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OZET

Bu galigmanin ilk béliminde nitrat ve nitrit iyonlarinin zararlari; genel
spektrofotometrik nitrat tayin yontemleri; iglenmig et diriinlerindeki nitrat ve
nitrit tayin yodntemleri ile bakir(I)neokuproin nitrat iyon ¢ifti olusumuna
dayanan miktar tayin yontemlerinin bir dokiimii yapild:.

Caligmanin  ikinci b(‘ilﬁrﬁﬁnde sudaki nitrat iyonunun bakir(I)
neokuproin kelat: ile olugturdugu iyon ¢iftinin metil izobiitil keton (MIBK)
ekstraktindaki absorbansinin 8lgiimiine dayanan spekirofotometrik ydntemin
en uygun kogullara saptandi. Buna gére 1 ml 0.01M bakir(II) siilfat,1 mi
0.25M hidroksilamonyum stlfat ve 5 ml pH 6.2 fosfat tampon ¢d6zeltisi
igeren tiiplere, 100 pg/ml nitrat iyonu igeren sodyum nitrat ¢dzeltisinden
0.2-1.0 ml eklendi. Karigtm 10 ml 2.25x107 M neokuproin / MIBK
gOzeltisiyle ekstre edildi.Organik fazin absorbans degerleri 452 nm'de
ol¢tildii (n=5). Ortalama absorbans degerleri ile konsantrasyon (ug/ml)
arasinda Olg@i efrisi hazirlandi.Regresyon analizi ile dogrunun denklemi

=0.08C-0.0091 olarak hesaplandi(r=0.9995).

Nitrit iyonu da nitrata benzer sekilde iyon gifti olusturdugundan bu iki
iyonun bir arada tayini igin §dyle ¢aligildr: Nitrit iyonu,serik siilfat ile nitrata
yiikseltgenerek toplam nitrat miktan, siilfamik asitle azota indirgenerek nitrat
miktar: tayin edildi. Aradaki farktan nitrit ivonu miktar: bulundu.

Spektrofotometrik yontem piyasada mevcut bazi iglenmis et Griinlerinde
nitrat ve nitrit iyonlan tayinine uygulandi. Caligilan onyedi adet iglenmiy et
irlinlerindeki sodyum nitrat (mg/kg) ve sodyum nitrit (mg/kg) miktarlarinin
-fi¢ Giriin harig- yasal sirlar igerisinde oldugu belirlendi. Sonug olarak;iglem
gérmily et driinlerinde nitrat ve nitrit iyonlarimin tayini igin atomik
absorpsiyon spektrofotometrisinde uygulanmis olan bakir(I) neokuproin ivon
¢ifti yonteminin molekiiler spektrofotometrik olarak da uygulanabilecegi

saptanda.



SUMMARY

In the first part of this work, the harmful effects of nitrate and nitrite
ions; general spectrophotometric assay methods of nitrate ion; nitrate and
nitrite determination methods in processed meat products;and the methods of
determination based on formation of copper (I) neocuproine. nitrate ion-pair
are reviewed. '

In the second part of the work, optimum conditions of the
spectrophotometric method based on measuring the absorbance values of the
ion-pair produced by nitrate ion and copper(I)neocuproine chelate in the
methyl isobuthyl ketone(MIBK) extract, were determined. Accordingly;
0.2-1.0 ml portions of the sodium nitrate solution containing 100 pg/ml
nitrate ion were added into the tubes containing 1 ml of 0.01M cupric
sulfate,1 ml of 0.25M hydroxylammonium sulfate and 5 ml of pH 6.2
phosphate buffer solutions. The mixtures were extracted by 10 ml of
2.25x10° M neocuproine/MIBK solution. The absorbance values of the
organic phase were measured at 452 nm (n=5). A calibration graph was
plotted between mean absorbance and concentration ( pg/ml) values. The
linear equation of the calibration graph was calculated by regression
analysis as A=0.08C-0.0091 (r=0.9995).

Since nitrite ion also forms ion-pair similar to the nitrate ion, the
simultaneous determination of these two ions was performed as follows:The
nitrite ion was oxidized to nitrate by ceric sulfate and the total amount of
nitrate was determined.Nitrite ion was reduced to nitrogen by sulfamic acid
and the nitrate was determined. The difference of the two determination
gave the amount of nitrite ion.

The spectrophotometric method was applied to the detemination of
nitrate and nitrite ions in the processed meat products present in the market.
The amounts of sodium nitrate (mg/kg) and sodium nitrite (mg/kg) in
seventeen processed meat products were found in legal limits, except three

products. As a result, the copper (I) neocuproine solvent extraction



method which was applied atomic absorption spectrophotometrically to the
determination of nitrate and nitrite ions in the processed meat products,can

also be applied molecular spectrophtometrically .



1. GIRIS VE CALISMANIN AMACI

Toksik etkileri nedeniyle nitrit iyonunun ve bakteriyolojik olarak
kolayca nitrite doOniligebilen nitrat iyonunun besin kaynaklarimizda fazla
miktarda bulunmasi sagligimiz yoniinden sakincahdir. Bu nedenle nitrath
giibrelerle yapilan giibrelemenin ve bu iyonlar: bulundurma olasiifs yiiksek
olan su kaynaklarinin, sebzelerin ve iglem g6érmiis et Griinlerinin kontrolu

Onem tasimaktadir.

Bu c¢aligmanin amaci, piyasadaki iglem g6érmiiy et #rinlerinde katk:
maddesi olarak bulunan nitrat ve nitrit iyonlarinin, yasal sinirlar iginde olup
olmadiklarimin kontrolu igin, miktarlarinin tayin edilmesidir. Bunun igin
sudaki nitrat iyonunun bakir(I)neokuproin kelatryla olugturdugu iyon ¢iftinin
MIBK'daki ¢dzeltisinin  absorbans o&l¢limiine dayanan spektrofotometrik
yOntem esas alinmigtir. Yontemin optimum kosgullar: belirlendikten sonra bazi

iglem gérmiig et liriinlerinin tayinleri gergeklegtirilmigtir.



2.GENEL BOLUM
2.1-Besinlerdeki Nitrat ve Nitrit [yonlar

Besinlerden aldigimiz nitratin en biiylik kaynag: esas olarak sebzeler ve

nitratga zengin su kaynaklardir(1).

Nitratlar bitkilerin dogal bilesenleridir. Bir¢ok sebzede dnemli miktarda
bulunduklar: halde meyvalarda az bulunurlar. Ispanak, pancar, turp, patlican,
kereviz, kivircik ve salgam yliksek oranda nitrat igeren sebzeler arasindadir.
Bazi drneklerin nitrat igerigi 3000 ppm' den daha yiiksek olabilir. Ancak
bildirilen degerler; genetik, gevresel,6rnekleme ve olgunluk faktérlerine gére

¢ok farkli olabilmektedir. Sebzelerde nitrat birikiminde en 6nemli faktérler;

a. Yuksek giibreleme diizeyi ( 6zellikle olgunlagma déneminde )
b. Nitrat biriktirme egiliminde olan tirler

c. Olgunlagma sirasindaki 151k azligs

d. Susuzluk

e. Kimyasal iglemlerle bitkinin hasarlanmasidir.

Bu faktorler arasindaki etkiler de dikkate alindiginda ayni bitkiler igin

farkli degerler ortaya ¢ikabilmektedir.

Kigiler en az bitkilerle aldiklar1 kadar nitrati, yedikleri iglem gérmiis et

tirtinlerinden de alirlar.

Baz1 su kaynaklari, 6zellikle kuyu sularinin da yiiksek nitrat igerigi
oldugu sikga belirtilmektedir. Bu yiiksek nitrat igerigi birgok kaynaktan

gelebilmektedir. Bu kaynaklar; toprak ve kayaliklar, giibrelerin zirai



kullanumi, mikroorganizmalar, bitkilerin azot tutmalan ile 6zellikle bitki ve
¢amursu artiklarin bozunmalaridir. Nitrat bunlardan yeralti sularina sizar.
Evlerde kullamilan sulardaki nitrat azotunun 10 ppm'i agmamas: gerekir. Kuyu
sularinda bu miktarin {izerinde nitrat bulundugu birgok Orneklerde

saptanmugtir.

Yiyecek ve yemlerde normalde olusan nitrat , nitrite indirgenebiliyor ise
toksik olmaktadir. Yoksa makul bir konsantrasyonda nitrat iyonu hizla
idrarla atilir. Nitratin nitrite indirgenebildigi durumlar dért tirladir:

a. Biytkbay hayvanlarin igkembelerindeki mikrobik ortam nitratin
nitrite indigenmesine yol agar. Nitritin absorpsiyonu ise hayvanda toksisite
yapabilir. Bdylece yiiksek nitratlh su veya yem aldiginda tehlike s6z
konusudur.

b. Dort ayliktan kiigiik bebeklerin mideleri daha az asitli oldugundan
nitrat: nitrite doniigtiiren mikroorganizmalar geligebilir. Sonugta bebeklere
yiiksek nitratli su vermek tehlikeli olabilir.

c. Pigmig 1spanak mikroplarin geligmesine yarayacak bir ortamda
saklanirsa nitrat iyonu nitrite doniigebilir.Cocuklarda, oda sicakliginda
birakilan ispanaktan olusan bir gok toksisite olayi bildirilmektedir. Bu tir
zehirlenmeler bagka yiiksek nitratli bitkilerde de gériilmekle birlikte en ¢ok
ispanakta rastlanmaktadir.

d. Nitratga zengin nemli yem materyallerinde nitrat nitrite indirgenir.

Bu yemin tiketilmesi hayvanlarda toksik etki vapabilir.

Yiiksek oranda nitrat ve nitrit igeren diger bir 6nemli besin grubu islem
gbérmis et Gritnleridir. Clinkdi bu {iriinlere hazirlanmalar: sirasinda tat, renk ve
antibakteriyel etki olusturmak {izere belli oranlarda nitrat ve nitrit iyonlan
katilmaktadir. Bu nedenle yiyecekler, yemler ve su kaynaklarindaki nitrat

igerikleri tavini. yiiksek nitrat igerikli drneklerin zarar veremevecekleri



yerlere atilmasi ve yiyeceklerde nitrat kullaniminin azaltilmasi Onem

tagimaktadir.
2.2. Nitrat ve Nitrit iyonlarinin Zararlar:

Nitrat iyonu tek bagina toksik etkili degildir ve idrarla hizla atilir.
Ancak baz1 ortamlarda nitrit iyonuna doniigebilmekte ve buna bagli olarak
toksik etkili maddelerin ortaya ¢ikti1 bir dizi reaksiyonun baslamasina neden
olabilmektedir. Bu yiizden nitrat ve nitrit iyonunun giinliik alinma miktarinin,
kg viicut afirhigi igin 0,4 mg't agmamas: tavsiye edilmistir(2). Ayrica nitritler
siyaniir zehirlenmesinde antidot olarak 30-300 mg'lik dozlarda wve
vazodilasyonda ilag etken maddesi olarak kullamildigindan bu konuya dzel

onem verilmesi gerekmektedir(3).

Nitrit iyonunun toksik etkisi esas olarak iki nedenle ortaya ¢ikmaktadir:
Bunlardan birincisi ve kesin kanmitlanmis olani nitritin  kan pigmenti
hemoglobin (Hb) ile methemoglobin (Met.Hb) olusturmasi, yani
‘methemoglobinemi'ye neden olmasidir. Kandaki, Fe(II) iyonu igeren solunum
pigmenti Hb normalde oksijeni dokulara tasumak igin gevgek yapili
oksihemoglobin (Hb.0O,) kompleksi olugturur. Fe(II),Fe(III)'e oksitlendiginde
ise Hb oksijen tasima yetenegini kaybeder ve kahverengi Met.Hb olusur.
Kanda nitrit bulunmast Met.Hb olugumuna yol agar. Met.Hb olugumu diigik
konsantrasyonlarda reversibldir. Ancak Kkonsantrasyonun % 70'in i{istine

¢tkmasi bogulmaya neden olur.

Nitritin ikinci o6nemli toksik etkisi, viicuttaki aminlerle nitrozaminleri
olusturmasi ve bu bilesiklerden bazilarinin kanserojen etkili olmasina dayanir
(1,4-7). Bu konuda deney hayvanlart izerinde birgok denemeler yapilmig ve
incelenen nitrozaminlerin  dortde {#iglinde hayvanlarda kanserojen etki

gdzlenmigtir.
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Insanlarda in vivo olarak bu etki kesin ve tek bir kanser nedeni
olarak somutlagtirilmamig olmakla birlikte bu konuda birgok ¢aligma
yiritilmekte ve nitrozaminlerin ve bunlarin olusumuna neden olan nitrat ve
nitrit tyonlarinin diyette olabildigince azaltilmasi gerektigi
vurgulanmaktadir. Normalde nitrozolanma  sekonder aminlerle ortaya
¢tkmaktadir. Ancak sonraki ¢aligmalar nitrozaminlerin yiyecek ve ilaglarda

mevcut tersiyer aminler ve katerner amonyum bilegiklerinden de olugtugunu

gOstermistir (8).

Nitrozolanma reaksiyonu kimyasal yolla ya da mikroorganizmalarin
metabolik aktivitesi sonucu gergeklegebilir. Nitrozolanma; aminin bazikligi,
pH, madde konsantrasyonu ve baz1 anorganik iyonlarin wvarligr gibi
faktdrierden etkilenebilir. Tiyosiyanat iyonunun &6zel bir dnemi vardir. Bu
iyon insan tikirigiinde normal olarak 12-33 mg/100 ml. seviyesinde
mevcuttur ( sigara igen insanlarda daha yiiksek ) ve nitrozolanmanin hizini

arttirabilir.

Nitrozaminin iglem gérmis yiyeceklerde olugma potansiyeline ek olarak
sindirim sisteminde hazmedilen nitrit ve seckonder aminler, nitrozamin
olugmasimma neden olabilirler. Cesitli in vivo ¢aligmalarda, ince barsak
mikroorganizmalarinin {iretildigi ortamlarda amin ve nitritten nitrozamin

olustugu gdzlenmektedir.

Normal kosullarda insan midesi ve f{ist sindirim kanali gok asidik
oldugundan nitrat1 nitrite doniistiiren bakteriler igermez ve alinan nitrat ve
nitrit kisa siirede idrarla mesaneye tasinir. Daha az asidik olan ve bakteri

firetebilen mesane ve ince barsaklarda nitrozamin olusumu kolaylasir. Mide



asiditesi daha az ( yani pH"1 yiiksek )olan gocuklarda wve bazi yetigkenlerde

nitrozamin olugumu gézlenebilir(9).

Nitrozaminler i¢in belirlenen diger potansiyel kaynaklar olarak gevresel
faktorler, amince zengin titin dumani, yliksek dozda ve uzun siire alinan

sekonder amin gruplu ilag maddeleri sayilmaktadir(10,11).
2.3-Iglenmiy Et Urdinlerinde Nitrat ve Nitrit Iyonlarinin Rolit

Besinlerdeki nitrat ve nitrit kaynaklarinin en Onemlilerinden biri de
islenmis et (ve balik) ftriinleridir.Nitrat iyonu nitrite doniigtiikten sonra
koruyucu etkisi ortaya c¢iktifindan ete dogrudan nitrit iyonu da
katilabilmektedir.Bu iyonlarin ete katilabilecekleri maksimum yasal miktarlar;
sodyum nitrat cinsinden sucuk gibi fermente et iirlinlerinde 500 mg/kg et ile
salam sosis gibi 1s1 iglemi gérmiiy et friinlerinde 300 mg/kg et ve sodyum
nitrit cinsinden salam, sosis gibi 1s1 iglemi g&rmiig et Giriinlerinde 150 mg/kg

et olarak sinirlanmigtir (12-14A).
Islem sirasinda nitritin iig ayn fonksiyonu bulunmaktadir:
a.Tipik bir renk olusturmas:

Nitritin  renk olusumundaki rolii etteki miyoglobin(Mb) ile
nitrozilmiyoglobin (MbNO) pigmentinin oluymasina neden olan azotmonoksiti
(NO) agiga ¢ikarmasidir.Ete katilan nitritin askorbik asit, sistein, kinon gibi
indirgenlerin varlifinda azotmonokside indirgendigi; bunun da metmiyoglobin

(MetMb) ile nitrozilmetmiyoglobin (MetMbNO) kompleksini olugturdugu;
bu kompleksin ise askorbik asit egliginde nitrozilmiyoglobine (MbNO)
indirgendigi postiille edilmistir(15). Bununla ilgili reaksiyon denklemleri

soyledir:



NaNO, + H - HNO, + Na'
2HNO, - N,0, +H,0
N,0, + AH, - AHNO + HNO,
AHNO - AH + NO
NO + MetMb — MetMbNO
MetMbNO + AH, - MbNO

NO'nun olusumu i¢in dnerilen diger bir mekanizma; nitritin indirgenmis
sitokrom ¢ [ Fe(IDCyto ¢ ] ve indirgenmis nikotinamid adenindiniikleotid

( NADH ) tarafindan indirgendigini savunur.

NO, + Fe(Il)Cyto ¢ — NOFe(III)Cyto ¢
NOFe(III)Cyto ¢ + NADH —»>NO + Fe(II)Cyto ¢

b.Tipik bir tad olusturmas:

Islem gdrmiis et tad:i nitritin et komponentleri iizerindeki aktivitesinin
bir fonksiyondur.Nitritin et pigmentleri ile "kozmetik etki" denen reaksiyonu
ve antibakteriyel etkisi ilizerinde durulurken karakteristik iglem gdrmig et
tadinin olusumuna pek dikkat edilmemisgtir. Ancak nitritin jambon ve

sosislerin tad: tizerindeki etkisi i¢in bazi raporlar bulunmaktadir(16).

c.Antibakteriyel aktivite

Steril ortami saglayict sicakliktan daha digiik sicaklikta yapilan iglem
sirasinda nitrit varlig: stabiliteyi saglamaktadir.B6ylece etin bozunmasina yol
agan clostridium botulinum bakterileri ile toksinlerin iiremesi inhibe edilir.

C.botulinum’un et iiriinlerinde Gremesi komplike bir olgudur ve bu



olgu mevcut birgok sporun etkileymesine; uygulanan isinin miktarina ve
kullanilan sodyum kloriir ve sodyum nitritin konsantrasyonuna baglidir. pH
da nitritin antibakteriyel etkisi tizerinde énemli bir rol oynayabilir. pH 7.5 ile
6.0 arasinda pH'in bir birim azalmasiyla antibakteriyel etkide yaklagik 10 kat
artig oldugu, model sistemlerde gésterilmigtir. Daha asidik kosullarda ise daha
fazla miktarda dissosiye olmamug nitrdz asit vardir ve bu; clostrida iremesinin
inhibisyonundan sorumlu molekiller maddedir(17). Nitréz asit olusumu

asagidaki reaksiyon ile gésterilebilir.

+

(
NO == HNO <> (5 0 ) «<>NO~ + No
2 (OH™) 2 23 J/Z
NOj

+
No

En biiyiik antibakteriyel aktivitenin gézlendigi pH 4.5-5.5'da mevcut

nitréz asit miktart en fazladir.

Nitritin 6zellikle tuzlu suda yetigen balik konservelerinde kullaniimasi
daha smnirlidir(10mg/kg).Ciinkii bazi deniz baliklarinda bolca dimetil-ve
trimetilamin bulunabilir ve bunlar da nitrit ile N-nitrozodimetilamin

olugturabilirler (18).

Nitrit iyonunun zehirli etkilerine kargin et iirtinlerinde kullantmindan
vazgecilmeyigi bu iyonun yarar/zarar dengesinin gdzetilmesi ve yerine daha
az zararli bir maddenin henliz saptanmamig olmasi yiiziindendir. Ancak nitrit
iyonunun et driiniindeki miktarinin yasal simirlarda oldugu siki kontrol
edilerek ve bu {riinler daha az tiketilerek bu iyonun zararlarindan

korunabiliriz.



2.4-Spektrofotometrik Nitrat ve Nitrit Tayin Yontemleri
2.4.1-Direkt UV-Spektrofotometrik Analiz Yontemleri

UV-Spektrofotometrik nitrat ve nitrit tayini toprak ekstrakti,igme
sulari, megrubatlar,kiiltir sivisi,nehir sulari,deniz sular,tiitin ve lagim

pisliginde uygulama bulmugtur.

Toprak ekstraktinda nitrat tayininde ¢ift dalga UV-spektrofotometrik
yontem kullanilirken (19),diger bir ydntem; toprak Ormeginin dnce 1 M
sodyum kloriir ile ekstraksiyonunu takiben siilfiirik asit ile asitlendirilerek ve
daha sonra elementel bakirla kaplanmig ginko ile amonyaga indirgenerek
okunan 210 nm 'deki absorbanslarinin farkinin alinmas: esasina dayanir(20).
Bagka bir ¢aliymada toprak ekstraktindaki nitrat ve nitrit toplama; asitli
ortamda 210 nm'deki absorbanstan,nitrat wve nitrit Raney nikeliyle
indirgendikten sonra O&lgiilen absorbanslarin farki alinarak bulunmug; nitrit

6zel olarak siilfamik asitle giderilerek nitrat miktan saptanmigtir(21,22).

Titiinde spektrofotometrik nitrat tayini gesitli iglemlerden sonra 208

nm'deki absorbansin Sl¢limiine dayanir(23).

Cesitli su drneklerinde bulunan nitrat ve nitrit, absorpsiyon maksimu-
mu olan 224 nm ve 231 nm'de ve izobestik nokta olan 219 nm'deki absor-

banslarin olgililmesi yoluyla birarada tayin edilmigtir(24-26).

Kiltiir stvisinda nitrat tayini, 210 nm'deki absorbansin dlglimiiyle
yapilmig, Ornekte nitrit bulunmasi halinde bu iyon diazolama-kenetleme

yoéntemiyle tayin edilmistir(27).
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Bunlarin diginda nitrat ve nitrit iyonlarinin gesitli materyallerden direkt
UV-spektrofotometrik  yontemle tayin  edildigi  ¢esitli  galigmalara
rastlanmigtir(28-31).

2.4.2-Goriiniir Bolgede Spektrofotometrik Analiz Yontemleri

Goriiniir bolgede yapilan nitrat ve nitrit tayinlerinde en gok kullanilan
y6ntem; nitrit iyonunun asitli ortamda diazolanmasi ile ¢lde edilen diazonyum
tuzunun g¢esitli aromatik bilegiklerle kenetlenmesi sonucu olugan
azoboyar maddelerinin spektrofotometrik olarak absorbanslarimin Slgiimiine

dayanir.Bunun i¢in ¢esitli diazolama-kenetleme belirtegleri kullanilmaktadir.

Ornek reaksiyon:

NH, [ N=N: Nt 7
At e B Naftol
* NG W <> ——
Kenetleme
SO H SO.H SO.H
3 - 3
Satfenie Asi Diazanyuea Tuzu 3 .
N=N qu H
OH
Orange II
Azo Boyar Madde

Onemli bir diazolama-kenetleme belirteci siilfanilamid ile N-(1-naftil)
ctilendiamindir. Bu y0ntem g¢esitli materyallerde bulunan nitritin,
siilfanilamidle  diazolanmasi  sonucu  olusan  diazonyum  tuzunun,

N-(1-naftil)etilendiamin ile olugturdugu renkli @irinin absorbansinin
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dlgimiine dayamir. Nitrat ve nitrit igeren Orneklerde ise nitrat Sl¢imi bu
iyonun nitrit iyonuna indirgenmesinden sonra yapilmigtir. Bu yéntem deniz
suyunda - (32,33),bitki ve toprakta(34), ve taze yaprakta(35,36) uygulama
alani bulmustur. Indirgeme islemi genelde elementel kadmiyum ile (32-34)ya
da ¢inko tozu ile(35,36)yapiumigtir. Siit ve siit Grinlerindeki nitrat ve nitrit
iyonlarimin tayininde drnek 6nce deproteinize edilmis, nitratin kadmiyum ile
nitrite indirgenmesinden 6nce ve sonra aym belirteglerle galisilarak olugan

renkli Giriiniin absorbanst 538 nm'de 6lgilmistir(37-39).

Onemli diazolama-kenetleme belirteglerinden birisi de Griess-Illosvay
belirtecidir. Sirke ve garapta nitrat lgiimil igin bu iyon 6nce kuvvetli alkali
ortamda g¢inko tozu ile nitrite indirgenmis ve sonra bu belirteglerle reaksiyona
sokularak olugan renkli iirinin 530 nm'deki absorbansi &lglilmiistiir(40).
Indirgeme iglemi dogal sularda bakir(II) varliginda pH 9,6'da hidrazin ile
saglanirken (41),toprakta Cu/Cd teknigi kullanilmigtir(42). Yontem havug(43)

ve pamuktaki(44) nitrat ve nitrit tayinlerinde de kullanilmgtir.

Griess belirteci olarak da bilinen siilfanilik asit ve 1-naftilamin
kullanilarak yapilan nitrat ve nitrit tayinlerine de siklikla rastlanmaktadir
(45-47). Bu c¢aliymalarda nitrat ve nitrit tayin edilirken materyallere ve diger
deney kosullarina bagli olarak absorpsiyon maksimumu 520 ile 530 nm
arasinda degigebilmektedir. Nitratin nitrite indirgenmesi ginko, kadmiyum ya

da hidrazin/bakir(Il) siilfat kullanilarak yapilmagtir.

Diger bir belirteg ¢ifti sillfanilamid ile 1-naftilamin -7- s@ilfonik asit
(Cleve's Asit 1-7) olup, toprak, et, sebze, meyve ve su Orneklerine

uygulanmigtir (48,49). Yontem sitlfanilamid ile diazolanan nitritin Cleve's
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asit 1-7 ile kenetlenmesi sonucu olusan renkli tirintin 520 nm'deki absorbans

degerinin Slgimiine dayanir.

Buraya kadar belirtilen popiiler diazolama-kenetleme belirteglerinden
bagka, c¢esitli materyallerde nitrat ve nitrit tayini igin degigik
diazolama-kenetleme belirtegleri kullanumigtir. Zambelli belirteci (Siilfanilik
asit + fenol) ile sitlerde galigilmig (50) ve renkli tiriiniin absorbansi 440
nm'de Olgllmigtir. Aym belirteglerle suda da galigilmigtir (51). Lagim
pisliginde bulunan nitrat brucine-siilfanilik asit ve nitrit, siilfanilamid-
N-(1-naftil)etilendiamin ile tayin edilirken (52), sulu ¢dzeltideki nitrat ve
nitrit ortanilik asit ile rezorsinol belirtegleri kullanilarak tayin edilmiglerdir
(53,54). Toprak wve sudaki nitritin mikro miktarda tayininde
p-aminoasetofenon ile rezorsinol kullanilirken diger iyonla girisimi kompleks
yapict maddeler ile maskelenerek giderilmistir (335). Igilebilir ve kirli sulardaki
nitrit tayininde p-aminoasetofenon ile N-(1-naftil)etilendiamindihidrokloriir
kullanildiginda 545 nm'de maksimum absorpsiyon veren erguvan kirmizist bir
renk g6zlenmistir (56). Dogal sulardaki nitritin FIA ile spektrofotometrik
tayininde p-aminoasetofenon ile diazolamay: takiben m-fenilendiamin ile
30°C'de kenetleme yapumigtir (57). Nitrit igin p-aminobenzoik asit ve
1-hidroksi-2-naftolik asit ile yapilan baska bir c¢aliymada maksimum
absorpsivonun 3525 nm'de oldugu gdrillmiistir(58).555 nm dalga boyunda
p-aminobenzensulfonamid ile N-(l-naftil)etilendiamindihidrokloriir (39) ve
p-aminobenzoik asit ile N-(1-naftil)etilendiamindihidrokloriir (60) giftiyle de

caligymalar yapilmistir.

Nitrat iyonunun fenol tirevleri ile derigik silfirik asitli ortamda nitro
fenolleri olusturmasina dayanan reaksiyon,bu iyonun olusan renkli driin
izerinden goriniir bolgede spektrofotometrik tayinine esas olugturmugtur. Bu

vontem 2,6-Ksilenol (61), 2,4-Ksilenol (62,63), fenol-2,4-disulfonik asit
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(64) ve fenol kullanilarak suda ve gesitli materyallerde nitrat iyonu tayinine
uygulanmigtir. Nitrat yaninda nitrit iyonunun da bulunmas: durumunda iglem
dogrudan uygulanarak nitrat miktari; nitrit iyonu hidrojen peroksit, serik
siilfat, potasyum permanganat gibi yiksecltgenlerle nitrata yilikseltgendikten
sonra uygulanarak toplam nitrat miktar1 tayin edilmektedir. Iki sonucun
arasindaki fark ise nitrit iyonu miktarim1 vermektedir (61-64). Ya da nitrat
iyonu nitrolama ile tayin edilirken, nitrit iyonu bagka bir Ornekte nitratin

yaninda diazolama-kenetleme ydéntemiyle tayin edilebilmektedir (65).

Nitrat iyonunun bakir(I)neokuproin kelat1 ile iyon ¢ifti olugturmasina ve
olusan {iriiniin MIBK ile ekstraksiyonundan sonra absorbansinin 6lgiil-

mesine dayanan spektrofotometrik bir yontem bulunmaktadir (66,67).
2.5-Islenmis Et Uriinlerinde Nitrat ve Nitrit Tayin Yontemleri

Islem gérmii et (sosis, salam, sucuk, jambon, vb.) ve balik firinlerinde
nitrat ve nitrit iyonlarinin tayini i¢in 6nce bu iriinlerdeki proteinler ¢esitli
belirtegler (sodyum  hidroksit, potasyum ferrisiyanir, ¢inko siilfat,
aliminyumamonyum siilfat vb.) kullanilarak ¢oktiiriilmekte, daha sonra
iyonlarin tayini iglemine gecilmektedir.Bu iyonlarin tayini igin gegitli
yontemler uygulanmistir.Bu yéntemler esas olarak; iyon segici elekirotlar ile
potansiyometrik (68-70), iyon kromatografik (71-77),spektrofotometrik
(78-84)ve atomik absorpsiyon spektrofotometrik (AAS) (85) yontemlerdir.

Spektrofotometrik  ydntemler esas  olarak  nitrit  {izerinden
diazolama-kenetleme reaksiyonu ya da nitrat iyonu f#izerinden nitrolama
reaksiyonlar: sonrasi gbriiniir bélgede absorbans dlglimlerine dayandiriimistir.
Ornegin diazolama-kenetleme belirteci olarak, siilfanilamid ile N-(1-naftil)
etilendiamin kullanilan bir galigmada et iirinii % 0,2'lik sodyum hidroksit ile

ekstre edildikten sonra ginko siilfat ile deproteinize edilmis, sonra pH 8,6
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tamponunda yukaridaki belirteglerle reaksiyona sokularak olugan renkli
firiinin 540 nm'deki absorbansi SlgGlmistdr (78,79). Ayni islemler, bir kez
de nitrat ivonu nitrite indirgendikten sonra tekrarlanmig, aradaki farktan
nitrat miktarina gegilmigtir. Diazolama-kenetleme belirteglerinin farkli olmasi
durumunda degigik ¢aligmalarda renkli irlinlin absorbansi 420 nm (80), 522
nm (81), 540 nm (82,83) gibi farkls dalga boylarinda olabilmektedir.

Nitrat iyonunun fenolik bilegikleri nitrolamasina ve olugan renkli
firiniin absorbansinin 6l¢iilmesine dayanan yéntem (61-65) et iriinlerinde de
uygulama alam bulmugtur (84). Uygulamada et iiriinit boraks ile deproteinize
edildikten sonra silfiirik asitli ortamda salisilik asit ile nitrosalisilata
ddniigtirilmiy ve Griinfin 415 nm'deki absorbansi Slgilmigtiir. 2,4-ksilenol
ile siilfirik  asitli ortamda 6-nitro-2,4-ksilenol olugmasina dayanan
spekirofotometrik y6ntem, ofisiyal yontem olarak AOAC ve TSE'nin et ve et
Griinlerinde  nitrat  tayini  i¢gin  uygulanmasim1  istedigi  ydntem
olmaktadir(12,13).Nitrit igin verilen ofisiyal yontem ise siilfanilamid ve
N-(1-naftil)etilendiamindihidrokloriir diazolama-kenetlenme belirtegleri ile

540 nm'deki absorbans dl¢limlerine dayanan spektrofotometrik yéntemdir.
2.6.Bakir(I)neokuproin ile Nitrat ve Nitrit Tayin Yéntemleri

Kumamaru ve arkadaglar: nitrat iyonunun bakir(I)neokuproin kelat: ile
iyon ¢ifti olusturdugunu ve bunun, hafif asitli ortamda kelatin MIBK'a
ekstraksiyonunu arttirdigini saptamiglar ve MIBK'daki bakir konsantras-
yonunu AAS olarak 324.7 nm'de tayin ederek buradan nitrat miktarina

gegmiglerdir(86,87).



15

Neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin),yapisindaki metil gruplarinin

sterik etkisi nedeniyle bakir igin Ozellikle segici olarak Kkelat yapici bir

belirtegtir.

\-/
CHD |
=N 8=
2,c cH,
Neokuprom

Bakir (I) neokuproin kelatinin nitrat iyonuyla olugturdugu iyon ¢iftinin

formiili ise,
Cu ( Neokuproin ),.NO,

olarak saptanmugtir(86). Bu firiin tercihan organik ¢6ziicide ¢6zlinmekte ve

sozil edilen galigmaya olanak saglamaktadir.

Bakir(I) iyonu ortama katilan bakir(Il) siilfat ve hidroksilamonyum
stilfat ¢g6zeltilerinden olugturulmakta, hafif asitli ortam ise fosfat tamponu ile
saglanmaktadir.Neokuproin, organik ¢6ziici olan MIBK'daki ¢6zeltisi halinde
hazirlanmakta, iki fazin karigmasiyvla da sulu ¢ozeltideki nitrat iyonu, sézil

edilen iyon ¢ifti halinde organik faza ge¢gmektedir.

Nitrit iyonu da nitrata benzer sekilde iyon ¢ifti olusturmakta,ancak

nitrata gbére ondabir hassasiyette tayin edilebilmektedir(yaklagitk 10 kat

miktarda).

Houser ve Fauth tarafindan yapian bir g¢alismada nitrat iyvonu
dogrudan,nitrit ivonu ve alifatik nitro bilesikleri ise serik siilfat yada

potasyum permanganatla nitrata yiikseltgendikten sonra bakir(I)neokuproin.
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nitrat iyon ¢ifti iizerinden AAS y6ntemi ile tayin edilmiglerdir(88). Aromatik
nitro ve nitrozo bilegikleri ise rezonans stabilizasyonu ve bagin kisa olusu
nedeni ile negatif sonug vermislerdir.Nitrat iyonunun nitrit ve (veya) alifatik
nitro gruplari ile bir arada olmas: durumunda ise,nitrit(nitro)grubu serik
siilfatla nitrata yiikseltgenerek toplam nitrat miktar,siilfamik asitle azota
indirgenerek yalnizca nitrat miktar1 saptanmakta,aradaki farktan nitrit (nitro)

miktarina gegilebilmektedir(88).

Bu i#i¢ g¢aligma Kirkbright ve Johnson tarafindan yapilan AAS ile

indirekt analiz yontemleri taramasinda bildirilmigtir(89).

S6zii edilen AAS yoOntemi Gallego ve arkadaglari tarafindan FIA ile
kombine edilerek uygulanmigtir(90).Bu ¢aliymada FIA'min ve reaksiyonun
kogullar1 incelenmigtir. Aragtirmacilar bu incelemeleri sonucunda uygun pH
alamint 3.5-5.6 olarak bulmuglar ve pH 4.5 fosfat tamponunu kullanmiglardir.
En wuygun bakir(Il) siilfat, hidroksilamoyum siilfat ve neokuproin
konsantrasyonlar1 ise sirastyla 4.0x10°M, 4.5x10°M ve %0.05 olarak
saptanmigtir. Aragtirmacilar, ayrica gegitli yabanci iyonlarin tayin @izerindeki
etkisini incelemiglerdir. Bunun sonunda tiyosiyanat, perklorat ve kloratin 1:1
oraninda, kloriir, bromiir gibi iyonlarin 10:1 oraninda, siilfat, fosfat, karbonat
gibi iyonlarin 1000:1 oraninda girisim yaptuf saptanmigtir. Aym
aragtirmacilar  yOntemi iglem gérmily et drinlerine ve sebzelere
uygulamislardir(85). Islem gormiis et driinlerinde nitrat ve nitrit ile birarada
bulunan iyonlardan fosfat ve askorbatin tayini etkilemedigini saptamislar,
kloriiriin etkisini gidermek {izere glmiig siilfat ile ¢Oktiirme yada iyon
degigtirici regineden gegirmenin uygulanabilecegini belirtmiglerdir. Nitrat
iyonunun nitritle bir arada tayini igin serik silfatla yiikseltgenme sonucu
toplam nitrat, siilfamik asitle nitrit giderilerek nitrat iyonunu tayin etmigler,

aradaki farktan nitrit iyonuna gegmislerdir.
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Bakir(I)neokuproin.nitrat  f@izerinden  uygulanan AAS  yOntemi
Hoshikawa ve arkadaglar1 tarafindan bitki materyalinde nitrat tayini igin
kullanitmigtir(91).

Yamamoto ve arkadaglarn bakir(I) neokuproin.nitrat iyon giftinin 456
nm'de verdigi maksimum absorpsiyondan yararlanarak vis-spektrofotometrik
nitrat tayini gergeklestirilmisgtir(66,67). Aragtirmacilar fazla miktar stilfat ve
karbonat iyonlarinin girigim yapmadigimi, fazla miktarda kloriir iyonu varsa
giimiis silfat ile ¢oktiriilmesi, demir(IIl) ve aliminyum(IIl) varsa bunlarin
negatif girigimini tartarik asitle maskelenmesi gerektigini bildirmigler ve
yontemi nehir suyuna uygulamiglardir.Nitrit oran1 5 kattan fazla ise siiifamik

asitle uzaklagtirmiglardir.
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3.DENEYSEL BOLUM
3.1.Maddeler ve Cizidciiler

Bakir silfat! hidroksilamonyum siilfat' sodyum dihidrojen fosfat!,
disodyum hidrojen fosfat',sodyum nitrat',sodyum nitrit',neokuproin’, metil
izobiitil keton?(MIBK),sodyum hidroksit',serik stlfat! siilfamik asit? ¢inko

siilfat!, giimily salfat!, silfirik asit', amonyak’, bidistile su.

3.2.Cozeltiler

Sodyum nitrat (NaNO,) :1.6x107° M(100 pg/ml NO,)
Sodyum nitrit (NaNO,) :1.6x107 M(74.2 pg/ml NO-,)
Bakur siilfat (CuSO,.5H,0) :0.01M
Hidroksilamonyum salfat((NH,0H),50,):0.25M
pH 5.8-7.0 tampon gdzeltileri :0.25M  sodyum dihidrojen
fosfat (NaH,PO,.2H,O)ve 0.25M sodyum hidroksit (NaOH)¢ozeltilerinden
hazirlandi.
Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,2H,0):0.25 M
Neokuproin ((CH,;),C,,H,N, .1/2H,0) : 2.25x107° M, MIBK'da
Stlftrik asit (H,SO,) 1% 10
Seryum siilfat (Ce(SO,), .2H,0) % 2, siilfiirik asitte
Stilfamik asit (H, NSO, H) 126 0.5, siilfiirik asitte
Cinko siilfat (ZnSO,.7H,0) :1.0M
Giumiig silfat (AgSO,) : 265, amonyakta

1 Merck, E.Merck AG. Darmstadt
2 Baker Analyzed
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3.3 Geregler

Spc;ktrofotometre (Shimadzu,UV-150 02 Double beam spectropho-
tometer), pH metre (Metrohm E 510 Herisau) ile pH clektrodu (Metrohm
AG-CH-9101 Herisau), 10x10x45 mm cam kiivetler (Hellma, 100-05),
analitik terazi ( Mettler H72 , 0.1 mg'a kadar duyarh ), girdap karistirici
(kermanlar to mix), santrifiij (Janetzki T30), pargalayici (Braun), ultra-
homojenizatér (Bosch scintilla SA) bidistile su cihazt (NS 278.TS 8234),
organik faz ayirici siizgeg kagidi (597 HY Rundfilter, Schleicher ve Schuell),
plastik kapakli agzi silifli 30 ml'lik cam reaksiyon tipleri ve ¢esitli cam

malzemeler (Teknik cam).

3.4 Caligma yontemi
3.4.1 Deney Kosullar:

Nitrat iyonunun bakir (I) neokuproin kelati ile olugturdugu iyon ¢iftinin
MIBK'daki ¢Gzeltisiyle gergeklegtirilen spektrofotometrik yontemin ideal
kosullar1 incelendi.Bunun igin literatiirde genelde uygulanan kogullarda

reaksiyon gergeklegtirildi. Bu amagla reaksiyon tiiplerine sirasiyla ;

1 ml0.01 M bakir siilfat,

1  ml 0.3 M hidroksilamonyum siilfat,

5 ml pH 6.0 fosfat tamponu,

0.6 ml 1.6x10° M sodyum nitrat ¢dzeltileri katildi. Yeterli miktarda
disodyum hidrojen fosfat ile pH 6.0'a getirildi. Karigtm 10 ml neokuproin
¢Ozeltisi ile girdap karigtiricida bir dakika siire ile kanigtirildi. Organik faz,
faz aywrici kagittan siizillerek aynildi. Stiziiatiniin (MIBK'lu faz) absorbansi,
aymi gekilde hazirlanmig sodyum nitrat igermeyen bos deneme ¢dzeltisine

karg1 350- 500 nm arasinda &lgiildii. Bog deneme ¢dzeltisi, MIBK' da bir
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miktar bakir(I)neokuproin kelatimin da g¢dziinmesi nedeniyle renkli
oldugundan,boy deneme ve nitrath g¢ozeltinin absorbanslart neokuproin
¢Ozeltisine kargyt okunup aradaki farklar esas alindi. Maksimum absorpsiyon
dalga boyunda galigilarak en uygun belirte¢ miktarlari, en uygun pH degeri,
girdap kangtiricida karigtirma siiresi, olusan rengin dayamiklhilik siiresi ve
ayrica nitrit tayini igin gerekli en uygun serik silfat ve siilfamik asit

miktarlar: saptandi. Elde edilen sonuglar Bolim 4.1.1." de verilmektedir.
3.4.2. Ol¢ii Egrisinin Hazirlanmas:

Nitrat iyonunun bakir (I) neokuproin ile olugturdugu iyon ¢iftinin
MIBK' daki absorbansimin konsantrasyonu ile olan iligkisini incelemek

amaciyla reaksiyon tiiplerine sirasiyla;

1 ml 0.01 M bakar siilfat,

1 ml 0.25 M hidroksilamonyum siilfat,

5 ml pH 6.2 fosfat tamponu ile 100 pg/ml konsantrasyonundaki nitrat
¢Ozeltisinden alinan 0.2-0.4-0.6-0.8-1.0 ml'lik hacimlar katildi. Ayrica her
bir tiibe nitrat ¢dzeltisi hacimlar1 1 ml'ye tamamlanacak sekilde bidistile su
eklendi. Daha sonra her bir tiibe disodyum hidrojen fosfat ¢dzeltisi katilarak
pH 6.2 ye getirildi. 10 ml, 2.25x10° M neokuproin ¢6zeltisi katildiktan sonra
kangim girdap karistiricida 1.5 dakika siireyle karigtirildi. Faz ayiric1 kagittan
stiziildikten sonra organik fazin absorbansi 452 nm'de bos deneme
¢Ozeltisine karst okundu. Aymi gekilde 5 kez caligilarak ortalama absorbans
degerleriyle konsantrasyonlar arasinda 6lgii egrisi hazirlandi.Sonuglar boliim

4.1.2 ' de verilmektedir.
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3.4.3 Yontemin Iglenmig Et Uriinlerine Uygulanmast

Cahéﬂan islem goérmiis et Grinleri (salam, sosis, sucuk ve jambon)
pargalandt ve her birinden 10 gramlik ikiger tartim alindi, 25 ml su
ilavesinden sonra homojenize edildi ve hacm su ile 100 ml'ye tamamlandi.
Elde bes dakika calkalandiktan sonra ¢dkeltinin dibe ¢dkmesi beklendi.
Ustteki berrak stvidan 20 ml'lik hacim, 25 ml'lik bir balonjojeye aktarildi.
Proteinlerin ¢Sktiiriilmesi igin 1 ml ¢ginko siilfat ¢dzeltisi eklendi ve balonjoje
bes dakika sicak su banyosunda bekletildi. Sogutulduktan sonra su ile
hacmina tamamlandi, karigtirildi ve siyah bant siizge¢ kagidindan sizildii.
Stiziintiideki kloriir iyonlann 1-2 ml gimiis siilfat ¢ozeltisi ile ¢Oktiirildi.
Cokelti santrifiijlendikten ve mavi bant siizge¢ kagidindan stiziildiikten sonra
siziintiiden 1 ml'lik iki ayr1 hacim alindi ve Béliim 3.4.2'de oldugu gibi
caligildi. Ancak disodyum hidrojen fosfat ¢dzeltisi ile pH ayar1 yapilmadan
once orneklerden birine 0.2 ml serik siilfat, digerine ise 0.2 ml siilfamik asit
¢Ozeltisi katildi.Her tartim ile iki paralel galigma yapildi.Olgiillen absorbans
degerlerinin  ortalamasina kargilik gelen nitrat iyonu miktarlar1 6lgii
egrisinden  hesaplandi. Serik siilfat igeren Ornekten toplam nitrat iyonu

miktar: bulundu. iki sonug arasindaki farktan nitrit iyonu miktarina gegildi.
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4. SONUCLAR

4.1. Bakir (I) neokuproin ile Spektrofotometrik Tayin Yiontemi

4.1.1. Deney Kogullar

Bolim 3.4.1'de belirtildigi sekilde galigilarak optimum deney kosullan
i¢in agagidaki sonuglar elde edildi.

a. Absorpsiyon Spektrumu
100 pg/ml sulu nitrat ¢Ozeltisinin 0.6 ml'si ile Bolim 3.4.1.'de

anlatildign gekilde galigilarak absorbans ve dalga boyu degerleri arasinda bir

absorpsiyon spektrumu ¢izildi. Bu spektrumdan maksimum absorbansin 452
nm'de oldugu saptand: (Sekil 1).

U. 44 —

Absorbans

3.430

9,420 —~

C, 430
: 1 1
430 450 T3
Dalga Boyulnm

Sekil 1. Absorpsiyon Spektrumu
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b.Hidroksilamonyum Silfat Miktar:

Bakin, bakir(I) halinde tutmaya yetecek hidroksilamonyum siilfat
miktarini saptamak amaciyla nitrat iyonu miktar1 100 pug/ml ¢ézeltiden 0.6 ml
olarak, bakir(II) siilfat miktar: ise 1 ml 0.01 M olarak sabit tutuldu ve
0.15-0.35 M konsantrasyondaki hidroksilamonyum siilfat ¢dzeltilerinden
birer mli ilave etmek sureﬁyle Bolim 3.4.1.'deki iglem tekrarlandi. Bu ig-
lemler sonucunda en uygun hidroksilamonyum siilfat konsantrasyonu 0.25M

olarak saptandi (Cetvel 1).

Cetvel 1. Farkli Hidroksilamonyum Siilfat Konsantrasyonlarindaki

Absorbans Degerleri

Hidroksilamonyum
Silfat Konsantrasyonu )] 015 020 025 030 035

A 0.333 0.436 0.442 0.441 0.438

¢. En Uygun pH

0.6 ml 100 pug / ml nitrat igceren sodyum nitrat ¢ézeltisi alinarak ve pH
5.8 ile 7.0 arasinda degigyen yedi ayri tampon ¢Ozeltisi ile galigilarak en
yiiksek absorbans degerinin elde edildigi pH aragtirildi. Yapilan deneyler

sonunda en uygun degeri pH 6.2 oldugu saptand: (Cetvel 2).

Cetvel 2. Farkli pH'lardaki Absorbans Degerleri

pH 5.8 6.0 6.2 6.4 6.6 6.8 7.0

A 0.292 0.434 0.482 0.418 0.400 0.370 0.320
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d. Karigtirma Siresi
0.6 ml 100 pg/ml sulu nitrat ¢ozeltisiyle pH 6.2 de, girdap kangtiricida
neokuproin/MIBK ile farkh kangtirma sfrelerinde deneyler tekrarlandi.
Yeterli karigtirma siiresi 1.5 dakika olarak saptandi (Cetvel 3).

Cetvel 3. Farkhh Kangtirma Siirelerindeki Absorbans Degerleri

Zaman ( Dakika ) 0.5 1.0 1.5 2.0

A 0.412  0.475 0.512 0.510

e. Neokuproin Miktar:

0.6 ml 100 pg/ml nitrat iceren ¢Gzelti ile farkli konsantrasyonlardaki
neokuproin/MIBK ¢dzeltileri ile deneyler tekrarlandi. Bunun sonunda en
uygun  neokuproin  ¢dzeltisi  konmsantrasyonu  2.25x10°M  olarak
saptandi(Cetvel 4).

Cetvel 4. Farkli neokuproin/MIBK Konsantrasyonlarindaki Absorbans
Degerleri

Neokuproin/MIBK

Konsantrasyonu (M) | 1.5x10°% 1.75x10° 2.0x10? 2.25x107 2.5x107

A 0.490 0.530 0.558 0.608 0.524

S Rengin Dayanikidig:

MIBK fazina ekstre edilen bakir(I)neokuproin.nitrat iyon ¢iftinin
absorbansinin zamanla degigimi incelendi.Bu amagla bir deney ¢dzeltisinin
absorbansi belli zaman araliklariyla 6lglildi. Bu deneyler sonunda

absorbansin en az 48 saat siireyle sabit kaldig:1 saptandi.
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g. Serik Silfat Miktar:

Orneklerdeki nitrat ve nitrit iyonunun toplam miktarimi saptamak
amaciyla nitrit iyonunun nitrata yiikseltgenmesi ig¢in  serik siilfat
¢ozeltisi kullanildi. Bunun i¢in 74.2 pg/ml nitrit iyonu igeren sodyum nitrit
¢Ozeltisinin 1.0 ml'si ile ve serik silfat ¢dzeltisinden sirasiyla 0.1-0.2-0.3
ml'lik hacumlar katilarak B&lim 3.4.1.'deki deneyler tekrarlandi. Sonugta
MIBK fazinda en yiksek ve 10 pug/ml nitrat ile elde edilene en yakin
absorbans degerini veren serik silfat ¢dzeltisi miktar1 0.2 ml olarak

belirlendi.Isitmanin sonuglar etkilemedigi éaptandi.
h. Sitlfamik Asit Miktar:

Orneklerdeki nitrat iyonunun nitrit yaminda saptamak amaciyla nitritin

ortamdan uzaklagtirilmas: (azota indirgenmesi) i¢in stilffamik asit kullanildi.

Bunun igin 74.2 pg /ml nitrit igeren sodyum nitrit ¢dzeltisinin 1.0 ml'
si ile ve silfamik asit ¢6zeltisinden sirayla 0.1-0.2-0.3 ml'lik hacimlari
katilarak Boliim 3.4.1. deki islemler tekrarlandi. Sonugta 6rnek ¢dzeltisinin
bog deneme ile aym1 absorbansi gdstermesi igin yeterli stilfamik asit ¢Szeltisi

miktar1 0.2 ml olarak belirlendi. Isitmanin sonuglar: etkilemedigi saptand:.
4.1.2. Olgi Egrisi
Sulu ¢6zeltide 20-100 pg / ml (MIBK fazinda 2.0-10.0 pg / ml)

konsantrasyon araliinda 5 kez, Boliim 3.4.1.de anlatildig: gibi galigilarak ve

ortalama absorbans degerleri kullanilarak 6lgii egrisi hazirlandi(Sekil 2).



Olgii egrisine ait degerler ve regresyon analizinin sonuglann Cetvel 4'de

gérilmektedir.

J

‘Absorbans
o

Qb |

Q4

1

-

~&! T '}
’ & b 8 1
Konsantrasyon: (ug/mi),

Sekil 2 Olgt Egrisi
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Cetvel 5. Olgi Egrisine Ait Degerler ve Regresyon Analizi

AlAa 1a la la [a |x | s S0
(g 1 2 3 4 s | A A

[3%)

0.154 |0.157{0.153} 0.150]0.151 { 0.153 2.74.10-3 1.79

4 0.304 10.307{ 0.304{ 0.308]0.300 | 0.305 3.13.10°| 1.03

6 | 0.4840.480]0.486| 0.485 | 0.480 | 0.483 | 2.83.10°| 0.58

-3
8 0.623 |0.625{ 0.626{ 0.628 | 0.622 | 0.625 |2.39.10 | 0.38

-3
10 10.796 |0.790] 0.798] 0.791(0.796 | 0.794 | 3.49.10 | 044

A =0.08C - 0.0091
r = 0.9995

4.2. Islenmis Et Urinlerinin Analizi

Kogullar1 gelistiren ydntem piyasada satilmakta olan degigik
markalardan beg adet salam, beg adet sosis, ii¢ adet sucuk, {i¢ adet jambon ve
bir adet hamburger kdoftesi 6rneginde nitrat ve nitrit tayini i¢in uygulandi.
Nitrat iyonu miktarlart kg ette mg sodyum nitrat cinsinden, nitrit iyonu
miktarlar ise kg ette mg sodyum nitrit cinsinden hesaplandi. Elde edilen

sonuglar Cetvel 6'da toplu halde goriilmektedir.
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Cetvel 6. Iglenmis Et Uriinlerinde Bulunan NaNO, ve NaNO,

Miktarlart ( mg/kg )

Ornek {Salam |Salam {Salam |Salam {Salam |Sosis |Sosis |{Sosis [Sosis |Sosis
1 2 3 5 1 2 3 4 5
NaNO,{154.1 |192.6 {188.4 {137.0 {171.3 {180.0{227.0{308.3|154.1|282.5
NaNO,| 55.0| 59.0|145.6 |110.9| 55.5| 52.0{27.5|55.5| 97.1| 13.9
Ornek | Sucuk | Sucuk | Sucuk |Jambon|Jambon |Jambon | Hamburger
1 2 3 1 2 3 Koftesi
NaNO, | 334.0 | 256.7 | 462.4 |325.4 |325.4 |248.3 214.1
NaNO,| 27.5 72.8 3.5 69.4 90.2 27.5 6.9
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S.TARTISM A

Calismanuzda ilk olarak nitrat iyonunun bakir(I)neokuproin ile hafif
asitli ortamda nluﬁurdu@u Cu(neokuproin),.NO, iyon giftinin MIBK'daki
absorbansimin @élgiilmesine  dayanan  spektrofotometrik  ydntemin  (66,67)
optimum Kkosullart tarafimizdan incelendi. Bu incelemeler sonunda en uygun
¢Ozelti konsantrasyonlart 0.01M bakir siilfat, 0.25M hidroksilamony{xm siilfat
ve 2.25x107M ncokuproin olarak; cn uygun pHl degeri isec 6.2 olarak
belirlendi. Bu Kosullarda son ¢dzeltideki (MIBK) 2-10 pg/ml nitrat iyonu
konsantrasyon araliginda g¢aligtlarak ve 452 nm'de absorbans degerleri

okunarak 6lgit cgrisi clde cdildi(n=35).

Yontem nitrat ivonuyla genelde birarada bulunan nitrit iyonuna da
uygulanabilmckle birlikte burada hassasiyct nitrata giére yaklagik onda bir
olmaktadir(85). Bu nedenle nitrit iyonunun nitrata yikscltgenerck ortamdaki
toplam nitratin tayini hem iki iyonun birarada tayinine olanak saglamakta,
hemde nitrit iyonunun tayin sinirim ylikseltmektedir. Ayrt bir 6rnekte nitrit
iyonu siilfamik asitle giderilerek nitrat iyonu tayin edilmekte ve iki sonug
arasindaki farktan nitritc gegilmektedir. Calismamizda stlfamik asit ile
yikseltgen olarak segilen serik stlfatin optimum konsantrasyonlart da

incelendi. Bunlar sirasiyla 260.5 ve % 2 olarak saptandi.

Caliymanuzin  ikinci asamasinda optimum kogullart saptanan  spek.
trofotometrik yoOntem iglenmis et Griinlerine uygulandi. Bunun igin piyasada
meveul tanmnug markalarin salam, sosis, sucuk ve jambon gibi firiinlerinden
segilerek bunlardaki nitrat ve nitrit miktarlar1 sapandi. Nitrat miktarlar1 mg
NaNO,/kg ct, nitrit miktarlart isc mg NaNO,/kg et cinsinden belirlendi.
Onyedi @irtintin analizi sonunda bulunan sonuglarin -iig tanesi harig- yasal
sinirlar (salam, sosis, jambon igin 300 mg NaNO,/kg ct, 150 mg NaNO,/kg
et; sucuk igin SO0 mg NaNO,/kg ct) igerisinde oldugu saptandi.
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Yontemin su ve sebze Orneklerine uygulanabilirlifi denendi. Bu
denemeler sonunda yOontemin hassasiyetinin igme suyu ve sebzelerde nitrat
tayini igin yetersiz, nitrat iyonunun oldukg¢a fazla miktarda katildig: islenmis

et Girtinlerindeki tayinler igin ise uygun bir yontem oldugu belirlendi.

Sonug olarak; iglem gdrmiis et Girinlerinde nitrat ve nitrit iyonlarinin
tayini igin atomik absorbsiyon spektrofotometrisinde uygulanmis olan
bakir(Dneokuproin iyon ¢ifti ydnteminin molekitiler spektrofotometrik olarak

da uygulanabilecegi saptandi.
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