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Adli olaylarda kan lekesi en sik rastlanan biyolojik izlerden biridir. Su¢ esnasinda ya da
sonrasinda kanit niteligi tasiyan ylizeyler iizerinde kan lekesinin tam anlamiyla tayin
edilmesi, son derece kritiktir. Su¢lu tarafindan kan lekesi igeren kanitlarin bertaraf
edilmesi sonucunda yeterli miktarda leke yiizey iizerinde barinmayabilir. Bu durum, hali
hazirda kullanilan bir¢ok test isleminin yeterli dogrulukta leke tanimlamasi
yapamamasina yol acar. On iKi esit par¢a halinde kesilmis %100 pamuk kumas yiizeyine
damlatilan kan lekeleri tizerinde alt1 farkli temizleyici siv1 ile yikama islemi uygulanarak
Raman spektroskopi ile leke tayini yapilmas: amaglanmustir. Uzerine kan damlatilmis ve
oda sicakliginda tamamen kurumus kumas pargalari, saf su ile metanol, HCI, sabun,
deterjan ve hipoklorit ¢ozeltisi kullanilarak yikanmistir. Cozeltiler, sicaklik farklar1 ve
¢oziicii temizliginin kan lekesine etkisini gormek amaciyla bes grup halinde
hazirlanmistir. Sicaklik degerleri olarak 60, 30 ve 20 °C ‘de yikamalar yapilmustir.

Yikanan kumas pargalarinin tam kurumasi saglandiktan sonra 785 nm lazer degerine



sahip Raman spektroskopi ile analizleri gergeklestirilmistir. Yapilan analizler sonucunda,
kan lekesine, ¢oziiciilere ve yikama sonrast kumas tizerindeki kan lekesine ait Raman
spektrumlari elde edilmistir. Degisik temizleyici ¢ozeltilerle yikanan kanin ve ¢ozeltiler
ile yikanan bos kumasin birbirinden ayrimini belli bir siniflandirmaya tabi tutarak
ayirmak amaciyla PLS-DA metoduna dayali olarak kemometrik analiz yapilmistir.
MATLAB PLS  Toolbox kullanilarak yapilan analiz i¢in yikanmis kanli kumas ve
¢oziiciilerle yikanmis bos kumas i¢in 6grenme ve test verileri olmak {izere iki siif
olusturulmustur. Kurulan kemometrik model sonucunda, hassasiyet, secicilik ve verim
olmak {izere ii¢ parametre igeren siniflandirma yapilmistir. Tiim temizleyici gruplari ve
yikanan kanli kumas igin %100 segicilikle ayrim yapilabilmistir. Saf su igin %90
hassasiyet ile %94.9 verimle, metanol ¢ozeltisi icin %96 hassasiyet ile %%97.7 verimle
ve HCI igin %91.7 hassasiyet ve %95.7 verim ile siniflandirma yapilmistir. Benzer
sekilde, sabun ¢ozeltisi icin %85.0 hassasiyet ile %92.2 verimle, deterjan igin %100
hassasiyet ile %100 verimle ve hipoklorit igin %90 hassasiyet ve %95.11 verimle veriler
sinifa dayali ayrilmistir. Tiim ¢ozeltilerin, farkl ¢ozeltiler ile yikanmis kanli gruplardan

ayrilmasi ise %91.7 hassasiyet, %100 secicilik ve %95.7 verimle gergeklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Raman Spektroskopi, Kan lekesi tayini, Kemometri, Kemometrik
model, PLS-DA



ABSTRACT

DETECTION OF WASHED BLOODSTAIN ON COTTON FABRIC USING
RAMAN SPECTROSCOPY AND CHEMOMETRIC ANALYSIS

Ilgin Deniz GUNGOR

Master of Science, Department of Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Necdet SAGLAM
Co- Supervisor: Prof. Dr. Ramazan AKCAN

January 2022, 78 pages

Bloodstains are abundant biological fluids that are encountered in crime scenes. Precise
bloodstain detection on the “proof™ has vitally importance for ongoing or post-commital
stages. The criminal inclined to dispose the proofs that has an effect of inadequate amount
of bloodstains. In case of loss in stain characteristic, the required presumptive or
correlative tests can not identify the located stain with high accuracy. Twelve equal sized
white %100 cotton fabrics were prepared to washing with six different cleansing solutions
after creating bloodstains. The aim of the study is examining the treatment effect of each
cleansing solutions for bloodstains with Raman spectroscopy. Distilled water and distilled
water solutions of methanol, HCI, soap, detergent and hypochloride were used as
cleansing liquids. Solutions were grouped as five sets by observing the effect of fresh
solution and temperature differences as 20°C, 30°C and 60°C. Raman spectrums were
collected with 785 nm laser source after all washed fabrics has been turning into dry state.

For chemometrics, Raman sepctrums of different treated fabrics with bloodstains and



clean fabrics were classified with PLS-DA method. MATLAB PLS_Toolbox was used
for both analysis and dividing the spectrums into train and test data. The chemometric
model was built with the classification parameters as sensitivity, selectivity and
efficiency. Selectivity was reached to 100% for all cleansing solutions and washed fabric
with bloodstains. The classificaiton has been made for distilled water with 90% sensitivity
and %94.9 efficiency; for methanol solution with 96% sensitivity and 97.7% efficiency
and with HCI soluiton with 91.7% sensitivity and 95.7% efficiency was calculated.
Likewise, classification for soap solution 85.0% sensitivity and 92.2% efficiency; for
detergent solution 100% sensitivity and 100% efficiency and lastly, for hypochloride
solution 90% sensitivity and 95.11% efficiency was reached. Discrimination of different
solutions and washed bloodstains on fabric was achieved with 92.7% sensitivity, 100%

selectivity and 95.7% efficiency.

Keywords: Raman Spectroscopy, Bloodstain Identification, Chemometrics,
Chemometric model, PLS-DA
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1. GIRIS

Adli sorusturmalarda biyolojik izlerin “delil” olarak nitelendirilmesi, islenen suga uygun
olarak gerceklesen hareketlerin kim tarafindan hangi yontem ile islendigini somut olarak
degerlendirilmesine imkan sunar. Maddi delil ise belli laboratuvar analizlerine dayanarak
sug faili, magdur ve olay yeri iliskisinin kurulmasini saglayan nesne ya da izlerdir [1,2].
Kan izleri, olay yerinde siklikla karsilasilan biyolojik kanitlardir [3]. Yaralama, cinayet
ve herhangi bir yoldan farkli yiizeylerde ve hatta cinayet silahinin kendisinde kan
lekelerine rastlanabilir. Benzer sekilde kesici-delici-ezici aletin Uzerine veya ylzeye
bulagmis kan lekesinin temizlenmesinde kullanilan kumas tiirevi tim malzemeler de olay
ile ilgili bilgi vermektedir. Ozellikle olay yerlerinde ve hayatimizin neredeyse her
alaninda olan tekstiller izerinde kan lekesinin tespiti, buyik éneme sahiptir. Bu nedenle,

kumas dahil tiim yiizeylerde kan lekesinin analiz edilmesi oldukga kritiktir.

Su¢ mabhalline ait cinayet silah1 ya da iizerinde kan lekesi bulunan malzemelerin
saklanmasi ve tahribati, Tiirk Ceza Kanunu’nun 281. maddesinde belirtildigi tizere “delil
karartma” adi altinda degerlendirilerek ceza hiikmii gerektirmektedir [4]. Kanit
yetersizligi ya da nitelikli kanit bulunamamasi durumunda, uygun olan hukuki hitkmiin
verilmesi oldukca zorlasir. Sug¢ delillerini ortadan kaldirmaya yonelik yontemler
genellikle delilin tespit edilmesini neredeyse imkansiz kilarlar. Kan lekesi 6zelinde,
lekeyi farkli ¢oziiciilerle yikamak, bulag olan materyale 1s1l islem uygulamak ve
malzemeyi kiigiik pargalara ayirmak leke karakterizasyonunu zorlastiracaktir. Ozellikle
su¢ unsuru iceren ve olay yerinde eksikligi belirtilebilecek olan kanitlar i¢in, malzemeyi
tamamen ortadan kaldirict yontemlerden ziyade kan lekesini temizlemek tercih edilebilir.
Kanit malzemenin suclu tarafindan yikanmasi, bir¢ok durumda delil niteliginin
bozulmasini saglayabilmektedir. Ozellikle temizleme islemi gérmiis kan lekesinin tespit

edilebilmesi oldukga zor ve ugrastirict deneysel metotlar gerektirebilmektedir.

Yiizeylerdeki kan lekesinin hizli tespiti i¢in cogunlukla kullanilan klasik varsayimsal ve

dogrulayici test protokolleri kullanilmaktadir. Hipotetik-varsayimsal testler olay yerinde



uygulanirken, dogrulayici testler daha g¢ok Olgiim kitleri ve laboratuvar analizleri
gerektirmektedir. Kan varligimin tespiti i¢in kullanilan hipotetik-varsayimsal testler
cogunlukla kandaki fenolftalein seviyesinin belirlenmesine dayanan Kastle-Meyer ve
TMB testleri ile kan izlerinin floresans yontemi kullanilarak belirlendigi Luminol testleri
olarak oOrneklenebilir [5, 6]. Hipotetik ve dogrulayici testler her ne kadar hizli ve
uzmanlarca kolay algilanabilir sonuglar verse de yanilma paylar1 yiiksektir. Bahsedilmis
olan testler, ¢ogunlukla kimyasal mekanizmalara dayalidir. Yani, benzer yapidaki
kimyasallarin delil malzeme iizerinde bulunmasiyla yanls sonuglar verebilirler. Bu
durum ile 6zellikle kan tespiti denilince ilk akla gelen Luminol kullaniminda siklikla
karsilagilmaktadir. Bazi metal bilesikleri ile Luminol etkilesimi sonucunda, kan
varhiginda goriilmesi gereken mavi 1sima benzer sekilde goriilmektedir [7]. Bu durum,
tamamen gorsel degerlendirmeye dayali bu testte yanlis yonlendirmeye yol acabilir.
Benzer sekilde, farkli kimyasallar igeren temizleyici ¢oziiciiler ile yikanan kan lekesine
uygulanan hipotetik testler sonucunda, testler beklenilen diizeyde sonug vermeyebilir.
Yikanmis yiizeylerde kan tespiti icin uygulanan varsayimsal testler sonucunda oldukca
diisiik hassasiyette ve yogunlukta isima/veri elde edilmektedir [8]. Bunlara ek olarak,
yukarida bahsedildigi gibi, kimyasal mekanizmalara dayanan bu testler sonucunda 6rnek
tizerinde kalan kimyasal kalit1 ile 6zellikle sahis tespiti ile ilgili testlerin uygulanmasinda

sorun ¢ikarabilmektedir [9].

Belli yikama prosediirlerine tabi tutulmus kan lekeli yiizeylerde tayin c¢alismalari
yiriitmek, leke miktarina veya uygulanan kimyasal ¢o6ziiciilere bagli olarak
zorlagmaktadir. Leke karakteristiginin ve miktarinin degismesi sonucunda, leke tespiti
icin farkli laboratuvar analizleri ve metotlara yonelim olmustur. Bu baglamda eser
miktardaki kan lekesinin tespiti i¢in gelismis kimyasal, mikroskopik ve spektroskopik

yontemler kullanilmaktadir.

Mikroskopik goruntileme ile kan hiicrelerin ilgili malzeme iizeriden ayrimi
yapilabilmektedir. Ancak yiiksek hassasiyet ile kan hiicrelerine 6zgii nitelikler
saptanamaz. Spektroskopik yontemler kan lekesi iizerinde, sayisal analiz ve yiiksek

dogruluklu tayin ve tamimla imkani sunmaktadir. Spektroskopik metotlar, her bir



biyomolekiiliin karakterini sayisal olarak spektrumlar ile tanimlarlar. Adli bilimlerde kan
lekesi tayini icin kizilotesi spektroskopisi (IR), Fourier doniisiimlii kizilGtesi

spektrometrisi (FTIR/ATR-FTIR) ve Raman spektroskopi kullanilmaktadir [10].

Raman spektroskopinin adli bilimlerde biyolojik numuneler {izerinde kullanimi oldukca
yenilik¢i bir yaklagimdir. Raman spektroskopi ile ifade edilen her bir spektrum bir
maddeyi tanimlamaktadir. Boylece farkli kimyasal yapilar igeren sistemlerde Raman
spektroskopi ile Ornegin fiziksel yapisindan bagimsiz olarak ilgili bilesenin tayini
yapilabilmektedir. Raman spektroskopi invazif olmayan ve hizli sonu¢ veren bir
tekniktir. Kan lekesi i¢in Raman spektroskopi ile kan yapisal elementleri, hiicre zari
analizleri, hemoglobin karakterizasyonu, kan lekesinin yasi, cinsiyete ve irka 6zgii kan

Ozellikleri hakkinda ¢alismalar mevcuttur [11].

Kan lekesinin farkli ¢oziiciilerle bertaraf edilmesi sonucunda, kan lekesinden elde edilen
birgok bilginin leke miktarina bagli olarak spektral yontemlerle elde edilmesi miimkiin
olamayabilir. Bu durum, kanin tiim bilesenlerinin niteliklerini yansitma potansiyeli
tastyan bir spektrum olarak ifade edilmesinin 6nemini géstermektedir. Kan spektrumunun
dogru ifade edilebilmesi ile farkli ¢oziiciiler i¢in ayirim yapmak bile miimkiin olabilir.
Buna bagli olarak, yapilan tez ¢alismasindaki amag, suglu veya magdurun tlizerindeki ya
da ¢evresindeki kan lekeli kumas yiizeylerin farkl ¢oziiciiler iceren yikama prosediirleri
varliginda Raman spektroskopi ile tespit edilmesidir. Boylece hayatimizda neredeyse her
yerde bulunan kumas ylizeyler lizerinde yikanmis kanin davranisi ve karakteristigi
belirlenmis olup hukuki anlamsa delil yetersizliginden otirii ¢ozimsuz kalmis olan

davalarin sonuglanmasina katki saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kan

Kan, insan vucudundaki fizyolojik olaylarda yer alan 6nemli molekdllerin, besinlerin ve
metabolik atiklarin i¢inde bulundugu sivi formdaki destek dokudur. Yetiskin bir insan
vucudunda bulunan ortalama kan hacmi yaklasik 4,5- 5 litredir [12]. Kanin ortalama pH’1

7.4 olup suya gore daha yliksek bir viskozite oran1 gosterir.

Beyaz Kan Hiicresi —

Kim iz Kan Hiicresi - .
Kan pulcugu — Q

Sekil 2. 1. Kan hucreleri [13].

Kan, kirmizi kan hiicreleri yani eritrositler, beyaz kan hiicreleri yani lokositler,
trombositler ve sar1 renkli sivi formdaki plazmadan meydana gelmektedir (Sekil 2.1).
Kanin %45’ini kirmizi kan hicreleri, beyaz kan hicreleri ile trombositler olustururken
yaklasik %55’ini plazma olusturmaktadir [12]. Kan hiicrelerinin biiyiik bir ¢ogunlugunu
olusturan kirmizi kan hiicreleri (Red Blood Cell), i¢eriginin yaklasik %95’ini olusturan
hemoglobin (Hb) pigmenti ile dokulara oksijen tasimaktadir [14]. Kanda bulunan
ortalama hemoglobin miktar1 14 ile 16 g/L olarak belirlenmistir [12]. Ancak bu miktar,

yasa ve cinsiyete gore farklilik gostermektedir.



Hemoglobin, kanda bulunan oksijenin %98’lik kismi kirmizi kan hiicreleri ile %2’lik
kismi ise plazmada ¢dzlinmiis olarak dokulara taginmaktadir [ 15]. Hemoglobin, oksijenin
baglanabildigi dort adet demir (heme) grubu ve bir adet globin molekiilii iceren
metaloprotein bir yapidir [16] (Sekil 2.2). Hemoglobin ile oksijen molekiiliiniin baglanma

reaksiyonu sonucunda kan kirmizi rengini alir.

/.'/,

Hemoglobin Heme grubu

Sekil 2. 2. Hemoglobin yapis1 [17].

Beyaz kan hiicreleri, viicudun savunma ve bagisik metabolizmasindan sorumlu olan
hiicrelerdir. Yetiskin bir insanda, 1 mm? kanda yaklasik 6000-1000 beyaz kan hiicresi
bulunmaktadir [18]. Beyaz kan hucreleri, monosit, lenfosit ve granilositler olarak ¢
temel grupta ele alinabilir. Bu kan hiicrelerinden tiireyen diger beyaz kan hiicreleri ise
dogal katil (NK) hiicreler ozinofil, basofil, makrofaj, notrofil ve dendritik hiicreler olarak
siralanabilir [18]. Kan pulcuklart yani trombositler ise kanin pihtilagmasindan,
inflamasyon ve yara iyilesmesinden sorumludurlar. Kan plazmasi, kanin %55’ini yani
yaklagik 2,5-3 litresini olusturmakta iken plazmanin %8-9’u ¢6ziinmiis proteinlerden, %
91-92’si ise sudan olusmaktadir [12]. Plazma, ¢6ziinmiis albiimin, globiilin ve fibrinojen
gibi proteinler, pithtilasma faktorleri ve hormon, antikor ile elektrolitlerin sivi serum

icinde ¢ozllmesiyle meydana gelir.

Dokularin oksijenasyonu i¢in gereken oksijenin dokulara tasimasinin yaninda viicuttaki
homeostatik dengenin saglanmasi, bosaltim, besin ve mineral taginmasi, 1s1 ve pH

dengesinin saglanmasi ile viicut bagisikliginin saglanmasindan sorumludur.



Besin ve metabolik atiklarin kan damarlar ile ilgili doku ve organlara ulastirilmasi
onemlidir. Ozellikle oksijen metabolizmasinin bir iiriinii olan CO2 molekilinin

uzaklastirilmasi, pH dengesinin korunmasinda 6nem tasimaktadir.

2.2. Kan Tayin Metotlari

Olay yerindeki kanit olarak nitelendirilen esya ve malzemelerin iizerinde bulunan
biyolojik sivilarin biitiinliigiiniin bozulmadan saklanmasi 6nemlidir. Ozellikle olayin
seyrini degistirebilecek kanitlarin, ilgili olayda aktif olan kisilerce degistirilmesi veya
kanit niteliginin bozulmasi ¢ok karsilagilan bir durumdur. Kan lekesinin tanimlanmasi ve
olugsma sekline bagli olan model analizi, kan yapisinin tanimlanmasi ve kan lekelerinin
farkli yiizeylerde hangi mekanizmalar ile olustugu hakkinda bilgi verebilir [19]. Olay

yerinde kan lekesinin tayini i¢in siklikla kullanilan yontemler bulunmaktadir.

Kan lekesinin bulundugu yer ve kan lekeli kanitin bulunmasi, tarama testleri yapildiktan

sonra lekenin tanimlanmasi i¢in dogrulama testleri yapilmaktadir.

2.2.1. Tarama Testleri

Tarama testleri (presumptive tests), olay yerinde 6rnegin veya bolgenin belirlenmesi i¢in
yapilir. Bu testlerin, yalanci pozitif ve yalanci negatif oranlar1 yiiksek olup drnegin orijini
hakkinda bilgi vermezler [9]. Tarama testleri olay yerindeki kanitlarin kullanilip

kullanilmayacagina karar vermede 6nem arz etmektedir.

Kan lekesi tarama testleri farkli siireclere sahip olsa da, genel olarak hepsi hemoglobin
pigmentinin aktivasyonu (zerinden yirimektedir. Kan tayini en sik kullanilan tarama
testlerinden biri katalitik bir yontem olarak adlandirilabilecek luminol testidir. Luminol,
Ozellikle olay yerinde goriinmeyen veya gorilmesi zor olan kan lekelerinin tespitinde
siklikla kullanilmaktadir. Kan icerisindeki Hemoglobinin yapisinda bulunan heme
gruplarinin varliginda reaksiyon gostererek, kan izi olan bdlgede mavi renkli 1s1maya

sebep olurlar.



Luminol diginda floresein gibi kemifloresansa dayali testler ve benzidin, Kastle-Meyer,
O-toluidin ve TMB/Hemastix1 gibi kimyasal katalitik testler de kullanilmaktadir [20]
(Resim 2.1).

Kolay kullanimlari ve hizli sonug vermelerine ragmen katalitik testler bircok dezavantaja
sahiptir. Bu testlerin hemoglobine duyarliliklarinin yani sira, bazi bitki enzimleri ve
metallerle reaksiyon gosterebilirler [7]. Bu durum, kanin yiiksek hassasiyetle tespit
edilememesine neden olmaktadir. Tarama testlerinin hepsinde, 6rnek Gizerine uygulanan
bir kimyasal iglem vardir. Boylece, kanit lizerinde bulunan DNA ve antijen tiirevi yapilari
bozarak takip eden dogrulama testlerinin yiiksek dogrulukta sonu¢ vermemesine neden
olmaktadir [8].

Resim 2. 1. Luminol ile kumas tizerindeki kan tespiti [21].

Kumastaki kan lekesinin tespitinde, yikama dongiisiine ve lizerindeki ¢oziicii kanitlarina
bagli olarak kanin tayin edilebilme orani azalmaktadir. Buna bagli olarak tarama testlerini

olusturan kimyasal-katalitik yontemlerin kullanimi bu amag igin 6nemlidir. [21, 22].

2.2.2. Dogrulama Testleri

Biyolojik izlerin tanimlanmasinda tek ya da dizi seklinde kullanilan testlerdir. Kan
lekesinin  dogrulanmast i¢in kullanilan metotlar mikroskobik, immiinolojik,

kromatografik ve spektroskopik olarak siralanabilir [9].



2.2.2.1. Mikroskopik Metotlar

Kan lekesi tizerindeki kirmiz1 ve beyaz kan hiicrelerinin goriintiilenmesine dayanan tayin
yontemidir. Isik mikroskobu, elektron mikroskobu ve taramali u¢ mikroskoplari, adli tipta
biyolojik sivilarin tespiti i¢in kullanilmaktadir. Toluidine ile kabuklagmis kan
boyandiktan sonra, dokularda l6kosit hiicresinin mikroskobik olarak goriintiilenmesi

hakkinda ¢alismalar yapilmistir [23].

Mikroskopik goriintilleme igin, kan hiicrelerinin yapisinin korunmasi onemlidir.
Mikroskopik tespitlerin dogru yapilabilmesi igin hiicre formlarinin bozulmamasi
gereklidir. Kan lekesi, yas, ¢evresel faktorler veya 1s1 etkisine bagli olarak bozulma
gosterebilir [24]. Bu yiizden, zamana bagl olan kan lekesinin karakteristigi yiiksek

hassasiyette yapilamaz.

2.2.2.2. immiinolojik Metotlar

Spesifik antikor ve antijen reaksiyonlari ile gerc¢eklestirilen metotlardir [25]. Bu tip
testler, kit halinde ticari kullanima sunulmus yiiksek hassasiyetli strip testleridir. Testler,
insan kaninin iki farkli antikor ile eritrosit iizerindeki glikoforin tayinine dayali
karakterizasyonu, antikor baglanmis strip tiizerinden hemoglobin tayinine dayali
karakterizasyon ve ELISA yontemine dayali kan tamimlayic1 testler olarak
orneklendirilebilir [9]. Immiinolojik metotlar yiiksek dogrulukta sonuglar verseler bile
uygun konsantrasyonda ornek uygulanmamasi ve test siiresinin sinirli olmast gibi

dezavantajlar1 bulunmaktadir.

2.2.2.3. Kromatografik Metotlar

Ornek hazirlama siireglerinin uzun olmasi nedeniyle rutin olarak adli laboratuvarda
kullanim1 bulunmayan, genel olarak hemoglobinin diger kan elementlerinden ayrilmasini
temel alan metotlardir [9]. Kan lekesi tespitinde, yliksek performans sivi kromatografi
(HPLC) ve gaz kromatografi- kutle spektroskopisi (GC-MS) kullanilmaktadir [26].
HPLC, kan yasinin tespitinde yiiksek dogrulukla sonug veren bir yontemdir [27, 28].



2.2.2.4. Spektroskopik Metotlar

Madde ile 1smlarin etkilesimlerini konu edinen bilim dalina spektroskopi denir. Bu
kapsamda spektroskopi, arastirma yapilan 6rnek iizerindeki molekiil, atom veya iyonlarin
enerji diizeylerini degistirirken absorbe edilen (sogrulan) ya da ortaya c¢ikan

elektromanyetik 1s1manin 6l¢iilmesi ve yorumlanmasi seklinde tanimlanabilir.
Temelde iki gruba ayrilirlar:

1. Atomik Spektroskopi
2. Molekuler Spektroskopi

Atomik spektroskopi; elektronlarin bir enerji seviyesinden diger enerji seviyesine
gecerken absorbe edilen veya yayilan 1simanin enerjisi ve bu atomun potansiyel
enerjisindeki degisim ile ilgilenir. Molekiler spektroskopi ise elektronik seviyeler
arasindaki gecisler disinda donme ve titresim arasindaki gecisleri de igerir.
Elektromanyetik 1smmanin madde {izerindeki etkilesimlerine gore spektroskopik
yontemler farklilasir. Ozellikle biyolojik sivilarin analizinde floresans ve fosforesans
spektroskopi, infrared (IR) spektroskopi, NIR spektroskopi, FTIR spektroskopi, Raman
spektroskopi kullanilmaktadir. Bu metotlar, kan lekelerinin de yiiksek dogrulukta
saptanmast i¢in kullanilan yontemlerdir. Kan lekesinin tayini amaciyla spektroskopik
metotlarin kullanilmas1 hakkindaki ilk ¢alismada, Raman ve FTIR metotlar1 kullanilarak
kan farkli leke ajanlar1 arasindan karakterize edilip, hemoglobin tespitine dayali kan
genetigi karakterizasyonu yapilmistir [29]. Yukarda izah edilen ¢alismalara bagli olarak,
X-1g1m1 floresans teknikleri, gaz spektrometrisi- kiitle spektrometrisi (GS-MS), UV-Vis,
FTIR ve Raman yontemlerine yonelim artmustir. X-ray floresans, biyolojik lekeye zarar
vermeyen spektroskopik bir yontemdir. Goz ile gorilemeyecek miktarlardaki kan

lekelerinin tespiti bu metot ile kolaylikla yapilabilmistir [30].

Kan lekesi tayininde Infrared (IR) dalga spektrumlarinin farkli metotlar ile kullanimi
bulunmaktadir. Bu metotlarda dalga sayis1 degerlerine bagli olarak absorbans ve sacilim
spektroskopileri olusturulmaktadir. Fourier Doniistimlii Kizil6tesi spektroskopisi (FTIR),
organik malzemenin yapis1 ve baglarinin molekiiler diizeyde tanimlanmasini saglar.
Benzer sekilde zayiflatilmis toplam yansima- Fourier Dontisiimli Kizilotesi
spektroskopisi (ATR-FTIR) ise, FTIR enstrimantasyonuna kristal eklenmesi ile,

yogunlugu yiiksek orneklerde hassas 6l¢iim saglayabilir. ATR-FTIR spektroskopi, kan



tayininde genellikle kullanilan bir yontemdir. ATR-FTIR spektroskopi ile kan
bilesenlerinin karakterizasyonu, kan fenotipi profilleri olusturulmasi ve kan lekesi yaginin

tespiti mimkundar [31, 32, 33].

Raman spektroskopi, molekiiler diizeydeki titresimler ile molekiile ait molekiler parmak
izini olusturur. Raman spektroskopinin biyolojik 6rneklerin analizinde 6zellikle tercih
edilmesinin nedeni, biyolojik sivilarin ¢ogunda bulunan su bilesigine karsi duyarsiz
olmasidir. Kan tayininde énemli bir yere sahip olan Raman spektroskopi ile kan lekesinin
tespitine yonelik bircok ¢alisma bulunmaktadir. Invazif olamayan bir teknik olmasindan
otirli ornege zarar vermez. Adli kan lekesi tespiti igin yenilikgi bir yontem olarak

tanimlanabilir.

2.3.  Raman Spektroskopi

Raman spektroskopi, 6rnek {lizerine monokromatik bir 151k kaynaginin uygulanmasi
sonucunda 1518 O6rnek molekiilleri iizerinden elastik olmayan sag¢ilim yapmasina
dayanan molekiiler yapiya 6zgili 6zelliklerinin yliksek hassasiyetle tespit edildigi analitik

titresim spektroskopisi yontemidir.

2.3.1. Titresim Spektroskopisi

Titresim spektroskopisi, belli bir spektrumdaki 151gin molekiiler baglar {izerinde yarattigi
titresime bagli olan absorbsiyon ve sagilma gibi etkilesimleri inceler. Titresim
spektroskopisi ile molekiiler karakterizasyon infrared (IR), yakin infrared (NIR) ve
Raman spektrumu ile agiklanabilir. Molekiil iizerine gelen 15181in sogurulmasi olayina
absorbsiyon; molekiil iizerine gelen 15181in birden fazla yone veya farkli bir yoriingede
hareket etmesine sagilim denir. IR ve NIR yontemleri olusan absorbsiyona gore spektrum
verirken Raman yOntemi sagilan elektron ya da foton enerjilerine gore spektrum verir

[34].
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2.3.1.1.Elektromanyetik Dalgalar

Elektromanyetik dalgalar, birbirine dik uzanan -elektrik ve manyetik alanlarin
kombinasyonu olarak ifade edilir. Bu dalgalar, foton ad1 verilen ve vakumlu ortamda 11k

hizinda (c= 299.792.458 m/s) hareket eden parcaciklar olarak tanimlanabilir.

Elektrik Alan

F—Dalga boyu ('f.)—..{

Sekil 2. 3. Elektromanyetik Dalga [35].

Elektromanyetik bir dalganin elektromanyetik spektrumdaki yeri, dalganin salinim
frekansina veya dalga boyuna baghdir (Sekil 2.3). Dalga boyu (A), dalga formunun iki
tepe ya da iki ¢ukur noktasi arasindaki mesafe olarak tanimlanir. Dalganin frekansi (f)

ise, dalga formunun zaman igerisindeki tekrarlama sikligidir.

Dalga boyu ile frekans arasinda ters orantili bir iligski bulunmaktadir (2.1).

A=c/f (2.1)

Dalga sayisi, 1 cm uzunlugunda bulunan dalga sayisini ifade etmektedir. Dalga sayisi
cm ile gosterilmektedir. Bu birim 6zellikle IR dalga boyundaki dalgalar igin ¢ogunlukla
kullanilmakta olup dalga sayisinin enerji ile olan lineer iliskisini tanimlamak amaciyla

kullanilir [36].

Elektromanyetik spektrumda farkli frekans ve dalga boylarinda 1sima yapabilen radyo
dalgalar1 (RF), mikrodalga, infrared (IR), ultraviyole (UV), X- 1sinlar1 ve Gama 1sinlari
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bulunmaktadir. Dalga boylari, 400 nm ile 700 nm arasindaki dalgalar goriiniir bolge

1s1klar1 olarak adlandirilmaktadir.

Bu 1siklar, ¢iplak gozle goriilebilmektedir (Sekil 2.4).

Enerji artar -
Uzun dalga boyu Kisa dalga{ boyu
p—A =2
10°m m 10* nm 10°nm 1 nm 10 nm 10*nm
| i | | | 1 A
Radyo dalgalan  Mikrodalgalar Infrared /ﬂ Ultraviyole X-smlan  Gamma 1ginlan
T T T T T T ¥ T I T |
107 Hz 10°Hz 10°Hz 10" Hz 10" Hz 10" Hz // \Q"’m 10"Hz  10™Hz  10%Hz 10MHz
Diigiik frekans /,/ N Yiiksek frekans
~ NS
-~ _
= Goninir 151k .
4% 10"Hz 7 X 10" Hz

Sekil 2. 4. Elektromanyetik Spektrum [37].

2.3.2. Raman Spektroskopi Teorisi

Raman spektroskopi, 6rnek tizerinden sagilan 15181n frekansindaki kaymanin 6l¢iilmesine
dayanan tekniktir. Madde Uzerine gelen fotonlarin, madde igerisinden gegisi sirasinda
farkli etkilesimlerde bulunurlar. Bu etkilesimler, refleksiyon, absorpsiyon, transmisyon
ve sacilma olarak adlandirilir. Sagilmalar elastik ve elastik olamayan sacilmalar olarak
iki grupta incelenebilir. Elastik sagilmalarda, 6rnek iizerine gelen fotonun enerjisi ile
sacilan fotonun enerjisi esittir. Bu tip sagilmalar Rayleigh sacilmasi olarak
adlandirilmaktadir [38]. Elastik olmayan sagilmalarda ise, drnek tizerine gelen fotonun
enerjisi ile sagilan fotonun enerjisi esit degildir. Elastik olamayan sagilimlar, Raman
etkisi olarak adlandirilmaktadir [38]. Elastik olmayan sagilimlar sonucunda, molekiiller
kisa siireler halinde uyarilmis durumda kalarak belirli bir frekans kaymasi yaratacak

sekilde polarize olup titresirler. Bu durum, agisal frekanslarda kaymaya yol agar (2.2).

Ws = Wp £ Wosc (2.2)
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Gelen 1518a ait frekans “wp”, sacilan 1518a ait agisal frekans “ws”, molekiiler titresime ait
frekans “Wosc” ile gosterilmektedir [38]. Benzer sekilde, uyarici foton ile sagilan foton

enerjisi (2.3)’te ifade edilmistir.

th = th + hWosc (23)

h, Planck sabiti olarak gosterilmektedir. Titresim spektroskopisinde, dalga sayisi terimi
stk kullanilmaktadir [38]. Dalga sayisinin dalga boyu ile ifade edilmesi, (2.4)’te

gosterilmistir.

v =1/ (2.4)

Bagil dalga sayis1 (Av), dalga sayisi cinsinden de hesaplanabilmektedir. Dalga sayisinin
dalga boyuna gore hesaplanmasi (2.5)° te, dalga sayisi cinsinden Raman kaymasi ise

(2.6)’da verilmistir.

AVs: I/Xp — 1/)\405(: (25)

Vs = Vp + Vosc (2.6)

Sacilan fotona ait acisal frekans, o6rnek iizerine uygulanan fotona ait agisal frekanstan

diisiik ise Stokes sa¢ilmasi olarak adlandirilir.

Sacilan fotona ait acisal frekans, ornek tlizerine gelen fotona ait olan agisal frekanstan

yuksek ise Anti-Stokes sacilmasi olarak adlandirilir (Sekil 2.5).
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Y |f)  —e— i)

Stokes Anti-Stokes

Sekil 2. 5. Raman sagilmalar1 [38].

2.3.3. Calisma Prensibi ve EnstrUmantasyon

Uygulama ile farklilagmakla birlikte, temel bir Raman spektrometre; uyarici 151k kaynag,

spektrofotometre ve detektor dizilerinden olusur (Sekil 2.6).

Dedektor

Radyasyon . Dalga boyu (PMT veya

secici

Kaynagi ccD)

Sekil 2. 6. Raman spektrometre bilesenleri.

2.3.3.1.Uyarnic1 Isik Kaynag

Raman spektroskopide uyarici 1g1k kaynagi olarak zaman igerisinde stabil olup uygun

kolimasyona sahip lazer kaynaklar kullanilmaktadir.

Uygulamanin ve kullanilan 6rnegin farklilasmasiyla, lazerin giicliniin belirlenen siire
boyunca devamliligi, Raman kaymalarinin hassas bir sekilde numerik olarak tespiti i¢in

onemlidir.
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Farkli dalga boyunda ve elektromanyetik spektrumda goriilebilir bolge isiklarinin
bulundugu bolgeye diisen renkte lazer kullanilabilir. Lazer kaynaginin ¢ogunlukla

kullanilan lazer tipleri ve dalga boylar1 Cizelge 2.1’de verilmistir.

Lazer Tipi Dalga Boyu Degeri (nm)
Argon iyon 488 ve 514.5

Kripton iyon 530.9 ve 647.1
Helyum-Neon iyon (He-Ne) 632.8

NIR diyot lazer 785 ve 830
Neodim-iteryum Aliminyum Garnet (Nd: YAG) | 1064

Neodim-iteryum Orto-Vanadat (Nd: YAG) 1064

Cizelge 2. 1. Lazer tipleri ve dalga boyu degerleri [39].

Raman sacilim miktari, lazer dalga boyunun dérdiincii kuvveti (A%) ile orantili olarak
degismektedir [40]. Lazer dalga boyu, 785 nm dalga boyunda NIR diyot lazer, spektral
Olgim sirasinda 6nemli olan floresans, intensite ve hassasiyet bakimindan birgok

uygulamada kullanimi optimize edilmistir [41].

2.3.3.2.Spektrofotometre

Ornek iizerine gelen lazerin, tiim giiriiltiilerin armmus bir sekilde 6rnege ulasmas1 Raman
spektrumunda bozulmalara yol agabilir. Bunun ig¢in lazerin 6rnege ulasmadan Once
filtrelenmesi gereklidir. Spektrometre, iizerindeki yariklar ile spektral ¢oziintirligi
belirler. Yariklarin genisligi, odak uzakligi, sagilan 15181n yarik iizerindeki dagilima,
prizmanin boyutu ve detektorin hassasiyeti spektrometrenin spektral ¢oziiniirliigiini
etkiler [38]. Lazerin olabildigince giiriiltilerden armmis sekilde 6rnege ulasmasi,
detektor iizerindeki sagilan fotonlarin algilanmasini saglamaktadir. Ornegin ilgili bolgesi
disindaki yerlerden gelen sacilmis elektronlarin detektdre ulasmasi engellenmelidir. Bu
yiizden dogru dalgaboyuna sahip spektrofotometrelerin kullanimi 6nemlidir. Isimanin

Stokes veya anti-Stokes olmasi durumunda segilen spektrofotometre tipi degisebilir.
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Stokes 1s1malari i¢in yiiksek gegiren filtre, anti-Stokes i¢in algak gegiren filtre kullanimi

mevcuttur.

2.3.3.3.Detektor

Detektor: Spektrofotometre ile Raman sagilimi olarak belirlenen fotonlar, yiik baglagimli
aygit dizisi (CCD) veya 1s1k ¢coklayici tiip (PMT) ile algilanir [42]. BOylece, sagilimlara

ait dalga boyu ve intensite bilgilerine ait spektrum olusturulur.

2.3.3.4.Calisma Prensibi

Raman spektroskopisi i¢in kullanilan diizenek, igne deligi agikligi (pin-hole) ve yiiksek
sayisal acgiklik (NA) degerleri ile genellikle konfokal mikroskopa benzer bir tasarima
sahiptir (Sekil 2.7). Pin-hole agiklig1 ile dedektoriin, sadece odak icerisinde olan fotonlari
algilayacaktir. Lazer, pin- hole agikliginda kolime olarak 1s1n genisleticiden (BE) gecerek
filtreye carpar. Filtreden giiriiltii gibi bilesenlerden temizlenmis sekilde ¢ikan 151k, dalga
ayiriciya garparak (BS) objektiften geger ve drnege ulagir. Ornege ulasan lazer 1gmnu ile
ornek tlizerinden lazer 15181n1n dalga boyundan farkli dalga boyuna sahip fotonlar sagilir.

Sagilan 151k, uzamsal filtrelerden ve pin-hole agikligindan gegerek aynaya carparak kirilir.

Aynaya carpan 1sinlar ise tekrar filtrelenerek spektrofotometre ya da CCD detektore
ulasir. Bdylece Raman 1s1masina ait spektrumun olusturulmasi i¢in gereken dalga boyu

ve yogunluk bilgileri elde edilmis olur.

16



Ayna (M)

Raman 151masi

(RL)
Spektrofotometre . v «— Konumsal Filtre

Pin- hole (PH)
+CCD

Isin genigletica
Y
Lazer

. v W

|
/

Pin- hole (PH)

4+ Dikrotk Ayna

M
Filtre (F)
Y'Y

1 «— Genis NA Lens (OBJ)

* <« Omek

Sekil 2. 7. Raman spektrometre diyagrami [38].

2.3.4. Kullanim Alanlar

Raman spektroskopi, organik ve organik olmayan malzemelerin karakteristik analizinde
kullanilir. Farmakoloji, kozmetik, jeoloji, yariiletkenler, karbon materyal ¢caligmalar1 ve

hayat bilimleri; kullanim alanlar1 olarak listelenebilir.

Analiz sirasinda Ornek {iizerinde herhangi bir deformasyon olusturmamasi oOzellikle
biyolojik materyallerin karakterizasyonunda Raman spektroskopinin tercih edilmesini

saglamistir.

Adli vakalarin aydinlatilmasi icin kullanilan ¢ogu geleneksel yontem yerine, daha

spesifik ve hassas sonug¢ veren Raman spektroskopi kullanimina egilim gosterilmektedir.
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2.3.4.1. Adli Olaylardaki Yeri

Raman spektroskopinin, adli tip alaninda 6zellikle biyolojik leke tespitinde ve toksikoloji
karakterizasyonunda kullanilmaktadir. Biyolojik lekelerin karakterizasyonu ve tespitine
yonelik ¢aligmalarda leke kimliklendirmesi disinda lekelerin ylizeyde bulunma siiresi ve
leke yasi tespiti, leke deformasyon degerlendirmeleri, lekelere dair cinsiyet belirleme ve
yas grubu tespiti hakkinda yapilan ¢alismalar yapilmaktadir. Biyolojik sivilar olarak,
tiikiiriik, ter, vajinal s1vi, semen ve kan ile Raman spektroskopi ¢aligmalari mevcuttur
[43,44]. Belirtilen tum vicut sivilart ayni bireye ait olsa bile farkli spektrumlar
vermektedir (Sekil 2.8). Boylece, farkli sivilarin benzer 6zellikleri veya ayni sivilarin

farkli 6zelliklerinin karsilastirilmasi da miimkiin olmustur [45,46].

Tukuruk ve ter sivisinin diger sivilar igerisinden tanimlanmasi {izerinde NIR Raman
spektroskopi ile yapilan bir calismada, sivi bilesenlerinin spektral 6zelliklerinin
tanimlanmasinin yani1 sira farkli bireylere ait tiikiirik sivisinin Kkarakterizasyonu
yapilmistir [47,48]. Tiikiirliik sivist ile cinsiyet belirleme calismalari yiiksek dogrulukla
tespit edilmistir [49].

Vajinal sivi ve semen tespiti, bircok adli olayin agikliga ¢ikarilmasi i¢in oldukca
onemlidir. Vajinal s1v1 tayini, farkl viicut sivilar iginden gerceklestirilebilmistir [50].
Ayrica, vajinal doku tizerinden ila¢ saliminin etkinligini degerlendirmek i¢cin Raman
spektroskopi kullanilmistir [51]. Semene bilesenlerinin spektral analizleri, 1rk tespiti ve

sperm tayini i¢in Raman spektral analizleri iizerinde ¢alisilmistir [52, 53].

Raman spektroskopi, kan lekelerinin kimliklendirilmesinin yani sira kan bilesenlerinin
tayini, leke yasinin tespiti, irk ve cinsiyet tanimlanmasi ¢alismalarinda kullanilmigtir

(Sekil 2.8).
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Sekil 2. 8. 785 nm lazer ile viicut stvilarinin Raman spektrumlari [44].

2.3.4.2. Kan Lekesi Tayininde Raman Spektroskopi

Kan, i¢inde bulunan bilesenler geregince diger sivilara gére daha karmasik bir yap1 olarak
nitelendirilebilir. Bu durumdan 6tiird, ilgili kan bilesenini dogru olarak tespit edebilmek
adina kan hiicreleri, serum ve plazma ekstraksiyonuna ihtiya¢ duyulmustur. Ancak, kan
stvisimin bir batln olarak farkli yiizeylerde ve siireler igerisindeki davranisinin

belirlenmesi, adli olaylarin degerlendirilmesinde tercih edilmektedir.

Bulundugu yiizeyden bagimsiz olarak taze ve kurutulmus kan igin, tam kan
spektrumundaki bazi bilesenlerin intensite degerlerinde azalmalar ve bazi durumlarda

dalga numarasinda kaymalar goriilmektedir.
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Raman Kaymasi (cm™) | Titresim Modu Bilesen
744 Halka titresimleri Triptofan
967 Belirtilmemis Fibrin
1000 C-O titresimi Fenialanin
1122 C-O-C asimetrik esnemesi | Heme
1248 Amid III band1 Fibrin
1342 C-H kivrimu Triptofan
1368 CH3 esnemesi Heme
1448 CH2-CHs kivrimi Triptofan
1542 C=C esnemesi Heme
1575 Belirtilmemis Fibrin
1620 C=C esnemesi Heme

Cizelge 2. 2. Raman kaymasina gore kan bilesenleri [60].

Hemoglobin pigmentini olusturan gruplarin spektral analizlerinde, kan lekelerinin
yuzeyde kalma suresiyle beraber intensite ve dalga boyu kaymalar1 gézlenebilmektedir.

Bu durum hemoglobinin oksijen baglama 6zelligi ile iliskilendirilebilir.

Kan lekelerinin adli olaylar i¢in incelenmesinde, kanin ilgili yiizeyden taninmasi,
yiizeydeki kan lekesinin yasi, bireylerin yas bilgisi, bireylerin cinsiyeti ve tlrlere gore

kan ayrim1 Raman spektroskopi ile miimkiindiir

Kan lekesinin farkli yiizeyler {izerindeki bulunma siiresinin tespiti, yiiksek hassasiyetle
yapilabilmektedir [54,55]. Kan lekesinin ilgili ylizey tizerindeki tanimlanmas1 ve leke
yasmin tespiti, diger calisma gruplarinda da deneyimlenmis iki deney grubu
olusturmaktadir. Birey yasina bagli olarak kan kompozisyonunda goriilen belli intensite
siddetlerine gore yas grubunun tespiti yine Raman spektroskopi ile belirlenebilmektedir
[56]. Benzer sekilde, kan lekesinden cinsiyet tespiti yliksek dogrulukla saptanabilmistir
[57]. Insan kanmin tanimlanmasinin yani sira ve farkli canlilarin kan lekelerinin

tanimlanmasi, yine Raman spektroskopi kullanilarak basarilmistir [59].
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2.4. Kemometrik Analiz

Molekiiler seviyede tanimlama ve ayrim yapabilen spektroskopik analizlerin kullanimi,
fazla sayida karakteristik spektrum vermektedir. Spektrumlarin siniflandirilmasi ve dogru
bir sekilde analizinin yapilmasi, farkli molekiiler etkilesimleri degerlendirmede 6nem

tasir.

Spektrumlar birden fazla degisken igerirler. Bu degiskenlere gore, spektrum simnirlari
icerisinde alinan degerlerin tek bir boyut ile saklanmasi miimkiin degildir. Birden fazla
boyut igeren veriler, matris seklinde degerlendirilirler. Ayrica, spektrumun dogru
yorumlanabilmesi ise tiim verilerin birbirini dogrulamasi (korelasyon) sonucu

mUmkuindr.

Bir veri setinde ¢ok sayida veriyle ifade edilen benzer ya da farkli gruplar, daha az sayida
veri ile ayni segicilikle ifade edilebilmektedir. Temel bilesen analizi (PCA), biiytik veri
kiimelerindeki veri degiskenligi korunurken veri boyutlarinin segici olarak azaltilmasina
dayanan veri ayirma yontemidir [61]. PCA analizi sonucunda, ¢ok boyutlu ve karmasik
olan veriler, daha az boyutta ve farkli 6zellikleri belirtilmis veriler haline getirilir. PCA
analizinde kullanilan temel bilesenler (PC), ana veri grubundaki verilerin dogrusal
fonksiyonlar halinde ifade edilmis hali olarak tanimlanabilir. Béylece PC’ler varyansi en
yiksek olan ve kendi ya da farkli gruplardaki verilerle belli niteliklerce
karsilastirilabilecek olan bilesenler olarak degerlendirilebilirler. Olusturulan PC’lar i¢in
farkli analiz yontemleri gelistirilerek tahmin imkan1 mimkin olur. PCA igin tasarlanan
sistemde, hazirlanan farkli boyutlu veri setinin Oznitelikleri matematiksel olarak
tanimlandiktan sonra dogrusal olarak ifade edilebilen 6zellik vektorii olusturulur. Bu
vektor, matematiksel bir matris olarak ifade edilebilir. Ozellik vektori ile verilerin hangi
nitelikleri kullanilarak ayrim yapilacagi belirlenir. Ayrimi yapilan veri kullanilarak
numerik ya da grafik gdsterimi ile verilerin ayrimi gerceklestirilir. PCA, birbiri ile
bagintili olabilecek bilesenlerin ayrimin1 basar1 ile gerceklestirebilirken, farkl

gruplardaki verilerin birbiriyle baglantisini degerlendirmez.
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Kismi en kiiciik kareler yontemi (PLS) regresyon yontemi, biiyiik bir veri seti igerisinde
birden fazla bagimsiz degiskenin ¢oklu baglanti tasimast durumunda, bagimli

degiskenlerin tespit edilmesi i¢in kullanilan analiz yontemidir [62].

Her iki bilesen arasindaki bagintinin saglanabilmesi i¢in kullanilan bazi degisken ve
faktorler mevcuttur. Faktorler, gizli degiskenler veya bilesenler, standart regresyon
yontemleri ile bagimli bilesenleri agiklayan denklemler olusturulur. PCA gibi, degisken
karakterizasyonu yapilirken veri niteligine dokunmadan veri boyutu degistirilebilir. PLS
ozellikle kimya, norobilim, adli tip ve biyoloji gibi alanlarda ¢ogunlukla tercih edilen

kemometrik analiz yontemidir.

Kismi en kiigiik kareler yontemi- diskriminant analizi (PLS-DA) algoritmasi, verilerin
smif bilgilerini koruyarak verilerin boyutunun denetimli olarak azalilmasina dayali analiz
teknigidir. PLS-DA sonucunda, veriler i¢in siiflandirma ve nitelik secimine gore ayrim
yapilabilir [63]. PLS algoritmasindan temel farki, verileri siniflamaya dayali kategorize
etmesidir. PLS-DA algoritmasinda tahmin modelinin dogru bir sekilde tasarlanmasi,
kategorizasyonun yiiksek hassasiyette yapilmasini saglar. Test modelinin tasarimi, veri
gruplar1 ve karsilastirilan bilesen niteliginin sayisina gore farklilik gostermektedir. Test
modelinde, test verileri ve modelleme i¢in kullanilacak 6grenme verilerine ihtiyag¢ vardir.
PCA analizinde oldugu gibi PLS-DA metotunda da PLS bilesenleri kullanilmaktadir. PLS
bilesenleri, 6grenme verileri ve regresyon katsayisi ile matris olarak ifade edilebilir. Test
verilerinin modellenen sisteme girdi olarak verilmesiyle tahmin degerleri ortaya cikar.
Tahmin degerlerinin uygun smifa yerlestirilmesi i¢in bazi1 karar kurallar1 (DR)

kullanilabilir. Test verilerinin modellenen sistemden ¢iktisi, siniflanmis veridir.

PLS-DA, Raman ve IR spektroskopi uygulamalari i¢in yapilan kemometrik analizlerde
kullanilan bir istatistiksel yaklasimdir. Kan lekesi identifikasyonu [64,67] ve kan lekesi

yas1 [65-66] tespiti i¢in spektroskopik yontemlerle kullanimi mevcuttur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Malzemeler

Yapilan tez ¢alisma kapsaminda kullanilan malzemeler tekstil, kimyasal ve biyolojik

malzemeler olmak lzere g farkli sekilde belirlenmistir.

3.1.1. Tekstil Malzemeler

Kumas yiizey olarak %100 pamuklu ve beyaz renkli kumas tercih edilmistir. Homojen

parcalar olmasi agisindan, kumasin herhangi bir dikis icermemesine dikkat edilmistir.

3.1.2. Kimyasal Malzemeler

Deneylerimizde Uzerine kan damlatilmis 6rneklerin yikanmasi igin hazirlanan 6 farkl
yikama soliisyonunda kullanilmistir. Kimyasal malzemeler; hidroklorik asit HCI, Merck,
%99 Metanol CH3OH, Riedel-de Haen’ den saglanmistir. Temizleyici ¢oziicli olarak sivi
sabun (EyUp Sabri Tuncer), deterjan (Pril), yag ¢oziicii (Ersag), %5.0 sodyum hipoklorit
(NaClO) igerikli ¢amasir suyu (Domestos) tarafindan saglanmistir. Hazirlanan tiim

cozeltilerde (18.2 MQ.cm) deiyonize su kullanilmistir

3.1.3. Biyolojik Malzemeler

Yapilan deneysel calismalarda kan Ornegi kullanilmistir. Deneysel c¢aligmalara
baslamadan 6nce gerekli izin Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Etik Kurul
tarafindan alinmistir. Gerekli kan 6rnekleri, iki farkli saglikli, herhangi bir tibbi ge¢misi
olmayan, ila¢ kullanim1 bulunmayan erkek bireyden saglanmistir. Kan alinmasindan 6nce
etik kurul dosyasinda belirtilen onam formu geregince bilgilendirilmistir. Deneylerde
kullanilan kan 6rnekleri, mor kapakli K2EDTA igeren vacutainer tlplere 2 mL olacak

sekilde alinmis, + 4°C’de 7 giin muhafaza edilmistir
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3.2. Cozeltiler

Deneyler sirasinda kullanilan ¢ézeltiler:

Deneylerde kullanilmak Uzere farkli derismelerde Metanol Cozeltisi kullanilmistir.
Metanol (%40.0°1ik) (CH3OH) ¢ozeltisi icin, 4.0 mL metanol (CH3OH) alinarak 6.0 mL

deiyonize su icerisinde ¢oziilmiistiir.

Hidroklorik Asit Cozeltisi: 0.680 pL hidroklorik asit (HCI), ayr1 plastik deney tipu igine

alinip saf su ile 10.0 mLye ayarlanmigtir.

Sabun Cozeltisi: Cozelti dispersiyonunun olabilmesi i¢in s1vi sabun kullanilmistir. Plastik
deney tipine 0.05 mL kadar sivi sabun alinarak tizerine ayri tiipler i¢erisinde 10.0 mL’ye

tamamlanacak sekilde deiyonize su ile hazirlanmistir.

Deterjan Cozeltisi: Plastik deney tupiine 0.05 mL kadar deterjan alinarak {izerine ayri

tapler icerisinde 10.0 mL’ye tamamlanacak sekilde deiyonize su ile hazirlanmistir.

Sodyum hipoklorit Cozeltisi: Sodyum hipoklorit (% 5.0) (NaClO) iceren ¢dziiciiden 0.05

mL alinarak tuplere ilave edilip 10.0 mL’ye deiyonize suyla tamamlanmustir.

3.3.0rneklerin Hazirlanmasi

%100 pamuktan yapilmis beyaz kumas, 4x4 cm esit boyutlarinda kesilmis ve temiz bir
petri kabinin igerisinde yiizeyleri diiz olacak sekilde yerlestirildikten sonra, her kumas
pargasinin lizerine 100.0 pL kan damlatilmistir. Kan damlatilan kumas 6rnekleri, oda

sicakliginda 3 saat kadar siire ile kurumaya birakilmistir (Resim 3.1).

Tam kuruma gergeklestikten sonra, her bir 6rnekte, esit miktarda kan damlatilmis bélge

olmasi igin 6rnekler 2x1 cm boyuta kiigtiltiilmistiir.
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Resim 3. 1. Kan damlatilmis 4x4 cm boyutunda kumas drnekleri

3.4. Ornek Yikama Islemleri

2x1 cm boyutunda kontrol ve test grubu drnekler kuruma isleminden sonra ornekler,

deneyin amacina gore asagidaki islemlere tabi tutulmustur.

3.4.1. Kontrol Grubu Orneklerin Hazirlanmasi

Kontrol grubu 6rnekleri hazirlamak amaciyla 4x4 cm esit boyutlarda 10 adet bos kumas
pargast alinmigtir. Kumas pargalariin igine atilacagi 10 adet tiip hazirlanmistir. Her bir
grup i¢in 2’ser tiip kullanilmis ve her birine 10.0 mL ¢6zelti ilave edilmistir. Kontrol
grubu ornekleri igin i) saf su, ii) %5.0’lik hidrolorik asit (HCI) ¢ozeltisi, iii) %40.0
metanol (CH3OH) ¢ozeltisi, iv) %0.5°lik sabun cozeltisi, v) %0.5°lik deterjan ¢ozeltisi
ve Vi) %0.5’1lik sodyum hipoklorit (NaClO) ¢o6zeltisi, igerisine temiz kumas parcalari

atilmastir.

Cozelti icerisindeki temiz kumas pargalarinin igerisinde bulundugu plastik deney
tiiplerinin kapag1 kapatilarak 40 saniye kadar vortex tilip karistiricist ile karigtirilmastir.
Karigtirilma isleminden sonra kumas parcalari, 6nceden belirtilen ve hazirlanan ¢ozeltiler

icerisinde 1 saat streyle bekletilmistir (Resim 3.2).
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Resim 3. 2. Kontrol grubu 6rneklerin hazirlanmasi. Kullanilan ¢6zeltiler soldan saga:
i) sabun ¢ozeltisi, ii) deterjan ¢ozeltisi, iii) HCI cozeltisi, iv) metanol

cozeltisi, v) saf su.

Bu siirenin sonunda kumas parcalari, kapagi kapali deney tiiplerinden cimbiz yardimai ile
cikartilip petri kaplarina iist ylizeyleri diiz olacak sekilde yerlestirilerek 25 °C’de etiiv
igerisinde 40 dakika kadar kurutulmustur (Resim 3.3).

Resim 3. 3. Etive konulan kontrol grubu numuneler. i) sabun ¢ozeltisi, ii) deterjan
cozeltisi, i) HCI ¢ozeltisi, iv) metanol ¢ozeltisi, v) saf su.
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3.4.2. Test Grubu Orneklerin Hazirlanmasi

Test grubu 6rnekleri hazirlamak amaciyla lizerine kan damlatilmis ve kurutulmus olan
4x4 cm’lik kumas pargalari, lizerinde kan lekesi barindiracak sekilde 2x1 cm boyutu
olacak sekilde kiigiiltilmistiir. Kontrol grubu kumas parcalarimin yikanmasi igin
kullanilan temizleyici ¢ozeltiler ayn1 miktarda olacak sekilde, test grubu drneklerin
yikanmasi i¢in de hazirlanmistir. Deneyler siliresince, temiz ¢6ziicliniin ve farkli
sicakliklardaki saf su ile hazirlanan ¢6zciilerin kan lekesini ¢ikarmasindaki etkisi {izerine

odaklanilmistir.

Hazirlanan test gruplari, temiz ¢ozelti icermesine ve farkli sicakliklardaki saf su
kullanilmasima gore 5 gruba ayrilmistir. Grup 1 ve Grup 2 6rnekleri sirasiyla dnceden
kullanilmis ve yeni hazirlanmis ¢ozeltilerin kan lekesinin temizlenmesindeki etkisini

gbzlemlemek icin hazirlanmistir. Grupl ve Grup 2 icin 20°C’deki saf su kullanilmistir.

Sicakligin kan lekesinin temizlenmesi tizerindeki etkisini gozlemlemek amaciyla Grup3,
Grup4 ve Grup5 numuneleri sirasiyla 60 °C, 30 °C ve 20 °C’deki saf su kullanilarak

hazirlanmustir.

Temiz ¢Ozucunin etkisini gormek amaciyla, i) saf su, ii) %5.0°1lik hidrolorik asit (HCI)
cozeltisi, iii) %40.0 metanol (CH3OH) ¢ozeltisi, iv) %0.5’lik sabun ¢6zeltisi, v) %0.5°lik
deterjan ¢ozeltisi ve vi) %0.5’1ik sodyum hipoklorit (NaClO) ¢ozeltilerinin herbirinden
Grupl icin 2’ser adet, Grup2 igin 4’er adet olmak tizere olmak Uzere toplam 36 adet
cozelti hazirlanmigtir. Grupl i¢in 12 adet kan lekeli 6rnek, belirtilmis olan ¢ozeltiler
igerisine atildiktan sonra ¢6zeltinin leke yiizeyine daha derin niifuz etmesi i¢in 40 saniye
kadar vorteks ile karigtirtlmistir. Kumasin tiim yiizeyelerine ¢ozelti dagilimi saglandiktan
sonra, kumasglar ilgili ¢ozelti igerisinde 1 saat kadar bekletilmistir. Siirenin sonunda,
kumaglar tiiplerden cimbiz yardima ile ¢ikarilarak el ile ¢itilenmistir. Citilenen kumaslar,
alindiklar1 ¢ozelti icerisinde geri konularak 1 saat kadar daha bekletilmistir. Her bir
kumas parcasi cimbiz yardimi ile petri kabina kurumasi i¢in birakilmistir. Benzer sekilde
Grup2 icin hazirlanan ikiser adet cozetli igerisine birer adet kan lekeli kumas

konulmustur. i¢inde kan lekeli kumas bulunan tiipler vorteks yardimi ile 40 saniye siireyle
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karistirilmistir. Grup2’ye ait tiim numuneler, i¢inde bulunduklar1 ¢6zelti igerisinde 1 saat
siire icin bekletilmistir. Siirenin sonunda cimbiz yardimi ile alinan kumaslar elde
citilenerek Grup?2 icin hazirlanan ve kullanilmamis olan ¢ozeltilere konulmustur. 1 saat
siirenin sonunda tiim kumas Ornekleri cimbiz yardimiyla petri kabina konularak

kurumaya birakilmistir.

Sicakligin, kan lekesinin ¢ikmasi tizerindeki etkisini gérmek (zere, i) saf su, ii) %5.0’lik
hidrolorik asit (HCI) ¢ozeltisi, iii) %40.0 metanol (CH3OH) ¢6zeltisi, iv) %0.5’lik sabun
cozeltisi, v) %0.5’lik deterjan ¢ozeltisi ve vi) %0.5’lik sodyum hipoklorit (NaClO)
cozeltilerinin herbirinden Grup3, Grup4 ve Grup5 igin 2’ser adet olmak iizere olmak
Uzere toplam 36 adet ¢6zelti hazirlanmigtir. Her grup igin 12 adet kan lekeli kumasg
cozetilerin icine konularak 40 saniye siiresince vorteks ile karistirllmistir. Karistirma
isleminden sonra kumas parcalart ¢ozeltiler icerisinde 1 saat kadar bekletilmistir. Bu
stirenin sonunda, kumaslar cimbiz yardimu ile tiiplerden ¢ikarilarak el ile ¢itilenmistir.
Citilleme sonrasinda kumas pargalari, i¢inden ¢ikarildiklart ¢6ziiciilere yeniden
konularak 1 saat bekletilmistir (Resim 3.4). Bekleme siiresi bittikten sonra kumaslar

cimbiz yardimu ile tiiplerin igerisinden alinarak petri kaplarinda kurumaya birakilmigtir.

Bir grup 6rnek ¢ozeltinin ¢itileme siiresi sonrasinda 1 saatlik bekleme siiresi Resim 3.4’te,

kumas numunelerinin petri kaplar i¢inde kurultulmasi isae Resim 3.5’te verilmistir.

N

i) i) iii) iv) V)

Resim 3. 4. Bir grup 6rnek ¢ozeltinin ¢itileme islemi sonrasi 1 saatlik bekleme siiresi
Yatik olan tiipler soldan saga: 1) metanol ¢6zeltisi, ii) saf su, iii) deterjan

cozeltisi, iv) hipoklorit cozeltisi.
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Resim 3. 5. Kurutulan Test Numuneleri.

3.5. Cihazlar ve Geregler

Raman Spektroskopisi (DeltaNu ExamineR Inc. Laramie, WY, ABD & Qimaging
MicroPublisher-RTV-5.0, Kanada): Raman spektroskopu, NIR 785 nm dalga boyuna ve
120 mW giiclinde uyarict lazer kaynagina sahiptir. Lazerin spot alan1 30 pm
biiyiikliigiindedir. CCD kamera dizisi detektore sahiptir. Coziiniirliigii yaklagik olarak 5
cm? olarak belirtilmistir. Kan lekesi iceren kumas parcalarinin karakterizasyonu igin
kullanilmustir. Tlgili bolge iizerine 20, 30 ve 60 saniye kadar lazer uygulanarak veri

toplanmastir.

Isik Mikroskobu (Olympus BX51, Japonya): Raman spektroskopi ile odaklama ve 6rnek
iizerinde Ol¢lim lokasyonunu belirlenmek i¢in kullanilmistir. Sahip oldugu hareketli ve
lamel konulmaya uygun ornek tablasi ile birlikte, 6rnegin farkli yerlerinden 6l¢iim

alimustir.

USB Mikroskop (China): Kan lekeli ve kan lekesiz kumas 6rneklerinin yiizeylerini 1000x
magnifikasyon ile detayl1 bir sekilde goriintiilemek i¢in kullanilmastir.
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Calkalayici1 (NBIOTEK Co. Ltd., Gyeonnggi-do, Giiney Kore): Kan lekeli kumaslarin,
temizlenmesi icin ilgili ¢oziiciide bekletilmesi sirasinda, lekeyi ¢ikarma etkinligini

mekanik olarak arttirmak amaciyla kullanilmistir.

Vortex Karistirict (FIRLABO. Sa, Lyon, Fransa): Kumas lekelerinin ¢6ziicli siviya ilk
konuldugu zaman, sivi ile kumasin daha homojen olarak karismasini saglamak igin

kullanilmustir.

Etiv (Niive Sanayi Malzemeleri Imalat ve Tic A.S., Akyurt, Ankara): Kan icermeyen
kontrol numunelerinin 25 °C’de yaklasik 40 dakika boyunca kurutulmustur.

Hassas Terazi (Shimadzu Inc., Kyoto, Japonya): Sabun, deterjan ve hipoklorit

kimyasallarin deney tiipleri igerisindeki tartimin1 yapmak amaciyla kullanilmstir.

Deiyonize Su Cihazi (Milipore Simplicity 185, Merck, Darmstadt, Almanya): Deiyonize

su, tiim ¢0zilinen kimyasal malzemeler i¢in ¢oziicii olarak kullanilmistir.

Isiticili Manyetik Karistirict (AM4, VELP, Scientifica, Ustame Velate, Italya): Farkli

sicaklikta sularin bulundugun gruplar i¢in deiyonize suyun 1sitilmasi i¢in kullanilmigtir.

Plastik Deney Tupl, Mikropipet (10-100 pm, 100-1000 pum) (LP ITALIANA SPA,
Italya), petri kab1 (Firat Plastik, Ankara), lamel ve metal cimbiz.

Bu tez ¢aligmasinda, kan lekeli %100 pamuk kumas numunelerinin belirli ¢6ztictler ile
mekanik yikanmas1 sonucunda kanit niteliginin devamliligi i¢cin Raman spektroskopi ile

kan tayini yapilmistir.
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Kan tayininin dogrulugunu karsilagtirabilmek adina kontrol gruplart hazirlanmistir.
Kontrol grubu numunelerini, ¢oziicli sivilarla yikanan kan lekesiz kumaslar, kan lekesiz
kumas ve iizerine kan damlatilip oda sicakliginda kurutulmus olan kumas
olusturmaktadir. Test grubu numuneler ise, kurumus kan lekeli numunelerin ayni
miktardaki farkli c¢ozeltiler ile mekanik yikamaya tabii tutulmasiyla hazirlanmistir.

Hazirlanan numuneler oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

Kontrol ve test grubu numunelerin, Raman spektroskopi ile karakterizasyonu yapilmustir.
Ozellikle test numunelerinin karakterizasyonunda, kan lekesinin hicbir isleme tabii
tutulmamis halinin spektrumu ve iizerinde kan lekesi bulunmamis kumasin spektrumu
referans olarak alimmistir. Tim test ve kontrol gruplarindaki Raman spektrumlari

MATLAB iizerinden ¢izdirilmistir.

Spektrum OSlgiimlerinin yani sira, kemometrik analiz ile kan spektrumunun farkli
¢oziiciilerle yikanmis olan kumas ile benzerlik durumu ile farkli ¢ozlculerin birbirinden
ayrilmasi saglanmistir. PLS-DA metodu ile yapilan ayrim, belli bir smiflandirmaya
dayanarak yapilmasi planlanmistir. PLS-DA ayrimi, MATLAB lizerinden PLS Toolbox

kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.6. Spektral Analizler

Spektral analizler i¢in 785 nm Raman spektroskopi kullanilmistir (Resim 3.6). Her bir
ornek kurutulduktan sonra spektral analizler gergeklestirilmistir. Test ve kontrol grubu
numunelerin her birinin kan lekesi iceren farkli bolgelerinden 20,30 ve 60 saniye lazer

yakalama siiresi ile 6l¢iimler alinmistir.

Kumas yapisi geregi ipliklerden olusmaktadir. Olgiim sirasinda ilgili ornek yiizeyi
secilerek mikroskop ile odaklanmistir. Sonrasinda 6rnegin lizerine lazer uygulanarak
Raman spektrumu olusturulmustur. Alinan 6l¢iimler sirasinda 10x objektif kullanilarak
Olctimlerin nispeten daha hizli kaydedilmesi saglanmistir. Ayrica bu lens degeri ile ip

yuzeyi daha rahat gozlemlenebilmektedir.
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Olgiimler sirasinda, kumasin sahip oldugu aralikli dokudan kaynakli olarak kumasin
konuldugu lamelin tizerinde TLC filmi konusmustur. Boylece camdan gelen isimanin

Olctimii etkileme olasilig azaltilmistir.

Resim 3. 6. Raman spektrometresi.

3.7. Kemometrik Analizler

Raman spektrumunda iki degisken s6z konusudur; intensite ve dalga sayisi. Ozellikle
biyolojik numunelerde yapilan Raman spektroskopi Olclimlerinde diisiik intensite
degerleri goriilebilmektedir. Bu durum, asil numune ile alttasin intensiteleri géz oniinde
bulundurularak tam olarak ayirt edilememesine neden olabilir. Ozellikle, ayn: alttasin ve
numunenin lizerine farkli ¢oziiciiler uygulandiginda beklenilen dalga sayilarinda ve

intensitelerde istenilen degerleri gérmek miimkiin olmaz.

Kemometrik analiz yontemleri ile spektrumlarin, birden fazla numuneye gore birbirinden
siniflandirilmis sekilde ayrimi hassas bir sekilde miimkiin kilinabilmektedir. Kemometri
icin ¢ogunlukla kullanilan yontem olan PCA, birden fazla sabite gore siniflandirmaya
dayali ayrim konusunda gii¢siizdiir. Bu ylizden, bu tez ¢alismasinda PLS-DA yOntemi
kullanilmistir. PLS- DA metodu ile kontrol ile test grubu numunelerinin ve test gruplari

icerisinden ilgili grup numunelerin birbirinden ayrilmasi saglanmistir.
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4. DENEYSEL CALISMALAR VE BULGULAR

4.1. Kontrol Gruplarmmn Karakterizasyonu

Kontrol gruplarimiz; i)sadece ¢oziiciilerle yikanan bos kumas 6rnekleri ii) ¢oziictlerle

yikanmamis bos kumas Ornekleri, ii) kan lekeli kumas 0rnekleri olarak hazirlanmistir.

4.1.1. Kontrol Gruplarinin Yiizey Analizi

Kontrol gruplarinin yiizey analizi i¢in yliksek biiylitme ve netleme 6zelligine sahip USB

mikroskop kullanilmistir. Kumas yiizeylerinin goriintiileri Resim 4.1 ve Resim 4.2° de

verilmistir.

Resim 4. 1. Kontrol grubu %100 pamuklu kumas yiizey analiz fotograflari. a) kan
lekesiz kumas, b) kan lekeli kumas, c) saf su ile yikanmis kumas, d) %40

metanol ¢ozeltisi ile yikanmis kumas,
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Resim 4. 2. Kontrol grubu %100 pamuklu kumas yiizey analizi fotograflari.
a) %5.0 HCI c¢ozeltisi ile yikanmis kumas, b) %0.5 sabun ¢ozeltisi ile
yikanmis kumas, c) %0.5 deterjan ¢ozeltisi ile yikanmis kumas, d) %0.5

hipoklorit ¢ozeltisi ile yikanmis kumas.

Kumas yiizeyleri periyodik olarak siralanmis iplik ve iplikler arasi bosluklardan
olusmaktadir. Aliman tiim spektroskopik Ol¢iimlerde, kan lekesinin bulundugu iplik
iizerine belirli siirelerde lazer uygulanmustir. Ipler arasindaki  bosluktan
kaynaklanabilecek pikleri spektrumdan uzaklastirmak adina, kumas yiizeyleri altina
ayrica TLC filmi konulmustur.

4.1.2. Kontrol Gruplarmin Spektral Analizi

4.1.2.1. Coziiciilerle Yikanmis Kontrol Gruplarinin Raman Spektroskopisi

Deneyler sirasinda kullanilan %100 beyaz pamuklu beyaz kumas 6rneklerine ait Raman
spektrumu alinirken veri toplama suresi 20 saniye olarak uygulanmistir. (Sekil 4.1).
Alman tiim bos kumas kontrol gruplari i¢in Raman spektrumlart normalize edilerek
cizdirilmistir. Normalizasyon iglemi spektrumdaki yogunluk ve dalga sayis1 degiskenleri
ile aciklanan spektrumdaki tiim degerlerin, spektrumdaki maksimum pik degerlerine

bélinmesiyle bulunmustur.
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Normalizasyondaki asil amag, dlctimleri dalga sayis1 degerlerine gére dogrulamaktir.
Diger bir deyisle, yiiksek intensite degerine sahip piklerin ortalama degerine gore
oranlamasidir. Boylece, spektrum iizerindeki dalga sayis1 degeri bozulmadan intensiteler

daha somut bir sekilde degerlendirilir.

Gozictilerle iglem gormemis bog pamuklu kumag Raman spektrumu

Sinyal siddeti (a.u.}
o

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

3

Raman kaymasi (cm-1 )

Sekil 4. 1. Coziictilerle islem goriilmemis bos pamuklu kumas Raman spektrumu.

%100 pamuklu kumas spektrumunun normalize edilerek ve baseline dogrulamasi
yapilarak ¢izdirilmis hali Sekil 4.1°de verilmistir. Buna gore 256 cm™, 373 cm™, 433 cm
1467 cm?, 492 cm, 644 cm, 843 cm™, 865 cm™?, 956 cm™, 1077 cm™, 1281 cm?,
1387 cm™, 1570 cmt, 1607 cm™, 1637 cm™, 1723 cm™, 1784 cm™, 1839 cm™ ve 1882

cmdegerlerinde bandlar gortilmektedir.

Yikanmis bos kumasa, ¢ozilcllerin spektrumu iizerinde yaptigr degisikligi belirlemek
icin, temiz kumas pargalari, hazirlanan ¢ozicliler i¢inde bekletildikten sonra
kurutulmustur. Yikanmis kumas orneklerden alinan 6l¢iimler sirasinda veri toplama
stiresi; %5.0 HCI ve %40.0 metanol ¢ozeltisi igin 40 saniye; saf su, %0.5 sabun ¢ozeltisi,

%0.5 deterjan ¢ozeltisi ve %0.5 sabun ¢ozeltisi igin 20 saniye olarak alinmistir.
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a)Saf Su ile Yikanmig Kumag Raman Spektrumu
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Sekil 4. 2. Ug farkli grup ¢oziicii ile yikanmis pamuk kumas orneklerinin Raman
spektrumlar a)saf su ile, b) Metanol (%40.0) ¢ozeltisi ile, ¢) HCI (%5.0)

cozeltisi ile yikanmis kumas 6rnekleri.

a) Saf su ile yikanmis pamuk kumas oOrnekleri i¢in, kumas yiizeyi tizerinden alinmis
Raman spektrumdaki belirgin band degerleri sirasiyla, 715 cm™, 1093 cm™, 1370 cm-

11611 cm™,1729 cm™ ve 1946 cm™ olarak goriilmektedir.

b) Metanol (%40.0) cozeltisi ile yitkanmis pamuk kumas numunesi i¢in, kumas yiizeyi
iizerinden alinmis Raman spektrumdaki belirgin band degerleri sirasiyla 861 cm, 1096

cm™?, 1119 cm™?,1294 cm™2,1615 cm™ ve 1726 cm™ olarak siralanabilir.

c) HCI (%5.0) cozeltisi ile ile yikanmig pamuk kumas numunesi i¢in, kumas yiizeyi
iizerinden alinmis Raman spektrumdaki belirgin band degerleri sirasiyla 858 cm™, 1090
cm?, 1222 cm?, 1290 cm?, 1615 cm™,1725 cm™ ve 1928 cm™ olarak belirlenmistir
(Sekil 4.2).
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a)%0.5 Sabun Gozeltisi ile Yikanmig Kumasg Raman Spektrumu

Sinyal siddeti (a.u.}

0
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Raman kaymasi ((:m'1 )

;j b)%0.5 Deterjan Gozeltisi ile Yikanmig Kumag Raman Spektrumu

(] T T T T T T i T

=

o

=)

W

©

£

o 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Raman kaymasi (cm‘1)

3 c)%0.5 Hipoklorit Gozeltisi ile Yikanmig Kumas Raman Spektrumu

m T T T T T T T T

=

E

=)

wn

©

g

»m 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Raman kaymasi (cm‘1)

Sekil 4. 3. Uc grup farkli temizleme maddesi ile yikanmis pamuk kumas Raman
spektrumlart. a) %0.5 sabun c¢ozeltisi ile, b) %0.5 deterjan ¢ozeltisi ile,

€) %0.5 hipoklorit ¢ozeltisi ile yitkanmis kumas 6rnekleri.

a) Sabun (%0.5) ¢ozeltisi ile yikanmis pamuk kumas numunesi i¢in, kumas yiizeyi
lizerinden almmis Raman spektrumdaki belirgin band degerleri sirasiyla 258 cm™, 448
cm™, 714 cm™, 860 cm™?, 1092 cm™, 1614 cm™,1727 cm™, 1949 cm™ ve 1987 cm™ olarak

saptanmistir.

b) Deterjan (%0.5) ¢ozeltisi ile yikanmis pamuk kumas numunesi igin, kumas yiizeyi
lizerinden almmis Raman spektrumdaki belirgin band degerleri sirasiyla 255 cm™, 546
cm?, 631 cm?, 713 cm?, 1618 cm?, 1729 cm?,1951 cm™ ve 1985 cm™ olarak

belirlenmistir.

c¢) Hipoklorit (%0.5) ¢ozeltisi ile yitkanmig pamuk kumas Ornekleri i¢in, kumas yiizeyi
iizerinden almmis Raman spektrumdaki belirgin band degerleri sirasiyla 414 cm™, 561
cm™ 859 cm?, 1613 cmve 1727 cm olarak belirlenmistir (Sekil 4.3).
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4.1.2.2. Kumas Ornek Uzerindeki Kan Lekesinin Raman Spektroskopisi

Kumas tizerine damlatilan kan igin, taze ve tamamen kurutulmus durumdaki Raman
spektrumlari, referans spektrum olarak alinmistir. Kan 6érneklerinin referans Raman
spektrumlari i¢in alinan Glgiimlerde taze ve kurumus kan lekesi i¢in ayarlanan veri

toplama stiresi 20 saniyedir (Sekil 4.4).

Kumas Uzerindeki Kurumamis Kan Raman Spektrumu
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Sekil 4. 4. Kumas tlizerindeki taze ve kurumus kana ait Raman spektrumlari.

Kumas tizerindeki kurumamis kana ait normalize edilmis Raman spektrumlarindaki band
degerleri sirasiyla 267 cm™, 440 cm™, 694 cm™, 1095 cm™, 1120 cm™ ve 1478 cm™ olarak
goriilmektedir. Kumas iizerindeki kurumus kan spektrumunda ise sirasiyla 248 cm™, 258
cm?, 440 cm?, 1094 cm?, 507 cm™?, 655 cm-1, 649 cm™?, 744 cm, 800 cm™, 940 cm?,
966 cm™, 999 cm™ |, 1095 cm, 1120 cm™, 1190 cm™?, 1251 cm™, 1450 cm™, 1478 cm™,
1535 cm™, 1449 cm, 1478 cm™ ve 1615 cm™ degerlerinde bandlar olusmustur.
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Taze kan ile kuru kan arasinda dalga sayis1 verilerinde fark bulunmamasi kan 6l¢timiinii
dogrular niteliktedir. Ozellikle, 440 cm™, 694 cm™, 1120 cm™ve 1478 cm™ bandlar1 her

iki spektrumda da bulunmakadir.

Kumays iizerindeki taze ve kuru kan arasindaki temel fark, taze kanin kuru kana gore daha
yuksek intensite vermesidir (Sekil 4.5). Taze kan spektrumundaki sinyal siddet skalasi 0

ile 400 iken kurumus kan spektrumunda bu skala 0 ile 100 arasindadir.

‘Ii(otémas Uzerindeki Kurumamig Kan Raman Spektrumu (Normalize Edilmemis)

w

o

o
T

Il

. mmdmmwm
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Raman kaymasi (cm")
Kumas Uzerindeki Kurumus Kan Raman Spektrumu (Normalize Edilmemis)

—

o

o
T

Sinyal siddeti (a.u.)
g

100 | .

Sinyal siddeti (a.u.)

0
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Raman kaymasi (cm'1)

Sekil 4. 5. Normalize edilmemis kumas tlizerindeki taze ve kurumus kana ait Raman

spektrumlart.

Kan spektrumunun dogru taninmasi i¢in kumas ile arasindaki karakteristik farkin Raman
spektroskopi ile tanimlanmasi gereklidir. Farkli spektrumlar vermelerinin yaninda
kurumus kan lekeli kumas ile bos kumas arasinda intensite farkli goriilmektedir (Sekil

4.6).
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Kurumus kan ve islem Gérmemis Kumag Raman Spektrumu
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Sekil 4. 6. Normalize edilmemis kurumus kan lekeli kumas ile bos kumas Raman

spektrumlari.

4.2. Test Gruplariin Karakterizasyonu

Uzerinde kurumus kan lekesi olan kumaslar 5 deney grubu olacak sekilde, saf su, %40.0
metanol ¢ozeltisi, %5.0 HCI ¢ozeltisi, %0.5 sabun ¢ozeltisi, %0.5 deterjan c¢ozeltisi ve
%0.5 hipoklorit ¢ozeltisi ile mekanik yikamaya tabi tutulmuslardir. Yikama islemi sonrasi

oda sicakliginda kurutulan kumas yiizeyleri analiz edilip Raman spektrumlart alinmigtir.

4.2.1. Test Gruplarinin Yiizey Analizi

Kontrol gruplarinin yiizey analizi i¢in yiliksek biiyiitme ve netleme 6zelligine sahip USB
mikroskop kullanilmistir. Kan lekesi uygulanmadan 6nceki kumas ylizeyi, kan lekeli

kumas yiizeyi ve ¢oziiciilerle yikanmis kumas yiizeyleri incelenmistir.
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Resim 4. 3. Saf su ile yikanmis test grubu yiizey analizi. a) Grup 1, b) Grup 2, ¢) Grup 3,
d) Grup 4, e) Grup 5.

Saf'su ile yikanmis test grubu numunelerinde kanin gozle goriiliir sekilde ylizeyden ¢iktigi

goriilmiistiir (Resim 4.3).
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Resim 4. 4. Metanol (%40) ¢ozeltisi ile yitkanmig test grubu yiizey analizi. a) Grup 1,
b) Grup 2, ¢) Grup 3, d) Grup 4, e) Grup 5.

Metanol (%40.0) ¢ozeltisi ile yikanmig test grubu numuneleri tizerine uygulanmis kan

yikama sonrasinda gozle goriilebilmektedir (Resim 4.4).
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Resim 4. 5. HCI (%5.0) ¢ozeltisi ile yikanmis test grubu yiizey analizi. a) Grup 1,
b) Grup 2, ¢) Grup 3, d) Grup 4, ) Grup 5.

%35 HCI ¢ozeltisi ile yikanmis test grubu numuneleri lizerine uygulanmis kan yikama

sonrasinda gozle goriilebilmektedir (Resim 4.5).
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Resim 4. 6. Sabun (%0.5) ¢ozeltisi ile yikanmig test grubu yiizey analizi. a) Grup 1,
b) Grup 2, ¢) Grup 3, d) Grup 4, e) Grup 5.

Sabun ¢o6zeltisi ile yikanmis kan lekeli numunelerde yikama sonrasinda kumas yiizeyinde

gozle goriliir bir leke kalmamistir (Resim 4.6).
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Resim 4. 7. Deterjan (%0.5) ¢ozeltisi ile yitkanmig test grubu yiizey analizi. a) Grup 1,
b) Grup 2, ¢) Grup 3, d) Grup 4, e) Grup 5.

Deterjan c¢ozeltisi ile yikanmis kan lekeli numunelerde yikama sonrasinda kumas

uUzerinde herhangi bir leke gortilmemektedir (Resim 4.7).
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Resim 4. 8. Hipoklorit (%5.0) ¢ozeltisi ile yikanmis test grubu yiizey analizi. a) Grup 1,
b) Grup 2, ¢) Grup 3, d) Grup 4, e) Grup 5.

Hipoklorit ¢cozeltisi ile yikanmis kan lekeli numunelerde kumas iizerinde herhangi bir kan

lekesi kalintis1 goriilmemektedir (Resim 4.8).

4.2.2. Test Gruplarimin Spektral Analizi

Alt1 adet temizleyici sivi igin alinan spektrumlarin hepsinde veri toplama stiresi 20’ser

saniye olarak alinmistir.
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4.2.2.1. Saf Su ile Yikanmis Test Numuneleri

Saf su ile yikanmuis test gruplarina ait normalize edilmis Raman spektrum 6lgtimlerine ait

grafik asagidaki gibidir.
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Sekil 4. 7. Kan lekeli ve saf su ile yitkanmis kan lekeli kumaglara ait Raman spektrumlari.

Kirmizi renk ile gosterilen spektrum kurumus kan lekeli kumasa ait; saf su ile yikanmis
Grupl, Grup2, Grup3, Grup 4 ve Grup 5 numunelerine ait spektrum ise agik mavi ile

cizilmistir.
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4.2.2.2. Metanol (%40.0) Cozeltisi ile Yikanmis Test Numuneleri

Metanol ¢ozeltisi ile yikanmis test gruplarina ait normalize edilmis Raman spektrum

Olctimlerine ait grafik asagidaki gibidir.
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Sekil 4. 8. Kan lekeli ve %40.0 metanol ¢ozeltisi ile yitkanmis kan lekeli kumaslara ait

Raman spektrumlari.

Kirmizi renk ile gosterilen spektrum kurumus kan lekeli kumasa ait; %40.0 metanol
¢ozeltisi ile yikanmis Grupl, Grup2, Grup3, Grup 4 ve Grup 5 numunelerine ait spektrum

ise siyah ile ¢izilmistir.
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4.2.2.3. HCI (%5.0) Cozeltisi ile Yikanmis Test Numuneleri

HCI c¢ozeltisi ile yikanmig test gruplarina ait normalize edilmis Raman spektrum

Olctimlerine ait grafik asagidaki gibidir.
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Sekil 4. 9. Kan lekeli ve %5.0 HCI ¢ozeltisi ile yikanmis kan lekeli kumasglara ait Raman
spektrumlart.

Kirmizi renk ile gosterilen spektrum kurumus kan lekeli kumasa ait; %5 HCI ¢ozeltisi ile
yikanmis Grupl, Grup2, Grup3, Grup 4 ve Grup 5 numunelerine ait spektrum ise yesil ile

cizilmistir.
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4.2.2.4. Sabun (%0.5) Cozeltisi ile Yikanmis Test Numuneleri

Sabun c¢ozeltisi ile yikanmig test gruplarina ait normalize edilmis Raman spektrum

Olctimlerine ait grafik asagidaki gibidir.
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Sekil 4. 10. Kan lekeli ve %0.5’1ik sabun ¢6zeltisi ile yikanmis kan lekeli kumaslara ait

Raman spektrumlari.

Kirmizi renk ile gosterilen spektrum kurumus kan lekeli kumasa ait; %0.5’lik sabun

¢ozeltisi ile ytkanmig Grup1, Grup2, Grup3, Grup 4 ve Grup 5 numunelerine ait spektrum

ise pembe ile ¢izilmistir.
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4.2.2.5. Deterjan (%00.5) Cozeltisi ile Yikanmis Test Numuneleri

Deterjan ¢ozeltisi ile yikanmig test gruplarina ait normalize edilmis Raman spektrum

Olctimlerine ait grafik asagidaki gibidir.
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Sekil 4. 11. Kan lekeli ve %0.5’1ik deterjan ¢6zeltisi ile yitkanmis kan lekeli kumaslara ait

Raman spektrumlari.

Kirmizi renk ile gosterilen spektrum kurumus kan lekeli kumasa ait; %0.5°lik deterjan
cozeltisi ile yikanmis Grupl, Grup2, Grup3, Grup 4 ve Grup 5 numunelerine ait spektrum

ise siyah ile ¢izilmistir.
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4.2.2.6. Hipoklorit (%00.5) Cozeltisi ile Yikanmis Test Numuneleri

Hipoklorit ¢ozeltisi ile yikanmig test gruplarina ait normalize edilmis Raman spektrum

Olctimlerine ait grafik asagidaki gibidir.
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Sekil 4. 12. Kan lekeli ve %0.5’lik hipoklorit ¢6zeltisi ile yikanmis kan lekeli kumaglara

ait Raman spektrumlari.

Kirmizi renk ile gosterilen spektrum kurumus kan lekeli kumasa ait; %0.5’lik hipoklorit
¢ozeltisi ile yikanmis Grupl, Grup2, Grup3, Grup 4 ve Grup 5 numunelerine ait spektrum

ise lacivert ile ¢izilmistir.
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4.3. Kemometrik Analizler

Yapilan ¢aligma kapsaminda kan lekeli kumasin lekesiz kumas ile ayrimini saglayip adli
vakalarda tespit kan lekesinin varligin1 ya da yoklugunu tespit edebilecek bir PLS-DA
modeli gelistirilmistir. Onceden hangi smifta oldugu etiketlenmis egitim veri seti ile
model kalibrasyonu yapilmistir. Asagidaki grafiklerde yesil ve kirmizi renk ile gosterilen
veriler PLS algoritmasi sonucu ayrim yapilan egitim modelinin sonuglarini temsil

etmektedir.

Gelistirilen model iizerinde etiketleri bilinen ama yerleri karistirilmis test verisi ile
modeller test edilmistir. Her bir yikama sivis1 tespiti i¢in kumasin lekeli olup olmadigi
modellenip test edilmistir. Siyah renk ile gosterilen veri setleri test sonuglarini
gostermektedir. Yapilan test sonuglarina gore yesil renk i¢erisinde kalan veriler kan lekeli
yikanmis kumasi, kirmizi g¢ergeve igerisinde kalan veriler ise lekesiz kumasi temsil

etmektedirler.

Gergeklestirilen ¢aligmada her bir yikama sivisi i¢in ayr1 bir model gelistirilip analizi
yapildigindan hangi lekeli veya lekesiz kumasin hangi sivi ile yikandigi da bir hayli
onemlidir. Bu baglamda 4.3.2 numaral1 baglik altinda lekeli veya lekesiz kumasin hangi
sivi ile yikandigmin smiflandirma analizi sonuglarr verilmistir. Ilk grafikte egitim veri
seti ile kalibrasyon modeli sunulmus, ikinci grafikte ise test veri seti ile dogrulamasi

yapilmugtir.
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4.3.1. Yikanmis Kan Lekeli Kumaslarin Kemometrik Analizi

Saf su ile yikanmis kan lekeli kumas ile saf su ile yikanmis lekesiz kumasa ait kalibrasyon

ve validasyon grafigi Sekil 4.13°te verilmistir.

Calibration
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Sekil 4. 13. Saf su ile yikanmis kan lekeli ve kan lekesiz kumasa ait kalibrasyon ve

validasyon analizleri.

Sekil 4.13’te verildigi lizere sisteme Ogretilen kalibrasyon verileri kan lekeli ve kan
lekesiz kumas i¢in 6gretilmistir. Validasyon analizinde ise su ile yiknamis kan lekeli ve

kan lekesiz kumasin siniflandirilmasi yapilmaistir.
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%40.0 metanol ¢ozeltisi ile yikanmis kan lekeli kumas ile saf su ile yikanmis lekesiz

kumasa ait kalibrasyon ve validasyon grafigi Sekil 4.14’te verilmistir.
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Sekil 4. 14. Metanol (%40.0) ¢ozeltisi ile yikanmis kan lekeli ve kan lekesiz kumasa ait

kalibrasyon ve validasyon analizleri.

Sekil 4.14’te verildigi lizere sisteme Ogretilen kalibrasyon verileri kan lekeli ve kan

lekesiz kumas i¢in 6gretilerek siniflandirmaya dayali validasyon analizi yapilmistir.
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%35 HCI ¢ozeltisi ile yikanmis kan lekeli kumas ile saf su ile yikanmig lekesiz kumasa ait

kalibrasyon ve validasyon grafigi Sekil 4.15°te verilmistir.
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Sekil 4. 15. HCI (%5.0) ¢ozeltisi ile yikanmis kan lekeli ve kan lekesiz kumasa ait

kalibrasyon ve validasyon analizleri.

Sekil 4.15’te %5.0 HCI ¢o6zeltisi igin sisteme 0gretilen kalibrasyon verileri kan lekeli ve

kan lekesiz kumas i¢in dgretilerek siniflandirmaya dayali validasyon analizi yapilmistir.
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Sabun (%0.5) ¢ozeltisi ile yikanmis kan lekeli kumas ile saf su ile yikanmis lekesiz

kumasa ait kalibrasyon ve validasyon grafigi Sekil 4.16°da verilmistir.
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Sekil 4. 16. Sabun (%0.5) ¢ozeltisi ile yikanmis kan lekeli ve kan lekesiz kumasa ait
kalibrasyon ve validasyon analizleri.

Sekil 4.16°da %0.5 sabun ¢dzeltisi i¢in sisteme Ogretilip olusturulan kalibrasyon verileri
kan lekeli ve kan lekesiz kumas i¢in Ogretilmistir. Ardindan siniflandirmaya dayali

validasyon analizi yapilmstir.
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%0.5 deterjan ¢ozeltisi ile yikanmis kan lekeli kumas ile saf su ile yikanmis lekesiz

kumasa ait kalibrasyon ve validasyon grafigi Sekil 4.17°de verilmistir.
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Sekil 4. 17. Deterjan (%0.5) ¢ozeltisi ile yikanmis kan lekeli ve kan lekesiz kumasa ait

kalibrasyon ve validasyon analizleri.

Sekil 4.17°de %0.5 deterjan ¢ozeltisi i¢in sisteme Ogretilip olusturulan kalibrasyon

verileri kan lekeli ve kan lekesiz kumas i¢in Ogretilmistir. Ardindan siniflandirmaya

dayal1 validasyon analizi yapilmstir.
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%0.5 hipoklorit deterjan ¢ozeltisi ile yikanmig kan lekeli kumasg ile saf su ile yikanmis

lekesiz kumasa ait kalibrasyon ve validasyon grafigi Sekil 4.18’de verilmistir
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Sekil 4. 18. Hipoklorit (% 0.5) ¢ozeltisi ile yikanmis kan lekeli ve kan lekesiz kumasa

ait kalibrasyon ve validasyon analizleri.

Sekil 4.18’de % 0.5 hipoklorit ¢ozeltisi icin sisteme Ogretilip olusturulan kalibrasyon
verileri kan lekeli ve kan lekesiz kumas i¢in dgretilmistir. Ardindan siniflandirmaya

dayal1 validasyon analizi yapilmstir.
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4.3.2. Farkh Coziicii Gruplarinin Kemometrik Analizi

Farkli ¢oziicii gruplari ile yikanan kanli kumas yiizeylerinin birbirinden ayrimi yine PLS-
DA metodu ile gergeklestirilmistir. Sekil 4.19°da farkli ¢oziiciiler ile yikanmis gruplara
ait kalibrasyon degerleri ile sisteme 6grenme verisi saglanmistir. Validasyon i¢in farkli
coziiciilerle yikanmis olan kumaslara ait veriler test verisi olarak girilerek ¢oziicii tipine
gore smiflandirma yapilmistir. Yapilan ¢alisma bulgular1 ve sonuglari Tartismalar ve

Sonuglar bagligi altinda detaylandirilmistir.
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Sekil 4. 19. Farkli temizleyici ¢ozeltiler ile yikanmis kan lekeli kumasa ait kalibrasyon

ve validasyon analizleri.
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4.3.3. Kemometrik Analiz Modeli Basar1 Oranlar:

Yapilan kemometrik analiz i¢in kullanilan veriler 6grenme ve test verileri olarak
siralanabilir. Cizelge 4.1, Cizelge 4.2 , Cizelge 4.3 ve Cizelge 4’te iki sinifa ve tim
verilere ait hassasiyet, segicilik ve verim oran1 yiizdeleri verilmistir. Sinif 1 6grenme

verilerini; Sinif 2 ise test verilerini ifade etmektedir.

True Positive | True Positive | False Positive | False Positive

Cozucu Smif 1 Sinif 2 Smnif 1 Sinif 2

Deterjan 4 13 0 0
HCI 4 22 0 0
Su 5 27 0 0
Metanol 4 24 0 0
Hipoklorit 2 19 0 0
Sabun 3 17 0 0
Tum Coziculer 12 22 0 0

Cizelge 4. 1. Sinif 1 ve sinif 2 verilere ait dogru siniflandirilan 6rnek sayisi.

Hassasiyet Oram | Hassasiyet Secicilik Oram | Secicilik Oram

Cozucu Smf 1 Oram Simf 2 Smif 1 Simif 2
Deterjan 100 100 100 100

HCI 100 91.66666667 100 100

Su 100 90 100 100
Metanol 100 96 100 100
Hipoklorit 100 90.47619048 100 100
Sabun 100 85 100 100
Tum " 92.0769231 91.66666667 100 100
Cozucdler

Cizelge 4. 2. Smif 1 ve sinif 2 verilere ait hassasiyet ve secicilik oranlari.
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Cozucu Verim Oram Smif 1 Verim Oram Sinif 2
Deterjan 100 100

HCI 100 05.74271078
Su 100 94.86832981
Metanol 100 97.97958971
Hipoklorit 100 95.11897312
Sabun 100 92.19544457
Tum Coziciler 96.07689228 95.74271078

Cizelge 4. 3. Simif 1 ve sinif 2 verilere ait verim oranlart.

Toplam Hassasiyet

Toplam Segicilik

Toplam Verimlilik

Cozucu Oram Oram Oram

Deterjan 100 100 100

HCI 92.85714286 100 96.36241117
Su 91.42857143 100 95.61828875
Metanol 96.55172414 100 98.26073689
Hipoklorit 91.30434783 100 95.55330859
Sabun 86. 5652174 100 93.25048082
Tum Coziciler 89.32038835 100 94.50946426

Cizelge 4. 4. Tim verilere ait hassasiyet, segicilik ve verim oranlari.

Tiim oranlara bakarsak, olusturulan model i¢in yiiksek hassasiyet ve verimde etkin oldugu

ve %100 segicilik ile calistig1 belirlenmistir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Olay yerinde delil niteligi olusturabilecek ve Uzerinde kan lekesi bulunan tekstil
yiizeylerin dogru bir sekilde analiz edilmesi, sugun hukuki degerlendirilmesinde, olaya
dahil olanlarin kimliklendirilmesinde ve olayin yeniden rekonstriiksiyonunda Onem
tasimaktadir. Kanit niteligindeki materyalin kan lekesi icermesi halinde, sucu dellilerini
gizleyerek sugu Ortbas etmek isteyen kisilerin kanit esyanin iizerindeki lekeyi cesitli
yontemlerle ortadan kaldirmaya g¢alismasi, silmesi ve yikayarak temizlemesi siklikla
karsilasilan bir durumdur. Yikama islemleri, 6zellikle tekstil iizerindeki kan lekesini
gbzle goriiliir sekilde azaltmaya yonelik yontemlerdir. Farkli ¢oziiciilerle yikama

sonucunda, kan lekesinin tayin edilebilmesi zorlasmaktadir.

Kan lekesi igeren kanit iizerinde olusan deformasyon dahilinde bile leke tayininin
yapilabilmesi, adli bilimlerde kullanilan analiz yontemleri i¢in yiliksek dogruluklu ve
sayisal sonuclarla ifade edilebilen yontemlere egilim olmasini saglamistir. Bu noktada
kullanilagelen yontemlerden birinin Raman spektroskopi oldugu ve kan lekesinin
ozelliklerinin ifade edilmesinde faydalanilmakta oldugu bilinmektedir. Kan lekesi tayinin
yanisira, lekenin tizerinde bulundugu malzeme yiizeyinin ve hali hazirda elde edilebilecek
cozculerin genel bir spektrum baglaminda agiklanabilmesinin su¢ durumunun tahlil
edilebilmesi adina 6nemlidir. Bu baglamda yapilan tez ¢calismasinda {izerinde kan lekesi
olusturulan pamuk kumas yiizeyin, temizlik ve hijyen amaciyla kullanilan farkli ¢oziicti
stvilarla yikanmasi sonucunda kan lekesinin varligimin tespit edilebilmesi i¢in Raman
spektroskopi analizlerine dayanan incelemeler gergeklestirilmistir. Deneysel ¢alismalar
sonucunda elde edilen sonuclardan asagida tartisilmis ve literatiir 1s181nda

degerlendirilmistir.

Kumas ylizeyin analizi, kan lekesinin ylizey lizerinde olusturdugu farkli spektrumu
belirleyebilmek adma yapilmistir. Islem gérmemis ve leke barmdirmayan %100 pamuklu
kumasa ait Raman spektrumu 20 saniye veri toplama siiresi ile alinmistir. Kumasa ait
normalize edilmis Raman spektrumunda gériilebilen bandlar sirasiyla 256 cm™, 373 cm
1433 cm™, 467 cm, 492 cm, 644 cm, 843 cmt, 865 cmt, 956 cm, 1077 cm™, 1281
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cm?, 1387 cm?, 1570 cm, 1615 cm™, 1637 cm™, 1723 cm™, 1784 cm™, 1839 cm™ ve
1882 cm™ olarak verilmektedir (Sekil 4.1). Bu pik degerleri, spektrumdaki yogunluk
degeri dagilimina gore ortalama degerlerin iizerinde olan pik noktalar1 olarak
belirlenmistir. Bahsedilen bu degerlerden 1615 cm™ band: diger band degerlerine gore
baskin niteliktedir.

Kumas tizerinde kan lekesinin davranigini tespit etmek i¢in islem gérmemis temiz kumas
yiizeye kan damlatilarak 1slak ve tamamen kurumus durumdaki Raman spektrumlari elde
edilmistir. Kumas tizerindeki kurumamig kan lekesi igin 20 saniye veri toplama suresi ile
alinan Raman spektrumunda goriilebilen pik degerleri sirasiyla 267 cm™, 440 cm™, 694
cm™, 1097 ¢cm™,1120 cm™® ve 1478 cm™ olarak goriilmektedir (Sekil 4.4) . Kumas
tizerindeki kurumus kan lekesinin spektrumu icin 20 saniye veri toplama siresi ile band
degerleri sirastyla 248 cm™, 258 cm™ 440 cm™, 507 cm™?, 655 cm™, 694 cm™, 744 cm™,
800 cm™940 cm™, 966 cm™,999 cm?, 1095 cm™,1120 cm?, 1190 cm™, 1251 cm'?, 1450
cm?, 1478 cm™, 1535 cm™, 1549 cmt, 1584 cm™ ve 1615 cm™olarak verilmistir (Sekil
4.5). Her iki kan lekesinden alinan spektrumlarda karsilasilan farkli degerler ise 440 cm”
1694 cm?, 1120 cm?, 1248 cm™, 1478 cm™ pikleri olarak gériilmektedir. Virkler ve
arkadaglari, kurumus kan lekesi lizerinde 785 nm lazer dalga boyuna sahip Raman
spektroskopi ile x20 objektif kullarak aldiklar1 6lgtimde; 744 cm™?, 967 cm™, 1000 cm?,
1122 cm?, 1248 cm, 1342 cm™, 1368 cm™, 1448 cm™, 1542 cm?, 1575 cm™, ve 1620
cm?, degerlerinde pik goriilmiistiir [60]. ilgili referans ile deneysel ¢alisma sonucunda
kuru kan lekesinden alinan Raman spektrum degerleri benzerlik gostermektedir. Islak ve
kurumus kan lekesindeki birbirine ¢ok yakin degerli pikler ortaya koyarak birbirini
dogrulamaktadir. Sekil 4.5’te 1slak ile kurumus kan lekesine ait normalize edilmemis
spektrumlar alt alta gizdirilerek yogunluklar1 arasindaki fark/benzerlik gosterilmistir.
Islak kana ait spektrumun, kuru kana ait spektruma gore daha yiiksek sinyal yogunluk

degeri verdigi gosterilmektedir.

Kurumus kan lekesinin kumas yilizey iizerinden ayirt edilebilmesi ve baskin olan
spektrumun bulunmasi i¢in Raman spektrumlariin yogunluk degerleri karsilagtirilmistir.
Sekil 4.6°da goriilen spektrumlardan da anlagilabilecegi gibi kurumus kan lekesi islem

gormemis kumas yiizeye gore daha yiiksek yogunluk degeri vermektedir.
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Deneyler sirasinda yikama islemi igin farkli ¢oziiciiler kullanilmistir. Bu ¢oziiciilerin
hazirlama yontemi tezin ilgili kisminda belirtilmistir. Kullanilan temizleme ¢ozeltileri
sirastyla saf su, %40.0 metanol ¢ozeltisi, %5.0 HCI ¢ozeltisi, %0.5 sabun ¢ozeltisi, %0.5
deterjan ¢ozeltisi ve %0.5 hipoklorit ¢ozeltisidir. Bu ¢ozciilerin kullaniminin kan lekesi
tizerindeki etkisini ve ¢oziiciilere ait spektrumlarin elde edilmesi amaciyla kontrol ve test

gruplar olusturulmustur.

Kontrol grubu i¢in islem gérmemis lekesiz kumas, kan lekeli kumas ve yukarida belirtiler
cozeltiler ile yikanan kumaslar kullanilmigtir. Her bir ¢ozelti ile yikanan kumaglarin
tamamen kuruduktan sonra Raman spektrumlar1 alinmigtir. Bu spektrumlar, ¢oziiculere
0zgii spektrum elde edilmesi i¢in elde edilmistir. Saf su ile yikanan lekesiz kumas 6rnegi
icin elde edilen Raman spektrumunda 715 cm™, 1093 cm™?, 1370 cm™,1611 cm™,1729
cm? ve 1946 cm™ degerleri goriilmektedir. Metanol (%40.0°11ik) ¢ozeltisi ile yikanmis
lekesiz kumas yiizeyi lizerinden alinan Raman spektrumdaki belirgin band degerleri
sirastyla 861 cm™, 1096 cm™?, 1119 cm™,1294 cm™,1615 cm™ ve 1726 cm™ olarak
belirlenmistir. HCI (%5.0) ¢6zeltisi ile yikanmig lekesiz kumas yiizeyi tizerinden alinmig
Raman spektrum bandlari sirastyla 858 cm?, 1090 cm™, 1222 cm?, 1290 cm?t, 1615 cm-
11725 cm™® ve 1928 cm™ olarak saptanmustir. Saf su, %40.0 metanol ¢dzeltisi ve %5.0
HCI cozeltisi igin sirasiyla saniye veri toplama siiresi ile alinan Raman spektrumlari Sekil

4.2°de verilmistir.

Sabun (%0.5’1ik) ¢6zeltisi, %0.5 deterjan ¢ozeltisi ve %0.5 hipoklorit ¢ozeltisi ile yikanan
lekesiz kumas tizerinden elde edilen Raman spektrumlart Sekil 4.3°te verilmistir. Sabun
(%0.5’1ik) ¢ozeltisi ile yikanan lekesiz kumas yiizeyine ait Raman spektrumundaki band
degerleri sirastyla 258 cm™?, 448 cmt, 714 cm™, 860 cmt, 1092 cm™, 1614 cm™,1727 cm”
11949 cm™ ve 1987 cm™ olarak goriilmektedir. Deterjan (%0.5°1ik) ¢ozeltisi ile yikanmus
lekesiz kumas yiizeyi tizerinden alinmis Raman spektrumdaki belirgin band degerleri 255
cm™, 546 cm™, 631 cm™, 713 cm™, 1618 cm™, 1729 cm™,1951 cm™ ve 1985 cm™ olarak
belirlenmistir. Hipoklorit (%0.5°lik) ¢o6zeltisi ile yikanmis lekesiz kumas ylizeyi
{izerinden alinmis Raman spektrumdaki belirgin bandlar sirasiyla 414 cm™, 561  cm™,

859 cm, 1613 cm™ ve 1727 cm! olarak belirlenmistir.
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Sabun (%0.5’lik) cozeltisi, %0.5 deterjan ¢Ozeltisi ve %0.5 hipoklorit ¢ézeltisi igin

sirasiyla 20 saniye veri toplama siiresi ile 6l¢iim alinmustir.

Test grubu Olglimleri ile kan lekeli kumaslar {izerinde temizleyici ¢oziiciilerin leke
cikarma tlizerindeki etkisinin tespiti amaclanmistir. Bu etki, lekeli kumasin ¢itilendikten
sonraki konuldugu ¢oziicliniin temizligi ve farkli sicakliklardaki saf su ile hazirlanmig
cozeltilerin leke ¢ikarma tizerindeki performansi ile degerlendirilmistir. Toplam total kan
lekeli kumas parcasi ve 5 grup ¢dzelti ile deneyler gergeklestirilmistir. Ilk olarak ¢dziicii
temizliginin kan lekesi tizerindeki etkisini gozlemlemek i¢in Grupl ve Grup2 6rnek seti

tizerinde ¢aligilmigtir.

Her bir ¢ozelti tiirliniin kan lekesini ¢ikarma {izerindeki etkisi, son asamadaki 1 saat
bekleme siirelerinde i¢inde bulunduklari ¢dzeltinin eski ya da temiz ¢dzelti olmasina gore
gozlenmistir. Grupl ve Grup2 oOrnek setlerinde bulunan kumaslarin oda sartlarinda
tamamen kurumasi saglandiktan sonra yiizeyleri incelenmis ve Raman spektrumlari
alinmigtir. Grupl ve Grup2 ornek setleri i¢cin USB kamera ile yapilan ylzey analizi
sonucunda %40.0 metanol ¢ozeltisi ve %5.0 HCI ¢ozeltisi ile yikanan 6rnekler tizerinde,
yikama sonucunda kan lekesi barindirdigi sirasiyla Resim 4.4 ve Resim 4.5’te
gorilmistiir. Saf su, %0.5 sabun ¢ozeltisi, %0.5 deterjan ¢ozeltisi ve %0.5 hipoklorit
cozeltisi ile yikanan Grupl ve Grup2 ornek setleri icin ise USB kamera ile yapilan ve
sirastyla Resim 4.3, Resim 4.6, Resin 4.7 ile Resim 4.8’e¢ goriilen yilzey analizi

sonucunda, yikama sonrasi kumas tizerinden kan lekesine rastlanmamustir.

Ylzey analizleri sonrasinda Grupl ve Grup2 yikanmis kan lekeli kumas orneklerin
tizerinde kan tayini i¢in Raman spektrumlari alinmistir. Saf su ile yikanan Grupl ve
Grup2 ornekleri i¢cin normalize edilmis Raman spektrumlarinda kumas tizerindeki
kurumus kan lekesine ait ortak band degerleri sirastyla 1095 cm™, 1120 cm™ ve 1615 cm
! olarak belirlenmistir (Sekil 4.7). Metanol(%40.0°1ik) ¢ozeltisi ile yikanan Grupl ve
Grup2 ornekleri i¢in normalize edilmis Raman spektrumlarinda kurumus kan lekesine ait
ortak band degerleri 440 cm™, 693 cm?, 1095 cm™?, 1120 cm™ ve 1615 cm™ olarak
gorulmektedir (Sekil 4.8). HCI (%5.0) ¢6zeltisi ile yikanan Grup1 ve Grup2 6rnekleri igin

normalize edilmis Raman spektrumlarinda kurumus kan lekesine ait bandlar 964 cm™,
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1612 cm™ ve 1615 cm™, olarak verilmistir (Sekil 4.9). Sabun (%0.5) ¢ozeltisi ile yikanan
Grupl ve Grup2 ornekleri i¢in normalize edilmis Raman spektrumlarinda kurumus kan
lekesine ait ortak band degerleri 1615 cm™ olarak goriilmektedir (Sekil 4.10). Deterjan
(%0.5) ¢ozeltisi ile yikanan Grupl ve Grup2 ornekleri i¢in normalize edilmis Raman
spektrumlarinda kurumus kan lekesine ait ortak bandlar sirasiyla 734 cm™ ve 1615 cm’
! olarak belirlenmistir (Sekil 4.11). Hipoklorit (%0.5) ¢ozeltisi ile yikanan Grupl ve
Grup2 6rnekleri i¢in normalize edilmis Raman spektrumlarinda kurumus kan lekesine ait
ortak band degerleri sirastyla 1096 cm™, 1120 cm™ ve 1615 cm™ olarak belirlenmistir
(Sekil 4.12). Grup1 ve Grup2 igin ilgili ¢oziiciiler ile izerinde kurumus kan lekesi bulunan

pamuk kumas icin 1615 cm™ bandi, kumastan gelen degerdir.

Coziiciiniin yikama sonrasi bekleme siiresini i¢inde gegirdigi ¢oziiclinlin kullanilmis ya
da yeni olmasinin, yiizey iizerinde ve alinan spektrumlar sonucuna gozle goriiliir bir etkisi
bulunmadigr sonucuna varilmigtir. Spektrumlar tlizerinden bu c¢ikarim, kana ait
spektrumun yikama sonrasi hala varligini korumasindan otiirii yapilabilmistir. Bunun
tizerine, farkli sicakliklarin bahsedilen c¢odziculer ile kan lekesi Uzerindeki etkisinin

degerlendirilmesi iizerine ¢aligsmalar yapilmistir.

Sicakligin kan lekesin ¢ikarma iizerindeki etkisini gérmek amaciyla, tiim ¢ozeltilerde
¢ozucu olarak bulunan saf su 20°C, 30°C ve 60°C’ye isitildiktan sonra g¢ozeltiler
hazirlanmistir. Total adet kan lekeli kumas 60°C’deki saf su ile hazirlanan Grup3,
30°C’deki saf su ile hazirlanan Grup4 ve 20°C’deki saf su ile hazirlanan Grup5 ile
yikanmig ve bu sivilar icinde bekletilmistir. Her grup igin, ayni kontrol grubu
Ol¢iimlerinde oldugu gibi saf su, %40.0 metanol ¢ozeltisi, %5.0 HCI ¢ozeltisi, %0.5 sabun
cozeltisi, %0.5 deterjan ¢ozeltisi ve %0.5 hipoklorit ¢ozeltisi hazirlanmistir. Grup3,
Grup4 ve Grup5 ornek setlerinde bulunan her bir yikanmis lekeli kumas pargasi icin USB
kamera ile yiizey analizi yapilmistir. Yapilan yiizey analizlerinde Grupl ve Grup2 ig¢in
belirtildigi tizere %40.0 metanol ¢ozeltisi ve %5.0 HCI ¢ozeltisi ile yikanan 6rnekler
Uzerinde, sirasiyla Resim 4.4 ve Resim 4.5’te goriildiigi lizere yikama sonucunda bile
kan lekesi bulunmaktadir. Saf su, Benzer sekilde, %0.5 sabun ¢ozeltisi, %0.5 deterjan
cozeltisi ve %0.5 hipoklorit ¢ozeltisi ile yikanan Grup3, Grup4 ve Grup5 ornek setleri

icin ise USB kamera ile yapilan ylizey analizi sonucunda, yikama sonrasi kumas
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uzerinden kan lekesi gorilmemektedir. Bahsedilen c¢ozeltilere ait Grup3, Grup4 ve
Grup5’e ait ylizey analiz gorselleri sirastyla Resim 4.4, Resim 4.5, Resim 4.6, Resim 4.7

ve Resim 4.8de verilmistir.

Coziict sicakligin kumas tizerindeki kan lekesinin tamamen temizleyip temizlemedigini
anlamak i¢in Grup3, Grup4 ve Grup5 6rnek setlerindeki her bir yikanmis kan lekeli
kumas parcasi i¢in Raman spektrumlar1 alinmistir. Saf su ile yikanan Grup3, Grup4 ve
Grup5 ornekleri icin elde edilen Raman spektrumunda kan lekesine ait ortak bandlar 440
cmt ve 1615 cm™? olarak belirlenmistir (Sekil 4.7). %40.0 metanol ¢ozeltisi ile yikanan
Grup3, Grup4 ve Grup5 ornekleri icin elde edilen Raman spektrumunda kan lekesine ait
ortak band degerleri 440 cm™, 1120 cm™ ve 1615 cm™ olarak verilmistir (Sekil 4.8). HCI
(%5.0) ¢ozeltisi ile yikanan Grup3, Grup4 ve Grup5 ornekleri igin elde edilen Raman
spektrumunda kan lekesine ait ortak band degerleri 440 cm™, 1120 cm™ ve 1615 cm™
olarak belirlenmistir (Sekil 4.9). Sabun (%0.5) ¢ozeltisi ile yikanan Grup3, Grup4 ve
Grup5 ornekleri icin elde edilen Raman spektrumunda kan lekesine ait ortak band degeri
1615 cm™ olarak goriilmektedir (Sekil 4.10). Deterjan (%0.5) ¢ozeltisi ile yikanan
Grup3, Grup4 ve Grup5 o6rnekleri icin elde edilen Raman spektrumunda kan lekesine ait
ortak band degerleri 1095 cm™ ve 1615 cm™ olarak verilmistir (Sekil 4.11). %0.5
hipoklorit ¢ozeltisi ile yikanan Grup3, Grup4 ve Grup5 6rnekleri icin elde edilen Raman
spektrumunda kan lekesine ait ortak bandlar 1615 cm™ olarak belirlenmistir (Sekil 4.12).
Grup3, Grup4 ve Grup5 icin ilgili ¢oziciiler ile lizerinde kurumus kan lekesi bulunan

pamuk kumas icin 1615 cm™ bandi, kumastan gelen degerdir.

Farkli sicakliktaki ¢oziiciilerle hazirlanan ¢ozeltinin, kumas iizerinde kurumus kan
lekesini ¢ikarma etkisi i¢in yapilan ¢alismalar sonucunda, sicakligin kan lekesini kumasg
tizerinden tamamen temizlenmesinde belirgin bir etkisi olmadig1 sonucuna varilmstir.
Grup3, Grup4 ve Grup5 igerisinde bulunan her bir yikanmis kumas ornegi {izerinden

alinan Raman spektrumlarinda, kurumus kanin gosterdigi noktalarda pikler goriilmiistiir.

Farkli c¢oziiciilerle yikanmis kan lekeli kumas Ornekleri Uzerinde kan lekesinin
bulundugunun dogrulanmas1 ve ¢oziicii tipine gore siniflandirmaya dayali ayrimi ve
tanimlamay1 yapmak i¢in kemometrik analizden faydalanilmistir. Bu baglamda, kurumus

kan lekesinin ¢ikarilmasi adina farkli ¢ozeltiler ile yikanmig kumas yiizeyleri iizerinde
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PLS-DA algoritmast kullanilarak smiflandirilmaya c¢alisilmistir. Kullanilan PLS-DA
modeli i¢in 6grenme ve test veri setleri alinan Raman spektrumlarindan elde edilmistir.
Ogrenme verileri, her ¢oziicii i¢in ¢dziicii ile yikanmis bos kumaslardan alinan dl¢iimler
ve ilgili ¢oziicii ile yitkanmis kan lekeli kumaslara ait bir kistm Raman spektrumlarindan
alimmustir. Test verileri ise her bir grup i¢in hazirlanan verilerin hepsinden birden fazla
olacak sekilde alinan Raman spektrumlarindan olugsmaktadir. Her bir ¢oziicii i¢in kan
lekeli yikanmis ve kan lekesiz yikanmis kumaslara ait analizler kalibrasyon ve validasyon
grafiklerinde verilmistir. Grafiklerde bahsedilen Sinif 1 veriler ilgili ¢ozelti ile yikanmis
lekesiz kumasa ait, Sinif 2 veriler ise ilgili ¢ozelti ile yikanmig kan lekeli kumasa ait
Raman spektrumlarinin sayisint vermektedir. Kalibrasyon grafikleri, ilgili ¢oziicii ile
yikanmig kan lekeli ve ilgili ¢coziicii ile yikanmis bos kumasin validasyon grafiklerindeki
ayrim1 yapmasi i¢in kullanilan modeli temsil etmektedir. Validasyon grafikleri ise, fazla
sayida belirlenen ¢oziicii ile yikanmis kan lekeli ve belirlenen ¢oziicii ile yikanmis bos

kumasa ait Raman spektrumlariin siniflandirilmasi i¢in kullanilmistir.

PLS-DA modelinde kullanilan 6grenme ve test verisi olmak iizere toplam 255 adet
spektrum kullanilmistir. Ogrenme verisi herbir ¢oziicii ile yikanmis olan kan lekeli
kumaslara ait 133 adet spektrum, lekesiz ve ¢oziiciiler ile yikanmis kumaglara ait 22 adet
spektrum kullanilmistir. Test verileri i¢in ise ¢oziiciiler ile yikanmis kanli kumaglara ait
122 adet spektrum ve ¢ozlciiler ile islem gérmiis lekesiz kumaglara ait 22 adet spektrum

kullanilmistir.

Tiim test gruplarindaki Saf su ile yikanmig kan lekeli kumasglar iizerinde 5 grup i¢in PLS-
DA algoritmast ile olusturulmus iki sinifli siniflandirma modelini kirimizi ve yesil renkler
kullanarak Sekil 4.13°te belirtilmektedir. Bu grafikler 6zelinde saf su ile yikanmis kan

lekeli kumaslar, %90 hassasiyet, %100 secicilik ve %94.9 verim ile siniflandirilmistir.

Metanol (%40.0) ¢ozeltisi ile yikanmis lekesiz kumas ve tiim test gruplarindaki kan lekeli
kumaslara siniflandirmaya dayali ait kalibrasyon ve validasyon grafikleri Sekil 4.14’te
verilmistir. PLS-DA algoritmasinin kurdugu model iizerinde verilerin birbirine yakin
¢cikmis olmasi, test verilerinin de ayrimini gii¢lestirmistir. Her ne kadar yesil ve kirmizi

cerceveler altinda kalan siyah veri seti ayrilmis goziikse de verilerin ¢ogaltilarak gerekirse
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metanol 6zelinde daha yiiksek bilesenli modeller kullanilarak analizlerin tekrarlanmasi
planlanmaktadir. Yapilan siniflandirma analizinin bagarisi test dl¢limleri icin % 96

hassasiyet, % 100 segicilik ve %97.9 verimle belirlenmistir.

HCI (%5.0) ¢ozeltisi ile yikanmig lekesiz kumas ve tiim 6l¢iim gruplarindaki kan lekeli
kumas arasindaki ayrim analizine ait kalibrasyon ve validasyon grafikleri Sekil 4.15°da
verilmistir. Belirlenen esik ¢ercevelerinin i¢inde kalan siyah verilere bakildiginda, yiiksek
dogruluk oraninda smiflandirmanin yapildig1 gozlemlenmektedir. Iki sinifa ait veriler
tizerinde ayrim net bir sekilde gézlemlenmektedir. Modelin basarimi yiiksek sayida veri
alinarak yeniden yapilacak bir egitim ile artirtlabilir. Siiflandirma basarisi test gruplari

icin %91.7 hassasiyet, %100 segicilik ve %95.7 verim ile yapilmustir.

Sabun (% 0.5) ¢ozeltisi ile yikanmis bos kumas ve tiim test gruplarindaki kan lekeli kumas
arasindaki farki smiflandirmak amaciyla kurulmus egitim modeli Sekil 4.16°de
kalibrasyon ve validasyon analizleri ile temsil edilmektedir. Kirmiz1 ¢ergeve igerisinde
kalan alan kansiz kumas smifini, yesil ¢erceve igerisinde kalan alan ise kan lekeli
yikanmig kumas simifin1 temsil etmektedir. Bu alanlar igerisinde kalan dogrulama
verilerine bakildiginda, siniflar arasinda ayrim goze carpmaktadir. Herhangi yeni analiz
edilecek bir drnekte kumasgin tizerinde kan lekesi olup olmadig1 yitkanmig olsa bile yine
yiiksek dogruluk oraninda tespit edilebilir. Bu model lizerinde egitim veri seti ile yapilan
kalibrasyon test veri seti ile % 85 hassasiyet, %100 segicilik ve %92.2 verim ile

dogrulanmistir.

Deterjan (%0.5) ¢ozeltisi ile yikanmis lekesiz kumas ve tiim gruplardaki kan lekeli
kumasin birbirlerinden ayirt edilebilmesi kalibrasyon ve validasyon grafiklerinde
gorilmektedir. Sekil 4.17. Test verileri, %100 hassasiyet, %100 secicilik ve %100 verim

ile siiflandirilmastir.

Hipoklorit (%0.5) c¢ozeltisi ile yikanmis lekesiz kumas ve tiim gruplardaki kan lekeli
kumas kaibrasyon ve validasyon grafikleri ile ayirt edilmeye ¢alisilmistir. Kalibrasyon

ve validasyon grafikleri Sekil 4.18’da verilmistir. PLS-DA algoritmas1 yardimi ile
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bulunan esik degerler yardimi ile ayrim saglanmistir. Siniflandirma basarisi, %90.5

hassasiyet, %100 segicilik ve %95.1 verim ile belirlenmistir.

Kemometrik analizler yapilirken, her ¢ozelti i¢in ayr1 bir PLS-DA modeli tasarlanmustir.
Tiim kumas gruplarindaki herbir numuneye ait 6l¢iim kullanilarak kullanilan ¢6ziiciiniin
tipine gore kan lekesi analizi yapilmistir. Sekil 4.19, yikanmis lekeli kumaslar arasinda
kumasin hangi sivi ile yikandigini tespit etmek amaciyla kurulmus 5 simifli egitim
modelini gostermektedir. Bu grafikte sar1 renkli veriler metanol ¢ozeltisi, yesil renkli
veriler HCI cozeltisi, pembe renkli veriler ise sabun ¢ozeltisi, kirmizi renkli veriler
deterjan ¢ozeltisi ve lacivert renkli veriler hipoklorit ¢ozeltisi ile yikanmig kan lekeli
kumasglar temsil etmektedir. Test verileri, Sekil 4.19’daki validasyon analizi sonucunda
kendi renklerine ait gercevelerin icerisinde olduklar1 siirece dogru gruplandirildig
belirlenmistir. Her bir grup i¢in ayirict esik degerleri belirlendiginde gruplar arasindaki
ayrim goziikkmektedir. Calismaya dahil edilen bes ¢oziicii grubu igin modelin
siiflandirma basarisi, %91.7 hassasiyet, %100 secicilik ve %95.7 verim ile ayrilmistir.
Bu analizde su ile yikanmis veriler her yikamada esit miktarda su kullanildigi i¢in disarida

birakilmistir.

Yapilan tez ¢calismasinda yapilan tiim deneylere ve 6l¢iimlere bakilarak, farkli ¢oziiciiler
ile yikanmis kan lekeli kumas {lizerinde yapilan Raman spektroskopi sonucunda, kan
spektrumuna ait dalga sayisinda pikler gozlenmistir. Daha hassas ve farkli ¢oziicii
gruplarina gore yapilan siniflandirma i¢in PLS-DA y6ntemine dayali kemometrik analiz
yapilmistir. PLS-DA tabanli siniflandirma modelinin tiim gruplara ait tiim ¢oziiciiler ile
yikanmis kan lekeli kumasglara ait se¢ilmis Raman spektrumlarina uygulanarak ¢oziiciiye

bagli olarak siniflandirilmas: gergeklestirilmistir.

Gergeklestirilmis olan c¢alismalara ve kemometrik analizler sonucunda elde edilen
hassasiyet, secicilik ve verim degerlerine bakilarak, genel anlamda Raman
sepktroskopinin ve kemometrik analizin farkli 6rnek sayis1 ve degisken igeren sistemle
denenmesi PLS-DA igeren daha nitelikle hassasiyet, segicilik ve verim degerleri
verecektir. Bu baglamda, farkli kumas tiirleri lizerinde daha fazla sayida Ornek

kullanilmasi, olan modelin daha optimize edilmis esik degeri parametreleri ile
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giincellenmesini saglayacaktir. Atkis ve arkadaslar1 kan ile yaptig1 ¢aligmada, kan
orneklerin siire degisimlerine bagli olarak yogunluklarda kii¢iik miktarlarda azalmalar
goriildiigiini belirtmistir [11]. Bundan 6tiirti, ayn1 6rnek {izerinde fazla sayida spektrum
elde edilmesi 6nemlidir. Kan lekesine ek olarak diger viicut sivilari ile yapilmisg
calismalar bulunmaktadir [43,59]. Ozellikle, kullanilan kumas tiiriiniin bosluklu yaprya
sahip olmasi ve kumas renginin koyu renkte olmasi, Raman spektroskopi ile kan lekesi
tayinini zorlastiracaktir. Glynn ve arkadaslarmin farklt kumaslar iizerinde yaptigi
calismada, 6zellikle koyu renkli kumaslarda, varsayimsal testler ve sonrasindaki Raman

spektroskopi 6l¢iimlerinde diisiik intensiteye sahip 6lgiimler aliabilmistir [68].

Calismamizda gelistirilen yontem ile adli bir olay yeri incelemesinde elde edilen
yikanmig ancak iizerinde kan oldugundan siiphelenilen bir kumas materyalinin
incelenmesi i¢in herhangi bir maliyet s6z konusu olmayip, yontem boliimiinde belirtilen
cihazin bulundugu bir laboratuvarda, yine bu ¢alismada kullanilan analitik parametrelerle
analiz gergeklestirilebilecektir. Bu noktada herhangi bir kimyasalin kullanilmamasi,
ekstraksiyon prosediirlerine ihtiya¢ duyulmamasi, mevcut saha Kkitlerine gerek
goriilmemesi nedeniyle maliyet sorunun olmadigi goriilmektedir. Maliyetin minimal
olmasinin yanisira 6rnegin fiziksel ve kimyasal agidan zarar gormemesi, ev ortaminda sik
kullanilan, yaygin ulasilabilir giiclii ¢oziiciilerle muameleye ragmen kan spektrumu
eldesine iliskin basar1 dikkatte alindginda gelistirilen yontemin fiyat-fayda dengesi

acisindan iistiin oldugu anlasilmaktadir.

72



6. KAYNAKLAR

[1] J.H. An, K.Shin, W.I. Yang, H.Y. Lee, Body fluid identification in forensics, BMB
reports , 545-553, 2012.

[2] K.Durmus, Olay Yeri Incelenmesinde ve Ornek alinmasinda Delilin Devamliliginin

Saglanmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul Universitesi, 2003.

[3] K.Pokupcic, Blood as an Important in Criminal Investigations, Journal of Forensic

Scinces and Investigations, 2017.
[4] Turk Ceza Kanunu, 2004.

[5] W.J. Koen, C.M. Bowers, Presumptive and Confirmatory Blood Testing, Forensic
Science Reform, 239-269, 2017.

[6] A. Castello, M. Alvarez, F. Verdu, Accuracy, reliability, and safety of luminol in
bloodstain investigation, Canadian Society of Forensic Science Journal , 113-121, 2002.

[7] F. Barni, S.W. Lewis, A. Berti, G.M. Miskelly, G. Lago, Forensic application of the

luminol reaction as a presumptive test for latent blood detection, 896-913, 2017.

[8] J.F. Pereira, C.S. Silva, M.J.L. Vieira, M.F. Pimentel, A. Braz, R.S. Honorato,
Evaluation and identification of blood stains with handheld NIR

spectrometer. Microchemical Journal, 561-566, 2017.

[9] B. Karadayi, S. Karadayi, N. Sezgin, Biyolojik Delillerin Tespitinde Kullanilan
Tarama ve Dogrulama Testleri ve Bu Konudaki Son Gelismeler, Tirkiye Klinikleri, 80-
92, 2018.

[10] C.K.Muro, K.C. Doty, J. Bueno, L. Halamkova, I.K. Lednev, Vibrational
spectroscopy: recent developments to revolutionize forensic science. Analytical
chemistry, 306-327, 2015.

[11] C.G. Atkins, K. Buckley, M.W. Blades, R.F. Turner, Raman spectroscopy of blood
and blood components. Applied spectroscopy, 67-793, 2017.

[12] M. Sahib, Physiology Of Blood , 2017.

73



[13] WATV, Journey around the Earth Two and a Half Times,
https://watv.org/bible_word/journey-around-the-earth-two-and-a-half-times/,  (Erisim
tarihi: 8 Ocak 2021)

[14] I.LK. Lednev, Application of Raman Spectroscopy for an Easy-to-Use, on-Field,
Rapid, Nondestructive, Confirmatory Identification of Body Fluids, US Department of
Justice, 2012.

[15] B.J. Bain, Structure and function of red and white blood cells, Medicine, 187-193,
2017.

[16] G. Rusciano, A.C. De Luca, G. Pesce, A. Sasso, Raman tweezers as a diagnostic tool
of hemoglobin-related blood disorders, Sensors, 7818-7832, 2008.

[17] A. Reyhani, M.D. Nothling, H Ranji-Burachaloo, T.G. McKenzie, Q.Fu, S. Tan, G.
Bryant, G.G. Qiao, Blood-Catalyzed RAFT Polymerization, Angewandte Chemie
International Edition, 10288-10292, 2018.

[18] I. Rahadi, M. Choodoung, A. Choodoung, Red blood cells and white blood cells
detection by image processing, Journal of Physics: Conference Series, IOP Publishing,
2020, p. 012025.

[19] Adli Tip Kurumu Istanbul Biyoloji ihtisas Dairesi, Adli Tip Kurumu’nda Kan Lekesi
Model Analizi Uygulamalari, https://www.atk.gov.tr/atkkanlekesimodelanalizi.pdf

[20] S. Sener, Kan Lekelerinin Identifikasyonu ve Diferansasyonunda Kullanilan
Yéntemlerin irdelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii,
[stanbul, 1997.

[21] M. Hofmann ,J. Adamec, K. Anslinger, B. Bayer, M. Graw, O. Peschel, M.M.
Schulz, Detectability of bloodstains after machine washing. International journal of legal
medicine, 3-16, 2019.

[22] G. Shivangi, G. Apoorva, B. Suresh, D.S. Yadav, P. Mahanta, Comparative study of
presumptive and confirmatory tests for detection of blood on serial dilutions and washed

stains.

[23] S.Saadat, G. Pandey, M. Tharmavaram, Microscopy for Forensic Investigations.
Technology in Forensic Science: Sampling, Analysis, Data and Regulations,101-127,
2020.

[24] Henry C. Lee, Ph.D. ,IDENTIFICATION and GROUPING of BLOODSTAINS,
University of New Haven, 1978.

74



[25] J.H. An, K.Shin, W.I. Yang, H.Y. Lee, Body fluid identification in forensics, BMB
reports ,545-553, 2012.

[26] M.A. Fikiet, S.R. Khandasammy, E. Mistek, Y. Ahmed, L. Halamkova, J. Bueno,
I.K. Lednev, Forensics: evidence examination via Raman spectroscopy. Micro-Raman
Spectroscopy, 189-216, 2020.

[27] H. Inoue, F. Takabe, M. lwasa, Y. Maeno, Y. Seko, A new marker for estimation of
bloodstain age by high performance liquid chromatography. Forensic science
international, 17-27, 1992.

[28] A.R. Weber, 1.K. Lednev, Crime clock—analytical studies for approximating time
since deposition of bloodstains, Forensic Chemistry, 100248, 2020.

[29] K. De Wael, L. Lepot, F. Gason, B. Gilbert, 2008, In search of blood—detection of
minute particles using spectroscopic methods, Forensic science international,37-42,
2008.

[30] J.S. Schweitzer, J.I. Trombka, S. Floyd, C. Selavka, G. Zeosky, N. Gahn, T.
McClanahan, and T. Burbine, Portable generator-based XRF instrument for non-
destructive analysis at crime scenes. Nuclear Instruments and Methods in Physics
Research Section B: Beam Interactions with Materials and Atoms, 816-819, 2005.

[31] M. Martin, D. Perez-Guaita, B.R. Wood, ATR-FTIR spectroscopy as a quality
control system for monitoring the storage of blood products. Analytical Methods, 5756-
5763, 2021.

[32] E. Mistek, L. Halamkova, I.K. Lednev, Phenotype profiling for forensic purposes:
Nondestructive potentially on scene attenuated total reflection Fourier transform-infrared
(ATR FT-IR) spectroscopy of bloodstains, Forensic Chemistry, 100176, 2019.

[33] H. Lin, Y. Zhang, Q. Wang, B. Li, P.Huang, Z. Wang, Estimation of the age of
human bloodstains under the simulated indoor and outdoor crime scene conditions by
ATR-FTIR spectroscopy, Scientific reports, 1-9, 2017.

[34] H.W. Siesler, Vibrational Spectroscopy, University of Duisburg-Essen, Essen,
Germany, Elsevier, 2016

[35] Anonim, Plane Electromangnetic Waves, Section: 16.2,
https://www.jobilize.com/physics2/test/production-and-detection-of-electromagnetic-
waves-by-openstax, (Erisim tarihi: 08 Ocak 2021).

75



[36] B. Stuart, Infrared Spectroscopy: Fundamentals and Applications, Wiley & Sons,
2004.

[37] Anonim, Electromagnetic Spectrum, https://wiki.travellerrpg.com/

Electromagnetic_Spectrum, (Erisim Tarihi: 08 Ocak 2021).

[38] R.R. Jones, D.C. Hooper, L. Zhang, D. Wolverson, V.K. Valev, Raman techniques:
fundamentals and frontiers, Nanoscale research letters, 1-34, 2019.

[39] P. Rostron, S. Gaber, D. Gaber, Raman spectroscopy, review, Laser, 24, 2016.

[40] Anonim, Correct Laser Wavelength for Raman Material Identification,
https://www.azom.com/article.aspx?ArticleID=11871, (Erisim Tarihi: 08 Ocak 2021).

[41] Hibner Photonics, https://hubner-photonics.com/knowledge-bank/which-785-nm-
laser-for-raman-spectroscopy/, (Erisim Tarihi: 08 Ocak 2021).

[42] G.S. Bumbrah, R.M. Sharma, Raman spectroscopy—Basic principle, instrumentation
and selected applications for the characterization of drugs of abuse, Egyptian Journal of
Forensic Sciences, 209-215, 2016.

[43] R. Ak¢an, M.S.Y1ldirim, B.Guiven, H. ilhan, T. Ugur, N. Saglam, Surface Enhanced
Raman spectroscopy as a novel tool for rapid quantification of heroin and metabolites in
saliva, Turkish Journal of Medical Sciences , 1470-1479, 2020.

[44] K. Virkler, I.LK. Lednev, Raman spectroscopy offers great potential for the
nondestructive confirmatory identification of body fluids. Forensic ~Science

International, 2008.

[45] V. Sikirzhytski, A. Sikirzhytskaya, 1.K. Lednev, Advanced statistical analysis of
Raman spectroscopic data for the identification of body fluid traces: semen and blood

mixtures, Forensic science international, 59-265, 2012.

[46] Y. Zou, P. Xia, F. Yang, F. Cao, K. Ma, Z. Mi, X. Huang, N. Cali, B. Jiang, X. Zhao,
W. Liu, Whole blood and semen identification using mid-infrared and Raman spectrum
analysis for forensic applications. Analytical Methods, 3763-3767, 2016.

[47] K. Virkler, 1.LK. Lednev, Forensic body fluid identification: the Raman spectroscopic
signature of saliva, Analyst, 512-517, 2010.

[48] V. Sikirzhytski, A. Sikirzhytskaya, I.K. Lednev, Multidimensional Raman

spectroscopic signature of sweat and its potential application to forensic body fluid

76



identification, Analytica chimica acta, 78-83, 2012.

[49] C.K. Muro, L. de Souza Fernandes, 1.K. Lednev, Sex determination based on Raman
spectroscopy of saliva traces for forensic purposes, Analytical chemistry, 12489-12493,
2016.

[50] A. Sikirzhytskaya, V. Sikirzhytski, I. K. Lednev, Raman spectroscopic signature of
vaginal fluid and its potential application in forensic body fluid identification, Forensic

science international, 44-48, 2012.

[51] O. Chuchuen, J.R. Maher, M.H. Henderson, M. Desoto, L.C. Rohan, A. Wax, D.F.
Katz, Label-free analysis of tenofovir delivery to vaginal tissue using co-registered
confocal Raman spectroscopy and optical coherence tomography, PloS one, 2017.

[52] C.K. Muro, I.K. Lednev, Race differentiation based on Raman spectroscopy of

semen traces for forensic purposes, Analytical chemistry, 4344-4348, 2017.

[53] A.M. Fikiet, I.K. Lednev, Raman spectroscopic method for semen identification:
Azoospermia, Talanta, 385-389, 2019.

[54] K.C. Doty, C.K. Muro, I.K. Lednev, Predicting the time of the crime: Bloodstain

aging estimation for up to two years, Forensic Chemistry, 1-7, 2017.

[55] K.C. Doty, G. McLaughlin, and I.K. Lednev, A Raman “spectroscopic clock” for
bloodstain age determination: the first week after deposition, Analytical and bioanalytical
chemistry, 3993-4001, 2016.

[56] K.C. Doty, G. McLaughlin, and I.K. Lednev, Differentiating donor age groups based
on Raman spectroscopy of bloodstains for forensic purposes, ACS central science, 862-
867, 2018.

[57] A. Sikirzhytskaya, V. Sikirzhytski, I.K. Lednev, Determining gender by Raman
spectroscopy of a bloodstain, Analytical chemistry, 1486-1492, 2017.

[58] K. Virkler, I.K. Lednev, Blood species identification for forensic purposes using
Raman spectroscopy combined with advanced statistical analysis, Analytical chemistry,
7773-7777, 2009.

[59] G. McLaughlin, D.C. Kyle, I.K. Lednev, Raman spectroscopy of blood for species
identification, Analytical chemistry , 11628-11633, 2014.

[60] K. Virkler, I.K. Lednev, Raman spectroscopic signature of blood and its potential

77



application to forensic body fluid identification, Analytical and bioanalytical chemistry,
525-534, 2010.

[61] L. T. Jolliffe, J. Cadima, Principal component analysis: a review and recent
developments, Philosophical Transactions of the Royal Society A: Mathematical,

Physical and Engineering Sciences, 2016.

[62] E. Polat, S. Giunay, Kismi En Kii¢iik Kareler Ve Bir Uygulama, VI. [statistik
Giinleri Sempozyumu Bildiriler Kitabi, 2009.

[63] L.C Lee, C.Y. Liong, and A.A. Jemain, Partial least squares-discriminant analysis
(PLS-DA) for classification of high-dimensional (HD) data: a review of contemporary
practice strategies and knowledge gaps, Analyst, 3526-3539, 2018.

[64] J.F. Pereira, M.J.L. Vieira, M.F. Pimentel, A. Braz, R.S. Honorato, Evaluation and
identification of blood stains with handheld NIR spectrometer, Microchemical Journal,
561-566, 2017.

[65] N.F.N. Hassan, D.D. Sandran, M. Mohamad, Y. Zakaria N.Z.M. Muslim,
Estimation of The Age of Bloodstains on Soil Matrices By ATR-FTIR Spectroscopy and

Chemometrics.

[66] R. Gautam, D. Peoples, K. Jansen, M. O'Connor, G. Thomas, S. Vanga, I.J. Pence,
A. Mahadevan-Jansen, Feature selection and rapid characterization of bloodstains on
different substrates, Applied Spectroscopy, 1238-1251, 2020.

[67] Z. Yang, L. Shi, J. Ca1, H. Zhang, Raman Spectral Blood Stain Identification Based
on Band Selection, Spectroscopy and Spectral Analysis, 2020.

[68] C.L. Glynn, T.Schlagetter, The effect of washing and blood enhancement reagents

on the use of Raman spectroscopy for human blood identification, 2016.

78






