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ÖRNEK SIKIġTIRMA VE KAPĠLER ELEKTROFOREZ YÖNTEMĠYLE 

NĠTRĠT VE NĠTRAT ĠYONLARININ BĠR ARADA TAYĠNĠ: GIDA 

ÖRNEKLERĠNE UYGULANMASI 

ÖZET 

Gıdalarda doğal olarak bulunan bazı maddeler, insan vücudunda gastrointestinal 

sistemde veya gıda ürünlerinin hazırlanma aĢamasında yeni kimyasallara 

dönüĢebilmektedir. OluĢan bu yeni bileĢiklerin bir kısmı toksik, karsinojenik, 

mutajenik ve teratojenik özellikler göstermektedir. Ġnsan sağlığı üzerine olumsuz 

etkileri olan gıda bileĢenlerinin analizleri her geçen gün daha fazla önem 

kazanmaktadır. Etkin, hızlı ve ucuz analiz yöntemlerinin geliĢtirilmesi önemli bir 

araĢtırma konusu haline gelmiĢtir. Bu çalıĢmada, kimyasal reaksiyon sonucu toksik 

gıda bileĢenlerini oluĢturan, gıda içerisinde ilave katkı maddesi veya doğal olarak 

bulunan nitrit ve nitrat anyonlarının birarada analizi için yeni bir kapiler elektroforez 

yöntemi geliĢtirilmesi hedeflenmiĢtir. 

Nitrat ve nitritler azot döngüsünün nitrifikasyon aĢamasında bakteriler aracılığıyla 

doğal olarak oluĢan inorganik anyonlardır. Sebzeler ve içme sularında doğal olarak 

bulunurken, iĢlenmiĢ et ürünlerine ilave katkı maddesi olarak katılırlar. Nitratların, 

insan sağlığına olumsuz etkileri, gıdalardaki sekonder aminlerle birleĢerek 

kanserojen nitrözaminleri meydana getiren nitritlere dönüĢmesiyle gerçekleĢir. 

Ayrıca nitritlerin, bebeklerde ölümcül mavi bebek sendromuna neden olduğu da 

bilinmektedir. 

Balığın yapısında doğal olarak bulunan nitrat ve nitrit miktarı çok az olmasına 

rağmen, balık ürünlerinin iĢlenmesinde kullanılan tuzda nitrat ve nitrit tuzları 

bulunmaktadır. Ayrıca, balıktaki aminoasitlerin dekarboksilasyonu sonucu biyojenik 

aminler oluĢmaktadır. Bu Ģekilde meydana gelen biyojenik aminler ortamda bulunan 

nitrit iyonları ile reaksiyon vererek karsinojenik nitrözaminleri oluĢturur. Özellikle 

konserve ton balığı gibi çocukların çok tükettiği, yetiĢkin diyetlerinde de sıkça 

tüketilen ürünlerde nitrat ve nitrit iyonlarının tayini önemli bir gıda kontrol 

konusudur. 

Kapiler elektroforezin sunduğu analiz teknikleri küçük anorganik iyonlardan, DNA 

gibi büyük moleküllere kadar geniĢ bir aralıktaki bileĢiklerin, uygulanan yüksek 

voltaj ile ayrılmasını ve dedekte edilmesini mümkün kılar. Etkin ayırma gücü 

nedeniyle özellikle gıda gibi karmaĢık matrikse sahip numuneler için oldukça uygun 

bir yöntemdir. Bu amaçla örnek ön hazırlama basamaklarını en aza indirgeyen, 

uygulaması basit, hızlı ve düĢük gözlenebilme sınırlarına sahip yeni kapiler 

elektroforez teknikleri geliĢtirilmektedir. 

Bu tez çalıĢmasında, nitrat ve nitrit anyonlarının kalitatif ve kantitatif tayini için 

kapiler elektroforez-örnek sıkıĢtırma yöntemi geliĢtirilmiĢtir. Asidik bir ayırma 

ortamı seçilerek, EOF'un hızı düĢürülmüĢ ve elektroforetik mobiliteleri çok yüksek 

olan bu anyonların kısa sürede dedeksiyonu sağlanmıĢtır. Analiz yönteminin esası, 

kapiler içinde bir elektrik alan farkı yaratarak ve normal CE injeksiyon hacmine göre 
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daha yüksek bir hacimde injeksiyon yaparak, kapiler üzerinde örneğin 

deriĢiklendirilmesine dayanmaktadır. Bu yolla, düĢük hacimdeki injeksiyona oranla 

yöntemin hassasiyeti her iki anyon için de yaklaĢık 30 kat arttırılmıĢtır. Yöntem 

konserve ton, konserve uskumru ve sardalya balık örneklerinde nitrit ve nitrat 

anyonlarının tayininde baĢarı ile uygulanmıĢtır. 
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SIMULTANEOUS DETERMINATION OF NITRITE AND NITRATE 

ANIONS USING CAPILLARY ELECTROPHORESIS-SAMPLE STACKING 

TECHNIQUE: APPLICATION TO FOOD SAMPLES 

SUMMARY 

Some components which naturally exist in food may form new chemicals in 

gastrointestinal system in human body or during food production processes. Some of 

these new chemical compounds which are formed may be toxic, carcinogenic, 

mutagenic and teratogenetic. Analyses of food components which affect human 

health badly have an increasing importance in recent years. 

Nitrite and nitrate are inorganic anions which are formed naturally by bacteria in 

nitrification step in nitrogen cycle. They exist in vegetables and drinking water 

naturally. On the other hand, they are added as additives into the cured meat 

products. Both anions are harmful to human health. Nitrate is reduced to nitrite by 

both microorganism and nitrate reducing bacteria. Nitrite combines with secondary 

amines in food products. They form nitrosamines which are carcinogenic together. 

Besides, it is known that nitrite results in blue baby syndrome. It is especially 

dangerous and even fatal for babies younger than 6 months.  

Even though nitrate and nitrite are not added directly to canned fish products, nitrate 

exists in fresh fish. Nitrite forms through impure sea or rock salts or by bacterial 

reduction of nitrate. On the other hand, biogenic amines are formed by the 

decarboxylation of aminoacids in fish. Biogenic amines have an importance for 

biological functions of human and animals. But high doses of biogenic amines cause 

adverse health effects. Biogenic amines like putresine and cadaverine may react with 

nitrite anion and they form carcinogenic nitrosamines. Canned tuna, mackerel and 

sardine are food products that are frequently consumed by children and adults. 

Analysis of nitrate nitrite content of these products is an important food control 

matter.   

In this thesis work, we aim to develop a new capillary electrophoretic method for the 

simultaneous determination of nitrite and nitrate anions in canned fish products; tuna, 

mackerel and sardine. 

It is possible to separate and detect of a wide spectrum of components from smallest 

inorganic ions to biggest molecules like DNA under high electrical field with 

capillary electrophoretic techniques. Capillary electrophoresis (CE) has a high 

separation power. Thus, it is especially suitable for complex matrices. There are 

several modes of capillary electrophoresis. Each of them offers solutions for 

analytical problems. Capillary zone electrophoresis (CZE) is one of the most useful 

modes of CE. In CZE, the separation is based on differences in electrophoretic 

mobilities of the separated ions. In capillary electrophoresis, all ions are injected 

from the anodic side. They are carried toward to cathodic side (the detector side) 

regardless of their charge by strong electroosmotic flow (EOF). But small anions like 

nitrite and nitrate have high electrophoretic mobility that cannot be easily swept. For  
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a fast separation, some modifications should be done. The first way is working with 

low pH buffers and making injection from the cathodic side changing the polarity. 

Thereby, small anions can migrate across reduced EOF. The other way is to reverse 

the direction of EOF by using an electroosmotic modifier in buffer or by coating the 

capillary with a positively charged polymer. With this way, small anions co-migrate 

with EOF.  

In this thesis work, formic acid/formate buffer was selected as the low pH medium. 

EOF was reduced with this way. The conditions were optimized by changing the 

formic acid concentration. The resolution of nitrite and nitrate anions was checked at 

pHs between 3.5 and 4.2. Nitrate ion was not affected from pH changes. The best 

separation and determination conditions were selected as 30 mM formic acid/formate 

buffer at pH 4.0. But in earlier steps with fish samples, only nitrate anion was 

detected. Consequently, a sample stacking method was improved to increase the 

detection sensitivity of both anions for the fish samples.  

Norrow injection zone applied in CE enables to obtain sharp peaks. If detection 

sensitivities of analytes are very low, it may be necessary to increase the breadth of 

injection zone. However, this approach causes broadened peaks. Therefore, instead 

of an increase in injection zone, some stacking techniques i.e. online concentration 

techniques are preferred in order to increase the sensitivities of analytes.In a stacking 

operation, the conductivity of separation buffer should be higher than the sample 

zone. This means that the electrical field in the sample zone is higher than that of 

separation buffer. The conductivity of the separation buffer was increased by the 

addition of sodium sulfate in this work. Optimum sodium sulfate concentration was 

fixed at 30 mM in 30 mM formic acid/formate buffer at pH 4.0. When the high 

voltage is applied, nitrite and nitrate ions in the low conductivity sample zone 

experience higher field strength than those in the high-conductivity separation buffer. 

Thus the both ions move quickly through the sample matrix and slow down when 

they reach the boundary of separation electrolyte. Consequently, sample ions stack as 

a narrow zone at the boundary of the sample and buffer solutions. When this 

concentrated zone reaches the detector, sharp peaks are observed and the detection 

sensitivities of ions improve. The second parameter is to control the injection 

condition in sample stacking technique. Injection times were changed between 60-

280 s. When the injection time exceeded 160 s, peak broadening was seen for both 

anions. Finally, the optimum injection condition was selected as 160 s at 50 mbar. 

It was added acetonitrile to fish samples to remove protein. Acetonitrile has low 

conductivity. So, the presence of acetonitrile in the sample zone improved the 

stacking effect. The effect of acetonitrile concentration was studied, but it was not 

observed any improvement for peak shape and signal by increasing ACN content. 

Excellent separation efficiency was observed when the sample solution contained 7.5 

% (v/v) ACN. The same amount of ACN was added to nitrate and nitrite solutions 

when constructing the calibration curves of both anions.  

When detection limits of both ions are compared between normal capillary 

electrophoresis mode and sample stacking mode, it was seen that the stacking mode 

improved the detection sensitivity as thirtyfold for both anions. 

The calibration curves show linear dynamic ranges from 4 μmol L
-1 

to 24 μmol L
-1

 

and 4 μmol L
-1 

to 18 μmol L
-1

with correlation coefficients of 0998 and 0.999 for 

nitrate and nitrite ions, respectively. The limit of detections, LOD (S/N=3), were 

found to be 0.550 and 0,824 μmol L
-1

 and the limit of quantifications, LOQ (S/N=10) 
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were 1.82 and 2.75 μmol L
-1 

for nitrate and nitrite, respectively. The method ensures 

very short analysis time, good accuracy and reproducibility. The precision of the 

method was performed in terms of inter-day and intra-day repeatability as RSD%. 

Interday repeatability was calculated by injecting both anions on three different days. 

Intra-day analyses were determined by injecting the anions seven times in the same 

day. The relative standard deviation was smaller than 3 for intra-day analysis and 

inter-day analysis for both anions. 

Nitrate and nitrite anions were determined in nine canned fish samples using the 

optimized CE-sample stacking method. Fish samples were homogenized in a 

laboratory blender and 0.5 g of the blended portions was extracted twice with 5 mL 

of deionized water. The suspensions were stirred for 10 min at 75
0
C and then 

ultrasonicated for 15 min. The supernatants were combined after being filtered 

through a Whatman 41 filter paper and defatted with hexane. Acetonitrile was added 

to extract and the final extract was diluted to 10 mL with deionized water. The 

resulting solution containing 7.5% (v/v) ACN was filtered from 0.45 µm micro filters 

and directly injected. 

Separations were carried out in uncoated fused silica capillaries with 50 µm i.d. 

(Polymicro Technology, Phoenix, AZ, USA). The total length of capillary was 65 cm 

and the length to detector was 50 cm. The separation voltage was -25 kV, and 

measurements were performed at 25 
0
C. The UV detection was carried out at 210 

nm. 

Recoveries of the anions were calculated by using the standard addition method. 

Different fish samples chosen were fortified with the analyte ions, each at three 

different concentrations corresponding to 50%, 100% and 200% of the real sample 

concentrations. Good results of recovery were obtained, with values ranging between 

90% and 99%. 

Except for mackerel and one tuna sample, all fish samples contain nitrite. Peaks are 

seen clearly and there are no unknown peaks in this region for all fish samples. As a 

result of the deproteinization before injection, proteins likely to adsorb onto the 

capillary wall were removed, so that efficient results of samples were obtained. 

Although there are few studies in the literature on the nitrate and nitrite contents of 

fresh fish products, we could not find any report on canned fish products. A capillary 

electrophoresis-sample stacking method was developed for the simultaneous analysis 

of nitrate and nitrite ions in this work. The method has very short analysis time, good 

accuracy and reproducibility. By the on-line sample stacking technique, the 

sensitivity of the method was improved for both nitrate and nitrite ions in canned fish 

samples. 
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1. GĠRĠġ 

Kapiler elektroforez, yüksek elektrik alan altında analitlerin yük/büyüklük oranlarına 

göre göç etmesi prensibine dayanan bir ayırma ve analiz tekniğidir. Hızı ve yüksek 

ayırma gücü ile pek çok uygulama alanında süratle yaygınlaĢan bir yöntemdir. Gıda 

analizlerinde, gıda kalite kontrol ve güvenirliliğinde, gıda kimyasal bileĢenlerinin 

tayininde diğer kromatografik yöntemlere göre daha avantajlıdır. Ayrım, 

kromatografik kolonlara göre çok daha ucuz olan silika kapiler kolonlarda 

gerçekleĢtirilir. Uzun örnek ön hazırlama basamaklarını ortadan kaldırarak doğrudan 

injeksiyon yapabilme avantajı ise analiz zamanını ve kimyasal tüketimini önemli 

ölçüde ortadan kaldırır [1]. 

Nitrat ve nitritler azot döngüsünün nitrifikasyon aĢamasında azot tutucu bakteriler 

aracılığıyla doğal olarak oluĢan, suda yüksek çözünme özelliğine sahip inorganik 

iyonlardır [2]. Nitratlar, sebzeler ve içme suları aracılığıyla vücuda alınır. Ayrıca 

nitrat ve nitritler iĢlenmiĢ et ürünlerinde koruyucu ve renk arttırıcı olarak 

kullanılırlar. Nitratlar sağlık üzerine olumsuz etkilerini, mikroorganizmalar 

aracılığıyla nitritlere indirerek gösterirler [3]. Nitritler, kandaki hemoglobini 

methemoglobine dönüĢtürerek, kanın oksijen taĢıma kapasitesini azaltır veya yok 

ederler. Bu da bebeklerde mavi bebek sendromu olarak da bilinen 

methemoglobinemiye neden olur [4-6]. Ayrıca nitritler, hayvansal gıdalardaki 

sekonder aminler ile birleĢerek karsinojenik nitrözaminleri meydana getirirler. 

Literatürde nitrözaminler ile özellikle mide ve bağırsak kanserleri arasındaki iliĢiyi 

inceleyen çok sayıda makale bulunmaktadır [7-10]. Nitrat ve nitritlerin olumsuz 

sağlık etkilerini ortaya çıkmasını önlemek amacıyla uluslararası sağlık kuruluĢlarınca 

bir takım sınır değerler belirlenmiĢtir [11-13]. 

ÇeĢitli gıdalardaki nitrit ve nitrat anyonlarının analizi için birçok yöntem 

geliĢtirilmiĢtir. Bu çalıĢmalar bazı derleme makalelerde toplanmıĢtır [14, 15]. 

Yapılan analizlerin büyük bir çoğunluğu, HPLC, GC, IC gibi kromatografik 

yöntemlere dayanmaktadır. Ancak gıda kontrol laboratuvarlarında nitrit ve nitrat 

analizi,  AOAC Uluslarası Resmi Analiz Metodları tarafından kabul edilen nitratın 
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kadmiyumla nitrite indirgenmesine dayanan spektrofotometrik bir yöntemle 

gerçekleĢtirilmektedir [16]. Bu yöntem rutin analizler için zaman alıcı örnek 

hazırlama iĢlemleri gerektirmesinin yanısıra nitrat ve nitritin birarada tayinine izin 

vermez. Özellikle iĢlenmiĢ et ürünlerinde ilave katkı maddesi olarak kullanılan nitrat 

ve nitrit dozunun kontrolü insan sağlığı açısından çok önemlidir. 

CE'de silika kolonda çok yüksek elektrik alan altında oluĢturulan elektroosmotik akıĢ 

sayesinde yüklerine bakılmaksızın bütün türler, katoda ve bu yöne yerleĢtirilmiĢ 

dedektöre doğru hareket ederler. Elektroforetik mobilite farklılıklarına göre ayrılarak 

dedekte edilirler. Ancak nitrit ve nitrat gibi küçük anyonların elektroforetik 

mobilitesi çok yüksek olduğu için elektroosmotik akıĢ ile birlikte negatif elektroda 

doğru sürüklenmekte zorlanırlar. Bu iyonları ayırmak ve dedekte etmek için bazı 

modifikasyonlar yapılmalıdır. Bunlardan biri silika kapiler kolonu pozitif yükle 

kaplayarak elektroosmotik akıĢın yönünü negatif elektrottan pozitife çevirmektir. 

Ġnjeksiyon negatif kutuptan yapılarak elektroosmotik akıĢ ile anyonların 

elektroforetik aynı yöne çevrilir ve dedeksiyon pozitif kutup tarafından yapılır. Diğer 

bir yöntem ise ayırma elektrolitinin pH'ını düĢürerek elektroosmotik akıĢ hızını çok 

düĢürmek ve anyonların kendi elektroforetik mobiliteleri ile elektroosmotik akıĢa 

karĢı pozitif kutup yönündeki detektöre ilerlemelerini sağlamaktır. Bu yöntemde de 

injeksiyon negatif kutuptan yapılır. Her iki yöntemin de nitrit ve nitrat dahil olmak 

üzere birçok anyonun analizinde baĢarılı ile uygulandığı örnekler literatürde 

mevcuttur [17-20]. 

Balığın yapısında önemli miktarda nitrat ve nitrit bulunmamasına rağmen iĢlenmiĢ 

balık ürünlerinde kullanılan ham tuzun yapısında nitrat ve nitrit tuzları bulunduğu 

bilinmektedir. Ayrıca, balığın yapısındaki ilgili aminoasitlerin dekarboksilasyonu ile 

biyojenik aminler oluĢmaktadır [21]. Biyojenik aminler proteince zengin balık 

ürünlerinde yüksek miktarda bulunduklarında bozulma göstergesi olarak kabul 

edilmektedir [22]. Eğer balık ürünü, biyojenik amin içeriyorsa, tuzda bulunan nitrit 

ve biyojenik aminler arasındaki reaksiyonla kanserojen nitrözaminler oluĢur [21]. Bu 

nedenle, balık ürünlerinde biyojenik amin ile nitrat ve nitrit tayinleri önemli bir gıda 

kontrol konusudur. Literatürde iĢlenmiĢ balık ürünlerindeki biyojenik amin miktarları 

ile ilgili çok sayıda analitik çalıĢma bulunmasına rağmen nitrat ve nitrit içerikleri 

konusunda çalıĢma yok denecek kadar azdır [23-25].  
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CE'de normal injeksiyonla nitrat ve nitrit için elde edilen dedeksiyon limitleri, nitrat 

ve nitritin ilave katkı maddesi olarak içeren iĢlenmiĢ et ürünlerinde ve bu iki anyonu 

yüksek oranda içeren sebzelerde tayini için yeterli olmasına rağmen [19], ilave katkı 

maddesi olarak bulunmadığı balık ürünlerinde yetersiz kalmaktadır. Kapiler 

elektroforezde örnek sıkıĢtırma metodundan yararlanarak normal kapiler 

elektroforezde kullanılan injeksiyon hacmi arttırılabilir. Buna karĢılık ayırma 

elektroliti ve örnek bölgesinin kondüktivitesinde bazı değiĢiklikler yapılarak analitin 

örnek zonu ile tampon bölgesi arasında sıkıĢarak konsantre olması sağlanır. Böylece 

dik pikler elde edilir ve dedeksiyon limitleri önemli ölçüde düĢürülür [26]. 

Bu tez çalıĢmasında, nitrat ve nitrit anyonlarının ayrımı ve miktar tayini için yeni bir 

kapiler elektroforez-örnek sıkıĢtırma yöntemi geliĢtirilmiĢtir. GeliĢtirilen örnek 

sıkıĢtırma yöntemi ile nitrat ve nitrit için CE dedeksiyon limitleri önemli ölçüde 

düĢürülmüĢtür. DüĢük pH‟a sahip bir ayırma ortamında çalıĢarak elektroosmotik akıĢ 

hızı düĢürülmüĢ ve bu anyonların elektroosmotik akıĢa karĢı ilerlemeleri 

sağlanmıĢtır. Ancak elektroosmotik akıĢ hızı injeksiyon yönüne doğru az da olsa 

mevcut olduğu için örnek matriksi kapiler dıĢına itilerek kapiler içinde tekrar 

homojen bir elektrik alan sağlanarak dedektöre ulaĢan konsantre bölge, dik pikler 

halinde görülebilmektedir. Analiz yönteminin validasyonu yapılmıĢ, yöntem ton, 

uskumru ve sardalya balık örneklerinde nitrat ve nitrit tayinlerine baĢarı ile 

uygulanmıĢtır. 
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2.KAPĠLER ELEKTROFOREZ 

2.1 Tarihsel GeliĢimi 

Elektroforez, tampon çözelti içerisindeki yüklü türlerin, elektriksel alan varlığında 

diferansiyel göç hızlarının farklılığı esasına dayanan bir ayırma tekniğidir. Bu 

yöntemilk olarak 1937 yılında Ġsveçli bilim adamı Tiselius tarafından serum 

proteinleri çalıĢmasında kullanılmıĢ ve 1948 yılında Nobel Ödülü'ne layık 

görülmüĢtür [27]. 

Elektroforez tekniği ile yapılan yapılan çalıĢmalarda karĢılaĢılan en büyük 

sorunlardan biri difüzyon ve Joule ısınmasının sonucu olarak serbest çözeltide 

meydana gelen bant geniĢlemesi olmuĢtur. Bu nedenle uzun yıllar elektroforez kağıt 

veya jel gibi antikonvektif ortamlarda uygulanmıĢtır. Teknolojinin geliĢimi ile 

gittikçe daha dar kolonların üretimi ile elektroforezin tekrar açık çözeltide 

yapılabilmesi arayıĢları baĢlamıĢtır [28]. 

1967 yılında Hjerten 1-3 mm iç çaplı kolonlarda proteinler, virüsler, organik ve 

inorganik iyonlar gibi pek çok analitin ayrılmasını ve UV dedektör ile tayinini 

gerçekleĢtirmiĢtir [29]. 1974'te Virtanen ve Mikkers tüp çapını 200  µm'ye indirerek 

ısı kaybından kaynaklanan problemleri ortadan kaldırmıĢtır [30-32]. 1981 yılında 

Jorgenson ve Lukacs kapiler çapını 75 µm'ye indirerek 30 kV gibi çok yüksek 

ayırma voltajı ile çalıĢılmasını mümkün kılmıĢtır [33]. 1989 yılında Beckman 

Coulter tarafından ilk ticari kapiler elektroforez sisteminin üretilmesiyle kapiler 

elektroforez, genetik, biyokimya, adli tıp ve mikrobiyoloji gibi pek çok alanda geniĢ 

bir kullanım alanı bulmuĢtur [28].  

2.2Kapiler Elektroforezin Temel Prensipleri 

Kapiler elektroforezde ayrım, uygulanan yüksek elektrik alan altında taneciklerin 

farklı hızlarda göç etmesi esasına dayanır. Bu elektroforetik ayrım, iki ucu açık, 

yaklaĢık 30- 100 cm uzunluk ve 25-100 µm iç çapa sahip silindirik kapiler 

kolonlarda gerçekleĢtirilir. Kapiler kolon elektrotları ve ayırma elektroliti de denen 

tampon çözeltiyi içeren iki hazne arasına yerleĢtirilmiĢtir. Çok az miktarda (1-50 nL) 
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örnek farklı tekniklerle kapilerin bir ucuna yüklenir. Ayrım 5-30 kV gibi yüksek 

voltaj uygulanarak, 200-500 V/cm elektrik alan altında sağlanır. Farklı ayırma 

mekanizmaları ve seçicilik sağlayan ayırma tipleri ile kapiler elektroforez önemli bir 

ayırma ve analiz tekniği olarak geliĢmektedir [28].  

2.3 Kapiler Elektroforez Terimleri 

2.3.1 Elektroforetik mobilite 

Ġyonlar, bir elektrik alan içerisinde sabit hızla hareket ederler. Potansiyelin artması, 

dolayısıyla elektrik alan etkisinin kuvvetlenmesiyle iyonların hızı artar ve daha hızlı 

bir Ģekilde analiz yapılır. Ġyonların elektroforetik mobiliteleri, elektroforetik hız ve 

elektrik alanla doğrudan iliĢkilidir [27]. 

Elektroforetik ayrım, sadece iyonların mobilitelerinin aralarındaki farkla 

mümkündür. 

 v =   µeE  (2.1) 

 v =  µeVL
-1

  (2.2) 

Burada, 

v = iyonun hızı, 

µe = elektroforetik mobilite 

E = elektrik alan 

V = uygulanan voltaj 

L = kapiler uzunluğu 

Elektrik kuvveti, 

 FE = qE  (2.3) 

Bir iyonun sürtünme kuvveti, 

 FF = - 6πηrv  (2.4) 

eĢitliği ile verilir. 

q = iyonun yükü  

η = çözeltinin viskozitesi 

r = iyonun yarıçapı 

v = iyonun hızı 

Elektroforez esnasında iki kuvvet de dengede olur. 
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 FF = - 6πηrv  (2.5) 

qE = 6πηrv                                                      (2.6) 

µe = q/6πηr                                                      (2.7) 

EĢitliğe göre, mobilite taneciğin boyutu ile ters orantılı iken, taneciğin yükü ile doğru 

orantılıdır [27]. 

2.3.2. Elektroosmotik akıĢ 

EritilmiĢ silika kapilerin iç yüzeyi silanol grupları (SiOH) ile kaplıdır ve pH 3.0' ün 

üzerinde SiO
–
 ya iyonize olurlar. Elektroosmotik akıĢın nedeni, kapilerin iç 

çeperinde ayırma elektroliti ile SiO
–
 grupları arasında oluĢan elektriksel çift 

tabakadır (ġekil 2.1). 

 

ġekil 2.1:Kapiler duvarı çift tabakası [34]. 

Ayırma elektrolitindeki pozitif yüklü iyonlar, kapiler çeperine yaklaĢırlar. Çepere 

çok yakın olan pozitif yüklü iyonlar hareketsizdir. Ancak çeperden uzaklaĢtıkça, 

çeperle pozitif yüklüiyonlar arasındaki elektrostatik çekim zayıflar, kapilere 

uygulanan elektriksel alanın iyonlar üzerindeki kuvveti baskın gelir ve bu pozitif 

yüklü iyonlar topluca negatif yüklüelektroda (katot) doğru göç ederler. Bu toplu göç, 

kapiler içindeki tamponun katoda doğru akmasına neden olur. Bu akıĢa EOF denir.  

Elektroosmotik akıĢ hızı (υEOF), formül 2.8'de açıklanmaktadır. 

υEOF = E .μEOF                                                      (2.8) 

υEOF: Elektroosmotik akıĢ hızı;  

µEOF : Elektroosmotik mobilite;  

E : Elektriksel alan kuvveti 
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Kapiler çeperine yakın olan hareketsiz tabaka ile merkeze yakın olan 

hareketlitabakanın meydana getirdiği çift tabaka arasında oluĢan potansiyele zeta 

potansiyeli () adı verilir ve formül 2.9 ile gösterilir. 

= 4 e /                                                       (2.9) 

: Difüzyon tabakası kalınlığı, 

e: Yüzey alana düĢen yük,  

: Tamponun dielektrik sabiti 

Elektroosmotik akıĢ hızı (υEOF) formül 2.10 ile gösterilebilir. 

     υEOF= E / 4                                                       (2.10) 

: Tamponun viskozitesi 

Elektriksel alan altında tampon içindeki elektriksel yüklü maddeler elektroforetik 

hızla hareket ederler. Elektroforetik hız (υEOF) formül 2.11'e göre hesaplanır. 

υEOF= E EP                                                     (2.11) 

υEP: Elektroforetik hız, 

EP: Elektroforetik hareketlilik 

Maddeler kapiler boyunca farklı hızlarda hareket ettiklerinden ayırım gerçekleĢir. 

Elektroforetik hareketlilik formül 2.12'ye  göre verilir. 

EP = q / 6 r                                                      (2.12) 

Elektroosmotik akıĢı ilerleten kuvvet kapiler içerisinde düzenli dağılmıĢtır. Herhangi 

bir basınç değiĢimi olmadığı için düz kesitli bir yığın akıĢına neden olur (ġekil 2.2a). 

Düz akıĢ, analitlerin kapiler içinde dağılımına neden olmadığı için dik ve simetrik 

pikler elde edilir. Ġtici gücün dıĢ basınç olduğu sıvı kromatografisinde ise parabolik 

kesitli bir akıĢ gözlenir ve pik geniĢlemesine neden olur (ġekil 2.2b). CE‟de akıĢ 

profilinin düz olmasından ötürü ayırım etkinliği yüksektir [35-37].  
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ġekil 2.2: (a) Elektroosmotik düz akıĢ, (b) Basınç ile sağlanan parabolik akıĢ [34]. 

2.3.2.1 Elektroosmotik akıĢa etki eden faktörler 

Elektroosmotik akıĢ hızına etki eden faktörler Çizelge 2.1‟de verilmiĢtir [37]. 

Çizelge 2.1: Elektroosmotik akıĢ hızına etki eden faktörler. 

Ayırma ortamındaki değiĢiklik EOF'e etkisi 

Tamponun pH değerinin artıĢı EOF ↑ 

Elektrik alan artıĢı EOF ↑ 

Tampon konsantrasyonu artıĢı EOF ↓ 

Sıcaklık artıĢı EOF ↑ (η değiĢimi nedeniyle) 

Organik çözücü ilavesi EOF ↓ (su fazında çalıĢıldığında) 

Pozitif yüklü yüzey aktif madde ilavesi EOF'un yönü terse çevrilir 

Negatif yüklü yüzey aktif madde ilavesi EOF ↑ 

2.3.3 Görünen mobilite ve göç süresi 

Bir analitin detektöre ulaĢana kadar geçirdiği süreye göç süresi (t) denir. Analitin 

görünen mobilitesi ise, göç süresi ve diğer deneysel veriler de kullanılarak 

hesaplanabilir [17]. 

µg = l/(tE) = lL/(tV)                                                      (2.13) 

µg = µe +µEOF                                                      (2.14) 

V: Uygulanan voltaj 

l: Kapilerin etkin uzunluğu 

L: Kapilerin toplam uzunluğu 

t: Göç süresi 

E: Elektrik alan 
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Elektroosmotik akıĢ varlığında ölçülen mobiliteye görünen mobilite (µa) denir. 

Elektroforetik mobilite (µe) ise EOF hızı belirlenerek hesaplanır. EOF‟u ölçmek için 

formamid, aseton, mesitil oksit gibi kapiler duvarı ile etkileĢmeyen bir bileĢik seçilir. 

Kapilerin etkin uzunluğu, kapilerin enjeksiyon noktasından dedekte edilen kısma 

kadar olan uzaklıktır. 

2.3.4 Ayırma etkinliği 

Ayırma etkinliği (N), teorik tabaka sayısı ile ifade edilir. 

N = (l/σ)
2                                                                              

(2.15) 

l = kapiler uzunluğu 

σ = pikin standart sapması 

Teorik plaka geniĢliği (HETP); 

H = (l/N)                                                     (2.16) 

olarak ifade edilir. 

N değeri, ayrılan piklerin elektroferogramı kullanılarak, genellikle cihazların veri 

değerlendirme programları ile hesaplanır. Ayrıca teorik plaka sayısı değeri bir 

elektroferogramdan da yararlanılarak belirlenebilir [27]. Bunun için kullanılan eĢitlik 

formül 2.17‟de verilmiĢtir. 

N = 5,54 (t/ w1/2)                                              (2.17) 

T = göç süresi 

w1/2 = yarı yükseklikteki pikin geniĢliği 

2.3.5 Pik geniĢlemesi 

Enjekte edilen örneğe ait bantların geniĢleme olmadan dedektöre ulaĢması istenir. 

Pik geniĢlemesinin baĢlıca sebepleri Ģunlardır; 

a) Boylamsal difüzyon: Analiz süresiyle ve difüzyon katsayısıyla doğru orantılı olup, 

molekül ağırlığıyla ters orantılıdır [34]. AĢağıdaki formül ile ifade edilir: 

σ
2 

= 2Dt                                              (2.18) 

D = analitin difüzyon katsayısı 

t = pikin geliĢ süresi 
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b) Joule ısısı: Elektrik akımının geçiĢi ile üretilen ısıya joule ısısı denir. Sıcaklık 

artıĢı uygulanan voltaj ve tampon iletkenliğinin artıĢı ile artar. Sıcaklık değiĢimi akıĢ 

profilini etkileyen bir viskozite değiĢimi meydana getirir. Sonuçta çözelti, kapiler 

duvarında kapiler merkezinde olduğundan daha yavaĢ bir Ģekilde göç edecektir. 

Kapiler duvarında viskozite yüksek, kapiler merkezinde ise viskozite düĢük olur ve 

bu farktan dolayı pik geniĢlemesi ortaya çıkar [34,37].  

c) Enjeksiyon uzunluğu: Örnek difüzyona sebebiyet vermeyecek Ģekilde, ince bir zon 

halinde sisteme injekte edilmelidir [37]. 

d) Örneğin duvar adsorpsiyonu: Kuyruklu piklere ve göç süresinin tekrarlanırlığının 

azalmasına sebep olur. Kapiler yüzeyinin analit moleküllerini adsorbe etme eğilimi, 

özellikle proteinler gibi makro moleküller için CE‟de pik Ģekillerinde bozulmaya yol 

açabilir. Özellikle silika kapilerinin yüzeyinin negatif yüklü olmasından ötürü, pozitif 

yüklü proteinin kapiler duvarına adsorbe olması muhtemel bir hal alır [34, 35]. 

e) Elektrodispersiyon: Örnek iyonları, tampon çözeltinin iyonları ile aynı mobiliteye 

sahip olmadığından, göç eden çözelti onu çevreleyen tampon ile aynı elektriksel 

iletkenliğe sahip olmayabilir. Eğer örnek iletkenliği tamponunkinden büyükse, 

örneğin önde giden kısmı difüzyona uğrar ve pik önden kuyruklanır. Ġletkenlikler eĢit 

ise, pikte herhangi bir kuyruklanma Ģekli gözlenmez [37]. 

2.3.6 Rezolüsyon 

Rezolüsyon, iki pikin birbirinden ayrılmasının ölçüsü olarak bilinir. Bir ayırma 

yönteminde temel amaç, örnek bileĢenlerinden elde edilen piklerin tam olarak 

birbirinden ayrılmasıdır. Rezolüsyon (R) aĢağıdaki eĢitlik ile gösterilir [34]: 

                                               
        

     
                                                              (2.19) 

t = göç süresi 

w = süre olarak pikin taban geniĢliği 

2.4 Kapiler Elektroforez Cihazı 

Tipik bir kapiler elektroforez cihazı, yüksek voltaj güç kaynağı, giriĢ ve çıkıĢ tampon 

kapları, kapiler kolon, dedektör ve integratör veya bilgisayardan oluĢmaktadır. 

Birçok sistemde kapilerdeki ısınmayı soğutmak ve kapiler sıcaklığını kontrol etmek 

için termostat bulunmaktadır. Kapilerin iki ucu, giriĢ ve çıkıĢ tampon kaplarına 
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batırılır ve bu iki tampon kabında bulunan elektrotlar arasına dıĢ kaynaktan yüksek 

voltaj uygulanması ile örnek, dar bir bant veya bölge olarak kapilerin bir ucundan 

(anot) enjekte edildiğinde diğer ucuna (katot) doğru harekete baĢlar ve bu uçta 

dedeksiyon gerçekleĢir. Veriler, dedektör cevabının zamana karĢı grafiği olan 

elektroferogramlar Ģeklinde elde edilmektedir [38]. Kapiler elektroforez cihazının 

Ģematik gösterimi ġekil 2.4‟de verilmiĢtir. 

 

ġekil 2.3: Kapiler elektroforez cihazı [34]. 

 

2.4.1 Kapiler kolon 

EritilmiĢ silika en çok kullanılan kapiler materyalidir. Kapilerin dıĢ kısmı koruyucu 

tabaka olarak poliimid ile kaplanmıĢ olup, ıĢık yolunu kapatmaması için poliimid 

kaplamanın bir kısmı bu bölgeden yakılarak kaldırılır ve dedeksiyon penceresi 

oluĢturulur.  Kapiler elektroforezde kullanılacak kapiler kolonun türü ve boyutu, 

analiz edilecek numune, analit, uygulanacak yöntem ve uygun analiz süresine göre 

seçilir. Ġdeal bir kapiler kolonun elektrik iletkenliğinin olmaması, kimyasal olarak 

inert olması, detektörle uyumlu olması, sağlam ve esnek olması gerekmektedir. 

Kapiler elektroforezde genellikle iç çapı 25-75 µm, dıĢ çapı 350-400 µm, boyu ise 

50-75 cm arasında olan eritilmiĢ silika kapiler kolon kullanılır. Kapiler kolon ilk defa 

kullanılacaksa 1 M NaOH, su ve ardından çalıĢma tamponu geçirilerek Ģartlandırılır. 

ġartlandırma iĢlemi ile kapilerin iç çeperindeki silanol gruplarının iyonlaĢma oranı 

ve dolayısıyla EOF her analizde aynı olur [38].  
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2.4.2 Yüksek voltajlı güç kaynağı 

Yüksek voltajlı güç kaynağı ile elektroforez için gerekli olan voltaj, akım ve güç 

sağlanmaktadır. Çoğu CE sisteminde, voltaj en fazla 30 kV'dur. Akım 300 µA ve güç 

6 W'a kadar uygulanabilir.  Uygulanan voltaj ile elektrik alan meydana gelir. Formül 

2.2'de de görüldüğü üzere voltaj değiĢimi elektrik alanı da etkiler. Elektrik alan 

değiĢimi ise göç zamanı ve alan tekrarlanırlığının değiĢmesine sebep olur. Bazı 

durumlarda uygulanan elektrik alanın yönü değiĢtirilebilir [38].  

2.4.3 Örnek enjeksiyonu 

Kapiler elektroforezde tipik enjeksiyon hacmi 1-50 nL'dir. Örnek enjeksiyonu iki 

farklı Ģekilde yapılır.  

a) Hidrodinamik Enjeksiyon 

Hidrodinamik enjesiyon CE'de en çok kullanılan enjeksiyon türü olup üç farklı 

Ģekilde yapılmaktadır. Bunlardan biri kapilerin enjeksiyon kısmına basınç 

uygulanmasıdır. Genelde 50 mbar civarında basınç uygulandıktan sonra voltaj 

uygulanarak analize devam edilir. Ġkinci yolu kapilerin dedektör tarafına vakum 

uygulanmasıdır. Üçüncü hidrodinamik enjeksiyon yönteminde ise enjeksiyon kabının 

yükseltilmesi ile sifon etkisi yaratılarak enjeksiyon yapılır. Hidrodinamik 

enjeksiyonda, enjeksiyon hacmi Poiseuille denklemi kullanılarak hesaplanabilir [39].  

V = ΔP r
4
/8ηL                                             (2.20) 

ΔP = Kapiler boyunca basınç farkı (dyn.cm
-2

) 

t = enjeksiyon süresi (s) 

η = tamponun viskozitesi (dyn.s.cm
-2

) 

L = kapilerin boyu 

Sifon etkisiyle yapılan basınç farkı için; 

ΔP = ρgΔh                                               (2.21) 

ρ = örneğin yoğunluğu (kg.m
-3

) 

g = yerçekimi ivmesi katsayısı (9,82 N.kg
-1

) 

Δh = Örnek ve tampon kabı arasındaki yükseklik farkı (m) 
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Elektrokinetik enjeksiyonda örnek kabı ile çıkıĢ tampon kabı arasına çok kısa süreli 

ve çalıĢma voltajından daha düĢük bir voltaj uygulanarak numune yüklenir. Örnek 

elektroosmotik akıĢ ve iyonik göçün etkisi ile kapiler içine girer. Elektrokinetik 

enjeksiyonun tekrarlanırlığı hidrodinamik enjeksiyona göre daha azdır.  

2.4.4 Dedektör 

Kapiler elektroforezde kullanılan dedektörler ve dedeksiyon limitleri Çizelge 2.3'de 

verilmiĢtir. 

Çizelge 2.2: CE‟de kullanılan dedektörler ve dedeksiyon limitleri [37]. 

Dedektör  

Dedeksiyon Limiti 

(mol/L) 

UV absorpsiyon 10
-7

 - 10
-4

 

Floresans 10
-9

 - 10
-4

 

Lazer indüklenmiĢ floresans 10
-13

 - 10
-7

 

Amperometrik dedektör 10
-8

 - 10
-6

 

Ġletkenlik dedektörü 10
-7

 - 10
-5

 

Potansiyometrik dedektör 10
-8

 

Kütle spektrometre dedektörü 10
-8

 

2.4.4.1 UV dedektör 

CE'de en sık kullanılan dedektörlerden biri UV dedektör olup tek bir dalgaboyunda 

veya dizi diyot ile geniĢ bir aralıkta birçok dalgaboyunda absorbans ölçümü 

yapılabilir. Analit tarafından absorplanan ıĢının miktarı Lambert-Beer yasası ile 

hesaplanır.  

A = ɛcl                                               (2.22) 

A: Absorbans 

Ɛ: Analitin molar absorptivitesi 

l: IĢın yolunun uzunluğu 

EĢitlik 2.21'de görüldüğü gibi, belli bir konsantrasyondaki analitin absorpladığı ıĢının 

miktarı, ıĢın yolunun uzunluğuna bağlıdır. Kapiler elektroforezde, kapiler kolon 

dedektör hücresi olarak görev yapar. Bunun için silika kapilerin dıĢındaki poliimid 

koruyucu kaplamanın bir kısmı yakılarak veya kazınarak uzaklaĢtırılır ve dedeksiyon 

penceresi oluĢturulur. Ancak bu durumda, ıĢın yolunun uzunluğu yaklaĢık olarak 

kapilerin iç çapına (50-75 µm) eĢittir. Bu da dedeksiyon hassasiyetini azaltarak 

analitin gözlenebilme sınırını kısıtlar. Hassasiyet 'z' veya baloncuk Ģeklinde dedektör 
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hücresine sahip kapilerler kullanılarak ıĢın yolunun uzunluğu arttırılması ile 

iyileĢtirilebilir. Ancak bu yöntem rezolüsyonun azalmasına neden olur. Duyarlılık, 

kütle spektrometri, lazer indüklenmiĢ floresans dedektör (LIF), amperometrik 

dedektör  gibi  daha hassas detektörler  kullanılarak da arttırılabilir. Ancak bunların 

da bazı dezavantajları vardır. Örneğin, doğal floresans olmayan maddelerin LIF 

dedektör ile tayininde zaman alıcı bir örnek türevlendirme iĢlemi gerekmektedir.  

Bunun yanısıra, bu dedektörler birçok araĢtırma ve analiz laboratuvarları için 

pahalıdır. Dedeksiyon hassasiyetini arttırmanın diğer bir yolu ise sıvı-sıvı faz 

ekstraksiyonu (LLE) ve katı faz ekstraksiyonu (SPE) gibi örnek zenginleĢtirme 

metodlarından birini kullanarak analitin konsantrasyonunu arttırmaktır. Ancak bu 

teknikler zaman alıcı birçok basamaktan oluĢtuğu için sistematik hatanın artma 

olasılığı fazladır. Kapiler elektroforezde, dedeksiyon hassasiyetini arttırmanın en 

kolay ve güvenilir yolu analitin kapiler içerisindeyken konsantrasyonunu arttırmaktır 

[40].  

2.5 Kapiler Elektroforez Yöntemleri 

Kapiler elektroforezin benzer cihaz tasarımını kullanan, farklı analit türlerine 

uygulanabilen çok farklı modları vardır. Bu yöntemler ve ayırma esasları Çizelge 

2.2'de verilmiĢtir. 

Çizelge 2.3: Kapiler elektroforez yöntemleri [36]. 

Yöntem   Ayırmanın Temeli     

 Kapiler Zon Elektroforez Analitlerin yük/büyüklük oranlarının farklılıkları 

 Elektrokinetik Kromatografi Analitlerin ayırma tamponuna ilave edilen katkı 

 

 

maddesi ile farklı etkileĢimi 

  Misel Elektrokinetik Kromatografi Analitlerin misel ile farklı hidrofilik-hidrofobik 

 

 

etkileĢimi 

    Kapiler Jel Elektroforez Analitlerin büyüklük farklılıklarına göre jel  

 

 

gözeneklerinden geçiĢi 

   Ġzoelektrik odaklanma Analitlerin izoelektrik nokta farklılıkları 

 

Ġzotakoforez 

 

Analitlerin yük/büyüklük oranlarının farklılıklarının 

farklı moblitedeki iki tampon arasında gerçekleĢmesi 

 

     Elektrokromatografi Analitlerin kapiler içine doldurulan sabit faz ile  

   sıvı faz arasındaki dağılım farkı   
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2.5.1 Kapiler zon elektroforez 

Bu çalıĢmada nitrat ve nitrit iyonlarının ayrılmasında CE in en basit ve yaygın modu 

olan kapiler zon elektroforez (CZE) yöntemi kullanılmıĢtır. CZE‟de ayırma 

yukarıdaki baĢlıklarda açıklanan prensiplere göre analitlerin yük/büyüklük 

oranlarının farklı olmasına dayanır. Örnek çözelti, kapiler içine dar bir zon halinde 

genellikle pozitif kutup yönünden verilir. Detektör negatif elektrot yakınına 

yerleĢtirilir. Pozitif yüklü iyonlar kendi elektroforetik mobilteleri ile negatif elektrot 

yani detektör yönüne yönlenirken, negatif yüklü iyonlar kendi elektroforetik 

mobiliteleri ile injeksiyon yönüne yani pozitif elektrota doğru hareket ederler. Ancak 

önceki bölümlerde açıklandığı gibi kolon içinde negatif elektrot yönüne doğru oluĢan 

güçlü EOF nedeniyle tüm türler negatif kutba yani detektör yönüne doğru 

sürüklenirler. Bu göç esnasında yük/büyüklük farklılıkları oluĢursa ayrım gerçekleĢir 

ve detektöre farklı zamanlarda ulaĢarak detekte edilirler. CZE ile ayrımın temeli Ģekil 

2.3‟de gösterilmiĢtir [41]. 

 

ġekil 2.4:CZE‟de ayrım [41]. 

Küçük anorganik anyonlar ve küçük organik asitlerin kendi elektroforetik 

mobiliteleri çok yüksek olduğu için bunlar EOF bunları sürüklemekte zorlanır. Bu 

nedenle daha önceki bölümlerde açıklandığı gibi bu iyonlar pozitif kutup yerine 

negatif kutup tarafından enjekte edilirler. Bu durumda detektör pozitif kutup 

yönündedir. Ya kapiler duvarını pozitif yükle kaplayarak kapiler içindeki EOF un 

yönü değiĢtirilerek iyonların ve EOF‟un aynı yönde olması ya da düĢük pH larda 
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çalıĢılarak ve EOF‟un hızı azaltılarak anyonların EOF‟a karĢı hareket etmesi 

sağlanır. Bu çalıĢmada ayrılan nitrat ve nitrit iyonları küçük anyonlar olduğundan 

ayrılmaları için EOF‟un hızı düĢürülmüĢtür. 

2.6 Örnek SıkıĢtırma Metodu 

2.6.1 Temel Prensipleri 

Ġdeal bir ön zenginleĢtirme iĢlemi rezolüsyon kaybı olmaksızın hassasiyetin 

arttırılmasına dayanmaktadır. CE'de örnek sıkıĢtırma teknikleri bu iki prensibi temel 

alarak oluĢturulmuĢtur. CE'de örnek injeksiyonu nL boyutundadır. Uygulanan 30 kV 

civarında voltaj ile ayırma zamanı çok kısa olduğundan çok ince bir zon olarak 

injekte edilen örnek zonu geniĢlemeye zaman bulamadan çok dik pikler halinde 

görülür. Yüksek hacimde örnek injeksiyonu geniĢlemiĢ ve overload olmuĢ piklere 

sebep olur. Örnek sıkıĢtırma yöntemleri ile geniĢ bir zon halinde injekte edilen örnek 

dedektöre ulaĢmadan sıkıĢtırılarak dik pikler elde edilir ve dedeksiyon hassasiyeti 

önemli ölçüde arttırılır [26]. 

Simpson et al. [40] örnek sıkıĢtırma metodunun prensibini, iki çözelti arasındaki 

elektrik alan farkına dayandırmıĢtır. Bu elektrik alan farkı ile çözeltiler arasında 

iletkenlik farkı meydana gelir. Analitin elektroforetik mobilitesi eĢitlik 2.23'de 

verilmiĢtir: 

υep= µep E = µepV / L                                             (2.23) 

E: elektrik alan kuvveti 

L: kapiler uzunluğu  

Bu eĢitliğe göre kapiler içerisinde elektrik alan kuvveti homojendir. Analitin örnek 

sıkıĢtırma metodu ile hassasiyetinin arttırılması için kapiler boyunca elektrik alan 

farkı yaratılmalıdır. Farklı elektriksel iletkenliğe sahip iki bölge arasında, iyonların 

elektroforetik hızlarının oranı eĢitlik 2.24'de gösterilmiĢtir: 

γ =  υep1 / υep2 = E1 / E2 = ρ1 / ρ                                             (2.24) 

Bu eĢitlikte γ,iyonların elektroforetik hızlarının oranı ve ρ, özdirençtir. 1 ve 2 alt 

indisleri ise örnek zonu ve ayırma tamponu gibi iki ayrı bölgeye iĢaret etmektedir 

[40]. 
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Ayırma tamponunun kondüktivitesi arttırılarak bu bölgede elektrik alan azaltılır. 

Buna karĢılık örnek bölgesindeki kondüktive azaltılarak elektrik alan arttırılır. 

Normal kapiler elektroforezde kullanılan injeksiyon hacmi arttırılır. Ġnjeksiyon 

bölgesinde yüksek elektrik alan altındaki iyonlar hızla hareket ederler. Elektrikalanın 

düĢük olduğu ayırma tamponu bölgesine ulaĢtıklarında aniden hızları düĢer ve örnek 

zonu ile tampon bölgesi arasında sıkıĢarak konsantre olurlar. Bu Ģekilde konsantre 

olan diğer bir deyiĢle sıkıĢan analitin konsantrasyonu, CsıkıĢan,  formül 2.25'de 

verilmiĢtir [40]. 

CsıkıĢan = Cinjekte edilen γ                                               (2.25) 

Cinjekte edilen, injekte edilen analitin baĢlangıçtaki konsantrasyonu olup, özdirenç 

ayırma elektrolit konsantrasyonu ile ters orantılıdır.   

Kapiler içinde tekrar homojen bir elektrik alan sağlamak için gerekirse elektrik 

alanın yönü değiĢtirilerek, konsantre örnek zonu dıĢında kalan seyreltik örnek bölgesi 

EOF ile birlikte kapiler dıĢına atılmalıdır. Bu bölümde anlatılan, normal örnek 

sıkıĢtırma metodu uygulama kolaylığı vegeniĢ kullanım alanı ile en yaygın örnek 

sıkıĢtırma metodudur [40]. Diğer örnek sıkıĢtıma metotları, sıkıĢtırma faktörleri ve 

LOD değerleri Çizelge 2.4'de verilmiĢtir.  

Çizelge 2.4: Örnek SıkıĢtırma Yöntemleri [26]. 

Yöntem SıkıĢtırma Faktörü LOD 

FASS 10-100 μg/mL 

LVSS 100-1000 μg/mL 

M-FASI 100-10.000 ng/mL 

HC-FASI 100-10.000 ng/mL 

EKS 10.000-1.000.000 ng/mL-pg/mL 

2.6.2 Örnek sıkıĢtırma metodu uygulamaları 

Kapiler elektroforezde örnek sıkıĢtırma metodunun farklı uygulama alanları [40]: 

1. Biyolojik uygulamalar: Temel biyolojik araĢtırmalar, biyomedikal ve klinik 

araĢtırmalar 

2. Çevresel uygulamalar: Kimyasal kontaminantlar, anyonik/katyonik türler gibi 

çevresel örnek bileĢenleri 

3. Gıda analizleri: Gıdalarda ve içeceklerde kalite-kontrol analizleri 
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4. Farmasötik uygulamalar: Ġlaç kalite-kontrolü ve araĢtırma-geliĢtirme, canlılardaki 

biyoaktif bileĢikler 

5. Toksikolojik uygulamalar: Psikotropik ilaçlar, toksik bileĢikler ve türevleri  
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3. NĠTRĠTLER VE NĠTRATLAR 

3.1 Nitratlar ve Nitritlerin Genel Özellikleri 

Nitratlar ve nitritler azot döngüsünün (ġekil 3.1) nitrifikasyon aĢamasında azot tutucu 

bakteriler aracılığıyla doğal olarak oluĢan, suda yüksek çözünme özelliğine sahip 

inorganik iyonlardır [42]. Azot döngüsündeki kimyasal reaksiyonlar Çizelge 3.1'de 

toplu halde verilmiĢtir. 

 

ġekil 3.1: Azot döngüsü [43]. 

Çizelge 3.1 Azot döngüsünde meydana gelen kimyasal reaksiyonlar [42]. 

Azot fiksasyonu: N2+8H
+
+8e

-→ 2NH3 + H2   

Amonifikasyon: NH3 + O2 + 2e
-
 → NH2OH + H2O    

  NH2OH + H2O → NO2
-
 + 5H

+
 + 4e

-
 

Nitrit oksidasyonu: NO2
-
 + 1/2O2 → NO3

-
 

Amonyak oksidasyonu: NH4
+
 + NO2

-
 → N2 + 2H2O                

Denitrifikasyon: NO3
-
 → NO2

-
→ NO + N2O → N2         

  2NO3
-
 + 10e

-
 + 12H

+
 → N2 + 6H2O 

 

BaĢlıca nitrat kaynakları gübre ve kanalizasyon olmakla birlikte, doğal sulardaki azot 

içeren materyallerin çoğu nitrata dönüĢüm gösterir. Toprak, mineral depozitleri, 

deniz suyu ve atmosfer de nitratların diğer kaynakları olup, nitratlar bu kaynaklar 
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sayesinde çevrede doğal olarak bulunabilmektedir [44]. Nitrat ve nitritin kimyasal 

yapıları ve özellikleri Çizelge3.2‟de görüldüğü gibidir. 

Çizelge 3.2: Nitrat ve nitritin özellikleri. 

  Molekül Formülü Kimyasal Yapı 

Molekül 

Ağırlığı pKa 

  
   

  

Nitrat NO3
-
 

 

62,005 g/mol 1,3 

  

   

  

  

   

  

 Nitrit NO2
- 

 

45,995 g/mol  3,4 

  
  

  

3.2 Gıdalarda Nitrit ve Nitratlar 

3.2.1 Doğal olarak yapısında nitrit ve nitrat içeren gıdalar 

Nitrat ve nitritler azot döngüsünün doğal bir sonucu olarak çevrede yaygın olarak 

bulunan iyonlardır. Ayrıca, 1900'lerin baĢından itibaren, nitrat, tarımda özellikle suni 

gübre olarak kullanılmaktadır. Sebzelerdeki nitrat ve nitrit miktarı sebzenin cinsine, 

üretim metoduna, gübre kullanımına ve mevsime bağlı olarak değiĢmektedir [45]. 

Çizelge 3.3'de nitrat ve nitritlerin bulunduğu bazı sebze ve meyveler ile nitrit ve 

nitrat miktarları verilmiĢtir. Nitrat ve nitritin birarada veya ayrı ayrı bulunduğu diğer 

gıdalar ve Food Standard Agency tarafından bildirilen ortalama değerleri Çizelge 

3.4'de verildiği gibidir.  

Çizelge 3.3: Bazı sebze ve meyvelerdeki nitrat ve nitrit içerikleri [46]. 

  Nitrat (mg/100g) Nitrit (mg/100g) 

Meyve 

       Elma 0,3 0,008 

     Muz 4,5 0,009 

     Portakal 0,8 0,02 

Sebzeler 

       Brokoli 39,5 0,07 

     Havuç 0,1 0,006 

     Lahana 55,9 0,07 

     Patates 2,0 0,17 

     Hardal otu 116,0 0,003 

     Ispanak 741,0 0,02 

     Domates 39,2 0,03 
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Çizelge 3.4:Bazı gıdalardaki nitrat ve nitrit miktarları [47]. 

  Nitrat (mg/kg) Nitrit (mg/kg) 

Tahıl 7,2-11,0 1,8 

Süt 3,9-5,3 

 Sütlü ürünler 27,0 

 Yumurta 4,4-5,4 

 Balık 5,0-19,0 ˂0,6 

3.2.2 Gıda katkı maddesi olarak yapısında nitrit ve nitrat bulunan gıdalar 

Et ve balık ürünlerinin tuzlanması antik çağlarda önemli bir saklama ve koruma 

yöntemi olarak kullanılmıĢtır. Doğal tuzun yapısında bulunan sodyum/potasyum 

nitrat ve nitrit bileĢiklerinin etin muhafaza edilmesinden doğrudan sorumlu olduğu 

ortaya konulmuĢtur [48]. Günümüzde et ürünlerinde lezzet geliĢtirme, renk 

oluĢturma ve dayanma süresini uzatmak amacıyla etin tuz, renk sabitleyici (nitrat, 

nitrit, askorbik asit) ve baharat gibi katkılarla muamele edilmesine kürleme denir.Et 

ürünlerine tuz, tatlandırıcılar ve nitritin ilave edilmesiyle gerçekleĢtirilen kürleme 

iĢlemi ile ürüne kendine has renk, aroma ve tekstür özellikleri kazandırılır [49, 50].  

Nitrit, Clostridium Botilinum sporlarının geliĢimini inhibe eden antimikrobiyal ajan 

iĢlevi görür. Bunun için 40-80 ppm nitritin yeterli olduğu bildirilmiĢtir [51]. Aynı 

zamanda lipitlerin oksidasyon oranını düĢürerek, ürünün raf ömrünün artmasını 

sağlar. Nitrit kürlenmiĢ et ürünlerindeki parlak kırmızı rengin oluĢmasından 

sorumludur ve et ürünlerinde lipit oksidasyonunu stabilize ederek oluĢabilecek kötü 

lezzeti engeller. Sadece nitrat kullanılarak gerçekleĢtirilen kürleme iĢleminde, ilave 

edilen nitrat, indirgeyici bakteriler sayesinde nitrite dönüĢür. Etin karakteristik 

pembe rengini koruyabilmesi için nitrat veya nitrit nitrozilhemokroma dönüĢmelidir. 

Bu sürecin ilk basamağı, nitratın, nitrat indirgeyici bakteriler vasıtasıyla nitrite 

indirgenmesidir [52]. Bu, her ikisi de nitrat redüktaz enzimi üreten Micrococcaceae 

ailesinden Kocuria Varians ya da Stapylococa ailesinden stapyblococa carnosus 

bakterilerini içeren baĢlangıç kültürleri ile sağlanır [53]. OluĢan nitrit, nitröz asit ile 

dengededir. Reaksiyon, nitröz asidin nitrik aside çevrilmesi yönüne itilir. Eritorbat ve 

askorbat gibi indirgeyicilerin varlığında nitrik oksit oluĢumu hızlanır [54]. Daha 

sonra, nitrik oksit miyoglobindeki demire bağlanır ve parlak kırmızı renk pigmentine 

sahip, kararsız bir molekül olan nitrik oksit miyoglobin üretilir [55]. Et ürününün 

minimum 65.6
0
C'ye ısıtılması ile nitrik oksit miyoglobindeki globin denatüre olur ve 

kürlenmiĢ ete kalıcı pembe rengini veren nitrozilhemokrom meydana gelir [56]. 
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Çizelge 3.5: KürlenmiĢ et ürünlerinde meydana gelen reaksiyonlar [56]. 

Bakteriyel indirgenme:    NO3
-
→ NO2

-
 

                                       NO2
-
 ↔HNO2 

                                      HNO2 →NO                                                        

                     HNO2 + indirgen→2 NO + 2 H2O + dehidroaskorbat              

                     NO + miyoglobin→Nitrik oksit miyoglobin                           

    Nitrik oksit miyoglobin + ısı→Nitrozilhemokrom                                        

 

Pastırma, sucuk, jambon, salam ve sosis gibi gıda maddeleri, kendine has tadı, rengi, 

uzun raf ömrü ile yaygın tüketilen kürlenmiĢ et ürünleri arasındadır. Bu ürünlerde 

bulunan ortalama nitrat ve nitrit değerleri Çizelge 3.6'da verilmiĢtir. 

Çizelge 3.6: Bazı kürlenmiĢ et ürünlerindeki ortalama nitrat ve nitrit değerleri [57]. 

  Nitrat (mg/100 g) Nitrit (mg/100 g) 

Sucuk 5,5 0,38 

Sucuk (nitritsiz) 3 0,68 

Jambon 0,9 0,89 

Sosis 9 0,05 

Domuz filetosu 3,3 0 

3.3 Nitrit ve Nitratların Sağlık Üzerine Etkileri 

3.3.1 Methemoglobinemi 

Kandaki hemoglobin, dokulara oksijen taĢıma görevini üstlenmektedir. Nitratların 

indirgenmesiyle oluĢan nitrit, hemoglobinin yapısında değiĢiklik meydana getirerek, 

methemoglobine dönüĢtürür. Bu kimyasal tepkime 3.1'de gösterildiği gibidir. 

Methemoglobin oksijene bağlanamaz ve kanın akciğerlerden dokulara oksijen taĢıma 

kapasitesini düĢürür veya yok eder. Bunun sonucunda çocuklarda „mavi bebek 

sendromu‟ olarak da bilinen methemoglobinemi meydana gelir [58]. 

     NO2
-
+ oksihemoglobin(Fe2+)→ methemoglobin (Fe3+) + NO3

-                                            
(3.1) 

6 aylığa kadar olan bebeklerde methemoglobinemiye karĢı duyarlılık, mide 

asiditesinin yüksek olmasından ötürü daha fazladır. Çünkü bu asidik ortam, 

nitratların nitrite dönüĢüm oranını arttırır [58].  
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Methemoglobinemi riski altındaki bir diğer grup ise hamile kadınlardır. Hamileliğin 

30. haftasından sonra kanın methemoglobin seviyesinde artıĢ gözlenir ve doğal 

olarak nitratlara karĢı duyarlılık artar. Bunun sonucunda doğuĢtan sakatlıklar ve 

düĢükle sonuçlanan doğumlar meydana gelir [59].  

Methemoglobineminin semptomları arasında, nefes almada zorluk, baĢ ağrısı, baĢ 

dönmesi, enerji kaybı, kusma, ishal, ciltte mavi-gri renk değiĢimi görülür. Genellikle 

geçici olan bu kan hastalığı tedavi edilemediği takdirde kalıcı beyin hasarına ve 

ölüme yol açmaktadır [58]. 

3.3.2 Karsinojenik etkileri 

Et ve balık gibi gıdaların içinde yer alan nitritler sindirim sonrası midede, hayvansal 

ürünlerdeki sekonder aminlerle birleĢerek nitrözaminleri oluĢturur. Nitrözaminlerin 

karsinojenik, mutajenik ve teratojenik tesirli olduğu pek çok araĢtırmacı tarafından 

bildirilmiĢtir. Gıdalarla yüksek miktarda nitrat ve nitrit alımı ile kanser geliĢimi 

arasındaki iliĢkiyi inceleyen çalıĢmalar pankreas, mide, lenf ve bağırsak kanseri ile 

doğrudan bağlantılı olduğunu ortaya koymuĢtur [60]. 

3.3.2.1 Nitrözamin oluĢumu 

Nitritlerle birleĢerek nitrözaminleri meydana getiren sekonder aminler proteinlerin 

parçalanma ürünlerinden kaynaklanmaktadır. Bakteriler, ortamın pH değeri ve 

sıcaklık (100-185 
0
C) da nitrözamin oluĢumunda rol oynayan etkenlerdir [60]. 

KürlenmiĢ etlerin pH değeri normalde nitrözamin oluĢumuna pek uygun olmamasına 

rağmen, kızartma gibi yüksek sıcaklıklarda bu ürünlerde nitrosoprolidin oluĢumu 

gözlenmektedir [50]. Nitrözamin oluĢumunda gerçekleĢen kimyasal reaksiyonlar 

Çizelge 3.6‟da verilmiĢtir. Sadece sekonder aminler kararlı nitrözaminleri oluĢturur. 

Primer aminler anında alkol ve azota indirgenir, tersiyer aminler ise reaksiyon 

vermez.  

N-Nitrosodipropilamin, N-Nitrosodietilamin, N-Nitrosodipropilamin, N-

Nitrosopirolidin, N-Nitrosopiperidin, N-Nitroso-N-metil-üre, N-Nitrosodietanalamin, 

N-Nitrososarcocin, N-Nitrosoprolin, N-Nitrosonarnicotin baĢlıca nitrözaminler 

arasındadır [50, 61]. 
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Çizelge 3.7: Nitrözamin oluĢumunda meydana gelen kimyasal reaksiyonlar[62]. 

(M/M
+
, Fe/Fe

+2
 vb. gibi geçiĢ metal iyonlarıdır) 

  NaNO2+ H
+
→HNO2 + Na

+
 

 

HNO2 + H
+
→NO

+
 + H2O 

 

2HNO2→N2O3 + H2O 

 

N2O3→ NO + NO2 

 

NO + M
+
→NO

+
 + M 

Primer amin:  RNH2 + NO →RNH-N = O + H
+
→ROH+ N2 

Sekonder amin:  R2NH + NO
+
→R2N-N=O + H

+
 

Tersiyer amin:  R3N + NO
+
→nitrozamin oluĢmaz 

3.4 Balık Ürünlerinde Nitrat ve Nitrit 

Balıklar sahip oldukları nötral pH ve içerdikleri yüksek oranda nem ve serbest 

aminoasitlerle mikrobiyal bozulmalara açıktır. Balık ürünlerinde balığın yapısında 

bulunan aminoasitlerin mikroorganizmalar tarafından dekarboksilasyonu sonucu 

biyojenik aminler oluĢmaktadır [22]. Uskumru, ton balığı ve sardalya gibi balıklarda 

histamin, putresin, kadaverin gibi pek çok farklı biyojenik amin tespit edilmiĢtir [63]. 

Histamin, kadaverin ve putresin gibi biyojenik aminler, gıdalarda ve özellikle 

balıklarda tazelik ve bozulma indikatörü olarak değerlendirildiği için önem 

taĢımaktadır [22]. Balıkta bakteriyel bozulmanın baĢlamasıyla putresin ve kadaverin 

üretiminin sürekli olarak artmaya baĢladığı [63] ve bu aminlerin histaminin 

toksisitesini arttırdığı bildirilmiĢtir [64].  

Balığın yapısında önemli miktarda nitrit ve nitrat bulunmamasına rağmen, balık 

ürünlerinde kullanılan doğal tuzda önemli miktarda nitrat ve nitrit tuzları olduğu 

bilinmektedir. Balık, biyojenik amin içeriyorsa, nitrit ve biyojenik aminler arasındaki 

reaksiyonla nitrözamin oluĢumu gerçekleĢmektedir. Buna rağmen, balık ürünlerinde 

nitrözamin oluĢumu ve bu oluĢumu etkileyen faktörler aydınlatılamamıĢtır [21]. 

Güney Çin‟de yapılan bir çalıĢma [66], artan üst yutak kanseri vakalarının yüksek 

miktarda nitrözamin içeren tuzlanmıĢ balık tüketimi ile iliĢkili olduğunu ortaya 

çıkarmıĢtır. Japonya‟da yapılan çalıĢmalar da havyar, kurutulmuĢ balık ve tuzlanmıĢ 

balık tüketiminin artan gastrit kanseri riski ile doğrudan ilgili olduğunu 

göstermektedir [67, 68]. 
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3.4.1 Balık aminlerinin nitrozlaĢması 

Nitrözaminler daha önce de belirtildiği gibi uygun koĢullarda sekonder aminlerle 

nitritler arasındaki reaksiyonla meydana gelir. Özellikle dimetilamin (DMA) gibi 

sekonder aminler ve trimetilamin (TMA) gibi tersiyer aminler nitrözamin 

oluĢumunda önemli rol oynamaktadır. TuzlanmıĢ, tütsülenmiĢ, konserve ve salamura 

balık ürünlerinde DMA ve nitritin reaksiyona girmesiyle nitrozodimetilamin 

(NDMA) oluĢumu pek çok araĢtırmacı tarafından bildirilmiĢtir [69, 70]. 

Putresin ve kadaverin gibi primer aminler sıcaklık etkisiyle, nitrit ile reaksiyona 

girerek nitrözamin oluĢturan pirolidin ve piperidin gibi sekonder aminlere 

dönüĢmektedir [71, 72]. Nomura et al. [73] piperidinin in vitro olarak kadaverinden 

meydana geldiğini bildirmiĢtir. Warthesen et al. [72] ise putresinin nitritle 

nitrozopirolidin (NPYR), kadaverinin ise nitrozopiperidin (NPIP) meydana 

getirdiğini bildirmiĢtir. 

NDMA, NPYR ve NPIP‟ın karsinojenik etkileri pek çok araĢtırmacı tarafından 

ortaya konulmuĢtur [74-76]. Balıklardaki aminlerin nitrozlaĢması Ģekil 3.2‟de 

görüldüğü gibidir. Bazı balık ürünlerindeki nitrözamin seviyeleri ise Çizelge 3.7‟de 

verilmiĢtir.  

ġekil 3.2: Balıklardaki aminlerin nitrozlaĢması [21]. 
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Çizelge 3.8: Bazı balıklardaki nitrözamin miktarları. 

  Nitrözamin seviyesi, µg/kg   

Balık  NDMA NPIP NPYR Kaynak 

TuzlanmıĢ balık (Çin) 322.92 - - [77] 

Fermente balık (Tayvan) 7.95 8.7 12.2 [75] 

KurutulmuĢ balık (Kuzey Kore) 1.2 - - [78] 

Konserve balık (Polonya) 8.21 - - [75] 

TuzlanmıĢ ringa balığı (Estonya) 1.2 0.42 0.91 [79] 

Salamura ringa balığı (Estonya) 1.12 1.3 2.1 [79] 

3.4.2 Balıklarda nitrözamin oluĢumunu etkileyen faktörler 

Yapılan in vitro çalıĢmalar nitrit, sıcaklık, pH ve sodyum klorürün balıklarda 

nitrözamin oluĢumunu etkilediğini ortaya koymasına rağmen, bu faktörlerin etkileri 

hakkındaki in-vivo çalıĢmalar yok denecek kadar azdır. Balığın cinsi, iĢlenme öncesi 

balığın kalitesi ve proses aĢaması gibi nitrözamin oluĢumunu etkileyebilecek diğer 

faktörler hakkındaki çalıĢmalar yine çok azdır [21].  

Sodyum nitrit gibi nitrit tuzları balık ürünlerinde nitrözamin oluĢumunu etkileyen en 

önemli faktördür. Nitritler, balık ürünlerinde ilave katkı maddesi olarak 

kullanılmamasına rağmen, tuzlanmıĢ balıklarda kullanılan ham tuz aracılığıyla veya 

nitratların bakteriyel indirgenmesi ile üründe bulunabilir [21]. Pek çok geliĢmekte 

olan ülkede balıkların tuzlanmasında kullanılan kaya veya deniz tuzunun 28-249 

mg/kg nitrat ve 0,1-0,5 mg/kg nitrit içerdiği tespit edilmiĢtir [80]. ĠĢlenmiĢ tuz ile 

muamele edilen balıklardaki NDMA seviyeleri 24-40 µg/kg arasında değiĢirken, 

katkısız tuz ile muamele edilen balıklarda bu seviye sadece 6-7 µg/kg arasındadır 

[81]. 

3.5 Kapiler Elektroforez Yöntemiyle Nitrit ve Nitrat Tayinlerine ĠliĢkin 

Literatür Ġncelemesi 

Merusi ve grubu [82], nitrit, nitrat ve okzalatların kapiler zon elektroforez yöntemi 

ile birarada tayini için yeni bir yöntem geliĢtirmiĢtir.  Asidik ortamda çalıĢarak, 

elektroosmotik akıĢın hızı azaltılmıĢtır. 50 mM fosfat tamponu (pH:2,5) en iyi 

ayırma ortamı olarak belirlenmiĢtir. Nitrit, nitrat ve okzalik asit için minimum 

deteksiyon sınırları sırasıyla, 0,8 mg/L, 0,3 mg/L ve 4,5 mg/L‟dir. Yöntem,  ıspanak, 

havuç ve pazıya uygulandığında, nitrat değerlerinin 77-1272 mg/kg, okzalat 
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değerlerinin 7848-19765 mg/kg arasında değiĢtiği,  nitritin ise tayin limitinin altında 

kaldığı tespit edilmiĢtir. 

Erim ve grubu [19], et ve sebze ürünlerinde nitrit ve nitratın yanyana tayini için yeni 

bir kapiler elektroforetik yöntem geliĢtirmiĢlerdir. GeliĢtirilen yöntemin esası, kapiler 

kolonu pozitif yüklü bir polimerle kaplayarak, kapiler içindeki elektroosmotik akıĢın 

yönünü tersine çevirmeye dayanmaktadır. PEI kaplı kapilerde nitrit ve nitrat iyonu 

için ayırma 2.7 dakikada gerçekleĢtirilmiĢtir. Nitrit ve nitrat için minimum 

deteksiyon sınırları sırasıyla, 0,105 µg/mL ve 0,099 µg/mL‟dir. Bu yöntem ile salam, 

sucuk, sosis ve jambonda nitrit ve nitrat tayini yapılmıĢtır. Sebze örneklerinde nitrit 

tespit edilememiĢ ancak ıspanak, maydanoz ve dereotunda nitrat miktarlarının 

yüksek olduğu görülmüĢtür.  

Pereira ve grubu [83], bu çalıĢmada geliĢtirdikleri kapiler elektroforez yöntemini 

salam, sosis ve sucuk gibi et ürünlerindeki nitrit ve nitratın tayinine uygulamıĢlardır. 

GeliĢtirilen yöntemin esası ayırma ortamına kritik misel konsantrasyonundan düĢük 

konsantrasyonda yüzey aktif madde katarak, kapiler içindeki elektroosmotik akıĢın 

yönünü tersine çevirmeye dayanmaktadır. Bu amaçla, optimum ayırma ortamı olarak 

0,2 mM CTAB içeren 60 mM tetraborat belirlenmiĢtir. Nitrit için LOD değeri, 0,15 

mg/L iken, nitrat için 0,17 mg/L‟dir. Farklı et ürünlerindeki nitrit değerleri 17,3-46,4 

mg/kg; nitrat değerleri ise 69,9-198,1 mg/kg aralığında değiĢtiği tespit edilmiĢtir.  

Della Betta ve grubu [18], nitrit ve nitratın birarada tayini için geliĢtirdikleri kapiler 

elektroforetik yöntem ile bu iki anyonu 0.5 dakika gibi kısa bir süreden az zamanda 

tayin etmiĢlerdir. Ayırma tamponu olarak pH:3,96'da 10 mM perklorik asit ve 40 

mM ß-alanin ile çalıĢılmıĢtır. LOD değerleri nitrat ve nitrit için sırasıyla 0.30 ve 0.49 

mg/L'dir. GeliĢtirilen  yöntem, 14 farklı bebek mamasında bu iki anyonun tayini için 

uygulanmıĢtır.  

Alonso ve arkadaĢları [84], silikat, nitrit, nitrat ve fosfatın birarada tayini için yeni 

bir kapiler elektroforez yöntem geliĢtirilmiĢtir.  Ayrım, 0.2 mM TTAB içeren 

sodyum kromat tamponunda (pH:11), 10 dakika sürede gerçekleĢtirilmiĢtir. Tampon 

çözeltiye katılan TTAB sayesinde kapiler içindeki elektrosmotik akıĢın yönü tersine 

çevrilmiĢtir. Tayin limitleri nitrit, nitrat, fosfat ve silikat için sırasıyla; 0.73, 1.13, 

0.60 ve 1.32 µM'dır. 
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4.DENEYSEL KISIM 

4.1. Malzeme ve yöntemler 

4.1.1 Malzemeler  

Formik asit, potasyum nitrat, sodyum nitrit, sodyum sülfat ve sodyum hidroksit 

Merck marka (Darmstadt, Almanya), asetonitril (ACN) ve hekzan J. T. Baker 

(Deventer, Hollanda) markadır. Tüm çözeltiler Elga Purelab Option-7-15 model 

sistemi ile edilen deiyonize su ile hazırlanmıĢtır.ÇalıĢmada kullanılan balık örnekleri 

konserve ton balığı, konserve uskumru ve sardalyadır. Bütün balık örnekleri 

Ġstanbul‟daki marketlerden temin edilmiĢtir. 

4.1.2 Standart çözeltilerin hazırlanması 

Stok nitrat ve nitrit standart çözeltileri konsantrasyonları 10 mM olacak Ģekilde 

hazırlanmıĢ ve 4
0
C‟de buzdolabında saklanmıĢtır. Kalibrasyon çözeltileri bu ana 

çözeltilerden deiyonize su ile seyreltilerek hazırlanmıĢtır. 

4.1.3 Balık örneklerinin hazırlanması 

Balık örnekleri el blendırında parçalandıktan sonra 0.5 gramlık kısım 5 mL 75 

0
C'deki deiyonize su ile ekstrakte edilmiĢtir. Süspansiyonlar 75 

0
C‟de 10 dakika 

boyunca manyetik karıĢtırıcıda ve ardından 15 dakika ultrasonik banyoda 

karıĢtırılmıĢtır. Whatman No: 41 filtre kâğıdından geçirildikten sonra, kalan katı 

kısma aynı iĢlem tekrar uygulanmıĢtır. Toplanan süpernatantların önce hekzan ile 

yağı alınmıĢtır. ACN ile muamele edildikten sonra 10 mL hacme deiyonize su ile 

tamamlanmıĢtır. 

4.2 Cihazlar ve ÇalıĢma KoĢulları 

Ayrımlar Agilent kapiler elektroforez sisteminde (Waldbronn, Almanya) 

gerçekleĢtirilmiĢ ve UV detektör ile 210 nm‟de dedekte edilmiĢtir. Veri eldesi ve 

değerlendirmesi Agilent ChemStation programında yapılmıĢtır. Ayırım -25 kV 

potansiyel uygulanarak 25 
0
C‟de, injeksiyonlar 50 mbar basınçta 160 saniyede 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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Kullanılan silika kapiler kolon 50 µm iç çapına sahiptir ve Polymicro 

Technologies‟den (Phoenix, AZ, Amerika) temin edilmiĢtir. Toplam uzunluğu 65 cm 

ve etkin uzunluğu 50 cm‟dir. Yeni silika kapiler ilk kullanımda 1 M NaOH ile 30 

dakika, su ile 10 dakika süreyle muamele edilmiĢtir. Gün baĢlarında kapiler kolon 0,1 

M NaOH ile 10 dakika, su ile 2 dakika ve tampon çözelti ile 5 dakika süreyle 

yıkanmıĢtır. Enjeksiyonlar arasında 2 dakika 0.1 M NaOH ve 2 dakika su ardından 2 

dakika süreyle tampon çözelti ile yıkama yapılmıĢtır. 
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5. SONUÇLAR VE TARTIġMA 

5.1 Metod Optimizasyonu 

5.1.1 Tampon çözeltinin optimizasyonu 

Bölüm 2.4.1‟de anlatıldığı üzere CE‟de bütün iyonlar yüklerine bakılmaksızın güçlü 

EOF ile katoda ve bu yöne yerleĢtirilmiĢ detektöre doğru hareket ederler. Ancak 

nitrit ve nitrat gibi küçük anyonik türler güçlü elektroforetik mobilitelerinden dolayı 

katoda doğru sürüklenmekte zorlanırlar. Bu anyonların kapiler içerisinde hızlı bir 

Ģekilde hareket etmeleri bir yol için düĢük pH‟a sahip bir ayırma tamponu ile 

çalıĢmak ve EOF‟un hızınıdüĢürmektir. Elektrik alanın yönü tersine çevrilerek örnek 

injeksiyonu katottan yapılır. Böylece, bu anyonlar,  düĢük hızlı EOF‟a karĢı güçlü 

elektroforetik mobiliteleri ile hareket ederler.  

Bu tez çalıĢmasında düĢük pH‟a sahip bir ayırma ortamı olarak formik asit/format 

tamponu seçilmiĢtir. Nitrit ve nitrat anyonlarının optimum rezolüsyonunu elde etmek 

için pH 3.5 ve 4.2 aralığında ön çalıĢmalar yapılmıĢtır. Nitrat iyonunun gelme 

süresinin pH değiĢikliğinden etkilenmediği görülmüĢtür. Ancak nitrit iyonunun 

gelme süresi ve dolayısıyla iki anyon arasındaki rezolüsyonun pH ile değiĢtiği 

görülmüĢtür.  

Her iki anyonun da gelme süreleri ve rezolüsyon göz önüne alınarak 30 mM formik 

asit tamponunda pH 4.0 ile çalıĢmaya devam edilmiĢtir. Örnekler 50 mbar basınçla, 6 

saniyede hidrodinamik olarak enjekte edilmiĢtir. Bu ayırma koĢullarında balık 

örnekleri ile yapılan ilk denemelerde sadece nitrat anyonu tespit edilmiĢtir. Sonuç 

olarak, gerçek örneklerdeki nitrit ve nitrat anyonlarının tayini için dedeksiyon 

limitini düĢürerek hassasiyeti arttıracak bir örnek sıkıĢtırma yöntemi geliĢtirilmiĢtir.  

5.1.2 Örnek sıkıĢtırma metodunun optimizasyonu 

Bu çalıĢmada nitrit ve nitrat anyonlarının dedeksiyon limitlerini düĢürmek için 

kapiler elektroforez-örnek sıkıĢtırma metodu uygulanmıĢtır. Normal kapiler 

elektroforezde kullanılan injeksiyon hacmi arttırılmıĢtır. Bölüm 2.8‟de anlatıldığı 
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üzere, örnek sıkıĢtırma metodu ile geniĢ hacimde injekte edilen analit, tampon çözelti 

ile örnek bölgesi arasında sıkıĢarak dar ve dik pikler elde edilmiĢtir. Bu amaçla, 

ayırma tamponunun kondüktivitesi arttırılarak örnek bölgesinden daha düĢük 

birelektrik alana maruz kalmaları sağlanmıĢtır. Yüksek voltaj uygulandığında geniĢ 

hacimde injekte edilen nitrit ve nitrat anyonları yüksek elektrik alan altında hızla 

hareket ederler. Tampon çözelti ile örnek sınırına ulaĢtıklarında aniden yavaĢlarlar ve 

konsantre olarak dar ve dik pikler halinde gözlenirler. Bu prensipten faydalanarak bu 

çalıĢmada tampon çözeltinin kondüktivitesini arttırmak için önceden optimize 

edilmiĢ 30 mM formik asit tamponuna sodyum sülfat ilave edilmiĢtir. Tampon 

çözeltiye farklı konsantrasyonlarda sodyum sülfat ilavesi sonucu 30 mM 

konsantrasyonda optimum Ģart sağlanmıĢtır.  

Son olarak örnek injeksiyon süresi optimize edilmiĢtir. Örnekler 50 mbar basınç ile 

60-280 saniye aralığında farklı sürelerde sisteme injekte edilmiĢtir. Ġnjeksiyon süresi 

160 saniyenin üzerine çıktığında iki anyon için de pik geniĢlemesi gözlenmiĢtir. 

Buna dayanarak optimum injeksiyon koĢulları 50 mbar basınç ile 160 saniye olarak 

belirlenmiĢtir.  

Bölüm 4.1.3‟de anlatıldığı gibi, balık örnekleri hazırlanırken, balıktaki proteinleri 

çöktürmesi amacıyla asetonitril ilave edilmiĢtir. Aynı miktardaki asetonitril, ilk örnek 

sıkıĢtırma metodu denemelerinde standart nitrit ve nitrat çözeltilerine de ilave 

edilmiĢtir. Asetonitril düĢük kondüktiviteye sahip olduğu için, örnekteki asetonitril 

varlığının sıkıĢtırma etkisini arttırdığı görülmüĢtür. ACN konsantrasyonun etkisi 

incelenmiĢ ancak artan ACN konsantrasyonun pik yükseklikleri veya pik Ģekillerinde 

herhangi bir değiĢime sebep olmadığı görülmüĢtür.  

Sonuç olarak ayırma tamponu 30 mM formik asit ve 30 mM sodyum sülfat (pH:4.0) 

olarak belirlenmiĢtir. Örnekler 50 mbar basınçta 160 saniyede injekte edilmiĢtir. 

Normal kapiler elektroforez ile geliĢtirilen örnek sıkıĢtırma metodu karĢılaĢtırılmıĢtır. 

Kapiler elektroforez-örnek sıkıĢtırma metodu ile her iki anyon için de dedeksiyon 

hassasiyetinin yaklaĢık 30 kat arttırıldığı görülmüĢtür (ġekil 5.1). 
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ġekil 5.1: Örnek sıkıĢtırma yöntemi (b) ile düĢük hacimde injeksiyonun (a) 

karĢılaĢtırılması. Ġnjeksiyon: (a) 50 mbar, 6 s; Tampon: 30 mM HCOOH, 

pH:4,0 (b) 50 mbar, 160 s; Tampon: 30 mM HCOOH, 30 mM Na2SO4, 

Dedeksiyon: 210 nm, Pikler: (1) Nitrat, (2) Nitrit. 

5.2 Metod Validasyonu 

5.2.1 Kalibrasyon doğrusu 

En uygun koĢullarda (30 mM formik asit ve 30 mM sodyum sülfat, pH:4,0) 

düzeltilmiĢ pik alanlarına göre nitrat için 4-24 µmol/L, nitrit için 4-18 µmol/L 

konsantrasyon aralığında doğrusal kalibrasyon grafiği çizilmiĢtir. Nitrat ve nitrite ait 

kalibrasyon denklemleri sırasıyla y=0.00846095x-0.0022946 ve 

y=0.00549769x+0.0013279; korelasyon değerleri (r
2
) ise sırasıyla 0,998 ve 0,999 

olarak tespit edilmiĢtir. 

5.2.2 Tekrarlanabilirlik 

Yöntemin kesinliği 8 µmol/L nitrat ve nitrit standartlarının aynı gün içinde ardarda 

yedi kez injeksiyonu ile kontrol edilmiĢtir. Günler arası tekrarlanabilirlik için ise aynı 

standart üç farklı günde ardarda yedi kez injekte edilmiĢtir. Gün içi ve günler arası 

tekrarlanabilirlik değerleri düzeltilmiĢ pik alanları ve gelme zamanlarına göre 

Çizelge 5.1‟de verilmiĢtir. 
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Çizelge 5.1: Tekrarlanabilirlik sonuçları. 

  % RSD Gelme Zamanı % RSD DüzeltilmiĢ Alan (A/t) 

 

Gün Ġçi (n=7) 

 Nitrat 1.23 0.99 

Nitrit 1.31 2.74 

 

Günler Arası (n=21) 

 Nitrat 1.60 0.93 

Nitrit 1.25 2.29 

5.2.3 LOD ve LOQ değerleri  

LOD (dedeksiyon sınırı) değeri 2 farklı baseline alanından alınan ortalama 

gürültünün üç katı, LOQ (tayin sınırı) değeri ise on katı olarak hesaplanmıĢtır. Nitrat 

ve nitrit için LOD değerleri sırasıyla 0,55 µmol/L ve 0,82 µmol/L, LOQ değerleri ise 

sırasıyla 1,82 µmol/L ve 2,75 µmol/L olarak bulunmuĢtur.   

5.3 Yöntemin Gıda Örneklerine Uygulanması 

Balık örnekleri Bölüm 4.1.3‟de anlatıldığı Ģekilde hazırlandıktan sonra 0.45 µm 

çapındaki mikrofiltrelerden geçirilerek direkt olarak sisteme injekte edilmiĢir. Balık 

örneklerindeki nitrit ve nitrat miktarları Çizelge 5.2‟de verilmiĢtir. ġekil 5.2'de, 

optimize edilmiĢ Ģartlar altında bir ton balığı ekstresine ait elektroferogram 

görülmektedir. 

Çizelge 5.2: Balık örneklerindeki nitrat ve nitrit miktarları. 

Örnek Nitrat Nitrit 

 
(mg kg

-1
 ± SD)* (mg kg

-1
 ± SD)* 

T1 22.49±0.11 10.85±0.24 

T2 20.09±0.39 11.78±0.36 

T3 12.64±0.49 5.312±0.20 

T4 6.971±0.22 - 

T5 9.213±0.10 4.357±0.12 

T6 11.81±0.16 6.375±0.14 

U1 18.19±0.39 - 

U2 17.39±0.34 - 

S 11.88±0.08 6.063±0.13 

*n=2 

  T: ton balığı,  

U: uskumru, S:sardalya 
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ġekil 5.2:Bir ton balığı ekstresine ait elektroforegram. Tampon: 30 mM HCOOH, 30 

mM Na2SO4, pH:4.0,    Ġnjeksiyon: 50 mbar, 160 s; Dedeksiyon: 210 nm, 

Pikler: (1) Nitrat, (2) Nitrit. 

5.3.1 Metodun Doğruluğu 

Geri kazanım çalıĢmaları, balık örneklerine üç farklı konsantrasyonda nitrat ve nitrit 

standartı eklenerek yapılmıĢtır. Geri kazanım sonuçları üç balık örneği için toplu 

olarak Çizelge 5.3‟de görüldüğü gibidir. 

Çizelge 5.3: Balık örneklerine ait geri kazanım değerleri. 

  

Geri Kazanım (%) 

  

  

Ton Uskumru Sardalya 

Nitrat 50%* 93.69 97.12 95.48 

 

100%* 100.6 97.33 97.90 

 

200%* 98.77 98.26 93.77 

Nitrit 50%* 96.12 

 

90.25 

 

100%* 104.6 

 

88.66 

 

200%* 97.53 

 

92.47 
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5.4 TartıĢma 

Bu çalıĢmada, nitrit ve nitrat anyonlarının bir iĢlenmiĢ balık ürünleri içinden ayrımı 

ve kantitatif tayini için yeni bir kapiler elektroforez metodu geliĢtirilmiĢtir. CE‟de 

normal injeksiyonla elde edilen deteksiyon limitlerinin konserve balık ürünlerindeki 

nitritin tayini için yeterli olmadığı görülmüĢtür. Ancak geliĢtirilen örnek sıkıĢtırma 

metodu ile deteksiyon limitleri 30 kat düĢürülerek balık örneklerinde nitrit ve nitrat 

tayini bir arada yapılmıĢtır. Doğrusal kalibrasyon aralığı her iki anyon için de yüksek 

regresyonla belirlenmiĢtir. Yöntemin tekrarlanırlık değerleri CE için kabul edilen 

sınırlar içerisinde bulunmuĢtur. ÇalıĢılan örneklere yapılan geri kazanım sonuçları ile 

yöntemin doğruluğu ispatlanmıĢtır. 

GeliĢtirilen örnek sıkıĢtırma yönteminin en büyük avantajı hiçbir ön zenginleĢtirme 

veya türevlendirme iĢlemleri uygulanmaksızın, basit bir ekstraksiyon iĢleminin 

ardından örneklerin kolona doğrudan enjeksiyonu sonucu ayırma iĢleminin etkinliği, 

kısa süresi ve yüksek hassasiyetidir. Ayrıca uzun ve zahmetli ön zenginleĢtirme 

iĢleminin ortadan kalkması ile kimyasal ekonomi de sağlanmıĢtır. Tampon bölgenin 

kondüktivitesini arttırmak amacıyla ayırma ortamına katılan sodyum sülfat ile tuzun 

olumsuz matriks etkisi ortadan kaldırılmıĢtır. Balık örneklerinde protein 

çöktürüldüğü için pikler daha temiz ve kısa sürede elde edilmiĢtir. Proteinin 

çöktürülmesi için örneğe ilave edilen ACN aynı zamanda, örnek bölgesindeki 

kondüktiviteyi azalttığı için sıkıĢtırma iĢleme katkıda bulunmuĢtur.  

Bu çalıĢmada ilk defa bir kapiler elektroforez yöntemi ile balık ürünlerindeki nitrit ve 

nitrat miktarları tayin edilmiĢtir. Yöntem, gıda kalite kontrol laboratuvarlarında ve 

rutin analizlerde balık ürünleri ve diğer gıda ürünlerine kolaylıkla uygulanabilir.   
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