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1. GIRIS VE AMAC

Belge; bir gerceklige taniklik eden yazi, fotograf, resim, film vb materyaller
olarak tanimlanirken adli bilimlerde ise bir olguyu ya da bir savin dogrulugunu
gosteren, yazili veya basili kanitdir. Giinliikk hayatimizi diizenleyen ve insan tarihinin
vazgecilmez taniklarindan olan belge, kagidin kesfi ile beraber toplum diizeninin bir
parcasi olarak hayatin her asamasinda (iletisimden egitime, kiiltiirden sanata, saglik ve
daha birgok alanda) etkin rol oynamaktadir. Bilgisayarin yasantimizda aktif olarak
kullanilmasiyla belgeler dijital olarak hazirlansada belgenin gegerliligi i¢in miirekkepli

kalem ile atilmis imza gerekmektedir.

Belgeler insanlar arasinda verilen sozlerin gegerliligini saglayan yazili kanitlar
oldugundan kotiiye kullanimi siklikla goriilmektedir. Bu nedenle belge sahteciligi en
yaygin su¢ tiirlerindendir. Adli yargi sistemi belgenin yazari ve belgedeki siipheli
yazilarin olusturulma zamanlari ile ilgili olarak bilirkiginin bilgi ve deneyimine ihtiyag
duymaktadir. Bilirkigiler bu sorulara cevap bulabilmek i¢in Kagidin ve miirekkebin
yapisini  ileri  analitik  yOntemlerle inceleyerek, verileri  degerlendirmeleri

gerekmektedir[1].

Yirminci yiizyilin basindan beri Avrupada ve Ozellikle Amerikada siipheli
belgeler iizerinde adli kimya wuzmanlar ({ilkeleri ¢apinda, federal hiikiimetler
kapsaminda ve 6zel sektérde, miirekkep yas tayinini rutin olarak ¢ok cesitli kriminal
olguyuda kapsayacak sekilde yapmaktadirlar. Burada temel amag¢ sahteciligin
delillerinin bilimsel deneylerle ortaya ¢ikarilmasidir. Ulkemizde ise bu konu ile ilgili ilk
calisma miirekkebin ¢dziiciisiiniin buharlagsmasinin termodinamigi ile ilgili olup, Avci
ve arkadaglar1 tarafindan 2000 yilinda yayinlanmistir. Caligmasinda miirekkebin
ucucusunun yiizeyden buharlasmasini modelleme olarak kullanmis ancak yasla
baglantisina deginmemistir. Bu calismadaki modellemenin miirekkep yas tayininde
kullanilabilecegi 2012 deki Antonio Cantu ve arkadaglarinin yayinladigi makalede

ongoriilmiistiir[2,3]. 1904 yilindan itibaren miirekkep yas tayini ile ilgili ¢alismalarin



sayis1 hizla artarak gliniimiize kadar gelmistir. Avrupa Adli Bilimler Ag1 olan ENFSI
2010 yilindaki genel kurul toplantisinda miirekkep yas tayininin standardlagtirilmasini
“Monopoly Projesi” olarak desteklenmesi kararini aldi. 2010 yilinda yaptigimiz literatiir
taramasinda Amerika ve Avrupada belgenin aymi kalem ve ayni mirekkep ile
olusturulup olusturulmadiginin belirlenmesinin yani1 sira belgedeki siipheli yazilarin
arasinda zaman farki olup olmadigi sorularina cevap verebilecek yontemleri iceren
birgok calisma mevcut iken ve istelik bu c¢alismalarin temeli c¢ok eskilere
dayanmaktayken ne yazik ki llkemizde bu konu ile ilgili herhangi bir bilimsel
calismanmn olmadig: tespit edildi. Bu nedenle 2010-2011 déneminde Istanbul
Universitesi Adli Tip Enstitiisii Fen Bilimleri Laboratuvarinda ¢alismalara baslandi. Bu

kapsamda Haziran 2011 tarihinde bu tezin yiiriitiilmesi 6ngoriildii.

Calismalarimizin planmasi sirasinda 0-24 aya kadar olan belgeleri kisa erimli, 24
aydan daha eski tarihli belgeleri ise uzun erimli olarak tanimladik. Yapilan
arastirmalarda yas1 24 aya kadar olan belgelerden miirekkebin ¢oziiciisii
fenoksietanoliin zamanla kagit tizerinden diisiik bir hizla buharlasarak yok oldugu( yani
tamamen kurudugu) tespit edilirken, uzun erimli belgelerde ise zaman ilerledikce ise
miirekkebin yapisinda boyar madde olarak bulunan CV nin demetilasyonu sonucu metil
viyoleye ve metil viyoleninde demetilasyonu sonucu tetrametil pararosanile doniistiigii
tespit edilmistir[1]. Gerek fenoksietanoldeki degisim gerekse boyar maddedeki
degisimler belgedeki silipheli yazilarin olusturulma zamanlart hakkinda bilgi

vermektedir.

Kisa erimli yontemle siipheli yazilarin yazim zamani kiyaslanmas1 miirekkebin
¢oziiclisli olan Fenoksietanoliin analizi temeline dayanir. Bu nedenle ¢alismamizda 0-24
aylik belgelerdeki siipheli yazilarin yazim zamanlarinin kiyaslanmasinda kullanilmak
tizere Fenoksietanoliin Termal Desorber—-Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektroskopisi
(TD-GC/MS) de tayinine imkan veren yontemin gelistirilerek uygulanmasi amaglandi.
Belgedeki uzun erimli siipheli yazilarin kiyaslanmasinda ise miirekkebin boyar
maddelerinin (Kristal Viyole, Metil Viyole, Tetrametil Pararosanilin, Viktorya Mavisi)
analizi temel alindi. Ayn1 belgedeki siipheli yazilarin olusturulma zamanlar1 2 yildan
daha eski ise, boyar maddelerin zamana bagl fizikokimyasal 6zelliklerini belirlemek

izere nitel ve nicel analizine gidilmesi gerekmektedir. Bu boyar maddelerin Yiiksek



Basingli Sivi Kromatografisindeki (HPLC) analizi bu amaca hizmet ettiginden bu

yontemin gelistirilmesi ve uygulanmasi amaglandi.

Gelistirilen yontemler gecerli kilindiktan(validasyon) sonra piyasadan rastgele
farkli model ve markaya ait 20 adet mavi tiilkenmez kalem temin edildi. Her ay diizenli
olarak basi1 farkini ortadan kaldirmak icin ayni kisi tarafindan A4 standard ofis kagidina
(80g/m?) 5 cm mesafe araliklariyla(Bu mesafenin nedeni fenoksietanoliin kagit
yiizeyindeki goclinden dolay1 girisim olmamasi) ¢izgiler ¢izildi. Oda sicakliginda %45-
55 nem araliginda saklandi. Bu kosullarda saklanan belgeden her ay ornek alinarak
Fenoksietanol’tin TD-GC/MS ile analizlenmesi sonucu bir yaglanma egrisi ¢izilmesi

amaclandi.

Uzun erimli belgelerin analizi i¢in ise yukarida belirtilen arsivin yani sira farkli
kisiler tarafindan farkli zamanlarda mavi tilkkenmez kalemler ile olusturulmus tarihi
bilinen gergek belgeler kullanilarak Kristal Viyole (CV), Metil viyole (MV), Tetrametil
Para Rosanilin (TPR) ve Viktorya Blue’nun (VB) HPLC ile analizlendi. Elde edilen
veriler degerlendirildiginde gelistirilen bu metotlar ile belgedeki miirekkeplerin yapilar

ve yazim zamani farki olup olmadigina dair irdeleme yapildi.

Belgenin saklama kosullarinin miirekkebin zamanla degisimine etkisini incelemek
icin, kagit ve seffaf dosyada saklanan belgeler incelendi. Bunlara ilave olarak basi

farkinin zamanla miirekkep degisimine etkiside incelendi.

Belgedeki stipheli yazilarin olusturulma zamanlarimin kiyaslanmasi alaninda
yargl sistemine hizmet etmek isteyen bilirkisilere rehber olmasi amaciyla izleyecegi

yol ve kullanacag1 yontemler icin bir siire¢ akis semasinin belirlenmesi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. HUKUKI ACIDAN BELGE

Sahtecilik suglarinin maddi konusu belgedir. Belge; bir gergeklige taniklik eden
yazi, fotograf, resim, film vb dokiimanlar olarak tanimlanir. Adli bilimlerde bir olguyu

ya da bir savin dogrulugunu gosteren, yazili veya basili kanittir.

Belge,765 sayili1 TCK’da “kullanilan varaka” terimine karsilik olarak 5237 sayili
TCK ile yasal terim olarak hukukumuza girmistir. Belgeden séz edebilmek igin
iceriginin yazildig1 nesne, zamana ve dis etkilere kars1 dayanikli ve belirli siirekliligi

olmalidir.Belgede asagida bahsedilen niteliklerin bulunmasi gerekir:

A-Yazili olma: Belgeyi olusturan irade, yazili olarak saptanmalidir. O halde
belgeden soz edilebilmesi igin 6ncelikle yazili olma kosulunun gergeklesmesi gerekir.
Gerekgeye gore “ yazili kagit niteliginde olmayan sey, ispat kuvveti ne olursa olsun,

belge niteligini tasimamaktadir.” climlesi ile belirtilmektedir[4].

B- Yazimin hukuki deger tasiyan, anlasilabiliv bir icerigi olmaldir: ITrade
beyanini ortaya koymasi gereken yazinin anlasilabilir, hukuken korunmaya deger bir
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icerigi olmalidir. Bu durum 204. maddenin gerekcesinde “ kagit iizerindeki yazinin,
anlasilabilir bir icerige sahip olmas1 ve ayrica bir irade beyanini ihtiva etmesi gerekir”

seklinde vurgulanmistir[4].

C- Yazi imza icermelidir: Diizenleyicisinin teshis edilebilir olmasi, belgeden s6z

edilmesi i¢in vazgeg¢ilmez bir kosuludur[4].

D- Yazi tasinabilir bir seyin iizerine yazilmaldir: Yazinin belirli bir cisme ve
taginir bir seye kaydedilmesi gerekli bulundugundan bilgisayar programlar1 ve verileri
belge olarak kabul edilemez. Evrakin kendine 6zgii maddi bir varlig1 olabilmesi i¢in ise
yazinin, gerek ilizerine yazi yazilmasina gerek elde taginmaya ve devredilmeye elverisli

bir sey lizerinde olmas1 gerekir[4].



E- Yaziy1 diizenleyenin belli olmasi gerekir: Yazinin kim tarafindan yazildigi
yazi ile ifade olunan irade beyaninin sahibinin kim oldugu yazidan anlasilmalidir. Aksi

halde yazi belge niteligini tasimaz[4].

F-Yazt hukuki deger tasimali ve hukuki sonu¢ dogurmalidir: Ceza hukuku
yoniinden belge ispat giliciinli tasimalidir. Belgenin igeriginde kanitlama araci olma giicii
bulunmalidir. Belge ayrica hukuki degerede sahip olmalidir. Hukuki degerden amag,
hukuki hiikiim ifade etmesi ve hukuk alaninda 6nem tasiyan herhangi bir olay i¢in kanit
olusturabilmesidir. Bunun yaninda belge ayn1 zamanda hukuki sonu¢ dogurmalidir.
Belge bir hakkin degismesine, dogumuna veya ortadan kalkmasina neden oluyorsa

hukuki sonu¢ doguruyor diye kabul edilir[4].

5237 sayilh TCK nin gerekgesinde; belge, eski dilimizde “evrak” kelimesi
karsiliginda kullanilmakta olup yazili kagit anlamina gelmektedir. Bu bakimdan, yazili
kagit niteliginde olmayan sey, ispat kuvveti ne olursa olsun, belge niteligi

tasimamaktadir denilmektedir[4].

2.1.1. Belge Tiirleri

5237 sayili kanun da oldugu gibi, belgelerin ii¢ tiirii oldugu kabul edilmistir.

Bunlar,

+ Resmi Belge
+ Ozel Belge

+ Resmi belge hitkmiinde belgeler

Bu ayrim yalnizca islenen su¢ nedeniyle verilecek ceza yoniinden degil, sugun

maddi unsurlarinin gergeklesmesi agisindan aranan kosullar yoniinden de 6nemlidir[4].

2.1.1.1. Resmi Belgeler

TCK da resmi belge tanimlanmamis, resmi belgenin ne oldugu ogreti ve
mahkeme kararlarina birakilmistir. Baz1 yazarlar resmi belgeylr bir memur
tarafindangorev ve fonksiyonu sebebiyle diizenlenen yazi olarak tanimlamistir[5].
Resmi belgelerin kanitlama giicii, 6zel belgelere gore daha yiiksektir. Bir belgenin resmi

belge niteligini tasiyabilmesi i¢in {i¢ unsurun birlikte varlig1 zorunludur.



+ Belge kamu gorevlisi tarafindan diizenlenmelidir
+ Kamu gorevlisi belgeyi gorevi geregi diizenlemelidir.

+ Belge, yasalarda belirtilen yonteme uygun ve zorunlu bigimsel kosullar igerecek

sekilde diizenlenmelidir.

Bir belgeye resmi niteligini verebilmek i¢in yalnizca kamu gorevlisi tarafindan
diizenlenmesi yetmez. Bunun yaninda, diizenlenen belge ile kamu gorevlisinin arasinda
nedensellik bagi bulunmalidir. Bagka bir anlatimla belgenin diizenlenme nedeni kamu
gorevlisinin gorevine girmelidir. Bu durum TCK 204/2. maddede agik bir sekilde ifade

edilmistir.

Resmi belgede sahtecilik sucunun olusmasi i¢in, belgeyi diizenlemek yeterli
olup, belgenin kullanilmasi gerekmez. Buna karsilik 6zel belgede sahtecilik sugunun
gerceklesmesi i¢in Ozel belgeyi diizenlemek yetmez, suga konu 0Ozel belgenin

kullanilmasi da gerekmektedir.

Resmi belgeler, kanitlama giicii bakimindan, sahteligi sabit oluncaya kadar
gecerli belgeler ve aksi sabit oluncaya kadar gecerli belgeler olmak iizere ikiye

ayrilir[4].

2.1.1.2. Ozel Belgeler

Resmi belge niteligi tasimayan ve 5237 sayili TCK’nin 210/1. maddesi uyarinca

resmi belge hitkkmiinde sayilmayan her tiirlii belge 6zel belgedir.

Ozel belgelere rnek olarak ihbar yazisi, teminat mektubu, vergi beyani, sigorta

girig bildirimi, mektup, kira sdzlesmesi, dilekce, tahliye taahhiidii verilebilir.

Ozel belgelerin, belge sayilabilmesi igin gerekli unsurlarmin bulunmasi ve

hukuki sonu¢ dogurmasi gerekir[4].

2.1.1.3. Resmi Belge Hiikmiinde Belgeler

Aslinda niteligi bakimindan 6zel belge olmalarina karsilik TCK bu belgeler
tizerindeki sahteciligi 5237 sayili TCK m.210/1 ve 765 sayili TCK’nin 349/2 maddeleri

resmi belge iizerinde islenmis gibi cezalandirmaktadir.



5237 sayili TCK’nin 210/1. maddesi, resmi belge hiikmiinde kabul edilen
belgeler; Emre veya hamile yazili kambiyo senedi, Emtiay1 temsil belge, Hisse senedi,
Tahvil ve vasiyetnamedir. Bu belgeler iizerinde islenen sahtecilik suglart TCK’nin
204/1 maddesindeki kamu gorevlisi olmayan kisinin resmi belgede sahteciligi olarak

cezalandirlir.

Bu tiir belgeler iizerinde islenen sahtecilik eyleminin cezalandirilmasi i¢in bu
belgelerin kullanilmasi gerekmez. Ancak bunun i¢in bu tiir belgelerin 6zel yasalarinda
aranan tiim unsurlar tasimalar1 gerekir. Bu unsurlardan birinin eksik olmasi halinde

belge 6zel belge sayilacaktir[4].

2.2. BELGELER UZERINDE YAPILAN SAHTECILIKLER

Sahtecilik kelimesi; bir seyi gercekmis gibi gostermek, bu amacla diizmece,
yalan-dolanda bulunmak, hile yapmak gibi anlamlari barindirmaktadir. Bilinen

Sahtecilik yontemleri;

1. Biitiinii ile yapuan sahtecilik: Ornegin; bos bir niifus ciizdani, diploma,
pasaport vb. matbu evrakin sahte miihiir ve kase de kullanilarak yapilan

sahteciliktir[4].

2. Kismen yapilan sahtecilik: asil (gercek) belge lizerinde oynayarak hukuktaki
ifadesiyle belgeyi tagyir edilmesi (degistirilmesi)dir. Bu sekilde belge/deger-

zaman-anlam acisindan degisiklige ugratilmis olur[4].

3. Ekleme: Belge iizerindeki yazi veya rakam kisimlarinda gesitli oynama veya
eklemelerle harf veya rakamlarin anlam verdigi zamanmi veya miktari

degistirmektir[4].

4. Silme, kazima: Belge iizerinde fiziksel yada kimyasal olarak silme ve kazima
islemi yapilarak deger ve anlam bakimindan degisiklik yapmak suretiyle

yapilan sahteciliktir[4].

5. Siirsarj(degistirme): Belge iizerinde harf, rakam veya kelimenin {iizerinde
oynayarak bunu bagka bir harfe; rakam ise bagka bir rakama doniistiirmek ve
bu sekilde anlam, deger ve zaman bakimindan degisiklige ugratmaktir. Siirsarj

teknigi ile degistirilen belgeye 6rnek Sekil 2.1 ve Sekil 2.2°de verilmektedir.
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Sekil 2.1°de orjinalinde 03/03 tarihinde bulunan belge 3 rakamu siirsarj teknigi

kullanilarak 8’e doniistiirilmustir[6].

08,08

Sekil 2.1: Siirsarj Teknigi ile degistirilen belge[6]

Sekil 2.2°de ise belgede 2005 tarihinde bulunan 5 rakami 9 a doniistiiriildigi
goriilmektedir[6].

12003

Sekil 2.2: Siirsarj Teknigi ile degistirilen belge [6]

6. Lekeleme: Siirsarj ve silme-kazima ile yapilan sahteciliklerde degisikliklerin
goze carpmamasi ve dikkat ¢ekmemesi icin o yere miirekkep, boya vs.

dokiilmek suretiyle lekelemedir[4].

7. Isttma(Yakma)-eskitme: Yeni diizenlenmis belgelere eski goriiniimii vermek
tizere firinda Ya da bir iki giin giines 1s18inda bekletilerek kismen sarartilmasi
sonrasinda nemli ortamda bekletilip belgenin yillar 6nce diizenlendigi izlenimi

verilmesidir[4].

Imzada Bazi Sahtecilik Yontemleri:
1. Ustten kopya yontemi: Gergek bir imzanimn 6rnek olarak kullanilip, iistten hat

ve ¢izgiler takip edilerek imzalarin taklit edilmesidir.

2. Bakarak kopya yéntemi: Yetenekli kisilerin gergek imzalari karsisina alarak

orjinalini taklit etmesidir.



3. Imza(yaz) Transferi yontemi: Orijinal  imzalarin yerinden bilgisayar
ortaminda alinarak istenilen belgenin altina gelecek sekilde ayarlanarak

hazirlanan imzalardir.

4. Inkar kastiyla imza atma yontemi: Bu yontem belge tanzim edildikten sonra
sahteciligi yapacak kisi, ileride imzasini inkar etme kastiyla imzalama

yontemidir[4]

2.3. BELGEYI OLUSTURAN UNSURLAR:

Belge sahteciliginin aydinlatilmasinda belgeyi olusturan unsurlarin detayli incelenmesi

gerekir. Bunlar:

+ Kagit
+ Modern Yaz1 Yazma Aragclari
+ Miirekkep [1]

2.3.1. Kagt

Kagit; odun, kumas yada belli otlardan elde edilen seliillozdan yapilmis bir
maddedir. Cogunlukla yazma islemlerinde kullanilan iizeri bask1 ya da ¢izim yapilabilen
veya ambalaj amaciyla kullanilan ince malzemedir. Ilk olarak kagit M.O. 2500-2000
yillart arasinda, Nil nehri kiyilarinda biiyliyen uzun saz agaglarindan yapilmistir. Buna
papiriis adi verilmistir. Papiriis yapiminda, sazlarin yan yana dizilmesiyle olusan
tabakalar, birbirinin lstiine yerlestirilir ve preslenip kurutulurdu. Papiriis ile kagit
arasindaki temel fark, kagidi olusturan maddelerin, lif yapisina indirgenip yeniden
diizenlenmesidir. Glinlimiizde kullanilan kagitla yakin 6zellikte olan, bitki, liflerinden
yararlanilarak yapilan kagit tiretimi, MS 105 yilinda Cinde yasayan bir memur olan Tsai

Lun tarafindan icat edilmistir[1,7].

2.3.1.1. Kagit Hamuru Uretimi

Kagidin ham maddesi seliiloz ¢esitli ham maddelerden (bitki, hayvan, mineral)
alinabilir ya da sentezlenebillir. Kagit endiistrisinin en dnemli ve ekonomik lifi odun
hamuru olmustur. Lif yapismasin1 (kohezyonunu) veya kagidin kalitesini artirmak i¢in
kagit hamuruna cesitli ilaveler yapilir.r. Agirtma islemi dnceleri klorla yapilmis ¢cevresel

nedenlerden dolay1 yerini sirasiyla ozon, klor dioksit ve hidrojen peroksite birakmustir.
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Boyut ajanlar1 (alum/regine Olgiisii, alkil keten dimerler, alkenil susinik anhidrit); kuru
mukavemet ajanlar1 (katyonik nisasta, tutkal, poliakrilamidler); 1slak mukavemet
ajanlar1 (lire formaldehit, melamin formaldehit ve poliamin regineleri); renklendirici
ajanlar (asit, bazik ve direk boyalar, renkli pigmentler) kaplama ajanlari1 (titanyum

dioksit; sodyum bikarbonat) bahsedilmesi gereken fonksiyonel katkilarin bazilaridir[7].

Mekanik ve kimyasal (pisirme) olmak {izere baslica iki yontem kagit hamuru
tiretiminde kullanilmaktadir. Mekanik yontem ile tiretilen kagit hamurundan daha diisiik
kalitede (gazete kagidi gibi) kagit iiretilmektedir. Odun parcalan (lif) ve sudan olusan
karisima kagit hamuru denilmektedir. Bu karisim birgok kez elekten gecirilerek, biiyiik
pargalarin kiigiiltiilmesi i¢in yeniden isleme sokulur. Ardindan, hamurdaki fazla su,

degistirici veya yalin makine ile hamurdan alinir.

Kimyasal (pisirme) yonteminde de, mekanik yontemde oldugu gibi ¢ok kiiciik
parcalara ayrilir. Kimyasal yontemi digerinden ayiran 6zellik istenmeyen maddelerin
ayirilmasinda su yerine kimyasal madde kullanilmasidir. Bu sekilde daha yiiksek
miktarda istenmeyen madde hamurdan uzaklastirildigi icin daha kaliteli kagit elde
edilmektedir. Kimyasal yonteminde, asit serbeti yontemi ve alkali serbeti yontemi
olmak {tizere iki farkli yontem kullanilmaktadir. Kimyasal yontemle pisirme islemi
uygulandiktan sonra, hamur icindeki yabanci maddelerin uzaklastirilmasi amaciyla
yikama islemi yapilir. Hamurun yikanmasindan sonra hamurun tiiriine ve kullanim
amacina gore agartma yapilir. Agartma, yalnizca bir agartma serbetinin eklenmesinden,
cok asamali kimyasal islemlerin uygulanmasina kadar degisen cesitli yontemlerle

gerceklestirilebilir.

Kimyasal pisirme yontemi ile hazirlanan kagit hamurlarima dévme islemi
uygulanir. Mekanik yontem ile elde edilen hamurlar iiretim sirasinda zaten slayterlerde
veya diskli rafindrlerde dovmeye benzer bir etkiye ugradiklarindan, bu yontemle elde
edilen hamurlara dovme islemi uygulanmamaktadir. Dovme ile liflerin 6zel yiizeyi 4-6
kat artar, lifler incelir ve esneklik kazanir boylelikle kagit yapmaya daha uygun hale
gelir. Bu sekilde bitkisel liflere istenen fiziksel 6zellikler verilerek istenilen 6zellikte
kagit elde edilmesi saglanmaktadir. Dovme sirasinda hamura, ¢esitli boya ve dolgu
maddeleri katilabilir. Dolgu maddeleri, kagidin opaklik, yumusaklik, beyazlik, renklilik,
yilizey diizgiinliigli, miirekkep emme yetenegi gibi 6zelliklerini iyilestirmek amaciyla

eklenir. Bunlar ayn1 zamanda kagidi, boyutlar1 agisindan dengeli hale getirmeye ve iyi
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bir son goriiniis verilmesine de yarar. Ornegin; kagit hamurunu beyazlatmak amaciyla
cogunlukla kil, titan dioksit ve tebesir gibi beyaz maddeler kullanilmaktadir. Kagidin
suya karsi1 direncinin arttirilmasi, su tabanl miirekkeplerin etkisiyle kagidin yirtilmasini
engellemek amaciyla kagit hamuruna regineler katilir. Bu sekilde su tabanlh
miirekkeplerle yazi yazilabilir. Baski miirekkepleri, petrol ya da alkol tabanl
oldugundan basim i¢in kullanilan kagitlarin reginelenmesine gerek yoktur. Bununla
birlikte iiretilen kagitlarin biiylik kisminda reginelenme yapilmaktadir. Kagitlarda
renklendirme amaciyla gesitli renk pigmentleri ve boya maddeleri eklenmektedir. Dolgu

maddeleri, dovme yerine makinanin giris boliimiinde de hamura karigtirilabilir|8].

2.3.1.2. Miirekkebin Kagida Gegisini Etkileyen Parametreler

Kalinlik; bir tek kagit pargasinin alt ve st yiizeyi arasindaki mesafenin mikron
cinsinden ifadesidir. Kagidin kalinliginin homojen olmasi gerekmektedir. Ciinki
kalinlik degerleri arasinda olusabilecek farkliliklar miirekkep aliminin farkli olmasina
dolayisiyla da ton farkliliklarinin olusmasina sebep olmaktadir. Kalinlik degeri

uygulanacak miirekkebin basincinin ayarlanmasi agisindan da 6nemlidir.

Nem; kagidin biinyesinde bulundurdugu su miktaridir. Kagit neminin yiiksekligi
veya diisiikligii kagit kalitesinde olumsuz sonuglara neden olmaktadir. Nem azaldikca
kagit kirilgan bir hal alirken, fazlaliliginda ise miirekkebin kurumasimi geciktirdiginden
dolay1 yazi kalitesi olumsuz olarak etkilenmektedir. Kagit i¢in yazi yazilmadan onceki
nem kadar saklama kosullarindaki nem degeri de ¢ok Onemlidir. Kagit hidrofil (suyu
seven) yapida oldugundan nemi kendisininkinden yliksek bir ortama girdiginde nem
almaya, tersi durumda ise nemini vermeye egilimlidir. Bu nedenle ¢evre nemi kagit
nemiyle dengede olmalidir. Eger bu denge yoksa kagitla ¢cevre arasinda nem aligverisi
olmaktadir. Bu da kagitta diiz durusu etkilemekte, kagida yazim esnasinda titresim ve
kivrilma sorunlarina yol acabilmektedir. Saklama kosullarinda en ideal nem orani %

55°dir.

Cobb degeri; kagit ylzeyinin suya karsi gosterdigi direncin veya suyu
kabuliiniin bir dl¢iisiidiir. Bu deger, belirli bir siire igerisinde 1 m? kagit yiizeyi
tarafindan emilen su miktarnin g/m? cinsinden ifadesidir. Emilim siiresi diinya

standartlarinda ofset, fotokopi ve kuse kagitlarda 60 saniyedir. Cobb degerinin mutlaka
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optimum bir aralikta tutulmasi gerekmektedir. Cobb degerinin diisiik veya yiiksek

olmasi miirekkebin kagida temasi sirasinda yazi kalitesini dnemli 6l¢iide etkilemektedir.

Dayaniklhilik; kagidin kopmadan 6nce dayandigi birim genislik basina diisen en
bliyiik kopma direncidir. Yazi1 oncesi dayaniklilik kadar yazi sonras1 dayaniklik degeri
de 6nemlidir. Yaz1 yazildiktan sonra dayaniklilik degerinde artis olmasi gerekir. Bu artis
gozlenmiyorsa kagit — miirekkep dengesizligi var demektir. Dayaniklilik degerindeki bu

artis %100 seviyelerine ¢ikabilmektedir.

Porozite; birim zamanda ve birim basing farki altinda birim alandan gegen
ortalama hava akis miktaridir. Hava gecirgenligi ml/dk olarak ifade edilmektedir.
Porozite degeri sayisal olarak arttikca kagidin hava gegirgenliginin yiiksek oldugu
anlagilmaktadir. Porozite degeri de kagidin cinsine ve kullanim alanina gore optimum
diizeyde olmalidir. Yaz1 kagitlarinda porozite degerinin yiiksek olmasi miirekkebin
kagida niifuz etmesi sirasinda problem olusturdugundan yazi kalitesini olumsuz yonde

etkilemektedir.

pH degeri; Secilecek miirekkep ile yazilacak kagit ylizeyinin pH degerlerinin
uyumlu olmas1 gerekmektedir. Yazi sirasinda ise; miirekkebin kagidin yapisini bozarak
clriitmemesi, ton farki goriilmemesi ve kuruma sorunlarinin yasanmamasi i¢in pH

degerinin kontrol altinda tutulmas1 gerekmektedir.

Yiizey diizgiinliigii(perdah); Yiizey diizgiinliigi iyilestik¢e yeterli ortiiciiliik icin

gerekli miirekkep ihtiyact azalmakta, yazi kalitesi ve yazi parlakligi ise artmaktadir[9].

2.3.2. Yaz1 Yazma Araglari

Kalemin tarihi yazinin tarihinden eskidir. Eski insanlar duygu ve diisiincelerini
topraga veya kuma parmaklari ile ¢esitli sekiller, objeler ¢izerek anlatmislardir. Daha
sonra Siimerler diizgiin tabletlerin {izerine ¢ivi veya sivri objelerle sekiller ¢izmeye
baslamistir. Parmak ve ¢ividen sonrasi; kamis firgalar, simsir veya metal levhalar, fildisi
kalemler, kus tiiyleri, miirekkepli kalem, kursun kalem, tiikenmez kalem, daktilo ve

klavye olarak giiniimiize kadar gelmektedir.

Miirekkepli kalemin icad1 milattan dncesine dayanmaktadir. ilk miirekkep is, gaz
yag1, misk ve esek derisinden elde edilmis bir tiir yapiskan maddeyle olusturulmustur.

Bu madde bambu ya da kamislarin i¢ine doldurularak yazi yazilmaktaydi. Miirekkepli
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kalem 1000 yil1 agkin siire kullanimdan diismedi. Endiistri devrimi ile birlikte dolma
kalemin icat edilmesi, kalem kullanimmna yeni bir soluk getirdi. Gliniimiizde de
kullanilmaya devam eden dolma kalemin mekanizmasinda kalemin ucunda bir hava
deligi ve ti¢ kiigiik kanal yer alir; Boylece miirekkep etrafa damlamaz ve kalemin ucuna
daha kolay gelir. 1935 yilinda Lazslo Josef Biro adli gazeteci matbaada kullanilan
miirekkebin gazetenin iizerinde hemen kurudugunu fark edince bu miirekkebi dolma
kalemde de denedi, fakat digerlerinden daha yogun olan bu miirekkep kalemin iginde
akmadi. Gazeteci kalemin ic¢indeki diizenegi degistirip bilyeli diizenek kullandi. Bu
bilye sayesinde her turda alinan az miktardaki miirekkep diizgiin bir bigimde kagida
geciyordu. Daha sonra bu iriiniin patenti alinarak seri iretime gecildi.
Giiniimiizde “pilot  kalem” olarak  bilinen kalemin diizeneginide bu bilye

olusturmaktadir[10].

2.3.3. Modern Yazi Yazma Araclari

Stipheli dokiimalardaki kalem incelemelerinde kalemleri ikiye ayirmak

miimkiindiir:
1-Tiikenmez Kalem: Yag bazli boyar maddeler ve pigmentler icerir.

2-Tikenmez kalem olmayan kalemler: Su bazli boyar madde ve pigment

igerirler. Dolma Kalem, roller kalem, markerlar, jel kalemler.

Modern yazi araglarindan tiikenmez kalemler 1945 yilinda, kegeli kalemler 1963
yilinda, marker kalemler 1970 yilinda ve jel kalemler 1984 yilinda piyasaya

striilmiislerdir [11].

2.3.3.1. Tikenmez Kalem

Tiikenmez kalem; i¢indeki borucuktaki 6zel ve koyu kivamdaki miirekkebi,
ucunda bulunan bilye sayesinde yiizeye aktaran modern bir yazi yazma aracidir.
Kullanilabilirligi ve bulunabilirligi ile gilinliik yasamda yaygin bir kullanima sahiptir. En
yaygin miirekkep renkleri mavi, siyah ve kirmiz1 olup, diger renklerde yazan tilkenmez

kalemler de tiretilmektedir.

Tiikenmez kaleme "tiikenmez" denmesinin nedeni, onunla yaklasik iki-ii¢
kilometre uzunlugunda bir ¢izgi cizilebilmesidir. Tipik bir tlikenmez kalemin igindeki

ince plastik tiipiin boyutlari 2 mm (i¢), 3 mm (dis) ve 120 mm.dir (uzunluk)[10].
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Sekil 2.3: Tiikenmez Kalemin kisimlar1 ve Miirekkebin bilyedeki goriiniimii

Tiikenmez kalemler de kapali sistem; yazma aygitinin haznesinin(kartus veya
kalem tiipii) i¢indeki miirekkebi tanimlar. A¢ik Sistem ise kagidin iizerine uygulanmis

ve ¢evre kosullarina agik miirekkebi tanimlar[11].

2.3.3.1.1. Tiikenmez Kalem Tarihcgesi
Tiikenmez kalem 30 Ekim 1888 tarihinde ABD'li denizci John Loud, derilerini

isaretlemek i¢in ucunda bilye bulunan miirekkepli kalemi icat etti ve ilk patentini aldi.
Bu bulusu, 1935 yilinda gazete editorii olan Macar Ladislao Biro ve kimyager kardesi
gelistirdi. Biro Kardesler, bulduklar1 kalemi tanistiklart Arjantin Baskani Augustine
Justo'ya gosterdi ve baskanin tesvik etmesiyle kardesler, Arjantin'de fabrika kurdular.
Yapilan ikinci denemede basarili oldular. Chicago'lu Milton Reynolds, Arjantin‘de
gordiigii bu kalemleri, Amerika Birlesik Devletleri'nde perakende olarak satmaya

basladi. 1940'larda artan tiikenmez kalem {ireticileri arasinda rekabet olusmaya basladi.

II. Diinya Savasi sirasinda Amerikan Hava Kuvvetleri, ucus personeli i¢in
tikenmez kalemini tercih etmesinin nedeni 3 bin metre yiiksekteki basingta diger

kalemlerin aksine miirekkebinin akmamasidir [10].

2.3.3.1.2. Tiikkenmez Kalem Miirekkebi

Tiikenmez kalem miirekkeplerinin yapisinda boyar maddeler, organik ¢oziiciiler

ve regineler bulunmaktadir[12].

Az miktarlarda ise diger katki maddelerine sahiptir. Bunlar kayganlastiricilar,
korozyon Onleyiciler, emiilsiyonlastiricilar, tamponlar, kalemin tikanmasini Onleyen

katkilar, mikrobiyolojik {iremeyi 6nleyen katkilar, pH ayarlayicilar vb. dir[1,11]
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2.3.3.1.2.1. Boyar Maddeler

Miirekkebe rengini boyar madde vermektedir. Bu maddeler inorganik veya
organik yapiya sahip olabilir. Inorganik boyalardan olusan miirekkebin rengi, kararli
kristallerdeki atomik gegisler sebebiyle olustugundan 1s18a karsi kararliyken organik
boyalar 1518a kars1 kararli degildir.

Boyalar renkli, iyonik, aromatik ve organik bilesiklerdir. Bu 6&zellikleriyle
boyalarin yapilari, UV dalga boyu simirlarindaki 1sinlar1 (yaklasik 200 nm) absorbe eden
benzen molekiiliine benzemektedir. Boyalarin rengi, boya molekiillerin yapisinda var
olan kromoforun enerji seviyelerini degistirmesi sonucu olusmaktadir. Bu degisim
sonucu goriiniir bolgede (400-800 nm) olusan absorbsiyonu goziimiiz renk olarak
algilamaktadir. Boyanin rengi bazen de oksokromlarin molekiilii iyonize hale getirip
absorbansini degistirmesinden kaynaklanmaktadir. Boyalar agirlikli olarak katyonik
(veya bazik) boyalardir. Yiik tasiyan atom genellikle azottur. Yiik sabit ya da degisken

olabilir.

Tiikenmez kalem miirekkebi renklendiricileri ucuz, saglam ve kalict renge sahip
olmalidir. Inorganik boyalar az bulunmalar1 nedeniyle maliyeti yiikselttiginden cok
fazla tercih edilmezken maliyeti diisiik organik boyalar daha ¢ok tercih edilirler.
Tiikenmez kalem miirekkeplerinde kullanilan boyar maddeler; Kristal Viyole
(heksametil metil viyole), Metil viyole (pentametil metil viyole), Bazik Mavi 26
(viktorya mavi B), Bazik Mavi 7 (Viktorya mavi BO), ve bakir ftalosiyanin tiirevleridir
[1,9,11].
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Sekil 2.4: Tiikenmez kalem miirekkeplerinde kullanilan boyalar[1]

2.3.3.1.2.2. Coziiciiler

Coziiciilerin miirekkebe katilmasinin nedenleri:renklendiricinin seyreltilmesi ve

renklendiricinin kagida tatbikinin seyreltilmesidir.

Tiikenmez kalem miirekkebinde ilk olarak yag bazli ¢oziictiler kullanildi. Daha
sonra yag bazli ¢oziiciiler yerini glikol bazl ¢oziiciilere birakti. Glikol bazli ¢oziiciiler,
genellikle alkoller ve etilen glikole cesitli alkil gruplarin baglanmasiyla olusan

eterlerdir[11].

Glikol ¢6ziictiniin tiikenmez kalem miirekkeplerinde siklikla kullanilmasi sudan
daha yogun ve miirekkebin gereksinimlerine uygun olmasindandir. Glikol ¢oziiciiler,
miirekkebin kalemin kartusunda sivi olarak kalmasin1 saglamaktadir. Kagida
uygulandiktan sonra ise bu ¢oziiciiler miirekkebin hizli bir sekilde kurumasina olanak
vermektedir. Baslangicta bu miirekkeplerde kullanilan ¢oziicliler olein, castoroil(hint
yagi) ve mineral yagdi. Glinlimiizde yaygin olarak Fenoksietanol, Fenoksietoks1 etanol,
dipropilen glikol, ftalik anhidrid, oleik asit, benzil alkol, 2-prolidon, butilen glikol vb.

¢oziicliler kullanilmaktadir[1].
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Sekil 2.5: Tiikenmez Kalem Miirekkeplerinde en sik kullanilan Coziiciiler[1]

2.3.3.1.2.3. Recineler

Regineler monomerlerin polimerizasyonuyla elde edilen ve diger molekiillere
gore daha fazla molekiil agirhigina sahip maddelerdir. Bunlar tiikkenmez kalem
miirekkebinin viskozitesini ayarlamak, film dayanirligimi ve miirekkebin bilyeden
kagida aktarilirkenki yaglama kalitesini arttirmak, miirekkebin kagit tizerindeki kuruma
asamasinda polimerleserek miirekkep ile kagit arasinda bir bag olusturmak igin
miirekkebin yapisina katilirlar. Suda ¢6ziinmezler ancak miirekkep formiiliinde bulunan
organik c¢oziiclilerde ¢Oziniirler. Regineler yiiksek molekiil agirligina sahip dogal ve
sentetik maddelerdir. Bunlar baslangicta sividir yavas yavas sertlesir. Tilkenmez kalem
miirekkeplerinde kullanilan regine alkid regine, poliester re¢ine, kolofon reg¢ine, fenolik
recineler, Kklorur ve polivinill asetat, oleylamin, etoksilat, ftalik asit esteri,

hidrojenlenmis asetofenon ve kondense formaldehitdir [1,11-13].

2.4, MUREKKEPLERDEN YAZI YASI TAYINI

Tilkenmez kalemler ile olusturulmus belgelerde belgenin ne zaman
olusturuldugunun tespiti oldukca zor bir siirectir. Miirekkebi olusturan kimyasallarin
zaman icindeki fiziko-kimyasal degisimlerinin 6lgiilebilir olmasi gerekir. Bu islemlerin

tamami1 miirekkep yas tayini olarak adlandirilir. Bu parametrelerin arasinda tespit edilen
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zamana bagli degisimler yas tayini i¢in duyulan gereksinimleri karsilamaktadir.
Miirekkebin yapisindaki kimyasal degisimlerinin analizlerinin  yorumlanmasi

asamasinda kaynaklarda 3 farkli yaklagima raslanmaktadir. Bunlar:

+ Statik Yaklasim
+ Mutlak Dinamik Yaklasim
+ Bagil Dinamik Yaklasim [14]

2.4.1. Statik Yaklasim

Statik yaklasim, miirekkebin icerisinde zamana bagli olarak degismeyen
bilesenlerin (Nadir toprak elementleri vb) analizine dayanmaktadir. Buylizden bu
yaklagima statik yaklasim denilmektedir. Her miirekkep {ireticisinin kendi iiretim
recetesi vardir. Yillara gore miirekkebin yapisina kattiklar1 isaretleyiciler
degisebilmektedir. Bu nedenle miirekkep iireticilerinin her yil iiretim recetelerini adli
laboratuarlara bildirmesi gerekir. Boylelikle laboratuarlarda yillara ve iireticilere gore
genis bir veri tabani olusturulabilir. Bu veri tabani sayesinde siipheli yaziy1 olusturan
miirekkebin bilesimi olas1 {iretim tarihlerinin belirlenmesine olanak verir ve bu nedenle
iddia edilen tarihte bu miirekkebin piyasada var olup olmadigi konusunda net bir fikir

sahibi olunabilir[14].

Avrupa’da 1960 yilinda Werner Hoffmann Isvigre Ziirihteki Kanton Polis
Laboratuvarinda miirekkeplerin tiretim tarihlerini tespit etmek i¢in miirekkep referans
kolleksiyonunu kullandi. Amerikada ise 1968 yilinda Brunelle Alkol, Tiitiin ve Atesli
Silahlar biirosunda ilk standard yazi miirekkebi referans kolleksiyonunu olusturdu.
Bunu standard miirekkep kiitliphanesi olarak tanitti. Kiitliphanede tiilkenmez kalem,
dolma kalem ve sivi miirekkeplerden olusan 2000 farkli standard bulunuyordu. Bu
kiitiiphane Amerika Gizli Servisi Adli Kriminal Laboratuvarindadir ve kullanilmaktadir.
Biinyesinde diinyadan toplanmis 6000 farkli miirekkep standardi bulunmaktadir.
Kiitiiphanenin kullanim amaci iiretim tarihi bilinen miirekkeplerle sorgulanan belgedeki
miirekkebi kiyaslayarak cevap vermektir. Ancak bu ¢alismanin giincelliginin
korunabilmesi i¢in miirekkep {ireticileri ile laboratuvarin is birligi i¢inde kalmalarinin
yani sira Ureticilerin  miirekkep bilesimlerindeki isaretliyicileri 5 yilda bir

degistirilmeleri gerekmektedir[15]. Veri tabanlarinin siirekli giincellenememesi ve tim
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miirekkepleri kapsayamamasi statik yaklagim ile miirekkebin tarihinin belirlenmesinde

en biiyiik dezavantajdir [1].

2.4.2. Mutlak Dinamik Yaklasim

Mutlak dinamik yaklasim miirekkebin kagit {izerindeki yaslanma siireclerini esas
almaktadir. Miirekkep, kartusda iken degil ancak kagida uygulandiktan sonra
yaslanmaya baglamaktadir. Miirekkebin yaslanmasi zaman haricinde bir¢cok faktérden
etkilenmektedir. Bunlar miirekkebin bilesimi, kagidin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ve
saklama kosullaridir [16]. Cogu durumda bu bilgilere ulasmak zordur. Bu da
miirekkebin mutlak yasinin belirlenmesini giiclestirmektedir. Bu ylizden zaman yerine

zaman araliklar1 kullanilmaktadir[17].

2.4.3. Bagl Dinamik Yaklasim

Bagil dinamik yaklasim yazilardaki miirekkeplerin yaslarinin karsilastirilmasini
esas almaktadir. Bu yolla yazilarin yast kronolojik olarak siralanabilmektedir. Bagil
miirekkep yas1 karsilastirmasi ancak ayni formiile sahip, ayn1 kagida uygulanmis ve
ayn1 saklama kosullarinda tutulmus belgelerde miimkiindiir. Bu belgelere verilebilecek
en iyi Ornek giinliiklerdir. Bagka bir ifadeyle, bagil yas tespiti belgedeki yazilar

arasindaki tek farkin yazilma zamanlari oldugu durumlarda uygulanabilmektedir [1].

2.5. TUKENMEZ KALEM MUREKKEBININ YASLANMA SURECLERI

Miirekkebin tiikenmez kalemin kartusunda degisime ugramadigi ya da ¢ok yavas
bir degisim gosterdigi genel olarak kabul edilen bir goristiir. Miirekkebin kagida
uygulanmasindan itibaren yaslanma siireci baglamaktadir. Bu siirecte ¢oziiciiler kagida
niifuz etmekte ve buharlasma da es zamanli olarak baglamakta, boyalar solmakta,
recineler ise polimerlesmektedir. Yaslanma siireci 151k ve sicaklik faktorlerden
etkilenmektedir. Miirekkebi olusturan unsurlardan yaslanmaya etkisi ayrintili
incelenmis olanlar; boyalarin 151k etkisiyle solmasi, ¢oziiciilerin buharlagsmast ve

reginelerin sertlesip polimerlesmesidir[1,15,17].

2.5.1. Boyalarin Solmasi

Boyalarin solmast sirasinda goriinlir ya da ultraviyole 1s18a maruziyet,
fotokimyasal reaksiyonlar1 tetiklemektedir. Organik bir molekiiliin bir fotonu

absorblamasiyla ardarda bir dizi reaksiyon olusmaktadir Bu reaksiyonlar, tepkimeye
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giren bilesiklerin konsantrasyonu, reaksiyon ortami, sicaklik, 1518in siddeti ve

dalgaboyu gibi faktorlerden etkilenmektedir[1].

Miirekkebin igersinde boyar madde olarak bulunan Kristal viyolenin de iiyesi
oldugu triarilmetan boyalar1 diisiik maliyetleri ve giicli renk o6zellikleri nedeniyle
renklendirmede sik¢a kullanilmaktadir. Ancak bu boyalarin 1s18a karst direngleri
diisiiktiir. Isiga maruziyet ile beraber zaman igerisinde renklerinin koyulugu azalmakta

ve solmaktadir.

Boyalarin solmasint kimyasal yapilarinin yani sira g¢evresel faktorler de
etkilemektedir. Oksijen, nem, sicaklik, 1518in dalgaboyu ve boyalarin konsantrasyonu,

15182 bagli solmanin hizin1 ve hangi yollari takip edecegini etkilemektedir[1].

Isiga bagli solmay1 etkileyen faktorler arasinda kagidin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri, ylizey ozellikleri, gbzenek yapis1 ve kagidin igerisinde kalan ¢oziiciiler 6rnek

olarak verilebilir. Bu faktorler 1s18a bagli solma tizerinde 6nemli 6l¢iide etkindirler [1].
Boyalarin bozunmasinin fotokimyasal siireci ¢esitli yollardan olmaktadir:

» Sekil 2.6’da gosterilen N- Demetilasyon olarak bilinen reaksiyonlar kolayca
tayin edilmektedir. Bu reaksiyonlar 1s18a maruziyete bagl olarak boyanin metil
gruplarmin  sirayla hidrojenlerle yer degistirmesiyle olusur. Bu yer

degistirmelerin her birinde molekiil agirlig1 14 g azalir.
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Sekil 2.6:Kristal viyolenin N-Demetilasyon mekanizmasi

> Ikinci reaksiyon tiirii oksijen araciligiyla boyalarn merkez C- Fenil baglarinin

ayrildig1 reaksiyonlardir. Sekil 2.7°de gdosterilen bu reaksiyonlarin sonucunda
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fenoller ve benzofenonlar olusur. Triaril metan boyalarinin kagit tizerinde 1513a
maruziyetleri sonucu tekli oksijen olusturduklari kanitlanmistir. Sudaki tekli
oksijenlerden olusan OH radikallerinin de baglarin ayrilmasini sagladigi
gorilmistir [18].
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Sekil 2.7: Kristal viyolenin tekli oksijen etkisiyle dimetilaminobenzofenon ve
dimetilaminofenol iirettigi reaksiyon mekanizmasi

> Uciincii tip reaksiyonlar ise uyarilmis boya katyonunun elektron eklenmesi ya da
fotokimyasal hidrojenasyonu sonucunda renksiz 16ko boya formuna

dontistiirildiigii reaksiyonlardir.

Her ii¢ bozunma reaksiyonu ayni anda ve ayni kosullarda gerceklesebilecegi gibi
151810 yoklugunda da bozunmay1 tespit eden caligmalarda yapilmistir. Bu farklilik
saklama kosullarindaki farkliliklar, degisik zamanlarda yapilan analizler ve kullanilan
metotlarin farkliligiyla agiklanmaktadir. Bir¢ok faktérden etkilenmesine ragmen metil
viyole ailesine ait boyalarin yaslanma siireclerini incelemek, boyanin kagit lizerinde

solma mekanizmasini anlamak agisindan gereklidir [1,9].

2.5.2. Coziiciilerin Buharlasmasi

Sekil 2.8’de gosterilen miirekkebin kurumasi; es zamanl olarak ¢dziiciilerin
ortam kosullarinda buharlagsmasini, yilizeye tutunmasmi ve kagidin igerisinde
yayilmasini iceren kompleks bir olaydir. miirekkep kagida uygulandiginda ¢oziiciistiniin
bir kism1 hizlica buharlasip ucarken bir kism1 kagida dik ve yatay olarak diffiizlenir.
Dik diffiizlenen ¢6ziicliniin selulaza tutunamayan bir kismida kagidin arka tarafindan

buharlasip ucar [17].
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Sekil 2.8:  Kagit lizerinde es zamanli olarak gerg¢eklesen miirekkebin kuruma siireci

Bu olay esnasinda sicaklik, nem, kagit — ¢oziicii sisteminin yayilma ve tutunma
ozellikleri siireci etkilemektedir. Ik yapilan adli ¢alismalarda sicaklik, nem, komsu
materyaller gibi saklama kosullarinin; gozenek biiyiikliigii, pH, kaplama gibi kagit
ozelliklerinin; c¢oziiciiler, boyalar, regineler ve katkilar gibi miirekkep bilesimini
olusturan maddelerin yaslanma {izerine etkisi olmadigi diisiiniilmiistiir. Ancak kuruma
olaymin temel prensipleri diisliniildiigiinde bu faktorlerin ihmal edilmemesi gerektigi
sonucuna varilmistir. Kuruma siirecini degerlendirirken bir¢ok degiskenin de hesaba
katilmasinin 6nemine daha sonra yapilan ¢alismalarda deginilmistir [17,19-20]. Prensip
olarak kuruma siireci; gozenekli bir kati maddeden sivinin buharlagsmasi i¢in gerekli
1s1nin ortamin havasindan saglandigi, ayn1 anda gergeklesen bir 1s1 ve kiitle transferidir.
Prof. Dr. Atakan Avci ve arkadaslari 1990 lar sonunda gelistirdigi ugucu ¢oziiciilerin
ucucu olmayan ¢oziiciilerden buharlasmasinin zamana gore degisimini agiklayan
asagidaki esitlige uyduklarini buldu[2].

(t/te) /= (t/ts)t/=

y({t) = mo + mre —+ mse

Bu esitlikte ( Y) ¢6ziicliniin zamanla azalma miktar1 (yaslanma), (Mo) bir sabit
(degismez), (Mf ) Hizli buharlasan kismin kiitlesi (MS) Yavas buharlagan kismin kiitlesi
(t) ile ilgili zamanlardir. [2,3]

Cantu 2012 yilinda yayimnladigi makalede bu esitligi temel alarak Avcinin
olusturdugu modeldeki ucucu olmayan ¢dziiciiniin yerine kagidin seliilozu ve ugucu
¢Oziiciinlin yerine miirekkebin ¢oziiciisii olan fenoksietanoliin konmasi durumunda
pratikte alinan miirekkep yaslanma egrisinin modeldeki matematiksel esitlie uygun
oldugunu gostermistir. Kagida diffiizlenerek seliillozda ¢oziinen fenoksi etanoliin

kaynama noktasi ve seliilozdaki c¢oziiniirliigli yliksek oldugu icin uygun saklama
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kosullarinda yukaridaki esitlige uyarak kagittan tam olarak buharlasip ugmasi 1 ile 2 yil
arasinda degismektedir[3,12]

C(’)’z\'}cﬁ degisimi

Yas(kuruma) Egrisi |

Sekil 2.9:  Yaslanma Egrisi

Elde edilen esitlige uygun egri(Sekil2.9), uygulamada kagit veya seliillozdan
coziiclilerin kuruma siirecini iki ayr1 evreye ayirmaktadir. Hizli kuruma olarak
adlandirilan ilk evrede ¢oOziiciiniin ylizeydeki miktar1 fazla oldugundan buharlasma
hizlidir. Yavas kuruma olarak adlandirilan ikinci evrede ¢oziiciiniin ylizeydeki miktar
azaldigindan ve seliiloz matriksi tarafindan kargilanmasi (ylizeye dogru ¢ikist veya geri

diffiizyonu) gerektiginden Kagit yiizeyindeki buharlagsma hiz1 yavastir[3].

2.5.3. Recinelerin Polimerlesip Sertlesmesi

Miirekkebin yapisinda bulunan reginelerin sertlesmesi, miirekkebin kagida
uygulnmasindan hemen sonra baglamaktadir. Reginelerin katilasip sertlesmesi
molekiiller aras1 uzakliklarin azalmasi, ¢apraz baglarin olusmasi, polimerlesme gibi
bircok olusumu i¢inde barindiran karmasik bir fizikokimyasal siirectir. Recinelerin
sertlesmesiyle beraber ¢oOziiniirliikleri azalir. Bizim i¢in en Onemlisi reginelerin
sertlesmesi sirasinda ¢oziiciileri ve boyalar1 ¢apraz baglar1 arasinda hapsetmesidir.
Boylece kagit iizerindeki miirekkebin yaslanmasi ile miirekkep c¢ekitlenebilirligi
arasinda ters bir oranti meydana gelir. Ancak bu sertlesme 8 ay ile 2 yil arasinda kararl

duruma gelmektedir.

Reginelerin = sertlesmesinden kaynaklanan miirekkep ¢ekitlenebilirligindeki
degisimler, asitlerdeki ¢coziinme oranlar olgiilerek gézlenmistir. Yapilan ilk deneylerde
yazi iizerindeki bir noktaya zayif oksalik asit damlatilarak miirekkebin ¢oziilmesi

Olclilmiistiir. Ardindan gelen birgok arastirmaci da ince tabaka kromatografisini
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kullanarak miirekkeplerin zayif ya da kuvvetli asitler igerisinde ¢dziinmesini
Ol¢iilmiistiir. Bu ¢ozme islemleri tek basamakli olabildigi gibi basamaklar halinde de

yiiriitiilebilmistir[1,11].

2.6. MUREKKEP YAPI VE YAS TAYINI iLE iLGILi YAPILAN
CALISMALAR

Adli bilim uzmanlar sahteciligi aydinlatmak icin kagit ve miirekkebi geligmis
metotlarla incelemektedirler. Bu inceleme metotlarin1 Brunelle ikiye ayirmistir.
Geleneksel metot olarak nitelendirdigi metotlarin basinda optik incelemeler (degisik
dalga boylarinda 1siklar, Infrared spektroskopisi vb.) gelmektedir. Optik incelemeler
belgeye zarar vermeden inceleme yapmaya elverisli metotlardir. Bu metotlarla sadece
farkli formiilasyona sahip miirekkepler ayirt edilirken ayni bilesenleri igeren iiretim
receteleri farkli miirekkepler ayirt edilememektedir. Bu yiizden belgeye minimum zarar
veren kromatografik metotlar gelistirildi. Fakat bu metotlarin gelistirilmesi 1950’lere
kadar ¢ok yavas olmustur. Bunun en 6nemli nedenleri; belge inceleme uzmanlarinin
belgenin orjinalligini bozacak testleri yapmak istememeleri, istisnalar hari¢ bu alandaki
uzmanlarin miirekkep ve kagit ile ilgili yeterli bilimsel bilgiye sahip olmamasidir. 1950
yilina kadar yapilan c¢aligmalara bakilirsa miirekkep yas tayini ile ilgili ilk ¢alisma
Mitchell tarafindan 1904 yilinda dolma kalem miirekkebi ile yapilmis olup, “Inks and
Their Composition And Manufacture” adiyla yayinlanmistir[19] . 1920 yilinda ise yine
Mitchell “Examination of the Age of ink in Writing” bashigi The Analyst dergisinde
yagla ilgili baska bir ¢alismasini yayinlamistir[20]. 1930 yilinda Mitchell, Witte, Hess
ve arkadaglar1 dolma kalem miirekkebinin yapisindaki kloriir ve siilfat iyonlarinin
gociinii baz alarak bagil yas analizi hesapladilar. 1937 yilinda Mitchell daha 6nce
yayinladigr caligmayr gelistirdi. Ayni kimyasal testleri kullandi.  Tarihi bilinen
standartla sorgulanan miirekkebin mavi renginin kaybolmasmi kiyasladi. Yaptigi
calisma sonucunda demir gallotanatli taze miirekkebe oksalik asit uyguladiginda mavi
rengin yayildigimi ancak 3-4 yillik belgelerde ise bu yayillmanin daha az ve yavas
oldugunu tespit etti. Yaptig1 bu caligmayla kagit lizerindeki dolma kalem miirekkebini

inceleyen ilk aragtirmaci olmustur[14-15].

1950’lerde belge inceleme wuzmanlart belge {izerindeki miirekkepleri
incelenmeye basladilar. Linton Godawn 1950 yilinda American Society of Questioned

Document Examined toplantisinda sivi miirekkeplerin incelenmesi icin disk yada ITK
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nin kullanilabilecegini ilk defa dile getiren arastiricilar oldular. 1952°de Somerford ve
Souder sivi miirekkeplerin kiyaslanmasi i¢in kagit kromatografisi ile c¢alisarak
miirekkep incelemesinde mikro miktarin yeterli oldugunu gosterirken, belgeye verilen
zararda minimumdu.1952 de tiikkenmez kalem piyasada yayginlasmasiyla beraber
arastirmalar hiz kazandi. Kikuchi 1959,1960 ve 1963 yillarinda yaptigi ¢aligmalarda
Mitchellin teknigini temel aldi. Yaptig1 arastirmada kullandigi teknik mavi ve siyah
miirekkebin kagida uygulanmasindan sonra HCL damlatarak c¢oziiciilerin  kagit
tizerindeki dagilma siirelerini 6lgmekti. Bu ¢alisma sonunda yeni miirekkeplerin eski
miirekkeplere gore daha hizli dagildigini tespit etti[21,22,23]. Bu c¢alismada kullanilan
teknik glinlimiizde kullanilan ¢oziici ekstraksiyon tekniklerinin temelini olusturdu.
1960’11 yillarin basinda Werner Hoffman Ziirih Kanton Polis Laboratuvarinda
tiikenmez kalemlerin imalat tarihini belirlemek i¢in standart miirekkep referans
koleksiyonunu kullandi. Sorgulanan miirekkebi bilinen miirekkeple karsilastirirken
Kagit Kromatografisi, ince tabaka kromatografisi ,spektrofotometri ve belgeye zarar

vermeyen testleri kullandi[ 15].

1961 yilinda ise Crown ve arkadaglari tilkenmez kalemlerdeki farkli boyar
maddelerin ayirt eden kimyasal spot testi sundular. 1963 yilinda Witte kagit iizerindeki
miirekkebin analizi i¢in direkt belgeden numune alma teknikleri gelistirdi. Brunelle
1968 yilinda Wittenin ¢aligmalarini temel alarak benzer bir 6rnekleme teknigi gelistirdi.
Bu gelismeler belgeye biiyiik zarar vermedigi icin onem tagimaktaydi. 1965 yilinda
Nakamura ve Shimoda tilkenmez kalem miirekkeplerini TLC de analizlediler. Mobil
faz olarak n butanol,etanol ve su (v/v: 50/10/15) kullandilar. Bu yontemle metil viyole

ailesini ayirmayi basardilar[15].

1966 yilinda ise Tholl miirekkep analizlerinde TLCnin etkin bir ayirma yaptigin

ve mikrogram miktarlarinda bile ayirim saglayabildigini tespit etti[15].

1960 yilinda da Werner Hofmann’in yaptig1 ¢alismanin basarili olmast 1968
yilinda Brunelle’nin ABD’de Alkol,Tiitiin ve Atesli silahlar Biirosunda miirekkep yap1
ve yas tayini ile ilgili ¢alismalarinin oniinii agt1 ve 1975 yilinda Brunelle ve Cantu bu
biiroda miirekkep etiketleme programini gelistirdi. Programin amaci {iireticinin liretim
yilimi tespit ederek siipheli belgedeki yazilarin zamani hakkinda fikir ytiriitebilmekti. Bu
calisma statik yaklagimin temellerini olusturdu[11]. 1982 yilinda Stewart’in yaptigi
calisma miirekkebin yapisindaki ¢oziiciilerle ilgiliydi. miirekkep kagida giris yaptiktan

25



sonra zamanla organik ¢oziiciilerinin azaldigim1i GC-FID kullanarak tespit etti.
Miirekkep formiiliinii TLC ile belirledi. Miirekkep kiitiiphanesi ile karsilastirdi[24].

1985 yilinda Humecki miirekkep ¢oziiciilerinin —OH, -CH ve —CO bandlarindaki
degisimleri FTIR ile inceledi. OH/CO oraninda zamanla azalma oldugunu tespit etti. 30
yila kadar olan belgelelerle calisti. Egri Sekil 2.10 da verilmektedir[14].
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Sekil 2.10:Humecki’nin yas egrisi

1988 yilinda Cantu miirekkebin tarihlendirmesinde yapay yaslandirma modelini
ortaya koyarak bu yolla normal yaslandirmadaki degisimlerinde Ongoriilebilecegini
savundu. Ornegin miirekkebin 100 derecede 4 dakika 1sitilmas: normal kosullarda 20
derecede 3 ay kalmasina denk geldigini tespit etti[25]. 1990 yilinda Isaacs ve Clayton
ayni kalem ile cesitli aylarda c¢izdikleri numuneleri polar ¢oziiciilerle ekstrakte edip,
diode array UV/goriiniir spektrometreyle analizleyip ekstraksiyon egrileri ¢izdiler.2-3
giin araliklarla toplam 4 aylik bir arsiv hazirlanarak HPLC cihazinda analizlendi. Bu
caligmanin sonucunda; taze mirekkep numunelerinin eski miirekkep numunelerine
kiyasla tamamiyle ekstrakte edilebilir oldugu tespit edilirken yaslanma ile ilgili tatmin
edici sonu¢ bulunamadi[11]. Aymi yillarda Aginsky gaz kromatografi ve Kkiitle
spektofotometri yontemlerini bir arada kullanarak yasa bagli miirekkebin ucucu ve boya
bilesenlerinin oranlamasini birer degisken olabilecegini ve bu degiskenin zaman bagimh
olabilecegini buldu. ikinci olarak ise miirekkebin kagit {izerindeki yaslanma siirecinde
ucucu bilesenlerin ¢ekitlenebilirligini GC ile incelediginde bununda zaman bagiml
olabilecegini gosterdi. 1993 yilinda Aginsky recineleri inceledi. Ayrica miirekkepte

bulunan regine, diger ugucu olmayan renksiz bilesenlerdeki degisimlerin ince-tabaka
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kromatografisi ile tespitini kapsayan bir metotla analizledi. Bu degisiklikler ince-tabaka
kromatogram sonuglarinin UV 11k altinda gozlenmesi ve densiitometre tarayici ile
degerlendirilmesini kapsamaktadir. Aginskynin ¢izdirdigi egri  Sekil 2.11 de
verilmektedir[27].

AGINSKY AGING CURVE

VEHICLE TO OVE RATIO
H
|

Sekil 2.11: Aginskynin yas egrisi

1995 yilinda Brunelle ayni miirekkepten alinan iki 6rnekten biri oda kosullarinda
digeri ise 1sitilarak yapay yaslandirdi. Ince tabakada analizledi. Elde edilen verileri
karsilastirdi[26]. 2000 yilinda ise Brazeau ve Gaudreau kati faz mikroekstraksiyonu
kullanarak kagit tizerinden dogrudan ve zararsiz olarak tiilkenmez kalem miirekkebinin
ucucu miktar tayinini GC de gerceklestirdiler. 2002’de ise miirekkebin yaklasik yasini

tespit i¢in ugucu kayb1 oran metodunu ortaya koydular[28].

2004 yilinda Lociciro ve ark. miirekkebi kagit lizerinden solvent yardimiyla
cekitleyerek GC’de analizledi. Ugucu bilesenlerin miirekkebin icerisindeki baska stabil
bir bilesenin miktariyla kiyaslanmasinin yas tayini bakimindan anlamsiz oldugu

sonucuna vardi[29].

2005 ve 2006 yillarinda Kirsch ve ark. recinelerin miktarini ve tiirtinii MALDI
ve ESI-MS sistemleri ile inceledi. Bu gelistirilen metot ile miirekkep partilerinin ve
tiretim tarihlerinin tespitinin miimkiin oldugunu ayrica miirekkep yaslanma

irlinlerininde tespit edildigini belirttiler[11].
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2.7. MUREKKEP YAPI VE YAS TAYININDE KULLANILAN

SISTEMLER

Miirekkep yapi ve yas tayininde kullanilan sistemler incelendiginde GC-MS,
TD-GC/MS, MALDI-TOF/MS, HPTLC, FTIR ve HPLC sistemlerinin kimyasal
analizlerde yaygm olarak kullanildiklar1 goriilmektedir. Miirekkebin yaslanma
stirecinde ugradigi degisimler bu sistemler yardimiyla 6l¢iiliir. GC-MS ve TD-GC/MS
sistemleri miirekkebin ucgucu bilesenleri incelenerek yapilan miirekkep yas tayini
analizlerinde kullanilmaktadir. HPTLC sisteminin smirli ayrim ve Ol¢iim giicli
nedeniyle bu sistemin yerini HPLC sistemi almistir. HPLC sistemi miirekkebin
yapisinda bulunan boyalarin ayrilmasinda ve nitel 6l¢iimlerinin yapilmasinda kullanilan
etkin bir yontemdir. MALDI-TOF-MS sistemi de son yillarda miirekkep boyalarmin

analiziyle miirekkep yaslanmasinin incelendigi ¢alismalarda kullanilmaktadir[9].

2.7.1. Matriks Yardimh Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon - Ugus Zaman - Kiitle
Spektrometrisi (MALDI-TOF-MS)

MALDI kiitle spektrometresinde kullanilan bir iyonizasyon teknigidir. Burada
hedef molekiiliin iyonlagmasi, kolay iyonlasabilen(iyonlasma gerilimi diisiik) bir matriksin
yiiksek enerjili bir UV laser ile 1sinlanmasi yardimiyla olur. Bu yontemle baslangicta
iyonlasan matriks molekiilleri yiiklerini hedef molekiillere aktararak iyonlagmasini saglar.
Iyonlasan molekiiller hizlandirici iyon mercekleri yardimiyla ~ TOF  analizdriine
gonderilerek kiitle/yiik oranlarmm etkisiyle olusan hiz farklarina gore ayrilir. Kullanilan
lazer kaynaklarmin kesikli atig yapmasi sayesinde bir iyon grubu ile arkadan gelen diger

iyon grubunun karigmasi dnlenir.Detektore carpan iyonlar sayilir[30].

Matriks/analit

Iyonlar r————
h ‘_-:-f" -
) _____,-;‘_'_..--' -
. - TOF

Dedektor

Sekil 2.12:MALDI TOF MS [31]
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2.7.2. Yiiksek Performansh Ince Tabaka Kromatografisi (HPTLC)

Ince Tabaka Kromatografisi karisimlari ayirmak igin kullanilan bir tekniktir.
Sabit faz cam, alliminyum ya da plastik tabakaya ince bir katman seklinde kaplanmig
silika jel, aliiminyum oksit veya seliilozdur. Omekler plakaya uygulandiktan sonra
mobil faz olarak kullanilan ¢6ziicii ya da ¢oziicii sistemi kapiler etkiyle plakaya
yayilmaktadir. Ornek bilesenlerinin plakada farkli oranlarda yiiriimeleriyle ayrim
gerceklesmektedir. Bu oran (Rf degeri), bir 6rnek bilesenin yiiriidiigi mesafenin
¢Oziiclinlin yiiridiigli mesafeye boliinmesiyle hesaplanmaktadir. Yiiksek performansli
ince tabaka kromatografisi, ince tabaka kromatografisinin gelistirilmis halidir. Bu
yontem klasik ince tabaka kromatografisindeki basamaklar1 otomatiklestirmekte, ayrimi
arttirmakta ve daha dogru sayisal Olgiimler vermektedir. Otomatiklesme, plakaya
uygulanan damlaciklarin boyutlart ve yerleriyle alakali farkliliklar1 ortadan
kaldirmaktadir. Ayrica iki farkli ¢oziicliniin ardarda uygulanabilmesiyle daha giiclii bir

ayrim gerceklestirilebilmektedir.

HPTLC cihazi; uygulama, yiiriitme ve tarama olmak {izere 3 {initeden
olusmaktadir. Bilgisayar ile hem kromatogramlar hem de UV spektrumlari
kaydedilmektedir. Bilesenlerin tanimlanmasi cihazin kiitiiphanesindeki verilerle

karsilagtirilarak yapilmaktadir[9,32].

2.7.3. Fourier Transform Infrared Spektroskopi

Kizilotesi (IR) absorbsiyon spektroskopisi bir tiir titresim spektroskopisidir; IR
1sinlart molekiiliin titresim hareketlerini uyararak sogurulurlar. Matematiksel Fourier
doniisimii spektroskopisinde bu sogurulma, zamanm bir fonksiyonu olarak alinir.
Interferometre yardimiyla her dalga boyunu ayri ayri taramaksizin hizl ve yiiksek
¢oztiniirliikte spektrumlar elde edilebilir[32-33].

29



| Hareketli Ayner

Bilgisavar
—y
— [ | =
| I g _—;_ Dedektir

Sabit Ayna TH Ornek
‘ | Interferometer

. Kaynak
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Sekil2.13’den de anlasilacag: tizere 151k kaynagindan ayrildiktan sonra bir Isin
Ayirici’ya (beamsplitter) gelir. Burada 1sin hem sabit aynaya hem de hareketli ayna
gonderilir. Daha sonra 1sinlar aynadan yansiyarak Isin Ayiriciya geri gelir. Buradan da
ornegin bulundugu yere gider. Ornek ile etkilesen 151n heterokromatik yapidadir. IR
spektroskopisinde monokromatérden gegirilen bu 1sin tek dalga boyuna indirilir, yani
1sin monokromatik yapidadir. Isin 6rnek ile etkilestikten sonra algilayicilar tarafindan

algilanir ve bilgisayar ile dl¢iilebilecek anlamli sinyallere dontistiiriiliir[34].

2.7.4. Termal Desorber/ Gaz Kromatografi — Kiitle Spektrometrisi (TD/GC-MS)

2.7.4.1. Termal Desorber

Bu teknik ugucu organik bilesikleri (VOC ler) gaz akisi altinda konsantre hale
getirip gaz kromatografisine (GC) enjekte etme esasina dayanir. Yiizeye absorplatilmig
madde bir tiip icerisinde 1sitilarak analitlerin salinmasi saglanir. Analitler soguk trapte
toplanir. Ardindan toplanmis analitler trapin ¢ok hizli 1sitilmasiyla gaz haline gecerek

GC ye enjekte edilir.

Kullanim alanlart:
e Ortam havasinin analizi
e Isyeri/mesleki analizler
e Uriin ve malzemelerden yayilan solvent kalintilari
e Hastalik teshisinde nefes analizi
e Yiyecek ve icecek i¢in aroma profili belirlenmesi[35]
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2.7.4.2. Gaz Kromatografisi:

Gaz kromatografisi ugucu veya ucucu hale getirilebilen organik maddelerin
analizinde kullanilan bir tekniktir. Bugiin iiretilebilen sabit fazlarin, dayanabilecegi
maksimum sicaklik yaklasik 500°C oldugundan, kaynama dereceleri bu sicaklifa kadar
olan bilesikler analiz edilebilir. Oteki kromatografik yontemlerin aksine gaz
kromatografisinde analiz edilen maddeler ile hareketli faz arasinda higbir etkilesme

olmaz [36].

Gaz kromatografisinde ayrilacak karisim, kolon girisinde bulunan enjeksiyon
kisminda, bir enjektor yardimiyla kolona verilir. Burasi 1sitilmis durumdadir, karisim
burada hemen buharlagir ve tasiyict gaz yardimiyla kolona girer. Kolonda her bilesik,
sabit fazdan tasiyici faza ve tasiyici fazdan sabit faza farkli hizlarda gog ederek, devamli
taginirlar ve boylece birbirlerinden ayrilarak, farkli zamanlarda kolondan cikarlar.
Kolonun sonuna konan uygun bir dedektorle tespit edilerek miktarlariyla orantili olarak

kaydedilirler[37].

Gaz Kromatografisi cihazi temel olarak numune enjeksiyon bolmesi, kolon

firin1, ayirma kolonu, dedektor ve bilgisayar boliimlerinden olusur[36].

Gz Humune

silindirleri  ——{—] @@ Enjektird
oo

Gaz
Komnir ol
paneli

Bilgisayarf

Firin

Hidrojen  Hava

Sekil 2.14 Bir gaz kromatografisi cihazinin temel boliimleri

Gaz kromatografi sistemi Sekil 2.14’de goriilen temel boliimlerden olusur:

Tasiyic1 Gaz: Gaz Kromatografisinde, mobil faz olarak tasiyicit gaz kullanilir.
Tastyict gazin gorevi, maddeleri siirliklemektir. Uygun bir tasiyict gazda su sartlar

aranir:
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e Ayrilacak bilesikle ve sabit fazla reaksiyona girmemeli
¢ Gaz diflizyonunu en diisiik diizeyde tutabilmeli
e Saf, kolay bulunabilir ve ucuz olmali

e Kullanilan dedektore uygun olmali

Mobil faz olarak helyum, azot ve argon gibi inert gazlar kullanilir. Kolon
verimliligi, tastyict gazin hizina baghdir. Kapiler gaz kromatografisinde, en ¢ok tercih
edilen tasiyict gaz olan helyumun baslica avantajlar1 yanici olmamasi ve ¢ok sayida

dedektorle ¢alisilabilmesidir[38].

Enjeksiyon Bolimii: Yiiksek sicaklikta tutulan bu boliimde ¢ozelti, sivi ya da

gaz halindeki 6rnek, bir enjektdr kullanilarak, maniiel olarak veya oto Ornekleyici ile

sisteme verilir. Ornek buradan tasiyic1 gaz akisi ile kolona geger[36].

Kolon: Cam veya metal boru gibi sabit kat1 bir destegin i¢ ¢eperine kaplanmis
0zel bir polimerden olugan yapiya kolon adi verilir. Ayirma isleminin gergeklestigi
kolon, kromatografik sistemlerin en 6nemli kismidir. Bir ayirmanin basarili olmasi
biiyiik 6l¢iide uygun kolon se¢imine baglidir. Gaz kromatografisinde dolgu ve kapiler
kolon olmak iizere iki tip kolon kullanilmaktadir[336-381-33].

Dedektdr: Gaz kromatografisinde farkli dedektorler kullanilabilir. Baglica

dedektorler sunlardir:

e Termal iletkenlik dedektorii (Thermal conductivity detector, TCD)
e Elektron yakalama dedektorii (Electron capture dedector, ECD)
e Aleviyonlasma dedektorii (Flame ionization detector,FID)

e Kiitle se¢ici detector (Mass selective detector, MSD)[37]

2.7.4.3. Kiitle Secici Dedektor(MSD)

Kiitle spektrometresi gibi 6zel olarak {iretilen sistemler, gaz kromatograf ile (ve

HPLC sistemleri ile) birlikte dedektor olarak kullanilmaktadir.

Kiitle dedektorii, gaz kromatograftan gelen Ornekleri gaz halinde yiikli ve
hareketli iyonlarina doniistiirerek, bunlari kiitle/yiik oranlarina gore ayirir ve elde edilen

spektrum maddenin teshis ve tayinini saglar. Burada yiiklii bir parcacigin kiitlesi m,
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yiikii de z’dir. Bir maddeden m/z oranlar birbirinden farkli bir¢ok parcacik meydana

gelebilir. Cihaz, m/z degerleri ayni olan tanecik demetleri i¢in birer pik ¢izer[36].

Olusan iyonlar parcalanarak “pargalanma iirlinlerini” olustururlar. Par¢alanma
tirtinleri kiitle segici analizérden gegerken m/z oranlarina gore ayrilir, ¢ogaltilirlar ve

sayilirlar ve boylece ilgili maddeye ait kiitle spektrumu olusturulur[38].

Kiitle Spektrumlari, bagil bolluk ve m/z degerleri arasinda ¢izilen grafiklerdir.
Kismen basit bilesiklerin spektrumlarinda bile, farkli yiikseklikte ¢ok sayida pik
goriiliir. Piklerin sayisi; bilesigin yapisina, iyonlagma potansiyeline ve kullanilan

cihazin yapisina baghdir[36].

Iyonlagtirma, kiitle spektrometrisinin énemli asamalarindan biridir. Degisik
iyonlastirma sekilleri kullanilir. Gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi sistemlerinde
en sik kullanilan iki yontem elektron impakt iyonizasyonu ve kimyasal

iyonizasyondur[36].

Calismamizda  uyguladigimiz  iyonlastirma  teknigi  elektron  impakt
iyonizasyonudur. Bu teknikte, molekiiller, bir tungsten flamanin olusturdugu yiiksek
enerjili (70eV) elektronlar tarafindan bombardiman edilir. Carpisma sonucunda

molekiilden bir elektron kopar. Bu sekilde olugan iyona molekiiler iyon (M*) ad1 verilir:

M+e —M*+2¢°

Molekiiler iyon, devam eden elektron bombardimani altinda daha da
parcalanarak, parcalanma iyonlar1 adi verilen, daha diisiik m/z oranina sahip iyonlara
boliiniir. EI modunda olusan iyonlarin ¢ok biiylik bir kismi pozitif yiiklidiir. Bu
parg¢alanma tirlinlerinden elde edilen kiitle spektrumu, belli sartlar altinda analiz edilen,
her madde i¢in tipiktir, molekiiliin parmak izi olarak degerlendirilir. Negatif yiiklii
parcalanma iirlinleri az sayida ve kii¢iikk oldugundan molekiil hakkinda fazla bilgi
saglayamazlar. Elde edilen kiitle spektrumu, ticari olarak hazirlanmis dijital kiitle
spektrumu  kiitiiphaneleri ile karsilagtirilarak, parcalanma mekanizmalarinin
degerlendirilmesi yolu ile molekiiliin yapis1 belirlenebilir. Elektron impakt iyonizasyon,
ucucu ve 1stya dayanikli, diisiik molekiil agirlikli maddelerin kiitle analizlerinde en sik

kullanilan yontemdir[36,38].
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Kiitle spektrometrisi, kalitatif ve kantitatif analizler disinda yap1 aydinlatiimasz,
molekiil agirlig1 tayini, izotop ve izotop oranlari tayini vb. amactyla kullanilmaktadir.
Adli bilimler, saglik bilimleri, ¢evre bilimleri bu yontemin baslica uygulama

alanlarindandir[36].

2.7.5. Yiiksek Basin¢h S1ivi Kromayografisi(HPLC)

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi kisaca HPLC olarak adlandirilir. Yiiksek performans; yiiksek
resollisyonu (ayrimi) ifade eder. Mobil fazin yiiksek basingla ilerlemesi saglandigi i¢in

de Yiiksek basingli S1vi Kromatografi olarak da adlandirilir.

HPLC analitik ayirma teknikleri amaci ile en yaygin kullanilan cihazdir. Yaygin
kullanilma sebepleri duyarliligi, kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi,
ucucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozunabilen bilesiklerin ayrilmasina
uygunlugudur. En Onemlisi ise sanayinin bir¢ok bilim dalinin ve toplumun birinci
derecede ilgilendigi maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligidir. Bu tip bilesiklere
ornek olarak amino asitler, proteinler, niikleik asitler, karbonhidratlar, ilaglar ve
pestisitler verilebilir. HPLC iinitesi: Degasser, pompa, autosampler, kolon ve dedektor
olmak tizere dort kisimdan olusmaktadir. Degasser; mobil fazlarda mevcut ¢éziinmiis

gazlarin giderilmesini saglar[37].

Mobil Faz : Analiti tasiyan ( Analiz ettigimiz maddeler ) hareketli fazdir, Mobil
faz genellikle su ve sulu tampon ¢ozeltiler, bunlarin metanol ve/veya asetonitril ile
olusturulan ¢ozeltileri veya organik solventlerden olusur. Mobil fazin bilesimi ve pH
degeri ayirmi direk etkiler, kullanilan teknige, numune tipi ve kolona gore mobil faz

secilir[37].

Degazor : Mobil faz sisesinden taginan hareketli fazdaki hava kabarciklarinin ve
¢Oziinmiis havanin giderilmesini saglar, kullanilan mobil faz adedi ve pompa tiplerine

gore uygun degazdorler bulunmaktadir[39].

Pompa : Temel olarak pompa mobil fazin yiiksek basingla HPLC sistemi i¢inde
hareket etmesini saglar, degazdrden mobil fazi ¢ekip, drnekleme ve kolon iinitesine
gonderir, bu islemi akis hizim1 ve basing degerini ayarlayarak gerceklestirir. Akis hizi

araliklarina gbére pompalar Analitik, Analitik-Preparatif ve Preparatif olarak
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gruplandirilabilir. Analitik pompalar genellikle 0.1 — 5ml akis degerleri arasinda
kullanilir. Mobil faz adedi ve karistirma kabiliyetlerine gorede izokratik (Tek Kanalli) ,
Binary Gradient ( Cift Kanalli Mikserli ) ve Queternary Gradient ( Dort Kanalli
Mikserli-Miksersiz ) olarak dizayn edilir. Izokratik ¢alismalarda mobil faz &nceden
karigtirtlip hazirlanir, Gradient c¢alismalarda karigim degisik zamanlarda degisik
oranlarda yapilabilir. Bu sayede analiz kalitesi arttirilip, analiz siireleri azaltilabilir.
Pompa iinitesi genellikle iki pistonlu baslik, basing dengeleyici ( damper ), islemci, inlet

ve outlet check valflerden olusur[40].

Ornekleyici : Ornekleyici analitlerin kolon ve dedektére gonderilmesini saglar.
Ornekleyici temel olarak iki tiptedir; Manuel ( El tipi ) ve Otodrnekleyici ( Otomatik )
modeller. Manuel 6rnekleyicilerde numune bir siringaya ¢ekilip valf yardimiyla sisteme
gonderilir. Otodrnekleyicilerde ise bu islemleri cihaz kendisi yapabilmektedir. Bazi
tinitelerde sogutma, 1sitma, seyreltme ve karigtirma o6zellikleri vardir. 10 vialden 1000
viale kadar degisik kapsitede olanlar1 bulunabilir. Otodrnekleyiciye numune verirken en
onemli konu numunenin temiz olmasidir, aksi halde sistem c¢abuk kirlenir veya tikanir.

Bu nedenle numuneleri yuklemeden dnce mutlaka filtreden gecirmek gerekir[37,39,40].

Kolon: Kolon maddelerin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinden yararlanarak
birbirlerinden ayirt edilmesini saglar. Genellikle Celik, PEEK ve Camdan imal edilir, i¢i
belli 6lgiilerde sabit fazla doldurulur (Silika veya polimer gibi).

Kolonlar genellikle fonksiyonel grup eklenmis silika veya polimer bazli
dolguludur. HPLC nin hayata ge¢mesiyle kullanilmaya baslanan silika bazli kolonlar
artik yerini yavas yavas hizli analiz yapabilen mikro ve nano gozenekli polimer bazli
kolonlara birakmaya baglamistir. Polimer kolonlar silika bazli olanlara gore ortalama 3

kat daha uzun omiirliidiir ve rejenere edilebilir[37].
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Sekil 2.15 HPLC cihazinin pargalari[40]

2.8. UV —VIS DEDEKTOR

180-650 nm araliginda 1s1k absorblayabilen maddeler i¢in uygundur.
Hassasiyetleri yaklasik olarak 108-10°mg/ml dir. Tiim olefinler, aromatikler , >CO,
>CS, -N=N- gruplari i¢eren molekiiller gibi pek ¢ok bilesik UV bolgede(200-350 A)
absorpsiyon yapar; tek veya c¢ift baglari (n elektronlar) vardir ve baglanmamis
elektronlart bulunur. Ultraviyole ve goriiniir bolge 1s1n dedektorleri bir drnegin 15181

absorblama yetenegini dlger[37]. 4 tip UV-VIS dedektér vardr:
¢ Sabit Dalga Boylu
e Degisken Dalga Boylu
e Degisken Dalga Boylu Dispersiv

eDiod Dizili(Diod Array)

2.8.1. Sabit Dalga Boylu UV dedektor

Sabit dalga boylu UV dedektorde tek dalga boyunda bir 151k kullanilir; 151k 6zel
bir desarj lambasindan ede edilir. Bu amagla kullanilan en popiiler lamba diisiik basingl
civa buhari lambasidir; 1518min biiylik kismi1 254 nm dalga boyundadir. Diisiik basingh
kadmiyum (225 nm) ve ¢inko (214 nm) lambalar da uygun diger lambalardir. Lambalar
tiimiiyle monokromatik degildir, diger dalga boylarinda 151k da yayarlar, ancak bunlarin

siddetleri cok diisiiktiir. Monokromatik 151k elde edilmesi i¢in uygun bir filtre kullanilir.
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Dedektdr, kolondan gelen akimin gegtigi silindirik bir hiicredir. Uygun bir UV
lambadan (veya goriiniir bolgede c¢alisiliyorsa goriinlir lamba) gelen 151k Ornek
hiicresinden gecer ve bir fotoelektrik hiicreye c¢arpar. Sabit dalga boylu dedektorde
15181n dalga boyu kullanilan lambaya baghdir[41].

referans hiicre sabit dalga

lamba lens boylu filtre
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Sekil 2.16 Sabit dalga boylu UV-Goriintir dedektor

2.8.2. Degisken (veya Coklu) Dalga Boyu

Isik kaynagi bir deuteryum veya ksenon desarj lambasi gibi, dalga boyu araligi
genis bir kaynaktir. Gelen 151k iki ayna (kavisli) tarafindan paralellestirilerek holografik
bir difraksiyon grating iizerine gonderilir. Dagitilan 151k kavisli bir ayna vasitasiyla bir
diiz ayna lizerinde odaklanir ve bu aynanin agis1 uygun degere getirilerek 6zel dalga
boyu segilir. Secilen dalga boyundaki 1s1k bir mercek tarafindan 6rnek akis hiicresine,
dolayistyla kolon akimina gonderilir. Hiicreden ¢ikan demet diger bir mercek tarafindan
bir fotosel {lizerinde toplanir; algilama, gecen 15181 siddetinin bir fonksiyonu olarak

kaydedilir.

Dedektor, genellikle tarama (scan) moduna gore ayarlanir; hareketli faz akisi

durdurularak, 6rnek hiicresindeki bilesenin spektrumunun c¢izilmesi tercih edilir.
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Sekil 2.16: Degisken Dalgaboylu UV dedektorii
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2.8.3. Degisken (veya Coklu) Dalga Boylu Dispersiv UV Dedektor

Deuteryum lambadan gelen 1s1k, iki egri lamba tarafindan yoOnlendirilerek
holografik bir difraksiyon gratingde toplanir. Gratingde dagitilan 151k bir egri ayna ve
diiz aynadan yansitildiktan sonra, bir diger diiz aynaya gelir. Bu aynanin uygun bir
aciya ayarlanmasiyla 6zel dalga boyundaki 1sik secilir ve bir mercekle Ornegin
bulundugu (dolayisiyla kolon akiminin geldigi) hiicreye yonlendirilir. Hiicreden ¢ikan
151k demeti ¢ikistaki mercekle bir fotosel {izerine odaklanir; gecen 1518in siddetiyle

bagmtilt bir respons verir. Dedektor, genellikle maddenin spektrumunu ¢izen bir alete

-3 egri aynalar
J, kolondan atik
difraksiyon grating l T

baglanir.

deluterl;/um egri ve diiz ayna
lamba
fotosel

dlz ayna
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Sekil 2.17 Degisken Dalga Boylu Dispersiv UV dedektor

2.8.4. Diod Dizin (Diod Array) Dedektor

Diod dizi dedektoriinlin fonksiyonu dispersiv enstrumandan tamamen farklidir.
Genis aralikli bir emisyon kaynaktan (deuteryum lamba gibi) gelen 151k bir akro-matik
mercek sistemiyle paralellestirilir ve bdylece 1518in tamami, holografik bir grating
tizerinde bulunan dedektor hiicresinden gecer. Boyle bir diizenlemeyle kaynaktan ¢ikan
tiim dalga boylarindaki 151k 6rnekten gecmis olur. Gratingden c¢kan dispers (dagitilmis)
151k bir diod array iizerine diiser. Array’de ylizlerce diod vardir, her diyotun ¢ikis1 bir
bilgisayar tarafindan alinir ve bir sabit diskte depolanir. Islem sonunda her bir dioda

karsilik gelen UV dalga boyundaki kromatogram ¢izilir.

Enstrumanlarin ¢ogu, ayirma islemini takiben en az bir dodu izleyebilecek
sekilde dizayn edilmistir; boylece ayirma gergeklesirken kromatogram da
cizilebilmekte-dir. Bu tiir sistemler 6rnekteki komponentleerin dogrudan spektrumlarini

verdiginden ideal sistemlerdir[36].
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2.9. VALIDASYON

Laboratuarin kendi gelistirdigi metodu uygulayabilmesi i¢in metodun amaca
uygun, giivenilir ve gegerli kilinmig olmast gerekir. Validasyon; bir cihazin, yontemin
veya sistemin belirlenen kosullara uygun oldugunu gdstermek icin yapilan islemlerin
biitiinii olarak tanimlanir. Yontem esaslari, gegerliligi yapilacak yontemin uygulama

amacina ve kapsamina bagli olarak belirlenir[37].
Validasyon su kosullarda yapilir:
e Standart bir yontem bir laboratuarda ilk defa uygulanacagi zaman,
e Bir analiz icin yeni yontem gelistirildigi zaman,
e Kullanilmakta olan yontemde degisiklik yapildiginda,
e Gegerliligi belirlenmis bir yontem baska bir laboratuarda kullanilacagi zaman
e Farkli bir kisi tarafindan veya farkli bir cihazla kullanilacagi zaman,
e iki yontemi karsilastirmak icin,

e Kalite kontrol testleri sonunda yontemin performansinda zamanla bir degisme

oldugu anlasildiginda[38].

Uluslararas1 kabul edilen ¢esitli gegerlilik (validasyon) kriterleri mevcuttur.
ISO/IEC, ICH, US EPA, US FDA, USP, cGMP gibi kurumlar tarafindan belirlenmis
kriterler kullanilmaktadir. Gegerlilik caligmalarinin hazirlik asamasinda yapilmasi
gereken ilk is Oncelikle hangi maddenin hangi yontem ile analiz edilecegini ve
yontemin amacini belirlemektir. Amaci belirlenen yontem daha sonra bir dizi islemle

test edilir. Yapilacak islemlerin sirast ve sayis1 yontemin amacina gore degismektedir.
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Analizin nicel veya nitel olusuna goére yapilan ¢aligmalarin kapsami da degismektedir.

Bir analitik yontemin gecerliligi kanitlanirken her bir asama kaydedilir. Validasyon

basamaklarinin gecgerlilik sinirlar1 uluslararasi diizeyde belirlenmistir. Calisma alanina,

yonteme ve caligilan numune tiirline gore bu siirlar degiskenlik gosterebilmektedir. Bir

analitik yontemin validasyonu boyunca yapilmasi gereken bir dizi temel ¢aligma vardir.

Bazi yontemlerde bu parametrelerin hepsi uygulanmazken, bazi ¢aligmalarda ise ilave

parametreler de eklenir. Metotlarin validasyonu seviyesi belirlenmis performans

kriterlerine gore degisiklik gosterir.

Bir metot laboratuvarlar arasi bir ¢alisma ile gegerli kilinmis ise verifikasyon

yeterlidir.

Bir metot laboratuvarlar arasi bir ¢alisma ile gecerli kilimmis ancak farkli
yapida bir ornek ile galisilacaksa dogruluk, kesinlik, tespit limiti ve tayin

limiti verifikasyona yeni matriks de ilave edilerek teyit edilmelidir.

Bir metot laboratuvarlar arasi bir ¢alisma ile degil laboratuvar igi ¢alisma ile
valide edilmis ise, verifikasyon parametrelerine miimkiin oldugu kadar

validasyon parametreleri de eklenmelidir.

Bir metot bilimsel bir dergide yaymnlanmis ve belirli performans parametreleri
incelenmis ise, verifikasyon parametrelerine mimkiin oldugu kadar

validasyon parametreleri de eklenmelidir.

Bir metot bilimsel bir dergide yaymlanmis ancak hi¢ bir performans

parametresi incelenmemis ise tam i¢ validasyon yapilmalidir.

Bir metoda ait herhangi bir performans kriteri bulunmadigi veya

laboratuvar i¢i gelistirilmis ise tam i¢ validasyon yapilmalidir[37,38].

Secicilik ve Spesifiklik

Yontemin analite 06zgli olup olmadigim1 ve matrikste bulunan diger

maddelerin/analitlerin bu analite girisim yapip yapmadigni, ya da analitlerin

sinyallerinin birbirine girisim yapip yapmadiginm1 gosterir. Spesifiklik ve se¢icilik icin

analit igeren Orneklerin/cozeltilerin kromatogramlari, analit icermeyen orneklerin/

cozeltilerin kromatogramlar ile kiyaslanir. Analit sinyalinin gézlendigi iyon kanalinda
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ve alikonma zamaninda, ¢oziicliden/matriksten ve diger analitlerden kaynaklanan bir

girisim olmamalidir[37].

Dogruluk (Accuracy): Olgiilen degerin dogru ya da dogru kabul edilen degere
yakinhigin1 gosterir, Analitik yontemin dogrulugu, yontem ile elde edilen deneme
sonuclarinin gercek degere yakinligidir. Bir analitik yontemin dogrulugu yontem ve
gercek deger tarafindan toplanan test sonuglarma dayanir. Dogruluk icin gercek deger
bir¢ok farkli yoldan elde edilebilir. Bu yollardan biri; yontemin sonuglarmi, yerlesik
yontemlerden birinin sonuglar ile karsilastirmaktir. Ikinci yol ise; dogrulugun bilinen
konsantrasyonlara sahip bir 6rnegin analiziyle kontrol edilmesidir. Dogruluk, analitin
matriksten ayrilmasindan ve analitik cihaza verilmesinden sonra elde edilecek cevap ile
saf bir ¢oziicii icinde ¢Oziinmeyen referans materyalin cevabmin karsilastirilmasina
baghdir. Cilinkii bu dogruluk 6rnegin hazirlanisinin etkisini 6lger. Elde edilen deger
miimkiin oldugunca dogruya yakin olmalidir. Dogruluk konsantrasyon basina kor hari¢ en
az bes tayin ile belirlenir. Kabul edilebilir kriter, dogruluk i¢in nominal degerden + % 15

den fazla sapmanin olmamasidir[37-38].

Kesinlik: Kesinlik, herhangi bir degerin tekrarlanabilme kabiliyeti veya bireysel
test sonuclarmin birbirine yakinliginin bir derecesidir. Yontem kesinligi, standartlarin
onayladigr bir dizi farkli 6lgimiin test sonuglarina etkisidir. Kesinlik i¢in kabul edilen
kriter analizin tipine dayanir. Kalite kontrol analizi i¢in bagil standart sapma % 1 den
daha 1yi olan kesinlik kolaylikla basarilabilirken, biyolojik drnek igin % 15 den fazla ve
diger konsantrasyon seviyelerinde % 10 bagil standart sapma ile kesinlik saglanabilir.
Cevresel ve besin Orneklerinde kesinlik, daha ¢ok ornek matriksine dayanir. Ayrica
kesinlik, analit konsantrasyonuna, analiz teknigine bagli olup bagil standart sapma % 2 ve

%20 den fazlaya kadar ¢esitlilik gosterebilir[37,39].

Kesinlik 6l¢iimiinti 4 faktor etkilemektedir. Bunlar zaman (kisa ve uzun zaman
aralig1), kalibrasyon (ayni ekipmanda dahi 6l¢iimler arasinda yeniden kalibrasyon yapilip
yapilmadig1), operator (ayni veya degisik operatorler) ve ekipman ( 6l¢iimlerde ayni veya
farkl ekipmanlarin kullanilip kullanilmadigi) olup bunlarin degiskenligine gore kesinlik

de degismektedir.

Kesinligin 3 seviyesi vardir; Tekrarlanabilirlik, ara tekrarlanabilirlik ve tekrar

iiretilebilirlik[37].
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Tekrarlanabilirlik: Tekrarlanabilirlik, ayn1 kisi tarafindan ayni sartlarda kisa
zaman zarfinda sabit bir 6rnegin belli bir yontem kullanilarak yapilan bir dizi iglemin,
kesinligi  olarak  tanimlanir.  Tekrarlanabilirlik, kesinligin  bir  gostergesidir.
Tekrarlanabilirlik bir laboratuvarda bir analist ve bir cihaz kullanilarak kisa bir zaman
diliminde saglanir. En az 3 farkli konsantrasyonda hazirlanan 6rneklerde tayin yapilmali
ve herbir Ornekten en az 2 yada 3 er tayin yapilarak yakin standard farklilig
hesaplanmalidir. Sonuglar standard sapma ve % bagil standard sapma cinsinden
verilir[37-39].

Ara tekrarlanabilirlik: Olgii siirecindeki cesitliligin(farkli zamanlar/farkll

analistler/farkli ekipman) etkisini gostermek icin gerceklestirilen kesinlik ¢aligmalaridir.

Tekrar Uretilebilirlik: ICH tarafindan tanimlanan tekrar iiretilebililik laboratuvar
arasindaki kesinlik degerini temsil eder. Objektif olan sonug, yontemin farkli
labarotuvarlarda da ayni sonuglar1 vermesine baglidir. Bir analitik yontemin tekrar
tiretilebilirligi; farkli analistlerinin farkli labarotuvarlarda homojen karisimlardan elde
edilen 6rnek analizlerine ve yontemin 6zgiilliikk gostergeleri icinde olan, fakat yine de
farklilik gosterebilen gevresel ve operasyonel durumlarin kullanilmasina baglidir. Tekrar
tiretilebilirlik standart sapma, varyans veya varyasyon katsayisi ile ifade edilir. Bagimsiz
analiz sonuglar1 arasindaki tutarliligi gosterir. Kesinlik dogrulugun gerceklik disindaki

diger bir bileseni olup rastgele hatalarin dagilimini gosterir[37].

Ara tekrarlanabilirligin ve tekrar tiretilebilirligin diger amaci, farkli laboratuvarlar
tarafindan {retilen tekrarli sonuglarin ortalamalarmin istatiksel olarak yakinligini
karsilastirmaktadir. Analistler arasi ¢alismada analist degiskenine, giinler arasi ¢calismada
giin degiskenine, laboratuvarlar arasi karsilastirmada da laboratuvar degiskenine faktor

denilmektedir[37-38].

Geri Kazamim (Recovery ): Gergekligin tespiti icin sertifikali referans materyal,
referans metot ve yeterlilik testinin bulunmadigr durumlarda geri kazanim calismasi
yapilir. Geri kazanim c¢alismasinin en biliylik avantaji orijinal matrikste ¢aligma
yapilabilmesidir. Calisma i¢in orijinal matriks yani validasyon calismasinin yapildigi
matriks, aranan analit ile zenginlestirilir. Bunun yaninda dezavantaji, orjinal drneklerde
aranan analitlerin 6rnekle olan fiziksel ve kimyasal baglarmin ¢ok gii¢lii olmasina

ragmen, zenginlestirilen Orneklerde disardan katildigi i¢cin bu sekilde bir bag
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olusmamasidir. Bunun sonucunda geri kazanim ¢alismasinda her zaman daha basarili

sonuglar elde edilebilir[37].

Geri kazanim sonuglarmin aksi ilgili yasal mevzuat yada metot performans
verilerinde belirtilmedikge %80 ile %110 arasinda degismesi basarili olarak kabul edilir.
Sonuglar konsantrayona bagli olarak degisiklik gostereceginden yasal limitlerin oldugu
calismalarda diisiik konsantrasyonlarda da c¢alisma yapilmalidir. Eurachem rehberinde
geri kazanim c¢alismasi en az 6 tekrarla yapilmasi Onerilmistir. Calismalarin 6lgtim

araligina gore bir ka¢ konsantrasyonda yapilmasi gerekir[38].

Gozlem Limiti (LOD): Maddeye ait sinyalin gdzlenebildigi en disiik derigimdir.
Cesitli tayin yontemleri mevcuttur. En basiti sinyal/ giiriiltii oraninin 3 oldugu

konsantrasyonun LOD olarak kabuliidiir[37].

Tayin Limiti (LOQ): LOQ degerleri iginde ¢esitli tayin yontemleri mevcuttur.
En basiti sinyal/giiriltii oraninin 10 oldugu konsantrasyonun LOQ olarak kabuliidiir[37].

Saglamhk: Saglamlik testleri operasyonel gostergelerin analiz sonuglar
tizerindeki etkilerini dlger. Cesitli sartlar altinda yontemin analitik sonuclarinin kabul
edilebilir dogruluk ve kesinligini saptama kabiliyeti olarak da tanimlanabilir. Saglamlik,
yontemin bir veya birden daha fazla gostergesi degistirildiginde tekrar validasyona
ihtiyact olup olmadigina karar verilmesini saglar. ICH dokiimanlari; gelisme fazi
sirasinda, bir yontemin saglamlik gelisimini dikkate almayi tavsiye eder. Farkli oda
sicakligi ve farkli labarotuvarlardaki nem, farkli tecriibeye sahip analizciler, farkli
firmalarin aletleri, farkli kaynaklardan belirtegler saglamliga etki eden faktorler

arasindadir[37,38]

Dogrusallik ve Simrlar: Bir analitik yontemin dogrusalligi test sonuglarindan
dogrudan elde edilerek ya da ¢ok iyi tanimlanmis matematiksel derisimleri belli, belirli bir
sirada verilen 6rnekler i¢inde analitin degisik konsantrasyondaki 6rneklerinden elde edilir.
Dogrusallik % 80 - % 120 oranindaki konsantrasyon uzunluguna sahip bes ya da besten
fazla standarttan {igten altiya kadar uygulama serisiyle saglanir. Cevap dogrudan veya ¢ok
1yl tanimlanan matematiksel hesaplara dayanmalidir. Eger sifir olmayan bir deger elde
edilirse bu yontemin dogrusalligi iizerinde bir etki olmadigini kanitlar. Bir analitik
yontemin sinirlar; bir yontemin dogrulugu, dogrusalligi ve kesinligi kullanilarak
kararlastirilmig en diisiik en yiliksek degerler arasindaki siiregtir. Sinirlar, normalde bir

analitik yontemden elde edilen test sonuglari olarak ayni iiniteler i¢inde agiklanir[37-38].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismasi 1.U Adli Tip Enstitiisii Adli Bilimler Laboratuvarinda 2011-
2015 yillar1 arasinda gergeklestirildi. Mavi renkli tiikkenmez kalem miirekkeplerinin
yapisinda ugucu olarak kullanilan Fenoksietanoliin TD-GC/MS ile ve yine mavi renkli
tilkenmez kalem miirekkeplerinin yapisinda boyar madde olarak kullanilan VB, CV ve
CVnin doniisiim iirlinleri MV ve TPR’nin HPLC ile analiz metotlar1 valide edildi. Bu
yontemlerle piyasadan rastgele secilmis farkli marka ve modeldeki 20 adet mavi
tilkenmez kalemle olusturdugumuz arsivin yani sira enstitiimiiz biinyesindeki arsivden
alan farkli kisiler tarafindan farkli zamanlarda hazirlanmis mavi tilkenmez kalemlerle

olusturulmus belgelerden numuneler alinarak analizlendi.

3.1. KIMYASAL MADDELER
3.1.1. TD-GC/MS ile Fenoksietanol analizinde kullanilan kimyasallar

Calisma boyunca kullanilan kimyasallar Tablo 3.1 de verilmistir.

Tablo 3.1: TD-GC/MS ile Fenoksietanol Analizinde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Madde Temin edildigi yer
Fenoksietanol(analitik saflikta) Fluka
Metanol HPLC grade Merck(Almanya)

3.1.2. Boyar Maddelerin HPLC ile analizinde kullanilan kimyasallar

Calisma boyunca kullanilan kimyasallar Tablo 3.2 de verilmistir.

Tablo 3.2: Boyar Maddelerin HPLC ile analizinde kullanilan kimyasallar

Kimyasal Madde Temin edildigi yer
Kristal Viyole Merck(Almanya)

Metil Viyole Sigma Aldrich(Almanya)
Viktorya Mavisi Sigma Aldrich(Almanya)
Asetonitril (HPLC Grade) Sigma Aldrich(Almanya)
Metanol (HPLC Grade) Merck(Almanya)
Sodyum Dihidrojen fosfat di hidrat Merck(Almanya)
Fosforik Asit (%85 derisim) Merck(Almanya)
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3.2. KALEM VE KAGIT NUMUNELERI

Kalem numunelerinin uygulandigi kagit Standard ofis A4 (80gr/m?) kagididir.
Piyasadan farkli marka ve modellerden rastgele secilmis 20 adet mavi renkli tiikenmez

kalem temin edildi. Bu kalemler;

e Art Ballpoint pen

ePensan Mv Pen Vision
eFibracolor H1 Text 660

¢ 1425 Faber Castell (Tiirkiye)
eBic Bu?

eReynolds Medium

eMondo A One

e Stabilo Liner

eTicon

o Tiirkiye Adel Fix111

eBic Medium

e Faber Castell Ball Pen 1423G
e Faber Castell 1424 Auto

e Schneider (Almanya)

o Atlas

e Tratto

e Pilot BPS-GP

e Adel Auto Fix 121

ePensan Ofis Pen

¢ 1440 Faber Castell
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3.2.1. Arsiv Olusturma Ve Numunelerin Hazirlanmasi

Analiz icin belgelerin saklandigi ortamin nemi %45-65, sicaklik 20-23 °C dir.
Gelistirilen yontemler gegerli kilindiktan(validasyon) sonra piyasadan rastgele farkli
model ve markaya ait 20 adet mavi tikkenmez kalem temin edildi. Her ay diizenli olarak
bas1 farkini ortadan kaldirmak i¢in aym kisi tarafindan A4 standard ofis kagidina
(80g/m?) 5 cm mesafe araliklariyla(Bu mesafenin nedeni fenoksietanoliin kagit
yiizeyindeki goclinden dolay1 girisim olmamasi) ¢izgiler cizildi. Oda sicakliginda %45-
55 nem araliginda saklandi. Bu kosullarda saklanan belgeden her ay 6rnek alinarak
Fenoksietanol’iin TD-GC/MS ile analizlenmesi sonucu bir yaglanma egrisi ¢izilmesi

amaglandi.

Uzun erimli belgelerin analizi i¢in ise yukarida belirtilen arsivin yani sira farkl
kisiler tarafindan farkli zamanlarda mavi tilkenmez kalemler ile olusturulmus tarihi
bilinen gergek belgeler kullanilarak Kristal Viyole (CV), Metil viyole (MV), Tetrametil
Para Rosanilin (TPR) ve Viktorya Blue’nun (VB) HPLC ile analizlendi. Elde edilen
veriler degerlendirildiginde gelistirilen bu metotlar ile belgedeki miirekkeplerin yapilar

ve yazim zamani farki olup olmadigina dair irdeleme yapildi.

Belgenin saklama kosullarinin miirekkebin zamanla degisimine etkisini incelemek
icin, glin 15181 altinda ve karanlik ortamda bekletilen belgeler ayn1 zamada kagit ve
seffaf dosyada saklanan belgeler incelendi. Bunlara ilave olarak basi farkinin zamanla

miirekkep degisimine etkiside incelendi.

Bu ¢alisma boyunca 180 arsiv 6rnegi ile ¢alisildi

3.2.1.1. Fenoksietanol Analizine ait Orneklerin Hazirlanmasi

Fenoksietanoliin TD*GC/MS de ile analiz metodunun gecerli kilinmasinda
kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmast boliim 3.4.1 de detayli bir sekilde verilmistir.
Kalemler ile standard ofis kagidina 10cm araliklarla basi farki olmasin diye ayni kisi
tarafindan, miimkiin oldugunca ayn1 bas1 giiciinii saglamak amaciyla cetvel ile ¢izgiler
cizildi. Ilk ¢izildigi anda ve daha sonra her ay boyunca bu numunlerden punch yardimi

ile 5 mm’lik kisim alindi. Aktif karbonu bosaltilmis tenax tiipline numune konularak
TD-GC/MS de analizlendi.
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Sekil 3.1: 5mm lik punch ve tenax tup

3.2.1.2. Boyar Maddelerin Analizine Ait Orneklerin Hazirlanmasi

Kristal Viyole(CV), Metil viyole(MV), Tetrametil Para Rosanilin(TPR) ve
Viktorya Mavinin (VB) HPLC de analizine imkan veren metodun validasyonunda
kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmast bolim 3.4.2 de detayli bir sekilde verilmistir.
Belgeden bu boyar maddelerin HPLC de analizinde ise farkli kisilerin farkli zamanlarda
olusturdugu belgeler kullanildi. Belgelerden punch yardimi ile 2 tane 1.2 mm’lik kesit
almarak 2 ml’lik viale konuldu. 100puL metanol konuldu. 5dk yiiksek devirde
vortekslendi.

Sekil 3.2: 1.2 mmlik punch 6rnekleri

3.3. CIHAZLAR

Kullanilan cihazlar ve markalar1 Tablo 3.3 de verilmistir.
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Tablo 3.3: Kullanilan Cihazlar ve markalari

Cihaz Ad1

Markasi ve Modeli

pH metre

Thermo Orion 3 star pH Benchtop

Ultrasonic Banyo

Bandelin Sonarex

Otomatik pipet ve uclar(2-20pL pipet ve
uclar1,10-100 pL pipet ve uglari, 100-1000 pL.
pipet ve uclar,500-5000 pL pipet ve uglar)

Eppendorf Research

Termal Desorber

Unity

Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi

Agilent HP 6890 N/5975 B

HPLC Sistemi

Thermo Scientific Degazer Spectra System
SCM 1000, Pompa Spectra System P1000,
Autosampler Spectra System AS3000, UV
dedektor 1000

HPLC Kaolon Phenomenex Onyx Cis Monolitik
kolon(100X4.6mm)

HPLC otosampler viali insert Agilent

HPLC otosampler viali(2.0 mL) Agilent

Balon Joje Isolab

+0.1 mg duyarlilikta hassas dijital terazi Precisa XB 220 A

Vortex Karigtirici Heidolph

Bidistile Su cihazi Milli Direct Q3

Punch Harris 1.2 mm

Punch 5mm

3.3.1. Fenoksietanoliin analizi icin TD-GC/MS sistem kosullari

Belgeden fenoksietanol analizi i¢cin 5 mm’lik punch ile alinan numuneler aktif

karbonu ¢ikartilmis bos tenax tiip igine yerlestirildi. Numune Termal Desorber(TD) da

90 °C ve 200 °C olmak tizere iki farkli sicaklikta salinima tutuldu. Her ay igin {i¢

tekrarli analiz yapilarak oranin ortalamasi grafige gecirildi.

Numune TD-GC/MS in Termal Desorber kisminda 90°C de 20 dk boyunca

salimima tutuldu. Buharlasan fenoksietanol trapte -10 °C de 5 dk boyunca toplandi.

Trapin sicakligi aniden 300 °C ye ¢ikartildi. Bu sicaklikta 3dk boyunca numune

bekletildi. Numune GC-MS’e transfer edildi.

GC Kosullar:

Kolon: DBVR-X kolon(60mX0.25mm; film kalinlig1 1.4pm)

Transfer line Sicakligi:140 °C

Firin Programi: Kullanilan firin programi tablo 3.4 de verilmistir.
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Tablo 3.4: GC’de kullanilan firin programi

Arus cCidk) | 1K ?Jg;khk Bekleme (dk.) TOP'(ZIE_)Sﬁre
45 1

30 100 - 20

12 190 4

50 200 5

Tarama Modu: SIM (m/z= 94, 138.10)

Solvent Ertelemesi: 15dk
MS analizorii sicakhgi: 150°C
MS iyon kaynag sicakhigr: 230°C

Ayni numune Tenaxdan ¢ikarilmadan 5 dk boyunca 200 °C de aynt GC/MS
kosullarina tabii tutularak analizlendi. Her iki sicakliktaki pik alan degerleri alinarak

%V degeri hesaplandi.
%V= Mgo°c/(Mgo°c + M20o°c) X100

3.3.2. HPLC Kosullar

Mobil Faz A: 0.05 M Fosfat Tamponu(pH=3)
Mobil Faz B: Metanol

Mobil Faz C: Asetonitril

Kolon: C1g monolitik kolon(100X4.6mm)

HPLC pompa kosullart Tablo 3.5, UV dedektdriiniin degerleri Tablo 3.6 da verilmistir.

Tablo 3.5: HPLC pompa kosullari

Zaman(dk) Mobil Faz A Mobil Faz B Mobil FazC | Akis Hizi(ml/dk)
0 50 30 20 3
0.2 50 30 20 3.5
8 30 40 30 35
10 50 30 20 3
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Tablo 3.6: Cihazin UV Parametreleri

Zaman(dk) Dalga Boyu
0-6 570
Yiikselme Siiresi(dk) 2

Veri Toplama(Hz) 10

3.4. VALIDASYON CALISMASI ICIN KULLANILAN COZELTILERIN
HAZIRLANMASI

3.4.1. Fenoksietanoliin validasyon ¢alismasi icin hazirlanan cozeltiler

Balon jojelerde hazirlanan kalibrasyon ¢ozeltileri +4°C’de, agzi parafilm ile
kaplanmak suretiyle muhafaza edildi. Kalibrasyon i¢in kullanilan etken maddenin
saflig1 sertifikalandirilmig olup >%99.0 oldugundan safsizlik oran1 hesaplamalarda goz

ard1 edildi.

11ng/pl Ana Stok cozelti: 1 ml standard fenoksietanolden alindi. 100 ml ye

tamamlandi.
2.5 ng/pul Stok ¢ozelti: 2.27 ml ana stok ¢ozeltiden alindi. 10 ml ye tamamlandi.
2.0 ng/pul Stok ¢ozelti: 1.82 ml ana stok ¢ozeltiden alindi. 10 ml ye tamamlandi.
1.5 ng/ nl Stok ¢ozelti: 1.36 ml ana stok ¢ozeltiden alindi. 10 ml ye tamamlandi.

0.5 ng/ pl Stok ¢ozelti: 0.45 ml ana stok ¢ozeltiden alindi. 10 ml ye tamamlandi.

3.4.2. Boyar maddelerin validasyon ¢alismasi icin Ana stok, stok ve kalibrasyon
¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Her bir analite ait standart maddelerin anastok, stok c¢ozeltileri asagida
bahsedildigi sekilde hazirlandi. Kalibrasyon ¢ozeltileri ise bu stok c¢ozeltinin
seyreltilmesi seklinde hazirlandi. Balon jojelerde hazirlanan kalibrasyon ¢ozeltileri
+4°C’de, agzi parafilm ile kaplanmak suretiyle muhafaza edildi. Kalibrasyon igin
kullanilan tiim etken maddelerin safliklar1 sertifikalandirilmis olup >%99.0 oldugundan

safsizlik oranlar1 hesaplamalarda goz ardi edildi.
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Kristal Viyole Stok Cozelti(lmg/ml): 25mg CV tartildi. 25 ml’ye metanol ile
seyreltildi.

Metil Viyole Stok cozelti(Img/ml): 25 mg MV tartildi. 25 ml’ye metanol ile
seyreltildi.

10pg/ml Karisim stok cozelti: 1mg/ml lik ana stok ¢ozeltilerden 100pL

alinarak metanol ile 10 mL’ye seyreltildi.

50ng/ml Karisim stok Cozelti: Hazirlanan 10pug/ml karisim ¢ozeltisinden 250

uL aliarak 50 ml ye metanol ile seyreltildi.

Kalibrasyon Cozeltilerin Hazirlanmast

10ng/ml Kalibrasyon cozeltisi: 50 ng/ pl’lik karisim c¢ozeltisinden 2000
pLalinarak 10 ml’ye metanol ile seyreltildi.

8ng/ml Kalibrasyon Cozeltisi: 50 ng/ pl’lik karisim ¢ozeltisinden 1600
pLalinarak 10 ml’ye metanol ile seyreltildi.

6ng/ml Kalibrasyon Cozeltisi: 50 ng/ pl’lik karisim ¢ozeltisinden 1200
uLalinarak 10 ml’ye metanol ile seyreltildi.

4ng/ml Kalibrasyon Cozeltisi: 50 ng/ ul’lik karisim ¢o6zeltisinden 800

pLalinarak 10 ml’ye metanol ile seyreltildi.

2ng/ml Kalibrasyon Cozeltisi: 50 ng/ pl’lik kanisim ¢ozeltisinden 400

puLalinarak 10 ml’ye metanol ile seyreltildi.

Ing/ml Kalibrasyon Cozeltisi:2ng/ml’lik kalibrasyon ¢o6zeltisinden 5ml

alinarak 10 ml’ye metanol ile seyreltildi.

0.5ng/ml Kalibrasyon Cozeltisi: Ing/ml’lik kalibrasyon c¢ozeltisinden Sml

alinarak 10 ml’ye metanol ile seyreltildi.

0.05 ng/ml Kalibrasyon Cozeltisi: 0.5ng/ml’lik kalibrasyon ¢ozeltisinden 1 ml
alinarak 10 ml’ye seyreltildi.
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3.4.2.1. Coziicii Sistemleri
Mobil Faz A: pH=3, 0.05 M fosfat tamponu

0.05 M 1L NaH2POg4 ¢ozeltisi hazirlamak i¢in; m=7.80g NaH2POg4 tartildi ve 1L
suya tamamlandi. 0.05 M 250 ml H3PO4 hazirlanmasi; d=1.71 g/ml %85(v/v) lik derigik
H3PO4 ¢6zeltisinden 1.69 ml H3PO4 alindi ve 250ml ye tamamlandi.

Mobil Faz B: Metanol Mobil Faz C: Asetonitril

3.5. BOYAR MADDELERIN HPLC DE ANALIiZi iCIN NUMUNE
ALIMI

Belgelerden 1.2mm lik punch ile 2 disk alinarak 2 ml’lik viale konuldu. 100pL
metanol konuldu. 5dk yiiksek devirde vortekslendi. HPLC sistemine verildi.

3.6. METOTLARIN GECERLi KILINMASI
3.6.1. Fenoksietanol Metodunun Gegerli kilinmasi

e Ozgiinliik:

Ozgiinliik ¢alismas1 icin Fenoksietanol analizlenerek segilen yontemin her bir
analiti tayin edebilme yetenegi tespit edildi. Secilen SIM parametresi m=138.1 6zgiin
olarak fenoksi etanolden kaynaklanan bir iyon oldugu ve kagittan gelen herhangi bir

diger maddeden kaynaklanmadig: teyid edildi.

o Segcicilik
Secicilik ¢alismasinda standard fenoksietanolden hazirlanan ¢ozelti, bos kagit ve

miirekkep numunesi sisteme verildi. M=138.1 Fenoksietanoliin alikonma zamaninda

miirekkep ve matriksten kaynaklanan bir girisim olmadig1 gézlendi.

e LOD ve LOQ Belirlenmesi

Tng/ul,5ng/ pl, 2.5 ng/ ul,1 ng/ul, 0.5ng/ pl ve 0,05ng/ ul konsantyrasyonlarinda
cozeltiler hazirlandi. Sisteme verildi. LOD ve LOQ degeri 0.05 ng/ml olarak belirlendi.
Bu deger ¢alistigimiz 24 aylik belgelerdeki fenoksietanol degerinin ¢ok altindadir.
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e Tekrarlanabilirlik
Tekrarlanabilirlik i¢in arsivden 5 aylik numunenin farkli yerinden alinan
miirekkep ornekleri 3.3.1 de anlatildig1 gibi hazirlanarak sisteme verildi. %V degeri ve

standard sapma hesaplandi.

3.6.2. Boyar Maddelerin HPLC’de analizi i¢in Validasyon Calismasi

CV, MV, TPR ve VB nun HPLC de analizine imkan veren metodun validasyonu

gergeklestirildi. Validasyon parametreleri;

e Ozgiinliik:
Ozgiinliik ¢alismasi igin analizde yer alan TPR, MV,CV ve VB analizlenerek

secilen 570 nm dalga boyunda yontemin her bir analiti tayin edebilme yetenegi tespit

edildi.

e Secicilik
Secicilik calismasinda kor metanol, giin 1s18inda bekletilen kor kagit ve
cekmecede bekletilen kor kagit ve CV, MV ve VB Standard ¢ozelti karisim ¢ozelti
piklerinin elde edildigi kromatogramlar kiyaslanmig ve bu maddelerin geldigi alikonma
zamaninda ¢oziiciden ve matriksten kaynaklanan bir girisim olup olmadig:

gozlenmistir.

e Dogrusallik ve Ol¢iim Arahig
Bir kalibrasyon grafiginin lineer oldugunun géstergesi r> degerinin £1’e yakin
olmasidir. 10,8,6,4,2,1,0.5 ve 0.05 ng/ml kalibrasyon ¢ozeltileri sisteme herbiri ardigik 6

kez verildi. Pik alani-konsantrasyon egrisi ¢izildi.

e Tayin Limiti(LOD) ve Ol¢iim limitlerinin (LOQ) belirlenmesi
Tespit edilebilen en diisiik derisimdeki sinyalin ortalamasmin standard
sapmasinin 3 katt LOD ve 10 kat1 LOQ olarak kabul edildi.
e Tekrarlanabilirlik (Giin i¢i ve Giinler arasi 6lciim degerleri)

Tekrarlanabilirlik calismasinda 2,4,8 ng/ml derisimindeki 6rneklerin 6 tekrarli

analizinin standard sapmalar1 ve % bagil standard sapmalar1 hesaplandi.
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e Tekrar Uretilebilirlik

+ Laboratuvarlar ici Tekrar Uretilebilirlik

Farkli analistler tarafindan 2,4,8 ng/ml konsantrasyonundaki numuneler

hazirlanip, ayn1 metot ile ayni sistemde analizlendi.

e Laboratuvarlararasi Aras1 Karsilastirma

Farkli tarihlerde olusturulmus 6 belgenin ayni satir, aym1 imza ve farkli
satirlarindan 3.2.1.2 de anlatildig1 gibi numuneler alindi. Cevre Analiz Labioratuvari ve
kendi laboratuarimizda ayni metot, farkli analist, farkli cihaz ile analizlendi. CV/MV

oranina degerlendirildi.

e Geri Kazanim

Yeni olusturulmus bir belgedeki miirekkep 6rneginden 2 punch alindi. Metanol
eklendi. Yiiksek devirde (4000rpm) vortekslendi. ii¢ kez sisteme arka arkaya verildi.
Coziciisii ucuruldu. Tekrar metanol ilave edilip yiiksek devirde vortekslendi. Sisteme

ti¢c kez ardagsik verildi.

e Sistem Uygunluk Testi

Analitleri igeren karigim ¢Ozeltisi analizlerden once ve ardisik analizler arasinda

sisteme verilerek alikonma zamanlar1 ve pik degerleri kontrol edildi.

3.7. ARSIV ANALIiZLERININ DEGERLENDIRILMESI

Belgeden fenoksietanoliin analizi i¢in 0-24 ay arasi 20 farkli belge TD-GC/MS
de analzilendi. %V degerleri hesaplanarak %V-zaman grafigi ¢izildi. Grafikten elde
edilen egri 0-24ay arasi belgeler icin kullanilabilecegi tespit edildi.

Belgeden boyar maddelerin analizi i¢in ise farkli kisiler tarafindan farklh
zamanlarda olusturulmus 160 belgeden alinan numuneler HPLC de analizlenerek
CV/MV, MV/TPR, CV/TPR oranlar1 hesaplandi.
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3.8. SAKLAMA KOSULLARININ MUREKKEBE ETKISi

Kagit zarf ve seffaf dosyada 3 farkli kalem ile ayni tarihte olusturulmus belgeler
ayni sartlarda saklandi. (sicaklik:22°C ve Nem:%52) Analizlendi

3.9. KISILERIN BASI iZLERININ MUREKKEBE ETKIiSININ
ARASTIRILMASI
Kisilerin yaz1 yazarken kagida kalem tarafindan yaptiklar1 basi1 degiskendir. Cok
bastiran bir kiginin kagida biraktigi miirekkep ile daha az bastiran kisinin kagida
biraktig1 miirekkep miktar1 ayni olup olmadiklarina bakildi. Bu etkinin incelenmesi i¢in
20 farkl kisi tarafindan ayn1 kalem ve farkli kalemle ayn1 zamanda belgeler olusturuldu.

3.5 maddesinde anlatildig1 gibi numuneler hazirlanip sisteme verildi.
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4. BULGULAR

4.1. KISA ERIMLI BELGELER ICIN TD-GC/MS DE
FENOKSIETANOL ANALIZI

4.1.1. Ozgiinliik ve Secicilik

Ozgiinliik i¢in fenoksietanoliin alikonma zamaninda kagittan kaynaklanan ve
138.1 molekiil agirligina karsin gelen bir girisim olmadig tespit edildi. Bos kagida ait
TD-GC/MS kromatogramlart Sekil 4.1 ve 4.2 de verilmektedir. Secicilik i¢in ise
Fenoksietanol standard ¢ozeltisi kagida 1pl enjekte edilerek sisteme 3.2.1.1 de
anlatildigi gibi Termal Desorber da hem 90°C de hem de 200°C de wverildi.
Fenoksietanole ait alikonma zamani 16,58dk da kullanilan dedektdriin 138.1 agirlikli

iyonunu 0zgiin olarak secerek belirledigi. Sekil 4.3 de gosterilmektedir.

,,,,,,,

Sekil 4.1: TD da 90°C ye tabii tutulmus bos kagida ait kromatogram drnegi
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4.1.2. LOD ve LOQ degeri

Bu yontem i¢in LOD degeri 0.05 ng/ul olarak kabul edildi. Bu deger 24 aylik

belgelerdeki fenoksietanol miktarinin ¢ok altindadir.
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Sekil 4.4: 0.05 ng/ ul konsantrasyondaki fenoksietanol ¢ozeltisinin kromatogram 6rnegi

4.1.3. Tekrarlanabilirlik

Arsivden 5 aylik numunenin 3 farkli noktasindan alinan miirekkep numuneleri

TD-GC/MS de analizlendi. %V degeri 31.4 £1.85 olarak hesaplandi.

4.1.4. Arsiv Analizleri ve %V — Zaman Egrisi

Arsivdeki numuneler her ay diizenli olarak analizlendi. Taze miirekkebe ait 90
°C deki fenoksietanol pikine ait kromatogram Sekil 4.5de yine ayni1 miirekkebe ait 200

°C deki fenoksietanol pikine ait kromatogram Sekil 4.6 da verilmektedir.
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Sekil 4.6: TD da 200 °C de isleme tabii tutulmus taze miirekkebe ait kromatogram

TD da 90 °C ve 200 °C termal isleme tutulmus 3 aylik kaleme

kromatogramlarin iist {iste ¢cakistirilmig hali Sekil 4.7°de verilmektedir.
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Sekil 4.7:TD da 90 °C ve 200 °C termal isleme tutulmus 3 aylik kaleme ait kromatogramlarin
iist iiste ¢akistirilmig hali

TD da 90 °C ve 200 °C termal isleme tutulmus 5 aylik kaleme ait

kromatogramlarin iist {iste ¢akistirilmis hali Sekil 4.8 da verilmektedir.
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Sekil 4.8:TD da 90 °C ve 200 °C termal igleme tutulmus 5 aylik kaleme ait kromatogramlarin
iist lste ¢akistirilmig hali

TD da 90 °C ve 200 °C termal isleme tutulmus 7 aylik kaleme ait

kromatogramlarin {ist {iste cakistirilmis hali Sekil 4.9°da verilmektedir.
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Sekil 4.9:TD da 90 °C ve 200 °C termal isleme tutulmus 7 aylik kaleme ait kromatogramlarin
iist {iste cakistirilmis hali

TD da 90 °C ve 200 °C termal isleme tutulmus 8 aylik kaleme ait

kromatogramlarin {ist {iste ¢akistirilmis hali Sekil 4.10°da verilmektedir.
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Sekil 4.10: TD da 90 °C ve 200 °C termal isleme tutulmus 8 aylik kaleme ait kromatogramlarin
iist iiste ¢akistirilmis hali

TD da 90 °C ve 200 °C termal isleme tutulmus 9 aylik kaleme ait

kromatogramlarin {ist {iste ¢akistirilmis hali Sekil 4.11°da verilmektedir.
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Sekil 4.11: TD da 90 °C ve 200 °C termal isleme tutulmus 9aylik kaleme ait kromatogramlarin
st liste ¢akistirilmig hali

TD da 90 °C ve 200 °C termal isleme tutulmus 10aylik kaleme ait

kromatogramlarin {ist {iste ¢akistirilmis hali Sekil 4.12°de verilmektedir.

Ay
e
i

Sekil 4.12: TD da 90 °C ve 200 °C termal isleme tutulmus 10 aylik kaleme ait
kromatogramlarin st tiste cakistirtlmis hali

Numunenin TD’da 90°C ve 200°C ye tabii tutulmasi sonucu GC’de elde edilen
pik alan degerleri asagidaki formiilde yerine konularak %V degerleri +std hesaplandi.

Tablo 4.1 %V-zaman degerleri verilmektedir.

m90

%V = —— —x100
m90 + m200
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Tablo 4.1: %V+std -Zaman(ay) degerleri

Analiz sayisi (n) Zaman(ay) %V+std(ay)
3 0 95+1
3 1 82+1
3 2 63+0.7
3 4 48+0.5
3 6 33+0.5
3 9 214+0.3
3 10 1342
3 15 9+1.3

%V-zaman grafigi Sekil 4.13de gosterilmektedir.

Fenoksietanol

100
90
o |\
70
60
o o
40 -

30 —
20 e

%V

10 e

0 2 4 6 8 10

zaman(ay)

Sekil 4.13: %V-Zaman(ay) grafigi
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4.2. BELGEDEN CV, MV METODUNU GECERLI KILMA
BULGULARI

4.2.1. Ozgiinliik

Ozgiinliik igin analitlerin standardlarindan hazirlanan CV,MV,TPR ve VB
karisim ¢ozeltilerine ait kromatogramlardaki piklerin alikonma zamanlarinda ¢oziiciiden
veya kagittan kaynaklanan ve 570 nm absorbansi olan herhangi bir girisim olmadigi
gozlendi. (Sekil 4.14) CV, MV, TPR ve VB analizi i¢in gelistirilen metotda bu
analitlerin alikonma zamanlarina bakildiginda ayiriciligin 1 in ¢ok iizerinde oldugu ve
yontemin her analite kars1 570 nm de segici oldugu tespit edildi. Kromatogram Sekil
4.15de gosterilmektedir. CV, MV, TPR ve VB’nun alikonma zamanlar1 ise Tablo 4.2°de

verilmektedir.

Sekil 4.14: Metanol Cdziiciisiiniin Kromatogrami

Sekil 4.15: CV, MV, TPR ve VB’ya ait piklerin kromatogrami1
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Tablo 4.2: Analitlerin alikonma zamanlari

Analit Alikonma Zamani(dKk)
TPR 2.08
MV 2.70
CVv 3.38
VB 6.20

4.2.2. Kalibrasyon Egrisinin Cizilmesi, LOD ve LOQ degerleri

Bolim 3.4.2 de anlatildign gibi CV,MV ve VB standardlarinin metanolde
cozeltileri belirtilen konsantrasyonlarda hazirlandi. Hazirlanan kalibrasyon cozeltileri

ardigik olarak sisteme 6 kez verildi. Elde edilen 6 degerin ortalamasi alinarak CV,

MV, TPRve VB’nun kalibrasyon egrileri ¢izildi.

10ng/ml, 8ng/ml, 6ng/ml, 4ng/ml, 2ng/ml, 1ng/ml 0.5ng/ml ve 0.05 ng/ml
kalibrasyon ¢ozeltilerinin kromatogramlari sirasiyla Sekil 4.16, 4.17, 4.18, 4.19, 4.20 ve

4.21 de verilmektedir.

Sekil 4.16: 8ng/ml konsantrasyonundaki analitlerin (CV,MV,TPR ve VB) karisim ¢ozeltisine

ait kromatogram
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Sekil 4.1716: 6ng/ml konsantrasyonundaki analitlerin (CV,MV,TPR ve VB) karisim

¢ozeltisine ait kromatogram

Sekil 4.18: 4ng/ml konsantrasyonundaki analitlerin (CV,MV,TPR ve VB) karisim ¢ozeltisine

ait kromatogram
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Sekil 4.17: 2ng/ml konsantrasyonundaki analitlerin (CV,MV,TPR ve VB) karisim ¢ozeltisine
ait kromatogram

Sekil 4.18: 1ng/ml konsantrasyonundaki analitlerin (CV,MV,TPR ve VB) karisim ¢6zeltisine

ait kromatogram
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Sekil 4.21: 0.5ng/ml konsantrasyonundaki analitlerin (CV,MV,TPR ve VB) karisim

¢ozeltisine ait kromatogram

CV,MV ve VB standard ¢ozeltilerine iliskin veriler Tablo 4.3’de verilmektedir.
Kalibrasyon egrileri Sekil 4.22,4.23,4.24 ve 4.25’de verilmektedir.

Tablo 4.3: TPR,MV,CV ve VB standard ¢6zeltilerine ait pik alan ve %Alanlar

Konsantrasyon(ng/ml) | TPR | TPR MV MV Ccv cv VB | VB
Alan | %Alan | Alan | %Alan | Alan | %Alan | Alan | %Alan
0.5 - - 869 18.81 | 3751 |81.18 |- -
1 623 | 6.22 1852 | 15.72 6980 | 71.98 666 | 6.85
2 1130 | 5.73 3508 | 17.81 13724 | 69.71 1327 | 6.72
4 2220 | 5.72 6599 | 17.00 27346 | 70.46 2635 | 6,79
6 3530 | 4.63 10401 | 17.67 | 42038 | 69.62 | 4180 | 6.901
8 4638 | 5.89 13999 | 17.63 54465 | 69.69 5109 | 6.78
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Sekil 4.19: TPR’ye ait Kalibrasyon Egrisi
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MV Kalibrasyon Egrisi

y =1736,4x- 21,116
R2=0,999

4 5
konsantrasyon(ng/ml)

Sekil 4.20: MV’ye ait Kalibrasyon Egrisi
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CV Kalibrasyon Egrisi
60000
50000 -
y =6848,7x+ 146,05
40000 - R? =0,999
A
do000 |
a
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Sekil 4.24: CV’ye ait Kalibrasyon Egrisi
VBKalibrasyon Egrisi
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y =657,34x+ 22,591
5000 - R?=0,999
4000 -
A
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a
" 2000 -
1000
0 T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Sekil 4.215: VB’ya ait Kalibrasyon Egrisi
4.2.3. LOD ve LOQ degerlerinin Belirlenmesi

TPRMV,CV ve VB’ya ait LOD ve LOQ degerleri Tablo 4.4 de verilmektedir.
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Tablo 4.4:TPR,MV,CV ve VB Ya ait LOD ve LOQ Degerleri(n=6)

En Diisiik Derisim Ortalama STD LOD LOQ %RSD
(ng/ml)
TPR 2.00 2 0.20 0.61 2.03 13.97
MV 0.50 0.502 0.021 0.06 0.21 4.26
cv 0.05 0.049 0.0055 0.02 0.06 11.36
VB 1.00 0.99 0.139 0.42 1.39 10.15

Sekil 4.26 0.05 ng/ml karisim ¢ozeltisine ait kromatogram

4.2.4. Kesinlik

4.2.4.1. Tekrarlanabilirlik

2, 4 ve 8ng/ml’lik ¢ozeltiler ayni giin i¢cinde ve ayni analist tarafindan hazirlanip

sisteme herbiri ardisik 6 kez verildi. 2, 4 ve 8ng/ml konsantrasyonlarina ait pik alan

degerleri Tablo 4.5, 4.6 ve 4.7 de verilmektedir. 2, 4 ve 8 ng/ml konsantrasyon

degerlerine karsilik gelen, ortalama konsantrasyon,standard sapma(sd), bagil standard

sapma(%RSD) ve ortalama geri kazanim degerleri Tablo 4.8, 4.9 ve 4.10°da

verilmektedir.
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Tablo 4.5: 2 ng/ml i¢in TPR,MV,CV ve VB’ya tespit edilen konsantrasyon degerleri

2ng/ml TPR MV Ccv VB
1.Analiz 2.18 2.02 2.09 2.47
2.Analiz 1.94 1.98 1.97 1.74
3. Analiz 2.02 2.25 2.06 1.80
4.Analiz 1.67 1.74 1.96 2.07
5.Analiz 2.26 2.01 1.97 2.26
6.Analiz 1.93 2.00 1.95 1.65

Tablo 4.6: 4 ng/ml konsantrasyon degerleri igin TPR,MV,CV ve VB’ya ait Konsantrasyon
Degerleri

4ng/ml TPR MV CcVv VB
1.Analiz 3.95 4.22 4.03 3.47
2.Analiz 4.32 4.0 4.05 4.15
3. Analiz 421 3.88 4.03 3.74
4.Analiz 3.70 4.22 4.02 3.84
5.Analiz 3.91 3.82 4.00 4.54
6.Analiz 3.88 3.88 3.86 4.24

Tablo 4.7: 8ng/ml konsantrasyon degerleri i¢gin TPR,MV,CV ve VB’ya ait konsantrasyon
Degerleri

8ng/ml TPR MV Ccv VB
1.Analiz 8.22 8.30 8.3 7.80
2.Analiz 8.37 8.38 8.0 7.69
3. Analiz 7.63 8.07 8.04 7.82
4.Analiz 7.66 7.72 7.76 8.04
5.Analiz 7.86 8.08 7.97 8.06
6.Analiz 8.26 8.08 7.97 7.67
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Tablo 4.8: 2ng/ml konsantrasyon degeri i¢in TPR,MV,CV ve VB ya ait ortalama,standard
sapma(STD) ve Bagil standard sapma(%RSD) degerleri

ORT.Konsantrasyon STD %RSD
TPR 2.00 0.32 10.44
MV 2.00 0.23 8.09
cVv 2.00 0.17 2.96
VB 2.00 0.17 16.19

Tablo 4.9: 4ng/ml konsantrasyon degeri i¢cin TPR,MV,CV ve VB
sapma(STD) ve Bagil standard sapma(%RSD) degerleri

ya ait ortalama,standard

ORT.Konsantrasyon STD %RSD
TPR 3.99 0.22 5.72
MV 4.00 0.17 4.43
cVv 3.99 0.07 1.74
VB 3.99 0.39 9.66

Tablo 4.10: 8ng/ml konsantrasyon degeri i¢in TPR,MV,CV ve VB ya ait ortalama,standard
sapma(STD) ve Bagil standard sapma(%RSD) degerleri

ORT.Konsantrasyon | STD %RSD
TPR 8.00 0.32 4.15
MV 8.10 0.23 2.84
CcVv 8.00 0.17 2.17
VB 7.84 0.17 2.14

4.2.4.2. Laboratuvar i¢i Tekrarlanabilirlik

Farkli gilinlerde iki analist tarafindan hazirlanan ayni konsantrasyonlardaki

karisim ¢ozeltileri sisteme verildi. 1. Analiste tarafindan hazirlanan 2, 4, 8 ng/ml olmak

tizere 3 farkli konsantrasyondaki karisim cozeltileri sisteme ardisik 6 kez verildi.

CV,MV,TPR ve VB ya ait ardisik 6 tekrarin pik alan degerleri Tablo 4.11, 4.12 ve

4.13 de verilmektedir.

2. Analist tarafindan hazirlanan 2, 4, 8 ng/ml olmak {izere 3 farkh

konsantrasyondaki karisim ¢ozeltileri sisteme ardisik 6 kez verildi. CV, MV, TPR ve
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VB ya ait ardisik 6 tekrarin pik alan degerleri Tablo 4.14, 4.15 ve 4.16 de

verilmektedir.

Tablo 4.11: 1. Analistin hazirladig1 2 ng/ml konsantrasyondaki TPR,MV,CV ve VB’ya ait pik
alan degerleri

2ng/ml TPR MV Ccv VB
1 2.17 2.00 2.03 2.06

2 1.90 2.03 2.00 1.75

3 2.08 191 2.01 2.11

4 1.89 2.05 1.97 2.16

5 1.83 1.97 2.00 214

6 2.06 2.04 1.98 1.77
ortalama 1.99 2.00 2.00 2.00

Tablo 4.12: 1. Analistin hazirladig1 4 ng/ml konsantrasyondaki TPR,MV,CV ve VB’ya ait pik
alan degerleri

4ng/ml TPR MV Ccv VB
1 3.90 4.00 4.01 4,37
2 4.09 4.17 4.04 3.75
3 4.23 3.98 4,01 3.81
4 4.06 4.06 4.03 4,11
5 3.64 3.89 3.97 3.93
6 4.08 3.90 3.92 4.02
ortalama 4.00 4.00 4.00 4.00
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Tablo 4.13:1. Analistin hazirladigi 8 ng/ml konsantrasyondaki TPR,MV,CV ve VB’ya ait pik

alan degerleri

8ng/ml TPR MV Ccv VB
1 8.08 8.34 8.17 7.81
2 7.79 7.72 8.09 8.20
3 8.21 7.74 7.70 7.70
4 8.10 8.02 8.14 8.35
5 7.82 8.04 8.02 8.09
6 7.99 8.14 7.88 7.84
ortalama 8.00 8.00 8.00 8.00

Tablo 4.14: 2. Analistin hazirladig1 2 ng/ml konsantrasyondaki TPR,MV,CV ve VB’ya ait pik

alan degerleri

2ng/ml TPR MV cv VB
1 2,18 2,02 2,09 2,47
2 1,94 1,98 1,97 1,74
3 1,67 2,25 2,06 1,8
4 2,26 1,74 1,96 2,07
5 1,93 2,01 1,97 2,26
6 2,18 2 1,95 1,65

ortalama 2,03 2 2 2

Tablo 4.15: 2. Analistin hazirladig1 4 ng/ml konsantrasyondaki TPR,MV,CV ve VB’ya ait pik

alan degerleri

4ng/ml TPR MV Ccv VB
1 3,95 4,2 4,05 3.46
2 4,32 4 4,03 4.20
3 4,22 3,88 4,02 3.87
4 3,71 4,22 4 4.63
5 3,91 3,82 3,86 4.30
6 3,88 3,88 4,03 3.86
ortalama 4 4 4 4.05
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Tablo 4.16: 2. Analistin hazirladig1 8 ng/ml konsantrasyondaki TPR,MV,CV ve VB’ya ait pik

alan degerleri

8ng/ml TPR MV Cv VB
1 8.22 8.30 8.00 7.80

2 8.37 8.38 8.30 7.69

3 7.63 8.08 8.04 7.82

4 7.66 7.72 7.76 8.04

5 7.86 8.08 7.97 8.06

6 8.26 8.07 7.97 7.67
ortalama 8.00 8.11 8.07 7.85

Her iki analistin yaptigi analizler icin F testi degerleri Tablo 4.17’de

verilmektedir.(a=0.05) Elde ettigimiz degerler 3.98 den kii¢iik oldugundan %95 giiven

araligi icindedir.

Tablo 4.17: TPR,MV,CV ve VB’ ya ait F testi degerleri

Konsantrasyon TPR MV Ccv VB
(ng/ml) F-test F-test F-test F-Test

2 0.29 0.03 0.04 0.25

4 0.82 0.30 0.35 0.21

8 0.17 0.94 0.94 0.38

4.2.4.3. Laboratuvarlar aras1 Karsilastirma

Laboratuvarlar arasi karsilagtirma i¢in TS EN ISO/IEC 17025 standardina sahip

Cevre Analiz Laboratuvar ile calisildi. 7 ayr1 belgeden numuneler alindi. HPLC de

analizlendi. Elde edilen veriler Tablo 4.18, 4.19, 4.20, 4.21,

analizlere ait kromatogramlar tablolarmn altinda verilmektedir.

Tablo 4.18: 2011 yilina ait imzadan alinan 6rnekler (Ayn1 belge ayni 6rnek)(numune2)

4.22ve 4.23°de ve bu

TPR %TPR | MV %MV | CV %CV | Toplamalan | CV/IMV
Cevre Lab. | 62815 | 15.12 178381 | 42.95 174049 | 41.91 | 415245 0.97
LU Adli 8961 14 26112 42.98 25680 42.26 | 60753 0.98
T1p Enst.
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204 Retention Time
Name

rao
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o 1 2 3 4 s s 7 B 510
Minutes
Sekil 4.22: 2011 yilina ait alinan numunenin Cevre Analiz Laboratuvari sonuglari
1 ﬁamiun Time 7
3 ] Ea
2] o L2
1] E1
.- A ’
D" T 1| T T T T '-3:" |"'£|I. T f: T "E:"'ll T:‘ T 8| T g| T I]|:|
Minntes
Sekil 4.2823: 2011 yilma ait alinan numunenin 1.U Adli Tip Enstitiisii sonuclari
Tablo 4.19: Ayni belge iizerinde farkli noktalardan alinan drnekler(numune3)
Toplam
TPR | %TPR | MV | %MV | cv | %cv | A | cvmy
Cevre Lab. | 86054 20.74 178518 44,01 150227 | 36.37 | 414799 0.84
LU Adli 21108 19.61 47356 44.01 39144 | 36.37 | 107608 0.83

T1ip Enst.
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Sekil 4.29: Numune 3 iin Cevre Analiz Laboratuvari sonuclari
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Sekil 4.30: Numune 3 iin 1.U Adli Tip Enstitiisii sonuglar
Tablo 4.20: Ayni belge tizerindeki ayni satirdan farkli noktalardan alinan 6rnekler(Numune4)
TPR | %TPR MV %MV CcVv %CV | Toplam | CV/IMV
alan
Cevre Lab. 47754 15.36 124412 | 40.03 | 138598 | 44.60 310764 1.11
LU Adli Tip | 1864 15.30 5265 43.23 5050 41.46 12179 0.95
Enst
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Sekil 4.3124: Numune 4 iin Cevre Analiz Laboratuvari sonuglari
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Sekil 4.32: Numune 4iin 1.U Adli Tip Enstitiisii sonuclar

Tablo 4.21: Ayni belge iizerinde ayni satir farkli noktalardan alinan 6rnek(Numune 5)

TPR | %TPR MV %MV Ccv %CV Toplam | CV/IMV

alan
Cevre Lab. | 64422 | 15.83 | 166082 | 40.81 | 176684 | 43.36 406991 1.06
LU Adli 10073 | 14.10 30873 43.22 30476 42.67 71422 0.98
T1ip Enst
04— a ]
Retention Time o
Name @
C ol
201 g k20
2 3 E

Minutes

Sekil 4.253: Numune 5 in Cevre Analiz Laboratuvart sonuglari
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Sekil 4.34: Numune 5 in .U Adli Tip Enstitiisii sonuglar
Tablo 4.22: Ayni belge ayni satir izerindeki farkli noktalar(Numune 6)
TPR | %TPR | MV | %MV cv %CV | Toplam | CV/MV
alan
Cevre Lab. 46925 | 16.01 | 121127 | 41.35 | 124875 | 42.63 | 292927 1.03
L.U Adli Tip 9228 | 13.57 | 28920 | 4255 | 29805 | 43.86 | 67953 1.03
Enst
204 T - 20
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Minutes

Sekil 4.35: Numune 6nin Cevre Analiz Laboratuvari sonuglart
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Sekil 4.266: Numune 6 nin 1.U Adli Tip Enstitiisii sonuglar

Tablo 4.23: Ayni1 belge ayni satir tizerindeki farkli noktalar (Numune 7)

mAU

TPR %TPR MV %MV | CV %CV Toplam CV/IMV
alan
Cevre Lab. 34139 | 16.46 88745 | 42.79 84480 | 40.73 207364 0.95
LU Adli Tip | 6215 14.48 17737 | 41.33 18963 | 44.18 42915 1.06
Enst
Retention Time
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Sekil 4.277: Numune 7 nin Cevre Analiz Laboratuvari sonuglari
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ﬁnticun Time

mal

Mlsntes

Sekil 4.38: Numune 7 nin 1.U Adli Tip Enstitiisii sonuglar

Laboratuvarlar arasi karsilagtirma sonuglarina F testi uygulandi. Elde edilen deger 0.71
dir. (0=0.05) Elde ettigimiz deger 5.99 dan kiiciik oldugundan %95 giliven araligi

icindedir.

4.25. Geri Kazanim

Yeni olusturulmus bir belgedeki miirekkep 6rneginden 2 punch alindi. Metanol
eklendi. Yiiksek devirde calkalandi. 3 kez sisteme arka arkaya verildi. Coziiciisii
ucuruldu. Tekrar metanol ilave edilip yiiksek devirde ¢alkalandi. Sisteme 3 kez ardasik

verildi. Geri kazanima ait veriler Tablo 4.24’da verilmektedir.

Tablo 4.24: Geri Kazanim Degerleri

mal

Metanol
Buharlastirilmadan
once alinan pik alan
degerleri ortalamasi

Metanol
buharlastirildiktan
sonra alinan pik alan
degerleri ortalamasi

Geri Kazanim

Ccv 14384 - 100
MV 13682 140 97.7
TPR 3792 - 100

4.3. DOGAL OLARAK YASLANMIS BELGELERDE CV,MV,TPR VE
VB DEGERLERI

2005 yilina ait belgeler arasindan rastgele se¢ilmis bir belgenin CV,MV,TPR,
VB’ya ait Alan,%Alan, Toplam AlanCV/MYV degerleri Tablo4.25 de verilmektedir.
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Tablo 4.25: 2005 yilina ait dogal yaslanmis belgeden alinan numunede TPR,MV,CV

Toplam Alan
Alan %Alan CVITPR | MV/TPR CVIMV
TPR 1839 17.98
MV 4719 46.13 1,99 2,56 0.79 10230
Ccv 3672 35.89
VB -

Sekil 4.39: 2005 yilina ait belgenin kromatogram

2007 yilina ait belgeler arasindan rastgele secilmis bir belgenin CV,MV,TPR,
VB’ya ait Alan, %Alan, Toplam Alan CV/MV degerleri Tablo4.26 verilmistir.
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Tablo 4.26: 2007 yilina ait dogal yaslanmis belgeden alinan numunede TPR,MV,CV ve VB

Alan %Alan CVI/TPR | MV/TPR CVvIMV Toplam Alan
1.6dkda 759 1.75
gelen pikin
analiti
TPR 6604 15,22
MV 14724 33.92 1.89 2.23 0.85 43405
Ccv 12519 28.84
57 dk da 836 1.93
gelen pikin
analiti
VB 7963 18.35

Sekil 4.40: 2007 yilina ait belgenin kromatogram

2009 yilina ait belgeler arasindan rastgele se¢ilmis bir belgenin CV,MV,TPR,

VB’ya ait Alan,%Alan, Toplam AlanCV/MV degerleri Tablo4.27 de verilmistir.
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Tablo 4.27: 2009 yilina ait dogal yaslanmis belgeden alinan numunede TPR,MV,CV ve VB

Alan %Alan CVI/TPR | MV/TPR CVIMV Toplam Alan
TPR 3367 14.76
MV 8099 35.51
CVv 7361 32.27 2.19 2.40 0.91 22810
VB 3983 17.46

0.00-

Sekil 4.281: 2009 yilina ait belgenin kromatogram
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4.4. SAKLAMA KOSULLARININ YASLANMAYA ETKISI

Tablo 4.28:Kagit zarf ve poset dosyada saklanan numunelerdeki CV/MV oranlari

NUMUNE TPR MV CV | %TPR | %MV | %CV | TOPLAM | CV/MV
ADI ALAN | ALAN | ALAN ALAN

D-P22 6421 | 22576 | 25432 | 11.79 | 41.47 | 46.72 | 54429 1.12
Poset Dosya
K-P22 15133 | 39725 | 40922 | 15.79 | 41.47 | 42.72 | 95780 1.03
Kagit Zarf
D-P4 2934 10721 | 11539 | 11.64 |4255 |45.80 | 25194 1.07
Poset Dosya
K-P4 3050 8415 7700 1592 | 43.93 | 40.19 | 19155 0.91
Kagit zarf
D-P5 2546 9240 10198 | 11.58 | 42.03 | 46.00 | 21984 11
Poset Dosya
K-P5 1430 3867 4220 15.02 | 40.63 | 44.34 | 9517 1.09
Kagit Zarf

D-P22: KI1P22 Olusturulma Tarihi : 05.12.2012 Analzi Tarihi: 10.10.2013

K-P22: 22 Nolu numune (Faber Castel) Olusturulma Tarihi :23.11.2011

Analiz Taihi: 09.08.2012

D-P4: K1P4 Olusturulma Tarihi : 05.12.2012 Analiz Taihi: 06.11.2013
K-P4: 4 Nolu numune (art ballpoint) Olusturulma Tarihi :
D-P5:KIP5  Olusturulma Tarihi :

K-P5: 5 nolu numune

Tarihi:06.11.2013

4.5. BASI IZININ ETKISi

(pensan mv penvision)

19.04.2012
05.12.2012 Analiz Tarihi: 06.11.2013
Olusturulma Tarihi

: 19.04.2012 Analiz

13 kisi tarafindan ayni kalem ile ayni tarihte olusturulmus belgelerin HPLC

analizi ile elde edilen veriler Tablo 4.29°da, kromatogramlar Sekil 4.42 ve 4.43’de

verilmektedir.
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Tablo 4.29: 13 kisi tarafindan ayni kalem ile ayni tarihte olusturulmus belgelerin HPLC verileri

ADI TPR MV CVv CVvIMV
B-1 2916 7634 7217 0.94
B-2 7196 21086 20219 0.95
B-3 3696 11517 12057 1.04
B-4 3866 10436 10725 1.03
B-5 3802 10886 11045 1.01
B-7 4918 12779 12411 0.97
B-8 4689 10856 10577 0.97
B-9 3910 11706 10959 0.94
B-10 2640 7573 7278 0.96
B1l 2965 9491 9671 1.01
B12 2258 8044 8977 1.11
B13 2971 9534 10820 1.13

Elde ettigimiz CV/MV oranlarina standard sapma +0.06 olarak tespit edildi.

basi izi D.dat
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Sekil 4.42: 11 Kisi tarafindan olusturulmus belgenin kromatogram

- - — 3 A~ KPS A = = = = = = = = = e e e o = = e e e e e e e e = e e e e e e o = e e e e e g e = e e = e e e e e e e e e e e e e

basi izi o-1.dat

Sekil 4.43: 12.Kisi tarafindan olusturulmus belgenin kromatogram

Farkli Kalem ile farkli kisiler tarafindan olusturulan belgelerin kiyaslanmasi
Tablo 4.30°da verilmektedir. Elde edilen verilerin standard sapmasi +0.05 olarak

hesaplandi.

Tablo 4.30: Farkli kalem ile farkl kisiler tarafindan olusturulmus belgelerin HPLC analiz
verileri

ADI TPR MV CcVv CVvIMV
B-12 2227 4322 2680 0.62
B-13 1391 3843 3011 0.78
B-14 2875 6235 4388 0.70
B-16 2384 4688 3089 0.65
B-17 3097 5614 3641 0.65
B-18 3998 6447 4124 0.63
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Sekil 4.294: 13 Kisi tarafindan farkli kalem ile olugturulmusg belgenin kromatogram

0,00+ 0,00

Sekil 4.4530: 2.Kisi tarafindan farkli kalem ile olusturulmus belgenin kromatogram
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5. TARTISMA VE SONUC

Belge; bir gercege taniklik eden yazi, fotograf, resim vb dokiiman olarak
tanimlanmakta ve gilinlik hayatimizda 6nemli bir yer tutmaktadir. Adli Bilimlerde ise
belge; bir olgunun ya da bir savin dogrulugunun yazili veya basili kanitidir. Belgeler
kisilerin verdikleri sozlerin hukuki gecerliligini gosterdiginden, hukuksal iliskinin
kurulmasi, sona erdirilmesi, hak ve yiikiimliiliiklerin kanitlanmasinda 6nemli araglardir.

[40].

Ulkemizde belge sahteciligi en ¢ok islenen sug tiirlerindendir. Bu sug tiiriiniin
yiikksek oranda isleniyor olmasinin en Onemli nedenlerinden biri de belgenin veya
miirekkebin yapisinda zamanla meydana gelen degisimlerin ileri analitik tekniklerle
incelenememesinden kaynaklanan bosluklardan suglularin faydalanmasidir. Bu nedenle
belgeyi olusturan en temel unsurlardan olan miirekkebin incelenmesi sahteciligin
onlenmesinde biiyiik 6neme sahiptir. Miirekkebin yapisindaki baz1 maddelerin zaman
icerisindeki  degisimlerinin  analitik yOntemlerle tespiti sayesinde sahtecilik

aydinlatilabilecektir. Adli belge kimyas1 uzmanlarina bu alanda ihtiya¢ duyulmaktadir.

Belgedeki siipheli yazilarin olusturulduklart zamanin belirlenmesi veya
karsilastirilmast ve bu yazilarin ayni kalem ve aym1 miirekkep yapisi ile olusturulup
olusturulmadiginin iddialarinin desteklenmesi veya reddedilmesi miirekkebin ileri
analitik yontemlerle analizi ile miimkiin olabilir. Mavi tiilkenmez kalem miirekkebinin
yapisinin ana bilesenleri; boyar maddeler, ¢oziiciiler ve reginelerdir. Bu ii¢ bilesenin
zamana bagli olarak degisim gosterdigi glinlimiize kadar yapilan g¢alismalarda tespit

edilmistir[11].

Yapilan Kaynak taramalarinda miirekkep yas tayini ile ilgili ¢aligmalarin
temelinin  Mitchell tarafindan 1904 yilina kadar dolma kalem miirekkebi ile atildig
tespit edildi. Bu calisma “Inks and Their Composition And Manufacture” adiyla kitap
olarak 1904 yilinda yaymlanmistir[19]. 1920 yilinda ise yine Mitchell “Examination of
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the Age of ink in Writing” baslig1 ile The Analyst dergisinde yasla ilgili caligmalarinin

sonuglarini yayinlamistir[20].

1952 yilinda piyasada tiikenmez kalemin yayginlagmasi ile tilkenmez kalem
miirekkebi ile ilgili c¢alismalarda hiz kazandi. Bunlarin basinda Brown ve Kirk
tikenmez kalem miirekkebinin boyar maddelerini elektroforez ile ayirmayi
basardilar[11]. 1959 yilinda Kikuchi miirekkebin c¢oziiclilerinin kagit {izerindeki
dagilma siirelerini 6l¢tii. Bu ¢alismada yeni miirekkeplerin eski miirekkeplere gore daha
hizli dagildigini tespit ederek tiikenmez kalem miirekkep yas tayini ile ilgili calismalara
onciiliikk ederek, giiniimiizde kullanilan ¢oziicli ekstraksiyon tekniklerinin temelini
olusturdu[15]. 1960 larin basinda Werner Hoffman statik yaklasimla ilgili calismalara
basladi. Ziirih Kanton Polis Laboratuvarinda tiikenmez kalem miirekkeplerin iiretim
tarthini belirlemek i¢in standard referans miirekkep koleksiyonunu kullandi. Bu
calismasinda miirekkepleri birbirleri ile karsilastirma icin kagit kromatografisi, ince
Tabaka Kromatografisi, Spektrofotometri ve belgeye zarar vermeyen optik yontemleri
kullandi. Bu ¢aligmanin basarili olmasi 1968 yilinda Brunelle’nin Amerikada Alkol,
Titlin ve Atesli Silahlar Biirosundaki c¢alismalarin oniinii agtr. 1975 de Brunelle ve
Cantu bu biiroda miirekkep etiketleme programini gelistirdi. Programin amac1 iireticinin
tiretim yilin1 tespit ederek silipheli yazilarin zamani hakkinda fikir yiirtitebilmekti. Bu
calismalar statik yaklasimin temelini olusturdu. 1961 yilinda ise Crown ve arkadaslari
tikenmez kalemdeki boyar maddeleri ayirt edebilen spot test gelistirdiler. 1963 yilinda
Witte kagit {izerindeki miirekkebin analizi i¢in belgeden dogrudan ornek alma
tekniklerini gelistirdi. Bu c¢aligmay1 temel alan Brunelle 1968 yilinda benzer bir
ornekleme teknigi gelistirdi. Bu ¢alismalar belgeye biiyiik zarar vermedigi i¢in 6nem
tasimaktaydi. 1965 yilinda Nakamura ve Shimoda tiikenmez kalem miirekkeplerini TLC
de analizleyerek metil viyole ailesini ayirmnayr basardilar. 1982 yilinda Stewart’in
yaptig1 calisma miirekkebin ¢oziiciileri le ilgiliydi. Miirekkebin formiiliinii TLC ile
belirleyip, kiitliphane ile karsilastirdi. Miirekkebin kagida gecisinden sonra organik
¢oziiclilerin zamanla azaldigint GC-FID ile tespit etti[11].

1985 yilinda ise Humecki FTIR ile miirekkep ¢oziiciilerinin 3100/3500cm™
(OH/CO ) oranindaki azalma ile yas arasinda bir iliski kurdu, 0-22 yil arasi belgelerle
calisti. Oranda 30 y1l boyunca bir azalmanin oldugu goriildii ancak hizli diistisiin ilk 10
yilda oldugunu tespit etti [14].
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1987 yilinda Cantu ve Prough miirekkebin bagil yasini 6lgmek icin Solvent
Ekstraksiyon Teknigi' ni gelistirdiler. Metodu gelistirmeden Once; miirekkeplerin ayni
formiilde olmasi, ayn1 kagitta olmasi yada ayni depolama alaninda beklemis ayni
kalitede farkli kagit pargalarinda numune alinmasi gibi sartlar belirlediler. Boylece kagit
tizerinde daha uzun siire kalan miirekkep kurumadan dolay1r ekstraksiyonu zor
olacagindan ekstraksiyon verimi diisiik olacak, miirekkep kagit ylizeyinde ne kadar az
beklemisse ekstraksiyon veriminin artacagi hipotezini kanitladilar. Bdylece
ekstraksiyonun "etkinligi", kullanilarak ekstraksiyon orani olarak hesaplanmis ve bunun
zamana bagimliligi ortaya konmustur[46]. 1987 yilinda Brunelle ve ark. bagil yas
caligmalarinda Tekli ¢6ziicli ekstraksiyon teknigini kullandi. Miirekkep lekesinden zayif
coziicililer kullanilarak numuneyi ekstrakte edip ince tabaka kromatografisi ile ekstrakte
edilen miirekkep miktarina baktilar. Cantu’dan farkli olarak Brunelle ve arkadaslari
metodlarinda ekstraksiyon orani kullanmadilar. Bu ¢alismada bilinmeyen miirekebin
yast bilinen miirekkeplerin yaslari ile karsilagtirilmistir. Bundan otlirii  metodun
dezavantaj1 kiitleye bagimli ve bilinmeyen miirekkep miktarinin bilinen miirekep yasi
ile benzer olmasi gerekmektedir[47]. Bu dezavantajlar1 ortadan kaldirmak i¢in Brunelle
ve Lee 1989 da kiitleden bagimsiz ve boya oran teknigini kullanan bir metot gelistirerek
iki goriis ileri siirdiirler. Bunlardan ilki miirekkep yaslandik¢a organik ¢oziiclilerde daha
az ¢oOzlinmektedir. Digeri ise boyalarin bozunmasi ve renklerinin solmasinin

yaslanmaya bagli oldugudur[48]. Calismiz ikinci goriis temel alinarak yiirtitiilmiistiir.

1990 yilinda Isaacs ve Clayton ayni kalem ile cesitli aylarda cizdikleri
numuneleri  polar  ¢oziiciilerle ekstrakte edip, diode array UV/goriiniir
spektrofotometreyle analizleyip ekstraksiyon egrileri c¢izdiler. Taze miirekkep
numunelerinin tamamiyle ekstrakte edildigini saptadilar. Ancak yaslanma ile ilgili
tatmin edici sonu¢ bulamamalarinin en 6nemli nedeni boyar maddedeki bozunmanin

yillar bazinda gerceklesmesidir[49].

Andrasko ve ark. 2001 yilinda boyar maddelerin HPLC analizine imkan veren
metodundaki Ornek hazirlama ve analiz siireleri bizim c¢alismamiza temel tegskil
etmesine ragmen analiz siliresinin uzun olmasi bir dezavantaj olarak goriilmiis ve bu

durum calismamiz sirasinda diizeltilmistir.

Andrasko yaptig1 calismada miirekkebe 1518in etkisini incelemis, boyar

maddelerdeki degisimleri UV/VIS dedektorlii HPLC ile analizlemistir. Yaptigi
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calismada farklt marka mavi renkli tiikenmez kalemleri farkli 151k kosullarinda
muhafaza edip analizlemistir. Calistigi tiim kalemlerde CV, MV bulundugunu
belirtmistir. 3 hafta karanlik ortamda bekletilen numunelerde bir degisim
gozlenmezken, cesitli saatlerden sonra giin 15181 alan ortamda bekletilen miirekkep
bilesimlerinde degisimler oldugunu belirtmistir. CV ve MV nin miktarinda azalma
olurken TPR nin miktarinda artis oldugunu goézlemlemistir. Bu bulgular bizim

sonuglarimizi desteklemektedir[50].

2007 yilinda Weyermann ve ark. mirekkep kagida uygulandiktan sonra
fenoksietanoliin kagit yilizeyinden buharlasmasinin zamanla iliskisini agiklamak ig¢in
1.5 wyillik belgelerden fenoksietanol, etoksietanol, dipropilen glikol ve
fenoksietoksietanoliic. GC-MS de analizlediler. Temel c¢oziicliler disindaki diger az
miktardaki ¢oziiciiler miirekkebin kagida niifuz ettikten sonra hizli bir sekilde
buharlastig1, etoksietanoliin miktarindaki azalmanin 10 giin i¢inde durdugu, dipropilen
glikol, fenoksietanol ve fenoksietoksietanoliin miktarlarinda 2 hafta i¢inde hizli bir
diistis oldugu ve fenoksietanol, etoksietanol ve dipropilen glikoliin temas halinde
saklanan kagitlarda miirekkebin bulundugu kagittan alt veya dstteki kagida
diffiizlenerek gog ettigini tespit etmislerdir. Calismalarinda bagil pik alan1 (RPA)—
Zaman egrisi kullanildiginda Fenoksietanolii 562 giinliik belgelerde tespit
edebildiklerini  ve c¢alistiklar1 numunelerin %90 dan fazlasinda fenoksietanole
rastladiklarini belirttiler. Bunlarin yaninda belgedeki miirekkebin yaglanmasinin kagidin
tipine, miirekkebin cinsine ve belgenin saklama kosullara bagli oldugunu saptadilar.
Elde ettikleri sonuglar1 degerlendirdiklerinde kesin tarihlemenin miimkiin olmadigini
ancak yas dilimlerinin belirlenebilecegini, taze, yashh veya daha yash belge
miirekkeplerinin kiyaslanabilecegini bildirdiler. Bu caligmalardan sonraki (ENFSI-
EDEWG) bildirimlerinde bu kiyaslamanin yazimin ilk 3 ay1, 3-6 ay1 6-9 ay1 ve 9-15 ay1
ile 15 aydan daha yash belge miirekkepleri ile ilgili kiyas veya yorum yapilabilecegini
belirttiler[51]. Bu c¢alismay1 temel aldigimiz deneylerimizin sonuglart Wyermann-
Bugler ve ark. elde etmis oldugu egriye uydugunu ve sonug¢ta miirekkep yasin

belirlenmesinde kullanabilecegi tespit edilmistir.

Samandiou ve ark. 2007 yilinda yayinladiklar1 makalede tiikenmez kalem
miirekkeplerini ters faz HPLC yontemi ile analizleyerek, metodlarin1 valide etmislerdir.

Metotlarinda belgeden kesilen oOrneklerin asetonitrille ekstrakte edildigi, mobil faz
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olarak amonyum asetat(0.05M), asetonitril ve metanol kullanildigi, kolon olarak
interstil Sm (250x4mm) kullanildig1 goriilmiistiir. CV’nin alikonma zamani 17.83 dk,
viktorya mavisinin alikonma zamani ise 20.39 dk dir. CV nin LOD ve LOQ degerleri;
0.07ng ve 0.2 ng, VB nun LOD ve LOQ degerleri 0.3ng ve 1 ng dir[52]. Bizim
calismamizda Cig monolitik kolon kullandigimizdan akis hizi 3ml/dk olarak
belirlendiginden CV i¢in 17.83 dk lik alikonma zamani yerine 3.38 dk ve VB i¢in 20.39
yerine 6.20dk olarak elde edildi. CV i¢in buldugumuz degerler LOD degeri 0.02 ng,
LOQ degeri 0.06 ng VB icin ise LOD degeri 0.42 ng ve LOQ degeri 1.39 ngdir. CV
icin buldugumuz degerler daha diisiik iken VB icin yliksek ancak calisma araliginin

altindadir.

2008 yilinda Bugler ve Arkadaslari 1 hafta ile 1.5 yillik belgelerden olusan 85
farkli miirekkep numunesini belgeden 0.5 cmlik kare kesitler alarak TD-GC/MSe
verdiler. Numunelerini 6nce 70°C sonra 200 °C olmak iizere iki farkli termal salima
tabii tuttular. Trap te -100°C de maddeyi topladilar. GC de 5-MS kolon kullandilar.
%Vye kars1 zaman egrisi ¢izdiler. 15 aya kadar azalan ve sonra azalmanin neredeyse
durdugu bir egri elde ettiler[12]. Elde ettikleri bu egrinin Avcr ve Cantunun
caligmalarinda matematiksel olarak tanimladiklar1 egrilere de uydugu gorildiif2,3].
Kullandiklar1 metodun LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.4 ve 1 ng idi[12]. Buglerin
metodunun Ornek salmim kisminda yaptigimiz degisikliklerle laboratuvarimizin
kosullarina uygun olarak optimize ettigimiz bu ¢aligmada 6rnekler 90°C ve 200 °C de
iki sicakliga ardisik olarak tabii tuttuk. Isisal olarak salinan 6rnek buharini trapte -10°C
de topladik. GC kolonu olarak Buglerin HP5MS kolonu yerine DBV X kolon kullandik
ve duyarliligr iyilestirmek amaciyla MS dedeksiyonunu SIM moduna ayarladik. Bu
kosullar altinda elde ettigimiz LOD degeri 0.05ng/pl iken 0-15 ay aras1 yaglanma egrisi
sekil 4.13 de gosterilmistir. Saklama kosullarimizda 15 aydan sonraki punch lardan
yapilan analizlerde fenoksietanol miktar1 yas tayininde kullanma limitlerinin altina

diismiistiir.

Bu calismada hem kisa erimli yas tayini gerektiren belgeler i¢in hem de uzun
erimli yas tayini gerektiren belgeler i¢in iki ayr1 sistemde iki ayr1 yontem gelistirildi.
Gelistirilen her iki yontemde belgeden numuneler punch yardimi ile alindigindan

numune alma islemi standard hale getirildi. Boylelikle cihaza verilen numune
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boyutunun sabit olmasi; cihazda analizlenen miirekkep miktarinin her seferinde ayni
olmasimi sagladi. Bu da numune alma esnasinda analistten gelen hatanin Oniine
gecilmesini ve standard numune alinmasini sagladi. Fenoksietanoliin analizi i¢in punch
yardimi ile 0.5 c¢m lik bir alan, boyar maddelerin HPLCde analizi i¢in punch yardim ile
1.2 mmlik kism1 belgeden alinarak analizlendi. Sekil 5.1 ve 5.2 de belgeye verilen zarar

optik kamera ile goriintiilenmistir.

_— > 1187.202 ym

A B

Sekil 5.1: A) Fenoksietanol analizi i¢in kullanilan punch aletinin belgede agtigi deligin cap1
B) Boyar maddelerin analizi i¢in kullanilan punch aletinin belgede agtig1 deligin ¢ap1

Bu caligmada gelistirilen her iki metotda da numunelerin direkt sistemlere
verilmesi, yontemlerde ekstraksiyon asamalarinin olmamasi 6rnek hazirlamada madde

kaybinin 6niine ge¢mistir.

Fenoksietanol igin diisiik termal desorber sicakligi optimizasyonunda 70°C, 90
’C ve 100 °C kullanildi. En tutarli oran 90°C de elde edildi. Bu yiizden diisiik termal
sicaklik 90°C olarak kullanildi. Yiiksek desorber sicaklik 200°C olarak belirlendi.

Febnoksietanoliin TD-GC/MS de analizine imkan veren metodun gegerli kilinmasi
adimlarinda LOD degeri 0.05ng/ul olarak belirlendi. Tekrarlanabilirligi ic¢in ise
arsivdeki numuneler analizlendi. Standard sapmas1 +1.85 olarak tespit edildi. 20 farkli
marka ve formiilasyona ait arsiv her ay analizlendi. %V degerlerinin ortalamalari
alinarak %V-zaman grafigi cizildi. Egrinin 15 aya kadar deneysel olarak degisiminin
devam ettigini gozlemlendi. %V degeri sayesinde basidan kaynaklanan miirekkep
miktarlarindaki farkliliklar elimine edilmis oldu. Bu olusturdugumuz metodun yeni, 15
ay icinde olusturulmus belge ve daha eski belgelerin yazim zamanlarimin birbirleriyle

kiyaslanmasina imkan verdigi saptandi.
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CV, MV, TPR ve VB nun HPLC de analizine imkan veren metodun gecerli kilma
islemleri standard c¢ozeltiler kullanilarak gerceklestirildi. Gegerli kilma prosediirii
cercevesinde; segicilik ve spesifiklik, geri kazanim, kesinlik, LOD ve LOQ,
tekrarlanabilirlik, tekrar TUretilebilirlik, laboratuvarlararasi karsilastirma ve sistem

uygunluk yoniinden test edilerek yontem gecerli kilindi.

Bu ¢alismada HPLC analizinde Ci1s monolitik kolon kullanildi. Bu kolon ile
cOziicii akis1 yiiksek seviyeye ¢ikabildigi icin analiz siiresi kisalmakta ve basing

ayarlanabildigi i¢cin ayirma giicii iyilestirilebildigi goriildii.

Secicilik i¢in kor, metanol, CV, MV ve VB standard ¢ozeltilerinin 570 nm deki
piklerinin elde edildigi kromatogramlar kiyaslandi ve bu Standard madde piklerinin
geldigi alikonma zamaninda ¢oziiciiden veya kagittan kaynaklanan bir girisim olmadigi

gbzlendi.

LOD ve LOQ degerleri sirastyla TPR i¢in 0.5 ve 1 ng/ml, MV i¢in 0.3 ve 0.5
ng/ml, Cv i¢in 0.02 ve 0.05 ng/ml ve VB i¢in 0.5 ve 1 ng/ml dir.

Numunenin tamaminin analizlenebildigine dair veriler tablo 4.24 de

verilmektedir.

Ug farkli konsantrasyon igin giin igi degisime iliskin %RSD degerleri 2ng/ml
konsantrasyondaki VB nun %RSD si hari¢ %10 nun altindadar.

Farkl1 gilinlerde farkli analistler tarafindan hazirlanan ayni1 konsantrasyonlar i¢in
F testi sonuglar1 2ng/ml konsantasyondaki TPR i¢in 0.53, MV i¢in 0.99, CV i¢in 0.67 ve
VB i¢in 0.31dir. 4ng/ml konsantasyondaki TPR i¢in 0.98, MV ig¢in 0.40, CV igin 0.48
ve VB i¢in 0.35dir. 8 ng/ml konsantasyondaki TPR i¢in 0.17, MV i¢in 0.55, CV igin
0.54 ve VB i¢in 0.10dur. %95 giiven aralig1 sinirlari i¢inde biitiin F testi degerleri 13
altinda oldugu i¢in kabul edilebilir sinirlar i¢indedir. F tablosu Ek1’dedir.

Laboratuvarlar arasi karsilatirma testi i¢in ISO-IEC-TSE 17025 akredite bir
laboratuvar olan Cevre Analiz Laboratuvart ayni metot ile analizlendi. CV/MV

degerleri karsilagtirildi.

Bu calismada gelistirilen yontemlerle ayni belge iizerinde yazilmis siipheli

yazilarin kiyaslanip, yazilma zamanlar1 arasinda fark olup olmadiginin tespit
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edilebildigi goriilmiistiir. Bu metotlarin her ikisi birlikte kullanilarak Yargi sistemindeki
belge sahteciligi siiphesinde hakim ve savcilarin hangi sorularma cevap verip

veremedigi Tablo 5.1 de verilmektedir.

Tablo 5.1: Valide edilen metotlarla Yarg: Sisteminden gelen sorulara cevap verilebilirligi

EVET(E)/

SORULAR HAYIR(H)
1-) Belgenin tamami ayn1 yapidaki tilkenmez kalem miirekkebi ile E(HPLC)
mi yazildi
2-) Farkli iki belge ayn1 yapidaki tilkenmez kalem miirekkebi ile E(HPLC)
mi yazildi
3-) Belgenin yazilma zamani1 0-24 ay araliginda mi E(TD-GC/MS)
4-) Belgenin tizerindeki yazinin devami olan fakat sonradan ayni E(HPLC ve TD-
kalemle eklenen yazi miirekkebi farkli zaman araliginda mi1 GC/MS)
yazildr ?
5-) Belge ne tiir miirekkepli kalemle yazil1? E(HPLC)
6-) Belge 151k etkisinde kaldi m1 E(HPLC)
7-) Farkli belgedeki yazilarin yazilma zamanlari kiyaslanmasi (0- E(TD-GC/MS)
24 ay)
8-) Pilot kalem, dolma kalemle olusturulmus belgelerde zaman H(Her iki Y ontem)
kiyaslamas1
9-) Uzun erimli yas kiyaslamasinda hatalardan kaynaklanan E(HPLC)
belirleme sinirlamasi var mi1

(4 yil)

Laboratuvara gelen belgelerde siipheli yazilarin miirekkeplerinin yapilarinin ve
yaslarinin belirlenerek kiyaslanmasi ile ilgili analizlerde numunenin kabuliinden
raporlanmasina kadar Kanada sinir koruma teskilat laboratuvarindan Luc Brazeaunun
uyguladigi akis semasi bu calismadaki tiim metotlar1 kapsayacak sekle doniistiiriilerek
standart bir belge kabul ve raporlama siireci hazirlandi. Siire¢ semas: EK2 de verildi.
Buna gore belgenin analize kabul edilip edilmeyecegi yaninda hangi yontemin

kullanilarak nasil raporlanacagi 6ngorillmiistiir.

Bu calisma icin gerek yapilan literaiir taramasinda gerekse yapilan analizlerde

onemli bulgularimizdan biri belgenin saklama kosullarinin, incelenecek belgenin
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analize uygunlugu ve bilirkisinin gerekli belge kimyasi bilgi ve deneyimine sahip

olmasi gerektiginin dneminin vurgulanmasidir[14].

Belgedeki miirekkebin zamanla yapisindaki degisime etki eden faktorlerin
basinda cevresel faktorler gelmektedir. Cevresel faktorlerin etkisini incelemek igin
Yaptigimiz ¢alismada 20 farkli marka ve formiilasyona ait kalem ile hazirlanan belgeler
oda sicakliginda ¢ekmecede, dosyada ve kagit zarf icinde saklandi. Hem ¢6ziicii hemde
boya bozunmasi incelendiginde %V degerleri ve CV/MV oranlarinda anlamli bir
degisim olmadig1 saptandi. Belgedeki yazilarin yap1 ve yaslarimin kiyaslanmasinda
CV/MV oraninin kullanilabilecegi goriildii. Bu oranin kisilere 6zgii olan kalemin basi

etkisinden kaynaklanan miirekkep miktar1 farkini elimine edebildigi tespit edildi.

Bu calismada gelistirilen metotlar belli bir kalinligin iizerindeki ve belli
kalitedeki seliiloz kagit lizerine yazilmis olan mavi tilkenmez kalem miirekkepleri ile
olusturulmus yazi ve imzalarin yap1 ve yas tayinine uygulanabildigi goriilmiistiir. Cevre
ve benzeri olumsuz kosullardan kaynaklanan belirsizliklerin uygulamalardaki olumsuz
etkisini en aza indirmek iizere 24 ay zarfinda yazilmis yazilarin fenoksietanol analizi
yapilip %V degerlerine dogrudan mutlak yas olarak vermek yerine raporlamada ay
bazinda zaman aralig1r kullanilmasinin uygun olacagi saptanmistir. (Belgenin analize
kabulii ve raporlama ile ilgili ayrintili bilgi EK2 deki siire¢ akis semasinda verildi.)
Stipheli yazilarin zamanlarinin belirlenmesinde fenoksietanol analizine gidilemiyorsa
yani belgedeki iddia 24 aydan daha eski ise ve silipheli yazilarin olusturulma zamanlari
arasinda en az 4 yil fark oldugu disiiniiliiyorsa, boyar maddelerin HPLC de analiz
verileri degerlendirilip, CV/MV oranlarina bakilip kiyaslanma yapilabilecegi saptandi.
Burada siipheli yazilar arasinda en az 4 yil farkin aranmasinin nedeni fenoksietanoldeki
degisim aylar bazinda tespit edilebilirken krsital viyolenin bozunma reaksiyonunun
analiz sonuglarina anlamli bir degisimle yansimasinin yillar bazinda olmasidir. HPLC
yonteminin  uzun erimli yas tayininde hata smirlarinn LD-TOF-MS ile
kiyaslanamayacak kadar biiyiik oldugu buna ragmen dikkatli kullanildiginda amaca
hizmet edecegi anlasilmistir. Zafiyetlerin Oniine ge¢mek iizere uygulamada soru ve
iddialar1 yanitlamak tizere her iki yontemin ayn1 anda kullanilmasi gerektigi sonucuna

varilmistir.

Belgeden mavi tilkenmez kalem miirekkeplerinin yap1 ve yas tayinlerine imkan

veren metotlar gelistirilerek, bu metotlardan elde edilen veriler ile miirekkep yap1 ve yas
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analizlerinin standardizasyonu saglanarak yargi sistemimizdeki belge sahteciligi

alanindaki boslugun giderilebilecegi anlasilmistir.
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OZET

Belgelerde sahtecilik en c¢ok islenen sug tilirlerindendir. Hukuk sistemi bu sug
tirtiniin aydinlatilmasinda adli belge uzmanlarna danismaktadir. Belgenin Kim
tarafindan olusturuldugu grafolojik bir inceleme gerektirirken, belgedeki stlipheli
yazilarin ayn1 zamanda m1 yoksa farkli zamanlarda mi1 yazildig1 sorusu ise kimyasal bir
inceleme  gerektirmektedir. Miirekkebi olusturan bilesenlerdeki zamana bagh
degisimlerin tespiti bu incelemenin temelini olusturmaktadir. Diinyada 1904 yilindan
beri bu alandaki calismalar hiz kazanarak giliniimiize kadar gelirken iilkemizde bu
alandaki caligmalar sinirlidir. Bu nedenle bu alanda bilimsel deneyelerin yargi

sistemine desteginin yetersiz kalmasi sahtecilige acik kap1 birakmaktadir.

Bu ¢alismada belgeden mavi renkli tiikenmez kalem miirekkeplerinin yapisinda
ana ¢ozilicli olarak kullanilan Fenoksietanol ve ana boyar madde olarak kullanilan
Viyole ailesinin analizine imkan veren metotlar gelistirildi. Bu metotlarin
karsilastirilmast gilincel hayattaki kullanilabilirliginin denetlenmesi ile ilgili calismalar
ISO-IEC-TSE 17025 akredite bir laboratuvar olan Cevre Analiz Laboratuvari ile
beraber yiirttiildii.

Belgeden Fenoksietanoliin analizi i¢in TD-GC/MS de yari nicel metot
gelistirilerek valide edildi. Bu metot ile 0-24 aya kadar olan belgelerin

analizlenebilecegi ve miirekkeplerinin yazim zamanlarinin belirlenebilecegi tespit

edildi.

(Coziiclisii tamamen u¢gmus ve bdylece uzun erimli yas tayini gerektiren belgeler
icin miirekkebin boyar maddesi Kristal Viyole, Metil Viyole, Tetrametil Para Rosanil ve

Viktorya Mavisinin HPLC de analizine dayali metot gelistirilerek valide edildi.

Bu metodla yapilan arsiv ¢alismalart CV/MV oranin belgedeki siipheli yazilarin
zamanimin kiyaslanmasinda kullanilabileceginin yani sira kisilere 6zgii olan kalemin

kagida biraktig1 basidaki miirekkep miktarini analizde elimine ettigi goriilmiistiir. Ayni

100



arsiv c¢alismalart sonucunda HPLC yonteminin uzun erimli yas tayininde hata
siirlarinin - LD-TOF-MS ile kiyaslanamayacak kadar biiyliik oldugu buna ragmen
dikkatli kullanildiginda amaca hizmet edecegi anlasilmistir. Zafiyetlerin 6niine gegmek
lizere uygulamada soru ve iddialar1 yanitlamak tiizere her iki yontemin aymi ayda
kullanilmast gerektigi sonucuna varilmistir. Her iki yontemin birlikte kullanilmasina
rehberlik eden bir siire¢ akis semasi olusturulmustur. Boylece yargi sistemimizdeki
zafiyetin  giderilmesine katkida bulunulmustur. Diinyada standart uygulamalarina
gecilmis olan yontemlerin lilkemiz laboratuvarlar1 kosullarinda kullanilabilmesinin yolu

acilmastir.
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SUMMARY

Forgery on documents is one of the most common crimes. In order to clarify this
crime type law system consults with forensic document experts. While recognizing the
writer of the document a graphological examination in needed but a chemical
examination is needed to recognize if suspected writings are written at the same time or
at different times. The base of this examination is consist of the determination of the
components changing in time. While studies in the world are coming today with an
increase, studies in our country are limited. Due to the lack of assistance of experiments

to law system, forgery can find an open door to itself.

In this study new methods have improved which give opportunity to analyse
main solvent Fenoxyethanol and main dye violet family used in blue roll pen
ink.compasion and usability in daily life studies are carried out with Cevre Analiz

Laboratuvari which is an ISO-IEC-TSE 17025 accredited laboratory.

For the analysis of Fenoxyethanole from document a self quantitative method on
TD-GC/MS has developed and validated. It is determined that, with this method it is

possible to analyse documents from 0 to 24 months and determine ink writing dates.

For the documents which lost their solvents completely and as a result of this
long range age determination needed ones are validated with the HPLC analysis of

crystal violet, methyl violet, tetramethyl para rosanil and Victoria blue dyes.

In this method’s archive studies, CV/MV ratio can be used for the comparison of
dates of suspicious writings on documents and it seem that this ratio eliminates ink
amounts which are individual. And in the same archive study it is recognized that error
limits of HPLC is incomparable much more higher than LD-TOF-MS for long range
age determination but it is recognized that can be useful when used carefully. In order to
prevent debility and to answer question and claims, both technique must be used at the
same time. A process flow schema has been formed as a guide for the usage of both
techniques. Consequently this helped to remove debility at law system. The road of
usage in our country laboratories are canalized which have been used with standart

applications in the World.
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