nanoteknoloji  gliniimiizde internetin icadindan sonra endiistriyel iiretim
uygulamalarinda en biiylik bulus ve bilim adamlarinca ikinci sanayi devrimi olarak
kabul edilmektedir (Tozluoglu et al., 2015). Bu nanoteknolojik gelismeler sayesinde
bircok analitik kimyager, ayirma bilimi alaninda maddelerin eser analizi i¢in yeni
sorbentler olarak CNT'lerin potansiyel kullanimindan etkilenmistir. CNT’ler
fiberlerde kaplama materyali olarak kullanilmaya baslanmistir. CNT’ler karmagik
biyolojik orneklerden hedef molekiillerin zenginlestirilmesi ig¢in hizl kiitle transfer
Ozellikli genis bir yiizey alanina sahiptir. CNT'lerin tiipleri arasindaki duvarlarda
veya i¢ bosluklarda bulunan etkilesim bolgeleri, SPME prosediiriinde hizli
adsorpsiyon/desorpsiyon islemine olanak saglamaktadir. Termal stabilite, yiiksek
sicaklik desorpsiyon kosullar1 altinda ¢ok Onemli bir faktor olarak kabul
edildiginden, karmasik matrikslerde verimli ekstraksiyon prosediirii saglamak i¢in
SPME'de fiber kaplama i¢in grafen kullanilabilmektedir (Hashemi et al., 2018). Bu

avantajlarindan dolayr bu doktora tezinde laboratuvar tipi fiber yapilabilmesi igin
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MWCNT, MWCNT-COOH, azot-katkili MWCNT, grafen ve nanoseliiloz ayr1 ayr1
kaplama materyali olarak kullanilmistir. Elektrokimyasal 6zellikleri nedeniyle
elektropolimerizasyon yontemi ile kaplama asamasinda monomer olarak pirol
kullanilmistir. Fiber kaplama asamasinda daha 6nce de birgok maddenin basarili bir
sekilde saptanabilmesine olanak saglayan laboratuvar-i¢i yontem kullanilmistir. Elde
edilen laboratuvar tipi fiberlerin SEM goriintiilerine bakildiginda PPy-azot-katkili
MWCNT disinda diizenli yapilar elde edilmistir. Kaplama yapilirken de azot-katkili
MWCNT homojen bir ¢ozelti olusturmadig gozlenmistir. Azot-katkili MWCNT;
geleneksel MWCNT'lerle karsilastirildiginda, grafit karbondan biraz daha biiyiik ara
katman araligi ile kisa menzilli siralama ile farkli ¢ok katmanli karbon yigmi
sergilemektedir (Damodar et al., 2021). Ticari fiber kullanilarak valide edilen SPME
yontemi, kaplamasi yapilan laboratuvar tipi fiberlere uygulandiginda ATS’leri ait bir
analit piki saptanamamistir. Oysaki ATS’lerin fizikokimyasal Ozellikleri dikkate
alindiginda, PPy-MWCNT-COOH ve PPy-azot-katkii MWCNT’den olumlu
sonuglar alinmasi beklenmistir. Song ve ark.larinin 2018 yilinda ATS’lerin idrarda
analizi i¢in yaptiklar bir ¢alismada; SPME fiberi gelistirmek icin basit bir fiziksel
yapisma yaklasimiyla paslanmaz ¢elik bir tel {izerine MWCNT-COOH kullanarak
kaplanmistir. Standart katimi yapilmis ATS'lerin (5, 50 ve 500 pg/L) geri
kazanimlar1 %88-107 araligindadir. Elde edilen MWCNT-COOH kapli fiberin,
termal olarak olduk¢a kararli oldugu ve 150 defadan fazla kullanilabildigi
bildirilmistir (Song et al., 2018). Kisith imkanlar nedeniyle nanomalzemelerle
yapilan ¢alismalar daha ileri agsamalara gotiiriilememistir. Bu tez kapsaminda agilmis

olan yeni ¢aligma alani ile daha ileri ¢aligmalar yapilmaya devam edilecektir.
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Sonug¢ ve Oneriler

Glinlimiizde kullanimi gittikge artan yasadist maddelerin analizinde minyatiirize
edilmis, zaman ve maliyet acisindan da avantaj saglayan yoOntemler iizerine
yogunlasilmaktadir. Bu doktora tezi ile ATS’lerin analizi i¢in ¢evreye duyarli ve hig
¢Ozgenin kullanilmadig, kisa siirede ekstraksiyona olanak saglayan SPME yontemi
gelistirilmistir. Tirevlendirme basamaginin fiberlere verdigi zarar somut olarak
gosterilmistir. Literatiirde bununla ilgili bilgi neredeyse bulunmamakta olup,
caligmalar acgisindan bir kisithilik olusturmustur. Gelistirilen yontem kemometrik
olarak en az deneyle en ¢ok verimi alacak sekilde optimize edilmis ve basarili bir
sekilde valide edilmistir. SPME yontemi bir¢ok alanda kullanilmasina ragmen adli
toksikoloji alaninda kullanimi kisithdir. Bu ¢alisma ile gelistirilen yontem rutin
analize olanak saglamaktadir. Ozellikle otomatize edilebilirligi sayesinde kullanim
alan1 kisitliliktan ¢ikip genisleyebilmektedir. Nanoteknolojiden yararlanilarak elde
edilen nanomalzemelerle ticari fibere alternatif fiberler iiretilmeye calisilmig, ancak

olumlu sonuglar alinamamistir. Daha ileri caligmalar yapilmaya devam edilecektir.
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