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ORNEK SIKISTIRMA VE KAPILER ELEKTROFOREZ YONTEMIYLE
NITRIT VE NITRAT iYONLARININ BiR ARADA TAYINi: GIDA
ORNEKLERINE UYGULANMASI

OZET

Gidalarda dogal olarak bulunan bazi maddeler, insan viicudunda gastrointestinal
sistemde veya gida iriinlerinin hazirlanma asamasinda yeni kimyasallara
doniisebilmektedir. Olusan bu yeni bilesiklerin bir kismi toksik, karsinojenik,
mutajenik ve teratojenik ozellikler gdstermektedir. Insan sagligi iizerine olumsuz
etkileri olan gida bilesenlerinin analizleri her gegen giin daha fazla Onem
kazanmaktadir. Etkin, hizli ve ucuz analiz yontemlerinin gelistirilmesi 6nemli bir
arastirma konusu haline gelmistir. Bu ¢alismada, kimyasal reaksiyon sonucu toksik
gida bilesenlerini olusturan, gida igerisinde ilave katki maddesi veya dogal olarak
bulunan nitrit ve nitrat anyonlariin birarada analizi i¢in yeni bir kapiler elektroforez
yontemi gelistirilmesi hedeflenmistir.

Nitrat ve nitritler azot dongiisliniin nitrifikasyon asamasinda bakteriler araciliiyla
dogal olarak olusan inorganik anyonlardir. Sebzeler ve i¢gme sularinda dogal olarak
bulunurken, islenmis et iirlinlerine ilave katki maddesi olarak katilirlar. Nitratlarin,
insan sagligina olumsuz etkileri, gidalardaki sekonder aminlerle birleserek
kanserojen nitrozaminleri meydana getiren nitritlere donligmesiyle gergeklesir.
Ayrica nitritlerin, bebeklerde 6liimciil mavi bebek sendromuna neden oldugu da
bilinmektedir.

Baligin yapisinda dogal olarak bulunan nitrat ve nitrit miktar1 ¢ok az olmasina
ragmen, balik iriinlerinin islenmesinde kullanilan tuzda nitrat ve nitrit tuzlar
bulunmaktadir. Ayrica, baliktaki aminoasitlerin dekarboksilasyonu sonucu biyojenik
aminler olugsmaktadir. Bu sekilde meydana gelen biyojenik aminler ortamda bulunan
nitrit iyonlar1 ile reaksiyon vererek karsinojenik nitrézaminleri olusturur. Ozellikle
konserve ton baligi gibi ¢ocuklarin cok tiikettigi, yetiskin diyetlerinde de sikca
tilketilen {rlinlerde nitrat ve nitrit iyonlarinin tayini 6nemli bir gida kontrol
konusudur.

Kapiler elektroforezin sundugu analiz teknikleri kiigiik anorganik iyonlardan, DNA
gibi biiylik molekiillere kadar genis bir araliktaki bilesiklerin, uygulanan yiiksek
voltaj ile ayrilmasin1 ve dedekte edilmesini miimkiin kilar. Etkin ayirma giicii
nedeniyle 6zellikle gida gibi karmasik matrikse sahip numuneler i¢in olduk¢a uygun
bir yontemdir. Bu amagla 6rnek 6n hazirlama basamaklarini en aza indirgeyen,
uygulamasi basit, hizli ve diisiik gozlenebilme simirlarima sahip yeni kapiler
elektroforez teknikleri gelistirilmektedir.

Bu tez calismasinda, nitrat ve nitrit anyonlarinin kalitatif ve kantitatif tayini icin
kapiler elektroforez-6rnek sikistirma yontemi gelistirilmistir. Asidik bir ayirma
ortam1 segilerek, EOF'un hiz1 diisiirilmiis ve elektroforetik mobiliteleri ¢cok yiiksek
olan bu anyonlarin kisa siirede dedeksiyonu saglanmistir. Analiz yonteminin esasi,
kapiler icinde bir elektrik alan farki yaratarak ve normal CE injeksiyon hacmine gore
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daha vyiikksek bir hacimde injeksiyon yaparak, kapiler iizerinde Ornegin
derigiklendirilmesine dayanmaktadir. Bu yolla, diisiik hacimdeki injeksiyona oranla
yontemin hassasiyeti her iki anyon i¢in de yaklasik 30 kat arttirilmistir. Yontem
konserve ton, konserve uskumru ve sardalya balik Orneklerinde nitrit ve nitrat
anyonlarinin tayininde basari ile uygulanmistir.
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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 pmol L™ to 24 pmol L™
and 4 pmol L™ to 18 umol L™*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 pmol L™ and the limit of quantifications, LOQ (S/N=10)
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were 1.82 and 2.75 pmol L™ 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°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 um micro filters
and directly injected.

Separations were carried out in uncoated fused silica capillaries with 50 um 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 °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. GIRIS

Kapiler elektroforez, yiiksek elektrik alan altinda analitlerin yiik/biiyiikliik oranlarina
gore go¢ etmesi prensibine dayanan bir ayirma ve analiz teknigidir. Hiz1 ve yliksek
ayirma giicii ile pek ¢ok uygulama alaninda siiratle yayginlasan bir yontemdir. Gida
analizlerinde, gida kalite kontrol ve giivenirliliginde, gida kimyasal bilesenlerinin
tayininde diger kromatografik yontemlere goére daha avantajlidir. Ayrim,
kromatografik kolonlara gore cok daha ucuz olan silika kapiler kolonlarda
gerceklestirilir. Uzun 6rnek 6n hazirlama basamaklarini ortadan kaldirarak dogrudan
injeksiyon yapabilme avantaji ise analiz zamanini ve kimyasal tliketimini 6nemli

Olciide ortadan kaldirir [1].

Nitrat ve nitritler azot dongiisliniin nitrifikasyon asamasinda azot tutucu bakteriler
araciligiyla dogal olarak olusan, suda yiiksek ¢6ziinme 6zelligine sahip inorganik
iyonlardir [2]. Nitratlar, sebzeler ve igme sular1 aracihigiyla viicuda alinir. Ayrica
nitrat ve nitritler iglenmis et drlinlerinde koruyucu ve renk arttirict olarak
kullanilirlar.  Nitratlar saglik {izerine olumsuz etkilerini, mikroorganizmalar
araciligiyla nitritlere indirerek gosterirler [3]. Nitritler, kandaki hemoglobini
methemoglobine doniistiirerek, kanin oksijen tagima kapasitesini azaltir veya yok
ederler. Bu da bebeklerde mavi bebek sendromu olarak da bilinen
methemoglobinemiye neden olur [4-6]. Ayrica nitritler, hayvansal gidalardaki
sekonder aminler ile birleserek karsinojenik nitrozaminleri meydana getirirler.
Literatlirde nitr6zaminler ile 6zellikle mide ve bagirsak kanserleri arasindaki ilisiyi
inceleyen ¢ok sayida makale bulunmaktadir [7-10]. Nitrat ve nitritlerin olumsuz
saglik etkilerini ortaya ¢ikmasini dnlemek amaciyla uluslararasi saglik kuruluslarinca

bir takim sinir degerler belirlenmistir [11-13].

Cesitli gidalardaki nitrit ve nitrat anyonlarmin analizi i¢in birgok yontem
gelistirilmistir. Bu calismalar bazi1 derleme makalelerde toplanmistir [14, 15].
Yapilan analizlerin biiyliik bir ¢ogunlugu, HPLC, GC, IC gibi kromatografik
yontemlere dayanmaktadir. Ancak gida kontrol laboratuvarlarinda nitrit ve nitrat

analizi, AOAC Uluslarast Resmi Analiz Metodlar1 tarafindan kabul edilen nitratin



kadmiyumla nitrite indirgenmesine dayanan spektrofotometrik bir ydntemle
gerceklestirilmektedir [16]. Bu yontem rutin analizler i¢in zaman alict Ornek
hazirlama islemleri gerektirmesinin yanisira nitrat ve nitritin birarada tayinine izin
vermez. Ozellikle islenmis et iiriinlerinde ilave katki maddesi olarak kullanilan nitrat

ve nitrit dozunun kontrolii insan saglig1 agisindan ¢ok dnemlidir.

CE'de silika kolonda ¢ok yiiksek elektrik alan altinda olusturulan elektroosmotik akisg
sayesinde ylklerine bakilmaksizin biitiin tiirler, katoda ve bu yone yerlestirilmis
dedektore dogru hareket ederler. Elektroforetik mobilite farkliliklarina gore ayrilarak
dedekte edilirler. Ancak nitrit ve nitrat gibi kiiglik anyonlarin elektroforetik
mobilitesi ¢cok yiiksek oldugu i¢in elektroosmotik akis ile birlikte negatif elektroda
dogru stirikklenmekte zorlanirlar. Bu iyonlar1 ayirmak ve dedekte etmek i¢in bazi
modifikasyonlar yapilmalidir. Bunlardan biri silika kapiler kolonu pozitif yiikle
kaplayarak elektroosmotik akigin yoniinii negatif elektrottan pozitife ¢evirmektir.
Injeksiyon negatif kutuptan yapilarak elektroosmotik akis ile anyonlarin
elektroforetik ayn1 yone cevrilir ve dedeksiyon pozitif kutup tarafindan yapilir. Diger
bir yontem ise ayirma elektrolitinin pH'im1 diisiirerek elektroosmotik akis hizini ¢ok
diisiirmek ve anyonlarin kendi elektroforetik mobiliteleri ile elektroosmotik akisa
kars1 pozitif kutup yoniindeki detektdre ilerlemelerini saglamaktir. Bu yontemde de
injeksiyon negatif kutuptan yapilir. Her iki yontemin de nitrit ve nitrat dahil olmak
tizere bircok anyonun analizinde basarili ile uygulandigi Ornekler literatiirde

mevcuttur [17-20].

Baligin yapisinda 6nemli miktarda nitrat ve nitrit bulunmamasina ragmen islenmis
balik iiriinlerinde kullanilan ham tuzun yapisinda nitrat ve nitrit tuzlari bulundugu
bilinmektedir. Ayrica, baligin yapisindaki ilgili aminoasitlerin dekarboksilasyonu ile
biyojenik aminler olugsmaktadir [21]. Biyojenik aminler proteince zengin balik
triinlerinde yliksek miktarda bulunduklarinda bozulma gdostergesi olarak kabul
edilmektedir [22]. Eger balik {iriinii, biyojenik amin igeriyorsa, tuzda bulunan nitrit
ve biyojenik aminler arasindaki reaksiyonla kanserojen nitrézaminler olusur [21]. Bu
nedenle, balik {iriinlerinde biyojenik amin ile nitrat ve nitrit tayinleri 6nemli bir gida
kontrol konusudur. Literatiirde islenmis balik iiriinlerindeki biyojenik amin miktarlari
ile ilgili ¢ok sayida analitik ¢alisma bulunmasina ragmen nitrat ve nitrit icerikleri

konusunda ¢alisma yok denecek kadar azdir [23-25].



CE'de normal injeksiyonla nitrat ve nitrit i¢in elde edilen dedeksiyon limitleri, nitrat
ve nitritin ilave katki maddesi olarak i¢eren islenmis et liriinlerinde ve bu iki anyonu
yiiksek oranda iceren sebzelerde tayini i¢in yeterli olmasina ragmen [19], ilave katki
maddesi olarak bulunmadigi balik iirlinlerinde yetersiz kalmaktadir. Kapiler
elektroforezde Ornek sikistirma metodundan yararlanarak normal  kapiler
elektroforezde kullanilan injeksiyon hacmi arttirilabilir. Buna karsilik ayirma
elektroliti ve 6rnek bolgesinin kondiiktivitesinde bazi degisiklikler yapilarak analitin
ornek zonu ile tampon bolgesi arasinda sikisarak konsantre olmasi saglanir. Boylece

dik pikler elde edilir ve dedeksiyon limitleri nemli 6lgiide distiriiliir [26].

Bu tez ¢aligmasinda, nitrat ve nitrit anyonlarinin ayrimi ve miktar tayini i¢in yeni bir
kapiler elektroforez-o6rnek sikistirma yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen 6rnek
sikigtirma yontemi ile nitrat ve nitrit icin CE dedeksiyon limitleri énemli Slgiide
disiirilmustiir. Diistik pH’a sahip bir ayirma ortaminda ¢alisarak elektroosmotik akis
hizi disiirilmiis ve bu anyonlarin elektroosmotik akisa karsi ilerlemeleri
saglanmistir. Ancak elektroosmotik akis hizi injeksiyon yoniine dogru az da olsa
mevecut oldugu icin Ornek matriksi kapiler disina itilerek kapiler icinde tekrar
homojen bir elektrik alan saglanarak dedektore ulasan konsantre bolge, dik pikler
halinde goriilebilmektedir. Analiz yonteminin validasyonu yapilmis, yontem ton,
uskumru ve sardalya balik orneklerinde nitrat ve nitrit tayinlerine basar1 ile

uygulanmigtir.






2.KAPILER ELEKTROFOREZ

2.1 Tarihsel Gelisimi

Elektroforez, tampon c¢ozelti igerisindeki yiikli tiirlerin, elektriksel alan varliginda
diferansiyel go¢ hizlarmin farklihi§i esasina dayanan bir ayirma teknigidir. Bu
yontemilk olarak 1937 yilinda Isvegli bilim adami Tiselius tarafindan serum
proteinleri calismasinda kullanilmis ve 1948 yilinda Nobel Odiili'ne layik
gorilmiustiir [27].

Elektroforez teknigi ile yapilan yapilan caligmalarda karsilasilan en biiyiik
sorunlardan biri diflizyon ve Joule isinmasmin sonucu olarak serbest ¢ozeltide
meydana gelen bant genislemesi olmustur. Bu nedenle uzun yillar elektroforez kagit
veya jel gibi antikonvektif ortamlarda uygulanmistir. Teknolojinin geligimi ile
gittikce daha dar kolonlarin {iretimi ile elektroforezin tekrar agik ¢ozeltide

yapilabilmesi arayislar1 baglamistir [28].

1967 yilinda Hjerten 1-3 mm i¢ capli kolonlarda proteinler, viriisler, organik ve
inorganik iyonlar gibi pek ¢ok analitin ayrilmasint ve UV dedektor ile tayinini
gerceklestirmistir [29]. 1974'te Virtanen ve Mikkers tiip capin1 200 pum'ye indirerek
1s1 kaybindan kaynaklanan problemleri ortadan kaldirmistir [30-32]. 1981 yilinda
Jorgenson ve Lukacs kapiler ¢apimmi 75 pm'ye indirerek 30 kV gibi ¢ok yiiksek
ayirma voltaji ile g¢alisilmasini miimkiin kilmistir [33]. 1989 yilinda Beckman
Coulter tarafindan ilk ticari kapiler elektroforez sisteminin iretilmesiyle kapiler
elektroforez, genetik, biyokimya, adli tip ve mikrobiyoloji gibi pek ¢ok alanda genis

bir kullanim alan1 bulmustur [28].

2.2Kapiler Elektroforezin Temel Prensipleri

Kapiler elektroforezde ayrim, uygulanan yiiksek elektrik alan altinda taneciklerin
farkli hizlarda go¢ etmesi esasmna dayanir. Bu elektroforetik ayrim, iki ucu agik,
yaklagik 30- 100 cm uzunluk ve 25-100 um i¢ ¢apa sahip silindirik kapiler
kolonlarda gergeklestirilir. Kapiler kolon elektrotlar1 ve ayirma elektroliti de denen

tampon ¢ozeltiyi igeren iki hazne arasina yerlestirilmistir. Cok az miktarda (1-50 nL)



ornek farkli tekniklerle kapilerin bir ucuna yiiklenir. Ayrim 5-30 kV gibi yiiksek
voltaj uygulanarak, 200-500 V/cm elektrik alan altinda saglanir. Farkli ayirma
mekanizmalar1 ve segicilik saglayan ayirma tipleri ile kapiler elektroforez énemli bir

ayirma ve analiz teknigi olarak gelismektedir [28].

2.3 Kapiler Elektroforez Terimleri

2.3.1 Elektroforetik mobilite

Iyonlar, bir elektrik alan igerisinde sabit hizla hareket ederler. Potansiyelin artmas,
dolayisiyla elektrik alan etkisinin kuvvetlenmesiyle iyonlarin hizi artar ve daha hizli
bir sekilde analiz yapilir. Iyonlarin elektroforetik mobiliteleri, elektroforetik hiz ve

elektrik alanla dogrudan iliskilidir [27].

Elektroforetik ayrim, sadece iyonlarin mobilitelerinin aralarindaki farkla

mumkuindiir.
v= pnekE (2.1)
v=peVL? (2.2)

Burada,

v = iyonun hizi,

e = elektroforetik mobilite
E = elektrik alan

V = uygulanan voltaj

L = kapiler uzunlugu

Elektrik kuvveti,
Fe=qE (2.3)

Bir iyonun siirtiinme kuvveti,

Fe=- 6mnrv (2.4)
esitligi ile verilir.
q = iyonun yiikii
n = ¢Ozeltinin viskozitesi
r = iyonun yarigcapi

v = iyonun hizi

Elektroforez esnasinda iki kuvvet de dengede olur.
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Fe=-6mnrv (2.5)
qE = 6mnrv (2.6)
We = q/6TNIr (2.7)

Esitlige gore, mobilite tanecigin boyutu ile ters orantili iken, tanecigin ytkii ile dogru

orantilidir [27].

2.3.2. Elektroosmotik akis
Eritilmis silika kapilerin i¢ yiizeyi silanol gruplart (SiOH) ile kaplidir ve pH 3.0 {in
tizerinde SiO ya iyonize olurlar. Elektroosmotik akisin nedeni, kapilerin i¢

¢eperinde ayirma elektroliti ile SiO™ gruplar1 arasinda olusan elektriksel gift
tabakadir (Sekil 2.1).

N VA VAN VRN PN PR AN PN
Si S 8 S8 St S S S
O S o o or o 0
& ® ® & & & & i3]
& ® ® & ® & & ®
. —_— —_— —_—
& -
Elektroosmotik Akis ———=
Anot Katot
R ) — E—
® ® ] ® & ® & EHareketli tabaka
& & 3] & & & & & Sabit tabaka
o o o o o o 0 o
Si S S Si Si Si SiSi
SN rS1\ ;5|11 JS]*. !E‘ir\ PR N S KN

Sekil 2.1:Kapiler duvar ¢ift tabakasi [34].

Ayirma elektrolitindeki pozitif yiiklii iyonlar, kapiler ¢eperine yaklasirlar. Cepere
cok yakin olan pozitif yiikli iyonlar hareketsizdir. Ancak g¢eperden uzaklastikca,
ceperle pozitif yiikliiyonlar arasindaki elektrostatik c¢ekim zayiflar, kapilere
uygulanan elektriksel alanin iyonlar {izerindeki kuvveti baskin gelir ve bu pozitif
yiiklii 1yonlar topluca negatif yiikliielektroda (katot) dogru go¢ ederler. Bu toplu goc,

kapiler i¢cindeki tamponun katoda dogru akmasina neden olur. Bu akisa EOF denir.
Elektroosmotik akis hiz1 (veor), formiil 2.8'de agiklanmaktadir.

Veor = E .Meor (2.8)

veor: Elektroosmotik akis hizi;
ueor - Elektroosmotik mobilite;

E : Elektriksel alan kuvveti



Kapiler c¢eperine yakin olan hareketsiz tabaka ile merkeze yakin olan
hareketlitabakanin meydana getirdigi ¢ift tabaka arasinda olusan potansiyele zeta

potansiyeli (§) ad1 verilir ve formiil 2.9 ile gosterilir.
E=4ndele (2.9)

0: Difilizyon tabakasi kalinligi,
e: Yiizey alana diisen yiik,

€. Tamponun dielektrik sabiti
Elektroosmotik akis hizi (veor) formiil 2.10 ile gosterilebilir.

veorm e EE/ 4 Tt (2.10)
n: Tamponun viskozitesi

Elektriksel alan altinda tampon igindeki elektriksel yiiklii maddeler elektroforetik

hizla hareket ederler. Elektroforetik hiz (veor) formiil 2.11'e gére hesaplanir.

veor= E pep (2.11)

vep: Elektroforetik hiz,
uep: Elektroforetik hareketlilik

Maddeler kapiler boyunca farkli hizlarda hareket ettiklerinden ayirim gergeklesir.
Elektroforetik hareketlilik formiil 2.12'ye gore verilir.

uer=q/6Tnr (2.12)

Elektroosmotik akisi ilerleten kuvvet kapiler icerisinde diizenli dagilmigtir. Herhangi
bir basing degisimi olmadigi icin diiz kesitli bir yigin akisina neden olur (Sekil 2.2a).
Diiz akig, analitlerin kapiler i¢inde dagilimina neden olmadig: i¢in dik ve simetrik
pikler elde edilir. Itici giiciin dis basing oldugu s1v1 kromatografisinde ise parabolik
kesitli bir akis gozlenir ve pik genislemesine neden olur (Sekil 2.2b). CE’de akis

profilinin diiz olmasindan 6tiirii ayirim etkinligi yiiksektir [35-37].



a b
Sekil 2.2: (a) Elektroosmotik diiz akis, (b) Basing ile saglanan parabolik akis [34].

2.3.2.1 Elektroosmotik akisa etki eden faktorler
Elektroosmotik akis hizina etki eden faktorler Cizelge 2.1°de verilmistir [37].

Cizelge 2.1: Elektroosmotik akis hizina etki eden faktorler.

Ayirma ortamindaki degisiklik EOF'e etkisi

Tamponun pH degerinin artig1 EOF 1

Elektrik alan artis1 EOF 1

Tampon konsantrasyonu artis1 EOF |

Sicaklik artist EOF 1 (n degisimi nedeniyle)
Organik ¢oziicli ilavesi EOF | (su fazinda calisildiginda)
Pozitif yiiklii yiizey aktif madde ilavesi EOF'un yonii terse ¢evrilir

Negatif yiiklii yiizey aktif madde ilavesi EOF 1

2.3.3 Goriinen mobilite ve gog siiresi
Bir analitin detektore ulasana kadar gecirdigi siireye gog siiresi (t) denir. Analitin
goriinen mobilitesi ise, goc siiresi ve diger deneysel veriler de kullanilarak

hesaplanabilir [17].
ug = l/(tE) = IL/(tV) (2.13)

Mg = He +ILEOF (2.14)

V: Uygulanan voltaj

I: Kapilerin etkin uzunlugu

L: Kapilerin toplam uzunlugu
t: Gog siiresi

E: Elektrik alan



Elektroosmotik akis varhiginda Olgiilen mobiliteye goriinen mobilite (ug) denir.
Elektroforetik mobilite (pe) ise EOF hiz1 belirlenerek hesaplanir. EOF’u 6lgmek i¢in

formamid, aseton, mesitil oksit gibi kapiler duvari ile etkilesmeyen bir bilesik segilir.
Kapilerin etkin uzunlugu, kapilerin enjeksiyon noktasindan dedekte edilen kisma

kadar olan uzakliktir.

2.3.4 Ayirma etkinligi

Ayirma etkinligi (N), teorik tabaka sayisi ile ifade edilir.

N = (I/o)? (2.15)
1 = kapiler uzunlugu
o = pikin standart sapmasi
Teorik plaka genisligi (HETP);

H = (I/N) (2.16)

olarak ifade edilir.

N degeri, ayrilan piklerin elektroferogrami kullanilarak, genellikle cihazlarin veri
degerlendirme programlar1 ile hesaplanir. Ayrica teorik plaka sayist degeri bir
elektroferogramdan da yararlanilarak belirlenebilir [27]. Bunun i¢in kullanilan esitlik

formiil 2.17’de verilmistir.

N = 5,54 (t/ wyp) (2.17)
T = gog siirest
W1 = yar1 ylikseklikteki pikin genisligi
2.3.5 Pik genislemesi
Enjekte edilen 6rnege ait bantlarin genisleme olmadan dedektore ulagmasi istenir.
Pik genislemesinin baslica sebepleri sunlardir;

a) Boylamsal difiizyon: Analiz siiresiyle ve diflizyon katsayisiyla dogru orantili olup,

molekiil agirligiyla ters orantilidir [34]. Asagidaki formiil ile ifade edilir:
o’ = 2Dt (2.18)

D = analitin difilizyon katsay1s1

t = pikin gelis stiresi
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b) Joule 1sis1: Elektrik akiminin gegisi ile iiretilen 1stya joule 1sis1 denir. Sicaklik
artis1 uygulanan voltaj ve tampon iletkenliginin artig1 ile artar. Sicaklik degisimi akisg
profilini etkileyen bir viskozite degisimi meydana getirir. Sonugta ¢ozelti, kapiler
duvarinda kapiler merkezinde oldugundan daha yavas bir sekilde go¢ edecektir.
Kapiler duvarinda viskozite yiiksek, kapiler merkezinde ise viskozite diigiik olur ve

bu farktan dolay1 pik genislemesi ortaya ¢ikar [34,37].

¢) Enjeksiyon uzunlugu: Ornek difiizyona sebebiyet vermeyecek sekilde, ince bir zon

halinde sisteme injekte edilmelidir [37].

d) Ornegin duvar adsorpsiyonu: Kuyruklu piklere ve gog siiresinin tekrarlanirligimin
azalmasina sebep olur. Kapiler ylizeyinin analit molekiillerini adsorbe etme egilimi,
ozellikle proteinler gibi makro molekiiller i¢in CE’de pik sekillerinde bozulmaya yol
acabilir. Ozellikle silika kapilerinin yiizeyinin negatif yiiklii olmasindan &tiirii, pozitif

yiiklii proteinin kapiler duvarina adsorbe olmasi muhtemel bir hal alir [34, 35].

e) Elektrodispersiyon: Ornek iyonlar1, tampon ¢dzeltinin iyonlar1 ile ayn1 mobiliteye
sahip olmadigindan, go¢ eden cozelti onu ¢evreleyen tampon ile ayni elektriksel
iletkenlige sahip olmayabilir. Eger o6rnek iletkenligi tamponunkinden biiyiikse,
ornegin dnde giden kismi difiizyona ugrar ve pik énden kuyruklanir. Iletkenlikler esit

ise, pikte herhangi bir kuyruklanma sekli gézlenmez [37].

2.3.6 Rezoliisyon

Rezoliisyon, iki pikin birbirinden ayrilmasinin Slgiisii olarak bilinir. Bir ayirma
yonteminde temel amag, Ornek bilesenlerinden elde edilen piklerin tam olarak
birbirinden ayrilmasidir. Rezoliisyon (R) asagidaki esitlik ile gosterilir [34]:

_ 2(t2-t1) (2.19)
wil+w2 '
t = gbg siiresi

w = siire olarak pikin taban genisligi

2.4 Kapiler Elektroforez Cihazi

Tipik bir kapiler elektroforez cihazi, yiiksek voltaj gii¢ kaynagi, giris ve ¢ikis tampon
kaplar1, kapiler kolon, dedektdor ve integratdr veya bilgisayardan olusmaktadir.
Bir¢ok sistemde kapilerdeki 1sinmay1 sogutmak ve kapiler sicakligint kontrol etmek

icin termostat bulunmaktadir. Kapilerin iki ucu, giris ve cikis tampon kaplarina
11



batirilir ve bu iki tampon kabinda bulunan elektrotlar arasina dis kaynaktan ytiksek
voltaj uygulanmas ile 6rnek, dar bir bant veya bolge olarak kapilerin bir ucundan
(anot) enjekte edildiginde diger ucuna (katot) dogru harekete baglar ve bu ugta
dedeksiyon gergeklesir. Veriler, dedektor cevabinin zamana karsi grafigi olan
elektroferogramlar seklinde elde edilmektedir [38]. Kapiler elektroforez cihazinin

sematik gosterimi Sekil 2.4’de verilmistir.

Kapiler Bilgisayar

T

Ornek Bilmesi

UL

Anot .‘-lﬂ B

Tampon Ciizelti Tampon Cdzelti
Yiiksek Voltaj

Kavnag

Katot

Sekil 2.3: Kapiler elektroforez cihazi [34].

2.4.1 Kapiler kolon

Eritilmis silika en ¢ok kullanilan kapiler materyalidir. Kapilerin dis kismi koruyucu
tabaka olarak poliimid ile kaplanmis olup, 151k yolunu kapatmamasi i¢in poliimid
kaplamanin bir kismi bu bdlgeden yakilarak kaldirilir ve dedeksiyon penceresi
olusturulur. Kapiler elektroforezde kullanilacak kapiler kolonun tiirii ve boyutu,
analiz edilecek numune, analit, uygulanacak yontem ve uygun analiz siiresine gore
secilir. Ideal bir kapiler kolonun elektrik iletkenliginin olmamasi, kimyasal olarak
inert olmasi, detektorle uyumlu olmasi, saglam ve esnek olmasi gerekmektedir.
Kapiler elektroforezde genellikle i¢ ¢ap1 25-75 pum, dis ¢ap1 350-400 um, boyu ise
50-75 cm arasinda olan eritilmis silika kapiler kolon kullanilir. Kapiler kolon ilk defa
kullanilacaksa 1 M NaOH, su ve ardindan caligsma tamponu gecirilerek sartlandirilir.
Sartlandirma islemi ile kapilerin i¢ ¢eperindeki silanol gruplarinin iyonlasma orani

ve dolayisiyla EOF her analizde ayni olur [38].
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2.4.2 Yiiksek voltajh gii¢c kaynag

Yiiksek voltajli giic kaynagi ile elektroforez i¢in gerekli olan voltaj, akim ve gii¢
saglanmaktadir. Cogu CE sisteminde, voltaj en fazla 30 kV'dur. Akim 300 pA ve gii¢
6 W'a kadar uygulanabilir. Uygulanan voltaj ile elektrik alan meydana gelir. Formiil
2.2'de de goriildiigii iizere voltaj degisimi elektrik alan1 da etkiler. Elektrik alan
degisimi ise gb¢ zamani ve alan tekrarlanirh@inin degismesine sebep olur. Bazi

durumlarda uygulanan elektrik alanin yonti degistirilebilir [38].

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

farkli sekilde yapilir.
a) Hidrodinamik Enjeksiyon

Hidrodinamik enjesiyon CE'de en ¢ok kullanilan enjeksiyon tiirii olup ii¢ farkli
sekilde yapilmaktadir. Bunlardan biri kapilerin enjeksiyon kismina basing
uygulanmasidir. Genelde 50 mbar civarinda basing uygulandiktan sonra voltaj
uygulanarak analize devam edilir. ikinci yolu kapilerin dedektdr tarafina vakum
uygulanmasidir. Ugiincii hidrodinamik enjeksiyon yonteminde ise enjeksiyon kabinin
yikseltilmesi ile sifon etkisi yaratilarak enjeksiyon yapilir. Hidrodinamik

enjeksiyonda, enjeksiyon hacmi Poiseuille denklemi kullanilarak hesaplanabilir [39].
V = APmr*/8nL (2.20)
AP = Kapiler boyunca basing farki (dyn.cm™)
t = enjeksiyon siiresi (s)
1 = tamponun viskozitesi (dyn.s.cm™)
L = kapilerin boyu
Sifon etkisiyle yapilan basing farki i¢in;
AP = pgAh (2.21)
p = O0rnegin yogunlugu (kg.m'3)
g = yercekimi ivmesi katsayisi (9,82 N.kg™)

Ah = Ornek ve tampon kabi arasindaki yiikseklik farki (m)
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Elektrokinetik enjeksiyonda ornek kabi ile ¢ikis tampon kabi arasina ¢ok kisa siireli
ve calisma voltajindan daha diisiik bir voltaj uygulanarak numune yiiklenir. Ornek
elektroosmotik akis ve iyonik gociin etkisi ile kapiler i¢ine girer. Elektrokinetik

enjeksiyonun tekrarlanirligi hidrodinamik enjeksiyona gore daha azdir.

2.4.4 Dedektor
Kapiler elektroforezde kullanilan dedektorler ve dedeksiyon limitleri Cizelge 2.3'de

verilmigtir.

Cizelge 2.2: CE’de kullanilan dedektorler ve dedeksiyon limitleri [37].

Dedeksiyon Limiti

Dedektor (mol/L)
UV absorpsiyon 107 -10*
Floresans 107 - 10"
Lazer indiiklenmis floresans 103 - 107
Amperometrik dedektor 10®-10°
iletkenlik dedektorii 107-10°
Potansiyometrik dedektor 10°®
Kiitle spektrometre dedektorii 10°®

2.4.4.1 UV dedektor

CE'de en sik kullanilan dedektorlerden biri UV dedektor olup tek bir dalgaboyunda
veya dizi diyot ile genis bir aralikta bir¢ok dalgaboyunda absorbans oOlgiimii
yapilabilir. Analit tarafindan absorplanan 1sinin miktar1 Lambert-Beer yasasi ile

hesaplanir.
A =ecl (2.22)
A: Absorbans
€: Analitin molar absorptivitesi
I: Isin yolunun uzunlugu

Esitlik 2.21'de goriildiigi gibi, belli bir konsantrasyondaki analitin absorpladig: 1s1nin
miktari, 151n yolunun uzunluguna baglidir. Kapiler elektroforezde, kapiler kolon
dedektor hiicresi olarak gorev yapar. Bunun i¢in silika kapilerin disindaki poliimid
koruyucu kaplamanin bir kismi yakilarak veya kazinarak uzaklastirilir ve dedeksiyon
penceresi olusturulur. Ancak bu durumda, 151n yolunun uzunlugu yaklagik olarak
kapilerin i¢ capma (50-75 pum) esittir. Bu da dedeksiyon hassasiyetini azaltarak

analitin gozlenebilme sinirini kisitlar. Hassasiyet 'z' veya baloncuk seklinde dedektor
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hiicresine sahip kapilerler kullanilarak 1sin yolunun uzunlugu arttirilmas: ile
iyilestirilebilir. Ancak bu yontem rezoliisyonun azalmasina neden olur. Duyarlilik,
kiitle spektrometri, lazer indiiklenmis floresans dedektér (LIF), amperometrik
dedektor gibi daha hassas detektorler kullanilarak da arttirilabilir. Ancak bunlarin
da baz1 dezavantajlar1 vardir. Ornegin, dogal floresans olmayan maddelerin LIF
dedektor ile tayininde zaman alict bir 6rnek tiirevlendirme islemi gerekmektedir.
Bunun yanisira, bu dedektorler bir¢ok arastirma ve analiz laboratuvarlari igin
pahalidir. Dedeksiyon hassasiyetini arttirmanin diger bir yolu ise sivi-sivi faz
ekstraksiyonu (LLE) ve kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) gibi 6rnek zenginlestirme
metodlarindan birini kullanarak analitin konsantrasyonunu arttirmaktir. Ancak bu
teknikler zaman alici bir¢ok basamaktan olustugu icin sistematik hatanin artma
olasiligi fazladir. Kapiler elektroforezde, dedeksiyon hassasiyetini arttirmanin en

kolay ve giivenilir yolu analitin kapiler igerisindeyken konsantrasyonunu arttirmaktir
[40].

2.5 Kapiler Elektroforez Yontemleri

Kapiler elektroforezin benzer cihaz tasarimini kullanan, farkli analit tiirlerine
uygulanabilen ¢ok farkli modlar1 vardir. Bu yontemler ve ayirma esaslar1 Cizelge

2.2'de verilmistir.

Cizelge 2.3: Kapiler elektroforez yontemleri [36].

Yontem Ayirmanin Temeli
Kapiler Zon Elektroforez Analitlerin yiik/biiyiikliik oranlarinin farkliliklar
Elektrokinetik Kromatografi Analitlerin ayirma tamponuna ilave edilen katk1

maddesi ile farkli etkilesimi
Misel Elektrokinetik Kromatografi ~ Analitlerin misel ile farkli hidrofilik-hidrofobik

etkilesimi

Kapiler Jel Elektroforez Analitlerin biiyiikliik farkliliklarina gore jel
gbzeneklerinden gecisi

[zoelektrik odaklanma Analitlerin izoelektrik nokta farkliliklar

Analitlerin yiik/bliylikliikk oranlarmin farkliliklarinin
[zotakoforez farkli moblitedeki iki tampon arasinda gergeklesmesi

Elektrokromatografi Analitlerin kapiler i¢ine doldurulan sabit faz ile
stv1 faz arasindaki dagilim fark:
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2.5.1 Kapiler zon elektroforez

Bu ¢aligmada nitrat ve nitrit iyonlarinin ayrilmasinda CE in en basit ve yaygin modu
olan kapiler zon elektroforez (CZE) yontemi kullanilmistir. CZE’de ayirma
yukaridaki basliklarda aciklanan prensiplere gore analitlerin  yiik/bliytiklik
oranlarinmn farkli olmasina dayanir. Orek ¢dzelti, kapiler igine dar bir zon halinde
genellikle pozitif kutup yoniinden verilir. Detektor negatif elektrot yakinina
yerlestirilir. Pozitif yiikli iyonlar kendi elektroforetik mobilteleri ile negatif elektrot
yani detektér yoniline yonlenirken, negatif yiiklii iyonlar kendi -elektroforetik
mobiliteleri ile injeksiyon yoniine yani pozitif elektrota dogru hareket ederler. Ancak
onceki bolimlerde aciklandig gibi kolon i¢inde negatif elektrot yoniine dogru olusan
giicli EOF nedeniyle tiim tiirler negatif kutba yani detektér yoOniine dogru
stiriiklenirler. Bu go¢ esnasinda yiik/biiytikliik farkliliklar: olusursa ayrim gerceklesir
ve detektore farkli zamanlarda ulasarak detekte edilirler. CZE ile ayrimin temeli sekil

2.3°de gosterilmistir [41].
Injekte edilen Grnek
DAL

6-) EOF

/[ﬁ T HF

; % ) e % ;) : Anyonlar
— 3 2 ,’& ;5 : Notral
‘—j t-j-j ’13)1:’ = & :Katyonlar

Sekil 2.4:CZE’de ayrim [41].

Kiiciik anorganik anyonlar ve kiiciikk organik asitlerin kendi elektroforetik
mobiliteleri ¢ok yiiksek oldugu i¢in bunlar EOF bunlan siiriiklemekte zorlanir. Bu
nedenle daha 6nceki boliimlerde aciklandigi gibi bu iyonlar pozitif kutup yerine
negatif kutup tarafindan enjekte edilirler. Bu durumda detektdr pozitif kutup
yoniindedir. Ya kapiler duvarini pozitif yiikle kaplayarak kapiler igindeki EOF un

yonil degistirilerek iyonlarin ve EOF’un ayn1 yonde olmasi ya da diisiik pH larda
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caligilarak ve EOF’un hizi azaltilarak anyonlarin EOF’a karsi harcket etmesi
saglanir. Bu ¢alismada ayrilan nitrat ve nitrit iyonlart kiigiik anyonlar oldugundan

ayrilmalar1 i¢in EOF’un hiz1 diisiiriilmiistiir.

2.6 Ornek Sikistirma Metodu

2.6.1 Temel Prensipleri

Ideal bir 6n zenginlestirme islemi rezoliisyon kaybi olmaksizin hassasiyetin
arttirtlmasina dayanmaktadir. CE'de 6rnek sikistirma teknikleri bu iki prensibi temel
alarak olusturulmustur. CE'de 6rnek injeksiyonu nL boyutundadir. Uygulanan 30 kV
civarinda voltaj ile ayirma zamani ¢ok kisa oldugundan c¢ok ince bir zon olarak
injekte edilen 6rnek zonu genigslemeye zaman bulamadan ¢ok dik pikler halinde
goriiliir. Yiksek hacimde 6rnek injeksiyonu genislemis ve overload olmus piklere
sebep olur. Ornek sikistirma ydntemleri ile genis bir zon halinde injekte edilen rnek
dedektore ulasmadan sikistirilarak dik pikler elde edilir ve dedeksiyon hassasiyeti

onemli dlgtide arttirilir [26].

Simpson et al. [40] O0rnek sikistirma metodunun prensibini, iki ¢dzelti arasindaki
elektrik alan farkina dayandirmistir. Bu elektrik alan farki ile ¢ozeltiler arasinda
iletkenlik farki meydana gelir. Analitin elektroforetik mobilitesi esitlik 2.23'de

verilmistir:

Vep= Hep E = pepV / L (2.23)
E: elektrik alan kuvveti
L: kapiler uzunlugu

Bu esitlige gore kapiler igerisinde elektrik alan kuvveti homojendir. Analitin 6rnek
stkistirma metodu ile hassasiyetinin arttirilmas: i¢in kapiler boyunca elektrik alan
farki yaratilmahdir. Farkli elektriksel iletkenlige sahip iki bolge arasinda, iyonlarin

elektroforetik hizlarinin orani esitlik 2.24'de gosterilmistir:
Y= Uepl/UepZ = El/ E2 =p1 / P (224)

Bu esitlikte y,iyonlarin elektroforetik hizlarinin orani ve p, 6zdirengtir. 1 ve 2 alt
indisleri ise 6rnek zonu ve ayirma tamponu gibi iki ayr1 bolgeye isaret etmektedir

[40].
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Ayirma tamponunun kondiiktivitesi arttirilarak bu bolgede elektrik alan azaltilir.
Buna karsilik 6rnek bolgesindeki kondiiktive azaltilarak elektrik alan arttirilir.
Normal kapiler elektroforezde kullanilan injeksiyon hacmi arttirilir. Injeksiyon
bolgesinde yliksek elektrik alan altindaki iyonlar hizla hareket ederler. Elektrikalanin
diisiik oldugu ayirma tamponu bdlgesine ulastiklarinda aniden hizlar diiser ve 6rnek
zonu ile tampon bolgesi arasinda sikigsarak konsantre olurlar. Bu sekilde konsantre
olan diger bir deyisle sikisan analitin konsantrasyonu, Cgjsan, formiil 2.25'de

verilmistir [40].
C51k1san = Cinjekte edilen Y (225)

Cinjekte edilen, 1njekte edilen analitin baslangictaki konsantrasyonu olup, 6zdireng

ayirma elektrolit konsantrasyonu ile ters orantilidir.

Kapiler i¢inde tekrar homojen bir elektrik alan saglamak icin gerekirse elektrik
alanin yonii degistirilerek, konsantre 6rnek zonu disinda kalan seyreltik 6rnek bolgesi
EOF ile birlikte kapiler digina atilmalidir. Bu boéliimde anlatilan, normal 6rnek
sikistirma metodu uygulama kolayligi vegenis kullanim alani ile en yaygin 6rnek
sikistirma metodudur [40]. Diger o6rnek sikistima metotlari, sikistirma faktorleri ve

LOD degerleri Cizelge 2.4'de verilmistir.

Cizelge 2.4: Ornek Sikistirma Yontemleri [26].

Yontem Sikistirma Faktorii LOD

FASS 10-100 pg/mL

LVSS 100-1000 pg/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 Ornek sikistirma metodu uygulamalari

Kapiler elektroforezde 6rnek sikistirma metodunun farkli uygulama alanlar1 [40]:

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

arastirmalar

2. Cevresel uygulamalar: Kimyasal kontaminantlar, anyonik/katyonik tiirler gibi

gevresel ornek bilesenleri

3. Gida analizleri: Gidalarda ve i¢eceklerde kalite-kontrol analizleri
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4. Farmasotik uygulamalar: Ilag kalite-kontrolii ve arastirma-gelistirme, canlilardaki

biyoaktif bilesikler

5. Toksikolojik uygulamalar: Psikotropik ilaglar, toksik bilesikler ve tiirevleri
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3. NITRITLER VE NITRATLAR

3.1 Nitratlar ve Nitritlerin Genel Ozellikleri

Nitratlar ve nitritler azot dongiistiniin (Sekil 3.1) nitrifikasyon asamasinda azot tutucu
bakteriler aracilifiyla dogal olarak olusan, suda yiiksek ¢oziinme Ozelligine sahip
inorganik iyonlardir [42]. Azot dongiisiindeki kimyasal reaksiyonlar Cizelge 3.1'de

toplu halde verilmistir.

o ]

e
Proteinder \
2 Proteinler N
’/ /‘ \\_ Ure pargalayan
// N badloyen \“‘ Nﬁu:&a
[Biticitor | bakteriler Curume L
R — n bakterileri
l 2 . Bl L] 3
Nitr at par galayan /
MHO; 7 baktesiles Wy
tuzlan Metret
N bakterileri
Netrat 4
bakterileci 3~
&\\‘ NNO, ‘/’/
tuzian

Sekil 3.1: Azot dongiisii [43].

Cizelge 3.1 Azot dongiisiinde meydana gelen kimyasal reaksiyonlar [42].

Azot fiksasyonu: N,+8H*+8e'— 2NHs3 + H,

Amonifikasyon: NHsz + O, + 26 — NH,OH + H,0
NH,0H + H,O — NO; + 5H" + 4¢”

Nitrit oksidasyonu: NO; + 1/20, — NO3

Amonyak oksidasyonu:  NH;" + NOy;” — Nj + 2H,0

Denitrifikasyon: NO3; — NO;— NO + N,O — N3

2NO3 + 10e” + 12H" — N, + 6H,0

Baslica nitrat kaynaklar1 giibre ve kanalizasyon olmakla birlikte, dogal sulardaki azot
iceren materyallerin ¢ogu nitrata doniisiim gosterir. Toprak, mineral depozitleri,

deniz suyu ve atmosfer de nitratlarin diger kaynaklar1 olup, nitratlar bu kaynaklar
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sayesinde c¢evrede dogal olarak bulunabilmektedir [44]. Nitrat ve nitritin kimyasal

yapilar1 ve ozellikleri Cizelge3.2’de goriildiigii gibidir.

Cizelge 3.2: Nitrat ve nitritin 6zellikleri.

Molekiil
Molekiil Formiilii Kimyasal Yapi Agirh@ pKa
i
Nitrat NO;3” O=N—0" 62,005 g/mol 1,3
Nitrit NO, O=N—0O" 45,995 g/mol 3,4

3.2 Gidalarda Nitrit ve Nitratlar

3.2.1 Dogal olarak yapisinda nitrit ve nitrat iceren gidalar

Nitrat ve nitritler azot dongiisiiniin dogal bir sonucu olarak ¢evrede yaygin olarak
bulunan iyonlardir. Ayrica, 1900'lerin basindan itibaren, nitrat, tarimda 6zellikle suni
giibre olarak kullanilmaktadir. Sebzelerdeki nitrat ve nitrit miktar1 sebzenin cinsine,
tiretim metoduna, giibre kullanimma ve mevsime bagl olarak degismektedir [45].
Cizelge 3.3'de nitrat ve nitritlerin bulundugu baz1 sebze ve meyveler ile nitrit ve
nitrat miktarlar1 verilmistir. Nitrat ve nitritin birarada veya ayr1 ayr1 bulundugu diger
gidalar ve Food Standard Agency tarafindan bildirilen ortalama degerleri Cizelge

3.4'de verildigi gibidir.

Cizelge 3.3: Bazi sebze ve meyvelerdeki nitrat ve nitrit igerikleri [46].

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

Meyve
Elma 0,3 0,008
Muz 4,5 0,009
Portakal 0,8 0,02
Sebzeler
Brokoli 39,5 0,07
Havug 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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Cizelge 3.4:Baz1 gidalardaki nitrat ve nitrit miktarlar1 [47].

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

Tahil 7,2-11,0 1,8
Siit 3,9-5,3

Sitli trtinler 27,0

Yumurta 4,4-54

Balik 5,0-19,0 <0,6

3.2.2 Gida katki maddesi olarak yapisinda nitrit ve nitrat bulunan gidalar

Et ve balik lriinlerinin tuzlanmasi antik c¢aglarda 6nemli bir saklama ve koruma
yontemi olarak kullanilmistir. Dogal tuzun yapisinda bulunan sodyum/potasyum
nitrat ve nitrit bilesiklerinin etin muhafaza edilmesinden dogrudan sorumlu oldugu
ortaya konulmustur [48]. Gilinimiizde et frlinlerinde lezzet gelistirme, renk
olusturma ve dayanma siiresini uzatmak amaciyla etin tuz, renk sabitleyici (nitrat,
nitrit, askorbik asit) ve baharat gibi katkilarla muamele edilmesine kiirleme denir.Et
tiriinlerine tuz, tatlandiricilar ve nitritin ilave edilmesiyle gerceklestirilen kiirleme

islemi ile lirtine kendine has renk, aroma ve tekstiir 6zellikleri kazandirilir [49, 50].

Nitrit, Clostridium Botilinum sporlarinin gelisimini inhibe eden antimikrobiyal ajan
islevi goriir. Bunun icin 40-80 ppm nitritin yeterli oldugu bildirilmistir [51]. Aym
zamanda lipitlerin oksidasyon oranimi diisiirerek, iirlinlin raf Oomriinlin artmasini
saglar. Nitrit kiirlenmis et irilinlerindeki parlak kirmizi rengin olusmasindan
sorumludur ve et Uriinlerinde lipit oksidasyonunu stabilize ederek olusabilecek kotii
lezzeti engeller. Sadece nitrat kullanilarak gergeklestirilen kiirleme igleminde, ilave
edilen nitrat, indirgeyici bakteriler sayesinde nitrite doniislir. Etin karakteristik
pembe rengini koruyabilmesi i¢in nitrat veya nitrit nitrozilhemokroma doniismelidir.
Bu siirecin ilk basamagi, nitratin, nitrat indirgeyici bakteriler vasitasiyla nitrite
indirgenmesidir [52]. Bu, her ikisi de nitrat rediiktaz enzimi iireten Micrococcaceae
ailesinden Kocuria Varians ya da Stapylococa ailesinden stapyblococa carnosus
bakterilerini igeren baslangi¢ kiiltiirleri ile saglanir [53]. Olusan nitrit, nitréz asit ile
dengededir. Reaksiyon, nitr6z asidin nitrik aside ¢evrilmesi yoniine itilir. Eritorbat ve
askorbat gibi indirgeyicilerin varliginda nitrik oksit olusumu hizlanir [54]. Daha
sonra, nitrik oksit miyoglobindeki demire baglanir ve parlak kirmizi renk pigmentine
sahip, kararsiz bir molekiil olan nitrik oksit miyoglobin iretilir [55]. Et triiniiniin
minimum 65.6°C'ye 1sitilmast ile nitrik oksit miyoglobindeki globin denatiire olur ve
kiirlenmis ete kalici pembe rengini veren nitrozilhemokrom meydana gelir [56].
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Cizelge 3.5: Kiirlenmis et iiriinlerinde meydana gelen reaksiyonlar [56].

Bakteriyel indirgenme: NO3;— NOy’
NO; «HNO;
HNO, -NO
HNO; + indirgen—2 NO + 2 H,0 + dehidroaskorbat
NO + miyoglobin—Nitrik oksit miyoglobin

Nitrik oksit miyoglobin + 1s1—Nitrozilhemokrom

Pastirma, sucuk, jambon, salam ve sosis gibi gida maddeleri, kendine has tadi, rengi,
uzun raf omri ile yaygin tiiketilen kiirlenmis et {irlinleri arasindadir. Bu {iriinlerde

bulunan ortalama nitrat ve nitrit degerleri Cizelge 3.6'da verilmistir.

Cizelge 3.6: Bazi kiirlenmis et irtinlerindeki ortalama nitrat ve nitrit degerleri [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 Nitratlarin Saghk Uzerine Etkileri

3.3.1 Methemoglobinemi

Kandaki hemoglobin, dokulara oksijen tasima gorevini iistlenmektedir. Nitratlarin
indirgenmesiyle olusan nitrit, hemoglobinin yapisinda degisiklik meydana getirerek,
methemoglobine doniistiiriir. Bu kimyasal tepkime 3.1'de gosterildigi gibidir.
Methemoglobin oksijene baglanamaz ve kanin akcigerlerden dokulara oksijen tagima
kapasitesini diigliriir veya yok eder. Bunun sonucunda cocuklarda ‘mavi bebek

sendromu’ olarak da bilinen methemoglobinemi meydana gelir [58].
NO, + oksihemoglobin(pez+)—> methemoglobin (Fe3+) T NO3 (31)

6 aylhga kadar olan bebeklerde methemoglobinemiye kars1 duyarlilik, mide
asiditesinin yliksek olmasindan &tiirii daha fazladir. Ciinkii bu asidik ortam,

nitratlarin nitrite doniisiim oranini arttirir [58].
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Methemoglobinemi riski altindaki bir diger grup ise hamile kadinlardir. Hamileligin
30. haftasindan sonra kanin methemoglobin seviyesinde artis gozlenir ve dogal
olarak nitratlara kars1 duyarlilik artar. Bunun sonucunda dogustan sakatliklar ve

diistikle sonuglanan dogumlar meydana gelir [59].

Methemoglobineminin semptomlari1 arasinda, nefes almada zorluk, bas agrisi, bas
donmesi, enerji kaybi, kusma, ishal, ciltte mavi-gri renk degisimi goriiliir. Genellikle
gecici olan bu kan hastaligi tedavi edilemedigi takdirde kalict beyin hasarma ve

6liime yol agmaktadir [58].

3.3.2 Karsinojenik etkileri

Et ve balik gibi gidalarin i¢inde yer alan nitritler sindirim sonras1 midede, hayvansal
tiriinlerdeki sekonder aminlerle birleserek nitrézaminleri olusturur. Nitrézaminlerin
karsinojenik, mutajenik ve teratojenik tesirli oldugu pek cok arastirmaci tarafindan
bildirilmistir. Gidalarla yiliksek miktarda nitrat ve nitrit alimi ile kanser gelisimi
arasindaki iliskiyi inceleyen ¢alismalar pankreas, mide, lenf ve bagirsak kanseri ile

dogrudan baglantili oldugunu ortaya koymustur [60].

3.3.2.1 Nitréozamin olusumu

Nitritlerle birleserek nitr6zaminleri meydana getiren sekonder aminler proteinlerin
parcalanma {irlinlerinden kaynaklanmaktadir. Bakteriler, ortamin pH degeri ve
sicaklik (100-185 °C) da nitrézamin olusumunda rol oynayan etkenlerdir [60].
Kiirlenmis etlerin pH degeri normalde nitrozamin olusumuna pek uygun olmamasina
ragmen, kizartma gibi yiiksek sicakliklarda bu fiiriinlerde nitrosoprolidin olusumu
gozlenmektedir [50]. Nitrozamin olusumunda gergeklesen kimyasal reaksiyonlar
Cizelge 3.6’da verilmistir. Sadece sekonder aminler kararli nitrozaminleri olusturur.
Primer aminler aninda alkol ve azota indirgenir, tersiyer aminler ise reaksiyon

vermez.

N-Nitrosodipropilamin, N-Nitrosodietilamin, N-Nitrosodipropilamin, N-
Nitrosopirolidin, N-Nitrosopiperidin, N-Nitroso-N-metil-iire, N-Nitrosodietanalamin,
N-Nitrososarcocin, N-Nitrosoprolin, N-Nitrosonarnicotin baslica nitrézaminler
arasindadir [50, 61].
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Cizelge 3.7: Nitr6zamin olusumunda meydana gelen kimyasal reaksiyonlar[62].

(M/M", FelFe*? vb. gibi gecis metal iyonlaridir)

NaNO,+ H*—HNO, + Na*
HNO, + H*—»NO" + H,0
2HNO,—N,03 + H,O
N,Osz— NO + NO,
NO + M*>NO" + M
Primer amin:  RNH2 + NO -RNH-N = O + H* ROH+ N,

Sekonder amin: R,NH + NO*—R2N-N=0 + H*
Tersiyer amin: R3N + NO"—nitrozamin olusmaz

3.4 Balik Uriinlerinde Nitrat ve Nitrit

Baliklar sahip olduklar1 nétral pH ve icerdikleri yiiksek oranda nem ve serbest
aminoasitlerle mikrobiyal bozulmalara agiktir. Balik iiriinlerinde baligin yapisinda
bulunan aminoasitlerin mikroorganizmalar tarafindan dekarboksilasyonu sonucu
biyojenik aminler olugsmaktadir [22]. Uskumru, ton balig1 ve sardalya gibi baliklarda
histamin, putresin, kadaverin gibi pek ¢ok farkli biyojenik amin tespit edilmistir [63].
Histamin, kadaverin ve putresin gibi biyojenik aminler, gidalarda ve Ozellikle
baliklarda tazelik ve bozulma indikatorii olarak degerlendirildigi i¢in Onem
tasimaktadir [22]. Balikta bakteriyel bozulmanin baslamasiyla putresin ve kadaverin
tiretiminin  siirekli olarak artmaya bagladigi [63] ve bu aminlerin histaminin

toksisitesini arttirdigi bildirilmistir [64].

Baligin yapisinda 6nemli miktarda nitrit ve nitrat bulunmamasma ragmen, balik
tirtinlerinde kullanilan dogal tuzda 6nemli miktarda nitrat ve nitrit tuzlari oldugu
bilinmektedir. Balik, biyojenik amin igeriyorsa, nitrit ve biyojenik aminler arasindaki
reaksiyonla nitrozamin olusumu gergeklesmektedir. Buna ragmen, balik iirlinlerinde
nitr6zamin olusumu ve bu olusumu etkileyen faktorler aydinlatilamamistir [21].
Giiney Cin’de yapilan bir ¢alisma [66], artan st yutak kanseri vakalarinin yiiksek
miktarda nitrzamin igeren tuzlanmis balik tiikketimi ile iligkili oldugunu ortaya
cikarmistir. Japonya’da yapilan ¢aligmalar da havyar, kurutulmus balik ve tuzlanmis
balik tiikketiminin artan gastrit kanseri riski ile dogrudan ilgili oldugunu

gostermektedir [67, 68].
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3.4.1 Balik aminlerinin nitrozlasmasi

Nitrozaminler daha once de belirtildigi gibi uygun kosullarda sekonder aminlerle
nitritler arasindaki reaksiyonla meydana gelir. Ozellikle dimetilamin (DMA) gibi
sekonder aminler ve trimetilamin (TMA) gibi tersiyer aminler nitrézamin
olusumunda 6nemli rol oynamaktadir. Tuzlanmus, tiitsiilenmis, konserve ve salamura
balik iriinlerinde DMA ve nitritin reaksiyona girmesiyle nitrozodimetilamin

(NDMA) olusumu pek ¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmistir [69, 70].

Putresin ve kadaverin gibi primer aminler sicaklik etkisiyle, nitrit ile reaksiyona
girerek nitr6zamin olusturan pirolidin ve piperidin gibi sekonder aminlere
dontismektedir [71, 72]. Nomura et al. [73] piperidinin in vitro olarak kadaverinden
meydana geldigini bildirmistir. Warthesen et al. [72] ise putresinin nitritle
nitrozopirolidin  (NPYR), kadaverinin ise nitrozopiperidin (NPIP) meydana
getirdigini bildirmistir.

NDMA, NPYR ve NPIP’in karsinojenik etkileri pek ¢ok arastirmaci tarafindan
ortaya konulmustur [74-76]. Baliklardaki aminlerin nitrozlagsmasi sekil 3.2°de

goriildiigli gibidir. Bazi balik {irlinlerindeki nitrdzamin seviyeleri ise Cizelge 3.7°de

verilmistir.
TMA Kadaverin Putresin
DMA Piperidin Pirolidin
Nitrat tuzlarinin l

bakteriyel indirgenmeN +
Nitrit Tuzlan
Dogal Tuzlar /

NDMA NPIP NPYR

NDMA=Nitrozometilamin NPIP:Nitrozopipenidin NPYR:Nitrozopirolidin
Sekil 3.2: Baliklardaki aminlerin nitrozlagmasi [21].
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Cizelge 3.8: Bazi baliklardaki nitrozamin miktarlari.

Nitrozamin seviyesi, ng/kg

Balik NDMA NPIP  NPYR Kaynak
Tuzlanmis balik (Cin) 322.92 - - [77]
Fermente balik (Tayvan) 7.95 8.7 122 [75]
Kurutulmus balik (Kuzey Kore) 1.2 - - [78]
Konserve balik (Polonya) 8.21 - - [75]
Tuzlanmis ringa balig1 (Estonya) 1.2 0.42 091 [79]
Salamura ringa balig1 (Estonya) 1.12 1.3 2.1 [79]

3.4.2 Baliklarda nitrézamin olusumunu etkileyen faktorler

Yapilan in vitro calismalar nitrit, sicaklik, pH ve sodyum kloriiriin baliklarda
nitrézamin olusumunu etkiledigini ortaya koymasina ragmen, bu faktorlerin etkileri
hakkindaki in-vivo ¢aligmalar yok denecek kadar azdir. Baligin cinsi, islenme 6ncesi
baligin kalitesi ve proses asamasi gibi nitrozamin olusumunu etkileyebilecek diger

faktorler hakkindaki ¢aligsmalar yine ¢ok azdir [21].

Sodyum nitrit gibi nitrit tuzlar1 balik {iriinlerinde nitrézamin olusumunu etkileyen en
Onemli faktordiir. Nitritler, balik {rinlerinde ilave katki maddesi olarak
kullanilmamasina ragmen, tuzlanmis baliklarda kullanilan ham tuz araciligiyla veya
nitratlarin bakteriyel indirgenmesi ile iiriinde bulunabilir [21]. Pek ¢ok gelismekte
olan iilkede baliklarin tuzlanmasinda kullanilan kaya veya deniz tuzunun 28-249
mg/kg nitrat ve 0,1-0,5 mg/kg nitrit igerdigi tespit edilmistir [80]. Islenmis tuz ile
muamele edilen baliklardaki NDMA seviyeleri 24-40 pg/kg arasinda degisirken,
katkisiz tuz ile muamele edilen baliklarda bu seviye sadece 6-7 pg/kg arasindadir
[81].

3.5 Kapiler Elektroforez Yontemiyle Nitrit ve Nitrat Tayinlerine Tliskin
Literatiir Incelemesi

Merusi ve grubu [82], nitrit, nitrat ve okzalatlarin kapiler zon elektroforez yontemi
ile birarada tayini i¢in yeni bir yontem gelistirmistir. Asidik ortamda calisarak,
elektroosmotik akisin hizi azaltilmistir. 50 mM fosfat tamponu (pH:2,5) en iyi
ayirma ortami olarak belirlenmistir. Nitrit, nitrat ve okzalik asit i¢in minimum
deteksiyon sinirlart sirasiyla, 0,8 mg/L, 0,3 mg/L ve 4,5 mg/L’dir. Yontem, 1spanak,
havu¢ ve paziya uygulandiginda, nitrat degerlerinin 77-1272 mg/kg, okzalat
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degerlerinin 7848-19765 mg/kg arasinda degistigi, nitritin ise tayin limitinin altinda
kaldig1 tespit edilmistir.

Erim ve grubu [19], et ve sebze iirlinlerinde nitrit ve nitratin yanyana tayini i¢in yeni
bir kapiler elektroforetik yontem gelistirmislerdir. Gelistirilen yontemin esasi, kapiler
kolonu pozitif yiiklii bir polimerle kaplayarak, kapiler i¢indeki elektroosmotik akigin
yOniinii tersine ¢evirmeye dayanmaktadir. PEI kapli kapilerde nitrit ve nitrat iyonu
icin aymrma 2.7 dakikada gergeklestirilmistir. Nitrit ve nitrat i¢in minimum
deteksiyon sinirlart sirasiyla, 0,105 pg/mL ve 0,099 pg/mL’dir. Bu yontem ile salam,
sucuk, sosis ve jambonda nitrit ve nitrat tayini yapilmistir. Sebze 6rneklerinde nitrit
tespit edilememis ancak i1spanak, maydanoz ve dereotunda nitrat miktarlarinin

yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Pereira ve grubu [83], bu calismada gelistirdikleri kapiler elektroforez yontemini
salam, sosis ve sucuk gibi et tiriinlerindeki nitrit ve nitratin tayinine uygulamislardir.
Gelistirilen yontemin esast ayirma ortamina kritik misel konsantrasyonundan diistik
konsantrasyonda yiizey aktif madde katarak, kapiler i¢cindeki elektroosmotik akisin
yoniinii tersine ¢evirmeye dayanmaktadir. Bu amacla, optimum ayirma ortami olarak
0,2 mM CTAB iceren 60 mM tetraborat belirlenmistir. Nitrit i¢in LOD degeri, 0,15
mg/L iken, nitrat i¢in 0,17 mg/L’dir. Farkli et irlinlerindeki nitrit degerleri 17,3-46,4
mg/kg; nitrat degerleri ise 69,9-198,1 mg/kg araliginda degistigi tespit edilmistir.

Della Betta ve grubu [18], nitrit ve nitratin birarada tayini i¢in gelistirdikleri kapiler
elektroforetik yontem ile bu iki anyonu 0.5 dakika gibi kisa bir siireden az zamanda
tayin etmislerdir. Ayirma tamponu olarak pH:3,96'da 10 mM perklorik asit ve 40
mM B-alanin ile ¢alisilmigtir. LOD degerleri nitrat ve nitrit i¢in sirasiyla 0.30 ve 0.49
mg/L'dir. Gelistirilen yontem, 14 farkli bebek mamasinda bu iki anyonun tayini igin

uygulanmigtir.

Alonso ve arkadaglar1 [84], silikat, nitrit, nitrat ve fosfatin birarada tayini i¢in yeni
bir kapiler elektroforez yontem gelistirilmistir. Ayrim, 0.2 mM TTAB igeren
sodyum kromat tamponunda (pH:11), 10 dakika siirede gergeklestirilmistir. Tampon
cozeltiye katilan TTAB sayesinde kapiler i¢indeki elektrosmotik akisin yonii tersine
cevrilmigtir. Tayin limitleri nitrit, nitrat, fosfat ve silikat icin sirastyla; 0.73, 1.13,

0.60 ve 1.32 uM'dur.
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4.DENEYSEL KISIM

4.1. Malzeme ve yontemler

4.1.1 Malzemeler

Formik asit, potasyum nitrat, sodyum nitrit, sodyum siilfat ve sodyum hidroksit
Merck marka (Darmstadt, Almanya), asetonitril (ACN) ve hekzan J. T. Baker
(Deventer, Hollanda) markadir. Tiim ¢ozeltiler Elga Purelab Option-7-15 model
sistemi ile edilen deiyonize su ile hazirlanmistir.Calismada kullanilan balik 6rnekleri
konserve ton baligi, konserve uskumru ve sardalyadir. Biitiin balik 6rnekleri

Istanbul’daki marketlerden temin edilmistir.

4.1.2 Standart cozeltilerin hazirlanmasi
Stok nitrat ve nitrit standart c¢ozeltileri konsantrasyonlar1 10 mM olacak sekilde
hazirlanmis ve 4°C’de buzdolabinda saklanmistir. Kalibrasyon ¢ozeltileri bu ana

cozeltilerden deiyonize su ile seyreltilerek hazirlanmistir.

4.1.3 Balhik orneklerinin hazirlanmasi

Balik ornekleri el blendirinda pargalandiktan sonra 0.5 gramlik kistm 5 mL 75
OC'deki deiyonize su ile ekstrakte edilmistir. Siispansiyonlar 75 °C’de 10 dakika
boyunca manyetik karistirictda ve ardindan 15 dakika ultrasonik banyoda
karistirilmistir. Whatman No: 41 filtre kagidindan gegirildikten sonra, kalan kati
kisma ayni islem tekrar uygulanmistir. Toplanan siipernatantlarin once hekzan ile
yag1 alinmistir. ACN ile muamele edildikten sonra 10 mL hacme deiyonize su ile

tamamlanmaistir.

4.2 Cihazlar ve Calisma Kosullari

Ayrimlar  Agilent kapiler elektroforez sisteminde (Waldbronn, Almanya)
gergeklestirilmis ve UV detektor ile 210 nm’de dedekte edilmistir. Veri eldesi ve
degerlendirmesi Agilent ChemStation programinda yapilmistir. Aymrim -25 kV
potansiyel uygulanarak 25 °C’de, injeksiyonlar 50 mbar basincta 160 saniyede
gerceklestirilmistir.
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Kullanilan silika kapiler kolon 50 pum i¢ ¢apmna sahiptir ve Polymicro
Technologies’den (Phoenix, AZ, Amerika) temin edilmistir. Toplam uzunlugu 65 cm
ve etkin uzunlugu 50 cm’dir. Yeni silika kapiler ilk kullanomda 1 M NaOH ile 30
dakika, su ile 10 dakika siireyle muamele edilmistir. Giin baslarinda kapiler kolon 0,1
M NaOH ile 10 dakika, su ile 2 dakika ve tampon ¢ozelti ile 5 dakika siireyle
yikanmistir. Enjeksiyonlar arasinda 2 dakika 0.1 M NaOH ve 2 dakika su ardindan 2

dakika siireyle tampon ¢ozelti ile yikama yapilmistir.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

5.1 Metod Optimizasyonu

5.1.1 Tampon cozeltinin optimizasyonu

Boliim 2.4.1°de anlatildig: tizere CE’de biitlin iyonlar yiiklerine bakilmaksizin giiclii
EOF ile katoda ve bu yone yerlestirilmis detektore dogru hareket ederler. Ancak
nitrit ve nitrat gibi kiiclik anyonik tiirler giiglii elektroforetik mobilitelerinden dolayi
katoda dogru siiriiklenmekte zorlanirlar. Bu anyonlarin kapiler igerisinde hizli bir
sekilde hareket etmeleri bir yol icin diisik pH’a sahip bir ayirma tamponu ile
calismak ve EOF’un hizimidiistirmektir. Elektrik alanin yonii tersine ¢evrilerek 6rnek
injeksiyonu katottan yapilir. Boylece, bu anyonlar, diisiik hizli EOF’a kars1 giiclii
elektroforetik mobiliteleri ile hareket ederler.

Bu tez ¢aligmasinda diisiik pH’a sahip bir ayirma ortami olarak formik asit/format
tamponu se¢ilmistir. Nitrit ve nitrat anyonlarinin optimum rezollisyonunu elde etmek
icin pH 3.5 ve 4.2 araliginda 6n ¢alismalar yapilmigtir. Nitrat iyonunun gelme
siiresinin pH degisikliginden etkilenmedigi goriilmiistiir. Ancak nitrit iyonunun

gelme siiresi ve dolayisiyla iki anyon arasindaki rezollisyonun pH ile degistigi

goriilmiistiir.

Her iki anyonun da gelme stireleri ve rezoliisyon goz oniine alinarak 30 mM formik
asit tamponunda pH 4.0 ile ¢alismaya devam edilmistir. Ornekler 50 mbar basingla, 6
saniyede hidrodinamik olarak enjekte edilmistir. Bu ayirma kosullarinda balik
ornekleri ile yapilan ilk denemelerde sadece nitrat anyonu tespit edilmistir. Sonug
olarak, gergek orneklerdeki nitrit ve nitrat anyonlarinin tayini ig¢in dedeksiyon

limitini diislirerek hassasiyeti arttiracak bir 6rnek sikistirma yontemi gelistirilmistir.

5.1.2 Ornek sikisirma metodunun optimizasyonu
Bu calismada nitrit ve nitrat anyonlarinin dedeksiyon limitlerini diisirmek i¢in
kapiler elektroforez-6rnek sikistirma metodu uygulanmistir. Normal kapiler

elektroforezde kullanilan injeksiyon hacmi arttirilmistir. Boliim 2.8’de anlatildig:
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tizere, 0rnek sikistirma metodu ile genis hacimde injekte edilen analit, tampon ¢ozelti
ile ornek bolgesi arasinda sikigsarak dar ve dik pikler elde edilmistir. Bu amagla,
ayirma tamponunun kondiiktivitesi arttirilarak Ornek bolgesinden daha diisiik
birelektrik alana maruz kalmalar1 saglanmistir. Yiiksek voltaj uygulandiginda genis
hacimde injekte edilen nitrit ve nitrat anyonlar1 yiiksek elektrik alan altinda hizla
hareket ederler. Tampon ¢ozelti ile 6rnek sinirina ulagtiklarinda aniden yavaslarlar ve
konsantre olarak dar ve dik pikler halinde gozlenirler. Bu prensipten faydalanarak bu
calismada tampon c¢ozeltinin kondiktivitesini arttirmak i¢in 6nceden optimize
edilmis 30 mM formik asit tamponuna sodyum siilfat ilave edilmistir. Tampon
cozeltiye farklt konsantrasyonlarda sodyum siilfat ilavesi sonucu 30 mM

konsantrasyonda optimum sart saglanmustir.

Son olarak &rnek injeksiyon siiresi optimize edilmistir. Ornekler 50 mbar basing ile
60-280 saniye araliginda farkl: siirelerde sisteme injekte edilmistir. Injeksiyon siiresi
160 saniyenin iizerine ¢iktiginda iki anyon i¢in de pik genislemesi gozlenmistir.
Buna dayanarak optimum injeksiyon kosullar1 50 mbar basing ile 160 saniye olarak

belirlenmistir.

Boliim 4.1.3’de anlatildig1 gibi, balik 6rnekleri hazirlanirken, baliktaki proteinleri
¢oktiirmesi amaciyla asetonitril ilave edilmistir. Ayn1 miktardaki asetonitril, ilk 6rnek
sikistirma metodu denemelerinde standart nitrit ve nitrat ¢ozeltilerine de ilave
edilmistir. Asetonitril diisiik kondiiktiviteye sahip oldugu i¢in, drnekteki asetonitril
varhigmin sikistirma etkisini arttirdigi goriilmiistiir. ACN konsantrasyonun etkisi
incelenmis ancak artan ACN konsantrasyonun pik yiikseklikleri veya pik sekillerinde

herhangi bir degisime sebep olmadig1 goriilmiistiir.

Sonug olarak ayirma tamponu 30 mM formik asit ve 30 mM sodyum siilfat (pH:4.0)
olarak belirlenmistir. Ornekler 50 mbar basingta 160 saniyede injekte edilmistir.
Normal kapiler elektroforez ile gelistirilen 6rnek sikistirma metodu karsilagtirilmistir.
Kapiler elektroforez-ornek sikistirma metodu ile her iki anyon i¢in de dedeksiyon

hassasiyetinin yaklagik 30 kat arttirildigi gériilmistiir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1: Ornek sikistirma yontemi (b) ile diisiik hacimde injeksiyonun (a)
karsilastirilmasi. Injeksiyon: (a) 50 mbar, 6 s; Tampon: 30 mM HCOOH,
pH:4,0 (b) 50 mbar, 160 s; Tampon: 30 mM HCOOH, 30 mM Na,SO,,
Dedeksiyon: 210 nm, Pikler: (1) Nitrat, (2) Nitrit.

5.2 Metod Validasyonu

5.2.1 Kalibrasyon dogrusu

En uygun kosullarda (30 mM formik asit ve 30 mM sodyum siilfat, pH:4,0)
diizeltilmig pik alanlarina gore nitrat i¢in 4-24 pumol/L, nitrit i¢in 4-18 umol/L
konsantrasyon araliginda dogrusal kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Nitrat ve nitrite ait
kalibrasyon denklemleri sirastyla y=0.00846095x-0.0022946 ve
y=0.00549769x+0.0013279; korelasyon degerleri (%) ise sirasiyla 0,998 ve 0,999

olarak tespit edilmistir.

5.2.2 Tekrarlanabilirlik

Yontemin kesinligi 8 pmol/L nitrat ve nitrit standartlarinin ayni giin iginde ardarda
yedi kez injeksiyonu ile kontrol edilmistir. Giinler aras1 tekrarlanabilirlik i¢in ise ayni
standart li¢ farkli glinde ardarda yedi kez injekte edilmistir. Giin i¢i ve giinler arasi
tekrarlanabilirlik degerleri diizeltilmis pik alanlar1 ve gelme zamanlarma gore

Cizelge 5.1°de verilmistir.
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Cizelge 5.1: Tekrarlanabilirlik sonuglari.

% RSD Gelme Zamani % RSD Diizeltilmis Alan (A/t)
Giin I¢i (n=7)
Nitrat 1.23 0.99
Nitrit 1.31 2.74
Giinler Aras1 (n=21)
Nitrat 1.60 0.93
Nitrit 1.25 2.29

5.2.3LOD ve LOQ degerleri

LOD (dedeksiyon simir1) degeri 2 farkli baseline alanindan alinan ortalama
giirtiltiiniin ti¢ kati, LOQ (tayin smir1) degeri ise on kat1 olarak hesaplanmistir. Nitrat
ve nitrit i¢gin LOD degerleri sirasiyla 0,55 pmol/L ve 0,82 pmol/L, LOQ degerleri ise
sirastyla 1,82 umol/L ve 2,75 pmol/L olarak bulunmustur.

5.3 Yontemin Gida Orneklerine Uygulanmasi

Balik ornekleri Boliim 4.1.3’de anlatildig: sekilde hazirlandiktan sonra 0.45 pm
capindaki mikrofiltrelerden gecirilerek direkt olarak sisteme injekte edilmisir. Balik
orneklerindeki nitrit ve nitrat miktarlart Cizelge 5.2°de verilmistir. Sekil 5.2'de,
optimize edilmis sartlar altinda bir ton balig1 ekstresine ait elektroferogram

goriilmektedir.

Cizelge 5.2: Balik orneklerindeki nitrat ve nitrit miktarlari.

Ornek Nitrat Nitrit
(mg kg + SD)* (mg kg™ + SD)*

T1 22.49+0.11 10.85+0.24
T2 20.09+0.39 11.78+0.36
T3 12.64+0.49 5.31240.20
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 baligy,

U: uskumru, S:sardalya
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Sekil 5.2:Bir ton balig1 ekstresine ait elektroforegram. Tampon: 30 mM HCOOH, 30
mM Na,SOy, pH:4.0, Injeksiyon: 50 mbar, 160 s; Dedeksiyon: 210 nm,
Pikler: (1) Nitrat, (2) Nitrit.

5.3.1 Metodun Dogrulugu
Geri kazanim caligsmalari, balik 6rneklerine ii¢ farkli konsantrasyonda nitrat ve nitrit

standart1 eklenerek yapilmistir. Geri kazanim sonuglar1 {i¢ balik 6rnegi i¢in toplu

olarak Cizelge 5.3 de goriildiigii gibidir.

Cizelge 5.3: Balik 6rneklerine ait geri kazanim degerleri.

Geri Kazanim (%)

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 Tartisma

Bu calismada, nitrit ve nitrat anyonlarinin bir islenmis balik tirlinleri i¢inden ayrimi
ve kantitatif tayini i¢in yeni bir kapiler elektroforez metodu gelistirilmistir. CE’de
normal injeksiyonla elde edilen deteksiyon limitlerinin konserve balik tiriinlerindeki
nitritin tayini ic¢in yeterli olmadig1 goriilmistiir. Ancak gelistirilen 6rnek sikistirma
metodu ile deteksiyon limitleri 30 kat diisiiriilerek balik 6rneklerinde nitrit ve nitrat
tayini bir arada yapilmistir. Dogrusal kalibrasyon araligi her iki anyon i¢in de yiiksek
regresyonla belirlenmistir. Yontemin tekrarlanirlik degerleri CE igin kabul edilen
sinirlar igerisinde bulunmustur. Calisilan 6rneklere yapilan geri kazanim sonuglari ile

yontemin dogrulugu ispatlanmaistir.

Gelistirilen 6rnek sikistirma yonteminin en biiyiik avantaji hi¢bir 6n zenginlestirme
veya tiirevlendirme islemleri uygulanmaksizin, basit bir ekstraksiyon isleminin
ardindan 6rneklerin kolona dogrudan enjeksiyonu sonucu ayirma isleminin etkinligi,
kisa siiresi ve yiiksek hassasiyetidir. Ayrica uzun ve zahmetli 6n zenginlestirme
isleminin ortadan kalkmasi ile kimyasal ekonomi de saglanmigtir. Tampon bolgenin
kondiiktivitesini arttirmak amaciyla ayirma ortamina katilan sodyum siilfat ile tuzun
olumsuz matriks etkisi ortadan kaldirilmistir. Balik  6rneklerinde protein
coktiiriildiigii i¢in pikler daha temiz ve kisa silirede elde edilmistir. Proteinin
cOktiiriilmesi igin Ornege ilave edilen ACN ayni zamanda, 6rnek bdlgesindeki

kondiiktiviteyi azalttig1 i¢in sikistirma isleme katkida bulunmustur.

Bu ¢aligmada ilk defa bir kapiler elektroforez yontemi ile balik tirlinlerindeki nitrit ve
nitrat miktarlar tayin edilmistir. Yontem, gida kalite kontrol laboratuvarlarinda ve

rutin analizlerde balik {iriinleri ve diger gida tiriinlerine kolaylikla uygulanabilir.
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