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OZET

Raman spektroskopisi ve Yiizeyde Zenginlestirilmis Raman spektroskopisi (SERS) ile
yapilan incelemeler sonucu her maddenin kendine ait titresim spektrumu elde edilmektedir.
Elde edilen titresim spektrumu, analitin tanimlamasina ve yorumlanmasina olanak
saglamaktadir. Ayrica, Raman spektroskopisinde suyun ¢oziicli olarak kullanilmasi biiyiik
avantaj saglamaktadir. Bu tez ¢alismasinda, adli bakimdan dikkat ¢eken ve en ¢ok karsilasilan
konulardan biri olan ev yapimi1 Bogma Raki ve kan 6rnekleri Raman spektroskopisi ve SERS
metodu ile ¢alisilmistir. SERS metodu i¢in Altin ve Gilimiis nanoparcacik sentezlenmistir.
Elde edilen verilere PLS (Kismi En Kiigiik Kareler) metodu uygulanmis ve arastirilan analitin
kalitatif ve kantitatif analizi yapilmistir. Ayrica, etanol bulunan kan Orneklerinde Etil
Glukuronid (EtG)’in varligi PLS-DA (Kismi En Kiigiik Kareler -Diskriminant Analiz) metodu

ile analiz edilmistir.

Bogma Rakida metanol ve etanol analizi i¢in, hem GC-MS metodu ile hem de PLS
metodu ile elde edilen sonuglar karsilagtirilmistir. Metanol i¢in, GC-MS metodu ile PLS
metodu sonucunda elde edilen degerler arasindaki iliski R® (Cal)=1.0 ve R? (Pred)=0.99
olarak bulunmustur. Etanol igin ise, GC-MS metodu ile PLS metodu sonucunda elde edilen
degerler arasindaki iliski R? (Cal)=0.997 ve R? (Pred)=0.994 olarak bulunmustur.

SERS metodu ile elde edilen bir¢ok veriye, PLS ve PLS-DA metodu uygulanarak,
etanol ve EtG’nin kalitatif ve kantitatif analizi yapilmistir. Alkol kullanan kisilerden alinan
kan Orneklerinde daha dnceden GC-MS metodu ile Olgiilen etanol miktar1 ile yaptigimiz

¢alisma sonucunda Slgiilen etanol miktart aym bulunmustur (R*=1).

Bu ¢alisma, EtG’nin hem Raman hem de SERS metoduyla analizinin ilk kez yapilmasi
ve alkol alimina bagli olarak kandaki etanol miktariyla iliskili degisebileceginin gosterilmesi

bakimindan énem tasimaktadir.
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INVESTIGATION OF RAMAN SPECTROSCOPY AND SURFACE ENHANCED
RAMAN SPECTROSCOPY METHODS OF ADVANTAGES IN FORENSIC
MEDICINE APPLICATIONS

(Ph.D THESIS)
GUNES ACIKGOZ

ABSTRACT

Raman spectroscopy and Surface Enhanced Raman spectroscopy (SERS) are used to
obtain the vibration spectrum of each resulting material. The resulting vibration spectrum
allows the identification and interpretation of the analyte. In addition, the use of water as a
solvent in the Raman spectroscopy is also a great advantage. In this thesis study, homemade
Bogma Raki and blood samples, which are one of the most frequently encountered subjects in
forensic care, were studied with Raman spectroscopy and SERS method. Gold and Silver
nanoparticles were synthesized for SERS method. PLS (Partial Least Squares) method was
applied to the obtained data and qualitative and quantitative analysis of the investigated
analyte was performed. In addition, the presence of Ethyl Glucuronide (EtG) in blood samples
in which ethanol was present was analyzed by the PLS-DA (Partial Least Squares-

Discriminant Analysis) method.

In Bogma Raki, the results obtained by both the GC-MS method and the PLS method
were compared for methanol and ethanol analysis. In Bogma Raki, the results obtained by
both the GC-MS method and the PLS method for methanol and ethanol were compared. For
methanol, the relationship between the values obtained by the GC-MS method and the PLS
method was found to be R? (Cal) = 1.0 and R? (Pred) = 0.99. For ethanol, the relationship
between the values obtained by the GC-MS method and the PLS method was found to be R?
(Cal) = 0.997 and R? (Pred) = 0.994.

Quantitative and qualitative analysis of ethanol and EtG was carried out by applying
the PLS and PLS-DA method to many of the samples obtained by the SERS method. In the
blood samples taken from alcohol users, the amount of ethanol measured by the GC-MS

method was found to the same as the amount of ethanol measured in the study (R? = 1).



This study is also important to demonstrate that EtG can be analyzed both by Raman
and SERS methods for the first time and may be related to the amount of ethanol in the blood
due to alcohol intake.

Key words: Raman Spectroscopy, Surface Enhanced Raman Spectroscopy, Bogma Raki,

Partial Least Squares Method
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1. GIRIS

Raman spektroskopisi, bir bilesigin hizli bir sekilde tanimlanmasini saglayan,
birbirinden farkli numunelerin analizi i¢in kullanilan bir ara¢ olmasinin yani sira tahribatsiz
analiz yapabilmesi nedeniyle de son yillarda kullanimi giderek artmistir. Raman
spektroskopisinin farkli numuneleri inceleme olanagi sayesinde, biyoteknoloji, mineraloji,
gida ve icecekler, adli bilimler, tibbi ve klinik kimya, farmasotik, malzeme bilimi gibi farkli
alanlardaki g¢esitli maddelerin analizinde kullanilmigtir. Raman spektroskopilerinin
enstrimantal tasarimindaki gelismeler ile birlikte farkli inceleme metotlarinin kullanilmasi,

karisimlar igerisinde ¢ok az miktarda ki analitin tespit edilmesine olanak tanimstir.

Raman spektroskopisi ile yapilan incelemeler sonucu her maddenin kendine ait
titresim spektrumu elde edilmektedir. Elde edilen titresim spektrumu, analitin tanimlamasina
ve yorumlanmasina olanak saglamaktadir. Ayrica, Raman spektroskopisinde suyun ¢oziicii
olarak kullanilmasi ve yapilan incelemelere engel olmamasi da biiyiik avantaj saglamaktadir

[1-4].

Adli tip dogast geregi ¢ok disiplinli bir alan olup, bu alanda yer alan bilimlere “Adli
Bilimler” denilmektedir. Adli bilimler basta “adli patoloji”, “adli toksikoloji”, “adli genetik”
ve “adli psikiyatri” olmak {izere; birgok bilim ve meslegin “adli” konularini veya disiplinlerini
(adli arkeoloji, adli dis hekimligi, kriminalistik, tip hukuku, adli miihendislik, adli hemsirelik,
adli fizik, adli trafik, adli belge incelemeleri vb.) igermektedir [5]. Su¢ veya olay yerinde
bulunan biyolojik delillerin incelenmesi, uyusturucu madde analizi, viicut sivilarinda koétiiye
kullanilan maddelerin veya metabolitlerinin varliginin olup olmadiginin tespit edilmesi gibi

farkl1 bir¢cok inceleme yapilmaktadir.

Insanlar tarafindan iiretilen viicut sivilart kan, meni, tikiirik, vajinal sivi, idrar, ter,
anne siitli, gdzyast ve mukus seklinde siniflandirilmaktadir. Biyolojik sivilar, canli varligin bir
gostergesi oldugu icin Adli bakimdan dikkat ¢ceken 6nemli bir unsurdur. Su¢ masallarinda
kan, meni ve tiikiiriik gibi sivilara digerlerinden daha fazla karsilasildigindan dolay1 bu viicut

stvilart en ¢ok ¢alisilan 6rnekler olmaktadir.

Adli tipta en yaygin bigimde kullanilan biyolojik kanitlardan biri olan kan, su,
proteinler, mineral iyonlari, amino asitler, hormonlar, kan hiicreleri ve diger bilesenlerden
olusan heterojen bir karigimdir. Viicut sivilarmi  tamimlayan, dogrulayan ve halen
kullanilmakta olan farkli tarama ve dogrulayici testler mevcuttur. Bu testler kendi

Ozgiinliikleri ve viicut sivilarim1 tanimlanmasindaki giiven seviyesi ile ayirt edilmektedirler.

1



Adli amaglar bakimindan 6nemli bir belirteg olan hemoglobinin tespit edilmesi amaciyla da
bu testler kullanilmaktadir. En ayrimci teknikler DNA/RNA analizine dayanmaktadir. Bu
yontemlerin yikicit olmalari, karmasik prosediirleri ve yliksek maliyeti gibi dezavantajlar
bulunmasinin yam sira, beklemeye bagli kontaminasyon ve genetik materyal bozulmasi

nedeniyle de DNA/RNA analizine devam etmek her zaman miimkiin degildir [6,7].

Yapilan incelemeler adli sorusturmalarda onemli kanitlar saglamaktadir. Bundan
dolayi, yillardir pek ¢ok metot olay yerindeki delilleri 6zellikle viicut sivilarini incelemek
amaciyla gelistirilmektedir. Fakat uygulanan metotlarin toplanan delillere zarar vermeyecek
sekilde gelistirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle Raman spektroskopisi adli bilimlerdeki farkli
disiplinler bakimindan popiilaritesi giderek artan bir tekniktir [8-10].

Infrared Raman (IR), Raman, THz spektroskopisi maddelerin molekiiler yapilarinin
kendi titresim spektrumlularindan belirlenmesi veya tanimlanmasi bakimindan Adli
bilimlerde sik¢a kullanilan yontemlerdir. Ozellikle bilinmeyen veya kanitin bir pargasi
olabilecek numunelerden elde edilen spektrumlarda, fonksiyonel gruplarin varliginin
bulunmasi veya bulunmamast bakimindan yorumlanabilmekte ve referans spektrumun

kiitiiphane veri tabaniyla karsilagtirma yapilabilmektedir.

Raman spektroskopisiyle biyolojik numuneler incelendiginde, lazer kaynagindan
dolayr meydana gelen floresans emisyonu ve olusan zayif Raman sinyalleri olmak tizere iki
dezavantaj ile karsilasilmaktadir. Floresans emisyonunu asmak i¢in, elektromanyetik
spektrumun goriiniir yakin kizilotesi bolgeye gelecek 785, 830 veya 1064 nm uzun dalga

boylarinda lazer 151k kaynag: gerekmektedir [11].

Zayif Raman sinyalleri ortadan kaldirmak i¢in Yiizeyde Zenginlestirilmis Raman
Spektroskopisi (SERS) metodunun gerekli oldugu kabul edilmektedir. SERS metodunda
nanoyapilt metal pargaciklarin etkisi Raman sagilmasiin siddetini degistirmektedir. Isin;
giimils, altin, bakir gibi bazi metallerin iletim bandindaki elektronlar1 uyarmasiyla, bu

metallerin {izerine absorblanan molekiillerde zenginlesme meydana getirmektedir.

1 - 100 nm araligindaki biiyiikliige sahip pargaciklar nanoparcacik olarak adlandirilir.
Son yillarda, kontrol edilebilen biiyiikliik, sekil ve yapiya sahip nanopargaciklarin fizik,
kimya, miihendislik ve tip gibi alanlarda 6nemi ve kullanimi gittikge artmaktadir.
Nanoparcacigin rengi, sekli ve biiyiikliigiine ayrica bulundugu ortamin dielektrik sabitine
bagli oldugu bulunmustur ve bu nedenle farkli ¢alismalarda kullanilmaktadir. Ozellikle metal

nanoparc¢aciklar arasinda kontrollii sentezlenebilmesinden dolay1 en fazla dikkat ¢eken altin



(Au) ve giimiis (Ag)’tiir. Nanopargaciklarin plazmon rezonansi 6nemli yiizey zenginlestirmesi
saglamaktadir ve bundan dolayr SERS substratlarinda metal nanopargaciklar kullanilmaktadir.
Metal nanoparcaciklarin kullanilmasi Raman sagilmasindaki zayif sinyallerin artmasina neden
olmaktadir. SERS yontemi i¢in en yaygin kullanilan Au ve Ag nanopargaciklaridir. Ag ve Au
nanoparc¢aciklarin sentezlenmesinde farkli yontemlerin bulunmasiyla birlikte kiireler, kiipler,
prizmalar, nanogubuklar  gibi  farkli  sekillerde  bulunan nanopargaciklar da
sentezlenebilmektedir [12-14].

1.1. Tezin Amaci ve Yapisi

Bu tez calismasinda adli bakimdan dikkat ¢eken en Onemli ve en cok karsilasilan
viicut sivilarindan biri olan kan ¢alistlmistir. Literatiirde var olan belli basli SERS
yontemlerinin ve bu yontemlerde kullanilan nanoparcacik boyutlarinin adli tip analizlerinde
kullanim alanlar1 ve sinirlarinin belirlenmesi amaclanmistir. Bu amagla, hem tam kan hemde
kan serumu i¢in SERS spektrumlari elde edilmistir ve elde edilen spektrumlara PLS (Kismi
En Kiiciik Kareler- Partial Least Square) metodu uygulanarak, igeriginde bulmak istedigimiz

bilesenin miktar1 arastirilmistir. SERS metodu i¢in Au ve Ag nanopargaciklar sentezlenmistir.
Bu tez ¢alismasinin deneysel asamasi bes farkli kissmdan olusmaktadir.

Birinci boliimde, Au ve Ag nanopargaciklarin sentezlenmesi ve karakterizasyonu
sunulmustur. UV/Goriiniir  bolge spektrometresi ve Taramali Elektron Mikroskobu
kullanilarak elde edilen sonucglar dogrultusunda sentezlenen nanopargaciklarin analizi

yapilmistir.

Ikinci boliimde, yasal olmayan yollarla satilan Bogma Rak1 numunelerinde metanol ve
etanol degisimi Raman spektroskopisi ile incelenmistir. Raman spektrumlarindan elde edilen
verilere PLS metodu uygulanarak metanol ve etanoliin kalitatif ve kantitatif analizi
yapilmustir. Ayrica, Raman spektroskopisinden elde edilen sonuglar ile GC-MS metodundan

elde edilen sonuglar karsilastirilmistir.

Uciincii boliimde, kan ornekleri SERS metodu ile incelenmis ve kalitatif analizi
yapilmistir. Ayrica, farkli uyusturucu madde tiirii tespit edilen kan oOrneklerinin Raman

spektroskopisi ile elde edilen spektrumlarin kalitatif analizi yapilmstir.

Dérdiincii bolimde, alkol aliminin bir gostergesi olan Etil B-D Glukuronid (EtG) hem

Raman spektroskopisi ile hem de SERS metodu ile incelenmistir.



Besinci boliimde, alkol kullanan kisilerden alinan kanlarda etanoliin varligi ve etanol
miktar1 PLS metodu ile incelenmistir. Ayrica alkol kullananlardan alinan kan 6rneklerinde
EtG’nin varliginin Raman spektroskopisi ile belirlenip belirlenmeyecegi aragtirilmistir. Bunun
icin ise, PLS-DA (Kismi En Kii¢iik Kareler -Diskriminant Analiz) metodu uygulanmistir ve

elde edilen sonuclar tartisiimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Raman Spektroskopisi

Spektroskopi teknigi elektromanyetik radyasyon kullanilarak yapilan bir tekniktir.
Atom, molekiil veya iyonlarin farkli enerji diizeylerine gegisleri sirasinda absorbe edilen veya
yayilan elektromanyetik 1s1ma olusmaktadir. Olusan bu 1s1manin 6lciilmesi ve yorumlanmasi
spektroskopi teknikleri ile yapilmaktadir. Spektroskopi, maddelerin hem kimyasal yapilari
hem de fiziksel formlar1 hakkinda bilgi saglamak amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bir numunede bulunan maddelerin tanimlanmasi, kantitatif madde miktarinin belirlemesi igin

spektroskopi yontemleriyle elde edilen spektral desenlerden (‘parmak izi’) yararlanilir [15].

Raman spektroskopisi monokromatik lazer 1sinlarinin molekiillerle etkilesimi boyunca
meydana gelen, inelastik sagilmaya bagl titresimsel bir tekniktir. Raman spektroskopisinde
kullanilan dalga boyu ile incelenen numuneden elde edilen absorbsiyon demetinin dalga boyu
birbirinden farklidir [16].

Raman spektroskopisi, Adli tip, biyoloji, eczacilik, malzeme bilimi gibi bir¢cok alanda
kullanilan ¢ok duyarl bir tekniktir ve mikroskobik drnekler iizerinde hizli, duyarli, tahribatsiz

analiz sagladigindan dolay1 son yillarda diinya ¢apinda 6nemi gittik¢e artmaktadir [17-19].

Adli bilimlerde, infrared Raman (IR), Raman, THz spektroskopisi maddelerin
molekiiler yapilarmin kendi titresim spektrumlarindan belirlenmesi veya tanimlanmasi
bakimimdan énemli bir rol oynar. Ozellikle bilinmeyen veya kanitin bir parcasi olabilecek
numunelerden elde edilen spektrumlarda, fonksiyonel gruplarin varliginin bulunmasi veya
bulunmamasi bakimindan yorumlanabilir ve referans spektrumun kiitiiphane veri tabaniyla
karsilagtirilabilir. Numunelerin adli bakimdan Raman spektroskopisi ile incelenmesi
esnasinda, lazer kaynagindan dolayr meydana gelen floresans emisyonu ve zayif Raman
sinyallerinin olusmasi olmak iizere iki farkli durum ile karsilasilabilmektedir. Floresans
emisyonunu asmak igin, elektromanyetik spektrumun goriiniir yakin kizilotesi bolgeye

gelecek 785, 830 veya 1064 nm uzun dalga boylarinda lazer 151k kaynag1 gerekmektedir.

2.2. Teorik Bilgi
Spektroskopi teknikleri, elektromanyetik radyasyonun maddenin atom veya
molekiilleriyle etkilesmesi teorisine dayanir. Dolayisiyla elektromanyetik radyasyonlar kendi

dalga boyu veya frekansiyla tanimlanir. Dalga boyu A olan monokromatik 1s1n demeti bir



maddeye carptigi zaman 3 farkli durum gozlenebilir; fotonlar sogurulabilir, sagilabilir veya

numune ile etkilesmeden gegebilir (Sekil 2.1).

Yansiyanisin f f
< Tletilen 1510
I [ & = - )
Gelen Ism

Sagilan 151n

Sekil 2.1. Isin demetinin madde ile etkilesimi.

Sagilan 1ginlar arasinda monokromatik 1simn demetinden farkli dalga boyuna sahip
1isinlar bulunur. Gelen fotonun enerjisi hvg sagilan fotonun enerjisi hvs seklinde gosterilirse,

gelen ve sagilan foton arasindaki enerji farki;
AE =hv (2.1)
AE = hvgy — hvs (2.2)

olur. (2.2) denkleminde AE enerji farki, v frekans ve h plank sabitidir. Frekans ile dalga boyu

arasindaki iliski;

(2.3)

c
V= —
A

seklinde gosterilir. Burada A dalga boyu, ¢ 1s1k hizidir. (2.3) denklemini (2.2) denkleminde

yerine yazarsak,

AE = hc (zi - %) (2.4)

0 S

Dalga boyuna bagli enerji degisimini elde edilir.
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(2.5)

denklemi ile ifade edilir.

Isin bir ortamdan gectigi zaman gelen 1s1n demetinin bir kismi farkli yonlerde
sagilacagindan dolayr bir maddenin Raman spektrumunda {i¢ farkli pik goriiliir. Bunlar;
Rayleigh 1sm1 piki, Stokes 1sm1 piki ve anti-Stokes 1simm1 piki olarak siniflandirilir. Isin
sacildig1 zaman bir¢ok fotonun elastik olarak sacilmasi olayma Rayleigh sagilmasi denir.
Fotonlarin ¢ok az bir kismi ise Raman sagilmasina ugramaktadir. Sagilma frekansi baslangic
frekansindan daha kiiciik ise Stokes Raman piki, daha biiylik ise anti-Stokes Raman piki
olusur [20]. Sekil 2.2°’de gorildiigii gibi 488 nm lazer ile uyarilan Karbon Tetrakloriir
(CCly)’tin Raman spektrumu goriilmektedir. Bu spektrumda Rayleigh, Stokes ve anti-Stokes

151n pikleri bulunmaktadir.

Raman spektroskopisinin temeli inelastik sagilmaya dayanmasina ragmen Raman
deneylerinde inelastik sagilmanin yani sira elastik sagilma da gozlemlenmektedir. Elastik
sacilma Rayleigh sacilmasi, inelastik sagilma ise Raman sagilmasi olarak bilinmektedir. Isik
maddeyle etkilestigi zaman elektromanyetik spektrumdaki kizil6tesi ve ultraviyole kismindaki

belli bir dalga boyuna sahip fotonlar kolayca absorbe edilirler [15, 21, 22].
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Sekil 2.2. 488 nm lazer ile uyarilan CCl;’iin Raman spektrumu.



Raman spektroskopisinde elektromanyetik alan Raman band yogunluklarindaki birgok
onemli 6zelligi agiklamaktadir. Bir molekiil elektrik alana maruz kaldigi zaman elektronlar
ve cekirdekler ters yonde itilmeye zorlanir ve elektrik alan siddetiyle orantili olarak dipol

moment ve molekiiler polarizabilite indiiklenir.
P =aE (2.6)

denklemiyle polarizasyon ifade edilir ve a bir molekiiliin polarizarligi, E elektromanyetik
dalgadaki elektrik alan1 ve P ise molekiil iginde indiiklenmis elektrik dipoliinii ifade

etmektedir.

Klasik teoriye gore, elektrik alanin zamana bagli degisimi,
E=Eo0 cos (2nvy .t) 2.7)

denklemiyle ifade edilir. Bu denklemde Eo titresim genligi ve vq ise lazer kaynaginin yani
gelen 1smin frekansi olarak ifade edilmektedir. (2.7) denklemini (2.6) denkleminde yerine

yazarsak,
P=o00E=aE,cos (2nvy.t) (2.8)

denklemi elde edilir. Gelen 151n molekiilii vy, frekansi ile titrestirirse niikleer yer degistirme

yani g;
0 = Qo cos (2nvpy .t) (2.9)

denklemiyle ifade edilir. Burada qp titresimsel genliktir. Titresimin kii¢iik bir genligi igin, o

polarizarlig1 q’nun lineer bir fonksiyonu oldugundan,

a=ao+(a—aJ .qt... (2.10)
aq J,

denklemiyle ifade edilir. da/0q ise a’nin q’ya bagh degisim oranini gostermektedir.



0
P=oqa E=agE,cos 2nvy.t) + (6_0{} . Qo cos 2nvm.t) . Eo cos (2mvy 1)

4=0

0
= ap Eo cos 2mvy .t) + % (_aj . Qo Eo [cOs 2mt{vo—vm} 1) +
q=0

\ ) 2 N y
Y Y
Rayleigh sagilmasi Stokes sagilmasi
cos 2n{vo+vm}.)] (2.11)
N J

Anti-Stokes sag¢ilmasi

(2.8) denkleminde E ve ap agilimlarini yerine yazarsak (2.11) denklemi elde edilir.
Dolayisiyla Raman spektrumunda gozlenen 3 farkli pikin formiilsel olarak ifadesi elde edilir.
Rayleigh sagilmasi frekansinda herhangi bir azalma goézlenmez iken, Stokes sac¢ilmasinda
frekans vn, kadar azalmakta, Anti- Stokes sacgilmasinda ise frekans vy kadar artmaktadir.
Sacilmalardaki frekans degisimine bagli enerji degisimleri diyagrami Sekil 2.3’te

gosterilmistir [22-26].

Fotonlar, Raman sagilmasina ugradigi zaman, gozlenen dalga boyu degisimi bir
molekiiliin titresim durumlarindaki uyarilmasma veya serbest kalmasina sebep olur. Farkli
fonksiyonel gruplar farkli karakteristik titresim enerjilerine sahiptir ve her molekiiliin tek bir

Raman spektrumu vardir.
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Sekil 2.3. Stokes ve anti-Stokes tiirii Raman sacilmasi olaylarinin molekiil enerji diyagram ile

aciklanmasi [27].

2.2.1. Raman’in tarihcesi

Raman sagilmasi olarak bilinen 1s1inin inelastik sagilmasi teorik olarak ilk kez Smekal
tarafindan 1923 yilinda kesfedilmistir [29]. Daha sonra bu olgu deneysel olarak 1928 yilinda
Raman ve Krishnan tarafindan gozlemlenmis ve Nature’da rapor edilmistir [30]. Raman

1930°da Raman etkisinin kesfinden dolay1 Nobel Fizik Odiiliinii kazanmustir.

Raman etkisinin en biiyiik yarari, gelen ve ¢ikan fotonlarin kaybettigi enerjiye dayanir.
Bu nedenle, Raman sagilmasi uyarilmis radyasyonun enerjisindeki degisim olarak
tanimlanmaktadir ve Acm™ olarak gosterilmektedir. Fakat yapilan caligmalarda cm™ olarak
gosterilmektedir. Farkli frekanslarda sagilan 1sinlarin fotonlar1 Raman spektrumunun yapisini

olusturarak molekiiler yapinin karakteristiginin belirlenmesini saglar [15, 31, 32].

Su zayif Raman sagict oldugu icin sulu ¢ozeltilerin Raman spektrumu su titresimleri
olmaksizin da elde edilebilir. Boylelikle Raman spektroskopisi sulu ¢ozeltilerdeki biyolojik
bilesikleri incelenmesi bakimindan idealdir. Bu nedenle FTIR ve Infrared spektroskopisine

gore daha iistilin bir yontemdir [22].
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2.3. Raman Cihazlarinin Yapisi

Tipik Raman analiz sistemleri dort temel bilesenden olusur:

1. Uyarma veya 151n kaynagi (Lazer)
2. Numune aydinlatma ve toplama sistemi
3. Dalga boyu segiciler (spektrometre veya filtre)

4. Algilama ve bilgisayar kontrol sistemi.

Raman sagilmasi zayif bir sagilmadir ve yogun monokromatik uyarilma ve hassas
detektor olmadan gozlemlemek zordur. Raman spektroskopisinde 1s1n kaynaklari lazerlerdir.
Lazer kullanilmasinin sebebi koherent 1sin olusturabilmesi ve numunenin kii¢iik bir noktasina
kolayca odaklanabilmesidir. Lazer kaynag1 gerekli Raman sinyalini olusturmasi i¢in yeterince
giiclii olmalidir. Numuneyi etkileyen lazer giicii, termal stabilitesine bagl olarak 10 ile 1000
mW arasinda degisebilir. Raman spektroskopisinde birka¢ tane farkli lazer kullanilmaktadir.
Bunlar; Argon iyonu (488.0 ve 514.5 nm), Kripton iyonu (530.9 ve 647.1 nm), Helyum Neon
(632.8 nm), Nd:YAG (1064 nm), ve diyod (630 ve 980 nm) lazerler olarak siralanir [33].

Diyod lazerler, spektroskopiler o6zellikle de Raman spektroskopisi icin birgok
nedenden dolay1 daha fazla dikkat gekmektedir. Bu nedenler,

1. Yiiksek verimlilikleri, gili¢ ve sogutma gereksinimlerini en aza indirmesi,

2. Cok kiigiik boyutta bulunabilmeleri (birkag milimetre),

3. Raman i¢in uygun diyod lazerleri yaklasik 670 ile 860 nm arasinda bir dalga boyuna
sahip iken bireysel diyod lazerleri daha sinirli bir aralikta ayarlanabilmesi,

4. Diyot lazerlerinin ucuz olmalari,

olarak siralanabilir.

Tek dalga boylu tarama cihazlarinin aksine CCD (Charge Coupled Device-Yiik
Eslenikli Cihaz)'n iki boyutlu dizi formati, megahertz sirasindaki ¢ok yiiksek okuma hizi ile
birlestiginde, ger¢ek zamanli olarak tiim kanallarin ayn1 anda olgiilmesine olanak tanir.
Eszamanli Ol¢limiin avantaji, lazer giiciindeki gecici stiriiklenmenin spektral ¢izgiyi
etkilememesi, yalnizca spektrumun normalize edilerek telafi edilebilen tam genlik olmasidir
[34].
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2.4. Yiizeyde Zenginlestirilmis Raman Spektroskopisi (SERS)

Yiizeyde Zenginlestirilmis Raman Sag¢ilmasi (Surface Enhanced Raman Spectroscopy,
SERS) ilk kez 1974 yilinda Fleischman ve ark. tarafindan piiriizlendirilmis gliimiis (Ag)
elektrot yiizeyine absorblanmis piridin molekiiliinlin Raman sinyallerini zenginlestirmesiyle
kesfedilmistir. Daha sonra Jeanmaire ve Van Duyne (1977) ve Albercht ve Creighton (1977)
yaptiklari ¢alismalarda giimiis (AQ) elektrot kullanarak Raman sinyallerindeki zenginlesmeyi
gostermislerdir [35-38].

Bazi durumlarda Raman spektroskopisinin tek basma yeterli olmadigi ve SERS
metodunun gerekli oldugu kabul edilmektedir. Raman spektroskopisi ile SERS metodunu
karsilastirdigimizda, SERS metodunda integral bir bilegsen olan metal nanoparcacik kullanilir.
SERS i¢in kullanilan metal substratlar birka¢ gruba ayrilir. Bunlar soy metaller (6rn. Ag, Cu
ve Au), serbest elektronlu metaller (6rn, Al, Na ve K) ve ge¢is metalleri (6rn, Ni, Pd ve Pt)
olarak siniflandirilir. SERS metodunu anlamak i¢in 1sinin hem madde veya molekiille hem de

metal nanopargacik ile etkilesmesinin géz 6niinde bulundurulmasi gerekir.

Raman sagilmasinda zenginlesmenin saglanabilmesi igin, SERS aktif metal elektrotlar,
metal nanopargacik kolloidleri ve metalik nanoyapilara dayali gelistirilen SERS substratlari
kullanilmaktadir. Dolayisiyla, SERS metodunda nanoyapili metal parcaciklarin etkisi Raman
sacilmasinin en temel siireci tizerinde kullanir. Isinin glimis, altin, bakir gibi baz1 metallerin
iletim bandindaki elektronlari uyarmasiyla iizerine absorbe edilen molekiillerde goriilen

zenginlesmeye Raman zenginlesmesi veya SERS denir (Sekil 2.4).

Zenginlestiritmis Raman Sacilmast

Analit
<—— Aw/Ag Nanoparcaciklar

<——— Spbstrat

Sekil 2.4. Zenginlestirilmis Raman saciliminin gosterilmesi.
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Metal nanoparcacigin optik 6zelligi plazmonigin temelini olusturmaktadir. Metal
nanopargcaciklarin yiizey plazmonlar1 lazer tarafindan uyarildigi zaman metal ¢evresinde artan
bir elektrik alan olusur. Sekil 2.5’de 151n ve metal pargacigindaki elektronlarin etkilesmesi
gosterilmektedir. Nanopargaciklarin yiizey plazmonlarinin iist iiste c¢akigmasi ile sicak
noktalar (hot spots) olusmakta ve Raman zenginlesmesi artmaktadir. SERS etkisi, kolloidal
kiimenin sozde sicak noktalarinda bulunan g¢ok giiclii elektromanyetik alanlar ve alan
gradiyentleri nedeniyle olusur. Bu nedenle, SERS etkisindeki molekiiller agirlikli olarak
Uygun Yyiizey plazmon rezonanslarina sahip, absorbe edilen molekiillerdir. SERS
zenginlestirmesinin ortalama degeri yaklagik 10° iken lokalize zenginlestirme ylizeyin bazi

oldukga etkili alt dalga boyu bélgelerinde 10'%a ulasabilir [39].

Elektrik alan
Nanoparcacik

»
Elektron bulutu /

Sekil 2.5. Elektrik alanda bulunan metal nanopargacigin elektronlarin yer degistirmesi [28].

Kiiciik bir metal kiire lazer tarafindan uygulanan elektrik alana maruz kaldigi zaman
yiizey alani;

a3

Er=EpcosO+g | —— | Eocosb (2.12)
r

formiiliiyle ifade edilir. Bu formiilde E, kiireden r kadar uzakliktaki toplam elektrik alani, a
kiirenin yarigapi, 0 elektrik alaniyla goreceli ac1 ve g ise dielektrik sabitiyle iligkili biiyiikliik

seklinde tanimlanir.
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denkleminde, v gelen radyasyonun frekansidir. Bu denklemde goriildiigii gibi, g sabiti g, ve
€1 ile tanimlanan iki farkl dielektrik sabitine bagli oldugu goriilmektedir. Bu sabitler sirasiyla
kiirenin ¢evresindeki ortamin ve metal kiirenin dielektrik sabitleridir. €1 -2’ye esit oldugunda
g maksimum degerine ulasir ve 1’e yakin bir deger alir. Bu durumda plazmon rezonans
frekansi, ylizey plazmonun uyarilmasi ile metal yiizeyde absorbe edilen molekiiliin bulundugu
lokal alanm1 olduk¢a artirmaktadir. Aslinda, molekiil serbest¢e hareket eden bircok elektron
bulutu tarafindan gevrelenir ve bu hareket yiizey elektronlarinin polarizasyonunu yogunlastirir
[15].

SERS plazmonik uyarimi destekleyen metalik yiizey iizerinde veya yakininda
molekiiler titresimleri saptamak i¢in kullanilan hassas spektroskopik bir yontemdir. SERS
spektrumlarini toplamak i¢in, nanoboyutlu yapilar genellikle ya biiyiik yilizeylere sabitlenir ya
da nanopartikiil bigiminde siispansiyon halinde serbest birakilir. SERS metodu i¢in kullanilan
parcaciklarin basit kiiresel parcaciklar, gubuklar, piring benzeri sekiller, denizkestaneleri hatta
kafesler gibi ¢esitli bicimleri mevcuttur. Boyutlarinin birbirinden farkli olmasi yiizey plazmon

rezonans bakimindan énemli bir etkiye sahiptir (Sekil 2.6) [23].

Sekil 2.6. Farkli sekillere sahip nanoparcaciklar [40].
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Genel olarak, SERS metodu ile yapilan incelemelerde iki farkli teori sayesinde Raman
sacilmalarindaki zenginlesmenin biiylik oranda artabilecegi kabul edilmektedir. Hem
elektromanyetik hem de kimyasal zenginlestirme teorileri Raman sagilmalarindaki artigi
desteklemektedir. SERS aktif metal nanoparcaciklar1 gelistirmek i¢in, metal kolloidler veya
farkli bilytikliklerde nanoparcaciklar kimyasal olarak soliisyon i¢inde olusturulabilir.
Dolayisiyla bu soliisyonlar SERS 6l¢iimlerinde hazir sekilde kullanilabilmektedir. Ayni
zamanda yiizeye bagli SERS substratlar1 olarak kullanmak amaciyla metal nanopargaciklar

farkli kat1 ortamlarda hareketsiz konuma getirilebilirler.

Elektromanyetik teori, metal nanoyapilarin yakinindaki lokal rezonans plazmonik
alanlarla ilgili iken, kimyasal teori ise, Raman sagilma molekiilleri ile metalik yiizey
arasindaki bir yiikk transfer absorpsiyon bandinin olusumundan kaynaklanmaktadir.
Elektromanyetik ve kimyasal veya yiik transfer teorileri sayesinde metalik nanopargaciklar
SERS uygulamalarinda olduk¢a yaygin kullanilirlar. Elektromanyetik teori, SERS etkisine
biiyilk katkida bulunur, ¢iinkii yiizeydeki plazmonik nanoyapilar zenginlestirilen alan

meydana getirmektedir. [36, 41-44].

2.4.1 Elektromanyetik teori

Elektromanyetik teori metaller gibi serbest elektron sistemlerinin optik ozellikleri ile
ilgili olan Yiizey Plazmon Rezonansi (YPR) uyarim modeline dayanir. YPR, 1518in

elektromanyetik alan tarafindan uyarilan elektronlarin salinimindan olusur [41, 45].

Piirtizlii bir metal yilizeyde elektrik alaninin nasil giiclendirilebilecegini gostermek igin,
gelen optik dalga boyuna kiyasla kiigiik olan bir metalik kiirede meydana gelen degisimler
Creighton (1988) tarafindan detayli olarak tartisilmistir. Metal kiire 1s1n ile 1simnlandiginda
kiirenin iletken elektronlarinda yer degistirmeye neden olur. Bundan dolayi, Sekil 2.7°de
gosterildigi gibi ikincil bir alana yayilan kiire ig¢inde titresen bir dipol olusturulur. Yiizeyde
salimmm yapan alan E, gelen ve ikincil alanlarin toplamidir. Bununla birlikte, iletim
elektronlar1 mekansal olarak sinirlandirildigindan, plazma frekansi olarak bilinen karakteristik
bir frekansa ve plazmon olarak adlandirilan nicelenmis bir enerjiye sahiptir. Boylece, gelen
frekans plazma frekansi ile cakisirsa, alana bir rezonans tepki olusur ki bu da biiylik bir
indiiklenmis dipol ve dolayisiyla yiizeyde arttirilmis bir sekonder alana neden olur. Plazma
frekans1 metalin tiiriine, parcacigin sekline ve boyutuna baghdir. Piiriizlii veya pargacikll

glimiis, altin veya bakir yiizeyler i¢in bu rezonanslar goriiniir veya yakin kizil 6tesi spektral
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bolgededir. Gelen dalga, SERS artisina temel katkilardan biri olan rezonans plazma

frekansina yakin oldugunda, yilizey elektromanyetik alanda artis olmaktadir [46].

O

Sekil 2.7. SERS'in "elektromanyetik" (EM) gii¢lendirmesi: yarigap, dalga boyundan ¢ok daha
azdir [46].

Elektromanyetik teori dalga boyu, polarizasyon, nanoyapi morfolojisi ve metalin tipi
ile artig varyasyonunu iceren SERS’in temel biitiin 6zellikleri hakkinda kantitatif anlayis
saglar [47].

Nanometre boyutlarindaki elektron bulutu pargacik {izerinde salindigi zaman belli
enerjili elektromanyetik radyasyonu absorbe eder. Bu durum nanopargaciklarin plazmon
rezonansi olarak adlandirilir. Plazmon rezonansi nanoparcaciklarin yapilarindan kaynaklanir,
coziicii gibi degisik faktorler tiim frekans: etkileyebilmektedir. Metal nanopargacigin sekli ve

biiylikliigii plazmon band absorbsiyonunun spektral pozisyonunu belirler [48].

2.4.2 Kimyasal teori

Kimyasal teori, Raman sagilma molekiilleri ile metalik yiizey arasindaki bir yiik
transfer absorpsiyon bandinin olusumundan kaynaklanmaktadir. Analit veya molekiiller ile
metal ylizey arasindaki yiik transferini icerir. Etkilesim ile analit ve bazi1 yilizey metal
atomlarini igeren ylizey tiirlerini iirettigi diisiintiliir. Bu durum metal yiizeyden analite dogru
yiik transferini miimkiin kilar. Bu ylizey tiirlerindeki olusum molekiildeki metal elektronlarla

etkilesimden dolay1 olusan molekiiler polarizasyonu arttirmaktadir [15].
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Metal nanoparcaciklarin nanoteknolojideki avantajlar1 nedeniyle ¢ubuklar, prizmalar,
diskler, yildizlar gibi degisik sekil ve biiyiikliikte metal parcaciklar hazirlanmasina yol
acmistir. Bu nedenle metalik nanoparcgaciklart hazirlamak i¢in pek ¢cok metot gelistirilmistir

[47].

2.5. Nanoparcacik Sentezi

Nanoteknoloji fikri ilk olarak 1959°da Richard Feynman tarafindan Amerikan
teknoloji Enstitiisinde ki “En altta biraz yer var” adli konusmasinda sunulmustur.
Nanoparcgaciklarin kendilerine 6zgiin optoelektronik, termodinamik, mekanik ve katalitik

ozelliklerinden dolay1 son yillarda giderek artan ilgi uyandirmistir [49, 50].

1 — 100 nm araligindaki biiyiikliige sahip parcaciklar nanoparcacik olarak adlandirilir.
Nanoparcacigin rengi, nanoparcacigin sekli ve biyiikliigiine ayrica bulundugu ortamin
dielektrik sabitine bagli oldugundan dolayr farkli g¢aligmalarda kullanilmasina olanak
tanmmustir. Ozellikle metal nanoparcaciklar arasinda en fazla dikkat ¢eken altin (Au) ve giimiis

(Ag)’tiir [12, 13].

Metal nanopargaciklar: sentezlemek i¢in pek ¢ok farkli metot bulunmaktadir. Farkli
boyut ve sekillerde nanoparcaciklarin iiretilmesi amaciyla genel olarak iki farkli iiretim
metodu gelistirilmistir. Bunlar agagidan yukar1 “Bottom Up” ve yukaridan agagi “Top Down”
olarak adlandirilan iki temel yaklagim bulunmaktadir [Sekil 2.8]. Asagidan-yukariya sentez
metodunda iyonlarin indirgenmesiyle olusan atomlar nanoyapilar olusturmak {iizere
birlestirilir. Yukaridan asagiya metodunda, biiyiik boyutlardaki ham materyal kiigiiltiilerek
nanopargacik elde edilir [13, 51-53] .

Genel Top Down teknikleri fotolitografi ve elektron 1sin litografidir. Bottom Up
tekniklerinde ise kimyasal indirgeme, sonokimyasal sentez, radyolitik indirgeme ve

fotokimyasal indirgeme teknikleri 6rnek verilmektedir [54, 55].
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Sekil 2.8. Asagidan yukar1 (Bottom Up) ve yukaridan asagi (Top Down) metotlari.

Altin kolloidler olarakta adlandirilan altin nanopargaciklar (AuNP’lar) multidisipliner
arastirma alanlarinda gittikge dikkat gekmektedir. Ilk kez 1951°de Turkevich [56] tarafindan
rapor edilen sitrat indirgeme metodu en popiiler ve en basit AuNP sentezi metotlarindan

biridir. Daha sonra 1973’te Frens [57] tarafindan modifiye edilmistir.

Nanopargaciklarin sitrat indirgeme metoduna gore sulu bir fazda gergeklestirilmesi,
ayarlanabilir bir boyut araliginda neredeyse diizgiin kiiresel parcaciklar iiretilmesi bakimindan
avantaj saglamaktadir. Elde edilen AuNP’lar ve AgNP’lar goriiniir ultraviyole (UV-vis)
spektrofotometresi, X-isimm1 difraksiyonu (XRD), elektron mikroskobu (TEM), taramali
elektron mikroskobu (SEM) gibi ¢esitli cihazlarla karakterize edilirler [58].

AUNP reaksiyon sentezi;
2HAUCI, (tetrachloroauric acid) + 3C¢ Hg O7 (citric acid) + 2Au + 3Cs Hg Os
(3- ketoglutaric acid) + 8HCI + 3CO; (2.14)

denklemiyle ifade edilir.
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2.6. Yapisal Analiz (Spektrum Analizi)

Elde edilen spektrumlari incelemek i¢in son zamanlarda farkl: fiziksel ilkelere sahip
Raman ve Infrared spektroskopileri yaygin olarak kullanilmaktadir. Her kimyasal bilesigin
kendine ait karakteristik IR spektrumu vardir (Sekil 2.9). Bu spektrum arastirilan numunenin
molekiiler yapis1 hakkinda tiim bilgiyi igerir. Cihazdan elde edilen sonuclar spektrum olarak
adlandirilir. Raman ve infrared spektroskopisinde gozlemlenen titresimsel spektrumlari
aragtirmak icin farkli fiziksel kurallara dayanmaktadir. infrared spektroskopi kendi titresim
frekanslarina sahip molekiiliin 15181 absorbe etmesi ile ilgiliyken Raman spektroskopisi 1s181n

sacilmasina deginmektedir [20, 60].

Infrared spektrum 3 temel béliime ayrilir ve bu bdliimler uzak infrared (<400 cm™),
orta infrared (4004000 cm™) ve yakin infrared (130004000 cm™) seklinde
isimlendirilmektedir. Yakin ve uzak infrared bdlgeleri temel maddeler hakkinda 6nemli
bilgiler saglamaktadir fakat pek ¢ok infrared uygulamalar1 orta infrared bdlgesinde rol oynar.

650 — 1500 cm™ aras1 bélge parmak izi bolgesi (fingerprint) olarak adlandirilmaktadir [20].

IR spektroskopisinde titresimsel gecis olusumu molekiiliin elektrik dipol momentinde
degisime neden olurken, titresim sirasinda Raman hatlar1 ile birlikte polarizabilitede de
degisim olusur [60]. Raman ve orta IR benzer bilgiler saglamasina ragmen, gézlem se¢im
kurallar1 birbirinden farklidir. Se¢im kurallart spektrumda hangi titresim modlarinin
gozlemlendigini belirler. Raman sagilimi, titresim sirasinda polarize edilebilirlik degisikligi
nedeniyle olusurken, IR absorpsiyonu dipol momentindeki bir degisiklik nedeniyle olusur.
Ornegin homoniikleer diatomik molekiiller (N, O, Hz, vb.) Raman bandlarini1 gdstermesine
ragmen tek titresim modu molekiiliin dipol momentini degistirmediginden dolay1 orta IR

absorbsiyon bandlarini1 gostermez. [62].

Raman spektroskopisi kullanilarak go6zlemlenebilen ve kantitatif olarak analiz

edilebilen ¢esitli molekiiler islevsel gruplar Cizelge 2.1°de gosterilmistir.
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Sekil 2.9. Raman sacilmasi ve elde edilen Raman spektrumunun gosterilmesi [61].
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Cizelge 2.1. Spektral band araliklarina karsilik gelen kimyasal gruplar ve grup

titresimleri [62].

Spektral aralik, cm™

Kimyasal grup

Grup titresimi

3700 — 3200 - OH O - H Bag

3400 — 3330 —NH; Antisimetrik Gerilme

3300 — 3250 —NH; Simetrik Gerilme

3065 — 3030 — C — H aromati C - Hbagi

3020 — 2950 —CHjs Antisimetrik Gerilme

2960 — 2910 —CH, Antisimetrik Gerilme

2970 — 2860 —CH3 Simetrik Gerilme

2860 — 2840 —CHy Simetrik Gerilme

2590 — 2560 —SH S — H Gerilme

2600 — 2350 -B-H S — H Gerilme

2450 — 2275 -P-H P —H Gerilme

2300 — 2230 -C=C- C = C Gerilme

2260 — 2230 —C=N C =N Gerilme

2250 — 2100 —Si—-H —Si—H

2250 — 2100 -C-D CD, CD,, CDs

1760 - 1720 -C=0 Organik asitler

1740 - 1700 N-C=0 Ketonlar

1660 — 1650 -C=0 Amidlerde

1660 — 1640 —-C=N- Gerilme

1700 — 1625 -C=0 Amid |

1660 — 1640 -C=C- Gerilme

1600 — 1595 - COO0~ Antisimetrik — COO ™~ gerilmesi

1600 - 1450 NeO Organik nitratlarda N= O
gerilmesi

1470 — 1440 —CH3; Antisimetrik deformasyon

1470 - 1440 _cH, Simetrik ve antisimetrik

deformasyon
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Cizelge 2.1. (devami1) Spektral band araliklarina karsilik gelen kimyasal gruplar ve grup
titresimleri [62].

Spektral aralik, cm™ Kimyasal grup Grup titresimi
1430 - 1420 - CO-0OH Organik asitlerde CO gerilmesi
1410 — 1390 - COO~ Simetrik — COO ~ gerilmesi
1400 - 1310 -S=0,- Antisimetrik gerilme
1390 — 1370 — CHjs Simetrik deformasyon
1380 — 1300 —CF3 Gerilme
1340 — 1250 —~CO-NH Amid 111
1330 - 1250 - CH Deformasyon
Bes _ 1750 Py Organik asitlerde CO — OH
deformasyonu
1280 — 1250 Ocxirane, nefes alma halkasi
1300 — 1140 -P=0 Gerilme
1300 - 1120 —CF; Gerilme
1200 - 1120 -S=0;- Simetrik gerilme
1120 - 1060 - C-F Gerilme
1300 - 1100 -C-0- Gerilme
1150 — 950 -C-C - Gerilme
1070 — 1040 -S=0 Gerilme
1040 — 980 — CgHs Benzen halkasinin diizlemsel
deformasyonlari
900 670 _ CCH o Diizlem dis1 aromatik CH
biikiilmesi
930 - 830 - COC - Eterlerde simetrik gerilme
760 — 680 -C-Cl Gerilme
780 —720 — CCl, Simetrik gerilme
700 — 660 —CCl3 Simetrik gerilme
650 — 600 -C-Br Gerilme
620 — 600 — CBr; Simetrik gerilme
560 — 540 — CBr3 Simetrik gerilme
560 — 500 -C-1 Gerilme
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3. ALKOL VE ADLI TIP

Alkol, kimyada fonksiyonel hidroksil grubu karbon atomuna bagli olan organik bir
bilesiktir. Alkollerin genel formiilleri C,H2,+10H veya C,H,+20 seklindedir. Alkolli
iceceklerin iiretimi ve tiikketimi pek cok Kkiiltiirde yiizyillardir devam etmekte hatta giderek

artmaktadir. Alkol tiiketimi bir¢ok yaralanmanin, kazanin, hatta 6liimiin bir parcasi olarak

distnilmektedir [63, 64].

Alkol tiikketimi diinyada en yaygimn karsilasilan bagimliliklardan biridir. Etanoliin
biyokimyasal belirteglerinin insan viicudunda meydana getirecegi degisimleri teshis etmek ve
yogun alkol alimiin hamilelikte, araba kullanirken gibi durumlarda meydana getirebilecegi
tehlikeleri belirlemek bakimindan adli ve klinik tipta dikkat ¢ekmektedir. Diinya ¢apinda
oliimlerin %5.9’u alkol tiiketiminden kaynaklanmaktadir. Alkol kaynakli 6limler diger 6liim
sekilleriyle karsilastirildiginda daha biiylik bir orana sahip oldugu anlasilmaktadir. Alkol
alimina bagl olarak gerceklesen Oliim riskinin arastirilmasi adli agidan biiyiikk bir 6neme

sahiptir.
Alkol tiiketiminin yol agtig1 zararlarin temel ii¢ tane etkisi vardir. Bunlar;

1. Organlara ve dokulara toksik etkisi,

2. Zehirlenme, fiziksel koordinasyon, biling, bilis, algiy1 etkileyen davranis,

3. Bagimlilik ve bundan dolay1r olusan davranis bozukluguyla birlikte igicinin kendi
kontroliinii saglayamamasi

olmak tuzere siralanir.

3.1. illegal Alkol

Alkol pek ¢ok kiiltiirde yilizyillardir devam etmekte olan bir maddedir. Alkol tiiketimi
baz1 kiiltiirlerde gelenek haline gelmistir. Neredeyse biitiin toplumlarda alkol tiiketiminin
saglik ve sosyal problemlerle iliskisi bulunmaktadir [66].

Alkol tiiketimi zehirlenme, insan viicudunda organlara ve dokulara toksik etkisi gibi
etkilerinin yan1 sira fiziksel koordinasyon bozuklugu, bilinci ve algiy1 etkileyen degisik
etkileri de vardir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) niin 2014’te yaymnladig1 raporda 2012’ de
oliimlerin yaklasik 3.3 milyonu veya %5.9’unun alkolden kaynaklandig: bildirilmistir. Ayrica
alkol kaynakli dliimler diger 6lim sekilleriyle karsilagtirildiginda daha biiyiik bir orana sahip
oldugu goriilmektedir [65].

23



'Kayitli olmayan alkol' denilen maddelerin kullanimi 6liim veya 6liimciil sonuglara
neden olmaktadir. Yasa dis1 olarak iiretilen veya kacak alkol iiriinleri (yasadis1 ev yapimi
alkol dahil) ve yasal ancak kayitli olmayan alkol {iriinleri (ev yapimi ya da digerleri) kayith
olmayan alkol iirlinleri olarak tanimlanmaktadir. Kagak alkol tliketiminden dolay1 olusan
saglik problemleri diinya capinda yaygmdir [67]. Ozellikle ev yapimi veya illegal olarak
iiretilen ve satilan alkollii iceceklerde cok fazla miktarda metanol veya toksik madde
bulundugundan dolay1 insan saglig1 acisindan biiyiik risk olusturmaktadir [68]. Tiirkiye’de
kacak yollarla iiretilen ve tiiketilen ev yapimi ve damitik alkollii icki olma 6zelligine sahip
icki Bogma Raki olarak adlandirilmaktadir. Bogma Raki diistik fiyat1 ve 6zel tadindan dolay1
cok fazla tliketilmektedir fakat standartlara uygun iiretilmediginde ise i¢inde fazla miktarda

metil alkol bulunabilmektedir [69].

Ticari olarak satilan rakinin aksine, Bogma Rakida meyvelerdeki pektinden ve dogru
distilasyon aparati kullanilmadigindan dolayr daha yliksek seviyelerde metanol bulunabilir.
AB mevzuatina gore, meyve kokenli etil alkolde 1000 g/hl metanol bulunabilir. (ticari raki

iiretimi i¢in kullanilan nétr alkol igin) [70].

Raki kalitesini belirleyen ve rakiya karakteristik 6zellikler kazandiran en 6nemli unsur
ucucu bilesiklerdir. Bunlar etanol, metanol, etanol ve metanol disindaki ugucu bilesikler ve
anasondan gelen eter yaglar olmak tizere dort grup altinda siniflandirilmaktadir. Tiirk Gida
Kodeksi Distile Alkollii Igkiler Tebligi’ne gére metil alkol igerigi hacmen %100 alkoliin
hektolitresinde en fazla 150 gram olacak sekilde smirlandirilmistir [71]. Ozellikle ani metanol
alimi formaldehit ve formik asit gibi yiiksek toksik metabolitlerin birikmesi nedeniyle

zehirlenmeye yol agar [72, 73].

3.2. Etil Glukuronid (EtG)

Etil glukuronid (EtG) molekiil agirligi 222 g/mol olan, ugucu ve oksidatif olmayan,
hidrofilik ve stabil bir alkol faz II metabolitidir. EtG, etanol alimini takiben, UDP-
glukurontransferaz ile glukuronidasyon yoluyla iiretilir ve bdylece etanol molekiiliine bir

glukuronik asit kisminin eklenmesi saglanir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Glukuronidasyon yoluyla viicutta EtG olusumu ve EtG’in kimyasal yapisi.

Etil alkol karacigerde Once asetaldehite daha sonra aldehite doniisiir, %10 kadar: ise
degismeden idrar, ter ve solunum yolu ile atilir. Etil glukuronid (EtG), etil siilfat (EtS), yag
asiti etil esterleri (YAEE), fosfoditiletanol (PEth) etil alkoliin non oksidativ minér
metobolitleridir. EtS ve EtG urine ve serumda belirlenmesi etanolden daha uzun zaman

periyoduna sahiptir. Etanoliin ¢ok az miktar1 (<0.1%) EtG olarak 6ziitlenir.

Etanoliin metabolize olmayan az miktarinda serbest yag asitleriyle glukurono
konjiigasyonu sonrasi EtG olusur ve disar1 atilir. EtG, cesitli dokularda ve viicut sivilarinda
alkol alimini belirlemek i¢in kullanilmaktadir. EtG, kliniklerde alkol alimmnin gosterilmesinde
kullanilabildigi gibi, adli incelemelerde alkol varligi gosterilen olgularda alkol alimimin

antemortem donemde olup olmadiginin tespitinde de kullanilabilmektedir.

EtG ucucu olmayan, suda c¢ozilebilen, viicut sivilarinda, sagta ve dokularda
belirlenebilen bir metabolittir. Birka¢ hafta ya da birka¢ ay once alinan alkol tiiketiminin

belirlenebilmesi i¢in sagta ve kanda EtG analizi yapilabilmektedir [74-77].
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4. ONCEKI CALISMALAR

Viicut stvilarinin tanimlanmasi igin yillardir ¢esitli yontemler gelistirilmis olmakla
birlikte, bu testlerin tahribatsiz olmasi onemli olmustur. Raman spektroskopisi, viicut
stvilarini tahribatsiz bir sekilde tanimlanmasindan dolayi, son zamanlarda 6zellikle Adli tipta

en fazla kullanilan teknik olmustur.

Insan viicudunda iiretilen viicut sivilar kan, meni, tiikiiriik, vajinal s1v1, idrar, ter, anne
stitii, gozyas1 ve mukus seklinde siniflandirilmaktadir ve bu sivilar canli varligin bir gostergesi
oldugu i¢in Adli bakimdan dikkat ¢eken bir unsur olmaktadir. Su¢ masallarinda kan, meni ve
tikiirik digerlerinden daha fazla miktarda bulundugundan dolayi, bu viicut sivilart en ¢ok

calisilan 6rnekler olmaktadir.

Adli tipta yaygin bir bi¢imde kullanilan biyolojik kanitlardan biri olan kan; su,
proteinler, mineral iyonlari, amino asitler, hormonlar, kan hiicreleri ve diger bilesenlerden
olusan heterojen bir karisim seklinde bulunmaktadir. Kan orneklerini dogrulayict ve
tanimlayici testler bulunmakta ve halen kullanilmaktadir. Bu testler kendi ozgiinliikleri ve
viicut sivilarini  tamimlanmasindaki  giiven seviyesi ile ayirt edilmektedirler.  Adli
incelemelerde 6nemli bir belirte¢ olan hemoglobinin tespit edilmesi amaciyla da bu testler
kullanilmaktadir. En ayrimci teknikler DNA/RNA analizine dayanmaktadir. Bu yontemlerin
yikict olmalari, karmasik prosediirleri ve yiiksek maliyeti gibi dezavantajlart bulunmaktadir.
Bunlara ilaveten, beklemeye bagli kontaminasyon ve genetik materyal bozulmasi nedeniyle
DNA/RNA analizine devam etmek her zaman miimkiin degildir. Fakat, Raman spektroskopisi
viicut sivilarinin tahribatsiz, hizl, spesifik ve diisiik maliyetli olarak tanimlanmasina olanak
saglamaktadir. Ayrica az miktarda numunenin bile inceleme i¢in yeterli olmasindan dolay1

onerilmektedir [7, 78].

Tip ve Adli tip bakimdan Raman spektroskopisi ile yapilan incelemelerde floresans
emisyonunun olusmamasi i¢in, elektromanyetik spektrumun goriiniir yakin kizilotesi bolgeye
gelecek 785, 830 veya 1064 nm dalga boylarinda lazer 1s1k kaynagi gerekmektedir. Adli
bilimlerde bilinmeyen veya kamtin bir pargasi olabilecek numunelerden elde edilen
spektrumlarda, fonksiyonel gruplarin varliginin arastirilmasi, yorumlanabilmesi ve referans
spektrumun kiitiiphane veri tabaniyla karsilastirilabilir olmasi da ayr1 bir avantaj

saglamaktadir [79].

Raman spektroskopisinden elde edilen verilerin kemometrik teknikler kullanilarak

yorumlanmasi, Raman spektroskopisi uygulamalarina avantaj saglamaktadir. Kemometrik
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yontemlerde kalibrasyon, bir dizi numunenin bilinen konsantrasyonlari ve aynt numunelerin
spektroskopik 6l¢iim sonucu elde edilen sayisal bilgiler ile olusturulmus matematiksel bir
modeldir. Kalibrasyon metotlar1 veya Temel Bilesenler Analizi (PCA) ve Kismi En Kiiglik
Kareler (PLS) metotlar1 gibi kemometrik metotlar kullanilarak elde edilen spektrumlarin
kantitatif analizi yapilmaktadir. Cok degiskenli kalibrasyon yontemlerinin uygulanmasi ile

karigimin bilesenleri yiiksek korelasyon ve segicilik ile saptanabilmektedir.

Bir su¢ mabhallinde farkli viicut sivilarina rastlanmaktadir. Rastlanan bu viicut
stvilarimin  tanimlanmast ve incelenmesi adli tip bakimindan c¢ok O©nemlidir. Raman
spektroskopisi ile kan, sperm, vajinal sivi, tiikiiriik ve ter ile ilgili yapilmis bir¢cok yayin
bulunmaktadir. Yapilan bu calismalarda, Raman spektroskopisi kullanarak elde edilen
spektral bandlardan, incelenen numuneye ait 6zgiin pikler elde edilmistir [16, 80-86]. Ayrica,
Raman spektroskopisi ile bilinen viicut sivilarinin ayriminin yapilabilmesinin yani sira
bilinmeyen sivilar1 veya maddeleri karisimlarda bile tanimlamak ve siniflandirmak i¢in, ¢ok

degiskenli siniflandirma modelleri kullanilmistir [16, 87, 88].

Raman spektroskopisi ile yapilan ¢aligmalarda metal koloidal nanopargaciklar yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. Piiriizlii metal yiizeylere absorbe edilen molekiiller Raman
sinyalinde 6nemli artig saglanmaktadirlar. Dolayisiyla, SERS metodu ile son zamanlarda tek

molekiillerin dahi spektrumlari elde edilebilmektedir [89].

Cheng ve ark. (1995) patlayict izlerinin belirlenmesinde Raman spektroskopisi
kullanmiglardir [90].

Pérez-Ponce ve ark. (1998) etanol ve metanol konsantrasyonlarint FTIR ile analiz
etmisler ve elde ettikleri verilere PLS metodunu uygulamislardir. PLS metodu i¢in, 1000-
1100 cm™ arasi spektral bélgeyi se¢mislerdir. Sonug olarak, PLS yénteminin orantili denklem

yonteminden daha iyi sonug¢ verdigini belirtmislerdir [91].

Berger ve ark. (1999) serum ve tam kan Orneklerinde pek ¢ok Onemli bilesenin
konsantrasyonunu dlgmek i¢in 830-nm diod lazerli Raman spektroskopisi kullanmislardir.
Glikoz, kolesterol, iire ve diger analitlerin kalibrasyonlar1 i¢in PLS metodunu kullanmiglardir.
66 hastadan elde ettikleri sonuca gore, serumda alt1 analitin belirgin bir sekilde ve kisa siirede

elde edilebilecegi sonucuna ulagmislardir [92].

Ryder ve ark. (1999) narkotik karigimlarin igerisinde kokain, eroin ve MDMA’y1
mikro-raman spektroskopisi ile 450-1100 cm™ arasindaki bandlarda incelemislerdir. Her bir

maddenin tespiti i¢in ayr1 kemometrik metot uygulamislardir. 700 cm™ ile 900 cm™ arasinda 4
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farkli Raman pikini MDMA piki olarak gostermislerdir. Sonug¢ olarak; kokain, eroin ve

MDMA ’nin karisimlarda az miktarda dahi olsa belirlenebilecegi sonucuna varmiglardir [93].

Claybourn ve Ansell (2000) yaptigi ¢alismada Raman spektroskopisinin miirekkep
analizinde Kkullanilabilecegi gosterilmistir. Ayrica, tarihsel olarak mesleki belge incelemesi
icin siyah topuz miirekkeplerinin karsilastirilmasi ve ¢apraz miirekkep ¢izgilerinin kronolojik
siralamasi1 gibi iki 6nemli konu flizerinde ¢alismislardir. Capraz miirekkep ¢izgilerinin
kronolojik siralamasi i¢in konfokal Raman mikroskopisi kullanilarak incelemislerdir. Ayrica,

elde ettikleri verileri gelecekte referans olmasi i¢in bir veri tabanina doniistiiriilmiislerdir [94].

Ryder ve ark. (2000) 785 nm dalga boylu Raman spektroskopisi ile kokain, kafein ve
glikoz iceren 33 tane kat1 karisim1 kemometrik metotlar kullanarak analiz etmislerdir. Kokain
spektrumunu analiz ettiklerinde, kokaine ait en belirgin bandin 996 cm™ de oldugunu
bulmuslardir. Karigimlarin kantitatif analizi i¢in PLS ve PCA metodunu kullanmiglar ve

sonug olarak PLS ile elde edilen sonuglarin daha uygun oldugu kanisina varmislardir [95].

Sagmiiller ve ark. (2001) Amphetamine (AMP), methamphetamine (MAMP), 3,4-
methylenedioxyamphetamine (MDA), 3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA) ve
3,4-methylenedioxyethamphetamine (MDE) analizlerini SERS metodu ile incelemisler ve
referans spektrumlar1 elde etmislerdir. Elde ettikleri referans spektrumlar ile yasadist
tabletlerin igerisinde bu maddelerin varligini arastirmislardir. Uyguladiklar1 yontem ile AMP,
MAMP, MDA, MDMA, MDE’nin yasadis1 tabletlerde kolay bir sekilde tespit edilebilecegini
gostermislerdir [96].

Day ve ark. (2004) Raman spektroskopisi ile parmak izinde uyusturucu madde analizi

yapmuslardir [97].

Virkler ve Lednev (2008) adli arastirmalar bakimindan 6nemli olan viicut sivilarinin
ayrimmi Raman spektroskopisi ve kemometrik tekniklerle yapmuglardir. Her bir viicut
stvisinin kendine 6zgii spektrumu elde edilmistir. Kan i¢in temel Raman bandlari sirasiyla 742
cm™ (triptofan), 1001 cm™ (fenilalanin), 1123 cm™ (Glikoz), 1247 cm™ (Protein), 1341 cm™
(Triptofan), 1368 cm™ (Hemoglobin), 1446 cm™ (Triptofan), 1576 cm™ ve 1619 cm™
(Hemoglobin) olarak ifade etmislerdir [80].

Noonan ve ark. (2009) yasadisi ilaglar1 ve karigimlarini analiz etmek ve siniflandirmak
icin Raman spektroskopisi kullanmiglardir. Spektrumlari, hem HeNe lazerli ev yapimi bir
enstriiman ile hem de 785 nm'lik bir 151n kaynagina sahip el tipi ticari Raman spektroskopisi

ile elde etmislerdir. Lidokain, norephedrin, benzokain ve izokssiiprin arasindaki spektral
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farkliliklar1 gidermek ve bunlari hizla ve dogru bir sekilde siniflandirmak igin kemometrik bir
metot olan PCA yontemini uygulamislardir. Sonug olarak rahatlikla bu ilaglarin ayiriminin

yapilabilecegi sonucuna ulagsmislardir [98].

Ali ve ark. (2009) ise kiyafetler tizerindeki patlayici madde pargaciklarini incelemek
icin konfokal Raman mikroskobunu kullanmislardir ve patlayici maddelerin tespit

edilebilecegi sonucuna varmislardir. [99].

Mobili ve ark. (2010) PCA ve PLS metotlarin1 kullanarak toplanan farkli tiirden
mikroorganizmalarin Raman spektrumlarini analiz etmislerdir (Sekil 4.1). Kemometrik
analizler icin, Raman spektroskopisi ile elde ettikleri spektrumlardan 1500 ile 1700 cm™
araligindaki spektral bolgeyi se¢mislerdir. Gelistirdikleri ve uyguladiklart metot sayesinde
belli tiirdeki mikroorganizmalarin ayrimin1  ve siniflandirilmasinin  yapilabildigini

gostermiglerdir [100].
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Sekil 4.1. LOOCV metodu kullanilarak hedef suslar ve bilinmeyen suslarin siniflandirilmast
[100].

Virkler ve ark.nin (2010) yaptig1 calismada kan Orneklerinden elde edilen Raman
spektrumlarinin vericiye kuvvetle bagli olmadigini ve spektrumun iki ana bilesenden
meydana geldigi gosterilmistir. 752 nm dalga boyuna sahip lazer kullanilarak incelenen kan
orneklerinden elde edilen verilere gore, kirmizi kan hiicrelerinin kurutulmus agirhigmin %

95'ine katkida bulundugu i¢in en 6nemli temel bilesen olan hemoglobin i¢in 1000, 1368, 1542
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ve 1620 cm™*de pikler elde etmislerdir. Ikinci bilesen fibrin igin 967, 1248, 1342 ve 1575 cm’
"de fibrine ait pikler oldugu gostermislerdir. 1000 cm™deki Raman pikinin, albumin

icerisinde fenilalaninin varligina bagli oldugunu belirtmislerdir [81].

Bankabur ve ark. (2010) fizyolojik kosullar altinda kirmizi ve beyaz kan hiicrelerinin
Raman spektrumlarini elde etmislerdir. Bu spektrumlardan elde ettikleri Raman piklerini
yorumlamiglardir. Tek graniilositlerin ve lenfositlerin Raman spektrumlari, standart protein ve
niikleik asit titresim spektroskopisi verileri temelinde yorumlanmasiyla sonuca verimli bir

sekilde ulastiklarin1 kaydetmislerdir [101].

Boyd ve ark. (2011) Raman spektroskopisi ve 532.1 nm dalga boylu lazer kullanarak kan
orneklerini incelemislerdir. Kan drneklerini incelemeden dnce 1:50, 1:250, 1:500 gibi farkl
oranlarda seyreltmislerdir (Sekil 4.2). Kan orneklerindeki karakteristik pikler 1:250 oranina
kadar kolaylikla ayirt edilebilecegi oldugu sonucuna ulagsmislardir [17].
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Sekil 4.2. Seyreltilmis kan numunelerinin Raman dagilimi [17].

West ve ark. (2011) literatiir taramasi yapmuslar ve yaptiklar1 ¢alismada MDMA igin

en belirgin Raman pikinin 716 cm™ ve 810 cm™ de oldugunu ifade etmislerdir [18].

Inscore ve ark. (2011) SERS metodu ile tiikiirikte uyusturucu madde analizi
yapmislardir. Tiikiiriikte 1 ppm veya daha az miktarda uyusturucu maddeleri (amfetamin,
diazepam ve metadonun gibi) 10 dakika icinde tutarli sekilde tespit etmislerdir. Ayrica
yaptiklar1 c¢aligmada kullanilan uyusturucu maddenin tiirline ve ayni maddenin degisen

miktaria gore elde edilen Raman piklerinin farkli oldugunu da gostermislerdir [102].
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Ali ve ark. (2011) dogal sentetik iizerinde Kokain Hidrokloriir ve N-methyl-3,4-
methylenedioxy amphetamine (MDMA) eser miktarlarini mikro Raman spektroskopisi ile
incelemislerdir. Bu maddelerin az miktarda dahi olsa tespit edilebildigini gdstermislerdir

[103].

Premasiri ve ark.nin (2012) yaptigi calismada kuru tam kan ve kirmizi kan
hiicrelerinin Raman spektrumunu elde etmislerdir (Sekil 4.3). Ayrica 785 nm uyarimli lazer
kullanarak kuru tam kanin normal Raman spektrumu, taze tam kanin ve plazmanin SERS
spektrumunu elde etmisler ve bulduklar1 sonuglari karsilastirmislardir (Sekil 4.4) [104].
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Sekil 4.3. Kurutulmus tam kan ve kirmizi kan hiicrelerinin Raman spektrumu [90].
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Sekil 4.4. 785 nm uyarimli (a) Kuru tam kanin normal Raman spektrumu (b) taze tam
kanin SERS spektrumu (c) taze plazmanin SERS spektrumu [104].
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Massonnet ve ark. (2012) pamuk elyafinin tistiindeki reaktif boyalarin belirlenmesinde
[105], Heudt ve ark. (2012) siyah ve renkli miirekkep piskiirtmeli basili belgelerin

incelenmesinde, Raman spektroskopisi kullanmiglardir [106].

Boyd ve ark. (2013) SERS metodunu kullanarak farkli yiizeylerde seyreltilmis kan
lekelerinin tanimlanmasina iliskin ¢alismislardir. SERS metodu i¢in AgNP sentezlemislerdir.
Kanin bu yontemle belirlenmesinin kesin bir sekilde yapilabilecegi sonucuna varmislardir

[107].

Barnett ve Rathmell’in (2015) yaptig1 calismada, THC konsantrasyonlar1 degistirilerek
THC’ye ait Raman pikleri incelenmis ve bu piklerin 710, 999, 1130, 1232, 1352 and 1390 cm’
! oldugu gozlemlemislerdir. Ayrica artan THC konsantrasyonlarda daha giiclii piklerin elde

edilebilecegi de gostermislerdir [108].

Witkowska ve ark. (2017) Forcespinning ™ yontemiyle yapilmis bir polimer nanofiber
matina dayanan SERS aktif bir platform gelistirmislerdir. Bu yontem ile kan plazmasindan
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella Typhimurium olmak {izere 3

farkl1 bakteri tiiriiniin belirlenebilecegini gostermislerdir.

Spektroskopi teknikleri alkollii igeceklerde de alkol bilesenlerinin miktarin1 bulmada da
onemli rol oynamaktadir. Ozellikle Raman spektroskopisi sivi numunelerde bir veya birden
cok bileseni belirlemede giiclii bir yontemdir. Alkollii igecekler ile yapilan bazi ¢aligsmalarda

etanol ve metanol pikleri Raman spektroskopisi ile elde edilmistir.

Picard ve ark. (2007) etanolii 883 cm™ bandinda bulmuslardir [110], Boyac1 ve ark.
(2012) etanolii 879 cm™ bandinda, metanolii 1019 cm™ bandinda [73], Vaskova (2014)
etanolii 881 cm™ bandinda, metanolii 1035 cm™ bandinda bulmuslardir [111]. Yapilan
caligmalarda gelistirdikleri metot ile birbirinden farkli alkollii iceceklerin i¢indeki etanol ve

metanol miktarinin bulunabilecegini gostermislerdir.

Ashok ve ark. (2013) ise metanolii 1030 cm™ bandinda bulmuslar ve sonuglarini GC
metodu ile karsilastirmislardir. Ayrica Raman spektroskopisinin alkollii igecekler i¢cin daha iyi

bir performansa sahip oldugu sonucuna ulagsmislardir [112].
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5. MATERYAL ve METOT
5.1. Altin ve Giimiis Nanoparcacik Sentezi

5.1.1. Kimyasallar ve kullanilan cihazlar

Cizelge 5.1. AgNP ve AuNP’larin sentezlenmesi ve karakterizasyonunda kullanilan

kimyasallar ve cihazlar.

Kimyasallar ve cihazlar Marka

Guimis Nitrat (AgNO3) Sigma-Aldrich
Tri-Sodyum Sitrat dihidrat (C¢HsNazO7.2H,0) Sigma Aldrich
Nitrik asit Across
Hidroklorik asit Sigma-Aldrich
Hidrojen tetrakloroavrat trihidrat (HAuCl;.3H,O | Sigma Aldrich
>99.9%)

Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM / EDS) JEOL 5500 / OXFORD Inca-X

analiz Unitesi

UV/Goriiniir bolge spektrofotometresi Thermo scientific-evolution 160
Karigtirmali 1s1tict MS3000HS-MTAPO
Hassas terazi Precisa-XB220A

5.1.2. AgNP’larin sentezlenmesi

AgNP’lar Lee ve Meisel metoduna gore sentezlenmistir [113]. Aqua regia igin nitrik
asit ve hidroklorik asit 1:3 oraninda hazirlanmis ve erlen flask aqua regia ile yikanmistir. Bu
yonteme gore 10 mg Giimiis Nitrat (AgNOs) tartilarak 100 mL saf su igerisinde
¢cOzdiiriilmiistiir. Bir balik yardimi ile manyetik karistiricida 1000 rpm’de karistirilmistir.
Karistirilan ¢ozelti kaynayincaya kadar 1sitildi ve kaynayan ¢6zelti {izerine damla damla 400
pL sodyum sitrat (%1) ¢ozeltisi eklenmis ve silispansiyonun hacmi yariya diisene kadar
kaynatilmaya devam edilmistir.

Olusan AgNP’lar1 karakterize etmek i¢cin UV/Goriiniir bolge spektrofotometresi ve
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM / EDS) analiz tinitesi (JEOL 5500 / OXFORD Inca-X)

kullanilmustir.
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5.1.3. AuNP’larin sentezlenmesi

AuNP’lar Turkevich metoduna (sitrat indirgeme metodu) gore sentezlenmistir [114].
Aqua regia i¢in nitrik asit ve hidroklorik asit 1:3 oraninda hazirlanmis ve erlen flask aqua

regia ile yikanmustir.

Karigtirmali 1sitict (hot plate) 300 derece sicakligina ve 1000 rpm karistirma hizina
getirildi. Erlen flask i¢ine 200 ml distile su eklenmis ve i¢ine ¢ozelti 400 pg/ml olacak sekilde
0,08 g Hidrojen tetrakloroavrat trihidrat (HAuUCl,. 3H,0) eklenmistir. Bu karisim kaynayana
kadar 1sitilmis ve kaynadiginda karisima 20 ml’de 38,8 mM sodyum sitrat tek seferde hizlica
eklenmistir. Karisim once renksizlesip ardindan siyahlagsmaya baslamis ve en son olarak da
kirmizi renk almistir. Bu islemler sonucunda AuNP’lar sentezlenmistir. Soguduktan sonra

AuNP’lar1 safsizliklardan ya da biiyiik agregasyonlardan kurtarmak icin 0,45 pm’lik filtreden

gecirilmistir (Sekil 5.1).

0,45 um’lik
filtreleme

v

Sekil 5.1. Sentezlenen AuNP’larin filtrelenmesi.

Olusan AuNP’lar1 karakterize etmek i¢in UV/Goriiniir bolge spektrofotometresi ve
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM/EDS) analiz iinitesi (JEOL 5500/0XFORD Inca-X)

kullanilmistir.
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5.2. Bogma Rakida Metanol ve Etanol Miktarinin Raman Spektroskopisiyle

Belirlenmesi

5.2.1. Numunelerin hazirlanmasi

Referans numuneler saf etanol (Sigma Aldrich) ve saf metanol (Sigma Aldrich)
kullanilarak hazirlanmistir ve hacimce farkli yiizdeliklerde etanol metanol konsantrasyonlari
elde edilmistir (%0 v/v - %40 v/v). Tiim 6l¢timlerde 4000 ul (4ml) s1vi numune kullanilmig ve
bu numuneler kapali kuvartz kiivetlere konulmustur. Quartz kiivetlerin i¢indeki numunelerin
buharlasmamasi1 i¢in kiivetin kapagi sikica kapatilmistir. Yerel marketlerden satin alinan
toplam 20 farkli Bogma Raki numunesinin 6l¢iimii hem Raman spektroskopisi ile hem de

GC-MS metoduyla yapilmistir.

5.2.2. Raman spektroskopisi

Calismamiz boyunca tim numunelerin incelenmesi Yiik Eslenikli Cihaz (CCD —
Charge Coupled Device) ile donatilmig Renishaw in Via Raman Spektroskopisiyle yapilmigtir
(Sekil 5.2).

Raman spektroskopisini kullanilmadan once kalibrasyonu yapilmistir. Spektrumlarin
elde edilmesi siirecinde Ozellikle heterojen bir ortamda giiriiltii filtreleme, diizlestirme,

normallestirme ve floresans arka plan kaldirma gibi iglemler yapilmustir.

Sekil 5.2. Raman spektroskopisinin genel goriinimii.
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Issn Raman spektroskopisinde bulunan mikroskop ile incelenecegi zaman
numunelerdeki belirlenen noktalara odaklanilmis ve goriintii net alindiktan sonra Slgiimler
yapilmistir. Numunelerin incelenmesinde 785 nm dalga boyuna sahip lazer kullanilmig ve
istenen spektrumlar elde edilmistir (Sekil 5.3). Numunenin yapisina gore sadece lazer giici,

objektif, ekspojur siiresi gibi parametreler degistirilmistir.

785 nm lazer
Bilgisayar - -

Odaklama @™

mercegi

CCD Dedektor

Optik Fiber

Mikroskop Spektrometre
Sekil 5.3. Raman spektroskopisinin bilesenleri ve spektrumun elde edilmesi.

5.2.3. Kemometri

Kemometri, kimyasal bilgilerin anlagilmasini1 saglamak ve kalite parametrelerini veya
fiziksel 6zellikleri analitik arag verileriyle iligskilendirmek i¢in matematiksel ve istatistiksel
yontemlerin kullanilmasii saglayan bir disiplindir. Ayrica, kimyasal ol¢iimlerden istenen

bilgileri matematiksel yontemlerle ¢ikarmanin bilimi olarak da tanimlanabilmektedir.
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Ileri kimyasal araglar ve siireglerin gelistirilmesi ile deneysel tasarim, enstriimanlari
kalibre etme ve elde edilen verilerin analiz edilmesi konusunda gelismis metodlara ihtiyag
duyulmustur. Kemometri, yontemlerin gelistirilmesini arttirmak ve veri analizi i¢in
istatistiksel modellerin rutin olarak kullanilmasini saglamak amaciyla da kullanilabilir [115,
116].

Kemometri kavrami, 1972 yilinda Svante Wold ve Bruce R. Kowalski tarafindan ileri
stiriildii. Ardindan uluslararast kemometri toplulugu (International Chemometrics Society)
kuruldu. O zamanlardan beri, kemometri gelismekte ve simdi 6zellikle analitik kimya olmak
iizere kimyanin farkli alanlarina uygulanmaktadir. Cok sayida yaym yapilmis olmasiyla
birlikte ulusal ve uluslararasi kemometri konferanslart da organize edilmistir. Kemometri bazi
kimyacilar tarafindan modern analitik kimya icin temel teori ve yontem saglayan yan disiplin
olarak kabul edilmesine ragmen, kemometricilerin kendisi kimyanin yeni bir disiplini olarak
kabul etmektedirler [117-119].

Kemometri bilimi, spektroskopi ile ¢alisma yapanlara, spektral verilerin analizi igin
kalibrasyon problemini ¢dzmenin etkili yollarin1 sunmaktadir. Kemometri stratejisi genel

olarak;

a) Verilerin toplanmast,

b) Genellikle ¢cok degiskenli istatistiklere veya sinir aglarina dayanan bir matematiksel
modelin tiretilmesi,

c) Temel kimya agisindan model parametrelerin yorumlanmasi,

d) Modelin yeni durumlara uygulanmasi ya da ¢ogu zaman daha iyi bir modelin ya da

daha uygun degiskenlerin arastirilmasi

gibi basamaklardan olusmaktadir. Bu islem basamaklari sirasinda elde edilen verilerin ilk
verilerle 6nemli bir iligkisinin bulunmadigi veya uygulanan ydntemlerle ¢ikarilamayacagi

ihtimali de diistiniilmelidir.

Kimyasal metotlardaki veri odakli felsefeyle onyargilarin bir dereceye kadar 6nlendigi
halde diger yandan artefakt korelasyon bulma tehlikesi de s6z konusudur. Sonug¢ olarak,
kemometrik yontemlerin sonuglari agirt yorumlanmamali ve elde edilen model parametreler

kimya ag¢isindan agiklamaya calisiimalidir.
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Ornekler, Uriner, Kimyasal wp,
Bilinrewen Konsanirasyonlar,
kirnvasal bilegikler Crzellik, Mitelik
Dere yeel Sapsal KEMOME TRi
Kina Kinya
VERI

Spekira, Konsantrasyon profili, Olgiilen veva hesaplanan dze likler

Sekil 5.4. Deneysel siiregte islem basamaklari.

Raman spektroskopisi kisa zamanda c¢ok fazla miktarda sayisal veri saglamaktadir.
Dolayistyla birden ¢ok degiskenle karakterize edilebilen ve numune sayisi artik¢a elde edilen
ham verilerin anlamli hale doniisebilmesi i¢in kemometrik teknikler kullanilmaktadir (Sekil
5.4). Cok fazla miktarda verinin tanimlanmasi, anlagilmasi, tahmin edilmesi gibi islemler i¢in

kemometrik teknikler kullanilmaktadir.

Kemometrik teknikler deneysel caligmalar sonucu elde edilen verilerin kantitatif ve
kalitatif analizini yapmak amaciyla ikiye ayrilir. Kantitatif kemometrik teknikleri, Coklu
Dogrusal Regresyon (MLR), Klasik En Kii¢iik Kareler (CLS), Ters En Kiiciik Kareler (ILS),
Temel Bilesen Regresyonu (PCR) ve Kismi En Kii¢iik Kareler (PLS) metotlaridir. Bu
teknikler ayni zamanda lineer metotlar olarak bilinmekte ve uygulanabilirlik bakimindan
farklilik (Cizelge 5.2) gostermektedir [120].
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Cizelge 5.2. Veri analizine uygun olarak kullanilan kemometrik teknikler ve 6zellikleri (y

bagimli, x bagimsiz degiskenler).

_ Veri analizinin Gizli degiskenler
Veri Metot
amaci icin Kriterler
X Kiimeleme analizi Maksimum varyans PCA
Iki sinifin optimum LDA
Siiflandirma
X y ayrimi PLS
i ] MLR
] y ile optimum
> y Kalibrasyon PCR
kolerasyon
PLS

PLS metodunun baz1 avantajlari1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir [62, 121].

PLS metodunun avantajlari;
v Tam spektrumun kullanilabilmesi,
v" En saglam kalibrasyonun yapilabilmesi,
v' Yalnizca arastirilan bilesen hakkinda bilgi edinilebilmesi,
v Cok karmasik karigimlarin analiz edilebilmesi,
v' Faktorlerin hesaplanabilmesi ve regresyonun tek bir asamada yapilabilmesi
olarak siralanabilir.
PLS metodunun dezavantajlari ise;
v" Soyut bir model olmasi sonuglarinin iyi bir yorum gerektirmesi,
v Cok sayida spektrum i¢in dogru kalibrasyon gerekmesi,
v En uygun faktor sayisinin belirlenmesinin zor olmasi

olarak siralanabilir.
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5.2.4. PLS metodunun uygulanmasi

Deneysel yontemler sonucunda elde edilen verilerin PLS metodu ile analizi genel
olarak iki adimda gerceklesmektedir. Ik adim, bir metodun veya cihazin Karakteristigi igin bir
modelin gelistirilmesidir. Y (Kimyasal/fiziksel veri) bagimli, X (6lgiilen spektrum) bagimsiz
iki degisken olmak tlizere Y= f(X) yani Y, X’in bir fonksiyonu olusturulur. Bu adim
kalibrasyon veya deney seti olarak adlandirilir. Ikinci adim, bir veya daha fazla numune igin
bagimsiz degiskenlerin elde edildigi adimdir. Bu adim ise tahmin veya test adimi olarak
adlandirilmaktadir. Bu adimda kullanilan veri seti test seti olarak bilinmektedir.

Hata Kareler Ortalamasinin Karekokii (The Root-Mean Square Error-RMSE), modelin

kullanilan veri kiimesine uyumu konusunda bilgi verir [122].

N
Z (y| ~ Ytahmin )2

RMSE = ||-= 5.1
. 51

PRESS (RMSE)
N

RMSECV :\/ (5.2)
5.1 ve 5.2 denklemlerinde;

N: 6rnek sayist

i : Ornek indisi,

Ytahmin: Tahmin edilen deger

yi: Olgiilen deger

olarak alinmistir.

5.2.5. Raman spektroskopisinde kullanilan parametreler

Lazer giicti: 10 mW
Objektif: 50 L

Ekspojur siiresi: 1 s

5.2.6. GC-MS sistemi

Alkollii igeceklerde bulunan metanol orani GC-MS sistemi (Hewlett-Packard (Palo
Alto, CA)) HP-6890 gaz kromotografi, Kiitle Segici Dedektor (HP-5972), ve Otomatik Sivi
Tutucu (HP-6890) kullanilarak analiz edilmistir.
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5.2.7. Veri analizi

Raman spektroskopisinden elde edilen tiim veriler Matlab® (Matlab 7.13, The
Mathworks, Natick, MA) Programina aktarilmis ve Matlab kullanicilar i¢in PLS Toolbox
(Eigenvector Research, USA) kullanilarak veriler analiz edilmistir. GC-MS ve Raman

spektroskopisindeki sonuglar ise istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

5.3. Kan Orneklerinin SERS Metodu Ile incelenmesi

5.3.1. Kan orneklerinin hazirlanmasi

Kanlar alinmadan 6nce Mustafa Kemal Universitesi’nden 17/12/2015/135 protokol
kodlu etik kurul izni ve etanol analizi yapilacak kanlar icin gerekli izinler ilgili kurumlardan

alimmustir (Ek 1 ve Ek 2).

Kan ornekleri saglikli kisilerden yas1 ve cinsiyeti goz oniine alinmaksizin sar1 kapakl
ve mor kapakli (EDTA) tiiplere alinmistir. Alinan kan ornekleri 3500 rpm'de 5 dakika
santrifiij edilerek serumlari elde edilmistir. Sonra, bu serumlar eppendorf tiiplerine alinarak
incelenene kadar -20°C” de saklanmustir. Yapilan tiim incelemelerde Raman spektroskopisi ile

uyumlu olan ve numunenin pikini degistirmeyen CaF’lii slaytlar kullanilmistir.

Hem serum hem de tam kan 6rneklerinden 20 pl alinarak her biri ayri ayr1 20 pul AgNP
ve 20 pul AuNP ile Raman spektroskopisi ile uyumlu slaytlar {izerinde pipet ucu ile
karistirilarak homojen hale getirilmistir. Daha sonra SERS spektrumlarinin alinmasi amaciyla

karisim 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilerek kurutulmustur (Sekil 5.5).

5.3.2. Raman spektroskopisinde kullanilan parametreler

Lazer giicii: 5 mW
Objektif: 50 x

Ekspojur siiresi: 40 s
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Sekil 5.5. Kan 6rneklerinin hazirlanmasi; a. Kan serumunun elde edilmesi, b. Serumun
AgNP veya AuNP’lar ile hazirlanmasi ¢. Tam kanin AgNP veya AuNP’lar ile

hazirlanmasi.
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5.4. EtG’nin Raman Spektroskopisi ve SERS Metodu Ile Incelenmesi

5.4.1. Kimyasallar

Etil B-D glukuronid (EtG-CgH1407) (Ipomed)

5.4.2. EtG’nin hazirlanmasi

Saf EtG ve SERS yontemine uygun olarak AgNP’lar kullanilarak Raman spektroskopisi ile

spekturumlari elde edilmistir.

5.4.3. Raman spektroskopisinde kullanilan parametreler

Lazer giucti: 5 mW
Objektif: 50 x

Ekspojur siiresi: 40 s

5.5. Kanda Etanol Miktarimin ve EtG’nin PLS (Kismi En Kiiciik Kareler) Metodu ile
Tayini

5.5.1. Kan orneklerinin hazirlanmasi

Etanol analizi yapilacak kan oOrneklerinin alinmasi, saklanmasi, analiz yapilacak
laboratuvara ulastirilmasina dikkat edilmistir. Kan 6rnekleri, alkol kaybini dnlemek igin tespit
maddesi olarak Sodyum Florid (NaF)’li tiiplere alinarak inceleme yapilincaya kadar +4°C’de

saklanmustir.

Hem plazma hem de tam kan 6rneklerinden 20 pl alinarak her biri ayr1 ayr1 20 pl
AgNP ve 20 pl AuNP ile Raman spektroskopisi ile uyumlu slaytlar {izerinde pipet ucu ile
karistirilarak homojen hale getirilmistir. Daha sonra SERS spektrumlarinin alinmas1 amaciyla

karisim 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilerek kurutulmustur.

5.5.2. PLS metodunun uygulanmasi

Kismi En Kiiclik Kareler metodunda, bagimsiz X degiskenleri ve bagimh Y
degiskenlerinin olusturdugu iki veri blogu i¢in elde edilmis gizli degiskenler kullanilarak, bu
iki veri blogu arasinda iliski bulunmustur. PLS metoduna ait uygulanan islem basamaklari

sirastyla agagidaki gibi olusturulmustur.
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1. I¢inde etanol miktar: tespit edilen 10 kan 6rnegi hem AgNP’lar hem de AuNP’lar

ile ayr1 ayr1 hazirlanmastir.

2. AuNP’lar ile elde edilen SERS spektrumlari a, AgNP’lar ile elde edilen SERS

spektrumlari ise g ile adlandirilmistir.

3. Elde edilen tiim spektrumlarin 400 ile 2000 cm™ arasinda bulunan sayisal veriler

alinmistir. Toplam 20x1478 veri elde edilmistir.

4. Olusturulan veriler PLS Toolbox’a aktarilmistir (Sekil 5.7). PLS Toolbox’a

aktarilan veriler PLS metoduyla analiz edilmesi i¢in X bagimsiz degiskeni olarak secilmistir.

5. Kan orneklerinde tayin edilen etanol miktarlar1 Y bagimli degiskeni olarak

secilmistir (Cizelge 5.3).
6. Capraz gegerlilik (Cross validation) metodu segilmistir.

7. PLS modeli olusturulduktan ve kalibre edildikten sonra incelenecek test verisi
secilmistir. Toplam 27 kan 6rnegi (9 tanesi alkol kullandigi, 18 tanesi ise kullanmadig: bilinen

1

kisilerden alinan kan oOrnekleri) 400 ile 2000 cm™ aras1 27x1478 veri etanol miktarinin

belirlenmesi i¢in programa aktarilmistir.

8. Olusturulan PLS modeline gore EtG’nin analizi i¢in, EtG ve kan Ornekleri ile

birlikte 47x1478 veri aktarilmis ve etanol ile EtG arasindaki iliski arastirilmistir.

B sy - L (o Mo

File Edit Preprocess Analysis Refine Took Help  FigBrowser

He e ENIEEEE

-

Apply / Validate

550 Tabe iPLS Variable Selection

Number LVs:

Percent Vanance Captured by Model (* = suggested)

X-Block X-Block Y-Block y-Block
LV Cumulative Lv Curnulative

Sekil 5.6. PLS metodunun sematik goriintimii.
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Cizelge 5.3. AuNP ve AgNP’lar ile spektrumu alinan kanlara ait bilinen etanol miktarlari.

AuNP ile spektrumlari alinan kanlara ait AgNP ile spektrumlari alinan kanlara ait
miktarlar miktarlar
al. 386,8 mg/dl gl. 386,8 mg/dl
a2. 382 mg/dl g2. 382 mg/di
a3. 319,6 mg/dl g3. 319,6 mg/dl
a4. 318 mg/dl g4. 318 mg/di
a5. 288 mg/dl g5. 288 mg/di
a6. 274 mg/dl g6. 274 mg/di
a7. 263mg/dl g7. 263mg/dl
a8. 253,7 mg/dI g8. 253,7 mg/dl
a9. 250 mg/dl g9. 250 mg/di
al0. 232 mg/dl g10. 232 mg/dl

5.6. Kanda EtG’nin PLS-DA (Kismi En

Analizi

PLS-DA siniflandirma modeli i¢in alkol kullananlar, kullanmayanlar olmak {iizere iki
siiftan elde edilen veriler kullanilarak gerceklestirilmistir. EtG’den elde edilen veriler test
veri seti olarak kullanilmistir. Bu yontemde PLS metodundan farkli olarak en basit yaklasim
olarak yalnizca iki sinif olusturulmustur. Boyle bir durumda, bir 6rnegin hangi smifa ait
oldugunu gosteren bir sayidan olusan veya '1' ve '0' veya '+1' ve '-1' kullanan iki yaygin

varyasyon vardir. Her iki yaklagim arasinda temel bir fark olmamasma ragmen, yapilan

Kiiciik Kareler-Diskriminant Analizi) ile

caligmada farkli iki siif igin '1' ve '0" degerleri kullanilmistir (Sekil 5.7).
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Raman Siddetleri

Numuneler
]
>

PLS5-DA

Sekil 5.7. EtG analizi i¢in elde spektrumlara PLS-DA metodunun uygulanmasi.
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6. BULGULAR VE TARTISMA

Yapilan bu tez ¢alismasinda amacimiza uygun olarak;

Bogma rakida etanol ve metanoliin Kalitatif ve Kkantitatif analizinin kemometrik
yontemle tayini,

Kan 6rneklerinin analiz edilmesi,

Uyusturucu kullanan kisilerden alinan kanlarinda farklilik olusup olugsmadigi,

Alkol almmmin bir gostergesi olan EtG’nin Raman ve SERS metoduyla
spektrumlarinin elde edilmesi,

Alkol kullanan kisilerden alinan kan 6rneklerinde ise etanol ve EtG’nin kalitatif ve

kantitatif analizinin kemometrik yontemle analizi i¢in

Raman spektroskopisi ve SERS metodunun uygunlugu arastirilmstir.

Kemometrik (¢ok degiskenli) tekniklerin ve SERS metodunun kullanilmasi Raman

spektroskopisi ile olusacak sinirlamalar1 ortadan kaldirmistir. Ozellikle Raman sinyallerinin

zaylf oldugu ve yabanci maddeler nedeniyle olusan kuvvetli floresans, SERS teknigi ile

asilmustir.

6.1. Altin ve Giimiis Nanoparcaciklarin Karakterizasyonu

AUNP ve AgNP’larin ylizey plazmon 06zelligi, bu nanoparcaciklart en uygun

nanometaryal haline getirmektedir. AgNP ve AuNP’lar, plazmon rezonansina bagl olarak

goriiniir bolgede 151k absorbsiyonu ve sagilmasi nedeniyle farkli renkler gosterirler. Rezonans

dalga boyu parcacigin biiytikliigline ve sekline bagl olarak degigsmektedir (Sekil 6.1) [123].

2nm 5nm 50nm 100nm 200nm 20nm 40nm 60nm 80nm

b.

Sekil 6.1. Farkli renk, boyut ve sekillerde bulunan nanoparcaciklar; a. AgNP’lar, b. AuNP’lar

[124].
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AUNP ve AgNP’lan karakterize etmek igin farkli metotlar kullanilmaktadir. Her bir

metodun nanopargaciklari karakterize etmede farkli amaglari bulunmaktadir (Cizelge 6.1).

Cizelge 6.1. Nanopargaciklarin karakterizasyonunda kullanilan temel metotlar ve kullanim
amaglar [58, 125-127].
Metot Kullanim amaci1

TEM (Transmission electron microscopy) Morfoloji ve biiyiikliik belirlenmesi

AFM (Atomic Force Microscopy) Morfoloji ve biiyiikliik belirlenmesi

SEM (Scanning Electron Microscopy) Morfoloji ve biiytikliik belirlenmesi
UV/Goriiniir bolge spektrometresi Nanoparc¢acik konsantrasyonun belirlenmesi

ve biiytikliik tahmini
Zeta potansiyel 6l¢iim AuNP'larin ve konjligatlarinin yiizey
yiikiiniin ve kararliliginin 6l¢iilmesi

UV/Goriiniir bélge spektrometresi AgNP ve AuNP’larin karakterizasyonu i¢in en
yaygin kullanilan tekniktir. Cilinkii nanoparcaciklar YPR’dan dolayr UV/Goriiniir bolge
spektrometresinde yogun absorbsiyon piki sergilemektedirler. AgNP’lar icin absorbsiyon

bandi nanoparcacigin boyutuna gére 350 nm ile 450 nm arasinda bulunmaktadir [128].

AuNP’larin YPR bandinin sogurma azami degeri, nanoparcaciklarin boyutuna bagl
iken absorbsiyon yogunlugu ayni biiyiikliikteki AuNP’larin konsantrasyonuna baghdir.
AuNP’larin kiiresel boyutunu gostermek i¢in 510-550 nm'de maksimum dalga boyu kullanilir
[129].

Farkli boyut ve sekillerde metal nanoparcaciklarin kontrollii sentezi mevcut
nanoteknoloji gelisiminde dikkate deger bir hale gelmektedir. Metal nanopargaciklar arasinda,
AuNP ve AgNP’larin kontrol edilebilir olarak sentezlenebilmesi, miikemmel optik ve
elektriksel ozelliklere sahip olmasindan dolayr arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Fakat
Au’nin sentezlenmesi Ag ve Cu'dan daha pahali oldugu i¢in Ag ve Cu sentezi, maddi agidan
daha elverisli hale gelir. Ozellikle Ag, arzu edilen fiziksel 6zelliklere sahip olmasi, daha bol

bulunmasi ve diisiik maliyeti sebebiyle SERS uygulamalarinda daha fazla tercih edilmektedir
[12, 130].
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6.1.1. AuNP’larin karakterizasyonu

UV/Goriintir bolge spektrometresi ve Taramali Elektron Mikroskobu (SEM/EDS)
analiz tinitesi (JEOL 5500/OXFORD Inca-X) AuNP’lar1 karakterize etmek i¢in kullanilmistir.

Turkevich metoduna (sitrat indirgeme metodu) gore sentezlenen AuNP’larin boyutu
yaklagik olarak 13 nm olarak bulunmustur. Pargacik boyutunun artmasi ile absorbsiyon piki
daha uzun dalga boyuna kayar. Deneysel olarak elde edilen altin nanoparcgaciga ait

UV/Goriiniir bolge spektrometresinde maksimum absorbans yaklasik olarak 521 nm’de elde
edilmistir (Sekil 6.2).

Absorbans

400 500 600 700 800
Dalgaboyu (nm)

Sekil 6.2. AuNP’larin UV/Goriiniir bolge spektrometresinde elde edilen absorbansi.

Sekil 6.3 ve Sekil 6.4’te AuNP’lar1 karakterize etmek i¢in kullanilan metotlardan biri
olan SEM goriintiileri gosterilmistir. AuNP’lar ¢ok kiigiik boyuta sahip olduklarindan dolay1
yapilarinin veya sekillerinin daha net analizi i¢in farkli ¢Oziiniirlikte SEM goriintiileri

alimmistir. AuNP’larin ¢ogunun yuvarlak veya kiiresel seklide olduklar1 goriilmiistiir.
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Sekil 6.3. AuNP’lara ait SEM goriintiileri (X3 ¢oziintirliikte).
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Sekil 6.4. AuNP’lara ait SEM goriintiileri (X5 ¢oziintirliikte).
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6.1.2. AgNP’larin karakterizasyonu
UV/Goriintir bolge spektrometresi ve Taramali Elektron Mikroskobu (SEM/EDS)
analiz linitesi (JEOL 5500/0XFORD Inca-X) sentezlenen AgNP’lar1 karakterize etmek i¢in

kullanilmigtir.  Yaptigimiz calismada AgNP’lar 6nce UV/Goriiniir spektrometresi ile

incelenmis ve yaklasik 420 nm’de maksimum absorbans elde edilmistir (Sekil 6.5).

Absorbans

250 300 350 400 450 500 550 600
Dalgaboyu (nm)

Sekil 6.5. AgNP'larin UV/Goriintir bolge spektrometresinde elde edilen absorbansi.

Sekil 6.6 ve Sekil 6.7 AgNP’lar1 karakterize etmek icin kullanilan metotlardan biri
olan SEM goriintiileri gosterilmistir. AgNP’larin yapisini net gérmek icin farkli ¢oziiniirliikte

SEM goriintiileri alinmistir ve glimiis nanoparcaciklarin yuvarlak veya kiiresel seklinde

oldugu literatiire uygun olarak elde edilmistir.
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Sekil 6.6. AgNP’lara ait SEM goriintiileri (X5 ¢oziiniirliikte).

MU EMU
~

Sekil 6.7. AgNP’lara ait SEM goriintiileri (X10 ¢oziiniirliikte).
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6.2. Bogma Rakida Metanol ve Etanol Miktarimn Raman Spektroskopisi Ile

Belirlenmesi

Deneysel metodun olusturulmasi igin etanol ve metanol farkli konsantrasyonlarda
(%0-40) karigimlar hazirlanmistir. Referans konsantrasyonlarin spektrumlari alinmadan 6nce
saf etanol ve metanoliin tek basina Raman spektrumlari elde edilmistir. Bu spektrumlar ile
etanol ve metanolin kimyasal yapisina ait olarak karakteristik piklerin nerede oldugu
belirlenmistir. Hazirlanan karisimlarla elde edilen deneysel metot ile Bogma Rakida metanol

ve etanol oraninin Slgiilebilirligi gdsterilmistir.

%0 (v/v) ile %40 (v/v) arasinda 10 farkli konsantrasyon hazirlanmis ve Raman
spektrumu 0-3200 cm™ arasinda 6l¢iilmiistiir. PLS metodu ile metanol miktarini 6lgmek icin
metanola ait karakteristik degisim 1034 cm™’de oldugu i¢in bu bdlgeyi arayabilmek igin
1000-1100 cm™ aras1 spektral band segilmistir. Bu bolgede toplam 10x90 sayisal veri elde

edilmistir ve PLS metodu ile analizleri yapilmistir.

Etanole ait karakteristik pik noktas: 882 cm™de oldugu icin 820-920 cm™ arasi
spektral bolge secilmistir. Bu bolgede toplam 10x87 sayisal veri elde edilmistir ve PLS

metodu ile analizleri yapilmigtir.

Olusturulan modelin kalibrasyonu ve gegerlik (validation) i¢in Birini Disarida

Birakma Capraz Gegerlik Yontemi (LOOCV) kullanilmistir.

6.2.1. Gelistirilen deneysel metoda ait metanol ve etanol icin elde edilen bulgular

Etanol ve metanolin Raman spektroskopisi ile elde edilen spektrumlari
incelendiginde; etanol (CHsOH)’e ait en belirgin pik 882 cm™de goriiliirken (Sekil 6.8),
metanol (CH; CH, OH)’e ait en belirgin pik ise 1034 cm™’de goriilmektedir (Sekil 6.9).

Etanol i¢in 882 cm™ C-C gerilmesi, metanol icin 1034 cm™ C-O gerilmesi olarak
bulunmustur. Ayrica, saf etanol ve metanole ait 2500-3000 cm™ arasinda bulunan belirgin

piklerin ise X—H titresim bandlarindan kaynakli oldugu bilinmektedir.
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Raman Siddeti

Raman Siddeti

Etanol

1 1 1

500 1000 1500 2000

2500 3000
Raman Kaymas cm-1
Sekil 6.8. Saf etanol i¢in elde edilen Raman spektrumu.
s Metanol
| | 1 1 y |
500 1000 1500 2000 2500 3000

Raman Kaymas: cm-1

Sekil 6.9. Saf metanol igin elde edilen Raman spektrumu.
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— %0,25 Methanol
— %0,5 Methanol
= %0,75 Methanol
“ %1 Methanol
%2 Methanol
%4 Methanol =
= %5 Methanol
= %10 Methanol
— %20 Methanol |
= %30 Methanol
= %40 Methanol

Raman Siddeti

0 1 1
800 1000 1200
Raman Kavmasi cm-1

Sekil 6.10. Farkli oranlarda hazirlanmis etanol ve metanol konsantrasyonlarina ait Raman

spektrumlart.

e Veri ort.

—  +[- 5td. sapma

Ort. + Std. sapma

1
800 1000 1200
Raman Kaymasi cm-1

Sekil 6.11. Etanol metanol konsantrasyonlarinda standart sapma ve ortalama deger.
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Farkli oranlarda olusturulan etanol ve metanol konsantrasyonlarinin Raman
spektrumlarindan elde edilen veriler diizenlenerek Matlab programina aktarimistir. PLS
yontemi ile verilerin kalibrasyonlar1 yapildiktan sonra elde edilen verilerin spektrumlari
cizilmistir.

Elde edilen spektrumlardan Sekil 6.10’da goriildiigii gibi metanole ait olmasi gereken
pikin bulundugu kisimda degisim oldugu gozlenmistir. Bu degisimin konsantrsayon
farkliliklarindan kaynaklandigi saptanmistir. Bu durum Sekil 6.11° de gosterildigi gibi
spektrumlarin ortalama ve standart sapmasi incelendiginde de etanol ve metanoldaki

degisimlerin dogrulandigi gosterilmistir.

PLS metodunda amag, bagimsiz X degiskenleri ve bagimli Y degiskenlerinin
olusturdugu iki veri blogu i¢in elde edilmis gizli degiskenler kullanilarak, bu iki veri blogu
arasinda iliskiyi ortaya koymaktir. Bu nedenle metanol degisimi i¢in 1000 cm™ ile 1100 cm™

arasi spektral bolgedeki veriler kullanilarak PLS modeli olusturulmustur.

Olusturulan model igin secilen spektral bolge kalibrasyon igin segilmistir ve test
datasina uygulanmistir. Deneysel metottan elde edilen konsantrasyon veya bilinen
konsantrasyon degerleri ile PLS metodundan elde edilen degerler karsilastirildiginda

aralarinda yiiksek bir korelasyon oldugu gézlenmistir (R? =1) (Sekil 6.12).

Etanol degisimi i¢in 820 cm™ ile 920 cm™ aras1 spektral bolgedeki veriler kullamilarak
PLS modeli olusturulmustur. Olusturulan model i¢in secgilen spektral bolge kalibrasyon i¢in
secilmistir ve test datasina uygulanmistir. Deneysel metottan elde edilen konsantrasyon veya
bilinen konsantrasyon degerleri ile PLS metodundan elde edilen degerler karsilastirildiginda
aralarinda yiiksek bir korelasyon oldugu gézlenmistir (R” =0.997) (Sekil 6.13). Ayrica PLS
metodundan elde edilen R? =0.997 degerinde 2 farkli gizli degisken (latent variables) elde
edilmistir. Bu iki farkli degiskenlerin etanol ve metanole ait oldugu saptanmistir. Bu farkli
degiskenlerin yiizdelik oranlar1 karsilastirildiginda ise ylizdesi fazla olanin etanole, az olanin

ise metanole karsilik geldigi saptanmustir.
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Sekil 6.12. Metanol ve etanol degeri bilinen konsantrasyonlarda metanol miktarinin PLS

metodu ile tayini.

100 I ] ] ] I I
ggL 2 Latent Variables
RMSEC = 0.55531
RMSECY = 0.80202
Calibration Bias = 0
@0 CV Bias = 0.028226 .
R? (Cal,CV) = 0.997, 0.9
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Eon=nrasyonlards stzno] speeltnmmu

80

75

70

PLS metodu ile tahmin edilen degerler (%ov/v)

65

Etanol miktar bilinen referans konsantrasyonlar (%oviv)

Sekil 6.13. Metanol ve etanol degeri bilinen referans konsantrasyonlarda etanol miktarinin

PLS metodu ile tayini.
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6.2.2. Konsantrasyonlarda metanol miktar1 icin LOD (Tammmlama Limiti) ve LOQ

(Ol¢iim Limiti) degerlerinin belirlenmesi

LOD (Tanimlama Limiti) ve LOQ (Olgiim Limiti) gelistirilen herhangi bir deneysel
metodun gecerliligi veya giivenirligi bakimindan o©nemli performans limitleridir. Bu
performans limitleri lineer regresyon egrilerine gore asagida gosterilen formiiller yardimiyla

metanol icin LOD ve LOQ degerleri hesaplanmustir.

y=ax+b veya y=61781x+6454,8 degeri yardimiyla,

LOD= ﬁ (6.1)
a

10S,

LOQ= (6.2)

(6.1) ve (6.2) denklemlerinde;
V' a, kalibrasyon egrisinin alani,

v’ S standart sapmay1 gostermektedir [131].

Yapilan calismada LOD ve LOQ degerleri lineer regresyon egrisiyle elde edilmistir.
Hesaplamalar sonucunda LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.03 pl ve 0.11 pl olarak
bulunmustur. Raman spektrumlarindan elde edilen metanole ait siddet piklerinin
konsantrasyon degerlerine karsilik cizilen lineer regresyon egrisinde yiiksek bir kolerasyon

(R? = 0.9993) elde edilmistir (Sekil 6.14).

Yapilan calismada etanol icin LOD ve LOQ degerleri ayrica hesaplanmamuistir.
Ciinkii Bogma Rakida etanol miktar1 saptanabilecek seviyelerde bulunmaktadir. Onemli olan
ve bu caligmanin amacina uygun olarak tip ve adli tip alanlarinda iz miktarda dahi olsa
metanol miktar tayininin yapilmasi ve saptanmasi oldukga énemlidir. Ozellikle Bogma Rakiyi
kacak olarak tiiketenlerde alkol icerisinde bulunacak metanoliin standartlara uygun
olmamasindan kaynaklanan oliimler s6z konusudur. Fazla miktarda alkol tiiketiminin bu
oliimlere neden olabilecegi ve bu nedenle etanol degil metanol miktar tayini yapilmasi ¢ok
daha 6nemlidir. Elde edilen bulgulara gore, iz miktardaki metanol tayininin yapilabilecegi

gosterilmistir.
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Sekil 6.14. Farkli oranlarda olusturulan etanol ve metanol konsantrasyonlari igin kalibrasyon

egrisi.
6.2.3. Bogma Rakilarda metanol miktarinin bulunmasi

20 tane farkli Bogma Raki Raman spektroskopisi ile incelenerek elde edilen veriler
PLS metoduyla test verisi olarak aktarilmis ve metanol miktarlar1 PLS metodu yardimiyla
bulunmustur. Bulunan degerler ile GC-MS metodundan elde edilen sonuglar Paired-Samples t
testi yardimiyla karsilastirildi [132]. ki metot arasinda anlamli bir fark olmadigi (p=0,75veya
p>0,05) ve yiiksek bir korelasyon (R2 ~ 0, 99) oldugu bulundu (Sekil 6.15).

PLS kalibrasyon metodu ile Bogma Raki numunelerine ait Raman spektrumlarinda
tim Bogma Rakilarin metanol pikindeki farklilik, rahatlikla ayirt edilebilmektedir (Sekil
6.16).
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PLS metodn ile tahmin edilen degerler (Yoviv)

Raman Siddeti
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R? (Pred) = 0.990
1 1 1 1 1 1 1
13 0.14 0.15 016 0.7 0.18 0.19
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Sekil 6.15. Bogma Rakilarda metanol oraninin PLS metodu ile tayini.
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Sekil 6.16. Bogma Rakilarda bulunan metanole ait PLS kalibrasyon spektrumlari.
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6.2.4. Bogma Rakilarda etanol miktarinin bulunmasi

Piyasadan toplanan ve farkli sekillerde tiretimi yapilan toplam 20 farkli Bogma Raki
Raman spektroskopisi ile incelenmistir. Inceleme sonucu elde edilen sayisal veriler Matlab
programina aktarilmis ve PLS metoduna test verisi olarak tanimlanmistir. PLS metodunun
amacina uygun miktar tayini ile Boga raki igerisinde var olan hatta hesaplanamayan etanol

miktarlar1 gosterilmistir (Sekil 6.17).

PLS metodu ile bulunan etanol miktarlar ile alkol miktar tayininde kullanilan farkli
bir yontem olan GC-MS metodundan elde edilen sonuglarla karsilastirildiginda birbiri ile
uyumlu oldugu bulunmustur (R*=0.997). Bu iki yéntemin karsilastirilmas: sonucu elde edilen

degerler sekil 6.18 de gosterildigi gibidir.

Literatiirde yasadist alkollerin toksik igerikleri ile ilgili ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir ve yasadist alkollii iceceklerin insan sagligi iizerindeki toksik etkilerini
aragtirmaya daha fazla dikkat edilmelidir. Tiirkiye'de, neredeyse tiim metanol zehirlenmesine
bagl gergeklesen Oliimler, yasadigi satilan ve ¢ok fazla miktarda metanol iceren alkolli
iceceklerden ve ev yapimi Bogma Rakidan kaynaklanmaktadir [132]. Tiirkiye’de yapilan
caligmalar genellikle alkollii igkilerin iceriginde bulunan etanol, metanol ve alkol
fermantasyonu sonucu olusan aroma maddeleri iizerinde yogunlagmistir [73, 133, 134]. Bu
nedenle, yasadis1 alkollerin ve Bogma Raki'nin i¢eriginde bulunan metanoliin yeni ve hizli bir
teknolojik cihazla 6lgiilebilirligi bu amag igin 6nemli bir role sahiptir. Ayrica Diinya ¢apinda
yapilan c¢alismalara gore alkol tiiketiminin oldukca yiiksek oldugu bu nedenle, iiretilen alkollii
ickilerin kalitesi buna bagli olarak toksitesinin belirlenmesi olduk¢a 6nemli olmustur. Bu
sebeple bu yondeki c¢alismalarin sayisi olduk¢a fazla olmasina ragmen 6nemli olan alkol
icerigini hizli ve giivenilir olarak tespitini yapilmasi tip ve adli tip agisindan daha da dnemli

hale gelmistir.

Ulkemizde ve diinyada yapilan g¢alismalar dogrultusunda, yapmis oldugumuz bu
caligmada, Bogma Rakida bulunan metanol ve etanoliin miktar1 ve degisimi Raman
spektroskopisinden elde edilen verilerin PLS yoOnteminin uygulanmasiyla olgiilebilirligi
gosterilmistir. Yakin gelecekte gida kontroliinde yasadisi alkol belirlenmesinde Raman
spektroskopisinin 6nemli bir rol oynadigmi ve iilkemizde bu yontemin literatiire katki

saglayacagi gibi bir¢ok laboratuvarda rutin olarak kullanilabilecegi kanisina varmaktayiz.
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Sekil 6.17. Bogma Rakilarda PLS metodu ile etanol miktar tayini.
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Sekil 6.18. GC-MS metodu ile elde edilen etanol miktarlarinin PLS metodu ile tahmin edilen

degerler ile karsilastirilmasi.
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6.3. Kan Orneklerinin SERS Metodu Ile incelenmesi

Her kimyasal bilesigin kendine ait karakteristik IR spektrumu vardir. IR spektrumu,
incelenen numunenin molekiiler yapist hakkinda tiim bilgiyi icerir. Asil problem spektral
bandlarin belirlenmesidir. Temel titresim bandlarina ek olarak, ¢ogu kez s6zde kombinasyon
ve fazla bandlar bulunmaktadir. Fermi rezonansi, bandlarin yogunluk degisikliklerine ve
frekans kaymalarina neden olabilmektedir. Molekiiller arasi etkilesimler (hidrojen bagi gibi)
ek bandlara neden olabilecegi gibi ¢oziiciilerin, sicaklik ve basmcin etkileri de goz Oniine

alimmas1 gerekmektedir.

Inelastik sa¢ilma Raman sa¢ilmasi olarak bilinir ve 1smmin madde ile etkilesmesi
sonucu molekiillerin titresim ve donme hareketinden kaynaklanmaktadir. Molekiillerin
titresim spektrumlarindan tanimlanmas i¢in en uygun arag¢ spektral veri tabanlaridir. Bu veri
tabanlarindan farkli olarak Raman spektroskopisinin kendine ait bilinmeyen spektruma
rakamsal olarak c¢ok yakin eslesen referans bilesiklerini listelemesi s6z konusudur. Fakat
Raman spektroskopisinden elde edilen referans bilesiklerin spektral deseni, arastirilan
molekiiliin spektral desenine benzemesi bu molekiile ait oldugunu garanti etmemektedir.

Dolayisiyla, karakteristik veya grup frekanslarinin degerlendirilmesi gerekmektedir.

Bazi1 kimyasal gruplar igerdikleri molekiil tiirine bakilmaksizin ¢ok karakteristik
bandlar sergilemektedirler. Grup frekansi yaklasimi, yapisal analiz i¢in ¢ok yararlidir. Bazi
spektral bandlarin frekanslari ve yogunluklarindan, molekiil igerisinde ne tiir kimyasal
gruplarin mevcut oldugunu, diger gruplara nasil baglh olduklarim1 ve nihayetinde arastirilan
molekiiliin yapisinin tahmin etmek miimkiindiir [62]. Bu sebeple Raman spektroskopisi ve
kemometrik tekniklerin kullanilmasi adli bilimlerde biyolojik numunelerin incelenmesinde,

hem siniflandirma hem tanimlamada muhtesem bir potansiyele sahiptir.

Raman spektrumu bir molekiiliin kimyasal yapisina bagli oldugundan dolay1 herhangi
bir Raman spektrumu, s6z konusu materyalin molekiiler yapisina 6zgiidiir ve molekiiler

parmak 1zi olarak kullanilir.

Bir¢ok durumda, numune hazirlama Raman spektroskopisinde yapilacak 6l¢iimler i¢in
genellikle daha basit veya gerekli degildir. Numunelerin analizi cam veya plastik malzemeler
icerisinde yapilabilmektedir. Ayn1 zamanda su zayif bir Raman sagicis1 oldugundan dolayz,

sulu drnekler de kolayca analiz edilmektedir.
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Insanlar tarafindan iiretilen viicut sivilar1 kan, meni, tiikiiriik, vajinal siv1, idrar, ter,
anne siitli, gdzyasi ve mukus seklinde siniflandirilmaktadir ve biyolojik sivilar 6zellikle de

kan canli varligin bir gostergesi oldugu i¢in Adli bakimdan dikkat ¢eken bir unsurdur.

Bu sebeple sug yerinde, bazi adli vakalarin degerlendirilmesinde kan, meni ve tiikiiriik
gibi Orneklerle daha sik karsilasiimaktadir. Insan kanmn Kalitatif ve Kantitatif kimyasal

analizi ile farkli hastaliklarin tani ve teshisi de yapilmaktadir.

Bu c¢alismada, tip ve adli tip bakimdan 6nemli olan ve en ¢ok karsilasilan viicut
sivilarindan biri olan kan calisilmistir. Bu amacla, hem tam kan hem de kan serumu i¢in
SERS spektrumlari elde edilmistir. SERS metodunda kullanilmak tizere AuNP ve AgNP’lar
sentezlenmis ve kan Orneklerinin incelenmesi i¢in kullanilmistir. SERS metodunun
kullanilmasimnin amaci, ylizeyde normal Raman spektroskopisine oranla daha fazla
zenginlestirme meydana getirmesidir. Bu nedenle kompleks biyolojik 6rneklerdeki analitin

cok diisiik konsantrasyonlarda olsa bile SERS metodu ile analizi yapilmaktadir [90].

AgNP’lar kullanilarak bes kisiden elde edilen kan serumlarinda SERS spektrumlari
elde edilmistir. Sekil 6.19°da goriildiigii gibi Raman siddetlerinin degisebilmesine ragmen
Raman kaymasmim (cm™) degismedigi goriilmektedir. Raman siddeti numunenin miktarina,
lazer arasinda ki mesafeye, kullanilan parametrelere ve numunenin faz haline gore
degisebilmektedir. Ancak 5 farkli kan serumu degerlendirildiginde, elde edilen bandlarin ise
yas ve cinsiyete bagli olmaksizin igeriginde bulunan protein, enzim, yag gibi molekiiler

yapilarindan kaynaklanabilecegini kanisindayiz.

Tam kandan elde edilen spektrum Sekil 6.20’de gosterilmistir. Bu piklere karsilik
gelen titresim modlar1 ve biyomolekiiller Cizelge 6.2°de gosterilmistir. Kan igerisinde yer alan
ana proteinler hemoglobin, albumin ve fenilalaninin olup bunlarin olusturmus oldugu pikler
618, 1003, 1365 ve 1623 cm ™ de saptanmistir. Hemoglobin, kirmizi kan hiicrelerinin
kurutulmus agirliginin% 95'ine katkida bulundugu i¢in en 6nemli kismini olusturmaktadir
[135]. Kirmiz1 kan hiicrelerinde yer alan hemoglobini gdsteren pikler 1365 ve 1623 em™ olup
yapilan c¢alisma sonucunda da tespit edilmistir. Diger pihtilasmadan sorumlu olan fibrin

proteini ise 1230 ve 1560 cm™ de pikleri elde edilmistir.
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Sekil 6.19. AgNP’lar ile elde edilen kan serumlarina ait SERS spektrumlari.
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Sekil 6.20. Mor tiip (EDTA) ile elde edilen tam kanin SERS spektrumu.
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SERS metodu ile tam kandan elde edilmis olan Raman bandlar1 sonucu kan igerisinde
ki biyomolekiiller Cizelge 6.2’de gosterildigi gibi elde edilmistir. Piklerin kan icerisinde hangi

proteine ait oldugu ve titresim modlar1 yapilan ¢aligmalarla da uyumlu olarak bulunmustur.

Cizelge 6.2. Tam kandan elde edilen Raman kaymalari.

Raman Kaymasi (cm™) Titresim modu Biyomolekiil
618 Fenilalanin
670 Tirozin
1003 Aromatik zincir Fenilalanin
1125 C-O-C antisimetrik gerilme Protein
1230 Amide III biikiilme Fibrin
1340 C-H biikiilmesi Triptofan
1365 CHs simetrik gerilme Hemoglobin, Triptofan
1446 CH,, CH3 biikiilmesi Triptofan, Fosfolipid
1560 C=C gerilme Fibrin
1623 C=N gerilme Hemoglobin, tirozin

Ayni kisilere ait, ayn1 ortam kosullarinda ve esit kuruma siirelerine tabi tutulan tam
kan ornekleri AuNP ve AgNP’lar kullanilarak Raman spektrumlar1 incelenmistir. AuNP’lar
ile elde edilen spektrumlarin piklerinin siddetinin daha giiglii oldugu gozlenmistir (Sekil
6.21). Bunun sebebi ise Au'nin YPR’smin ve optik 6zelliklerinin Ag’ten farkli olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Daha sonraki c¢alismalarda kanda herhangi bir maddeye ait miktar tayini
arastirildiginda, piklerin siddetinde bir degismenin oldugu ancak madde miktarinda degisme
olmadig1 gosterilmistir. Sonug olarak pik siddetinin degismesinin sebebi kullanilan AuNP ve

AgNP’lardan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 6.21. AgNP ve AuNP’lar kullanilarak elde edilen tam kan spektrumlarinin

karsilastirilmasi.

6.3.1. Kan orneklerinin haritalama yontemi ile incelenmesi

Numunelerin Raman spektroskopisi ile spektrumlar1 alinacagi zaman, istenilen
bolgenin goriintiisii netlestikten sonra lazer 1s1m1 numunenin secilen bdlgesinde tek bir
noktadan ¢ekim yapmaktadir. Dolayisiyla, farklt noktalarda da elde edilen spektrumlarda
degisimin olup olmadigini goérmek i¢in haritalama (mapping) yontemi ile ¢cekim yapilmistir.

Haritalama yonteminde numunenin farkli kisimlarinin ayni anda incelenmesi miimkiindiir.

Haritalama yontemi i¢in iki ayr1 kan Orneginin 16 farkli noktasinda AgNP’lar
kullanilarak SERS spektrumlar1 elde edilmistir (Sekil 6.22 ve Sekil 6.23). Ayn1 numunenin 16
farkli noktasindaki spektrumlarin ayni oldugu Sekil 6.22 ve Sekil 6.23’de goriilmektedir. Kan
orneklerinin farkli derinliklerinde Ol¢limlerine bagli kalmaksizin kuruma stirelerinin
birbirinden farkli olmas1 Raman siddetinde bir degismeye neden oldugu goriilmiistiir. Fakat

her iki numunede de neredeyse ayni pikler elde edilmistir.

Sonug olarak ister haritalama yontemi kullanilsin isterse normal yontem kullanilsin her
iki yontemde de elde edilen spektrumlar degismemektedir. Fakat haritalama yontemi normal
yonteme gore daha uzun siirmekte ve numunenin bekletilme siireside artmaktadir. Bu sebeple

normal yontemlerle tayin yapilmasinin uygun olacagi kanisindayiz.
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Sekil 6.22. Kuru kana ait Raman spektroskopisi ile goriintiisii ve haritalama yontemi ile elde

edilen SERS spektrumlari.
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Sekil 6.23. Kuru kana ait Raman spektroskopisi ile goriintiisii ve haritalama yontemi ile elde

edilen SERS spektrumlart.
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Haritalama yontemi ile tam kan Ornekleri inceleme sonucunda Raman piklerinin
kayma noktalart sirasiyla 670, 1003, 1125, 1230, 1340, 1365, 1446, 1560, 1623 cm? olarak
bulunmustur (Sekil 6.24). Bu pikler hem diger yapilan ¢aligmalarla hem de SERS metodu ile

elde ettigimiz kan pikleri ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 6.24. Haritalama yontemi ile elde edilen tek bir noktanin SERS spektrumlari.

6.3.2. Kanda farkh tiir uyusturucu maddelerin spektrumsal analizi

GC-MS metoduyla uyusturucu madde kullandiklari ve hangi tiire ait madde oldugu
belirlenmis olan kan 6rnekleri SERS metodu ile incelenmis ve spektrumlart elde edilmistir
(Sekil 6.25). Elde edilen spektrumun 400 ile 2000 cm™ arasindaki Raman band! incelenmistir.
Olgiilen spektrumlarin yorumlanabilmesi i¢in 400 ile 2000 cm™ arasinda ki bolge 5 kisma
boliinerek ayr1 ayri incelenmistir. THC ve THC+MDMA kullandig1 belirlenen toplam 6 tane
kanin AgNP’lar kullanilarak SERS spektrumlart alinmistir.

Calismamizda, MDMA+THC tiirii uyusturucu madde kullandigi bilinen ve sadece
THC tiirii uyusturucu madde kullandig1 bilinen kisilerin kan &rnekleri incelenmistir. Inceleme
sonucunda elde edilen spektrumlar arasinda farkliliklar oldugu saptanmistir. Bu farklilik

MDMA tiirii uyusturucudan kaynaklandigi ancak THC piklerinin ayni oldugu goriilmiistiir.

71



Sonug olarak, kan 6rneklerinde uyusturucu madde analizinin yapilabildigi ve her uyusturucu

maddenin farkli noktalarda spektrum vererek pik olusturdugu goriilmiistiir.

the
thc
thc
thc -
the

= = =thc, mdma

Raman Siddeti

400 600 800 1000 1200 1400
Raman Kaymas: (cm-1)

Sekil 6.25. Farkli tiir uyusturucu madde kullanan kisilere ait kanlarin SERS spektrumlart.
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Sekil 6.26. Farkl: tiir uyusturucu madde kullanan kisilere ait kanlarin spektrumlarmin 600-800

cm™ aras1 bolgede incelenmesi.
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Sekil 6.27. Farkli tiir uyusturucu madde kullanan kisilere ait kanlarin spektrumlarinin 800-

1000 cm™ aras1 bélgede incelenmesi.
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Sekil 6.28. Farkli tiir uyusturucu madde kullanan kisilere ait kanlarin spektrumlarinin 1000-

1230 cm™ arasi bolgede incelenmesi.

73



Faman Siddeti

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1300 1320 1340 1360 1380 1400 1420 1440 1460 1480 1300

Raman Kaymasi (cm-1)

Sekil 6.29. Farkli tiir uyusturucu madde kullanan kisilere ait kanlarin spektrumlarinin 1250-

1510 cm™ aras1 bolgede incelenmesi.

Raman Siddeti
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Sekil 6.30. Farkl: tiir uyusturucu madde kullanan kisilere ait kanlarin spektrumlarinin 1510-

1730 cm™ aras1 bolgede incelenmesi.
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Elde edilen spektrumlarda 600-800 cm™ arasi bolgeyi kapsayan kisim 1. bélge olarak
almmuistir (Sekil 6.25). Bu bolgede 610, 640, 700 cm™ olan pikler biitiin kanlarda ayn1 oldugu
belirlenmistir. Fakat 755 cm™de farkli bir pik elde edilmistir. Elde edilen bu pik THC+
MDMA tiirii uyusturucu madde kullanan kisiden alinan kan numunesinde farklilik
gostermistir. Diger piklerin ise birbiriyle uyumlu oldugu goriilmiistiir (Sekil 6.26).

Elde edilen spektrumlarda 800-1000 cm™ arasi bolgeyi kapsayan kisim 2. bdlge olarak
alinmistir (Sekil 6.25). Bu bolgedeki 839, 885, 932, 967, 1002 cm™ de elde edilen piklerin
tiim kanlar i¢cin uyumlu oldugu goriilmistiir (Sekil 6.27).

Elde edilen spektrumlarda 1000-1230 cm™ arasi bdlgeyi kapsayan kisim 3. bolge
olarak alinmustir (Sekil 6.25). Bu bolgedeki 1035, 1090, 1124, 1185 ve 1210 cm™ de elde
edilen piklerin tiim kanlar i¢in uyumlu oldugu goriilmiistiir (Sekil 6.28).

Elde edilen spektrumlarda 1250-1510 cm™ arasi bolgeyi kapsayan kisim 4. bolge
olarak alinmustir (Sekil 6.25). Bu bolgedeki 1342 ve 1438 cm™ de elde edilen piklerin tiim
kanlar i¢in uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Fakat 1375 cm™de farkli bir pik elde edilmistir. Elde edilen bu pik THC+ MDMA
tiirli uyusturucu madde kullanan kisiden alinan kan numunesinde farklilik gostermistir. Diger
piklerin ise birbiriyle uyumlu oldugu goriilmiistiir (Sekil 6.29).

Elde edilen spektrumlarda 1510-1810 cm™ arasi bélgeyi kapsayan kisim 5. bdlge
olarak almmustir (Sekil 6.25). Bu bolgedeki 1600, 1658 ve 1730 cm™’de elde edilen piklerin
tiim kanlar i¢in uyumlu oldugu goériilmiistiir.

Fakat 1620 ve 1565 cm™’de farkli bir pik elde edilmistir. Elde edilen bu pik THC+
MDMA tiirii uyusturucu madde kullanan kisiden alinan kan numunesinde farklilik

gostermistir. Diger piklerin ise birbiriyle uyumlu oldugu goriilmistiir (Sekil 6.30).

6.4. EtG’nin Raman Spektroskopisi ve SERS Metodu ile incelenmesi

Etanoliin glukuronik asit ile konjugasyonu etil-B-D-glukuronid (EtG) faz |l
metabolitini {iiretir. Bu reaksiyon, liridin difosfat-glukoronil transferaz enzimleri tarafindan

katalizlenmektedir.
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Sekil 6.31. EtG’nin Raman spektrumu.

Sekil 6.31’de EtG’nin normal Raman spektrumu gosterilmistir. Bu bandlarin

titresimleri tek tek degerlendirildiginde diger ¢aligmalarla uyumlu oldugu bulunmustur.

Yapilan bu ¢alisma sonucunda, 2900 ve 2977 cm™ arasindaki bandlar EtG'nin C-H
titresimleri olarak kabul edilmektedir. Karboksilik asitten elde edilen karbonil grubunun band1
ise 1735 cm™ 'de goriilmektedir. 1436 ve 1465 cm™deki bandlar sirasiyla CH, ve CHs
asimetrik titresimler olarak kabul edilmektedir. Sirasiyla 890 ve 1101 cm™de C-O-C simetrik

ve C-O-C asimetrik titresimleri goriilmektedir.

Sekil 6.32’de hem normal Raman hem de SERS metodu ile EtG’ye ait elde edilen

spektrumlar gosterilmistir.

EtG’nin normal Raman spektrumunda 890, 1101, 1436, 1465, 2900 ve 2977 cm 'de
pikler elde edilmistir. Bu piklerin SERS metodu ile elde edilen spektrumunda da ayni oldugu
bulunmustur. SERS metodu ile elde edilen siddetin daha gii¢lii oldugu fakat bu piklerde ki
Raman kaymasmin degismedigi goriilmektedir. Bunun sebebi ise, AgNP’larin yiizeyde
zenginlestirme meydana getirmesi ve bu sayede Raman sacilmalarinin artmasima neden
olmaktadir. Dolayistyla, karigimlar iginde bulunan ¢ok az miktarda maddenin SERS metodu

ile ayriminin yapilabilir veya varlig1 tespit edilebilir.
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Sekil 6.32. EtG’nin normal Raman ve SERS spektrumlari.

6.5. Kanda Etanol Miktarinin ve EtG’nin Kismi En Kii¢iik Kareler Metodu (Partial
Least Squares) Ile Tayini

Alkol kullanan kisilerden alinan kan oOrnekleri hem AuNP’lar hem de AgNP’lar
kullanilarak SERS spektrumlari elde edilmistir. SERS spektrumlarindan elde edilen verilere,
etanoliin kantitatif tayini i¢in uygun bir kemometrik metot kullanilmistir. Bu nedenle etanoliin
miktar tayininde PLS metodu kullanilmistir. Sinirli sayida veri bulunmasindan dolay: ¢apraz

gegerlik yontemi uygulanmistir.

6.5.1. Kanda etanol miktarimin tayini

Kanda etanol miktarinin tayini i¢in ilk olarak bir model olusturulmustur ve daha sonra
kan ornekleri bu modelle incelenmis ve etanol miktar1 tespit edilmistir. PLS modellerinin
uyumluluk derecesi, 0 ile 1 arasinda degisen R? degeri ile nitelendirildi. R®nin 1.0 olmasi
miikemmel bir korelasyonu temsil ederken, R%nin 0.0 veya sifira yakin olmas1 X degiskeni
ile Y degisken matrisi arasinda higbir korelasyon bulunmadigini belirtir. Olusturulan bu
modele gore, bilinen etanol miktarlar1 ile PLS metodu ile tahmin edilen degerler arasinda

uyumlu bir korelasyon bulunmustur (Sekil 6.33).
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Ayni etanol miktarina sahip kan oOrnekleri AuNP ve AgNP’lar ile ayr1 ayn
incelenmistir. Sonug olarak farkli nanopargaciklarda kanda ki etanol miktarinin degismedigi
goriilmistir (R*=1).

Olusturulan bu modele gore etanol miktar1 bilinen ve i1yi bir korelasyon sagladigimiz

veriler kontrol grubu olarak alinmis ve etanoliin olup olmadigi bilinmeyen kan ornekleri ise

test grubu olarak alinmis ve olusturulan PLS modeli uygulanmustir.

AuNP’lar kullanilarak elde edilen SERS spektrumlar1 AgNP’lar kullanilarak elde
edilen SERS spektrumlarindan daha siddetli pik vermesine ragmen incelenen numunenin

icerigindeki arastirilan maddelerin miktarinda bir degisiklik olmadig1 gozlenmistir.
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Sekil 6.33. PLS metodu ile elde edilen ait kalibrasyon egrisi.

Elde edilen modelin test verisine uygulanmasi ile tahmin edilen etanol miktarlar1 Sekil
6.34’te gosterilmistir. Alkol kullanmayan 18, alkol kullandig: bilinen 9 olmak iizere toplam
27 kan ornegine ait veriler PLS modeli ile incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore verilerin

sadece 9 tanesinde etanol miktari tespit edilmistir.
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Etanol miktar1 tayin edilen kanlar alkol kullandigi bilinen kisilerden alinan kan

orneklerine ait oldugu goriilmiistiir (Sekil 6.34). Yani uygulanan model ile alkol kullanan

kisilerin kaninda etanol miktar1 rahatlikla saptanabilmektedir.

Sonug olarak; SERS metodu ve elde edilen verilerin PLS yontemi ile Kkantitatif

analizlerinin sonucunun sensitif ve spesifik oldugu kanisindayiz. Tip 6zellikle de adli tip

laboratuvarlarinda hizli bir teknik olarak SERS metotlar1 kullanilabilecegi hatta rutin

caligmalar i¢in de hizli ve duyarli bir yontem oldugunu diisiinmekteyiz.

PLS metodu ile tahmin edilen dederler (mg/dl)
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Sekil 6.34. PLS metodu ile tahmin edilen etanol miktar tayini.

6.5.2. Kanda EtG’nin SERS metodu ve PLS metodu ile analizi

viicut sivilarinda EtG’nin belirlenmesine yonelik yapilmis bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir.

EtG, alkol aliminin mindr bir gdstergesidir. Bundan dolay1; idrar, kan, gozyast gibi

Etanoliin metabolize olmayan az miktarmin serbest yag asitleriyle glukurono

konjiigasyonu sonucunda EtG’nin olustugu ve kan, ter, idrar gibi viicut sivilariyla disar

atildig bilinmektedir.
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Calismamizda, alkol kullanan ve kaninda etanol miktar1 tespit edilen kisilerin kan
orneklerinde alkol aliminin bir belirteci olan EtG’nin Raman spektroskopisi ve SERS metodu

ile tespit edilip edilemeyecegi arastirilmistir.

EtG’nin aniliz sonuglarina gore, kanda EtG seviyesi ile alkol tiiketimi arasinda bir
iliskinin oldugu yapilan calismalarla da desteklenmistir [74-77]. Yaptigimiz calismada da
alkol kullananlarda alkol aliminin belirteci olan EtG seviyesi ile alkol tiiketimi veya kandaki
etanol miktar1 arasinda bir iliskinin oldugu saptanmistir. Yani, etanol seviyesine gore EtG

PR

seviyesinin de degistigi gdzlenmistir.

Alkol kullanan bir kisiden alinan kan orneginde elde edilen SERS spektrumu ile
EtG’nin Raman spektrumu Sekil 6.35°de gosterilmistir. Sekil 6.35°de gosterilen iki
spektrumun daha net analizinin yapilmas1 ve alkol kullanan kisilerden alinan kan 6rneklerinde
EtG’ye ait piklerin elde edilip edilemeyecegini gostermek icin spektrum iki ayr1 bdlgede

incelenmistir.

— AgNPs + Kan
—— Hg
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Sekil 6.35. Tam kanda elde edilen SERS spektrumu ile EtG’nin Raman spektrumunun

karsilagtirilmasi.
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Sekil 6.36. 400-1100 cm™ aras1 spektral bolgede tam kanda elde edilen SERS spektrumu ile

EtG’nin Raman spektrumunun karsilastirilmasi.
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Sekil 6.37. 1000-1800 cm™ aras1 spektral bolgede tam kanda elde edilen SERS spektrumu ile

EtG’nin Raman spektrumunun karsilastirilmasi.
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Sekil 6.36 ve Sekil 6.37°de goriildiigii gibi, iki ayr1 bolgeye ait sirasiyla 747, 890,
1034, 1101, 1336 cm™ deki piklerin aym oldugu goriilmiistiir. Fakat Sekil 6.31°de gdsterilen
ve saf EtG i¢in belirledigimiz bazi piklere kan 6rneklerinde rastlanmadigi goriilmistiir. Saf
EtG’de karboksilik asitten elde edilen karbonil grubunun band1 ise 1735 cm-" de goriliirken

etanol bulunan kanlarda bu pike rastlanmamustir.

Cizelge 5.3’te belirtildigi gibi GC-MS metodu ile etanol miktar: belirlenen 10 tane kan
orneginin SERS spektrumlarinin elde edilmesinde hem AuNP’lar hem de AgNP’lar ayr1 ayri
kullanilmistir. Analiz i¢in 400-2000 cm* arasindaki bolge alinmistir. PLS metoduna aktarilan
ve kalibrasyonu yapilan kanlardaki EtG ve ayrica saf EtG analizi yapilmistir. Daha sonra test
verisi eklenmis ve EtG’nin analiz edilip edilmeyecegi arastirilmistir. Elde ettigimiz sonuglara
gore kandaki etanol miktarlariyla uyumlu olarak EtG orant da kemometrik tekniklerle

kantitatif olarak elde edilmistir (Sekil 6.38).

Ayni kanlarin Kkantitatif olarak analizi yapildiginda Au veya Ag nanpargacik
kullanilmas1 sonucu degistirmedigi gozlenmistir. Uygun kemometrik analizin yapilmasi ile
istenilen bilesik veya analit Raman spektroskopisi ile elde edilmistir. Fakat Raman
spektroskopisinde cihaza daha sonra ekledigimiz adli tip kiitliphanesindeki verilerle uyumlu
olmadigr goriilmiistiir. Raman spektroskopisinden elde edilen referans bilesikler ile incelenen
molekiiliin spektral desenine yakinligi bu molekiile ait olup olmadigini garanti etmemektedir.
Bundan dolayr spektrum analizi i¢in karakteristik veya grup frekanslarinin degerlendirilmesi
gerekmektedir. Miktar tayininin yapilmasinda ise uygun kemometrik teknigin secilmesi ve

uygulanmasi olduk¢a 6nemlidir.

Alkol kullandigim bildigimiz kisilerden alinan kanlar, etanol miktar1 farkl bir cihazla
belirlenen kanlar, alkol bulunmayan kanlar ve EtG arasindaki fark PLS metodu ile kolaylikla

elde edilebilmektedir (Sekil 6.39).

PLS modeli ile alkol kullanan ve kullanmayan toplam 47 kisinin kan 6rnegi ile saf
EtG’nin analizi yapilmistir. Saf EtG miktarinin oldukga yiiksek oldugu bulunmustur. Kanda ki
EtG ile saf EtG karsilastirildiginda ise aralarinda bir uyumun oldugu ancak alkol alimina baglh
olarak EtG miktarinin da degisebilecegi gosterilmistir. Ayrica, aynmi kanlar farkli nanoparcacik
ile SERS spektrumlar1 alindiginda dahi EtG’nin belirlenen etanol miktari ile orantili oldugu
gozlenmistir. Yani EtG miktar1 fazla olan kanda etanol miktarin da fazla oldugu

bilinmektedir.
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Sekil 6.38. PLS metodu ile alkol kullanan kisilerin kanlarindaki EtG’nin kantitatif analizi.
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Sekil 6.39. PLS metodu ile etanol bulunan ve bulunmayan kan 6rneklerinde EtG analizi.
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6.6. Kanda EtG’nin PLS-DA (Kismi En Kiiciik Kareler-Diskriminant Analiz) Metodu

ile Analizi

PLS-DA (Kismi En Kiigiik Kareler -Diskriminant Analiz) metodu kemometride en iyi
bilinen siniflandirma yontemlerinden biridir. EtG, alkol kullanan kisilerden alinan kan
ornekleri ve alkol kullanmayanlardan alinan kan 6rnekleri PLS-DA metodu ile istatistiksel
olarak analizi yapilmistir. Alkol kullanan kisilerde EtG’nin pozitifligi veya bulunup
bulunmadiginin analizi i¢in iki farkli sinif elde olusturuldu. PLS-DA siniflandirma modeli
icin alkol kullananlar, kullanmayanlar olmak {izere iki siiftan elde edilen veriler kullanilarak

gerceklestirildi. EtG’den elde edilen veriler bir test veri seti olarak kullanilmistir.

Sekil 6.40’ta, CV (Capraz gecerlik) metodu kullanilarak elde edilen kalibrasyon
sonuglart gosterilmektedir. Kalibrasyon sonucuna gore, Gizli degiskene (Latent Variable)
kars1 ongoriilen siniflarin plani, gergeklestirilen filtrasyondan sonra elde edilen spektral veri
degiskenliginin seviyesini yansitmaktadir. Raman spektrumlarmin yiiksek degiskenligi,
numunelerin  dogal heterojenligini yansitmaktadir. Kalibrasyon sonucu elde edilen
parametreler Cizelge 6.3’te gosterilmistir. Bu parametreler girdi olarak kullanilmis ve tiim kan

ornekleri ve EtG’nin analizi yapilmistir.
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Sekil 6.40. Deneysel verilerin diskriminant analizi.
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Cizelge 6.3. PLS-DA analizinden elde edilen parametreler.

Siniflar Sinif 0 (Alkol kullanmayanlar) Sinif 1 (Alkol kullananlar)
Sensitivity (Cal) 1 1

Specificity (Cal) 1 1

Sensitivity (CV) 1 0.967
Specificity (CV) 0.967 1

RMSEC 0.0452 0.0452
RMSECV 0.1511 0.1511

R” Cal 0.99 0.90

Sekil 6.41°de R? ve RMSE degerlerinin girdi olarak kullanilarak uygulanan PLS-DA
analizinin sonuglar1 gosterilmektedir. Esik (threshold) degeri, yanlis pozitiflerin ve yanlis
negatiflerin sayisinin en aza indirildigi Y-degerinde secilmistir. iki farkli sinifa gore (EtG nin
bulunup bulunmadigi) analizi yapilan kan orneklerinde, uygulanan PLS-DA metodu ile Y

ekseni yani diskriminant skorlarinda yanlis siniflandirma olmadig1 gériilmiistiir.

Sekil 6.41°deki Y ekseni, belirli bir Raman spektrumunun 6ngoriilen "simif degerleri"
ya da bu spektrumun EtG miktarinin belirlenebilme egilimine karsilik gelmektedir. Yatay
kirmiz1 kesikli ¢izgi, tahmini kan tanimlama esigidir. 1 degeri, bir spektrumun bir sinifa (EtG)

ait oldugunu ve 0 degeri ise olamadigini gosterir.

Sekil 6.41°de alkol kullananlardan elde edilen kan 6rnekleri ile EtG’nin birbirine yakin
oldugu fakat alkol kullanmayanlardan alinan kan 6rneklerinin ise farkli oldugu gézlenmistir.
Yani, tiim kan orneklerinden alinan verilerin PLS-DA metodu ile dogru siniflandirildigi ve

esik ¢izgisine (kirmizigizgi) yakin kan drneginin bulunmadigi gozlemlenmistir.

85



o
(]

=
&0

T
I

= =

. o
T T
L 1

o
(%]
T

I

Y Tahmin Edilen (Sme 1)

_—em e e e e e o e e o e e o o e e e e

=
[ =]
T
|

=
(=3}
T
|

=
.
T
|

Y Tahmin Edilen (Sin1f 0)

=
]
T
|

e ! o? e 0o0%% o
oF—=—=—=—=—=—=—=——--—-- Lot aad dul Aad As 4% T oo Sinb X 2a 1
. .
_'D_L | | | | | | | | |
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Kan Ornekleri

Sekil 6.41. Kan drneklerine ait istatistiksel degerlerin (R?, RMSEC, RMSECV)
uygulanmasiyla tahmin edilen PLS-DA analizi. a. Alkol kullananlara gore (Smif 1), b. Alkol

kullanmayanlara gore (Sinif 0).
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Islem Karakteristik Egrisi (ROC- Receiver Operating Characteristic Curve), farkli esik
degerleri i¢in dikey eksen lizerinde dogru pozitifler (duyarlilik) ve yatay eksen tizerinde yanlis
pozitiflerin (1-specificity) oranlarinin yer aldig1 bir egridir. Sekil 6.42°’de ROC egrisi degerleri
ile siniflara ait elde edilen duyarhilik (sensitivity) ve 1-6zgillik (1-specificity) grafikleri

gosterilmistir.

Duyarlilik ve 6zgiilliikk, ROC egrisinin tasarimina izin veren temel 6zelliklerdir. ROC
egrisine bakarak, en uygun esik degeri (yani optimal smiflandirma modeli) tanimlanabilir.
Miimkiin olan en iyi smiflandirma yontemi, ROC alaninin sol iist kdsesinde, maksimum
duyarlilik ve 6zgiilliigli temsil eden bir nokta verirken, rastgele siniflandirmada sol alttan sag

ist koselere diyagonal ¢izgi boyunca noktalar verir.

ROC egrisi altindaki alan (AUC-Area Under Curve), secilen kesim (cut off)
degerinden bagimsiz olarak model performansinin 6nemli bir géstergesidir. Bir tani testi igin
ROC egrisi altinda kalan alan, etkinlik diizeyine bagli olarak 0.50 ile 1.00 arasinda degerler
alabilir. Bu deger biiyiidiikge tani testinin ayirt etme yetenegi artar. ROC'nin 1'e yakin olmasi
smiflandirmanin performansi o kadar iyi olur [136, 137]. Dolayisiyla, yaptigimiz ¢alismada

elde edilen sonuglara gore, ROC egrisinde elde edilen degerler 1 ve 1°e yakin ¢ikmustir.

ROC egrisi altindaki alanlar (AUC) ise hem alkol kullanmayan hem de alkol
kullananlardan olusan farkli iki sinif icin 1 olarak bulunmustur. Ozellikle tipta hastaliklarmn
tahmini i¢in kullanilan AUC degerinin 1.0 olmasi miikemmel tani konulabilmesi ig¢in
kullanilmaktadir. Dolayisiyla Raman spektroskopisindeki verileri PLS-DA metodu ile kanda
EtG ve etanoliin tespiti icin kullanilmasinin yani swra farkli hastaliklarin  tanisinin

yapilabilmesini de saglayacaktir.
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Sekil 6.42. Olusturulan siiflara ait PLS-DA ile elde edilen ROC egrileri.
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Uygulanan PLS-DA metodu ile farkli gizli degiskenler (LV) elde edilmistir. Bu gizli
degiskenler ile elde edilen iki boyutlu sekil incelendiginde EtG ile alkol kullanan kisilerden
alinan kan oOrneklerinin aymi kiimede yer aldigi, alkol kullanmayanlardan alinan kan
orneklerinin EtG’nin bulunmadig1 ayr bir kiimede oldugu goézlenmistir. Bu ayrimin en iyi
gozlendigi gizli degiskenlerin orani sirasiyla % 29.53 ve % 8.34 olarak bulunmustur (Sekil
6.43). Dolayisiyla, PLS-DA metodu ile kanda EtG’nin bulunup bulunmadigi kolaylikla elde

edilmektedir.
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Sekil 6.43. PLS-DA metodu ile elde edilen LV skorlari.
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7. SONUC VE ONERILER

Molekiillerin titresim spektrumlarindan tanimlanmasi i¢in en uygun ara¢ olan spektral
veri tabanlaridir. Bu veri tabanlarindan farkli olarak Raman spektroskopisinin kendine ait
bilinmeyen spektruma rakamsal olarak ¢ok yakin eslesen referans bilesiklerini listelemesi s6z
konusudur. Fakat Raman spektroskopisinden elde edilen referans bilesiklerin incelenen
molekiiliin spektral desenine yakin olamsi, bu molekiile ait oldugunu garanti etmemesinden

dolay1 karakteristik veya grup frekanslarinin degerlendirilmesi gerekmektedir.

Zayif Raman sinyallerinden dolay1 diisiik hassasiyet ve yabancit maddeler veya renkli
ambalaj malzemesi nedeniyle olusan kuvvetli floresans olugsmaktadir. Bu sorunlarin yapilan
caligmalara engel olmamasi i¢in, SERS metodu ve 785 nm dalga boylu lazer kullanilarak
asilmistir. Raman spektroskopisi ve SERS metodu, biyolojik sistemlerin analiz edilmesi
bakimindan oldukg¢a giicliidiir. Adli Bilimlerin yani sira g¢esitli tip uygulamalarinda etkili ve
¢ok yonlii analitik bir teknik oldugu kanitlanmstir. Biyolojik sivilarda, organik ve inorganik
bilesiklerin varliginin tespitinde, insana ait dokularin kimyasal bilesimlerinde, kan
metabolitlerinin ve tedavi edici ilaglarin kimyasal Ol¢timlerinde, klinik tanit ve biyolojik
orneklerin Kalitatif ve kantitatif analizi ve daha bir¢cok c¢alismada kullanilmaktadir. Bazi
numunelerin incelenmesinde tek basina Raman spektroskopisi yeterli olmadigi veya elde
edilen Raman piklerinin zayif oldugu durumda ise SERS metodunun uygulanmas: ile daha net

sonugclar elde edilmektedir.

Raman spektroskopisi kullanilarak yapilan kalitatif tayinler, kemometri kullanilmadan
yapilabilmektedir. Klasik olarak, veri analizi, nitelenmesi gereken fonksiyonel grup hakkinda
bilgi igeren bilinen degiskenler iizerinde gergeklestirilir. Ancak, spektral bilgi mevcut
oldugunda kemometri kullanmak son derece avantajlidir. PLS metodu, karisimlarda bulunan
bilesenlerin miktar tayininde orijinal kalibrasyon yontemiyle elde edilmesinde ve karisimlarda
bulunan ve numunede spektrum yoluyla belirlenebilen bilesenlerin miktar tayininde
kullanilmaktadir. Bu bilesenlere uygun olarak bir lineer regresyon egrisi elde edilmektedir.
Bir¢ok metoda gore spektral kantitatif analizlerde tahmin giicii oldukg¢a yiiksektir. Ancak,
PLS’nin bilesenlerin konsantrasyonlarina gore elde edilen dogrusalliktan uzaklagmalar
nedeniyle anlasilmasi ve yorumlanmasini zordur. Bu nedenle rutin disinda yapilan bilimsel
caligmalarda kullanilmasi ve yorumlanmasi olduk¢a onemlidir. Yapilan tez galismasinda,
alkol kullanan kisilerden alinan kan 6rnekleri hem AuNP hem de AgNP’lar kullanilarak
SERS spektrumlar elde edilmistir. AuNP’lar kullanilarak elde edilen Raman spektrumlari
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AgNP’lar kullanilarak elde edilen Raman spektrumlarindan daha siddetli pik verdigi
goriilmektedir. Fakat incelenen numunenin igeriginde arasgtirilan maddelerin miktarinda bir
degisiklik herhangi bir degisiklik meydana getirmemistir. Bu durum Raman spektroskopisi

ozellikle SERS metodu ile yapilan incelemelerde biiylik bir avantaj saglamaktadir.

Yaptigimiz c¢alismada, kan 6rneklerinde etanol miktar1 ve EtG’nin pozitifligi, Raman
spektroskopisi ile kemometrik metotlar kullanilarak ilk kez bulunmustur. Ayrica, EtG’ninde
hem Raman hem de SERS metoduyla analizinin ilk kez yapilmasi ve alkol alimma bagl
olarak kandaki etanol miktariyla iliskili olarak degisebileceginin gosterilmesi bakimindan da
onem tasimaktadir. Literatiire baktigimizda, etanol ve EtG’ye ait Raman spektroskopisi ile
yapilmis calisma bulunmamaktadir. Yaptigimiz calisma, Raman spektroskopisinden elde
edilen verilerin uygun bir kemometrik yontem ile analizi sonucu 6zellikle etanol tespit edilen
kan orneklerinde EtG’ninde yiiksek bir 6zgiilliik ve duyarlilik ile tespit edilmesi bakimindan
da ayr1 bir énem tasimaktadir. Ozellikle, Tiirkiye’de adli tip laboratuvarlarinda Raman
spektroskopisi yaygin olarak kullanilmamaktadir. Hizli, tahribatsiz analiz sagladigindan
dolayr Raman spektroskopisinin yaygin olarak kullanilmasi avantaj saglayacaktir. Ayrica
taginabilir Raman spektroskopilerinin alinmasi ve adli tip kiitiiphanesindeki verilerle
desteklenmesi de olay yerinde delillerin hemen analiz edilmesini saglayacaktir. Alkol
kullanan kisilerin kanlarinda EtG’nin varliginin arastirilmasi ile birlikte idrarda da varliginin

desteklenmesi ile daha kesin sonuglarin elde edilebilecegi kanisindayiz.

Bogma Rakida bulunan etanol ve metanoliin de8isimi ve miktari, Raman
spektroskopisinden elde edilen veriler ve PLS yontemi yardimiyla Olgiilebilirligi
gosterilmistir. Yakin gelecekte gida kontroliinde yasadisi alkol belirlenmesinde Raman
spektroskopisinin dnemli bir rol oynayacagii umuyoruz. Ozellikle kagak iiretilen rakilardan
alinan numunelerin laboratuvarda incelenmesi ve sonuglarin elde edilmesi yerine, olay

yerinde analizinin hemen yapilabilmesi de biiyiik bir avantaj saglayacaktir.

Tibbi laboratuvarlarda, tam kan, serum ve idrar gibi biyolojik sivilarda etanoliin tespiti
ve miktar 6l¢limii icin hizli ve giivenilir metotlara ihtiya¢ duymaktadir. Alkoliin tiikiiriik, idrar
ve kan serumu gibi biyolojik sivilarda algilanmasi, alkollii icki tiiketimi, toksikoloji ve adli
bilimlerle ilgili énemli bir gorev olusturmaktadir. Ozellikle, GC veya GC-MS, en yaygin
kullanilan ve dogru sonuglar elde edilen tekniklerdir. Fakat yiiksek maliyet ve uzman personel
gerektirmesi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Dolayisiyla, Raman spektroskopisi ve SERS
metodu ilerleyen teknoloji ¢agina uygun olarak oldukg¢a hizli ve spesifik oldugu igin tip

ozelliklede adli tip alanlarinda kullanilmasinin 6nemli olacagi kanisinday1z.
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Ek 1. Adli Materyaller i¢cin Renishaw Raman Veritabam

Renishaw Raman Database of Forensic Materials

126 entries
110 different substances, including:

apply innavation™

* common narcotics and their precursors, cutting agents and diluants

* explosives

# gunshot rezsidue (GSR) and gunpowder

Sample list:

1

{+) methamphetamine

2 4 dinitroteluene (DNT)

2 3 dimethyd 2,3 dinitrobutane (DMNE)
2 5 dimethoxybenzaldshyde 80%
2-hydinoogy-5-nifro benzoic acid
34 S4rmethouybenzaldehyde (98%)
34 dinitroteluene (DNT)

4 mononitrotoluene (MNT)
T-diethyl-4-methylcoumarin
Acetic anhydnde

Acetone

Alylberzens, BE%
Alpha-lactose monohydrate
Alpha d-glucose

Alphrazolam

Aluminium nitrate

Amberiite

Amrmonium Formate (27%)
Ammonium nitrate

Amobarbital, sodium salit
Barbital

Barium nitrate

Benzaldehyde (98+%)

Benzene

Benzoylecgonine hydrate

Benzyl cyanide

Benzyl chloride

Blue dextran

Boron carbide

Boron cxide

Bmmaaepm

Butabarbital

Buta bital

Caffene

Calkeium nitrate

Charcoal

Chlordiazeperoxide hydrochloride
Cocaine hydrochlonde

Cocaine free base
D-amphetamine suffate
Diamorphine hydrochloride
Dl-amphetamine suifae
D-Mannitol

D-sorbitol

Ecgonine methyl ester hydrocharide hydrate
Ecgonine hydrochloride
Ephedrine

Ethylamine

Ethyl p-amino benzoate
Formarmide

Graphite

Gunpowder
Hexamethyitetramine
Hydrawxylamine hydrochionide

| methadone hydrachloride
Levorphanal

Lidecaine

Lithium nitrate

Mapnesium nitrate hexahydrate

MDA HCL

MOMAHCL

Mercury (1) chloride
Mescaline hydrochloride

{#) Methamphetamine
Methylamine hydrochlonde
Morphine suffate pentahydrate
Morphine 3Hbeta-D-glucuronide
Mitroethane [267%)
Mitromethans

MN-methyl formamide
Morcocaine

Moscapine hydrochlonide
Fapaverine hydrochloride
Pentobarbital

Phenyl acetic acid
Phenyl acetons
Piperomy alcchol
Piperonal
Pipendine (B9%)
Polyethylene
Putassium nitrate
Potassium permanganate
Procaine
Pseudoephedring
ROX

Safrole

Salicylic acid
Secobarbital

Sodium hyregen carbonate
Sodium suffate (anhydrous)
Sodium stearate

Sodium chlorate

Starch

Stearic acid

Strontium nitrate

Suffur

Temazepan

Tetracaine

2,4 G-rinitrotoluene (THT)
Tolusne

Trisodium citrate

Urea

Vanillin {29%)

Isosafrole

107 Flour

108 Sugar

108 Tac

110 Diazepam {Valium)
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Ek 2. Etik Kurul Onayi ve izinler

MK

TAYFUR ATA SOKMEN TP FAKOLTESI

KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN AGIK ADE

‘Raman spektroskopisi ve ylizeyde zenginlestinilmis raman
Sspektrogkopisi (SERS) tekniklerinin adli up uygulamalanndaki
Ustaniklerinin incelenmesi”

ARASTIRMANIN PROTOKOL KOO

17/1272015/135

AT
AN NLLE

ETIK XURULUN ADI

MKU TAYFUR ATA SOKMEN TIP  FAKOLTESI KUNIK

ARASTIRMALAR ETIK KURULU

AGIK ADRESL:

MKUO Alshan Kampiiss Antakyas HATAY

TELEFON

0326 245 51 14

FAKS

0326 24551 14

E-POSTA

tipetiki@ gmai. com

REATIOTE NMNASYE

| K A UMLU
| BULUNDUGU MERKEZ

KOORDINATORSORUMLY

ARASTIRMACI
UNVANIVADLSOYADI

Ofr.Gor. Giines ACIKGOZ

[ KOORDINATORSORUMLY

ARASTIRMACININ UZMANLIK
ALANT

Anabtlim Dali

ARASTIRMACININ

MKU Saghk Hizmetleri MYO

DESTEKLEYNI

DESTEKLEYICININ YASAL
TEMSILCES!

ARAGTIRMANIN FAZI VE
TR0

FaZ1

FAZ2

FAZ]

FAZA

Gaclemsul ilag caligmas

Tag dige Klink aragtinna

ooo|oo|o

Dider ise bebininiz

ARASTIRMAYA KATILAN
MERKEZLER

TEK MURKSZ.
v

COK MERKEZL|
=]

ULUSAL
o

Etik Kurul Bagkam

Unvany/AduSoyad

lmza:

“7

APr.Nazan SAVAS
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MEL]

TAYFUR ATA SOKMEN TIP FAKITLTES]
KLIMIE ARASTIRMALAR ETIE EURULU KARAR FORMU

"Raman spekiroskopist ve ylizevde zenginlestirilmis raman

Fiik Kunal Baskam

Unvany AdiSoyads ; azan SAVAS
[mza:
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ARAFTIRMANIN ACIK ADL Sapektroskopisi (SERS) tekniklerinin adli up uygulamalanndaki
nsdnloklcrinin incelenmesi™
| ARASTIRMANIN FROTOKOL KOOU L 1220157135
Belge Adi Tarihi e mili
ARLASTIRMA PROTOKDLD I
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Al

TAYFUR ATA S0KMEN TIP FAKULTESI
ELINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULLU KARAR FORMU

ARASTIRMARIN ACIK ADI

‘Raman spekiroskopisi ve yizeyde zenginlestirilmis raman

Sspekiroskopisi (SERS) tekniklerinin adli tp uygulamalanindaki

iistimlitklerinin incelenmesi™

ARASTIRMANTH F

ROMOMKCIL KT

IT2R2015/ 135

el Deg D Fitih SEFIL
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HATAY DEVLET HASTANESI BASHEKIMLIGI'NE

‘Raman Spektroskopisi ve Yiizevde Zenginlestirilmis Raman Spektroskopisi (SERS)
Tekniklerinin Adli Tip Uygulamalanndaki Ustiinliklerinin Incelenmesi’ isimli galigmayi

vapmek ilzere alkol kullananlarin kamnin alinmasina izin verilmesi hususunda,

Geregini bilgilerinize arz ederim, 25.04.2016

hr Giines ACIKGCI'Z

26 oy 72046
— b&\)&“”‘l

“Bayram HERKE?
4 DEWLET HASTANES!
AEsticisi
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