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Ecstasy tabletler kullanicilarin devamli olarak doz artirma ihtiyaci duydugu yiiksek
bagimlilik potansiyeli bulunan maddelerdir.Yasadis1 olarak tiiketimi ¢ok yaygin olan bu
tabletlerin igerdikleri MDMA miktarlari hem cezalandirma agisindan hem de kullanict sagligi
acisindan onem kazanmaktadir. Adli Bilimlerde dogrulugundan siiphe duyulmayan kanitlar
elde etmek i¢in gegerli ve giivenilir metotlar kullanmak gerekmektedir. Bu ¢alismada ecstasy
tabletlerin icerdikleri MDMA miktarlarin1 tespit edebilmek amaciyla GC/FID cihaziyla

gecerli kilma caligmalar1 yapilmis ve gegerli kilma parametreleri incelenmistir.
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ABSTRACT

MSc. Thesis

QUANTITATIVE ANALYSIS OF MDMA WITH GC/FID
METHOD VALIDATION

Mesut SAHIN

Namik Kemal University
Graduate School of Natural andAppliedSciences

Department of AnalyticalChemistry

Supervizor: Assoc. Prof. Nuriye AKBAY

Ecstasy tablets, the users of which constantly feel the need to increase the dosage are
substances of high addictive potential. MDMA amounts contained in those tablets, illegal
consumption of which is highly widespread, carry importance in terms of both prosecution
and users health. In forensic science, valid and reliable methods should be used to obtain
proofs wherein there is no room for doubt.

In this study, with a wiev to be able to detect the MDMA amounts contained in ecstasy
tablets, validation work is carried out and validation parameters are surveyed through a
GC/FID device.
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ONSOZ

Uyusturucu ve uyarict madde kullannminin oldukg¢a yayginlastifi son yillarda yeni
nesil sentetik uyusturucu kullamimindaki artigla ecstasy tablet kullaniminda beklenen
yavaglama goriilmemektedir. Kullanicilarda devamli olarak tolerans gelistiren MDMA etken
maddeli ecstasy tabletlerin icerdikleri MDMA miktarlar1 adalet sistemi tarafindan
cezalandirma, kolluk kuvvetleri tarafindan {iretim yerlerinin ve saticilarin yakalanmasi,
kriminal laboratuarlar tarafindan analizlerin izlenebilirligi ve en son kullanici saghigi
acisindan son derece Onem arz etmektedir. Bu c¢alismanin amacit yasadigi tabletlerin
icerdikleri MDMA miktarlarinin tespiti i¢in gegerli ve giivenilir bir analiz yontemi gelistirerek
uyusturucu ile miicadelede gosterilen ¢abalara katki saglamaktir.

Yiiksek lisans egitimimin her asamasinda destek ve anlayisini esirgemeyen Sayin
Hocam Dog. Dr. Nuriye AKBAY'a,

Tez caligmasi siiresince laboratuar imkanlarmi kullanmama izin veren Adli Tip
Kurumu y6netimine ve laboratuar analizlerini birlikte calistigim mesai arkadaslarima en igten

tesekkiirlerimi sunmay1 borg bilirim.



1. GIRIS

3,4-metilendioksimetamfetamin (MDMA) kimyasal formiilii Ci11H1sNO,, molekiil
agirhg 193,25g/mol olan amfetamin tiirevi bir psikoaktif maddedir. Ilag¢ etken maddesi
MDMA olan ve yasadisi dretilmis tabletler genellikle ekstazi (ecstasy) olarak
isimlendirilmekle birlikte bu tarzda iiretilmis biitiin yasadist tabletler iceriklerindeki etken
maddeye bakilmaksizin ekstazi olarak tanmimlanmaktadir. Ekstazi tabletler (parti haplari)

kullanicilar arasinda Adam, XTC, X, Rave, Lovedrug ve Eve olarak da isimlendirilmektedir.

Ekstazi tabletlerin agirliklar1 150-350 mg arasinda degismekle birlikte icerdikleri
MDMA miktar1 degisiklikler gosterebilmektedir. Yasadist olarak piyasaya siiriilen bu
tabletlerin {iizerlerinde kullanicilarin ilgisini ¢ekebilmek amaciyla cesitli logo, resim ve
amblemler kullanilmaktadir. Ureticileri tarafindan tablet sekilleri gegmiste daha ¢ok yuvarlak
ve liggen olarak tercih edilmekteyken son yillarda 3 boyutlu (kaplumbaga, el bombasi vs.) ve
parlak renkli tabletler de piyasada siklikla goriilmektedir. Tabletlerde kullanilan renk, logo ve
sekiller kullanicilarin ne kullandiklarini bilmek i¢in takip ettikleri bir yontem olsa da aymi
renk, logo ve sekillerde olmasina ragmen farkli etken maddeleri igeren veya degisik
miktarlarda ayn1 etken maddeyi iceren tabletlere rastlanmaktadir. Bununla birlikte ayni
fiziksel ozelliklere sahip olmasina ragmen hicbir etken madde tespit edilemeyen ya da eser
miktarda etken madde igerdigi tespit edilen tabletlere de rastlanmaktadir. Tespit edilen bu

durumlar bu ¢alismanin 6nemini artirmaktadir.

Ekstazi tabletlerin igeriklerindeki MDMA "nin nitelik ve nicelik olarak tespit edilmesi
tiretici, satict ve kullanicilar hakkinda gerekli yasal islemlerin yapilabilmesinin yaninda
iretim yerinin tespiti ve ulagim kanallarinin bulunmasini kolaylastirabilmesi ve her ne kadar
yasal olmasa da kullanici saghig acisindan da onem kazanmaktadir. Ulkemizde adalet
sisteminin bu tir analiz isteklerini Adli Tip Kurumu, Polis ve Jandarma Kriminal

Laboratuarlari saglamaktadir.

Son yillarda bonzai ismiyle bilinen yeni nesil psikoaktif maddelerin kullanim1 ve
yakalamalarinda 6nemli artislar goriilmekteyken MDMA etken maddeli ekstazi tabletlerin
yakalamalarinin azalmadigi aksine 2010 yilindan itibaren ele gegirilen ekstazi miktarinda bir

artts yasandig1 goriilmektedir. Uretimde kullamilan alternatif kimyasallar ile maliyetlerin



diistiriilmesi, farkli etken maddelerin tabletlere basilmasindan vazgecilmesi ve fiyatlarin

diismesi talebin yeniden canlanmasina sebep olmustur (Anonim 2014).

Kimyasal analizlerde metot validasyonu yapilan analizlerden gegerli ve giivenilir
sonuclar elde edildigini ispatlamak amaciyla yapilmaktadir. Gegerli kilma (validasyon), 6zel
amaghi bir kullanim i¢in gerekli sartlarin yerine getirildiginin inceleme sonucunda
dogrulanmasi ve nesnel bir delilin elde edilmesidir. Laboratuar, standart olmayan metotlari,
laboratuarda tasarimlanmis / gelistirilmis metotlari, amaglanan kapsamlar1 disinda kullanilan
standart metotlar1 ve ilavelerle takviye edilmis veya degistirilmis standart metotlari,
amaglanan kullanima uygun olduklarini teyit etmek i¢in gegerli kilmalidir. Gegerli kilma,
yapilacak uygulama veya uygulama alaninin ihtiyag¢larini da karsilayacak kapsamda olmalidir.
Laboratuar, elde edilen sonuglari ve gegerli kilma igin kullanilan prosediirii ve metodun
amaglanan kullanima uygun olup olmadigini belirten bir ifadeyi kaydetmelidir (Anonim

2010).

Analitik metotlarin gegerli kilinmasinin amaci, bilimsel biitiinlik ve uygunlugun
saglanmasi, hedeflenen amag icin yeterli giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglarin alinmasidir
(Chan ve ark. 2004). Gegerlilik calismalar1 belirlenmis yontemlere gore yiiriitiilmelidir.
Tanimlanmis isleyis, belirlenmis materyal, ara¢ ve gere¢ kullanilarak istenilen kalitede {iriiniin
stirekli olarak iiretilebilecegi gosterilmelidir. Arag, gere¢ ve materyallerin degistirilmesi de
dahil olmak {izere, analizin kalitesini veya analizin tekrarlanabilirligini etkileyebilecek tiim
analiz degisiklikleri gegerli kilmmalidir. Isleyis ve yontemlerin, hedeflenen sonuglara
ulagsmada yeterlilikleri kanitlanincaya kadar diizenli araliklarla tekrar validasyona tabi
tutulmas1 gerekmektedir. Tekrar gecerlilik 6zellikle yontemi degistirdigimiz zaman ve yeni
gostergeler degerlerin disinda oldugu zaman Onemlidir. Ayni zamanda basit matriks
degisikliklerinde, cihaz model ve marka degisikliklerinde tekrar gecerlilik yapilmalidir
(Anonim 2010).

Gegerli kilma ¢aligmalariyla analizlerde ortaya ¢ikan sorunlarin en aza indirilebilmesi
hedeflenmektedir. Dolayisiyla bir laboratuarda istenilen limitlere gore ¢ok hassas bir metot
gelistirilse bile bu metot, diizenli araliklarla kullanim siiresince gecerli kilinmalidir. Adli
laboratuarlardaekstazi tabletlerde MDMA validasyonuyla, ilgili dava dosyalarinda giivenilir,
tekrarlanabilir sonuglarin elde edilmesinde ve adaletin yerini bulmasinda bu caligma fayda

saglayacaktir.



GC/FID (Gaz kromatografisi alev iyonizasyondedektoril) cihazi kullanilarak ekstazi
tabletlerde MDMA analizi ile ilgili degisik konularda bir¢ok ¢alisma mevcuttur ancak her biri

farkli bir amag i¢in yapilmistir. Benzer calismalara goz atacak olursak;

Phonchai (2009), ekstazi tabletlerde ve idrar 6rneklerinde GC/FID ile MDMA, MDA
ve Metamfetamininkantitatif analizlerini yapmis ve validasyon parametrelerini irdelemistir.
Numune hazirlama yontemi, kolon, tasiyici gaz ve internal standart gibi belli bash kriterler bu

calismaya gore farkliliklar gostermektedir.

Palhol (2002), calismasinda 52 farkli ekstazi tabletin icerdikleri safsizliklart GC/FID

ve GC/MS cihazlar1 yardimiyla tanimlamis ve tabletleri profillendirmistir.

Bora (2007), ekstazi tabletlerin fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinden faydalanarak

kaynak belirlemesi yapmaya calismistir.

Topal (2012), ekstazi tabletlerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden faydalanarak

kaynak belirlemesi yapmaya calismistir.

Durmus (2008), ¢calismasinda GC/MS cihazi yardimiyla kimyasal profilleme yoluyla

ekstazi tabletlerin hangi yolla sentezlendigini bulmaya ¢alismistir.

Go61 (2012), caligmasinda GC/FID ve GC/MS cihazlar1 yardimiyla kokain 6rneklerinin

validasyon c¢alismasini yapmustir.

Bu ¢aligmayla Gaz Kromatografisi Alev IyonizasyonDedektér (GC/FID) cihazinda
narkotik operasyonlarda ele ge¢irilmis ekstazi tabletlerde tespit edilen MDMA 'ninkantitatif
analizi i¢in validasyon calismasinin yapilarak gecerli ve giivenilir sonuglar elde edilmesi
amaglanmigtir. ISO/IEC17025 kapsaminda da metot validasyonu, analiz sonuglarinin
dogrulugunun saglanabilmesi acgisindan ve bilimsel acidan gegerli olan sonuglari elde etmek
icin her laboratuarda uygulanmasi zorunlu olan dolayisiyla diinya genelinde yayginlasan bir
standardizasyon yontemidir. Metot validasyonunun amaci se¢ilen metodun istenen amaca
uygun nitelikte (performansta, kalitede) sonug¢ verdigini test etmek ve metodun giinliik
kullanimi sirasinda istenen performansi saglamasinin kosullarini belirlemek ve kontrol altinda

tutmaktir. Calismamizda, MDMA’nin kantitatif analizinin yapilmasi amaciyla gaz



kromatografisi(GC/FID) ile uygulanan yontem ile validasyon calismalar1 yapilip ydntemin
validasyon parametreleri degerlendirildi. Metodun validasyon ¢alismalar1 yapilmadan 6ncede
laboratuarlararas1 karsilastirma testlerinden gegerli sonuglar almasi ¢alismayr daha degerli
kilmaktadir. Bu c¢alisma ile laboratuarimizda rutin olarak kullanilan metodun sonuglarinin

dogrulugu irdelenecek, elde edilen sonuglar belirli bir standarda kavusmus olacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. MDMA(3,4 metilendioksimetamfetamin)

MDMA ilk olarak 1912 yilinda Merck firmasi tarafindan Darmstadt’ta sentezlendi ve
274350 numarasiyla 1914 yilinda patenti alindi. Merck arastirmacilar1 aslinda kanamay1
durdurmak amaciyla ¢alisirken bir yan iirin olarak MDMA’y1 sentezlemis fakat ne kadar
onemli bir maddeyi sentezlediklerini fark etmemislerdi. MDMA Merck’in patent
uygulamasina potansiyel ila¢ degeri olan iirlinler listesine kimyasal ara madde olarak

eklenmistir. MDMA (CAS-42542-10-09)’nin kimyasal yapist Sekil 2.1°de gosterilmistir.

Schoor 1952 yilinda madde ile ilgili ilk temel toksikolojik deneyleri yapmus,

calismalarini ilerleyen yillarda hayvanlar tizerinde siirdiirmiistir (Freudenmann ve ark.

2006).
H
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Sekil 2.1.MDMA’nin kimyasal yapisi

MDMA’nin diisiikk dozlarda empatiyi arttirici etkisi Sili’li antropolog-psikiyatrist Dr.
ClaudioNaranjo tarafindan kendi tizerinde denemesi sonrasinda gosterilmistir. Naranjo,

yasadiklarin1 TheHealingJourney (1973) adl1 kitabinda detayl olarak anlatmaktadir.

1976'da Shulgin ile birlikte ilacin siradisiterapotik etkilerini fark eden bir grup bilim
adami1 ve terapistsuistimal edilmesini, sorumsuz ve bilingsiz kullanimi engellemek i¢in bu
ilact ¢ok kapali bir grup i¢inde kullandilar. Bu arastirma ve tedavi amagh ¢aligmalarda
MDMA'nin evlilik ve iligki terapisi, travma sonrast stres bozuklugu, travma,
fobi bozukluklari, bagimlilik, kanser ve oliimciil hastaliklardan mustarip kisilerde endise
tedavisinde kullanilabilecegi bir¢ok psikiyatrist ve psikoterapist tarafindan kabul gordii ve

yasaklandig1 1985'e kadar terapilerde yasal olarak kullanildi.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Travma
https://tr.wikipedia.org/wiki/Fobi
https://tr.wikipedia.org/wiki/Bağımlılık
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kanser

1984-1985’lerde MDMA ’nin sosyal kullaniminin popiilerlesmesi ve MDA ile benzer
yaptya sahip olmasi nedeniyle hayvan modellerinde sinir degisikliklerinin gézlemlendiginin

rapor edilmesi ile yasal kontrol altina alinmasi i¢in idari bir hareket baslatildi (Shulgin ve

Shulgin, 1991).

MDMA iilkemizde 26.11.1996 tarih ve 96/8883 sayili Bakanlar Kurulu Karar ile
(16.08.1997 tarih ve 23082 sayili Resmi Gazete) 2313 sayili uyusturucu maddelerin
murakabesi hakkinda kanunun 19. maddesine gore uyusturucu maddeler kapsamina

alimustir.

2.2. Gaz Kromatografisi

2.2.1. Tarihge

Kromatografi ilk defa 1903 yilinda bir Rus botanik¢i Tsvett tarafindan bitki
pigmentlerinin renkli bilesenlerini ayirmakta kullanilmigtir. Kullandig1 kolonda renkli bantlar
olustugundan bu ayirma yontemine kromatografi ismini vermistir. Yontem daha sonralari
renksiz maddelere de tatbik edilebilmesine ragmen ayni isim kullanilmaya devam edilmistir.
1931 yilinda Kuhn ve Lederer, Tsvett'in teknigini karotenlerin ve ksantofillerinpreparatif
olglide ayrilmasi i¢in basari ile kulland1. Gaz-likid partisyon kromatografisi ilk defa James ve
Martin tarafindan 1952 yilinda ugucu yag asitleri karigimlarinin analizlerinde ve ayrilmasinda
kullanild1i. Gaz kromatografisi kimya alaninda gazlarin ve ugucu maddelerin analizleri ve

ayrilmasinda uygun bir metot olarak yaygin bir sekilde kabul edilmistir.

2.2.2. Calisma prensibi

Kromatografi bir karigimdaki iki ya da daha fazla bilesenin, hareketli (tasiyici-mobil)
bir faz yardimiyla sabit (durgun-adsorban) bir faz arasindan bu fazlar arasindaki farkli
etkilesimlerinden dolay1 degisik hizlarda hareket etmeleri esasina dayanarak bilesenlerin
birbirlerinden ayrilmasi1 yontemidir. Kromatografik ayirmalarda ornek gaz, sivi veya
stiperkritik akigkan olan bir mobil fazda ¢oziilir. Bu mobil faz kendisiyle karigmayan
(¢ozlinmeyen, reaksiyon vermeyen), bir kolon igine veya kat1 yiizey {izerine yerlestirilmis
olan bir sabit fazda harekete zorlanir. Ornek bilesenleri sabit ve mobil fazlarda farkli derecede

dagilim gosterirler. Bilesenler sabit faz iizerinde alikonurlarken mobil faz akisiyla yavasca



hareket ederler. Boylece sabit faz tarafindan zayif tutulan bilesenler daha hizli hareket ederler.
Sonug olarak hareket hizindaki bu farkliliktan dolay1 6rnek bilesenleri kalitatif veya kantitatif
analiz edilebilecek bantlara ayrilirlar. Y6ntemin basit olusu, ¢alisma kolayligi ve zamandan
tasarruf saglamasi yoniinden klasik ayirma yontemlerine gore istiinlilk saglamaktadir.
Kromatografik yontemlerle kimyasal ve fiziksel 6zellikleri birbirine ¢ok yakin bilesenlerden
olusan karigimlari tiimiiyle, kolayca ve kisa silirede ayirmak miimkiin olmaktadir. Fiziksel bir
ayirma yontemi olan kromatografinin diger bir avantaji karisimdan hi¢bir maddenin
kaybolmamas1 ve yeni bir maddenin kimyasal reaksiyonlarla olusmamasidir. Kromatografik

ayirma yontemi Sekil 2.2°de gosterilmistir.

Maddelerin ayinmi o] L

Sekil 2.2.Kromatografik ayirma yontemi (Agilent Technologies GC egitim notlar1)

Bir maddenin gaz kromatografi cihaziyla analizinin yapilabilmesi i¢in;

a- Molekiil yapisinin sicakliga dayanikli olmasi, sicaklikla bozunmamasi,
b- Maddenin buharlasabilir olmasi,

c- Molekiil agirligimin <400 amu olmasi,



d- Gaz fazda stabil olmasi ve tastyici gazlarla reaksiyona girmemesi,

e-Analiz edilen diger maddelerle reaksiyona girmemesi gerekmektedir (Agilent

Technologies).
Gaz kromatografi cihazlarinin ¢alisma prensipleri su sekildedir;

1. Analiz edilecek numunenin uygun numune hazirlama yontemlerine gore
hazirlanarak cam viallere alinmasi ve cam viallerin cihaz tizerinde belirlenen kisma

yerlestirilmesi,

2. Cihazin hangi numuneyi hangi metotta ve hangi hacimde ¢alisacagini belirten

calisma tablosunun yazilmasi,

3. Numune vialinden belirlenen miktarda numunenin otoenjektor vasitasiyla alinmasi

ve enjeksiyon bloguna génderilmesi,

4. Enjeksiyon blogunda sicaklikla numunenin buharlastirilmasi, gerekirse tercihe gore
numunenin tamaminin (splitless) veya bir kisminin (split) tasiyict gaz yardimiyla kapiler

kolona taginmasi ve eliisyon isleminin baglamasi,

5. Numune bilesenlerinin kolonda tutunmalarina gore ilerleyerek (her bilesen
partisyon katsayis1 K’ya bagl olarak farkli hizlarda hareket edecektir) dedektore ulasmast ve
dedektor sinyallerinin  kaydediciye iletilerek pik yiliksekligi veya pik alan1 olarak
kaydedilmesi, enjeksiyon baslangicindan dedektor sinyalinin kaydedilmesine kadar gecen
zaman o bilesen i¢in tutunma zamani (retention time, tg) olarak kaydedilmektedir. Gaz
kromatografi cihazlarinda tutunma zamanlarina gore kalitatif analiz, pik alanlar1 veya
yiiksekliklerine gore de kantitatif analizler yapilabilmektedir. Sekil 2.3’te gaz kromatografi

cthazinin bilesenleri gosterilmistir.

GAZ FILITRELERI

Regllatdérier ELEKTROMETRE
EMNJEKSIYOMN
AKIS ) BLOGU
KOMNTROLLERI

BiLGISAYAR

Hava
Hidrojen
Tasiyicl gaz

Sekil 2.3. Gaz kromatografi cihazinin boliimleri (Agilent Technologies GC egitim notlar)



2.2.2.1. Tasiyic1 gaz

Gaz kromatografisinde mobil faz tasiyic1 gaz olarak adlandirilmaktadir. Tasiyic1 gaz
inert olmalidir. Tasiyic1 gaz olarak argon, azot ve hidrojen de kullanilabilmesine ragmen en
yaygin olarak helyum kullanilmaktadir. Tastyic1 gaz olarak helyum tercih edilmesinin nedeni
hidrojen gibi potansiyel patlama tehlikesinin olmamasi ve diger tasiyici gazlara gore
hassasiyet diismesine sebep olmamasidir. Gaz kromatografi cihazlarinda kullanilan biitiin

gazlar cihaza girmeden Once gaz filtrelerinden (molekiiler elek) gecirilmelidir.

Tastyic1 gaz akis hiz1 gaz kromatografi cihazlarinda sabit akis (constantflow) ve sabit
basing (constantpressure) olmak {iizere 2 farkli sekilde ayarlanabilmektedir. Basing-akis
degisikligi kullanic1 tarafindan programlanmasina ragmen firin programindaki sicaklik
degisiklikleri nedeniyle sabit basing altinda akisin devamli degisiklik gdstermesi nedeniyle
sabit akis modunda ¢aligma daha c¢ok tercih edilmektedir. Tasiyic1 gazlarin sabit basing ve

sabit akis altinda sicaklik-akis diyagramlar Sekil 2.4’te gosterilmistir.

Sabit akis modu
0.92 mL/min
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Sekil 2.4. Tasiyict gazlarin sabit basing ve sabit akis altinda sicaklik-akis diyagramlar
(Agilent Technologies GC egitim notlar1)

2.2.2.2. Numune girisi

Gaz kromatografi cihazlarinda numune cihaz iizerine monte edilmis bir otoenjektor
vasitastyla enjeksiyon bloguna gonderilir. Enjeksiyon blogu sicakligi numunedeki en az
ucucu bilesenin kaynama noktasinin en az 50 °C {iizerinde olmasi ayrica kolon giriginde
yogunlasmaya sebep olmamak icin metot baglangic sicakligindan diisiik olmasi
gerekmektedir. Numune enjeksiyon blogunun iginde sicaklikla buharlasir, tasiyic1 gazla
seyreltilir ve kolona girer. Yiiksek kolon verimi ve numuneden numuneye tasinmanin
engellenmesi agisindan kolona giren numune miktar1 énemlidir. Numune miktarmin fazla

olmast ve/veya yavas enjekte edilmesi (manuel enjeksiyonlarda) bant genislemesine ve



ayrilmanin iyi olmamasina sebep olabilir. Calisilan numunenin konsantrasyonuna goére bir
kisminin (split) veya tamaminin (splitless) cihaza enjekte edilmesi gerekebilir. Cihaz
tizerindeki yazilim vasitasiyla metotlarda bu tiir tercihler analiz baslangicinda yapilabilir.

Sekil 2.5°te enjeksiyon blogunun ¢alisma sistemi gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Enjeksiyon blogu ¢alisma sistemi (Agilent Technologies GC egitim notlari)

2.2.2.3. Kromatografik kolon

Gazkromatografi cihazlarinda dolgulu ve kilcal (kapiler) olmak iizere 2 c¢esit kolon
kullanilmaktadir. Gliniimiizde daha ¢ok kapiler kolonlar tercih edilmektedir. Kolon yapiminda
cogunlukla paslanmaz celik ve ergitilmis silis, nadiren de cam ve teflon kullanilir. Kolonlar
kolon firinlarina sigmalar1 i¢in bobinler halinde sarilir. Kolonlarin sabit faz1 kat1 veya kati
yiizeyine emdirilmis bir siv1 olabilir. Kullanilan kolon tipine gore gaz kromatografisi gaz-kati

kromatografisi(sabit faz kat1) ve gaz-sivi kromatografisi (sabit faz sivi) olmak {lizere ikiye

ayrilmaktadir.

1-Gaz-kat1 kromatografisi: Sabit faz olarak silikajel, aliimina veya aktif komiir gibi

maddelerin kullanildigi, zayif adsorbsiyon prensibine dayali bu ydntemde birbirinden
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ayrilmasi zor ve kuyruklu pikler elde edilir. Bu yontem daha ¢ok kiigiik molekiillii maddelerin
ayrilmasinda kullanilir.

2-Gaz-S1v1 kromatografisi: Bu yontemde kolon ¢ap1 0,3-0,5 mm olan kapiler kolonlar
kullanilir. Bu kolonlarda gézenekli bir kat1 faz iizerine emdirilmis biiyiik molekiillii 6zel bir
stvi faz bulunmaktadir. Sabit faz1 veya dolgu maddesi 6zel bir sivi ile kaplanmis kolonlar
SCOT (supportcoatedopentubuler), i¢ yiizeyi 0zel bir sivi ile kaplanmig kolonlar WCOT
(wallcoatedopentubuler) olarak adlandirilmaktadir. WCOT kolonlar igleri bos ve agik uglu
kolonlardir. Kolonlarin i¢ yiizeyleri biiyiilk molekiillii 6zel bir sivi ile kaphidir. Bu kolonlar
bakir, aliminyum, paslanmaz c¢elik veya camdan yapilabilmektedir. Sekil 2.6’da

kromatografik kolon sekilleri gosterilmistir.
Dolgulu kolon Kapiler kolon

929292920
9202020
020 20%% St faz

Sekil 2.6. Dolgulu ve kapilerkolonlar (Agilent Technologies GC egitim notlar1)

Kaynama noktas1 genis bir aralikta seyreden bilesenler i¢in kolon firinlarinin sicaklik
programlanabilir olmasi1 gerekmektedir. Bu durumda ayrilma devam ederken sicaklik siirekli
olarak veya basamakli olarak degistirilebilir. Kapiler kolonlarla ¢alisirken kolon i¢inde gaz
akis1 yokken firina ytiksek sicakliklar vermemek ve cihazin ¢alismadigi durumlarda kolonun
belli bir kondiisyonda diisiikte olsa gaz akisi olacak sekilde bekletilmesi tekrarlanabilir
sonuglar almak agisindan Onemlidir. Bu uygulama ayni zamanda kolon Omriinii de
uzatmaktadir. Gaz kromatografi cihazlarinda numune miktari, kolon uzunlugu, ¢alisilan
numuneye uygun kolon dolgu maddesi, sicaklik programi, tasiyici gaz, tasiyici gaz akis hizi

uygun bir sekilde segilerek tatmin edici bir ayirma elde etmek miimkiindiir.

2.2.2.4. Sicakhigin etkisi ve kontrolii

Gaz kromatografisinde ama¢ numune bilesenlerinin kolon boyunca gaz fazinda

ilerlemesidir. Kaynama noktas1 en yiiksek olan bilesenin tasiyict gaz iginde siiratle
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buharlasmasina imkan vermek icin kolon sicakligimin yeteri kadar yiiksek olmasi
gerekmektedir. Sicaklik yeteri kadar yiiksek degilse numune kolondan gegerken c¢ok yavas
hareket edecek bu da analiz zamaninin yiikselmesine, piklerin genislemesine ve hassasiyetin
diismesine sebep olacaktir. Eger kolon sicakligi ¢cok yiiksek olursa numune bilesenleri kolonu
hizlica terk edecek ve uygun bir ayrilma saglanamayacaktir. Kolon sicakligini genis bir aralik
icinde ayarlayabilmek ve kontrol edebilmek bu sebeple ¢ok dnemlidir. Kaynama noktasi genis
bir aralikta degisen bilesenler igin genellikle sicaklik programlamasi(gradient,kademeli)
yapilarak piklerin daha iyi ayrilmasi saglanabilir. Bu durumda ayrilma siirerken sicaklik
stirekli olarak veya basamaklar halinde arttirilir. Gaz kromatogramlarina sicakligin etkisi

Sekil 2.7°te gosterilmistir.

- x4 (b)

0 10 20 30

0 10 20 30
Zaman, dakika

30 o0 90 120 150 150"
Scakhik, °C

Sekil 2.7. Gaz kromatogramlarina sicakligin etkisi,(a)45°C’de izotermal,(b)145°C’de
izotermal,(c)30°C’den 180°C’ye programlanmis (Agilent Technologies GC egitim notlari)

Izotermal calismalarda firm sicakligi analiz boyunca sabit tutulmakta ve ge¢ cikan
piklerde yiiksek pik genislemesi goriilmektedir. Sicaklik programi uygulandiginda daha kisa
siireli analizlerde daha diizgiin pikler elde edilebilirken artan kolon kanamasiyla baseline

kaymalar1 goriilebilmektedir.
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2.2.2.5. Gaz kromatografi dedektorleri

Dedektor kolonda ayrilan bilesenleri algilayan ve onlar1 elektronik sinyallere
doniistiiren elektronik birimdir.Ideal bir dedektor ilgilenilen maddelere kars1 yeterince hassas,
stabil ve tekrarlanabilirligi iyi olmalidir. Calisilacak madde konsantrasyonlari i¢in yeterli bir
lineer aralikta calisabilmelidir. Oda sicakligindan 400°C ye kadar c¢alisabilmelidir. Akis
hizindan bagimsiz olarak algi-cevap siiresi kisa olmalidir. Genis bir aralikta maddeye karsi
hassas olmali ve 6rnekten olumsuz etkilenmemelidir. Uygulandiklari numune tiplerine gore

gaz kromatografidedektorleri Cizelge 2.1°de gdsterilmistir.

Cizelge 2.1. Gaz kromatografidedektorlerinin uygulandigt numune tipleri(Skoog&Leary
1992)

Dedektor tipi Uygulanan numuneler
Alev iyonlagsma(FID) Hidrokarbonlar
Termal iletkenlik(TCD) Her tip bilesik
Elektron yakalama(ECD) Halojenli bilesikler
Kiitle spektrometre(MS) Her tiir i¢in ayarlanabilir
Termiyonik(NPD) Azot ve fosfor bilesikleri
Elektrolitik iletkenlik(Hall) Halojen,kiikiirt veya azot i¢eren bilesikler
Fotoiyonlagma UV 1sinyla iyonlasan bilesikler
Fourier doniigiimlii IR(FTIR) Organik bilesikler

Alev iyonlagma dedektorii gaz kromatografide en yaygin ve uygulama alani en genis
dedektorlerdendir. Kolondan gelen karisim hidrojen-hava alevine yonlendirilir. Organik
bilesiklerin ¢ogu bu alevde piroliz edildiginde elektronlar ve iyonlar iiretirler. Olusan bu
elektron ve iyonlar alev boyunca elektrik iletkenligi saglarlar. FID dedektorler 6zellikle
karbon atomu iceren bilesikler i¢cin duyarlidir. Karbon bilesiklerinin alevdeki iyon sayisi
alevde indirgenen karbon atomlarinin sayisi ile orantilidir. Karbonil, alkol, halojen ve amin
gibi fonksiyonel gruplar alevde ¢ok az iyon olustururlar veya hi¢ olusturmazlar. Dedektor
H,0, CO, N2,0,, CO,, SO,, CO, NHs, NOx ve asal gazlara duyarsizdir. Bu sebeple su, azot
oksitler ve kiikiirt oksitler ile kirlenmis olanlar dahil pek ¢ok organik numunenin analizi i¢in
cok uygun genel bir dedektordiir. FID dedektorler yiiksek duyarlik, genis bir dogrusal cevap
aralig1 ve diisiik giiriiltii gibi ozellikler tasimakla birlikte saglam ve kullanimi kolaydir.

Baslica sakincalar1 yakma basamaginda numuneyi tahrip etmesi ve tasiyici gazdan baska gaz
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kullanmayr gerektirmesidir. Sekil 2.8’de bir FID dedektor gosterilmistir.(Agilent

Technologies)

— FID Dedektor
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Kapiler kolonun

¥ —
sonu ¢ | Tet
H, Girisi s e
+
Make up
Kolonun cikas tarafi

Sekil 2.8. FID dedektor(Agilent Technologies GC egitim notlart)
2.3. Validasyon-Gegerli Kilma

Gegerli kilma, 6zel amagl bir kullanim icin gerekli sartlarin yerine getirildiginin

inceleme sonucunda dogrulanmasi ve nesnel bir delilin elde edilmesidir (Anonim 2010).

Bir metot laboratuarda ilk defa uygulanacaginda, yeni bir metot gelistirildiginde,
mevcut metotta degisiklik yapildiginda, gecerli kilinmis bir metot farkli bir laboratuarda
uygulanacaginda, farkli bir cihazla veya farkli bir analist tarafindan kullanildiginda, kalite

kontrol sirasinda mevcut metodun zamanla degistigi anlasildiginda, iki metodun esitliginin

karsilastirilmasi gerektigindevalidasyon ¢aligmasi yapilir (Akdag 2011).

AOAC “How toMeet ISO 17025 RequirementsforMethodVerification* rehberinde
kimyasal analizleri 6 kategoriye ayirmaktadir. Bu kategoriler;

Kategori 1: Identifikasyonu dogrulayan metot, materyalin ne oldugunu veya hedef
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analitintespitini saglar. Kategori 2: Diisiik konsantrasyonlardaanalitin miktarint belirler.
Kategori 3: Eger analitspesifiye edilen diisiik konsantrasyonun altinda veya {istiinde ise
belirlenmesini  saglar (¢ogunlukla limit test olarak adlandirilir). Spesifiye edilen
konsantrasyon tayin limiti (LOQ) degerine yakin bir degerdir. Kategori 4: Yiiksek
konsantrasyonlardaanaliti belirler. Kategori 5: Eger analitspesifiye edilen yiiksek
konsantrasyonun altinda veya iistiinde ise belirlenmesini saglar (¢cogunlukla limit test olarak
adlandirilir). Spesifiye edilen konsantrasyon tayin limiti (LOQ) degerinin oldukga iistiinde bir
degerdir. Kategori 6: Kalitatif test.

Bu kategorilere gore onerilen validasyon parametreleri Sekil 2.2°de verilmistir. Ayni
sekilde Eurachem, NMKL vb. diger bir ¢ok kaynakta metot validasyonu i¢in incelenmesi
Onerilen performans kriterleri, dogruluk, kesinlik, spesifite, tespit limiti, tayin limiti,
saglamlik, linearite ve Ol¢clim aralifi olmak {izere sekiz ana parametreden olusmaktadir

(Yilmaz 2013).

Cizelge 2.2.AOAC(Uluslararas1 analitik topluluklar birligi) rehberinde Onerilen metot
validasyonu parametreleri(1- identifikasyon 2- Analit diisiik konsantrasyonda kantitatif

3- Analit diisiik konsantrasyonda limit test 4- Analit yiiksek konsantrasyonda Kantitatif
5-Analit yiiksek konsantrasyonda limit test 6- Kalitatif H- Hayir E- Evet) (Yilmaz 2013)

Metot Performans Kategori Kategori Kategori Kategori Kategori Kategori
Karakteristigi 1 2 3 4 5 6
Dogruluk H E H E E H
Kesinlik H E H E E H
Spesifite E E E E E E
Tespit limiti (LOD) H E E E/MH H H
Tayin limiti (LOQ) H E H E/MH H H
Saglamlik H E H E H H
Linearite- Dogrusallik H E H E H H
Aralik H E H E H H

2.3.1. Gegerli kilma seviyeleri

Tam gecerli kilma, bir analitik yontem ilk defa gelistirildiginde, yeni bir maddenin

15



analizi i¢in kullanilacaginda, gegerli kilinmis metoda yeni bir analit eklendiginde yapilir.

Kismi gecgerli kilma, laboratuarlar ya da analiz uzmanlar1 arasindaki analitik yontem
aktarmalari, metodolojide, matrikste, numune hazirlama prosediirlerinde ve cihazlarda

degisiklikler yapildiginda yapilir.

Capraz gecerli kilma,ayn1 calisma veya degisik ¢alismalar icin iki veya daha fazla
analitik yontem kullanildiginda gegerli kilma parametrelerinin bir karsilastirmasidir. Ornegin,
ilk orijinal metot referans, degistirilmis metot ise karsilagtirma metodu oldugu durumda

karsilastirmalarin her iki bicimde de yapilmasi gerekir.

Validasyon, uygun metodun segilmesi, amag¢ ve kapsaminin belirlenmesi, cihazlarin
performansinin metot i¢in yeterli olup olmadigimin dogrulanmasi, kullanilacak kimyasal ve
standartlarin kalitesinin belirlenmesi, 6n deneylerin yapilmasi, metot kriterlerine gore
deneysel caligsmalarin yapilmasi, kalite kontrol grafiklerinin olusturulmasi, raporlama ve

yeterlilik testleri gibi asamalardan olusur (Chan ve ark. 2004).
2.3.2. Validasyon parametreleri
2.3.2.1. Dogruluk

Dogruluk elde edilen deger ile gercek degerin yakiliginin ifadesidir. Dogruluk
parametresi gerceklik ve kesinlik olmak {izere iki ana bilesenden olusur. Sekil 2.9°da

gerceklik ve kesinlik parametreleri gosterilmistir.

o Dwograluk kétid, Telkrarlanabilirlik kot (Gergek degil kesin degil)

@ Dwogruluk ivi, Tekrarlanabilirlik kSti(Gergelk falkoat kesin degil)
o Dogmiluk kotil, Tekrarlanabidlirlilk ivi(kesin fakat gergek degil)
e Dograluk ivi, Tekrarlanabilirlik ivi{Gercek wve kesin)

Sekil 2.9. Gergeklik ve kesinlik
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2.3.2.1.1. Gerg¢eklik

Gergeklik icin sistematik hata(bias) hesabi1 yapilir. Sistematik hata bir Ol¢lim
metodunun ger¢ek sonucu verebilme kabiliyetini belirtir. Sistematik hatanin hesaplanabilmesi
icin dogru oldugu kabul edilen referans yani gercek deger bilinmelidir. Ger¢ek deger
sertifikali referans materyallerden, valide edilmis metodun Olgiimii sonucu veya yeterlilik
testleri sonucunda elde edilebilir. Bu ii¢ yontemde de ortak nokta gercek degerin bir¢ok
laboratuarda yapilmis 6lglimlerin sonucunda elde edilmis olmasidir.

Hatay1 matematiksel olarak hesaplarken mutlak hata ve bagil hata olmak tizere iki tiir
yontem kullanilir. Mutlak hata 6l¢iim sonucundan oOlgiilen biiylikliige ait ger¢ek degerin
cikartilmasi ile elde edilen deger olup sistematik hata veya biasolarakta adlandirilir. Bagil
hata ise Ol¢iim hatasinin Olglilen biiyiikliglin gercek degerine boliinmesi ile elde edilen
degerdir. Rolatif olarak hatayi ifade ettigi i¢in 6l¢lim sonucundan bagimsiz olaraktaanlamlidir
(Akdag 2011).

Mutlak hata=|Ol¢iim sonucu-Gergek deger|
Bagil hata=(Mutlak hata/Gergek deger)*100

2.3.2.1.2. Kesinlik

Kesinlik 06l¢iim sonuglarmin birbirine yakinliginin ifadesidir ve bagimsiz analiz
sonuglari arasindaki tutarliligr gostermektedir. Kesinlik dogrulugun gerceklik disindaki diger
bir bileseni olup rastgele hatalarin dagilimini gostermektedir. Kesinlik dl¢timiinti 4 faktor
etkilemektedir. Bunlar zaman (kisa ve uzun zaman aralig1), kalibrasyon (ayn1 ekipmanda dahi
Olclimler arasinda yeniden kalibrasyon yapilip yapilmadigi), operator (ayni1 veya degisik
operatorler) ve ekipman (6l¢iimlerde ayni veya farkli ekipmanlarin kullanilip kullanilmadigr)
olup bunlarin degiskenligine gore kesinlik de degismektedir. Tekrarlanabilirlik ve tekrar

iretilebilirlik olarak iki genel kesinlik 6l¢timii bulunmaktadir (Yilmaz 2013).

2.3.2.1.2.1. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik kosullar1 altinda elde edilen kesinliktir. Tekrarlanabilirlik kosullar
ISO 5725-1°de ayn1 metot ile esdeger 6rneklerde ayni laboratuarda, ayni ekipman ve ayni

analist tarafindan kisa zaman aralifinda elde edilen bagimsiz test sonuglar1 elde edilmesi
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olarak tanimlanmistir. Kosullarin  yakinlii nedeniyle beklenen kesinlikte kiigiik

olmaktadir(Y1lmaz 2013).

Tekrarlanabilirlik limiti(r) tekrarlanabilirlik kosullar1 altinda kisa zaman araliklariyla
yapilan iki analiz sonucu arasindaki (genellikle %95 olan bir giiven seviyesinde r=2,8* S;

icinde kalmasi beklenen) mutlak farki ifade etmektedir.

2.3.2.1.2.2. Tekrar iiretilebilirlik

Tekrar tretilebilirlik yani uyarlik tekrar iretilebilirlik kosullar1 altinda elde edilen
kesinliktir. Tekrar tiretilebilirlik kosullar1 standartta ayn1 metot ile esdeger 6rneklerde farkl
laboratuarda, farkli ekipman ve farkli analist tarafindan uzun zaman araliginda elde edilen

bagimsiz test sonuglarinin elde edilmesi olarak tanimlanmistir.

Kesinlik kantitatif analizlerde standart sapma (s) ve rolatif standart sapma (RSD) ile,
kalitatif analizlerde ise “yanlis pozitif” ve “yanlis negatif” oranlan ile ifade edilir. Hem
tekrarlanabilirlik hem de tekrar iiretilebilirlik analit konsantrasyonuna bagli olarak degistigi
icin degisik konsantrasyonlarda (diisiik, orta, yliksek gibi) tespit edilmelidir. Kesinligin rolatif
standart sapma olarak ifadesi konsantrasyondan bagimsiz hale getirecegi i¢in kullanimda

tercih edilmektedir(Yilmaz 2013).

Tekrar tretilebilirlik limiti(R) tekrar tretilebilirlik kosullarinda yapilan iki analiz
sonucu arasindaki(genellikle % 95 olan bir giliven seviyesinde R=2,8*Sg icinde kalmasi

beklenen) mutlak farki ifade etmektedir.
2.3.2.2. Secicilik

Secicilik bir metodun aranan analiti diger analitlerin bulundugu 6rnek iginde ayirt
edebilme yetenegine denilmektedir. Secicilik parametresinin belirlenebilmesi i¢in kér numune

ve degisik numunelere aranan analit eklenerek girisim olusturup olusturmadigi

incelenmektedir(Yilmaz 2013).
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2.3.2.3. Tespit limiti(LOD) ve tayin limiti(LOQ)

ISO/TS 13530, tespit limiti’ni (LOD) kor ve sifir disinda tespit edilebilen en kiicilik
miktar ya da konsantrasyon olarak belirtmektedir. Tespit limiti 3 sekilde
hesaplanabilmektedir.

a)Kor orneklerinin sonuglarinin standart sapmalari {izerinden,

b)Metodun standart sapmasi iizerinden,

¢)Giriiltii lizerinden(Sekil 2.10°da kromatogramlarda sinyal ve giiriiltii arasindaki

iliski gosterilmistir),

> 3 S/N

3X std dev of the noise
(baseline in a blank)

Sekil 2.10.Kromatogramlarda sinyal ve giiriiltii arasindaki iliski

Tespit limiti kor drneklerin sonuglarinin standart sapmalar: tlizerinden esitlik 2.1°den

hesaplanir.
CLop=3%sp +C ksr (2.1)
So= kor 6rneklerin sonuglarinin standart sapmalari, C s: = kOr orneklerin ortalamasi,

Yukaridaki esitlik eger analiz sonuglarindan koriin ¢ikarilmasi temeline dayaniyorsa
Cyor esitlige konulmamalidir. Kesinlik hesabindan yani spmatrikse uygun kor veya diisiik
seviyede analit igeren materyal kullanilarak en az 6 tercihen 10 bagimsiz ¢alisma ile elde

edilmelidir(Y1lmaz 2013).

Tayin limiti(LOQ) ise kabul edilebilir kesinlik ve gergeklikle ol¢iilen en diisiik
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analitkonsantrasyonu olarak tanimlanir ve esitlik 2.2’den hesaplanr.

CLog=10%*s +Ckor (2.2)

2.3.2.4. Metot saglamhgi

Saglamlik(Robustness/Ruggedness) calismalar1 ile laboratuardan kaynaklanan bazi
kiiciik sapmalarin ve bunlarin analiz sonuglari {izerine etkisi incelenmektedir. Bu ¢aligsmanin
yapilabilmesi i¢in On aragtirma c¢aligmalari, analiz On asamasi, temizleme ve analiz
faktorlerini se¢mek gerekmektedir. Bunlar 6rnek kompozisyonu, ftiretim tarihi farkli
kimyasallar, pH, ekstraksiyon siiresi, sicaklik, basing, akis hizi, uguculuk, kolon sicakligi gibi
faktorlerdir. Incelenecek faktorler tanimlandiktan sonra, her bir faktor iizerinde biraz
degisiklikler uygulanarak sonuglart énemli 6l¢iide etkileyenlerin metot protokoliinde agik bir
sekilde tanimlanmasi gerekmektedir. Metot parametrelerinde rutin islem sirasinda ufak

degisikliklerin analiz sonucuna etkisi ne kadar az ise metot o kadar saglamdir (Y1lmaz 2013).

2.3.2.5. Lineer aralik ve 6l¢iim arahgi

Lineer 6l¢tim aralig1 derisim/sinyal bagintisinin dogrusal oldugu derisim aralig1 olarak
tanimlanmaktadir. Olg¢iim sinyalinin analit konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak
belirlendigi bir kalibrasyon grafigi ile gosterilmektedir. Kalibrasyon egrisinin olusturulmasi,
icinde miktar1 bilinen referans Ornekle veya kor ornek icine eklenmis analitin bilinen
konsantrasyonu ile yapilir. Her bir 6l¢iim noktasinda en az iki 6l¢lim yapilir. Eurachem
rehberinde en az 6 noktada, birde kor eklenerek ve her bir noktada tekrar sayisi 3 olarak, ISO
11095°de en az 3 farkhi seviyede referans Ornek ve tekrar sayist ise en az 2 olarak
belirtilmistir. Standartlar her bir noktada ana soliisyondan diliisyonlar yapilmasi yerine
bagimsiz olarak hazirlanmalidir. Kalibrasyon egrisinin analiz edilen 6rnek yapisinin
farkliligina gore degisebilecegi goz ardi edilmemelidir. Elde edilen yanitla ¢izilen egride tist
ve alt smurlar belirlenmelidir. Kalibrasyon egrisinin en alt noktasi uygulanan analiz
metodunun tayin limiti olmalidir. Her bir konsantrasyon diizeyine karsilik gelen cihaz yaniti
grafige gecirilir. Sonuclar grafiksel olarak verilir ve lineer regresyon formdilii ile korelasyon
katsayist belirlenir. Bu sekilde c¢alisma araliinin dogrusal olup olmadig1r tespit
edilir.Korelasyon katsayisi >0,99 olmalidir (Yilmaz 2013). Kantitatif metotlarda calisma

araliginin belirlenmesi gerekmektedir. Analiz sonucunda elde edilen degerler bu aralikta yer
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almalidir. Bu araligin en diisiik noktas1 LOQ degeridir.

2.3.2.6. Geri kazanim

Kimyasal analizlerde ger¢ek degerin dl¢iilmesi uygulanan metoda bagli olarak degisim
gostermektedir.Deneysel islemler sirasinda c¢esitli nedenlerle kayiplar olusmaktadir. Kayip
miktar1 metodun geri kazanim orani olarak ifade edilmektedir (Akdag 2011).

Geri kazanim ¢alismasi ii¢ sekilde yapilabilmektedir.

1- Aranan maddenin numuneye bilinen miktarda eklenmesi ile (spike),

Analiz edilecek maddeyi igermeyen matriks madde iizerine belli oranda standart eklenerek
analiz edilir ve geri kazanim esitlik 2.3’ten hesaplanir.

R(%)=(C/Cs)*100 (2.3)

C=bulunan deger Cs =Spike edilen miktar

Analiz edilecek maddeyi icermeyen matriks madde yoksa drnek iizerine belli oranda standart

eklenerek analiz edilir ve gerikazanim esitlik 2.4 ten hesaplanir.

R(%)=((C-Cg) / Cs)*100 (2.4)

C=bulunan deger Cg=0rnekte bulunan miktar Cs =Spike edilen miktar

2- Sertifikali referans madde kullanilarak;

Referans standart madde mevcutsa referans madde analiz edilir ve bulunan degerin referans

degerine oran1 geri kazanim oranidir ve esitlik 2.5’ten hesaplanir.

R(%)=(C/Ccrm)*100 (2.5)

C=bulunan deger Ccrm =Referansin degeri

3- Referans metotla analiz ederek geri kazanim belirleme,
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Analiz Ornegi belirsizligi bilinen referans metotla analiz edilerek geri kazanim oram
bulunabilir. Analiz 6rnegi aday metot ve referans metotla analiz edilir. Geri kazanim esitlik
2.6’dan hesaplanir.

R(%)=(Cw/Cr)*100 (2.6)

Cwm =Aday metotla bulunan deger Cgr =Referans metotla bulunan deger
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan Alet ve Gerecler

Numunelerin  analize hazirlanmasinda, hesaplamalarda ve analiz sirasinda
Mettlertoledo AG245 hassas terazi, Eppendorf pistonlu pipetler SmL (500uL-5000pnL
arasinda kalibrasyonlu) ve ImL (100uL-1000pL arasinda kalibrasyonlu), 20mL'lik cam
flakonlar, kauguk ve teflon flakon kapaklari, tartim kaplari, gaz kromatografivialleri, hesap

makinasi, pipet uglari, balonjoje, vortex, portiip, pHkagitlar1 ve A4 kagitlar kullanildi.

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kloroform (VWR), Saf su (Chromasolvplusfor HPLC, SigmaAldrich), Amonyak
(Ammoniumhydroxidesolution %26 NHs;, Riedel de Haen), Referans standart MDMA
(Lipomed), yaklasik %20’lik MDMA numunesi (kalite kontrol 6rnegi) ve i¢ standart

(triacontane, %99, sigmaaldrich)

3.2.1. i¢ standart cozeltisinin hazirlanmas

100 mg triacontane hassas terazide tartilir. Balonjojeye konulur, iizerine kademeli
olarak kloroform eklenir, calkalanir ve ¢ozilir. 1000mL’ye tamamlanir. Calkalanarak
tamamen c¢oziiliip, karigmasi saglanir. Hazirlanan bu 0,100mg/mL’lik stok c¢ozelti
buzdolabinda muhafaza edilir. Cozelti kullanilmadan bir saat kadar Once buzdolabindan

cikarilmalidir.

3.2.2. Kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

1500 ug/mL’lik ¢ozeltinin hazirlanmasi:15 mg saf MDMA'ya denk gelecek sekilde
referans standart tartilip iizerine 5 mL saf su eklendi ve karistirildi, lizerine amonyak ilave
edilerek pH 10 yapilip tekrar karistirildi. 5 mL kloroform eklenerek vortex yardimiyla 1 dk
karistirtldi. Altta kalan kloroform fazindan 0,500 mL gaz kromatografivialine konuldu.

Uzerine i¢ standart ¢dzeltisinden 0,500 mL eklenerek 1 mL'ye tamamlandi.
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1000 ug/mL’lik ¢ozeltinin hazirlanmasi:10 mg sat MDMA'ya denk gelecek sekilde
referans standart tartilip iizerine 5 mL saf su eklendi ve karistirildi, lizerine amonyak ilave
edilerek pH 10 yapilip tekrar karigtirildi. 5 mL kloroform eklenerek vortex yardimiyla 1 dk
karistirtldi. Altta kalan kloroform fazindan 0,500 mL gaz kromatografivialine konuldu.

Uzerine i¢ standart ¢dzeltisinden 0,500 mL eklenerek 1 mL'ye tamamlandi.

500 ug/mL’lik ¢ozeltinin hazirlanmasi:10 mg saf MDMA'ya denk gelecek sekilde
referans standart tartilip lizerine 5 mL saf su eklendi ve karistirildi, iizerine amonyak ilave
edilerek pH 10 yapilip tekrar karigtirildi. 5 mL kloroform eklenerek vortex yardimiyla 1 dk
karistirildi. Altta kalan kloroform fazi ayr1 bir flakonda kloroformla 1:2 oraninda seyreltildi ve
bu ¢dzeltiden 0,500 mL gaz kromatografivialine konuldu. Uzerine i¢ standart ¢dzeltisinden

0,500 mL eklenerek 1 mL'ye tamamlandi.

100 ug/mL’lik ¢ozeltinin hazirlanmasi:10 mg saf MDMA'ya denk gelecek sekilde
referans standart tartilip lizerine 5 mL saf su eklendi ve karistirildi, iizerine amonyak ilave
edilerek pH 10 yapilip tekrar karigtirildi. 5 mL kloroform eklenerek vortex yardimiyla 1 dk
karistirildi. Altta kalan kloroform fazi ayri bir flakonda kloroformla 1:10 oraninda seyreltildi
ve bu ¢ozeltiden 0,500 mL gaz kromatografivialine konuldu. Uzerine i¢ standart ¢dzeltisinden

0,500 mL eklenerek 1 mL'ye tamamlandi.

50 ug/mL’lik ¢ozeltinin hazirlanmasi:10 mg saf MDMA'ya denk gelecek sekilde
referans standart tartilip lizerine 5 mL saf su eklendi ve karistirildi, izerine amonyak ilave
edilerek pH 10 yapilip tekrar karistirildi. 5 mL kloroform eklenerek vortex yardimiyla 1 dk
karistirildi. Altta kalan kloroform fazi ayr1 bir flakonda kloroformla 1:20 oraninda seyreltildi
ve bu ¢ozeltiden 0,500 mL gaz kromatografivialine konuldu. Uzerine i¢ standart ¢dzeltisinden

0,500 mL eklenerek 1 mL'ye tamamlandi.

10 ug/mL’lik ¢ozeltinin hazirlanmasi:10 mg saf MDMA'ya denk gelecek sekilde
referans standart tartilip lizerine 5 mL saf su eklendi ve karistirildi, iizerine amonyak ilave
edilerek pH 10 yapilip tekrar karistirildi. 5 mL kloroform eklenerek vortex yardimiyla 1 dk
karigtirildi. Altta kalan kloroform fazi ayri bir flakonda kloroformla 1:100 oraninda seyreltildi
ve bu ¢dzeltiden 0,500 mL gaz kromatografivialine konuldu. Uzerine i¢ standart ¢dzeltisinden

0,500 mL eklenerek 1 mL'ye tamamlandi.
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5 ug/mL’lik c¢ozeltinin hazirlanmasi:10 mg saf MDMA'ya denk gelecek sekilde
referans standart tartilip iizerine 5 mL saf su eklendi ve karistirildi, lizerine amonyak ilave
edilerek pH 10 yapilip tekrar karistirildi. 5 mL kloroform eklenerek vortex yardimiyla 1 dk
kanistirildi. Altta kalan kloroform fazi ayri bir flakonda kloroformla 1:200 oraninda seyreltildi
ve bu ¢dzeltiden 0,500 mL gaz kromatografivialine konuldu. Uzerine i¢ standart ¢dzeltisinden

0,500 mL eklenerek 1 mL'ye tamamlandi.

3.3. Cihaz ve Metot

Analizlerde Chemstation (Versiyon N.05.05) yazilimli Agilent 6890N marka gaz
kromatografisi (GC) ve ona bagh olarak c¢alisan alev iyonizasyondetektorii (FID) cihazi

kullanilmistir.

Kolon: DB-5(10,0m x 100 pm x 0,17 pm)(max. 325°C)5% phenyl 95% dimethylpolysiloxane
Firin sicaklik programa:

Baslangig sicakligr: 80 °C (bekleme siiresi 1dk),

Sicaklik degisimi: 20 °C/dk,

Final sicakligi: 310 o°c (bekleme siiresi 5dk),

Analiz stiresi: 17,50 dk,

Enjeksiyon sicakhigt: 230 °C,

Enjeksiyon hacmi: 1 pL,

Split oran1: 100:1,

Tas1yic1 gaz ve akis hizi: Helyum (0,9 mL/dk),

Inlet basinc1: 69,26 psi (sabit basing),

Dedektor sicakligi: 300 °C

Dedektor gazlar1 ve akis hizlari: Hidrojen (40mL/dk), Hava (450mL/dK)

3.4. Uygulama Calismasi

Calisma, Adli Tip Kurumu Baskanlhigi Istanbul Merkez Kimya Ihtisas Dairesi
Narkotik Subesi’nde Adli Tip Kurumu’ndan izin alinarak yapilmistir. Analizler sertifikali
referans standart MDMA.HCL (Lipomed Lot N0:94.3B10.1) (Freebasecontent:% 84,00) ve
MDMA numunesi olarak yaklasik % 20’lik 6rnek kullanilarak yapilmistir.
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3.5. Metot Gecerli Kilma Parametreleri

Bu metodun gecerli kilma c¢alismasi dogruluk, segicilik, geri kazanim, kesinlik,
dogrusallik, tespit (LOD) ve tayin (LOQ) limiti ile saglamlik parametreleri géz oniinde

bulundurularak yapilmistir.

3.5.1. Dogruluk

Metodun dedeksiyon limitinde ve daha yliksek diizeyde olmak iizere iki dogruluk
seviyesi belirlendi. Her bir konsantrasyon ic¢in ortalama, standart sapma ve bagil hata

degerleri hesapland1 (n=10)

3.5.2. Secicilik

Secicilik parametresinde piyasada MDMA ile birlikte genellikle bulunabilen kafein,
efedrin ve parasetamol ile yasadisi tabletlerde etken madde olarak tespit edilebilen
Amfetamin, MBDB, MDA, MDEA ve Metamfetamin etken maddelerine bakildi. Herbir
madde ayr1 ayr1 ¢alisilarak alikonma zamanlaria (tr) bakildi. Kromatogramdaki kaymalari
elimine edebilmek icin alikonma zamanlarinin internal standardin alikonma zamanlarina orani

hesaplandi.

3.5.3. Geri kazamim

Geri kazanim ¢alismasinda sertifikada belirtilen saflik degeri % 84,0 olan referans
MDMA standardi kullanilarak 10 farkli analiz yapildi.

3.5.4. Kesinlik

3.5.4.1. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik calismasi i¢in ayni giin icinde yaklasik olarak % 20 diizeyinde
MDMA igeren gercek ornek, iki operatdr tarafindan, birbirinden bagimsiz olarak 10’ar defa
calisildi. Daha sonra ortalama, standart sapma, bagil standart sapma, t ve F degerleri

hesaplandi.
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3.5.4.2. Tekrar iiretilebilirlik

Tekrar iiretilebilirlik calismasi i¢in 6 farkli giinde yaklasik olarak % 20 diizeyinde
MDMA igeren ger¢ek ornek, iki operator tarafindan, birbirinden bagimsiz olarak hergiin 4-
5’er defa ¢aligildi. Daha sonra ortalama, standart sapma, bagil standart sapma, t ve F degerleri

hesaplandi.

3.5.5. Lineer aralik ve ol¢ciim arahgi

Lineer aralik c¢alismasinda MDMA i¢in 7 farkli konsantrasyon ve her bir
konsantrasyon seviyesinde 3 tekrar yapilarak calisildi. Elde edilen sonuglar hazirlanan
konsantrasyon degerine karsit (x) okunan konsantrasyon degeri (y) seklinde bir grafige
gecirildi. Regresyon katsayilar1 hesaplandi. Ayrica artiklar (her bir x degeri i¢in gergek y ile

tahmin edilen y degeri arasindaki fark) hesaplandi. Lineer aralik ve ¢alisma araligi belirlendi.

3.5.6. Tespit limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ)

Tespit ve tayin limiti hesaplanmasi i¢in kabul edilebilir kesinlik ve gerceklik degerine
yakin (10ppm) degerde 10 adet analiz yapildi. Ortalama ve standart sapma hesaplandi. Tespit
sinir1 (LOD) hesaplanirken elde edilen ortalamaya Ol¢limlerin standart sapmasmin 3 kati
eklendi. Tayin smir1 ise (LOQ) ortalamaya Ol¢iimlerin standart sapmasinin 10 kat1 eklenerek

hesaplandi.
3.5.7. Metot Saglamhg

Yaklasik %20 MDMA igeren gercek ornekten birbirinden bagimsiz 3 farkli tartim
yapilarak numune hazirlama yontemine gore hazirlanmis ve insertliviallere dagitilarak

enjeksiyona hazir hale getirilmistir. Viallerin enjeksiyon Oncesi bekleme siirelerinin sonuglari

nasil etkiledigi t testi yapilarak incelenmistir.
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3.6. Hesaplamalarda Kullanilan istatistiki Yontemler

Ortalama deger(Xyr): Biitiin 6l¢iimlerin toplaminin 6lgiim sayisina boliinmesiyle

elde edilen degerdir ve esitlik 3.1’den hesaplanir (Miller ve ark. 1993).

Xort:(X1+X2+X3+ ....... +Xnat Xn)/n (31)

Standart sapma: Veri degerlerinin yayilimimnin 6zetlenmesi igin kullanilan bir 6l¢iidiir

ve esitlik 3.2°den hesaplanir.

§%= Y (X i- Xort )*/ (n-1) (3.2)
s : Standart sapma x;: Olgiilen deger Xon: Olgiilen degerlerin ortalamas1 n : Olgiim sayist

Bagil standart sapma (varyasyon katsayisi): Standart sapmay! Sl¢lim sonucundan
bagimsiz ve birimsiz olarak raporlamak i¢in bagil standart sapma (% RSD) esitlik 3.3’ten

hesaplanir.
% RSD =5/ Xort (3.3)

F Testi: Iki 6rnek varyansinmoranini,yani standart sapmalarinin karesinin oranini

dikkate alir ve F degeri esitlik 3.4’ten hesaplanir.
F = 5,%/5,%(3.4)
812 = 1. anakiitlenin varyansi szz = 2. anakiitlenin varyansi

Esitlikteki s;° ve s,° degerleri daima F>1 olacak sekilde yerlestirilir. Yok hipotezi
orneklerin alindig: kitlelerin normal oldugu ve kitlelerin varyanslarinin esit oldugu varsayimi
tizerine kurulur. Eger yok hipotezi dogruysa varyans orani 1 sayisina oldukg¢a yakin bir
degerde olacaktir. Oranin 1 degerinden biraz farkli olmasi rastgele degisimlerden
kaynaklanabilir, bununla birlikte eger fark c¢ok biiylikse aradaki fark bu nedene
dayandirilamaz. Yani hesaplanan F degeri belirli bir kritik degeri (tablolardan bulunur) astigi
durumda yok hipotezi reddedilir. Kritik F degeri tablodan serbestlik derecelerine (n-1) goére
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bulunur. Tek tarafli ve ¢ift tarafli F testleri i¢in kritik degerler ¢izelge 3.1.’de verilmistir
(Miller ve ark. 1993).

Cizelge 3.1. % 95 giiven seviyesi i¢in kritik F degerleri (Miller ve ark. 1993)

Tek-tarafli bir F testi igin kritik degerler (/=0.05)

v 1 = 3 4 s [ 7 s pod 10 12 1s 20

-3

1 i61.4 995 2IS.? 224.6 z30.2 234.0 236.8 2389 2408 2219 243.9 24859 248.0
2 18.51 1900 19.16 19.285 19.30 IS.33 1938 19.37 1938 i9.40 1941 19.43 19.45
3 10.53 2 552 9277 117 9.013 B 943 5.887 s5.845 s.=12 =786 8.7as B.703 x.660
- T.709 6943 5591 &.388 6.256 G163 6094 6.041 S999 5964 £ 912 S.SS8 S.303
s 6608 5786 S.409 s.192 S.0s0 S 9% 4876 4.8518 +.772 “4.73s 4.G78 4619 4.558
5 5987 S.143 4757 4.534 4387 4.284 4.207 4.147 4.059 4.060 4.000 3938 3.87a
k4 5.591 +.737 4.347 4.120 3.972 3.856 3.787 3.726 3.677 3.637 3.57Ss 3sue 3. 485
= 5.318 4.459 4.066 3.538 3.687 3.s81 3.s00 3.438 3.388 3.3a7 3.284 3218 3150
> s.117 4.256 3.863 3.633 3. 482 3.374 3.293 3.230 3.7 3.137 3.073 3006 2.936
10 4.965 4.103 3. 708 3.478 3326 3.217 3.135 3.072 3.0z0 2978 2.913 Z.848 277
1 4.844 3.982 3.587 3.357 3.204 3.09s5 3.012 2,948 2.896 2.854 2.TES z. 719 2 646
12 +4.747 3.88= 3.490 3.259 3,106 2.996 2913 2.849 2.5796 2783 2687 2.617 2543
13 4667 3. 806 3.a11 3.179 3.025 291 2.832 2.767T 2.714 2.671 2604 2.533 2459
13 4.600 3. 739 3.3484 312 2.958 2 848 2.764 2.699 2.646 2.602 2534 Z.463 2388
1is 4. 543 3. 6852 3.z87 3 056 2.901 2.7%e 2,507 2.641 2.588 2.543 2278 z. 403 2328
16 4. 493 3. 634 3.239 2007 2.852 2743 2657 2.591 2538 Z2.454 2425 2.352 2276
17 4.asa 3. 592 3197 2965 2.810 2.699 2614 I.548 2494 2450 2331 2.30% 2.230
1= 4 418 3585 3 1co 2.928 27793 2.661 2577 z.510 2.4as6 2452 2.342 2.269 .59
19 4.381 3.522 3327 2.89S8 2.740 2.628 2.8544 2.477 2423 2378 2.308 2 234 2,18
20 .35 3.493 3098 2.866 2711 2.599 .51 e 2 393 T 348 Z.278 2203 2.124

;= kesrin gst tarafi igin serbestlik derccesi sayisi, v»—Kesrin alt tarafi icin serbestlik
derecesi sayisi.

iki-tarafl1 bir F testi icin kritik degerler (#=0.05)

e L) 2 3 - s & 7 B . 10 1z IS 20

v -

3 &47.8 T99.5 564.2 8996 921.8 o371 248.2 9=s.7 963.3 265.6 276.7 839 9931
2 28.51 39.00 39.17 39258 39350 3935 39.38 3937 39.39 39 40 39.31 39.43 39.4s
3 17.43 16.0% is.4as 15.10 14 88 14.73 14.62 14.54 14.47 14.42 14.34 14.25 1417
1 1z2.22 10.65 979 9.605 9364 °.197 2.074 59280 8.905 8.534 8.751 B.657 8.560
s 10.01 8438 T.764 7.388 7.146 6.978 6.853 6.TS7 6.681 6.619 6.52S G 428 6329
6 H€.813 7.260 6599 6227 S.988 S.Z20 5.695 =600 s.523 S 461 S.366 5.269 =168
7 8.073 6,542 sS850 S5.5213 s.285 s119 4.995 4.889 4.823 4.761 4.666 4.568 4.467
= T.5TE G059 s416 S 053 4817 4.652 4.529 4.433 4.357 4295 4.200 4.101 ~ 3.999
e 7.209 S.715 5078 4718 .48 4.320 4.197 102 4.026 3964 R L 3.769 3. 66T
10 6937 5. 456 4.826 4. 468 2.235 4072 3950 R 3779 37T 362l 3. 522 3.419
11 6.724 S 2S6 4.630 4.27S 4033 3 831 3.759% 3.664% 3.588 3.526 3.430 3.330 3.226
12 6554 S096 4.47a 4.121 3.5, 3.728 3607 3.512 3.436 3.374 3.277 3.177 3.073
13 G414 4.965 4.247 3996 3.767 3.603 3. 483 2.388 3312 3.2as0 N S 3.0s3 T 928
i4 6298 4857 4.242 3.892 3.663 3.so1 3. 580 3.28S 2209 3.547 3050 2.949 z.834
is &.200 4.76S 4.153 3. 304 3576 3415 3.293 3.199 3123 3.060 2.963 2.862 2.756
I &« 11s 4.G687 4077 3.729 502 3381 3.219 3.125 3.089 2,986 2.889 1788 2631
T ©.042 4.619 40112 3.665 3 a3 3.277 3. 156 3.061 2.985 2.922 2.8525 z.723 2616
= S.978 4.580 3953 3. 608 3 382 3.221 3.100 3005 2.929 2866 2.769 2.667 2.859
9 £.922 4. =08 3,903 3.559 3.333 3.172 3.051 2.956 2.880 2 H1T 2.720 2.617 2.599
20 5.871 4.461 3.859 3.515 3.289 3.128 3.007 2.913 2.837 2.774 2676 2.573 2968

v;= kesrin st tarafi igin serbestlik derecesi sayisi, v>=Kesrin alt tarafi i¢in serbestiik
derecesi sayis:.

t Testi : Yeni bir analitiksel yontem kullanilarak elde edilen sonuglarin ikinci bir
yontem kullanilarak elde edilen sonuglarla kiyaslanmasidir. Bu durumda iki ortalama deger
XorVe Xoz elde edilecektir. Yok hipotezi iki yontemin ayni sonucu verecegi lizerine
kurulursa bu durumda (Xor1 -Xorz ) farkinin sifirdan 6nemli bir sekilde farkli olup olmadig
test edilebilir. Eger iki ornegin standart sapmasi birbirinden énemli bir sekilde farkli degilse

harmanlanmig standart sapma degeri (Sp) bireysel standart sapmalar kullanilarak esitlik 3.5’
ten hesaplanir.

S'=((ne-1)*s1*+(n2-1)*s5°) (g +n,-2) (3.5)
t degeri de esitlik 3.6’dan hesaplanir.
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t =(Xort1 ~Xortz )*/Sn”(1/ny +1/np) (3.6)
hesaplanan t degeri giiven seviyesi ve serbestlik derecesine gore t tablo degeriyle kiyaslanir.
Yani hesaplanan t degeri belirli bir kritik degeri (tablodan bulunur) astigit durumda yok
hipotezi reddedilir. Serbestlik derecesi esitlik 3.7’den hesaplanir.

Serbestlik derecesi (v)= n;+n,-2 (3.7)

Cizelge 3.2. iki tarafl1 bir test icin kritik t degerleri (tek tarafl1 bir test icin ihtiya¢ duyulan P
(6nemlilik seviyesi) degerinin iki kat1 alinarak ilgili stitundan t degeri bulunur) (Miller ve ark.

1993)
Giliven seviyesi %90 %95 %98 %99
P 0,10 0,05 0,02 0,01
Serbestlik derecesi(v)
1 6,31 12,71 31,82 63,66
2 2,92 4,30 6,96 9,92
3 2,35 3,18 4,54 5,84
4 2,13 2,78 3,75 4,60
5 2,02 2,57 3,36 4,03
6 1,94 2,45 3,14 3,71
7 1,89 2,36 3,00 3,50
8 1,86 2,31 2,90 3,36
9 1,83 2,26 2,82 3,25
10 1,81 2,23 2,76 3,17
12 1,78 2,18 2,68 3,05
14 1,76 2,14 2,62 2,98
16 1,75 2,12 2,58 2,92
18 1,73 2,10 2,55 2,88
20 1,72 2,09 2,53 2,85
30 1,70 2,04 2,46 2,75
50 1,68 2,01 2,40 2,68
0 1,64 1,96 2,33 2,58

30



3.7. Laboratuarlararasi Karsilastirma Testleri

Analiz sonuglarinin karsilastirilabilmesi amaciyla icerigi organizatér bir laboratuar
tarafindan bilinen 6rneklerin katilimct laboratuarlar tarafindan analizlerinin yapilmasi ve elde

edilen sonuclarin degerlendirilmesi amacini tagiyan testlerdir.

Karsilastirma test performanslar1 laboratuarlarin gonderdikleri analiz sonuglarina gore

z-score hesaplanarak yapilmaktadir. zscore esitlik 3.8’den hesaplanir.

Z = (Xi-Xref)/s (3.8)

Xi: Laboratuar sonucu, Xref: Referans deger, s: Referans standart sapmasi
Esitlik 3.8'den hesaplanan z-score'un degerlendirmesi su sekilde yapilmaktadir (Akdag 2011).
2> |z | ise performans yeterli,

3> | z | > 2 ise performansi siipheli,

| z | >3 ise performans yetersiz.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Dogruluk

Boliim 3.5.1°deki ¢alismanin sonuglar1 asagida Cizelge 4.1°de sunulmustur.

Cizelge 4.1. MDMA i¢in dogruluk degerleri (n=10)

MDMA (ng/mL)
Hazirlanan kons. 105,00 420,00
1.analiz 84,49 402,98
2.analiz 81,90 419,32
3.analiz 86,17 418,98
4.analiz 83,63 419,39
5.analiz 87,34 402,97
6.analiz 81,04 431,74
7.analiz 80,52 414,63
8.analiz 92,43 408,89
9.analiz 95,49 406,27
10.analiz 96,92 425,56
Ortalama 87,00 415,10
S 6,00 9,70
RSD 6,90 2,34
Hata 18,00 4,90
Bagil hata 17,14 1,17

4.2. Secicilik

Boliim 3.5.2°deki ¢alismanin sonuglar1 asagida Cizelge 4.2°de sunulmustur.
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Cizelge 4.2.MDMA ve diger etken maddelerin tutunma zamanlari

Analit tr tranalit/tris
Amfetamin 2,749 0,220
Metamfetamin 3,212 0,257
Efedrin 4,591 0,368
MDA 5,317 0,426
MDMA 5,669 0,454
MDEA 5,982 0,479
MBDB 6,266 0,502
Kafein 7,607 0,609
Parasetamol 11,694 0,937

Triakontan(1S) 12,485 1

4.3. Geri kazanim

Geri kazanim ¢alismasinda sertifikada belirtilen saflik degeri % 84,00 olan referans
MDMA standardi kullanilmistir. Béliim 3.5.3'deki calismanin sonuglari asagida Cizelge 4.3'te

sunulmustur.

Cizelge 4.3. % 84,00'likk referans MDMA 6rneginin geri kazanim ¢aligmasi (n=10)

Sertifika degeri=%84,00 Geri kazanim(%)
1.analiz 100,63
2.analiz 95,55
3.analiz 92,92
4.analiz 93,26
5.analiz 87,37
6.analiz 89,26
7.analiz 92,13
8.analiz 84,07
9.analiz 83,04
10.analiz 82,26

Ortalama 90,49
S 5,95
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4.4, Kesinlik

4.4.1. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik ¢alismasinda yaklasik % 201ik MDMA kalite kontrol ornegi

kullanilmistir. Boliim 3.5.4.1'deki ¢caligmanin sonuglar1 asagida Cizelge 4.4'te sunulmustur.

Cizelge 4.4.%20'lik MDMA o6rneginin tekrarlanabilirlik verileri(n=10)

1.Operator 2.0perator

l.analiz 19,48 20,11
2.analiz 20,16 19,48
3.analiz 19,76 20,29
4.analiz 20,37 20,21
5.analiz 19,14 19,82
6.analiz 20,87 20,04
7.analiz 20,65 20,53
8.analiz 20,33 20,92
9.analiz 20,73 21,00
10.analiz 19,80 21,43
Ortalama 20,13 20,38
S 0,57 0,59
RSD 2,83 2,90

t hesap 0,972

t tablo(18;0,05) 2,101

F hesap 1,076

F tablo(9;9) 4,026

Yok hipotezine gore F hesap < F tablo oldugundan ayni giin ig¢inde her iki operatdriin
caligmalar1 arasinda % 95 giiven seviyesinde kesinlik bakimindan anlamli bir fark yoktur.

Yok hipotezine gore t hesap < t tablo oldugundan aymi giin i¢inde her iki operatoriin
calismalar1 arasinda % 95 giiven seviyesinde sonuglarin ortalamalar1 bakimindan anlamli bir

fark yoktur.
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4.4.2. Tekrar Uretilebilirlik
Tekrarlanabilirlik ¢aligmasinda yaklasik % 20'lik MDMA kalite kontrol 6rnegi

kullanilmistir. Boliim 3.5.4.2'deki ¢caligmanin sonuglar1 asagida Cizelge 4.5'te sunulmustur.

Cizelge 4.5.% 20'lik MDMA 06rneginin tekrar tiretilebilirlik verileri(n=25)

1.0perator 2.0perator

19,96 21,33

1 giin 20,81 21,56

20,62 20,98

20,57 21,03

21,84 21,04

) 22,22 19,01

2.giin 21,84 19,71

21,57 19,96

20,97 19,30

) 20,94 19,73

3.giin 21,14 20,57

21,38 20,16

21,72 22,56

) 22,05 22,73

4.glin 2228 22.36

22,08 22,40

22,36 21,44

22,70 22,00

5.giin 21,56 22,21

21,99 21,98

21,34 21,64

18,63 20,77

) 20,57 21,19

6.giin 18,84 20,52

20,24 17,87

Ortalama 21,21 20,96

s 1,03 1,22

RSD 0,05 0,06
t hesap 1,090
t tablo(48;0,05) 2,010
Fhesap 1,411
Ftablo(24;24) 2,270
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Yok hipotezine gore F hesap < F tablo oldugundan farkli giinlerde her iki operatdriin
calismalar1 arasinda % 95 giiven seviyesinde kesinlik bakimindan anlamli bir fark yoktur.

Yok hipotezine gore t hesap < t tablo oldugundan farkli giinlerde her iki operatoriin
caligmalar1 arasinda % 95 giiven seviyesinde sonuglarin ortalamalar1 bakimindan anlamli bir

fark yoktur.

4.5. Lineer aralik ve 6l¢iim arahig:

Boliim 3.5.5'deki ¢aligmanin sonuglar1 asagida Cizelge 4.6'da sunulmustur.

Cizelge 4.6. MDMA i¢in dogrusallik verileri

Hazirlanan Olgiilen
Konsantrasyon | Konsantrasyon
(mg/mL) (mg/mL) Ortalama S RSD Artiklar
0,003 0,002
0,005 0,003 0,003 0,000 0,000 0,002
0,003 0,002
0,007 0,003
0,010 0,007 0,007 0,000 0,000 0,003
0,007 0,003
0,048 0,002
0,050 0,047 0,047 0,001 1,276 0,003
0,047 0,003
0,097 0,003
0,100 0,097 0,097 0,001 0,620 0,003
0,096 0,004
0,513 -0,013
0,500 0,509 0,510 0,002 0,451 -0,009
0,509 -0,009
1,025 -0,025
1,000 1,008 1,013 0,010 0,997 -0,008
1,007 -0,007
1,485 0,015
1,500 1,491 1,488 0,003 0,202 0,009
1,488 0,012
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y =0,9999x + 0,0002
R?=0,9997

1,6

-

14

1,2

1

08
0,6
0,4 /
0,2

0 /

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Olgiilen kons. (mg/mL)

Hazirlanan kons. (mg/mL)

Sekil 4.1. MDMA  i¢in hazirlanan konsantrasyon diizeyine karsilik gelen okunan
konsantrasyon degerleri

Cizelge 4.7. MDMA analiz metodu i¢in dogrusallik ¢calismasi sonuglari

CALISMA ARALIGI | LINEER ARALIK DENKLEM R? RSD
(ng/mL) (ng/mL) DAGILIMI
12,26-1500 5-1500 y =0,9999x+0,0002 |{0,9997 | 0.00-1,28

0,04
0,03
0,02
0,01

460

Artiklar
(mg/mL)
o

a2

o

S
=

S
=)

N

=)

>
L 4 4
o

o

o

[0}

-0,01
-0,02
-0,03
-0,04

Kons.(mg/mL)

Sekil 4.2. MDMA i¢in hazirlanan konsantrasyon diizeyine karsilik gelen artik degerleri

37



1,4
1,2 *

0,8
0,6

RSD%

L

L 4

0,2
0 &

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Konsantrasyon(mg/mL)

Sekil 4.3. MDMA igin hazirlanan konsantrasyon diizeyine karsilik gelen bagil standart sapma
degerleri

4.6. Tespit Limiti (LOD) ve Tayin Limiti (LOQ)

Boliim 3.5.6'daki ¢aligmanin sonuglar1 asagida Cizelge 4.8'de sunulmustur.

Cizelge 4.8. MDMA i¢in tespit ve tayin sinirlar

Hazirlanan konsantrasyon (10pg/mL) | Okunan konsantrasyon (pg/mL) SIN
1.analiz 10,71 7.1
2.analiz 10,86 7.3
3.analiz 10,80 7.1
4.analiz 10,53 6,9
5.analiz 11,00 7.8
6.analiz 10,82 7.1
7.analiz 11,01 7,6
8.analiz 10,81 7,8
9.analiz 10,81 7,1
10.analiz 11,01 7,3

Ortalama 10,82 7,3
S 0,14 -
RSD 1,33 -
LOD 11,25 -
LOQ 12,26 -
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4.7. Metot Saglamhgi

3.5.7 boliimiindeki ¢calismanin sonuglar1 asagida Cizelge 4.9'da sunulmustur.

Cizelge 4.9. 3 farkli 6rnek i¢in cihaz lizerinde bekleme siiresinin sonuglara etkisi

1no'lu | 2no'lu | 3no'lu

Bekleme | ornek | ornek | Ornek

Siiresi
(saat) % % % ort S RSD Sh thesap ttablo
0 20,84 | 20,99 | 20,22 | 20,68 | 0,41 | 1,97
5 21,59 | 21,38 | 20,32 | 21,10 | 0,68 3,23 0,56 0,90 2,78
6,5 21,63 | 21,49 | 20,12 | 21,08 | 0,84 3,96 0,66 0,74 2,78
8,5 21,68 | 21,80 | 20,47 | 21,32 | 0,74 3,45 0,60 1,30 2,78
10 21,72 | 21,75 | 20,52 | 21,33 | 0,70 3,29 0,57 1,38 2,78
18 21,53 | 21,60 | 20,66 | 21,26 | 0,52 2,46 0,47 1,51 2,78
20 22,13 | 22,08 | 20,63 | 21,61 | 0,85 3,94 0,67 1,70 2,78
22 22,14 | 22,09 | 20,72 | 21,65 | 0,81 3,72 0,64 1,85 2,78
23,5 22,12 | 22,22 | 20,57 | 21,64 | 0,92 4,28 0,72 1,63 2,78
26 21,86 | 21,82 | 20,90 | 21,53 | 0,54 2,52 0,48 2,15 2,78
30 22,59 | 22,69 | 21,53 | 22,27 | 0,64 2,89 0,54 3,61 2,78

Yok hipotezine gore 26 saatin sonunda t hesap < t tablo oldugundan numunelerin enjeksiyon
oncesinde cihaz lizerinde 26 saate kadar bekleyen numune ile yeni hazirlanan numunelerin

analiz sonuglarinin ortalamalar1 bakimindan % 95 giiven seviyesinde anlamli bir fark yoktur

4.8. Homojenizasyon

Boliim 3.5.6'daki calismanin sonuglar1 asagida Cizelge 4.10'da sunulmustur.
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Cizelge 4.10. %20’ likMDMA 06rneginin homojenite testi

% % %
1. analiz 19,39 7. analiz 20,53 13. analiz 19,79
2. analiz 21,21 8. analiz 21,06 14. analiz 19,52
3. analiz 20,82 9. analiz 24,04 15. analiz 19,90
4. analiz 21,29 10. analiz 20,26 16. analiz 17,75
5. analiz 20,97 11. analiz 20,21 17. analiz 20,34
6. analiz 20,65 12. analiz 19,95 18. analiz 17,67
Ortalama=20,08 s=1,03

Homojenizasyon testinden elde edilen sonuglarin standart sapmalara gore dagilimi Sekil

4.4°te gosterilmistir.

24,171
23,147

22,123

21,099 —8——— " =

20,075 . . . —a— g

19,051 ¢ 2 4 6
18,027

op
[ Y
(@
H
N

17,003
15,979

14,955

Sekil 4.4.MDMA i¢inhomojenizasyon sonuglarinin dagilimi

4.9. Laboratuarlararasi Karsilastirma testleri

2013 yilinda yeterlilik test 6rnegi olarak ENFSI tarafindan laboratuarimiza gonderilen
% 32,30 MDMA (n=10, RSD=% 1,33) igeren maddenin, gecerli kilma ¢aligmalar1 yapilan
metotla analiz sonucu % 32,66 MDMA olarak raporlanmistir. 59 farkli laboratuar tarafindan

yapilan kantitatif analiz sonuclarina gore;

z2=(32,66-32,30) / 1,33=0,27 ve 2> | z | oldugundan metot performansi yeterlidir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Adli kimya laboratuarlarinda yapilan analizlerden gecerli, glivenilir, tekrar edilebilir
ve izlenebilir sonuglar alinabilmesi amaciyla gecerli kilma c¢aligmalarinin yapilmasi

gerekmektedir.

Gegerli kilma caligmalar1 6nemi her gegen giin daha da artan ve tiim diinyada

yayginlasan bir standardizasyon yontemidir.

Bu c¢alisgmada gercek MDMA numunesinin kantitatif tayini amaciyla gaz
kromatografisi (GC/FID) ile uygulanan metodun validasyon g¢aligmalar1 yapilip validasyon
parametreleri degerlendirmistir. Bu baglamda metot agisindan dogruluk, secicilik, kesinlik
(tekrarlanabilirlilik ve tekrar iretilebilirlik), linearite, tespit (LOD) ve tayin (LOQ) limiti ile

saglamlik parametreleri incelenmistir.

Dogruluk parametresi acisindan sonuglarin bagil hatalari, yiiksek seviyeler igin

%15’1in, diisiik seviyeler i¢in ise %20 nin altindadir.

Secicilik parametresi agisindan MDMA ile birlikte kafein, parasetamol, efedrin,
amfetamin, MBDB, MDA, MDEA ve metamfetamin etken maddeleri c¢alisilmistir. Bu
maddelerden kafein, efedrin ve parasetamol piyasada MDMA ile birlikte bulunabilen benzer
etkiler elde etmek, MDMA yiizdesini diisiirmek ve toplam madde miktarin1 artirmak icin
kullanilabilmektedir. Amfetamin, metamfetamin, MBDB, MDA, MDEA etken maddelerine
ise ekstazi tabletlerde rastlanabildiginden bu maddeler iginde segicilik  parametresi
irdelenmistir. Bu maddeler i¢in alikonma zamanlar1 belirlenmistir. Gegerli kilinan metot ile

MDMA'nin bu maddelerle ayriminin yapilabildigi gézlenmistir.

Sertifikali referans standart MDMA (% 84,00) orneginden yapilan 10 bagimsiz

analizin sonucundan geri kazanim (R) % 90,05+5,95 olarak tespit edilmistir.

Kesinlik parametresi agisindan tekrarlanabilirlilik  ve tekrar {iretilebilirlik
hesaplanmistir.
Tekrarlanabilirlilik iki operator tarafinda ayni giin icinde 10'ar kez calisilmistir.

Standart sapma ve bagil standart sapma hesaplanmistir. Operatorler arasindaki standart
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sapmalar1 karsilastirabilmek ig¢in F testi uygulanmistir. F tablo degeri F hesaplanan degerden
biiyiilk oldugundan iki operatdriin ¢aligmalar1 arasinda % 95 giiven seviyesinde ayni giin
icinde kesinlik bakimindan anlamli bir fark yoktur. Ortalamalarin birbirleriyle
karsilastirilabilmesi i¢in t testi uygulanmistir. t tablo degeri t hesaplanan degerden biiytlik
oldugundan iki operatoriin ¢aligmalar1 arasinda % 95 giliven seviyesinde ayni giin iginde
ortalamalar bakimindan anlamli bir fark yoktur.

Tekrar iretilebilirlik i¢in iki operator tarafindan 6 farkli giinde toplam 25’er analiz
yapilmigstir. Standart sapma ve bagil standart sapma hesaplanmistir. Operatorler arasindaki
standart sapmalar1 karsilagtirabilmek i¢in F testi uygulanmigtir. F tablo degeri F hesaplanan
degerden biiyilk oldugundan iki operatoriin c¢alismalar1 arasinda % 95 giliven seviyesinde
farkli giinler arasinda kesinlik bakimindan anlamli bir fark yoktur. Ortalamalarin birbirleriyle
karsilastirilabilmesi i¢in t testi uygulanmistir. t tablo degeri t hesaplanan degerden biiyiik
oldugundan iki operatoriin ¢alismalari arasinda % 95 giiven seviyesinde farkli giinler arasinda

ortalamalar bakimindan anlamli bir fark yoktur.

Dogrusallik (linearite) parametresi i¢in 7 farklt konsantrasyon  ve her bir
konsantrasyon seviyesinde 3 tekrar yapilarak calisilmistir. Lineer aralik 5-1500 pg/mL |,
calisma aralig 12,26-1500 pg/mL, dogrunun denklemi y = 0,9999x+0,0002 olarak
hesaplanmistir. Regresyon katsayis1 0,9997 olarak hesaplanmigtir. Regresyon katsayisi
0,99°dan biiyilik oldugundan gegerli sayilmistir. Ayrica artiklar (her bir x degeri i¢in gercek y

ile tahmin edilen y degeri arasindaki fark) hesaplanmistir.

Tespit ve tayin limiti hesaplanmasi i¢in kabul edilebilir kesinlik ve gergeklik degerine
(10png/mL) yakin 10 adet analiz yapilmistir. Ortalama ve standart sapma hesaplanmustir.
MDMA i¢in tespit limiti (LOD) 11,25pg/mL, tayin limiti (LOQ) 12,26pg/mL olarak

hesaplanmustir.

Saglamlik parametresi acisindan analizi etkileyebilecegi diisiiniilen enjeksiyon dncesi
bekleme siiresinin sonuglara etkisi incelenmistir. Enjeksiyon Oncesi bekleme siiresinin
sonuglara etkisini 6lgmek amaci ile yaklasik %20 MDMA igeren ornekten birbirinden
bagimsiz 3 farkli tartim yapilarak numune hazirlama ydntemine gore hazirlanmis ve
insertliviallere dagitilarak enjeksiyona hazir hale getirilmistir. Viallerin enjeksiyon oncesi

bekleme siirelerinin sonuglari nasil etkiledigi t testi yapilarak incelenmistir. Enjeksiyon
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oncesinde cihaz tlizerinde 26 saate kadar bekleyen numune ile yeni hazirlanan numunelerin

analiz sonuglarinin ortalamalar1 bakimindan % 95 giiven seviyesinde anlamli bir fark yoktur.
Laboratuarlararas1 karsilastirma test sonucuna gore 59 farkli laboratuar tarafindan

calisilan Ornegin z-score degeri 2 > |z| olarak hesaplanmis ve performansi yeterli

gorilmiistiir.

Bu calismada adli kimya laboratuarinda gercgek MDMA numunesi ile gecerli kilma
parametreleri ayrintili bir sekilde irdelenmis ve kapsamli bir calisma yapilmistir. Adalet
sistemine dogrudan hizmet eden adli kimya laboratuarlarinda kullanilan metotlardan gegerli
ve glivenilir sonuglarin alinmasit son derece dnemlidir. Gegerli kilinmig ve yeterliligi siirekli
olarak kontrol edilen metotlarla ¢aligmak adalet sistemine olan giiveni de artiracaktir.Metodun
performans parametreleri detayli bir sekilde incelenmis ve ekstazi tabletlerin analizlerinde

gecerli ve giivenilir sonuglar elde edildigi tespit edilmistir.
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