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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

SUCUKLARDA ULTRASON DESTEKLI NITRIT/NITRAT
EKSTRAKSIYONUNUN OPTIMIZASYONU VE HPLC ILE TAYINI

Fatih GURDAL
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Damsman: Prof. Dr. Ramazan SEVIK

Bu arastirmada, sucuk ve 1s1l islem gormiis sucukta nitrit ve nitrat katki maddelerinin
yiksek performansli sivi kromatografisi ile miktar tayini icin kullanilan metot
prosediirii ultrason destekli ekstraksiyon ile optimize edilmistir. Optimize edilen metot
ile koruyucu igermedigi bilinen sucuk ve 1s1l iglem gérmiis sucuk nitrit ve nitrat ile
zenginlestirilerek validasyon (gecerli kilma) ve Olcim belirsizligi ¢aligmalar

yapilmistir.

Validasyonda, secicilik/spesifiklik, tespit limiti, 6l¢iim limiti, 6l¢ltim araligi/dogrusallik,
tekrarlanabilirlik, tekrariiretilebilirlik, geri kazanim ve saglamlik parametreleri
calisilmistir. Yapilan validasyon ve 6l¢iim belirsizligi calismalari sonucunda; 6l¢iim
limiti nitrit igin 7 ppm Ve nitrat i¢in 12 ppm, geri kazanim orani nitrit i¢in % 88,03 ve
nitrat i¢in % 89,45, genisletilmis belirsizlik sonuglar1 her ikisi i¢in de 0,20 olarak
bulunmustur. Validasyon sonucu elde edilen analiz sonuglari istatistiksel testlerle

karsilastirilmis ve uygun olarak degerlendirilmistir.

2023, x + 82 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

OPTIMIZATION OF ULTRASOUND ASSISTED NITRITE/NITRATE
EXTRACTION IN SOUDJOUKS AND DETERMINATION BY HPLC
Fatih GURDAL
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Ramazan SEVIK

In this study, the method procedure used for the quantification of nitrite and nitrate
additives in soudjouk and heat-treated soudjouk by high-performance liquid
chromatography was optimized by ultrasound-assisted extraction. With the optimized
method, soudjouk and heat-treated soudjouk known to be free of preservatives were
enriched with nitrite and nitrate, validation and measurement uncertainty studies were

carried out.

In wvalidation, selectivity/specificity, limit of detection, limit of quantification,
range/linearity, repeatability, reproducibility, recovery and robustness/ruggedness
parameters were studied. As a result of the validation and measurement uncertainty
studies; The limit of quantification was 7 ppm for nitrite and 12 ppm for nitrate, the
recovery rate was 88.03% for nitrite and 89.45% for nitrate, and the expanded
uncertainty results were 0.20 for both. Analysis results obtained as a result of validation

were compared with statistical tests and evaluated as appropriate.

2023, x + 82 pages
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1. GIRIS

Diinya niifusu arttikga gida ihtiyaci da her gegen giin artmaktadir. Zamanla et, insan
sagliginin ve dengeli beslenmenin vazgecilmez bir besin bileseni haline gelmis, bu da et
ve et Uriinleri talebinin artmasina neden olmustur. Tiirkiye'de niifusun hizli artisi
nedeniyle insanlarin saglikli ve dengeli beslenmesi igin et ve et lirlinlerinin {iretimi ve

tilkketimi biiyilk 6nem tagimaktadir (Demirkol 2019).

Saglig1 korumak ve hastaliklar1 6nlemek i¢in saglikli ve dengeli beslenmek sarttir (Uz
2008). Bunun icin giinliikk protein ihtiyacinin %40-50 kadari1 hayvansal iriinlerden
karsilanmalidir. Et ve et iiriinleri, hayvansal protein kaynaklarinin énemli bir bolimiinii
olusturmaktadir. Et, biiylime, hayatta kalma ve insanin fizyolojik fonksiyonlari icin
gerekli tiim aminoasitleri bol miktarda ve gesitlilikte igeren dnemli bir gida tirliniidiir
(Yaylak vd. 2010). Et, biyolojik degeri yiiksek B vitaminleri, proteinler ve mineraller
acisindan Onemli bir kaynaktir ve besleyici 0Ozellikleri nedeniyle saglikli
beslenebilmenin 6nemli bir kaynagidir. Bunun icin et {iriinleri tiiketmek saglik icin

biiyiik dnem tasimaktadir (Ozbay Dogu ve Sarigoban 2015).

Et, yiiksek su aktivitesi nedeniyle ¢abuk bozulan bir iiriindiir (Candan ve Bagdath
2018). Et {irtinleri; ¢esitli baharat ve katki maddelerinin eklenmesi ile 6zel bir tat
kazandirildig1r ve raf omrii daha uzun oldugu icin taze etten daha ¢ok tercih edilir

(Ulusoy 2007).

Bilim ve teknolojinin gelismesine paralel olarak et endiistrisinde de ilerlemeler
kaydedilmistir. Ayn1 zamanda et tiiketimi artmis ve {iretilen etin cogunlugu et iirlinlerini
iretmek i¢in kullanilmistir. Besin kaynagi olarak onemli olan et, taze tiiketimlerinin
yant sira ¢esitli tat ve aroma Ozelliklerini elde etmek icin ¢esitli teknolojik islemlerden
gecirilen iiriinler seklinde de tiiketilmektedirler. Ulkemizde 6zellikle tiiketimi yiiksek
olan et {iriinleri arasinda fermente sucuk, pastirma, salam ve sosis yer almaktadir

(Erdogrul ve Ergiin 2005).

Et ve et iirlinlerinin iiretimi ve depolanmasi sirasinda hijyen kosullarina uyulmamasi,

insan sagligini1 dogrudan etkileyebilecek patojenik mikroorganizmalarin bulagmasina ve



cogalmasmma ve bunun sonucunda enfeksiyona veya gida zehirlenmelerine yol
acabilmektedir (Sezgin 2013).

Besin degeri yiiksek ve protein agisindan zengin olan kirmizi et, saglikli ve/veya uygun
saklama kosullarinda saklanmadigi takdirde kolayca bozulmakta ve kisa Omiirlii bir
iriin haline gelmektedir. Etin dayanikliligini artirmak i¢in fermantasyon islemi, su
aktivitesini azaltmak i¢in iglemler ve tuz ilavesi bir araya gelerek etkili bir koruma

saglar (Bilge 2010).

Fermantasyon, gidanin muhafazasini saglayarak gidanin besin degerini artiran dogal bir
yontemdir (Kabak ve Dobson 2011). Eski zamanlardan beri geleneksel fermantasyona
ek olarak kurutma, tiitsileme ve tuzlama gibi islemler gidalarin saklanmasi ve
titkketilmesi i¢in kullanilmistir (Helvacioglu 2020). Tarih dncesi ¢aglardan beri et, deniz
triinleri ve sebzeleri korumak i¢in tuzlama yontemi kullanilmistir. Antik ¢aglarda
tuzlayarak muhafaza 6nemli bir muhafaza yontemi olarak kabul ediliyordu. Et kiirleme,
su aktivitesini azaltmak i¢in dokulardaki nemi uzaklastirmak ve bdylece mikrobiyal

bozulmay1 6nlemek i¢in taze et pargalarina tuz eklenmesidir (Palamutoglu ve Sarigoban

2012).

Gida endiistrisinde gida katki maddeleri kullanmak onem teskil etmektedir. Bu
kimyasallar sadece gidanin bozulmadan kalma siiresini uzatmaya yardimci olmakla
kalmaz, ayn1 zamanda tadi ve rengi iyilestirmeye ve besin degerini korumaya da
yardimci olur (Ata 2010). Et ve et iriinlerinde mikrobiyal tehlikeleri azaltmak veya
ortadan kaldirmak, raf dmriinii artirmak, duyusal ve kalite 6zelliklerini iyilestirmek ve
gelistirme amaciyla iiretimin prosesinin farkli agamalarinda tuz, sorbatlar, nitratlar ve
nitritler gibi kimyasallar, N2 ve CO2 benzeri gazlar, starter kiiltiirler, bakteriyosinler ve
antibiyotikler gibi cesitli katki maddeleri giiniimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Hampikyan 2006).

Nitrit ve nitrat gibi katki maddeleri iiriine istenilen tat ve rengi vermesinin yaninda
antimikrobiyal 6zelliginden dolay1 bazi bakterileri yok etmek i¢in de kullanilmaktadir.
Bu tuzlarin faydalarina ragmen fermente et iiriinlerinde limitleri asan seviyelerde ve
kontrolstiz kullanilmasi1 saglig1 etkileyebilecek risklere yol agabilmektedir (Biiyiikiinal
vd. 2016). Son yillarda yapilan bilimsel calismalar sonucunda nitrat ve nitritlerin

olumsuz etkileri giderek artmaktadir. Et ve et iirlinleri teknolojisi ile tiretilen nihai
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tirtinlerdeki kalinti nitritin, amidler ve aminlerle reaksiyona girdigi i¢in kanserojenik
risk olusturmaktadir. Bu nedenle nitrat ve nitritlerin kullanim1 tiim diinyada yasalar
cercevesinde kisitlanmistir (Ruiz-Capillas vd. 2007). Uluslararas1 gida giivenligi
kuruluglar, gidalarda kullanilan nitrat ve nitrit miktarinin azaltilmasini tavsiye

etmektedir (Bakhtiary vd. 2018).

Yapilan arastirmalar, et ve et Uriinlerinde bulunan nitrat ve nitritlerin siklik, doz ve
viicuda giris sekline gore akut ve kronik zehirlenmelere yol acabildigini, insan sagligini
tehdit ettigini ve pisirme ve sindirimdeki diger bilesenlerle birlikte etkilesimler yoluyla
kanserojen formlar olusturdugunu gostermistir. Diinya genelinde yasal olarak kisitlanan
bu katki maddelerinin saglhiga etkileri tiiketiciler tarafindan olumsuz olarak goriilmekte
ve dogal katki maddeleri igeren et iiriinlerine talep artmaktadir (Yildiz Turp ve Sucu
2016). Bu nedenle ana egilim, et liriinlerinde nitrit ve nitrat seviyelerinin diisiiriilmesidir

(Perea-Sanz vd. 2018).

Ulkemizde satilan kiirlenmis etler iizerinde yapilan bazi arastirmalarda, sucuk, salam ve
sosis benzeri irlinlerde kalinti nitratin yasal olarak belirlenen seviyelerin iizerinde
oldugu tespit edilmistir (Oztiirk vd. 2015). Bu nedenle gidalarin igerebilecegi
maksimum nitrat ve nitrit seviyeleri ile ilgili olarak diger iilkelerde oldugu gibi
iilkemizde de yasal diizenleme mevcuttur. Gidalarda, hem ham maddelerde hem de
islenmis {iriinlerde nitrat ve nitrit diizeylerinin tespit edilmesi 6nemlidir (Ozdestan ve

Uren 2010).

Et iirlinlerinde nitrat ve nitritlerin yerini alabilecek bircok bilesik {lizerinde calisilmig
ancak su ana kadar bu bilesiklerin fonksiyonlarini yerine getirebilecek higbir madde
bulunamamistir (Gokalp 1985). Bu nedenle, nitratlar ve nitritler et endiistrisinde hala
yaygin olarak kullanilan katki maddeleridir. Ancak et iirlinlerinde kullanim miktarlar
ve kalint1 diizeyleri kontrol edilmelidir (Candan ve Bagdatli 2018). Ayrica toplumun
kansere karsi tedbirler konusunda bilinglendirilmesi 6nem teskil etmektedir. Nitrozo
bilesiklere maruz kalmayr azaltmak i¢in antioksidanlarin bilingli kullanimi da

saglanmalidir (Cakmak vd. 2009).

Kontrollii tiretim ile liretim sonrasi denetimler, kanitlanmis olumsuz saglik etkileri olan

bu bilesiklerin kullanimi ve kalint: miktarlar1 agisindan énemlidir (Oztiirk vd. 2015).
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Kalint1 nitrit miktarin1 azaltmak i¢in iireticilerin bilinglendirilmesi ve gida kodeksinde
kalint1 nitrit miktar1 i¢in getirilen sinir degerlere uyulmasi halk sagligi agisindan 6nem

tasimaktadir (Dogu vd. 2002).

Bu calismanin amaci HPLC ile sucuklardaki kalinti nitrit-nitrat diizeylerinin tayini i¢in
kullanilan metodun ultrason destekli ekstraksiyon ile optimize edilmesi ve

validasyonunun yapilmasidir.



2. LITERATUR BiLGILERI
2.1 Sucuk Tanmimi ve Cesitleri

Tiirk Gida Kodeksi Et, Hazirlanmis Et Karisimlar1 ve Et iirlinleri Tebliginde, “Sucuk:
Biiyiikbas ve/veya kiigiikbas hayvan karkas etlerinin ve yaglarinin kiyilarak lezzet
vericiler ile karistirildiktan sonra dogal veya yapay kiliflara doldurularak belirli
kosullarda fermantasyon ve kurutma islemleri uygulanarak kesit yiizeyi mozaik
goriinimiinde olan 1s1l islem uygulanmamis fermente et {irliniinii ifade eder”

denilmektedir (TGK 2018/52).

Tiirk Gida Kodeksi Et, Hazirlanmis Et Karisimlari ve Et {iriinleri Tebliginde, “Isil islem
gormiis sucuk: Biiylikbas ve/veya kiiciikbas hayvan karkas etlerinin ve yaglarinin veya
kanatli hayvan karkas etleri ve yaglariin kiyilarak lezzet vericiler ile karistirildiktan
sonra dogal veya yapay kiliflara doldurularak belirli kosullarda fermantasyon ve
Kurutma islemleri uygulanarak kesit yiizeyi mozaik goriinlimiinde olan 1sil islem

uygulanmis et iirlinlinii ifade eder” denilmektedir (TGK 2018/52).

Tiirk Standartlar Enstitiisti, TS-1070’te, Tiirk sucugu “Biiyiikbas ve kiigiikbas hayvan
etlerinin, yag, kemik, tendo, fasia, kikirdak, lenf yumrular1 ile biiylik sinir ve
damarlarindan ayrildiktan sonra kiyma makinast veya kuterden cekilerek icine tuz,
kirmizibiber, karabiber, kimyon hakim olmak iizere cesitli baharat, ¢cesni maddeleri,
starter kiiltiirlerden bir veya birkaci, gévde yagi, i¢ yagi, kuyruk yagi, bobrek yagi,
bobrek etrafi yagi ile mevzuatinda katilmasina izin verilen katki maddelerinden bir veya
bir kaginin karistirilip, kiliflara doldurularak fermantasyona tabi tutulan 1sil islem

gormemis geleneksel et iirtinii” seklinde tarif edilmistir (TS 1070).

2.2 Sucuk Uretimi ve Fermantasyon Siirecinde Meydana Gelen Degisimler

Her iilkenin kendine has tadi ve aromasi olan fermente et iirlinleri vardir. Fermente et
tiriinlerinden en yaygin olani, bdlgesel olarak farkli bir tarife gore yapilan sucuklardir.
Fermente et {irlinleri denilince Tiirkiye’de akla ilk gelen geleneksel Tiirk sucugudur

(Geggel vd. 2016). Farklr sekillerde iiretilen ve Diinya capinda farkli isimlerle anilan



sucuk, gecmisten giliniimiize ililkemizde en c¢ok tiiketilen et iriinlerinden biridir

(Toptanci ve Ercoskun 2017).

Sucuk ilk defa Divan-1 Liigat'1 Tiirk'te kullanilmistir. Divan-1 Liigat’1 Tiirk'e gore sucuk;
koyun bagirsagma doldurulmus olan et, baharat karisimidir (Ercoskun ve Ozkal 2011).
Sucuk; etin dayanikliligin1 arttirma ve daha uzun silire dayanma ihtiyacindan dogan,
degerli ve hazirlamasi kolay bir et konservesidir (Kahya 1973). Sucuk, koyun, sigir
ve/veya manda eti, kuyruk yagi, tuz, seker, sarimsak, karabiber, kirmizi biber, kimyon,
tar¢in gibi baharatlar ile nitrit ve nitrat gibi koruyucularin karigimindan yapilir (Y1lmaz

2019).

Etin kalitesi sucuk iiretiminde en dnemli noktalardan biridir. Kaliteli sucuk tiretmek igin
kullanilan etin miyoglobininin yiiksek olmasi, pH degerinin ise 5,4 ile 5,8 arasinda

olmas1 gerekmektedir (Ipek 2019).

Diinyada 1000'den fazla et iirlinii olmasina ragmen, kiirleme islemine tabi tutulmus
fermente sucuklar damak zevkimize uygunlugu nedeniyle iilkemizde en yaygin ve en
cok tiiketilen et iiriinleridir (Ozdemir 2018). Sucuk iiretimi, Tiirkiye ve Almanya ile
birlikte Akdeniz iilkelerinde de et endiistrisi i¢in 6nemli bir yere sahiptir (Beriain vd.

2000).

Geleneksel Tirk sucugu, et ve hayvansal yagin kiyma haline getirilmesi, baharat ve
diger katkilarin eklenmesi ile olusan hamurun kiiclikbag/biiyiikbag hayvan
bagirsaklarindan elde edilen veya bunun i¢in yapilmig yapay bir kilifa doldurularak
fermantasyon ve belirli bir sicaklik ve bagil nem kosullarinda kurutulmasi

(olgunlastirma) ile tiretilen fermente bir et tirtintidiir (Ustaoglu 2011).

Fermantasyon, genel olarak et iirlinlerinin muhafazasi ve kalitesi icin kullanilan
geleneksel bir yontemdir (Temizgiil 2021). Et {irlinlerine tuz, nitrit veya nitrat gibi katki
maddeleri ve cesitli baharatlar katilarak {iriiniin tadi, rengi, aromasi, lezzeti ve dokusu
ile etin raf omrii iyilestirilebilir. Su aktivitesine bagli olarak bozulmasi kolay bir gida
maddesi oldugundan bu katki maddeleri kullanilarak dayanikliliginin artiriimasi
hedeflenmektedir (Toldra ve Reig 2011). Sucuklarin fermantasyonu sirasinda, tirliniin

belirli bir tat, aroma ve kivaminin olusmasini saglayan cesitli fiziksel, biyokimyasal ve
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mikrobiyolojik reaksiyonlar meydana gelir. Ozellikle proteinler ve yaglar
pargalandiginda ortaya c¢ikan lriinler, fermente sucugun essiz lezzetine biiyiik katki
saglar (Coskun 2019). Fermantasyon siirecinde iirlinde meydana gelen degisiklikler,
sucugun farkli fonksiyonel ve duyusal Ozelliklerini belirleyerek mikrobiyal koruma

saglar (Kumar vd. 2017).

Fermente sucuk iiretimi mikroorganizmalara dayanmaktadir. Et {iriinlerinde tanimlanan
mikrobiyal ¢esitlilik, tirlinlerin mikrobiyal kalitesini yansitir. Kaliteli et liriinlerinde her
zaman istenen mikroorganizmalar baskindir. Gereken teknolojik ve hijyen kurallarina
uyulmamasindan dolay: tirinlerde istenmeyen mikroorganizma gelisimi tiriin kalitesinin
bozulmasina ve gida zehirlenmelerine neden olabilmektedir. Fermente sucuklarda
olgunlagmanin gostergesi olan renk, tat, aroma ve kivam bazi mikroorganizmalarin
enzimlerinin olusturdugu biyokimyasal etkilesimler sonucunda gelisir. Yaglarin

bilesimi de aromanin olugmasinda 6nemli bir rol oynar (Erdogrul ve Ergiin 2005).

2.3 Nitrit ve Nitrat Katki Maddelerinin Et Uriinlerinde Kullanim Nedenleri

Nitritler ve nitratlar, insan ve hayvan kaynakli organik maddelerin ayrigmasindan
kaynaklanan bilesiklerdir (Oztiirk vd. 2015). Nitratlar ve nitritler, azotlu bilesikler
grubundan maddelerdir. Nitratlar bitkilerde, suda ve toprakta dogal olarak sodyum nitrat
olarak ve kiiciik miktarlarda potasyum nitrat olarak bulunur. Et ve et firiinleri
muhafazasinda en ¢ok sodyum nitrit (NaNO2) ve potasyum nitrit (KNO2) ile sodyum
nitrat (NaNO3) ve potasyum nitrat (KNO3) katki maddeleri kullanilir (Karaca 2020).

Kirmiz1 et ve beyaz etin kiirlenmesi, giiniimiizde hala kullanilan en eski gida muhafaza
yontemlerinden biridir. Sogutma sistemlerinin gelistirilmesinden once balik ve etin
muhafazast i¢in bozulmayr Onlemenin etkili yollar1 aranmustir. Etlerin tuzlanarak
muhafazasi, MO 3000 yillarina kadar uzanan eski bir yontemdir. Antik ¢agda tuz, tuz
goletlerinden, deniz suyundaki suyun buharlagsmasindan veya dogrudan madenlerden
tuz kristalleri seklinde ¢ikariliyordu. Zamanla sodyum/potasyum nitrat veya nitritin bu
tuzlara bulastigi ve muhafaza siirecini dogrudan etkiledigi gozlemlenmistir. Bu
bulagilarin kiirleme siirecinin 6nemli bilesenleri oldugu ortaya ¢ikmugtir. Nitrat tuzu,
nitrite (NO2) ve ardindan nitrik okside (NO) doniisiir ve kurutulmus ete rengini ve

aromasini veren nitrozomyoglobin olusur (Karaca 2020).



Kiirleme islemi, et iirlinlerinin raf omriinii ve dayanikliligini artirmak i¢in en ¢ok
kullanilan yontemlerdendir. Kiirleme, iiriiniin cinsine gore tuz, nitrit ve nitrat gibi katki
maddeleri ve ¢esitli baharatlar katilarak iirliniin rengini, dokusunu, tadini, aromasini ve
agizda biraktigi hissi iyilestirmek ve raf omriinli uzatmak i¢in tasarlanmis bir siirectir

(Candan ve Bagdatli 2018).

Islenmis et iiriinleri iizerinde olumlu etkisi olan nitrit ve nitrat bilesikleri 1926'dan beri
kullanilmaktadir. 1950'i yillarda nitrit ve nitratlarin kullaniminin giin gectik¢e artmasi

ile et endiistrisinde kullanilmalar1 yasallagtirilmistir (Sanl ve Kaya 1988).

Nitrat genellikle fermente et iirlinlerinde kullanilirken nitrit 1s1l islem gormiis et
triinlerinde kullanilmaktadir (Karaca 2020). 20. yiizyilin baslarinda daha hizh
olgunlagmayi saglayan nitrit, kimyasal bilesiminin bilinmesi ve et iirlinleri tiretimindeki
artis nedeniyle nitrattan daha fazla 6nem kazanmistir. Glinlimiizde nitratlar, yavas bir
olgunlagma stireci gerektiren kuru kiirlenmis jambon veya sucukta kullanilmaktadir

(Ustaoglu 2011).

Et trilinleri endiistrisinde nitrit gibi pek cok etkiye sahip bir katki maddesi heniiz
bilinmemektedir (Karaca 2020). Nitritler oldukca aktif kimyasallardir ve biyolojik
olarak karmagik et iiriinlerinde bir¢ok reaksiyonda yer alirlar. Cogu sucuga kiirleme
maddesi olarak sodyum nitrit eklenir. Ulkemizde yapilan sucuklarda agirlikli olarak
dogal fermantasyon uygulanmaktadir. Fermentasyon asamasinda laktik asit iireten
bakteriler (LAB), diger istenilmeyen bakterilerin iiremesini ve buna bagli toksin
tiretimini kontrol etmede ¢cok dnemli bir rol oynamaktadir. Ancak bu siiregte patojenik
bakterileri baskilamak her zaman mimkin olmamaktadir. Listeria, Salmonella ve E.
coli O157:H7 gibi baz1 aside direngli patojenler bu kosullar altinda hayatta kalabilir.
Gidalara nitritlerin eklenmesi bu patojenlerin gelisimini 6nlemektedir (Ozdestan ve

Uren 2010).

Nitrit 1stya dayanikli degilken kararli bir yapiya sahip olan nitrat 1stya dayaniklidir.
Gida sisteminin fizikokimyasal 6zelliklerine bagl olarak nitritlerin varliginda karmasik
reaksiyonlar meydana gelir. Nitritler indirgeyici ve yiikseltgeyici maddelerdir ve
organik maddelerle ¢ok aktif reaksiyona girerler (Ustaoglu 2011). Nitrit oldukca reaktif

oldugundan, et sistemlerinin bir¢ok bileseniyle etkilesime girebilir veya bu bilesenlere
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baglanabilir. Is1 etkisi ile 1s1l islem gormiis et iiriinlerinde nitritin reaktivitesi artar. Nitrit
iyonu Ozellikle pH 7'nin altinda daha reaktiftir; amino asitler, aminler, siilfiirhidriller,
fenolik bilesikler, miyoglobin benzeri ¢esitli et bilesenlerinin yani sira askorbik asit ve
indirgeyici maddelerle etkilesime girebilir. Ayrica nitrit, lipid oksidasyonunu 6nleyerek
oksidatif stabiliteyi diizenleyebilir (Berardo vd. 2016). Nitrit, et {irlinlerinin {iretiminde
birgok isleve hizmet eder. Bu islevler arasinda nitrik okside indirgenmesi, tat iyilestirme

ve renk gelistirme tliketici kabullii acisindan en 6nemli faktorlerdir (Sindelar ve
Milkowski 2011).

Nitratlar pasif koruyuculardir ve uzun olgunlagma siireci gerektiren et {iiriinlerinde
kullanilabilmektedir. Bu nedenle et iirlinlerinin kiirleme islemindeki reaksiyonlarin
olusabilmesi i¢in nitratlarin daha reaktif olan nitritlere indirgenmesi gerekir (Terns vd.
2011). Bu islem ette bulunan veya nitrat rediiktaz aktivitesine sahip bakteri ilavesiyle
olusabilmektedir (Gray vd. 1981).

Nitrat ve nitritler, degisik nedenlerle et iiriinlerine katilmaktadir. Bunlar, et iirlinlerinin
kirmiz1 rengini stabilize etmek, lipit oksidasyonunu oOnleyerek oksidatif acilagsmayi
engellemek ve boylece oksidatif stabiliteyi destekleyerek etin tat ve lezzetinin
bozulmasini 6nlemek, patojen mikroorganizmalarin ve 6zellikle Clostridium botulinum

gibi patojenleri etkisiz hale getirmektir (Dilek 2022).

2.3.1 Antimikrobiyal EtkKisi

Gidalarda patojen mikroorganizmalarin gelisimini 6nlemek i¢in bazi antimikrobiyal
katki maddeleri kullanilmaktadir (Hampikyan ve Colak 2007). Et {irlinlerindeki en
onemli antimikrobiyal katki maddeleri nitrat (NOg") ve nitritlerdir (NO2). En yaygin
kullanilan nitrat ve nitritler sodyum nitrat (NaNO3) ve sodyum nitrittir (NaNO>)
(Gokalp vd. 2010).

Nitrat tuzu inerttir. Once nitrite doniisiir ve ardindan etin kalitesi ve giivenligi {izerinde
olumlu bir etkisi olnaktadir (Ozdemir 2018). Nitritlerin antimikrobiyal etkisi
nitratlardan ¢ok daha yiiksektir (Kurt 2006). Nitritin bakteriyostatik ve bakterisit etkisi
vardir (Sindelar ve Milkowski 2011).



Nitritin  tek veya bagka tuzlarla kombinasyon halinde kullanilmasi, bazi
acrobik/anaerobik mikroorganizmanin gelismesini engeller (Alahakoon vd. 2015).
Nitrit, Gram-negatif bakterilere Gram-pozitif bakterilerden daha az antibakteriyel
Ozellik gosterir (Pichner vd. 2006). Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler lizerinde
onemli bir antimikrobiyal etkiye sahip olan nitrit, maya ve kiiflere kars1 etkisizdir

(Oztiirk vd. 2015).

Nitritlerin antibakteriyel 6zelliklerini pH, oksijen ve diger gida bilesenleri gibi faktorler
etkiler. Nitritler bakterilerin liremesine, metabolik enzimleri engelleyerek, oksijen
alimlarini azaltarak ve proton degisimlerine miidahale ederek engel olur (Alahakoon vd.
2015). Ayrica, sucuklardaki nitritin antimikrobiyal etkisinin biiyiik bir kismi, nitrik oksit
reaksiyon dizisiyle gerceklesmektedir. Nitrik oksit ile demirin baglanmasi, metabolizma
ve bakteri tiremesi i¢in ihtiya¢ olan demirin valigini kisitlar (Sebranek ve Bacus 2007).
Nitrik oksitin demire baglanmasi ayrica mikroorganizmalarin metabolizmasint ve
gelisimleri i¢in gerekli enzimlerin fonksiyonlarini bozar (Karaca 2020). Demir ve siilfat
iceren enzimlere sahip mikroorganizmalar, nitritin bu enzimlerle reaksiyona girmesiyle

etkisiz hale getirilebilir (Cammack vd. 1999).

Kiirlenmis et iiriinlerinde kullanilan nitritler i¢in bilinen en 6nemli 6zellik Cl. botulinum
sporlarinin olusumunun engellemesi ve botulizmin kontrol edilmesidir (Yildiz Turp ve
Sucu 2016). Ozellikle vakumlu et iiriinlerinde nitritlerin toksin olusturan patojen Cl.
botulinum ve bunlarin sporlari iizerinde inhibitér etkisi vardir (Oztiirck vd. 2015).
Nitritin antimikrobiyal etki gosterdigi diger patojen mikroorganizmalar B. cereus, L.

monocytogenes, Cl. perfringens ve S. aureus’tur (Pradhan vd. 2009).

C. botulinum'u etkisiz hale getirmek i¢in gereken nitrit dozunun 150 ppm oldugu
bildirilmektedir (Oztan vd. 1991). Ayrica, pH's1 5.7-6.0 olan bir iiriinde 200 mg/kg
sodyum nitrit diizeyi Pseudomonas, Moraxella, Enterobacter, Flavobacterium ve

Escherichia gibi bakterilerin iiremesini engellemistir (Ozdestan ve Uren 2010).
Nitritin antimikrobiyal etkisi, yiiksek 1s1l islemle biiyiik 6lgiide artmaktadir. Isil islem

gormiis gidalarda nitritlerin varlhigi, perigo faktoér adi verilen bilesiklerin olugmast

sonucu antimikrobiyal aktiviteyi yaklasik on kat artirir (Kurt 2006).
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2.3.2 Renk Uzerine EtKisi

Tiiketiciler et drlinlerini tercih ederken iirliniin rengine 6nem vermektedir. Et
tiriinlerinde kiir ajan1 olarak en 6nemli katki maddeleri nitrat ve nitrit tuzlaridir (Yalgin
vd. 2012). Tuzun renk iizerindeki istenmeyen etkilerini 6nlemek icin nitrat ve nitritler
kullanilir. Et iirlinlerinde taze etin dogal renginin saglanmasi amaglanmaktadir (Vural

ve Oztan 1992).

Nitrat ve nitritler et liriinlerinde uzun zamandan beri kullanilmaktadir. 20. ylizyilda
yapilan arastirmalarda, etin tuzlanmasi ile elde edilen iiriinlerde arzu edilen kirmizi
rengi gelistirmek icin tuzun tek basina yetersiz oldugu ve dogal yollarla tuzla kontamine
olan sodyum nitrat ve potasyum nitratin istenen rengin gelisimini iyilestirmede etkili

oldugu bulunmustur (Palamutoglu ve Sarigoban 2012).

Etin renginden sorumlu ana pigment miyoglobindir. Bununla birlikte, miyoglobin
kararl1 bir bilesik degildir (Wirth 1986). Sadece et ve et {irlinlerini tuzlamak, ete rengini
veren miyoglobinin oksidasyonunu engellemez. Miyoglobin ya da oksimiyoglobin

hemen metmiyoglobine oksitlenmektedir (Karaca 2020).

Kiirleme, renk stabilizatorleri olarak bilinen nitrit veya nitratlarin sodyum veya
potasyum tuzlar1 kullanilip etin renginin kalic1 bir et rengine doniistiirildiigl siirectir.
Kiirlenme siirecinde renk gelisimi ve kalicilifi 6nemlidir. Renk olusumu, ete rengini
veren miyoglobinin kiirleme maddesi ilavesi ile nitrozomyoglobine doniistiiriilmesidir.
Rengin kaliciligr ise, renk olusumunun etin tiim renklendirici pigmentlerine kadar
uzanmasi ve lriiniin raf émrii boyunca rengin degismeden kalmasidir (Kuyumcu ve

Yurttagiil 2000).

Oldukga aktif bir kimyasal olan nitrit, miyoglobini metmyoglobine okside eder ve onu
NO'e indirger. Demir iyonu (Fe*®) NO'® baglanir ve nitrozo metmyoglobini (NO-
metMb) olusturur. NO-Mb, normalde ette bulunan bilesiklerin indirgenmesiyle Fe*iin
ferroz demire (Fe*?) indirgenmesi sonucu olusur (Song vd. 2015). Kiirleme islemindeki
nitrosomyoglobin olusumu ig¢in reaksiyon Sekil 2.1°de, et ve et iirlinlerinde tipik

pembemsi renk olusumu Sekil 2.2°de gdsterilmistir.
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Globin Globan

”\T e “\T/ "

NO

Fe'? +— Fe'
N : M N . N
H;O MO
Myaglobin (Mb) Mitrosomyoglobin (NOMb)

Sekil 2.1 Kiirleme islemindeki nitrosomyoglobin olusumu i¢in reaksiyon (Dogan 2022).

Miyoglobin - > Oksimiyoglobin
{ morumsu-kirmzi) “ (parlak kirmizi) Fe~
-0,
M
+h
+0; 5 Metmiyoglobin ~
{kahverengi) Fe™
-0 -0s
+NO -NO +NO -NO
Nitrosometmyoglobin
(kahverengi) Fe*
+02 -0
W
Mitrosomiyoglobin Isal 15lem Nitrosohemokrom

(koyu kirmuzi) Fe? 5 (kahic1 pembe) Fe?

Sekil 2.2 Et ve et iirlinlerinde tipik pembemsi renk olusumu (Dogan 2022).

Nitrosomiyoglobin ve Nitrosohemokrom olusum i¢in reaksiyonlar Sekil 2.3’te,

kiirlenmis et ve et iirlinlerinde iirline 6zgii karakteristik renk olusumu i¢in reaksiyonlar

Sekil 2.4’°te gosterilmistir.
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Bakten

KENO: <= > KNO: Optimum pH < 5.9
Asidik ortam
KNO; <€ > HNO;
Spontan mdirgenme
ZHNO: < = H:0 + NaOs Optimum pH ~ 5.2 - 5.4
Spontan ind
Ny e T S NO+NO, Optimum pH ~ 5.2 - 5.4
Spontan indirgenme
IND: = > O+ 2INO Optimum pH ~ 5.2 - 5.4
Mb+NO « = MNO-Mb Nitrosomyoglobin
Isil i5lem
NO-Mb < = NO-Mc Nitrosohemokrom

Sekil 2.3 Nitrosomiyoglobin ve Nitrosohemokrom olusum i¢in reaksiyonlar (Dogan 2022).

Rediuksiyvon baktenlen (pH 5.5-6.0) i
2NaMNO: = INaNO.+ 0-

pH55-52
H:0 + NaNQ,——— = HNO: (Nitros asit) + NaOH

Rediksiyon baktenlen (pH 5.5-
2HMNO: = M0 (Mitrojen trioksit) + H20O

W20 b N2 (Nitrojen dioksit) + NO (Nitrik oksit) T {gaz)

Oto rediksiyon

Kimyasal ve bakteniyvel indirgenme,  _ _
= N0 + 14

NO, ¥0n

N N N N
Globin — Fe"' — OH — NO ——— Globin — Fe'* — OH — NO

‘N/\N‘ ‘N/\N|

Metmyoglobin Nitrogometmyoglobin {NO-Mb)
{ bordo-kimmuzr

Indirgenme

Nitrozometmyoglobin
Ph5.5-54

NMitrozomyoglobin (pembentsi - kermiz)

Sicakhk Nitrozohemokromojen

Nitrozomyoglobin ! - !
(kiirlenmis et rengi — stabil parlak pembe)

Sekil 2.4 Kiirlenmis et ve et iriinlerinde iriine O6zgii karakteristik renk olusumu igin
reaksiyonlar (Dogan 2022).

Reaksiyonlar sirasinda iiretilen nitrojen dioksit ayrica asagidaki su ile girdigi reaksiyon
yoluyla azot monoksit donglistine geri donen nitréz asit ve nitrik asidi olusturur daha
sonra nitrik asit nitrata ayrisir:

2NO2" + H20 — HNO2 + HNO3

HNOs — H'+ NOz Nitritlerin katildigt bu reaksiyonlar dizisi nedeniyle, renk

pigmentlerinin olusumuna ek olarak nitratlar da olusabilir. Bu reaksiyon, islenmis
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gidalardaki nitratlarin  varhigin1 agiklar. Bu nedenle et iiriinleri formiilasyona

eklenmeyen nitratlar icerebilmektedir (Oztiirk vd. 2015).

Nitrit ve nitratlar etin kirmizi rengini korumak i¢in kullanilir. Nitrat ve nitritlerin et
tiriinlerinde kullanilmasinin temel nedeni iiriine pembemsi kirmizi bir renk vermektir.
Ortamda sadece nitratlar bulundugunda nitrit formuna indirgenmeleri gerekir. Bu
sebeple ortamda nitrat indirgeyen mikroorganizmalarin (stafilokok ve mikrokok) varligi

esastir (Oztan vd. 1991).

Et iriinlerinin rengi, renk pigmentleri ve kiirleme maddelerinin etkilesimi ile olusur.
Miyoglobin taze etteki en onemli renk pigmentidir. Hemoglobin ve stokrom gibi
pigmentlerin ¢ok az etkisi vardir veya hig etkisi yoktur. Kiirleme siirecinde miyoglobin,
nitrat ve nitrit tuzlariin ayrigsma driinii olan nitrik oksit ile birleserek rengin
olugsmasinda ana bilesen olan nitrozomyoglobini olusturur. Nitrosomyoglobin
(nitrosylmyoglobin), fermente sucuk ve pastirma gibi 1sil islem uygulanmamis et
iiriinlerinde olusan tipik bir renklendirici maddedir (Vural ve Oztan 1992). Isil islem

uygulanmamus et iirtinlerinin rengi parlak kirmizidir (Y1ildiz Turp ve Sucu 2016).

Kiirlenmis ette pH'a bagli olarak 1s1l islem, miyoglobinin protein kismini denatiire eder
ve daha kararli ve renk sabitleyici olan acik pembe renkli nitrozohemokromojen
pigmenti olusturur. Isil islem uygulanms et {irtinlerine Nitrozohemokromojen pigmenti,
istenilen pembe rengi kazandirir, ancak 151k ve oksijen hassasiyeti ¢ok yiiksektir. Bu
nedenle et iirlinleri, mat ve 151k gegirmeyen ambalaj malzemelerine yerlestirilerek en
hizli sekilde vakumlanarak paketlenir. Isil islem uygulanmis iiriinlerde istenilen rengi
elde etmek i¢in 2 ila 14 mg/kg nitrit kullanilmas1 yeterlidir. Ancak olusturulan rengin
depolama boyunca tutarli kalmasi i¢in yeterli olmadig1 ve rengin zamanla soldugu
belirtilmistir (Karaca 2020). Isil islem uygulanmis et {iriinlerinde 40-50 mg/kg nitrit

kullanilmasi rengin homojen dagilimini saglar (Sebranek ve Bacus 2007).

Kiirleme isleminin sonunda nitrozomyoglobinin (NOMb) doéniisimi  %30-40'tir.
Kiirleme islemi uygulanan et iiriinlerine eklenen tiim nitrat veya nitritler miyoglobine
baglanmaz veya asir1 nitrit ve nitrat kullanimi iirlinde kalint1 nitrit olusumuna neden

olur (Candan ve Bagdatli 2018).
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2.3.3 Antioksidan Etkisi

Et {iriinlerinin bozulmasinda mikroorganizmalarin gelismesi ve kimyasal reaksiyonlar
etkilidir. Oksidatif acilasma olarak da adlandirilan lipit oksidasyonu, en yaygin
kimyasal degisimdir (Karakaya vd. 2011). Lipit oksidasyonu, depolama ve isleme
sirasinda et ve et riinlerinin kalitesini ve kabul edilebilirligini sinirlayan 6nemli bir
faktordiir (Falowo vd. 2014). Yaglarda sadece oksidasyon reaksiyonlari meydana
gelmez, ayn1 zamanda serbest radikaller et iiriinlerinde bulunan pigmentler, proteinler,
karbonhidratlar ve vitaminlerle de etkilesime girer; bu da istenmeyen renk
degisimlerine, istenmeyen tat olusmasina, su kaybina, dokuda bozulmaya, besin
degerinin azalmasina, kisa raf Omriine ve hepsinden Onemlisi toksik bilesiklerin

olusumuna yol agar (Simsek 2015).

Antioksidan Ozelliklerinden dolayr nitrat ve nitritler, et {iriinlerinde lipit
oksidasyonundan kaynaklanan acilasmay1 6nemli 6l¢iide onleyebilmektedir (Morrissey
ve Tichivangana 1985). Ek olarak, nitrit, etteki giiclii antioksidan 6zelliklerinden dolayz,
1s1] iglemden sonra kiirlenmis tirlinlerde oksidatif lezzet (Warmed Over Flavour, WOF)

olugmasini engeller (Shahidi ve Pegg 1992).

Nitritin indirgenmesi esnasinda olusan nitrik oksit, radikalleri tutma gorevi goriir ve
antioksidan etki gosterir. NO'in en 6nemli antioksidan 6zelligi, et pigmentindeki hem
demirinin baglanmas1 ve stabilizasyonundan ve pisirme sirasinda lipid oksidasyonu i¢in
giclii bir katalizor olan serbest demirin indirgenmesinden kaynaklanmaktadir
(Parthasarathy ve Bryan 2012). NO'in acilasmay1 6nleme {iizerindeki etkisinin, renk
olusumunda meydana gelen reaksiyonlara benzer oldugu diisiiniilmektedir. Ette bulunan
Fe*® oksidatif bilesik, yag oksidasyonunu uyarir. Kiirleme islemi uygulanmis et
tirlinlerinde nitrik oksitin miyoglobin ile etkilesimi, renk pigmentindeki demiri
indirgenmis Fe*? halinde koruyarak lipid oksidasyonunu &nler (Candan ve Bagdath

2018).

Et iiriinii formiilasyonlarinda kullanilan nitritlerin lipid oksidasyonu iizerindeki etkisi

cesitli yaklagimlarla agiklanmistir:
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1) Nitrit veya nitrik oksit, demirin selatlanmasi veya lipid peroksil radikalleri ile
etkilesimi yoluyla radikal olmayan firiinler olusturur; bu, lipid oksidasyonuna ve
oksidasyonun 6nlenmesine yol agan reaksiyon zincirinin bozulmasina yol agar.

2) Nitritler, antioksidan Ozelligini serbest radikalleri yakalayabilen ve nitrozo- ve
nitrozil- bilesikleri olusturarak gosterir.

3) Nitritler oksidasyonu doymamis yaglari doku zarlari boyunca stabilize ederek
engeller (Oztiirk vd. 2015).

2.3.4 Lezzet, Tat ve Aroma Uzerine Etkisi

Nitrit ve nitratlarin kiirleme islemi uygulanmis et tirtinlerinde kullaniminin kendine has
lezzet ve aromalarin gelisiminde dnemli bir etkiye sahip oldugu diisiiniilmesine karsin,
reaksiyonlardan kaynaklanan spesifik bilesenler heniiz tam olarak tanimlanamamistir

(Sindelar ve Milkowski 2011).

Nitritlerin pigsmis et ve et {liriinlerinin tadr iizerindeki olumlu etkisinin WOF (yeniden
1sitma sonucu olusan oksidatif lezzet) olusumundan kaynaklandigi belirtilmektedir
(Oztiirk vd. 2015). Nitritler, lipit oksidasyonunu engelleyerek karakteristik kiirleme
lezzetinin olugsmasma neden olur (Ustaoglu 2011). Nitratlarin et {irtinlerinde
kullanilmasimin tat ve aromay: arttirdigt ve organoleptik oOzellikleri gelistirmeye

yardimci oldugu bilinmektedir (Sanz vd. 1998).

Taze veya dondurulmus etlerde bulunan oksidasyon iiriinlerinin kiirlenmis etlerde
olusmamasi, bu iirlinlerin farkli tatlarinin nedeni olarak One siiriilmiistiir. Lezzet
gelisimi i¢in nitritin kiirlenmis et Urlinlerinde 20-40 ppm araliginda yeterli oldugu
bildirilmistir (Rincon vd. 2008). Bir diger calismada ise, kiirleme islemi uygulanan et
driinlerinde karakteristik lezzetin olusumu i¢in 50 ppm nitrit seviyesinin yeterli

oldugunu bildirilmistir (Turkal ve Dogruer 2020).

2.4 Nitrozaminler ve Olusumuna Etki Eden Faktorler

Nitrit, tiiketicilerin en ¢ok ¢ekindigi gida katki maddelerinden biridir (Demirkol 2019).
Proteinler ve aminoasitler, kiirlenmis et iirlinlerinde nitritlerle reaksiyona girerek

nitrozaminleri olusturan ana bilesenlerdir (Ustaoglu 2011).
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Fermente ve emiilsifiye et iiriinlerinde iiretimden tiiketime kadar olusabilen biyojen
aminler saghiga zararlidir ve kalint1 nitritlerle olusturduklar1 kanserojenik nitrozaminler
son derece tehlikelidir (Yal¢in vd. 2012). Nitrozaminler ayni zamanda mutajenik ve
teratojenik etkiye sahiptir (Wirth 1985). Giicli kanserojen etkiye sahip olan
nitrozaminler, et {rlinlerinde biiylikk miktarlarda kullanilan nitratlarin bakteriler
tarafindan indirgenmesi veya gidalardaki sekonder ve tersiyer aminlerin nitritlerle diistik
pH ve yiiksek sicaklikta reaksiyona girmesiyle olusur (Sezer vd. 2013; Kerimoglu ve
Serdaroglu 2020). pH'nin 5.5'in {izerinde oldugu durumlarda nitratlar bakterilerin
gelisimi ile nitrite doniisiir, nitritler ise nitrozaminlerin olusmasima neden olur (Prasad

ve Chetty 2008).

Et drlnlerinde  dimetilamin, di-n-propilamin,  2-feniletilamin,  trimetilamin,
izopropilamin ve n-propilamin vb. aminlerin oldugu belirlenmistir (Candan ve Bagdatli
2018). Proteinlerin pargalanma metabolitlerinden olusan sekonder aminler, nitritlerle
birleserek nitrozaminleri olusturur. Bakterilerin, pH ve sicakligin (100-185°C)
nitrozamin olusumunda 6nemli etkisi vardir. Birgok arastirmaci, nitrozaminin midede
uygun fizyolojik kosullar altinda kimyasal bir reaksiyon veya bakterilerin aktivitesi ile
olustugunu bildirmislerdir (Bayraktar vd. 1998). Genel olarak kiirleme islemi uygulanan
etlerin pH’s1, dietilnitrozamin ve dimetillerin olugmasi i¢in pek uygun olmamaktadir.
Fakat kiirleme islemi uygulanmig et f{irlinlerinin, kizartma islemi gibi yliksek
sicakliklarda, nitrosoprolidin olusmasi beklenmelidir (Palamutoglu ve Sarigoban 2012).
Gidalarda N-nitrozamin olugmasinda pisirme yontemi, 1s1 ve siire en Onemli
faktorlerdendir. En yliksek nitrozamin konsantrasyonlarina kizartma ile pisirilen etlerde

ulasildig1 bulunmugtur (Cakmak vd. 2009).

Nitrozaminlerin olusumu igin mikrobiyal ¢esitlilik, ortamin sicakligi, pisirme sekli,
pisirme siiresi, kalint1 nitrit konsantrasyonu, tuz miktar1 ve pH gibi faktorler etkilidir.
Ayrica aminlerin ve nitritlerin N-nitrozamin olusturmasi, aminlerin dogasina,
nitrit/amin oranina, reaktiflerin konsantrasyonuna ve ortamdaki bazi inorganik iyonlarin
varligma baghdir (Ozdemir 2018). Kalint: nitrit miktar1 ile beraber kullanilan katkilar,
etin yag icerigi ve kalitesi, 1s1 uygulamasinin sekli, paketleme sekli, saklama ve
olgunlagtirma kosullar1 nitrozamin olusumunda etkili olan faktorlerdir (Herrmann vd.

2015). Ayrica ortamda bulunan bilesikler ve iyonlar nitrozaminlerin olusumunu
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etkileyebilir. Ornegin; C vitamini, alfa-tokoferol ve eritorbik asit nitrozamin olusumunu

engellerken, tiyosiyanat iyonu olusumu hizlandirir (Sucu 2018).

Kiirleme prosesi esnasinda ortamin pH'1 diisiik oldugu durumda kalint1 nitrit, ortamda
bulunan sekonder amin ve tersiyer aminler ile birlikte, azot oksit veya azot dioksit ile
elektrofilik yer degistirme reaksiyonlarina girer ve bu da Dietilnitrosamin (DENA) veya
N-Dimetilnitrosamin (DMNA) gibi kanserojenik bilesiklerin olusumuna neden olur

(Candan ve Bagdatli 2018).

Asidik bir ortamda nitrit, nitréz aside (HNO>) yiikseltgenmektedir. Sekonder aminler ve
nitrit oksit arasindaki reaksiyon yalnizca ¢ok diisiik pH'ta (pH~3) miimkiindiir. Kalint1
nitritler kiirleme islemi uygulanmis et iirlinlerinin tiiketiminden sonra midenin 6zsuyu
ile reaksiyona girer. Uygun kosullara bagh olarak midede N-nitrozaminler olusur. islem
sirasinda olusan nitrozaminler kolon kanserine sebep olmaktadir (Oostindjer vd. 2014).
Nitrozaminlerin kabul edilebilir limitlerin {izerinde alindiginda insan sagligina etkilerini
ve olusum mekanizmalarini arastiran birgok calisma bulunmaktadir (Gokalp 1985).

Nitrozaminlerin olusumu i¢in kimyasal reaksiyonlar Sekil 2.5’te gosterilmistir.

NaNO:+H" ———= HNO:+Na'

HNO:+H  ————— NO" +H:0

ZHNO- ——> N:0:+H20

N:0s ——= NO+NO:

MO + M —= NO'+M
Primer amin FNH:+NO ——> RNH-N=0+H' ——— > ROH+N:
Sckonder amin  F:NH+NO* ———2 BRN-N=0+H'
Tersiyer amin ~ FaN + NO° Nitrozamin olusmaz

Sekil 2.5 Nitrozaminlerin olusumu i¢in kimyasal reaksiyonlar (M/M* gecis iyonlaridir)
(Honikel 2008).

2.5 Nitrit ve Nitratin Saghk Uzerine Olumsuz Etkileri

Nitrit ve nitrat katki maddelerinin insan saglig1 lizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle

gidalarda belirli dozlarin tizerinde bulunmalar1 istenmeyen bir durumdur (Unnikrishnan
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vd. 2013). Et irilinlerinde nitrat ve nitritlerin az kullanilmast bazi olumsuz renk
degisimlerine ve mikrobiyal bozulmalara, fazlaliklar1 ise kalinti nitrit miktarinin
artmasina ve nitrozamin olusumuna neden olur (Erulag 2010). 1980'lerin basindan beri
nitrozaminlerin insanlar ve hayvanlar i¢in kanserojen oldugu bilinmektedir (Bryan
2006). Bu nedenle nitrat ve nitritlerin eklenmesi, salam, sosis ve sucuk gibi et
tirtinlerinin Uiretimi i¢in Onemlidir. Nitratlar ve nitritler yiiksek miktarlarda alinirsa,

tiiketiciler akut veya kronik zehirlenmelere maruz kalabilir (Servi 1991).

Son yillarda yapilan bilimsel aragtirmalar sayesinde nitrit ve nitratlarin olumsuz
etkilerinin oldugu belirlenmistir. Et iirlinleri tiretim teknolojisinde, aminler ve amidlerle
reaksiyona girerek kanserojen riskler olusturmasi nedeniyle nihai iiriinde olusan kalinti
nitrit miktar1 ¢ok onemlidir. Bu sebeple et endiistrisinde kullanilan nitrit ve nitrat
seviyelerinin distiriilmesine yonelik ¢alismalar yapilmaktadir (Ruiz-Capillas vd. 2007).
Uzun yillardir kiirleme islemi uygulanmis et {riinlerindeki nitrit kalintisi, N-nitrozo
bilesikleri ile kanser arasindaki iligski arastirilmaktadir (Cassens 1997). Nitrit ve
nitratlarin gidalarla alinmasinin kanserle iliskilendirilmesine ragmen, bu bilesenlerin
kendi baglarina kanserojen etkiye sahip olmadigi ve 1s1 uygulamasi ile hazirlama ve
sindirim esnasinda diger bazi bilesenlerle etkilesimleri sonucu kanserojenik etkiye

neden olan maddeler meydana gelebilecegi bildirilmistir (Bedale vd. 2016).

Yiiksek diizeyde nitrat ve nitrit kalintis1 iceren gida maddeleri, tiiketici i¢in akut veya
kronik zehirlenme riski olusturur. Nitritlerin (NOz ) nitratlardan (NOs) 10 Kat,
potasyum nitrat tuzlarinin ise sodyum tuzlarindan daha toksik oldugu bildirilmistir
(Erulas 2010). Viicuda kii¢lik dozlarda giren nitrat ve nitritlerin insan viicudu iizerinde
olumsuz bir etkisi yoktur. Ancak ¢ok fazla nitrat ve nitrit alinirsa veya gidaya eklenirse,
gerek gidada gerekse insan viicudunda N-nitrozo bilesiklerinin olugsmasina neden olarak
toksik veya kanserojenik etkiye neden olabilir. Giivenli sodyum nitrat ve potasyum
nitrat miktar1 insan viicut agirliginin kilogrami basina 5 mg ve sodyum nitrit ve
potasyum nitrit miktar1 0,4 mg olmasi gerektigi Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan
bildirilmistir. Boylece 70 kg viicut agirligina sahip bir kisinin tiiketebilecegi giivenli
giinliik doz 350 mg sodyum nitrat ve 28 mg sodyum nitrittir (Gokalp 1983). Insanlar
icin Oldiiriicii dozlar 80-800 mg nitrat/kg viicut agirligi ve 33-250 mg nitrit’kg viicut
agirligi olarak belirlenmistir (Oztiirk vd. 2015).
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Nitrat; c¢esitli besinlerle insan ve hayvan viicuduna girdikten sonra midede
mikroorganizmalar tarafindan nitrit ve amonyaga indirgenir. Fazla nitrat, midede
biriken nitrit ve amonyak ile birlikte emilir ve kana karigir (Parsons 1978). Genel olarak
nitratlarin insan tiikketimi i¢in giivenli oldugu kabul edilmektedir. Bununla birlikte, son
arastirmalar nitratlarin agiz boslugunda nitritlere indirgendigini gostermektedir.
Nitratlar normalde bagirsakta emilir, ancak bazi nitratlar tiikiiriik bezleri tarafindan agiz
boslugunda nitrite indirgenir. Bu sekilde olusan nitrit c¢ok distliktiir ve nitrit
zehirlenmesine neden olmaz. Ancak diger bazi zararlh reaksiyonlarin olusmasina yol

acar (Candan ve Bagdatli 2018).

Viicuda ¢ok miktarda nitrit ve nitrat girdiginde bir¢ok saglik sorununa neden olur.
Organik azotun biyokimyasal oksidasyonu sonucu nitrat olusur. Nitrat iyonlarinin
dogrudan toksik etkisi yoktur. Bakteriler tarafindan gergeklestirilen nitrat rediiktaz
aktivitesi ile nitrat, zararli nitrite dontigtiiriliir. Viicuda giren nitratin biiyiik bir boliimii
diski ile hizlica atilir ve bir kismi da tiikiirik bezine tasinir ve agiz boslugunda
salgilanir. Burada agizdaki bakteriler onu nitrite indirger ve yutuldugunda mideye gecer.
Ortamda nitrit oldugunda, gida sistemindeki fizikokimyasal 6zelliklere bagli olarak bir
takim karmasik reaksiyonlar gergeklesir. Nitrit, indirgeyici ve yiikseltgeyici bir
maddedir, organik maddelerle ¢ok aktif bir sekilde reaksiyona girer ve 1siya dayanikli
degildir. Nitratin en Onemli halk sagligi yonii, nitrat ve mide kanseri arasindaki
baglantidir (Erdogan 2014). N-nitrozo bilesiklerinin olusumu, kolorektal kanser basta

olmak tizere belirli kanser tiirleri riskini artirabilir (Y1ldiz Turp ve Sucu 2016).

Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) bir yan kurulusu olan Uluslararas1 Kanser Arastirma
Ajansit (IARC)’nin yayimladigi monograflarda endiistride kullandigt maddelerden
hangilerinin kansere neden oldugu agiklanmaktadir. Bu monograflar hazirlanmadan
once bilim diinyasinda yapilan tiim ¢alismalar gozden gecirilmektedir. Sonuglar
yorumlandiktan sonra insan hayatinda kansere neden olanlar endiistriyel olarak
siniflandirilir. Buna gore, zararli maddeler bes gruba ayrilmaktadir:

Grup 1: Insanlar i¢in kanserojen olan maddeler

Grup 2A: Insanlar igin biiyiik olasilikla kanserojen olan maddeler

Grup 2B: Insanlar igin olasilikla kanserojen olan maddeler

Grup 3: Insanlar igin kanserojen olarak smiflandirilamayan maddeler

Grup 4: Insanlar igin kanserojen olma ihtimali olmayan maddeler (Ozdemir 2018).
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2010 yilinda Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (IARC), nitrit ve nitratlar
degerlendirmis ve bunlari insanlar icin Grup 2A (muhtemelen kanserojen) olarak
siniflandirmigtir.  Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1  Ajansi'nin 2015 tarihli  bir
raporunda, kirmizi et iirlinleri tiikketiminin kolon kanseri, pankreatit ve prostat kanseri ile
baglantili oldugu ve bu nedenle grup 2A (insanlar i¢in muhtemelen kanserojen) olarak
simiflandirildig: belirtilmistir. Ayrica ayni raporda giinde 50 gram islenmis kirmizi et
yemenin kolon kanseri riskini %18 artirdigi, bu nedenle islenmis kirmizi etin Grup 1
(insanlar i¢in kanserojen) olarak siniflandirildig: belirtilmektedir. 2017 yilinda Avrupa
Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA), nitratlar1 yeniden degerlendirerek su ana kadar ki
bilimsel kanitlarin mevcut kabul edilebilir giinlik alim (ADI) seviyelerini diisiirmek
icin yetersiz oldugunu belirtmistir. Nitritle ilgili degerlendirmesinde, epidemiyolojik
calismalarda gidalarda bulunan nitrit ile gastrik kanserler ve islenmis et iiriinlerinin
nitrit ve nitrat varligi ile kolon kanserleri arasinda bir iliski olduguna dair kanitlar

bulundugu belirtilmistir (Giiltekin ve Akin 2019).

Insan viicudunda nitrozaminler karaciger, akcigerler, pankreas, bdbrekler, mesane,
yemek borusu ve dil gibi bazi organlarda tiimor olusumuna sebep olabilmektedir
(Demirkol 2019). Nitritlerin 6zellikle sekonder aminler ve diger bazi azotlu maddelerle
reaksiyona girmesi ve N-nitrozaminlerin olusmasi ve bu bilesiklerin karaciger, akciger,
bobrek, girtlak, mide ve pankreas kanserlerinin gelisiminde rol oynadigi one
siiriilmiistiir (Oztiirk vd. 2015). 13 farkli ¢alismanin sonuglar1, giinde 25 g kiirlenmis
kirmiz1 et tiiketmenin kolon kanseri riskini %49, ginde 100 g kiirlenmemis et

titketmenin ise sadece %12-17 oraninda artirdigin1 gostermistir (Cakmak vd. 2009).

Klasik akut nitrit/nitrat zehirlenmesi, kandaki nitrit seviyesinin yeterli diizeye ulasmasi
ve anoksiye (dokularda oksijen eksikligi) neden olmasi sonucu olusur. Nitratlar,
sindirim sisteminde mikroorganizmalarin etkisiyle nitrite doniisiir ve viicudun
savunmasini baskilar. Beyin damar dokularinda veya akcigerlerde, kalpte, karacigerde,
bobreklerde ve testislerde nitrit seviyeleri uygun seviyelere ulagtiginda nitrit
zehirlenmesi, meydana gelir. Nitrit ve nitratlara uzun siire maruz kalmak, s6z konusu

dokularin ciddi sekilde tahrip olmasina yol acabilir (Ata 2010).

Viicuda cesitli gidalarla alinan nitrat ve nitritlerin miktar ve kimyasal bilesimlerine bagh

olarak insanlarda ve hayvanlarda akut ya da kronik zehirlenmeler goriilebilmektedir.
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Akut zehirlenmelerde nitrit toksik etkisini, hemoglobinin methemoglobine doniismesi
ile gosterir ve nitrit iyonu damarlardaki diiz kaslarin genislemesine neden olarak
sistemik arteriyel kan basincinin diismesine, dolasim bozukluklar1t ve soka sebep
olabilmektedir. Ayrica nitratlar ve nitritler, kanserojen etkileri olan N-nitrozo
bilesiklerinin dncii maddeleridir (Sancak vd. 2008).

Viicuda ¢esitli yollardan giren nitrat konsantrasyonu 45 mg/L'den fazla ise bu durum 6
ayliktan kiiclik bebeklerin nitrat ile zehirlenmesine yol agabilmektedir. Mide asitleri
bebeklerde altinct aydan sonra olusmaktadir. Midede nitrat nitrite indirgenir ve
gastrointestinal sistemde olusan nitritler kandaki hemoglobinle etkilesime girerek
methemoglobini olusturur. Ayni zamanda hemoglobindeki demir Fes*'e yiikseltgenirken
kan oksijen tagima yetenegini kaybeder ve bebekler bogularak olebilmektedir. Sonug
olarak, bebeklerde “mavi bebek sendromu” olarak bilinen methemoglobinemi olusur.
llerleyen yaslarda midedeki asitligin artmas1 nedeniyle bu etki ortadan kalkar (Erdogan
2014). Methemoglobin yetiskinlerde methemoglobin rediiktaz enzimi tarafindan
tamamen hemoglobine doniistiiriilebilmektedir (Y1ldiz Turp ve Sucu 2016). Ancak bazi
calismalar methemoglobineminin eriskinlerde de bulunabilecegini gdstermektedir
(Chan 2011).

Ikinci tip zehirlenme, olusan nitrozaminlerin neden oldugu kronik nitrit zehirlenmesidir.
Nitritler, nitrozaminlerin olusmasina sebep olur ve nitrozaminler potansiyel kanserojen,
mutajenik ve/veya teratojeniktir (Connolly ve Paul 2001). Akut nitrat zehirlenmesi ¢ok
nadirdir. Cogu durumda, bulgular nitratin nitrita indirgenmesinden kaynaklanir. 8§ ile 15
g sodyum veya potasyum nitrat alan yetiskinler, ani baslayan siddetli gastroenterit,
idrarda ve diskida kan, karin agris1 ve yorgunluk yasayabilir. Nitratlarin tersine, akut
nitritin toksik etkisi yaygindir ve bununla iliskili ¢ok fazla Oliimlerin oldugu
bildirilmistir. Bu genellikle yanlislikla sodyum nitrit alimindan veya kontrolsiiz sodyum

nitrit kullanimindan kaynaklanmaktadir (Ozdestan ve Uren 2010).

Son yillarda niifus ve endiistriyel biiylimeye bagli olarak sulardaki nitrit ve nitrat
potansiyeli ve miktar1 artmistir (Agaoglu vd. 2007). Nitrat i¢erigi 20 ppm’den fazla olan
icme suyunun uzun sireli tiiketilmesi yetiskin insanlarda akut wveya kronik

zehirlenmelere yol acabilir (Oztiirk vd. 2015).
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Bu nedenle insan ve hayvan sagligini korumak i¢in gidalarda 6zellikle et iiriinlerinde,
hayvan yemi ve i¢gme ve kullanma sularinda nitrit ve nitrat tayini yapmak ¢ok 6nemli ve

gereklidir (Erdogan 2014).

2.6 Nitrit ve Nitratin Et Uriinlerinde Kullamm ile Ilgili Yasal Simrlamalar ve
Alternatif Arayislar

Et {riinlerine olgunlastirma sirasinda eklenen nitrat ve nitritlerin ¢ogu parcalanir ve
diger baz1 kimyasal bilesiklere doniisiir. Sucuk ve pastirma gibi islenmis et {irtinlerinin
iiretim prosesinde kullanilan nitrit ve nitratlarin bir takim olumsuz etkileri nedeniyle
kisitlanmas1 ve siirekli izlenmesi gerekmektedir (Sancak vd. 2008). Islenmis et
tiriinlerinde nitrat ve nitrit kullanimi uzun bir ge¢mise sahiptir ve bir¢ok iilkede
yasalarla diizenlenmistir. Nitrat ve nitritin et iirlinlerine eklenmesi kanserojenik N-
nitrozo bilesiklerinin olusumuna yol agtigindan, bazi iilkelerde yasaklanmis ve bazi

tilkelerde ciddi sekilde kisitlanmistir (Ustaoglu 2011).

Nitrit, bir iirlinde bulunan insan tiikketimi i¢in onaylanmis tek toksik maddedir (Erdogan
2014). Et irlinlerine dogrudan eklenmesi ve saf nitritin gida isleme tesislerinde
bulundurulmas: ¢ogu iilkede yasaklanmistir (Candan ve Bagdatli 2018). 1970'lerin
sonlarinda, islenmis etlerde nitrozaminleri azaltmak i¢in bir gida katki maddesi olarak
sodyum nitrit kullaniminin yasaklanmasi tartisilmistir. Sodyum nitrit yasagi, gidalarda
nitrozamin olusumunu 6nlemeyi amacglamaktadir. Diger taraftan olasi gida kaynakli
botulizm riskinin artmasi giindeme gelmistir. Clostridium botulinum gelisimi ve
toksinlerinin olusumunu 6nlemek i¢in gerekli olan sodyum nitritin minimum seviyesi
120 ppm olarak smirlandiriimastyla bu sorun ¢dziilmiistiir (Ozdemir 2018). Nitratlar ve
nitritler et ve et triinlerinde 6nemli katki maddeleridir. Bununla birlikte, bazi tilkelerde
(Norveg gibi), nitrat ve nitritlerin 6ngdriilen dozu asan miktarlarda ilave edilmeleri
halinde meydana gelebilecek yan etkilerden kacinmak i¢in kullanilmasi tamamen

yasaklanmistir. Ayrica diger lilkelerde belirli bir dozda kullanimina izin verilmektedir

(Oztan vd. 1991).

Gida Katki Maddeleri Uzman Komitesi (JECFA) ne gore yetigkin insanlar i¢in 6nerilen
maksimum giinliik alim miktar1 (ADI), insan viicut agirliginin her kg’1 i¢in 3,7 ppm

nitrat ve 0,06 ppm nitrit olarak belirlenmistir. Bu nedenle, 60 kg agirliga sahip bir
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yetiskinin gilinlik nitrat alim dozu 222 mg'1 ve nitrit alim dozu ise 3.6 mg1

geememelidir (Cakmak vd. 2009).

Et iirtinlerinin cinsi ve {iretimi yapilan tlilkeye gore kullanimina miisade edilen nitrit ve
nitrat miktar1, farklililk gostermektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde kiyilmis
tirtinlerde izin verilen maksimum sodyum nitrit seviyesi 156 mg/kg ve sodyum nitrat ise
1718 mg/kg olarak diizenlenmistir (Yildiz Turp ve Sucu 2016). Kiirlenmis ve
kurutulmus etlerde Avustralya ve Yeni Zelanda Gida Standartlar1 (FSANZ; 2007-
2008)’na gore, en fazla 125 mg/kg nitrite ve 500 mg/kg nitrata izin verilmistir (Ustaoglu
2011). Avrupa'da bazi iiriinlere sodyum nitrat (E251) ve potasyum nitrat (E252) tek
basina veya kombinasyon halinde eklenir ve potasyum nitrat (E249) ile sodyum nitrit
(E250) tuzla karistirilmis olarak kullanilmaktadir. Kararsiz yapisi nedeniyle nitratlar
nitrite doniisiir ve antimikrobiyal etki nitritlerden kaynaklanmaktadir. Ancak n-nitrozo
bilesiklerinin potansiyel kanserojen etkilerinin tespit edilmesinden sonra bircok iilkede
nitratlarin artik kullanilmadig bildirilmistir. Nitrit ise bazi iiriinlere kiirleme maddesi

olarak, genellikle 80-120 ppm oraninda eklenir (Gokmen 2010).

Avrupa Birligi'nde izin verilen nitrit ve nitrat seviyeleri, Avrupa Komisyonu Y 6nergesi
(2006/52/EC) ile belirlenmistir (Y1ldiz Turp ve Sucu 2016). Yonergeye gore izin verilen
maksimum miktar, kurutulmus fermente et iiriinlerinde nirat ve nitrit i¢in 150 ppm ve
uzun olgunlagma siiresi olan ve nitrit igermeyen irilinlerde nitrat i¢in 250 mg/kg'dir
(Grasso vd. 2014). Ulkemizde nitrit ve nitratin et iiriinleri {iretiminde kullanilmasi
mevzuat cergevesinde ciddi sekilde kisitlanmistir (Turkal ve Dogruer 2020). Isil islem
gbérmiis et Uriinleri i¢in yasal sinirlama Cizelge 2.1, 1s1] islem goérmemis et iirlinleri i¢in

yasal sinirlama Cizelge 2.2°de gdsterilmistir.

Cizelge 2.1 Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Yo6netmeligine gore 1s1l islem gérmiis et
iiriinlerinde izin verilen maksimum nitrit miktarlar1 (TGK 2013).

E — kodu Adi Maksimum miktar Dipnotlar  Sinirlamalar/istisnalar
(mg/L veya
mg/kg)
E 249-250 Nitritler 150 (7)(59) sterilize et {irlinleri harig
(Fo>3,00) kavurma harig
E 249-250 Nitritler 100 (7)(58)(59) sadece sterilize et iriinleri
(Fo>3,00)
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Cizelge 2.2 Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Yonetmeligine gore 1s1l iglem gormemis
et iriinlerinde izin verilen maksimum nitrit ve nitrat miktarlar1 (TGK 2013).

E — kodu Adi Maksimum miktar Dipnotlar  Siirlamalar/istisnalar
(mg/L veya
mg/kg)

E 249-250 Nitritler 150 (7

E 251-252 Nitratlar 150 (7

(7): Uretim sirasinda eklenebilecek maksimum miktar, NaNO2 veya NaNO3 cinsinden ifade edilir.

(58): Fo degeri 3; 121°C’de 3 dakika 1sitmaya esdegerdir (Her 1000 metal esasli kutudaki bir milyar
bakteri sporu yiikiiniin bir spora azaltilmasi).

(59): Diisiik asitli ortamlarda, nitritin dogal olarak nitrata doniismesi nedeniyle bazi 1s1l islem uygulanmis
et lrtinlerinde nitrat bulunabilir (TGK 2013).

Et iriinlerinde nitritlerin genis aktivitesini saglayabilecek hi¢bir katki maddesi
kesfedilmemistir. Bu nedenle et iiriinlerinde nitritler ikame olabilecek daha dogal katki
maddeleri, mikrobiyal katkilar ve organik asitlerin yani sira mevcut teknolojik

arastirmalar olas1 aragtirma yontemleridir (Sucu 2018).

Simdiye kadar gida endiistrisinde nitrat ve nitritlerin yerini alabilecek ve tiim
ozelliklerini yerine getirebilecek bir ¢6ziim bulunamamistir. Et ve et irilinlerinde
bulunan nitrat ve nitritler daha 6nce de belirtildigi gibi farkli islevler yerine getirir.
Fakat et tiretiminde nihai iiriinde olusan kalint1 nitrit, amidler ve aminlerle etkilesime
girdiginde kanserojenik maddelerin olugmasi riski ¢ok yiiksektir (Ruiz-Capillas vd.
2007). Bu sebeple et iirlinlerinde olusan nitritin kalint1 diizeyi ¢ok dnemlidir. Nitrat ve
nitritlerin saghk yoniinden tehlike olusturmamasi i¢in kullanimlarin1 azaltacak veya
nihai iiriindeki kalintt miktarini azaltacak yontemler gelistirilmelidir. Bu konuda yapilan
aragtirmalara bakildiginda, mikroorganizmalarin kullanimiyla kalinti nitrit miktarinin
azaltilmasi, nitrat bakimindan zengin sebze sularinin kullanilmasiyla kalinti nitritin
azaltilmasi ve alternatif bilesenler, dogal antioksidanlar ya da i1sinlama, yiiksek basing
teknolojisi vb. teknolojik yontemlerle nitrit kalint1 miktarinin azaltilmasit konularinin

incelendigi goriilmektedir (Karaca, 2020).

Gidalarla birlikte alinan nitritler, tiikiiriik veya hafif mide asitligi ile kanserojen
nitrozaminlere donlismektedir. Beraberinde C vitamini alinmasi ile bu doniistim
engellenmektedir (Furst 2002). Bir antioksidan olan askorbik asit, et iiriinlerinde
kullanilan nitrat ve nitritler ile ette bulunan serbest amin bilesiklerinin etkilesimi sonucu

olusan kanserojen bilesik olan nitrozaminlerin olusumunu engellemek igin
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kullanilmaktadir. Nitritlerin aminlerle reaksiyona girmesini C vitamini engellemektedir.
Kiirleme prosesinde C vitamini ve tuzlarinin kullanilmasi ile nitritin 1/3 oraninda

azaltabilecegi bildirilmistir (Ozdemir 2018).
2.7 Ultrason Destekli Ekstraksiyon

Ultrason, katilarda, sivilarda ve gazlarda 20 kHz'den daha yiiksek frekansta yayilan ve
insan kulagi tarafindan duyulamayan ses dalgalari olup saniyede 20.000 veya daha ¢ok
ses dalgasi ile enerji iiretme islemidir (Sengiil vd. 2009). Ses dalgalarinin bitisik iki tepe
noktasi arasindaki mesafe dalga boyu (A) olarak tanimlanmaktadir. 1 saniyede meydana
gelen ses titresimlerinin sayisi veya bir noktadan gegen salinima Frekans (f) denilmekte
olup olgti birimi Hertz (Hz)’dir. Ses dalgalarmin giiclinii belirleyen genlik (A), ses
dalgalarmin yiiksekligi olarak ifade edilmekte olup Ses dalgasindaki enerji ile genligin
karesi dogru orantilidir (Dinger ve Topuz 2018). Tipik olarak, ultrasonik uygulamalarda
20 kHz ile 10 MHz arasindaki frekanslar kullanilir (Sayin ve Tamer 2014). Ultrasonik
destekli ekstraksiyonda ise genellikle 20 ile 100 kHz arasindaki frekanslar kullanilir
(Dedebas vd. 2021). Ultrason yiiksek enerjili titresimler {ireten manyetik sikistirmali
dontstiiriiciilerle (transducer) ya da basing elektrigi (piezoelektrik) ile iretilir. Ses giicii
(W), ses yogunlugu (W/m?) ve ses enerjisi yogunlugu ise (Ws/m®) seklinde
tanimlanmaktadir (Yiiksel 2013).

Ses enerjisi ortama niifuz edip siirekli dalga benzeri bir hareket olusturdugunda
boylamasina dalgalar olusturur ve bu durum ortamdaki pargaciklarda sikisma ve
gevsemeye neden olur. Yayilan ses dalgasinin boyutuna ve frekansa bagli olarak
gerceklesebilen bir dizi fiziksel, kimyasal ve biyokimyasal etkiler ultrasonun ¢ok ¢esitli
uygulamalarda kullanilabilmesini saglar (Saymn ve Tamer 2014). Kavitasyon bu
etkilerin en Onemlisidir. Kavitasyonda, ses dalgasinin bir sivi igerisinden ge¢mesi
sirasinda basincinin azaldigr bolgelerde molekiiller arast mesafenin normalden fazla
artmas1 ile kabarcik olusur. Ses dalgalarimin siirekliligi ortamdaki kabarciklarin
kademeli olarak biliylimesine ve salinmasina neden olur. Kabarciklar en sonunda artik
daha da fazla enerji absorbe edemeyecek hacme ulastiginda ise igeri dogru soniimlenir
(Tiifekgi ve Ozkal 2015). Kati maddenin yiizeyindeki Kabarciklarin ¢okmesi sonucu

ortamin sicaklik ve basincinin artmasi mikrojetlerin olugsmasina neden olur. Mikrojetler,
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kati madde yiizeyinde soyulmalara, erozyona, hiicre duvarinin bozulmasina ve

iceriginin disina sizmasina sebep olmaktadir (Sengiil ve Topdas 2019).

Ultrasonik etki hiicre duvarlarinin mekanik olarak par¢alanmasimi ve maddenin
transferini saglar. Hiicre duvari yikildiginda hiicre igine ait siv1 ekstrakt kolaylikla hiicre
digina cikabilir. Ultrason ile hiicre duvari zarar gordiigii i¢in bu yontem kullanilarak
yapilan ekstraksiyon ¢ok daha hizlidir (Alifaki vd. 2018). Ultrasonik destekli
ekstraksiyon isleminde; geleneksel termal yontemlere ek olarak ultrasonik islem
tarafindan olusturulan akustik kavitasyon kuvveti etkisiyle kiitle aktarimi
artirllmaktadir. Patlayict kabarciklarin olusturdugu yiiksek kayma derecesi ile hiicre

duvarlar1 zarar gérmekte ve hiicre ici bilesenler c¢oziicliye gecmektedir (Dedebas vd.

2021).

Ultrasonik ekstraksiyon sistemi kullanimi kolay, ucuz ve verimli oldugu icin geleneksel
ekstraksiyon yontemlerine gore iyi bir alternatiftir. Kati-sivi ekstraksiyonunda ultrason
kullanmanin baslica faydalari, hizli kinetik ve artan verimliliktir. Ekstrakt kalitesi
ultrason kullanimu ile artar. Buna ek olarak ultrason diisiik sicakliklarda dahi etkin bir
sekilde kullanilabildigi igin sicakliga karsi hassas malzemelerin ekstraksiyonunu saglar
(Tavman vd. 2009). Ekstraksiyon verimliliginin, ultrason destekli ekstraksiyon ile
%50'ye kadar arttig1 tespit edilmistir (Kumcuoglu vd. 2011). Genel olarak, ultrasonik
islemde en yiiksek ekstraksiyon verimliligi, ultrason giiciinii artirarak, ¢oziicli-kati
temasini artirmak i¢in gidanin nem igerigini azaltarak ve ekstraksiyon siiresinin
kisalmasini saglayacak sekilde sicakligini ayarlayarak elde edilebilir. Sicakligin belirli
bir seviyeye kadar cikarilmasi ekstraksiyon verimliligini arttirir. Bu etki kavitasyon
sirasinda olugan kabarcik sayisinda artisa, ¢oziiciiniin kati ile temas yiizeyinin genis
olmasina, ¢oziicliniin diflizyonunda artisa ve sonug olarak istenilen bilesiklerin hiicreden
disar1 ¢ikisinda ve ¢oziiniirliiklerinde artisa neden olmaktadir (Sengiil ve Topdas 2019).

Ultrason ekstraksiyon da dahil olmak {izere gida endiistrisinde ¢ok ¢esitli islemler i¢in
kullanilan bir yontemdir (Ac¢u vd. 2014). Ultrasonik yontemler nispeten ucuz, kisa
ekstraksiyon siiresi, organik solvent kullaniminin az olmasi gibi nedenlerle ekonomik

yontemlerdir (Dedebas vd. 2021).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal

Validasyon ¢alismasi i¢in nitrit-nitrat icermeyen sucuk ve 1sil islem gormis sucuk

(I.1.G.Sucuk) numuneleri sucuk iiretimi yapan bir isletmeden temin edilmistir.

Bu arastirmada, Agilent 1200 Diode Array Detector (DAD) dedektorlic HPLC, Waters
HPLC kolonu (IC Pak Anion HC 4,6mm*150mm), ElIma E30H ultrasonik su banyosu,
Hach Lange Sension 3 pH metre, HPLC Saflikta Ultra saf su, Supelco Asetonitril,
Sigma Aldrich Gliserol (87°lik), Sigma Aldrich Lityum Hidroksit Monohidrat, Merck
Borik Asit, Aldrich Glukonik Asit Cozeltisi (kiitlece 9%50’lik), Merck HCI (36%’l1k)
analitik saflikta {iriinler, 0,20 pm’lik Millipore hidrofilik nylon membran filtre, ve 0,45
um’lik Millipore PVDF membran filtre kullanilmigtir.

3.2 Metot

Nitrit-nitrat tayini ig¢in kullanilan NMKL No:165, 2000 metodu, ultrason destekli
ekstraksiyon ile optimize edilmis ve DAD dedektorlii HPLC’de okutma yapilarak
modifiye edilmistir. Kullanilan yontem, ultrason destekli sicak su ekstraksiyonundan
elde edilen sulu ¢ozeltinin diger yabanci maddelerden arindirilmak icin asetonitril ile
muamele edildikten sonra nitrit ve nitrat iceriginin HPLC cihazi ile 205 nm dalga

boyunda DAD dedektorii ile belirlenmesi prensibine dayanmaktadir.

3.2.1 Mobil Faz Cozeltisinin Hazirlanmasi

HCI 1,8mol/l: 15 mL HCI (37%’lik), 100 mL balon jojede hacme su ile tamamlanmaistir.
HCI 0,1mol/l: 1,8mol/l HCI’den 5 mL alinip 100 mL balon jojede hacme su ile
tamamlanmistir. Lityum Borat Glukonat Buffer Cozeltisi hazirlamak i¢in 1000 mL’lik
balon joje igerisine; 500 mL Ultra saf su (HPLC Saflikta), 34 g Borik Asit (kiitlece
%99’1luk), 19,6 mL Glukonik Asit Cozeltisi (Kiitlece 50 g/100 mL), 19,26 g Lityum
Hidroksit Monohidrat ve 125 mL Gliserol konulup iyice karistirilmistir. Tamamen

homojen bir ortam olustuktan sonra su ile ¢izgisine tamamlanmistir. Hazirlama
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sirasinda ¢eker ocak altinda ¢aligildi ve gozliikk, maske, eldiven kullanilmistir (Anonim
2000).

Mobil Faz: 2000 mL’lik balon joje igerisine; 1000 mL su, 34 mL Lityum Borat
Glukonat Buffer Cozeltisi ve 250 mL Asetonitril (HPLC Saflikta) konularak kuvvetlice
karistirtlmistir. Su ile ¢izgisine tamamlandiktan sonra 1,8mol/l ve 0,1mol/l HCI
cozeltileri kullanilarak pH 6,5+0,1’e ayarlanmistir (pH ayarlama islemi sirasinda pH 8
civarlarindan sonra diisiis islemi ¢ok hizli gergeklestiginden, yaklasik 9,5 pH ile
baslanan islemde pH 8 civarina kadar ayarlama ilk olarak 1,8mol/l HCI ile yapilmistir
sonra 0,1mol/l HCI ile 6,5 e ayarlanmistir). pH ayarlandiktan sonra mobil faz siizme

diizenegi ile 0,20 um membran filtresinden siiziilmiistiir (Anonim 2000).

3.2.2 Standartlarin Hazirlanmasi

Standartlar hazir sivi ¢ozeltilerden 1000 ppm’lik nitrit ve nitrat ana stok ¢ozeltilerinden
I’er ml alinarak 10 mI’lik balon joje icerisine konuldu ve su ile ¢izgisine tamamlanarak
100 ppm’lik ara stok ¢dzeltisi mix olarak hazirlanmistir. Daha sonra 100 ppm’lik ara
stok ¢ozeltisinden 1 ml alinip 10 mI’lik balon joje igerisine konulmus ve su ile ¢izgisine
tamamlanarak 10 ppm’lik ara stok c¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra ara stok
cozeltileri kullanilarak 1,3,5,10 ve 20 ppm’lik standart c¢ozeltiler hazirlanmistir.

Standartlarin 1s1ktan korunmasi i¢in amber renkli viallerde saklanmistir (Anonim 2000).

3.2.3 Kromatografik Sartlar ve Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Kolon: IC Pak Anion HC 4,6mm*150mm

Dedektor: DAD dedektorii (UV tarayic agik olarak ayarlandi) (205 nm dalga boyu)
Akis hizi: 1 ml/dakika

Kolon sicakligt: 25°C

Enjeksiyon hacmi: 100puL

Alikoyma siiresi: Yaklasik olarak Nitrit: 13 dakika, Nitrat:21 dakika

5 Noktal1 bir kalibrasyon hazirlamak i¢in ara stoklardan boliim 3.2.2°de anlatildig: gibi
hazirlanan her bir standart konsantrasyonu i¢in HPLC cihazinda DAD dedektorii ile 3

okuma yapilarak kalibrasyon egrisi hazirlanmistir (Anonim 2000).
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3.2.4 Sucukta Nitrit-Nitrat Analizi

Numuneleri homojen hale getirmek i¢in iki kez kiyma makinesinden gegcirilmistir. 10
mg hassasiyetle yaklagik 10 g numune tartilmistir. Tartilan numuneler genis agizli bir
erlene alinarak tizerine 50-60°C’de 50 ml saf su ilave edilmistir. 5 dakika ultrasonik su
banyosunda bekletilmistir. Daha sonra erlen igerigi 200 ml’lik balon joje igerisine huni
yardimiyla alinmistir. Erlen ve huni yikatilarak balon joje igerisine alinmistir. Sonra
tizerine 50 ml Asetonitril eklenerek kuvvetle karistirilmistir. Daha sonra balon joje su
ile ¢izgisine tamamlanmistir. Ardindan ekstrakt kaba filtre kagidi ile siiziilerek siiziintii
hafifce karigtirtlip 0,45 pm’lik membran filtreden gegirilmis ve 1,5 ml’lik viale
alindiktan sonra HPLC’de okutulmustur. Baslangi¢ta 10 g numune tartip 200 ml balon
jojede hazirladigimiz i¢cin HPLC cihazina seyreltme faktorii olarak 20 girilmis ve

sonuglar iyon cinsinden ppm olarak okunmustur (Anonim 2000).

Gerek ekstraksiyon gerekse mobil fazda bulunan sudan kaynaklanan nitrit-nitrat
miktarlarinin belirlenmesi i¢in tiim sartlar ayni olmak {izere numune yerine ultra saf su
kullanilarak analiz yapilmig ve hazirlanan kor numunede nitrit ve nitrat kontaminasyonu
olup olmadigindan emin olmak i¢in kontrol edilmistir. Kor numunede nitrit ve nitrat

tespit edilirse analiz sonucundan ¢ikarilarak numunedeki gercek deger bulunmus olur.

3.2.5 Validasyon

Bu metodun validasyon (gegerli kilma) calismasi, asagidaki parametreler gézoniine
aliarak yapilmistir;

e Secicilik (Selectivity)/Spesifiklik (Specificity)

e Tespit Limiti (LOD- Limit of Detection) ve Ol¢iim Limiti (LOQ- Limit of

Quantification)

e Olgiim Araligi/Dogrusallik (Range/Linearity)

o Tekrarlanabilirlik (Repeatability)

e Laboratuvar ici tekrartiretilebilirlik (Reproducibility)

e Geri kazanim (Recovery)

e Saglamlik (Robustness/Ruggedness)
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3.2.6 Olciim Belirsizligi

Uygulanan analiz metodunun belirsizlik bilesenleri asagidaki sekilde tanimlanmistir;
e Tekrarlanabilirlikten gelen belirsizlik
e Laboratuvar igi tekrariiretilebilirlikten gelen belirsizlik
e Geri Kazanimdan gelen belirsizlik

o Kalibrasyondan gelen belirsizlik

3.2.7 [Istatistiksel Analizler ve Degerlendirmeler

Tekrarlanabilirlik ve laboratuvar igi tekrariiretilebilirlik parametrelerinde elde edilen her
bir calisma seti iginde sapan degerlerin bulunup bulunmadiginin istatistiksel kontrolii
icin Grubb’s testi kullanilmistir. Grubb’s testi hesaplamalar1 (Anonim 2018a;
EURACHEM Guide 2014) kaynaklarinda anlatildig1 sekilde yapilmustir.

Bu calismadaki analiz sonuglarimi karsilastirmak icin F ve t istatistiksel testleri
kullanilmistir. iki standart sapma arasindaki farkin 6nemli olup olmadig: F-Testi, elde
edilen sonuglar arasindaki farkin 6nemli olup olmadig: t-Testi ile kontrol edilmistir.
Ilgili hesaplamalar (Anonim 2018a; EURACHEM Guide 2014) kaynaklarinda
belirtildigi sekilde yapilmistir.

Saglamlik c¢aligmasi i¢in belirlenen metot parametrelerinden sapmalarin analiz
sonuglarmi nasil etkiledigini incelemek i¢in Youden Istatistigi kullanilmigtir. Saglamlik
calismasinda, 7 faktorli Youden deseni olusturularak elde edilen veriler
tekrariiretilebilirlik standart sapmasina gore degerlendirilmistir. Ilgili hesaplama ve
degerlendirmeler (Anonim 2018a; EURACHEM Guide 2014) kaynaklarna gore

yapilmustir.

Tekrarlanabilirligin degerlendirilmesi i¢in Tekrarlanabililik relatif standart sapma ve
Horwitz esitliginden hesaplanan relatif standart sapma (PRSD) degerleri, Laboratuvar
ici tekrariiretilebilirligin degerlendirilmesi i¢in Laboratuvar igi tekrariiretilebilirlik

relatif standart sapma ve Horwitz esitliginden hesaplanan relatif standart sapma (PRSD)
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degerleri ile tespit ve 6l¢iim limiti hesaplamalar1 (Anonim 2018a; EURACHEM Guide
2014) kaynaklarindaki formiillere gére hesaplanmis ve karsilagtirilmistir.

Geri kazanim c¢alismasindaki geri kazanim oranlarinin hesaplanmasi (Anonim 2018a)’e
gore yapilmis ve (AOAC 2016)’da belirtilen kriterlere gore degerlendirilmistir. Buna
gore kontrolde; geri kazanim kabul aralig: diisiik konsantrasyon 7 ve 12 ppm i¢in %80-
%110; orta konsantrasyon 20 ppm i¢in %80-%110 araligi;; 200 ppm yiiksek
konsantrasyon i¢in %90-%107 aralig1 kabul edilmistir.

Lineerlik (Dogrusallik) g¢alismasinda elde edilen test sonuglari regresyon analizi
kullanilarak degerlendirilmistir. Bunun igin korelasyon Kkatsayilart (r) (Anonim

2018a)’ya gore hesaplanmig ve degerlendirilmistir.
Olgiim belirsizligi bilesenleri ve birlestirilmis standart belirsizlik ile genisletilmis

belirsizlik hesaplamalar1 (Anonim 2018b; EURACHEM/CITAC Guide 2012)

kaynaklarinda belirtilen formiillere gore yapilmaistir.
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4. BULGULAR

4.1 Ultrason Destekli Ekstraksiyon Optimizasyonu

Validasyon ¢alismasi i¢in kullanilan nitrit-nitrat icermeyen sucuk numunesine 60 ppm
spike yapilarak zenginlestirilmistir. Daha sonra ekstraksiyon asamasinda homojenizator
yerine ultrasonik su banyosu kullanilmistir. Optimizasyon i¢in metodun ultrasonik su
banyosunda bekletme stireleri 1, 3, 5, 10 ve 20 dk olacak sekilde analiz tamamlanmis ve
ekstraktlar HPLC cihazinda okutularak en uygun ultrasonik su banyosunda bekletme
siiresi tespit edilmistir. Sonuglar incelendiginde ultrasonik su banyosunda 5 dk
bekletilerek bulunan sonuglarin yapilan ¢alismada plato noktasi oldugu belirlenmistir.
Elde edilen veriler Cizelge 4.1°de, ultrason bekleme siiresine gore degisen nitrit ve nitrat

miktart grafikleri Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Ultrasonik su banyosunda bekletme siireleri ve sonuglart.

Ultrasonik Su Banyosunda

Bekletme Siiresi (dakika) Nitrit (pprm) Nitrat (pprm)
(dakika) 1.6l¢iim  2.6l¢iim ortalama 1.6l¢iim 2.6l¢iim ortalama
1 47,12 47,04 47,08 47,75 47,50 47,62
3 50,23 50,93 50,58 50,72 51,52 51,12
5 52,63 52,42 52,52 53,20 52,76 52,98
10 52,68 52,50 52,59 53,25 53,01 53,13
20 52,69 52,76 52,72 53,06 52,88 52,97
Nitrit
54,0
52,0
ppm 50,0
48,0
46,0
0 5 10 15 20 25
dakika

Sekil 4.1 Ultrason bekleme siiresine gore degisen nitrit miktari grafigi.
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Nitrat
54,0
52,0
ppm 50,0
48,0

46,0
0 5 10 15 20 25

dakika

Sekil 4.2 Ultrason bekleme siiresine gore degisen nitrat miktari grafigi.

4.2 Secicilik (Selectivity)/Spesifiklik (Specificity)

Segicilik ve Spesifiklik icin 2 ayr1 ¢alisma yapilmustir. ilk galismada kontrol numunesi
olarak nitrit ve nitrat standartlar1 mix yapilarak cihaza verilmistir. Nitrit (NO2z") iyon
pikinin alikonma zamam 12,942 dakika, nitrat (NOs") iyon pikinin alikonma zamani
21,315 dakika olarak tespit edilmistir. ikinci calisma ise kor numune nitrit ve nitrat ile
zenginlestirilerek yapilmis olup nitrit (NO2") iyon pikinin alikonma zamani 13,195
dakika, nitrat (NOs") iyon pikinin alikonma zamani 21,566 dakika olarak tespit
edilmistir. ilk calismaya ait HPLC kromatogrami Sekil 4.3’te, ikinci calismaya ait
HPLC kromatogrami Sekil 4.4°te gosterilmistir.

DADT A, Sig=205.4 Ref=off (C:\CHEM322DATAWALIDASYON_FATIHISECICILIK_KONTROL.D)
B = =
e f‘ﬁ‘u‘“‘\ )njf ”3"\‘{5 /! Cb"\/\(}
ot— | e S A
=20 [ g o
| 3 =
404 || o 2
‘ N
-60 ‘
|
-80 |
-100 “
|
a0
_——
0 5 10 15 20 25 min

Sekil 4.3 Nitrit ve nitrat standartlarinin HPLC kromatogramu.
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DAD1 A, Sig=205.4 Ref=off (C:\CHEM32\2\DATA\VALIDASYON_FATIH\SECICILIK_REF.D)
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AN
21.566 NITEAT
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S

24 | f
40 ‘ |
w0 |
801
4004
a0d |

5 10 15 20 25 min

Sekil 4.4 Nitrit ve nitrat ile zenginlestirilmis kor numune HPLC kromatogramiu.

4.3 Tespit Limiti ve Ol¢iim Limiti (LOD ve LOQ)

Tespit ve Ol¢iim limiti i¢in goriilebilen en diisiik diizeyde (Nitrit:7 ppm, Nitrat:12 ppm)
zenginlestirilmis sucuk ve 1s1l islem goérmiis sucuk numunelerinde her bir matriks ve her
analist icin 10 tekrarli bagimsiz ¢alisma olmak iizere toplam 40 calisma yapilmistir.
Tespit ve Ol¢clim limiti ¢aligmasina ait 6rnek HPLC kromatogrami Sekil 4.5’te
gosterilmis, nitrit ve nitrat tespit ve 6l¢iim limiti sonuglar1 Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3°te

verilmigtir.

DAD1 A, Sig=205 4 Ref=off (C:\CHEM32\:2DATAWALIDASYON_FATIHISUCUK_LOQ_F01.0)
7 [ [
e S, e
] ‘ // , qp- @'b'
-20 / « «')Y‘
] | = ©
40 ‘ | © &
] | - y
w07
801
100 l‘
420 L‘
1 ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T
5 10 15 20 % min

Sekil 4.5 Tespit ve 6l¢iim limiti ¢alismas1 érnek HPLC kromatogrami.
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Cizelge 4.2 Nitrit tespit ve 6l¢tim limiti (7 ppm) sonuglari.

Nitrit
I. Analist 1. Analist
Numune Sucuk L.1.G.Sucuk Sucuk L.1.G.Sucuk
1 5,79 5,62 6,15 571
2 6,08 6,15 6,88 5,68
3 5,74 5,64 5,89 6,12
4 6,81 6,33 6,23 6,57
5 5,85 5,80 5,79 6,22
6 6,21 5,90 5,67 6,94
7 5,61 6,33 6,09 5,83
8 5,82 5,68 6,71 5,87
9 5,75 6,67 6,11 6,18
10 6,96 6,10 5,81 5,67
ORT 6,06 6,02 6,13 6,08
SD 0,47 0,35 0,39 0,42
En Ko6tii Durum (RSD) 0,47
LOD (SD*3) 1,40
LOQ (SD*10) 4,68
Cizelge 4.3 Nitrat tespit ve ol¢tim limiti (12 ppm) Sonuglart.
Nitrat
I. Analist I1. Analist
Numune Sucuk L1.G.Sucuk Sucuk L1.G.Sucuk
1 9,65 10,29 10,54 9,81
2 10,08 10,46 10,07 9,93
3 9,72 10,55 10,40 10,91
4 10,27 11,15 9,88 10,60
5 9,66 9,61 9,88 11,43
6 11,73 10,04 9,67 10,18
7 10,48 10,43 11,13 9,99
8 10,47 10,02 11,06 11,26
9 9,78 10,18 9,92 9,80
10 10,99 9,74 10,06 10,77
ORT 10,28 10,25 10,26 10,47
SD 0,67 0,44 0,51 0,61
En K6t Durum (RSD) 0,67
LOD (SD*3) 2,01
LOQ (SD*10) 6,72
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4.4 Ol¢iim Araligy/Dogrusalik (Range/Linearity)

Lineer dl¢lim araligini belirlemek i¢in 6 farkli konsantrasyonda nitrit ve nitrat standardi
hazirlanmis ve her bir konsantrasyon 3’er defa cihaza enjekte edilerek cihaz
kalibrasyonu yapilmistir. Daha sonra nitrit ve nitrat i¢in ayr1 ayr1 kalibrasyon grafikleri

olusturulmustur.

Elde edilen lineer 6l¢iim sonuglart Cizelge 4.4’te verilmistir. Nitrit Kalibrasyon grafigi

Sekil 4.6°da, nitrat kalibrasyon grafigi Sekil 4.7’ de gosterilmistir.

Cizelge 4.4 Nitrit ve nitrat lineer 6l¢iim sonuglart.

Nitrit Nitrat
Konsantrasyon ppm Alan Konsantrasyon ppm Alan

0,5 281,73 0,5 450,33

0,5 285,42 0,5 602,62

0,5 299,48 0,5 573,11

1,0 560,29 1,0 1034,16
1,0 437,91 1,0 1422,35
1,0 581,77 1,0 943,06

3,0 1638,95 3,0 2875,69
3,0 1641,42 3,0 2528,23
3,0 1672,49 3,0 2534,82
5,0 2734,76 5,0 4365,12
5,0 2876,00 5,0 4546,37
5,0 2775,23 5,0 4158,14
10,0 5489,10 10,0 8165,32
10,0 5514,98 10,0 8107,06
10,0 5510,21 10,0 8064,99
20,0 10127,50 20,0 15841,40
20,0 10685,80 20,0 15969,30
20,0 10716,60 20,0 16117,80
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Sekil 4.6 Nitrit kalibrasyon grafigi.
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Sekil 4.7 Nitrat kalibrasyon grafigi.

4.5 Tekrarlanabilirlik (Repeatability)

Tekrarlanabilirlik ¢alismast i¢in icerisinde nitrit ve nitrat tespit edilmemis sucuk ve 1sil
islem gdérmiis sucuk numunelerinde diisiik konsantrasyonda 7 ppm nitrit ve 12 ppm
nitrat; orta ve yiiksek konsantrasyonlarda 20 ppm ve 200 ppm nitrit ve nitrat icerecek

sekilde zenginlestirilme yapilmistir. Metoda uygun sekilde analiz edilen numunelere ait

sonuclar asagidadir. Tekraredilebilirlik ¢alismasi ii¢

konsantrasyon LOD-LOQ galismasindan elde edilmistir) iki analist tarafindan 6 tekrarli

olarak yapilmustir.

Tekrarlanabilirlik orta ve yiiksek konsantrasyon n

ornekleri sirasiyla Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da gosterilmistir. Tekrarlanabilirlik diisiik

38

farkli konsantrasyonda (diisiik

itrit-nitrat HPLC kromatogram




konsantrasyon nitrit sonuglar1 Cizelge 4.5’te, orta konsantrasyon nitrit sonuglar1 Cizelge

4.6°da, yiiksek konsantrasyon nitrit sonuglar1 Cizelge 4.7’de, nitrit tiim konsantrasyon

sonuglar1 i¢in RSD degerleri Cizelge 4.8’de, diisiik konsantrasyon nitrat sonuglari
yiiksek

Cizelge 4.9’da, orta konsantrasyon nitrat sonuglari

Cizelge 4.10°da,

konsantrasyon nitrat sonuglart Cizelge 4.11°de, nitrat tiim konsantrasyon sonuglari igin

RSD degerleri Cizelge 4.12°de verilmistir.

DAD1 A, Sig=205,4 Ref=aff (C.\CHEM3212DATAIVALIDASYON_FATIHISUCUK_TEDK_F01.)
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Sekil 4.8 Tekrarlanabilirlik 20 ppm (orta konsantrasyon) nitrit-nitrat o6rnek HPLC
kromatogramiu.
DAD1 A, Sig=2054 Ref=off (C:|CHEM32\2ADATANVALIDASYON_FATIHISUCUK_TEYK_F01.0)
- - F
mAU E rbgu ” ,\’.5%
E g B
] Zz X 5 A
100 5 2| 4
il R
& o
[N
0] “"[:\‘ / T
Aa je
(4= /’/"f\__ —_— L /_\\—— T"'"""""—”“”’L_ e \_,__ _—
(”
50 |
|
I
07
T ‘ T ‘ T
5 10 15 ) A

Sekil 4.9 Tekrarlanabilirlik 200 ppm (yiiksek konsantrasyon) nitrit-nitrat 6rnek HPLC

kromatogramiu.
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Cizelge 4.5 Tekrarlanabilirlik nitrit sonuglar1 7 ppm (diisiik konsantrasyon).

Nitrit
I. Analist I1. Analist
Numune Sucuk L.1.G.Sucuk Sucuk 1.1.G.Sucuk
1 5,79 5,62 6,15 571
2 6,08 6,15 6,88 5,68
3 5,74 5,64 5,89 6,12
4 6,81 6,33 6,23 6,57
5 5,85 5,80 5,79 6,22
6 6,21 5,90 5,67 6,94
7 5,61 6,33 6,09 5,83
8 5,82 5,68 6,71 5,87
9 5,75 6,67 6,11 6,18
10 6,96 6,10 5,81 5,67
ORT 6,06 6,02 6,13 6,08
SD 0,47 0,35 0,39 0,42
Min 5,61 5,62 5,67 5,67
Max 6,96 6,67 6,88 6,94
GL 0,97 1,14 1,19 0,96
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
GH 1,91 1,84 1,90 2,06
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
Grubb's Olgiitii 2,18 2,18 2,18 2,18
n 10 10 10 10
Decimal C 7,00E-06 7,00E-06 7,00E-06 7,00E-06
PRSD 11,94 11,94 11,94 11,94
0,67* PRSD 8,00 8,00 8,00 8,00
%RSD 7,71 5,87 6,40 6,91
Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
RSD 0,077 0,059 0,064 0,069
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Cizelge 4.6 Tekrarlanabilirlik nitrit sonuglar1 20 ppm (orta konsantrasyon).

Nitrit
I. Analist Il. Analist
Numune Sucuk 1.1.G.Sucuk Sucuk 1.1.G.Sucuk

1 16,31 17,69 16,95 16,19

2 17,09 16,95 16,27 17,46

3 16,64 18,08 16,75 18,15

4 16,43 16,04 18,88 17,06

5 16,02 17,44 16,51 18,65

6 16,61 18,36 17,63 16,36

ORT 16,52 17,43 17,16 17,31

SD 0,36 0,84 0,96 0,98
Min 16,02 16,04 16,27 16,19
Max 17,09 18,36 18,88 18,65
GL 1,38 1,65 0,94 1,15
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
GH 1,59 1,11 1,79 1,37
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
Grubb's Olgiitii 1,82 1,82 1,82 1,82
n 6 6 6 6
Decimal C 2,00E-05 2,00E-05 2,00E-05 2,00E-05
PRSD 10,19 10,19 10,19 10,19
0,67* PRSD 6,83 6,83 6,83 6,83
%RSD 2,20 4,82 5,60 5,63
Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
RSD 0,022 0,048 0,056 0,056
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Cizelge 4.7 Tekrarlanabilirlik nitrit sonuglar1 200 ppm (yiiksek konsantrasyon).

Nitrit
I. Analist Il. Analist
Numune Sucuk 1.1.G.Sucuk Sucuk 1.1.G.Sucuk

1 182,78 183,81 184,56 180,50

2 185,79 191,46 185,02 187,29

3 187,05 182,38 181,15 182,98

4 191,45 188,53 191,23 184,11

5 194,16 180,64 182,55 183,70

6 182,70 181,44 189,77 181,19
ORT 187,32 184,71 185,71 183,30
SD 4,65 4,33 3,99 2,41
Min 182,70 180,64 181,15 180,50
Max 194,16 191,46 191,23 187,29
GL 0,99 0,94 1,14 1,16
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
GH 1,47 1,56 1,38 1,66
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
Grubb's Olgiitii 1,82 1,82 1,82 1,82
n 6 6 6 6
Decimal C 2,00E-04 2,00E-04 2,00E-04 2,00E-04
PRSD 7,21 7,21 7,21 7,21
0,67* PRSD 4,83 4,83 4,83 4,83
%RSD 2,48 2,34 2,15 1,32
Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
RSD 0,025 0,023 0,021 0,013

Cizelge 4.8 Tekrarlanabilirlik nitrit tiim konsantrasyon sonuglari igin RSD degerleri.

RSD Birlesik

En K&tii Durum (RSD)

0,054

0,077

42



Cizelge 4.9 Tekrarlanabilirlik nitrat sonuglar1 12 ppm (diisiik konsantrasyon).

Nitrat
I. Analist I1. Analist
Numune Sucuk L.1.G.Sucuk Sucuk 1.1.G.Sucuk
1 9,65 10,29 10,54 9,81
2 10,08 10,46 10,07 9,93
3 9,72 10,55 10,40 10,91
4 10,27 11,15 9,88 10,60
5 9,66 9,61 9,88 11,43
6 11,73 10,04 9,67 10,18
7 10,48 10,43 11,13 9,99
8 10,47 10,02 11,06 11,26
9 9,78 10,18 9,92 9,80
10 10,99 9,74 10,06 10,77
ORT 10,28 10,25 10,26 10,47
SD 0,67 0,44 0,51 0,61
Min 9,65 9,61 9,67 9,80
Max 11,73 11,15 11,13 11,43
GL 0,95 1,45 1,16 1,10
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
GH 2,15 2,05 1,72 1,58
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
Grubb's Olgiitii 2,18 2,18 2,18 2,18
n 10 10 10 10
Decimal C 1,20E-05 1,20E-05 1,20E-05 1,20E-05
PRSD 11,01 11,01 11,01 11,01
0,67* PRSD 7,37 7,37 7,37 7,37
%RSD 6,53 4,31 4,94 5,81
Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
RSD 0,065 0,043 0,049 0,058

43



Cizelge 4.10 Tekrarlanabilirlik nitrat sonuglar1 20 ppm (orta konsantrasyon).

Nitrat
I. Analist I1. Analist
Numune Sucuk 1.1.G.Sucuk Sucuk 1.1.G.Sucuk

1 16,76 18,80 18,03 19,30

2 17,78 18,36 16,20 16,79

3 16,91 19,44 18,29 17,28

4 18,28 16,90 18,35 17,19

5 17,48 17,63 18,52 17,95

6 19,36 20,14 17,03 19,46
ORT 17,76 18,55 17,73 18,00
SD 0,96 1,18 0,92 1,14
Min 16,76 16,90 16,20 16,79
Max 19,36 20,14 18,52 19,46
GL 1,04 1,39 1,67 1,06
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
GH 1,66 1,35 0,85 1,29
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
Grubb's Olgiitii 1,82 1,82 1,82 1,82
n 6 6 6 6
Decimal C 2,00E-05 2,00E-05 2,00E-05 2,00E-05
PRSD 10,19 10,19 10,19 10,19
0,67* PRSD 6,83 6,83 6,83 6,83
%RSD 5,42 6,38 5,20 6,33
Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
RSD 0,054 0,064 0,052 0,063
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Cizelge 4.11 Tekrarlanabilirlik nitrat sonuglar1 200 ppm (yiiksek konsantrasyon).

Nitrat
I. Analist I1. Analist
Numune Sucuk 1.1.G.Sucuk Sucuk 1.1.G.Sucuk

1 180,99 188,69 189,48 181,82

2 186,60 196,89 187,52 185,19

3 191,02 182,91 189,02 199,05

4 188,53 193,82 195,37 184,26

5 192,26 199,81 188,92 196,35

6 180,23 185,22 192,42 187,22
ORT 186,60 191,23 190,45 188,98
SD 5,05 6,70 2,90 7,03
Min 180,23 182,91 187,52 181,82
Max 192,26 199,81 195,37 199,05
GL 1,26 1,24 1,01 1,02
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
GH 1,12 1,28 1,70 1,43
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
Grubb's Olgiitii 1,82 1,82 1,82 1,82
n 6 6 6 6
Decimal C 2,00E-04 2,00E-04 2,00E-04 2,00E-04
PRSD 7,21 7,21 7,21 7,21
0,67* PRSD 4,83 4,83 4,83 4,83
%RSD 2,70 3,50 1,52 3,72
Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
RSD 0,027 0,035 0,015 0,037

Cizelge 4.12 Tekrarlanabilirlik nitrat tiim konsantrasyon sonuglari igin RSD degerleri.

RSD Birlesik

En K&tii Durum (RSD)

0,051

0,065
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4.6 Laboratuvar I¢i Tekrariiretilebilirlik (Reproducibility)

Laboratuvar i¢i tekrariiretilebilirlik caligsmasi i¢in igerisinde nitrit ve nitrat tespit
edilmemis sucuk ve 1s1l islem goérmiis sucuk numunelerinde 20 ppm ve 200 ppm nitrit
ve nitrat igerecek sekilde zenginlestirilme yapilmistir. Metoda uygun sekilde analiz
edilen numunelere ait sonuglar asagidadir. Laboratuvar i¢i tekrariiretilebilirlik ¢aligmasi
iki farkli konsantrasyonda iki analist tarafindan farkli giinlerde 6 tekrarli olarak
yapilmustir. Tekrarlanabilirlik ¢alismasina ait 6 nolu enjeksiyonlar tekrariiretilebilirlik

calismasinin ilk ¢alismasini olusturmaktadir.

Laboratuvar i¢i tekrariiretilebilirlik orta ve yiiksek konsantrasyon nitrit-nitrat HPLC
kromatogram Ornekleri sirasiyla Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de gosterilmistir. Laboratuvar
ici tekrariiretilebilirlik orta konsantrasyon nitrit sonuclari Cizelge 4.13’te, yiiksek
konsantrasyon nitrit sonuglart Cizelge 4.14°te, nitrit tiim konsantrasyon sonuglari i¢in
RSD degerleri Cizelge 4.15°te, orta konsantrasyon nitrat sonuglart Cizelge 4.16°da,
yiiksek konsantrasyon nitrat sonuglar1 Cizelge 4.17°de, nitrat tiim konsantrasyon

sonuglar1 i¢in RSD degerleri Cizelge 4.18’de verilmistir.

DAD1 A, Sig=205 4 Ref=off (C:\CHEM3212\DATAWALIDASYON_FATIHIIGSUCUK_TUDK_F01.0)
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Sekil 4.10 Laboratuvar igi tekrariiretilebilirlik 20 ppm (orta konsantrasyon) nitrit-nitrat 6rnek
HPLC kromatograma.
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Sekil 4.11 Laboratuvar ici tekrariiretilebilirlik 200 ppm (yiiksek konsantrasyon) nitrit-nitrat
o6rnek HPLC kromatogrami.

Cizelge 4.13 Laboratuvar igi tekrartiretilebilirlik nitrit sonuglar1 20 ppm (orta konsantrasyon).

Nitrit
I. Analist I1. Analist
Numune Sucuk L.1.G.Sucuk Sucuk L.1.G.Sucuk

1 16,61 18,36 17,63 16,36

2 18,08 18,20 16,13 17,34

3 16,05 16,90 17,98 16,25

4 18,77 18,42 19,24 16,64

5 16,43 16,50 17,46 18,32

6 17,28 17,21 16,87 18,15
ORT 17,20 17,60 17,55 17,18
SD 1,05 0,83 1,05 0,90
Min 16,05 16,50 16,13 16,25
Max 18,77 18,42 19,24 18,32
GL 1,10 1,32 1,35 1,02
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
GH 1,49 0,99 1,60 1,26
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
Grubb's Olciitii 1,82 1,82 1,82 1,82
n 6 6 6 6
Decimal C 2,00E-05 2,00E-05 2,00E-05 2,00E-05
PRSD 10,19 10,19 10,19 10,19
0,67* PRSD 6,83 6,83 6,83 6,83
%RSD 6,10 4,73 6,00 5,25
Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
RSD 0,061 0,047 0,060 0,053
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Cizelge 4.14 Laboratuvar i¢i tekrariiretilebilirlik nitrit sonuglar1 200 ppm (yiiksek

konsantrasyon).
Nitrit
I. Analist I1. Analist
Numune Sucuk L.1.G.Sucuk Sucuk L.1.G.Sucuk

1 182,70 181,44 189,77 181,19

2 190,09 184,48 184,57 185,75

3 183,88 187,37 184,78 189,83

4 183,74 183,44 188,63 183,90

5 186,86 182,66 180,70 180,70

6 181,47 192,63 182,77 182,15
ORT 184,79 185,34 185,20 183,92
SD 3,15 4,10 3,45 3,44
Min 181,47 181,44 180,70 180,70
Max 190,09 192,63 189,77 189,83
GL 1,05 0,95 1,31 0,94
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
GH 1,68 1,78 1,33 1,72
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
Grubb's Olgiitii 1,82 1,82 1,82 1,82
n 6 6 6 6
Decimal C 2,00E-04 2,00E-04 2,00E-04 2,00E-04
PRSD 7,21 7,21 7,21 7,21
0,67* PRSD 4,83 4,83 4,83 4,83
%RSD 1,70 2,21 1,86 1,87
Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
RSD 0,017 0,022 0,019 0,019

Cizelge 4.15 Laboratuvar igi tekrariiretilebilirlik nitrit tiim konsantrasyon sonuglart i¢gin RSD

degerleri.
RSD Birlesik 0,042
En Ko6tii Durum (RSD) 0,061
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Cizelge 4.16 Laboratuvar ici tekrartiretilebilirlik nitrat sonuglar1 20 ppm (orta konsantrasyon).

Nitrat
I. Analist I1. Analist
Numune Sucuk 1.1.G.Sucuk Sucuk 1.1.G.Sucuk

1 19,36 20,14 17,03 19,46

2 16,69 18,65 19,21 19,93

3 18,17 17,68 16,29 17,38

4 17,47 19,45 18,71 18,86

5 17,55 17,19 17,99 17,01

6 18,22 17,24 16,99 19,73
ORT 17,91 18,39 17,70 18,73
SD 0,90 1,23 1,12 1,25
Min 16,69 17,19 16,29 17,01
Max 19,36 20,14 19,21 19,93
GL 1,352 0,981 1,254 1,376
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
GH 1,607 1,426 1,340 0,965
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
Grubb's Olgiitii 1,822 1,822 1,822 1,822
n 6 6 6 6
Decimal C 2,00E-05 2,00E-05 2,00E-05 2,00E-05
PRSD 10,19 10,19 10,19 10,19
0,67* PRSD 6,83 6,83 6,83 6,83
%RSD 5,05 6,68 6,35 6,66
Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
RSD 0,051 0,067 0,063 0,067
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Cizelge 4.17 Laboratuvar ig¢i tekrariiretilebilirlik nitrat sonuglart 200 ppm (yiiksek

konsantrasyon).
Nitrat
I. Analist I1. Analist
] L.1.G.Sucu
NumUne Sucuk L.I.G.Sucuk Sucuk ‘

1 180,23 185,22 192,42 187,22

2 182,73 195,23 182,13 198,32

3 182,09 200,25 193,89 185,77

4 187,91 190,53 188,69 192,01

5 194,01 194,85 189,35 187,68

6 198,74 196,22 185,38 186,58
ORT 187,62 193,72 188,64 189,60
SD 7,40 5,19 4,37 4,80
Min 180,23 185,22 182,13 185,77
Max 198,74 200,25 193,89 198,32
GL 0,999 1,636 1,491 0,798
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
GH 1,503 1,258 1,202 1,819
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
Grubb's Olgiitii 1,822 1,822 1,822 1,822
n 6 6 6 6
Decimal C 2,00E-04 2,00E-04 2,00E-04 2,00E-04
PRSD 7,21 7,21 7,21 7,21
0,67* PRSD 4,83 4,83 4,83 4,83
%RSD 3,94 2,68 2,32 2,53
Degerlendirme Uygun Uygun Uygun Uygun
RSD 0,039 0,027 0,023 0,025

Cizelge 4.18 Laboratuvar igi tekrariiretilebilirlik nitrat tim konsantrasyon sonuglari i¢in RSD

degerleri.
RSD Birlesik 0,049
En K&tii Durum (RSD) 0,067
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4.7 Geri kazamim (Recovery)

Geri kazanim hesaplamalart igin LOD-LOQ ve Tekrarlanabilirlik ¢alismalarindan elde

edilen nitrit-nitrat sonuglar1 kullanilmastir.

Geri Kazanim diisiik konsantrasyon nitrit sonuglar1 Cizelge 4.19°da, orta konsantrasyon

nitrit sonuglar1 Cizelge 4.20°de, yiliksek konsantrasyon nitrit sonuglar1 Cizelge 4.21°de,

nitrit tiim konsantrasyonlar ortalama geri kazanim sonuglar1 ve t testi Cizelge 4.22°de,

diisiik konsantrasyon nitrat sonuglar1 Cizelge 4.23’de, orta konsantrasyon nitrat

sonuglar Cizelge 4.24’te, yiiksek konsantrasyon nitrat sonuglar1 Cizelge 4.25°te, nitrat

tim konsantrasyonlar ortalama geri kazanim sonuglari ve t testi Cizelge 4.26’da

verilmistir.

Cizelge 4.19 Nitrit 7 ppm (diisiik konsantrasyon) geri kazanim sonuglari.

Nitrit
I. Analist I1. Analist
Sucuk 1.1.G.Sucuk Sucuk 1.1.G.Sucuk
Kabul Kriteri ) )
%GK) Min 80 Max 110 Min 80 Max 110
Numune & Uygunluk & Uygunluk % Uygunluk % Uygunluk
1 82,70 Uygun 80,30 Uygun 87,88 Uygun 8154 Uygun
2 86,90 Uygun 87,83 Uygun 9825 Uygun 81,11 Uygun
3 82,06 Uygun 80,61 Uygun 84,19 Uygun 8742 Uygun
4 97,35 Uygun 90,43 Uygun 88,97 Uygun 9384 Uygun
5 83,64 Uygun 8285 Uygun 82,77 Uygun 8892 Uygun
6 88,68 Uygun 8433 Uygun 80,95 Uygun 9919 Uygun
7 80,14 Uygun 90,44 Uygun 87,03 Uygun 8327 Uygun
8 83,16 Uygun 81,08 Uygun 9580 Uygun 83,84 Uygun
9 82,19 Uygun 9535 Uygun 87,33 Uygun 8834 Uygun
10 99,41 Uygun 87,18 Uygun 83,02 Uygun 81,06 Uygun
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Cizelge 4.20 Nitrit 20 ppm (orta konsantrasyon) geri kazanim sonuglart.

Nitrit
l. Analist 1. Analist
Sucuk L.1.G.Sucuk Sucuk I.1.G.Sucuk
Kabul Kriteri . .
(%GK) Min 80 Max 110 Min 80 Max 110
% % % %
Numune GK Uygunluk GK Uygunluk GK Uygunluk GK Uygunluk
1 81,53 Uygun 88,44 Uygun 84,73 Uygun 80,93 Uygun
2 85,47 Uygun 84,77 Uygun 8133 Uygun 87,28 Uygun
3 83,19 Uygun 90,42 Uygun 8374 Uygun 90,76 Uygun
4 82,14 Uygun 80,18 Uygun 9441 Uygun 8529 Uygun
5 80,08 Uygun 8721 Uygun 8256 Uygun 9324 Uygun
6 83,05 Uygun 9181 Uygun 88,16 Uygun 81,79 Uygun

Cizelge 4.21 Nitrit 200 ppm (yiiksek konsantrasyon) geri kazanim sonuglari.

Nitrit
I. Analist I1. Analist
Sucuk L.1.G.Sucuk Sucuk 1.1.G.Sucuk
Kabul Kriteri .
(%GK) 90 Max 107 Min 90 Max 107
% % % %
Numune GK Uygunluk GK Uygunluk GK Uygunluk GK Uygunluk
1 91,39 Uygun 9191 Uygun 92,28 Uygun 90,25 Uygun
2 92,90 Uygun 9573 Uygun 9251 Uygun 9365 Uygun
3 93,52 Uygun 91,19 Uygun 9057 Uygun 9149 Uygun
4 95,72 Uygun 9426 Uygun 9561 Uygun 9205 Uygun
5 97,08 Uygun 90,32 Uygun 9127 Uygun 9185 Uygun
6 91,35 Uygun 90,72 Uygun 9489 Uygun 90,60 Uygun

Cizelge 4.22 Nitrit tiim konsantrasyonlar ortalama geri kazanim sonuglari ve t testi.

ORT 88,03

SD 5,34

n 88

Standart belirsizlik u(x)=Sd/karekok(n) 0,569
t testi 21,036

t Oleiitii 1,988

Relatif belirsizlik 0,006

t testi>t Olgiitii oldugu i¢in Sistematik Hata vardir
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Cizelge 4.23 Nitrat 12 ppm (diisiik konsantrasyon) geri kazanim sonuglart.

Nitrat
I. Analist I1. Analist
Sucuk L.1.G.Sucuk Sucuk 1.1.G.Sucuk
Kabul Kriteri ) )
%GK) Min 80 Max 110 Min 80 Max 110
Numune & Uygunluk & Uygunluk & Uygunluk & Uygunluk
1 80,39 Uygun 8571 Uygun 87,84 Uygun 81,76 Uygun
2 83,98 Uygun 87,19 Uygun 8390 Uygun 8274 Uygun
3 80,96 Uygun 87,92 Uygun 86,66 Uygun 90,89 Uygun
4 8557 Uygun 9292 Uygun 8234 Uygun 8835 Uygun
5 80,51 Uygun 80,04 Uygun 8235 Uygun 9523 Uygun
6 97,72 Uygun 83,68 Uygun 80,61 Uygun 8485 Uygun
7 87,36 Uygun 86,90 Uygun 9276 Uygun 8327 Uygun
8 87,26 Uygun 8350 Uygun 9214 Uygun 9383 Uygun
9 81,53 Uygun 8484 Uygun 8265 Uygun 81,68 Uygun
10 9156 Uygun 81,17 Uygun 8385 Uygun 8975 Uygun
Cizelge 4.24 Nitrat 20 ppm (orta konsantrasyon) geri kazanim sonuglari.
Nitrat
I. Analist I1. Analist
Sucuk 1.1.G.Sucuk Sucuk 1.1.G.Sucuk
Kabul Kriteri ] )
(%GK) Min 80 Max 110 Min 80 Max 110
Numune % Uygunluk % GK Uygunluk & Uygunluk % Uygunluk
1 83,82 Uygun 94,02 Uygun 90,14 Uygun 96,51 Uygun
2 88,92 Uygun 9178 Uygun 80,98 Uygun 83,95 Uygun
3 8454 Uygun 97,18 Uygun 9144 Uygun 86,38 Uygun
4 91,41 Uygun 8450 Uygun 9173 Uygun 8597 Uygun
5 87,41 Uygun 8816 Uygun 9260 Uygun 89,74 Uygun
6 96,82 Uygun 100,71 Uygun 8513 Uygun 97,32 Uygun
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Cizelge 4.25 Nitrat 200 ppm (yiiksek konsantrasyon) geri kazanim sonuglari.

Nitrat
I. Analist 1. Analist
Sucuk L.1.G.Sucuk Sucuk I.1.G.Sucuk
Kabul Kriteri 90  Max 107 Min 90  Max 107
(%GK)
% % % %
Numune GK Uygunluk GK Uygunluk GK Uygunluk GK Uygunluk
1 90,49 Uygun 9435 Uygun 94,74 Uygun 90,91 Uygun
2 93,30 Uygun 9845 Uygun 9376 Uygun 9260 Uygun
3 9551 Uygun 9145 Uygun 9451 Uygun 9953 Uygun
4 94,27 Uygun 9691 Uygun 9768 Uygun 9213 Uygun
5 96,13 Uygun 9991 Uygun 9446 Uygun 9818 Uygun
6 90,11 Uygun 9261 Uygun 96,21 Uygun 9361 Uygun

Cizelge 4.26 Nitrat tiim konsantrasyonlar ortalama geri kazanim sonuglar1 ve t testi.

ORT 89,45

SD 5,64

n 88

Standart belirsizlik u(x)=Sd/karekok(n) 0,601
t testi 17,556

t Slelitii 1,988

Relatif belirsizlik 0,0067

t testi>t Sl¢iitii oldugu i¢in Sistematik Hata vardir

4.8 Saglamlik (Robustness/Ruggedness)

Bu calisma yapilirken 6n arastirma ¢alismalari, analiz 6n asamasi, ekstraksiyon siireci

ve analize etki eden faktorlerden Cizelge 4.27°de belirtilen parametreler segilmistir.

Cizelge 4.27 Saglamlik parametreleri.

Parametreler Ana Metot Degerleri Degisen Metot Degerleri
Numune Miktar1 A 10g a 50

[lave Su Sicaklig B 50°C b 55°C
Ultrasonik Su Banyosu Stiresi  C 5dk c 6 dk
UItraso?lk Su Banyosu D 45 °C q 50°C
Sicaklig

[lave Asetonitril Miktar E 50 ml e 55 ml

Kolon Akis Hiz1 F 1 ml/dk f 0,8 ml/dk
Kolon Sicakligi G 25°C g 30 °C
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Cizelge 4.27°de gosterildigi gibi 7 parametrede degisiklikler yapilarak her Sucuk
numunesine 20 ppm nitrit ve nitrat ile kirletme uygulanarak iki tekrarli analiz sonuglari
elde edilmistir. Elde edilen analiz sonuglar1 ile Cizelge 4.28 ve Cizelge 4.29°da
gosterilen Youden deney desenleri olusturulmustur. Nitrit ve nitrat saglamlik

degerlendirmelerine ait veriler Cizelge 4.30 ve Cizelge 4.31°de verilmistir.

Cizelge 4.28 Nitrit Youden kismi faktoriyel (7 faktorli)) saglamlik testi deney deseni ve

sonuglart.
Test No

Parametre Deger 1 2 3 4 5 6 7 8

A-a A A A A a a a a

B-b B B b b B B b b

C-c C c C c C c C c

D-d D D d d d d D D

E-e E E e E e E

F-f F f f F F f f F

G-g G g g G g G G g

Birinci Analiz Sonucu
20,76 19,52 20,72 19,36 20,56 20,64 19,24 20,64
(ng/kg)

Ikinci Analiz Sonucu (ng’kg) 19,76 21,08 18,96 20,72 19,48 19,96 21,16 19,80
Ortalama (pg/kg) 20,26 20,30 19,84 20,04 20,02 20,30 20,20 20,22

Cizelge 4.29 Nitrat Youden kismi faktoriyel (7 faktorlii) saglamlik testi deney deseni ve

sonuglart.
Test No

Parametre Deger 1 2 3 4 5 6 7 8

A-a A A A A a a a a

B-b B B b b B B b b

C-c C c C c C c C c

D-d D D d d d d D D

E-e E E e e E e E

F-f F f f F F f f F

G-g G g g G g G G g

Birinci Analiz Sonucu
18,76 20,76 19,76 20,52 21,84 18,44 20,44 21,56
(ng/kg)

Ikinci Analiz Sonucu (ug/kg) 20,88 19,00 20,28 19,88 18,24 21,28 19,08 18,84
Ortalama (pg/kg) 19,82 19,88 20,02 20,20 20,04 19,86 19,76 20,20
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Cizelge 4.30 Nitrit saglamlik degerlendirmesi.

Parametre Deger Fark (Di) Farklarin Karesi (Di?) SD Degerlendirme
A-a -0,30 0,09 0,16 Degisiklik Onemli Degil
B-b 0,58 0,34 0,31 Degisiklik Onemli Degil
C-c -0,54 0,29 0,29 Degisiklik Onemli Degil
D-d 0,78 0,61 0,42 Degisiklik Onemli Degil
E-e 0,06 0,00 0,03 Degisiklik Onemli Degil
F-f -0,10 0,01 0,05 Degisiklik Onemli Degil
G-g 0,42 0,18 0,22 Degisiklik Onemli Degil

Sucuk laboratuvar i¢i tekrariiretilebilirlik - Sbirlesik 1,05

Cizelge 4.31 Nitrat saglamlik degerlendirmesi.

Parametre Deger Fark (Di) Farklarin Karesi (Di?) SD

Degerlendirme

A-a
B-b
C-c
D-d
E-e
F-f
G-g

0,06
-0,58
-0,50
-0,46
0,02
0,74
-0,50

0,00
0,34
0,25
0,21
0,00
0,55
0,25

0,03
0,31
0,27
0,25
0,01
0,40
0,27

Degisiklik Onemli Degil
Degisiklik Onemli Degil
Degisiklik Onemli Degil
Degisiklik Onemli Degil
Degisiklik Onemli Degil
Degisiklik Onemli Degil
Degisiklik Onemli Degil

Sucuk laboratuvar igi tekrariiretilebilirlik - Sbirlesik 1,02

4.9 Ol¢iim Belirsizligi

Uygulanan analiz metodunun belirsizlik bilesenleri Sekil 4.12°de gosterilmistir. Nitrit
ve nitrat i¢in hesaplanan tekrarlanabilirlik belirsizlikleri Cizelge 4.32°de, laboratuvar igi
tekrariiretilebilirlik belirsizlikleri Cizelge 4.33’te, geri kazanimdan gelen relatif
belirsizlikleri Cizelge 4.34’te, kalibrasyondan gelen relatif belirsizlikleri Cizelge 4.35°te
verilmistir. Nitrit belirsizlik bilesenleri grafigi Sekil 4.13’te, nitrat belirsizlik bilesenleri

grafigi Sekil 4.14’te gosterilmistir. Hesaplanan nitrit ve nitrat belirsizlik sonuglari ise

strastyla Cizelge 4.36 ve 4.37°de verilmistir.
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Tekrarlanabilirlik Gen Kazamm

N N
/ /

h 4

Sonug (ppm)

Laboratuvar Igi Tekrariiretilebilirlik Kalibrasyon

Sekil 4.12 Belirsizlik bilesenleri.

Cizelge 4.32 Nitrit-Nitrat tekrarlanabilirlik belirsizlikleri.

Tekrarlanabilirlik Belirsizlikleri

o RSD Birlesik 0,054
Nitrit

En Kétii Durum (RSD) 0,077

) RSD Birlesik 0,051
Nitrat

En K6tii Durum (RSD) 0,065

Cizelge 4.33 Nitrit-Nitrat laboratuvar igi tekrartiretilebilirlik belirsizlikleri.

Laboratuvar I¢i Tekrariiretilebilirlik Belirsizligi

o RSD Birlesik 0,042
Nitrit

En K6t Durum (RSD) 0,061

) RSD Birlesik 0,049
Nitrat

En Kétii Durum (RSD) 0,067

Cizelge 4.34 Nitrit-Nitrat geri kazanimdan gelen relatif belirsizlikleri.

Geri Kazanimdan Gelen Relatif Belirsizlik

Nitrit Relatif belirsizlik 0,006

Nitrat Relatif belirsizlik 0,007

Cizelge 4.35 Nitrit-Nitrat kalibrasyondan gelen relatif belirsizlikleri.

Kalibrasyondan Gelen Belirsizlik

Nitrit Relatif belirsizlik 0,007

Nitrat Relatif belirsizlik 0,032
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Belirsizlik Kaynaklari-Nitrit
Birlesik Belirsizlik 100,00 %

Kalibrasyon | 0,44%

Geri kazanim | 0,43%

Laboratuvar ici Tekrariiretilebilirlik I———— 38,18%

Tekrarlanabilirlik I 60,96%

0,0 0,5 1,0

Sekil 4.13 Nitrit belirsizlik bilesenleri grafigi.

Belirsizlik Kaynaklari-Nitrat
Birlesik Belirsizlik 100,00 %

Kalibrasyon W 10,65%

Geri kazanim | 0,46%

Laboratuvar ici Tekrariiretilebilirlik IE————— 45,46%

Tekrarlanabilirlik I 43,43%

0,0 0,5 1,0

Sekil 4.14 Nitrat belirsizlik bilesenleri grafigi.

Cizelge 4.36 Nitrit belirsizlik sonuglari.

Belirsizlik bilesenleri

Nitrit-Toplam Belirsizlik ve Belirsizlik Biitgesi

Tekrarlanabilirlik

Laboratuvar ici tekrariiretilebilirlik
Geri kazanim

Kalibrasyon

Birlesik Belirsizlik

Genisletilmis Bel.

Genisletilmis Bel. (%)

0,077
0,061
0,006
0,007
0,099
0,20 k=2 %95 giiven araliginda verilmistir.
19,75

Cizelge 4.37 Nitrat belirsizlik sonuglart.

Belirsizlik bilesenleri

Nitrat-Toplam Belirsizlik ve Belirsizlik Biitgesi

Tekrarlanabilirlik

Laboratuvar ici tekrariiretilebilirlik
Geri kazanim

Kalibrasyon

Birlesik Belirsizlik

Genisletilmis Bel.

Genisletilmis Bel. (%)

0,065
0,067
0,007
0,032
0,099
0,20 k=2 %95 giiven araliginda verilmistir.
19,82
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1 Tartisma

Metodun numunede girisim olusturabilecek diger analitlerin, matrikslerin ve potansiyel
olarak girisim yapabilecek materyallerin varliginda hedef analiti dogru olarak
tanimlama ve Olgebilme kabiliyeti ve diger maddelerden ayirt etme yeteneginin
belirlenmesi amaciyla yapilan segicilik ve spesifiklik ¢aligmalarindaki kromatogramlar
incelendiginde piklerin birbirinden 1iyi ayrildigi ve hedef analitlere girisim

olusturabilecek herhangi bir pik olmadig1 goriilmiistiir.

(Anonim 2018a; EURACHEM Guide 2014) kaynaklarina gore hesaplanan LOQ
degerleri teorik degerlerdir ve bu degerler spike seviyesinden farkli oldugu igin
uygulanabilir LOQ degeri olarak spike seviyesi (Nitrit 7 ppm; Nitrat 12 ppm)

alinmustir.

Analitin konsantrasyonuyla orantili test sonuglari elde etme yetenegini belirleme
amaciyla yapilan Lineerlik (Dogrusallik) caligsmalar1 sonucunda nitrit i¢cin 0,99967,
nitrat icin 0,99960 korelasyon katsayilar1 (r) elde edilmistir. Her ikisi de 0,99’dan
yiiksek oldugu i¢in uygun olarak degerlendirilmistir.

Tekrarlanabilirlik calismasi ile ilgili F ve t testi sonuglar1 EK. 1’de, Grubb’s testi
sonuglar1 ise 4.5 Tekrarlanabilirlik (Repeatability) bolimiinde gosterilmistir.
Tekrarlanabilirlik ¢alismasinda elde edilen tiim analiz sonucglari Grubb’s testine gore
uygun olup sapan deger bulunmamaktadir. Tekrarlanabilirlik verileri ile yapilan F-Testi
sonuclarinin tiimiinde; F degeri F Kritik iki-uclu degerinden kiiciik oldugu i¢in veri
gruplari ve kisiler arasinda %95 giiven araliginda istatistiksel olarak anlamli bir kesinlik
farki bulunmamaktadir. Yine ayni1 sekilde Tekrarlanabilirlik verileri ile yapilan t-Testi
sonuglarmin tiimiinde; t Stat degeri t Kritik iki-uglu degerinden kiiciik oldugu igin veri
gruplar1 ve kisiler arasinda %95 giiven araliginda istatistiksel olarak anlamli bir kesinlik
farki  bulunmadigindan  yapilan calisma uygun olarak degerlendirilmistir.
Tekrarlanabilirligin degerlendirilmesi; tekrarlanabilirlik ¢caligmasinda hesaplanan relatif
standart sapma (%RSD) degerlerinin Horwitz esitliginden hesaplanan relatif standart
sapma (PRSD) degerleri ile karsilastirilarak yapilmigtir. %RSD degerleri PRSD

degerlerinden kii¢iik oldugu i¢in uygun olarak degerlendirilmistir.
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Laboratuvar i¢i tekrariiretilebilirlik ¢alismasi ile ilgili F ve t testi sonuglar1 EK. 2’de,
Grubb’s testi sonuclart ise 4.6 Laboratuvar igi tekrariiretilebilirlik (Reproducibility)
boliimiinde verilmistir. Laboratuvar i¢i tekrariiretilebilirlik ¢calismasinda elde edilen tiim
analiz sonuglar1 Grubb’s testine gore uygun olup sapan deger bulunmamaktadir.
Laboratuvar ici tekrariiretilebilirlik verileri ile yapilan F-Testi sonuglariin tiimiinde; F
degeri F Kritik iki-uglu degerinden kiiciik oldugu i¢in veri gruplar1 ve kisiler arasinda
%95 giiven araliginda istatistiksel olarak anlamli bir kesinlik farki bulunmamaktadir.
Yine aym seckilde laboratuvar i¢i tekrariiretilebilirlik verileri ile yapilan t-Testi
sonuclarinin tiimiinde; t Stat degeri t Kritik iki-u¢lu degerinden kiiciik oldugu igin veri
gruplar1 ve kisiler arasinda %95 giliven araliginda istatistiksel olarak anlamli bir kesinlik
farki bulunmadigindan yapilan ¢alisma uygun olarak degerlendirilmistir. Laboratuvar
ici tekrariiretilebilirligin degerlendirilmesi; hesaplanan relatif standart sapma (%RSD)
degerlerinin Horwitz esitliginden hesaplanan relatif standart sapma (PRSD) degerleri ile
karsilastirilarak yapilmistir. %RSD degerleri PRSD degerlerinden kiigiik oldugu igin

uygun olarak degerlendirilmistir.

Geri Kazanim c¢alismasi ile ilgili tiim test sonucglari 4.7 Geri kazanim (Recovery)
boliimiinde gosterilmistir. Gergeklik kontrolii icin, (AOAC 2016)’ya gore diistik
konsantrasyon 7-12 ppm igin %80-%110; orta konsantrasyon 20 ppm i¢in %80-%110;
200 ppm yiiksek konsantrasyon i¢in %90-%107 ortalama geri kazanim orani araliklar
belirlenmis ve tiim analiz sonuglarinin geri kazanim oranlar1 bu geri kazanim orani
kriterlerine gore uygun olarak degerlendirilmistir. Yapilan calismalarda nitrit ve nitrat
icin hesaplanan geri kazanim oranlar t-testi ile karsilastirilmis ve her iki analit i¢inde t-
testi sonucu t dl¢iitli sonucundan biiylik oldugundan geri kazanim oranlarinda sistematik
hata oldugu sonucu ortaya ¢cikmistir. Bu nedenle nitrit ve nitrat analiz sonuglarinda;
nitrit icin hesaplanan ortalama geri kazanim oram1i % 88,03, nitrat i¢in hesaplanan

ortalama geri kazanim oran1 % 89,45 gore diizeltme yapilmasi gerekmektedir.

Nitrit i¢in saglamlik ¢alismasindan elde edilen tiim standart sapmalar, laboratuvar ici
tekrariiretilebilirlik standart sapmasindan (SDgiresik = 1,05159) kii¢iik oldugundan metot
belirlenen parametreler agisindan saglam olarak degerlendirilmistir. Yine ayni sekilde
Nitrat i¢in saglamlik calismasindan elde edilen tiim standart sapmalar, laboratuvar ici
tekrartiretilebilirlik standart sapmasindan (SDgiresik = 1,02034) kiiclik oldugundan metot

belirlenen parametreler agisindan saglam olarak degerlendirilmistir.
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5.2 Sonuc¢

Yapilan ¢alismalar sonucunda nitrit ve nitratin basarili bir sekilde tespit edilebilmesi
icin kullanilan analitik metot, ultrason destekli ekstraksiyon ile optimize edilmistir.
Sonug olarak sucuk ve 1s1l islem gérmiis sucuklarda, mevzuatlar ile kullanimina yasal
sinirlama  getirilen nitrit ve nitrat katki maddelerinin yiiksek performansl sivi
kromatografisi ile miktar tayininin validasyonu yapilmis ve Olglim belirsizligi

hesaplanmustir.

Tekrarlanabilirlik, laboratuvar ici tekrariiretilebilirlik degerlendirmeleri ile F ve t test
sonuglarinin uygun oldugu ve geri kazanim oranlar1 ile beraber geri kazanim kabul
kriterleri ve % RSD kontrol ve degerlendirmelerine gore de sonuglarin uygun oldugu

tespit edilmistir.

Yapilan validasyon ve oOl¢iim belirsizligi ¢aligmalar1 sonucunda nitrit ve nitrat igin
sirastyla geri kazanim oranlari, 88,03% ve 89,45%, ol¢tim limiti 7,0 ppm ve 12 ppm ve
genisletilmis belirsizlik oranlar1 20% olarak tespit edilmistir. Ayrica 6lgiim belirsizligi
hesaplanmasinda kullanilan tekrarlanabilirlik, laboratuvar i¢i tekrariiretilebilirlik, geri
kazanim ve kalibrasyon c¢aligmalar1 sonucu elde edilen en yiiksek relatif standart sapma
degerleri nitrit i¢in sirasiyla 0,077; 0,061; 0,006; 0,007 ve nitrat i¢in sirasiyla 0,065;
0,067; 0,007; 0,032 olarak tespit edilmistir.

Bu tez calismasinda, sucuk ve 1sil islem gormiis sucuklar basta olmak {izere et
tiriinlerinde genis bir kullanim1 olan nitrit ve nitrat katki maddelerinin tespit edilmesi ve
miktar tayini i¢in ¢alkalayici ile 30 dakika yerine ultrason destekli hizli ekstraksiyon ile
ekstraksiyon siiresi 5 dakika olarak optimize edilmis ve gilivenilirligi validasyon ve
Olciim belirsizligi calismalar1 ile gosterilmis bir metot gelistirilmeye ¢alisilmistir.
Boylece saglik agisindan 6nemli etkileri olan bu katki maddelerinin yasal sinirlamalara
uygunlugunun degerlendirilmesi siirecinde denetleyici mekanizmalar i¢in faydah

olacag diisiiniilmektedir.
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EKLER
EK 1. Tekrarlanabilirlik F ve t Testi.

Nitrit-Sucuk 7 ppm F Testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 6,063579 6,133217
Varyans 0,218635046  0,154181625
Gozlem 10 10
df 9 9
F 1,418035679
P(F<=f) tek-uclu 0,305608845
F Kritik iki-uglu 3,178893104

Nitrit-I.1.G.Sucuk 7 ppm F Testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 6,079775 6,022709
Varyans 0,17668345 0,1251576
Gozlem 10 10
df 9 9
F 1,411687786
P(F<=f) tek-uglu 0,307890927
F Kritik iki-uglu 3,178893104

Nitrit-Sucuk 7 ppm t Testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 6,063579 6,133217
Varyans 0,218635046  0,154181625
Gozlem 10 10
Birikimli VVaryans 0,186408336
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 18
t Stat -0,360660539
P(T<=t) tek-uglu 0,361275515
t Kritik tek-uglu 1,734063607
P(T<=t) iki-uglu 0,722551031
t Kritik iki-uglu 2,10092204

Nitrit-I.L. G.Sucuk 7 ppm t Testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 6,022709 6,079775
Varyans 0,125157596  0,17668345
Gozlem 10 10
Birikimli Varyans 0,150920523
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 18
t Stat -0,328464383
P(T<=t) tek-uglu 0,373175462
t Kritik tek-uglu 1,734063607
P(T<=t) iki-uglu 0,746350924
t Kritik iki-uglu 2,10092204

73



EK 1. (Devam) Tekrarlanabilirlik F ve t Testi.

Nitrat-Sucuk 12 ppm F Testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 10,282279 10,261162
Varyans 0,450952825 0,257384407
Gozlem 10 10
df 9 9
F 1,752059616
P(F<=f) tek-uglu 0,208087562
F Kritik iki-uglu 3,178893104

Nitrat-I.I.G.Sucuk 12 ppm F Testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 10,246559 10,468217
Varyans 0,195081763  0,369305128
Gozlem 10 10
df 9 9
F 0,528240061
P(F<=f) tek-uglu 0,177838748
F Kritik iki-uclu 0,314574906

Nitrat-Sucuk 12 ppmt Testi Degisken 1 Degisken 2

Ortalama 10,282279 10,261162
Varyans 0,450952825 0,257384407
Gozlem 10 10
Birikimli Varyans 0,354168616
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 18
t Stat 0,079343652
P(T<=t) tek-uglu 0,46881737
t Kritik tek-uglu 1,734063607
P(T<=t) iki-uglu 0,937634739
t Kritik iki-uglu 2,10092204

Nitrat-I./. G.Sucuk 12 ppm t Testi Degisken 1~ Degisken 2
Ortalama 10,246559 10,468217
Varyans 0,195081763  0,369305128
Gozlem 10 10
Birikimli VVaryans 0,282193446
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 18
t Stat -0,933028589
P(T<=t) tek-uglu 0,181576449
t Kritik tek-uglu 1,734063607
P(T<=t) iki-uglu 0,363152897
t Kritik iki-uglu 2,10092204
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EK 1. (Devam) Tekrarlanabilirlik F ve t Testi.

Nitrit-Sucuk 20 ppm F Testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 16,51534333  17,164335
Varyans 0,131570129 0,924601093
Gozlem 6 6
df 5 5
F 0,142299344
P(F<=f) tek-uglu 0,025881257
F Kritik iki-uglu 0,1980069

Nitrit-.1, G.Sucuk 20 ppm F Testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 17,42771167 17,30978333
Varyans 0,706695171  0,950823205
Gozlem 6 6
df 5 5
F 0,743245608
P(F<=f) tek-uglu 0,376331982
F Kritik iki-uglu 0,1980069

Nitrit-Sucuk 20 ppm t Testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 16,51534333  17,164335
Varyans 0,131570129  0,924601093
Gozlem 6 6
Birikimli Varyans 0,528085611
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 10
t Stat -1,546847788
P(T<=t) tek-uglu 0,0764688
t Kritik tek-uglu 1,812461123
P(T<=t) iki-uglu 0,1529376
t Kritik iki-uglu 2,228138852

Nitrit-I.1. G.Sucuk 20 ppm t Testi Degisken 1~ Degisken 2
Ortalama 17,42771167 17,30978333
Varyans 0,706695171  0,950823205
Gozlem 6 6
Birikimli Varyans 0,828759188
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 10
t Stat 0,224369908
P(T<=t) tek-uglu 0,413493709
t Kritik tek-uglu 1,812461123
P(T<=t) iki-u¢lu 0,826987417
t Kritik iki-uglu 2,228138852
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EK 1. (Devam) Tekrarlanabilirlik F ve t Testi.

Nitrit-Sucuk 200 ppm F Testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 187,3229567  185,7131817
Varyans 21,6358698 15,91254909
Gozlem 6 6
df 5 5
F 1,359673405
P(F<=f) tek-uglu 0,372115319
F Kritik iki-uclu 5,050329058

Nitrit-I.1.G.Sucuk 200 ppm F Testi  Degisken |  Degisken 2
Ortalama 184,7098383  183,2966533
Varyans 18,74189023 5,824711515
Gozlem 6 6
df 5 5
F 3,217651239
P(F<=f) tek-uglu 0,112730549
F Kritik iki-uglu 5,050329058

Nitrit-Sucuk 200 ppm t Testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 187,3229567 185,7131817
Varyans 21,6358698  15,91254909
Gozlem 6 6
Birikimli Varyans 18,77420944
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 10
t Stat 0,643494703
P(T<=t) tek-uglu 0,267190605
t Kritik tek-uglu 1,812461123
P(T<=t) iki-uglu 0,53438121
t Kritik iki-uglu 2,228138852

Nitrit-I.1. G.Sucuk 200 ppm t Testi  Degisken I ~ Degisken 2
Ortalama 184,7098383  183,2966533
Varyans 18,74189023 5,824711515
Gozlem 6 6
Birikimli Varyans 12,28330087
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 10
t Stat 0,698396576
P(T<=t) tek-uglu 0,250423639
t Kritik tek-uglu 1,812461123
P(T<=t) iki-uglu 0,500847278
t Kritik iki-uglu 2,228138852
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EK 1. (Devam) Tekrarlanabilirlik F ve t Testi.

Nitrat-Sucuk 20 ppm F Testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 17,764475 17,73402333
Varyans 0,928526758 0,850577138
Gozlem 6 6
df 5 5
F 1,091643211
P(F<=f) tek-uglu 0,462845226
F Kritik iki-uclu 5,050329058

Nitrat-I.1. G.Sucuk 20 ppm F Testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 18,54522167 17,99570667
Varyans 1,397889549  1,29570662
Gozlem 6 6
df 5 5
F 1,078862705
P(F<=f) tek-uglu 0,467822509
F Kritik iki-uglu 5,050329058

Nitrat-Sucuk 20 ppm T Testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 17,764475 17,73402333
Varyans 0,928526758 0,850577138
Gozlem 6 6
Birikimli Varyans 0,889551948
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 10
t Stat 0,05592243
P(T<=t) tek-uglu 0,478252582
t Kritik tek-uglu 1,812461123
P(T<=t) iki-uglu 0,956505164
t Kritik iki-uglu 2,228138852

Nitrat-L 1. G.Sucuk 20 ppm T Testi Degisken 1  Degisken 2
Ortalama 18,54522167 17,99570667
Varyans 1,397889549 1,29570662
Gozlem 6 6
Birikimli Varyans 1,346798085
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 10
t Stat 0,820141775
P(T<=t) tek-uglu 0,215624978
t Kritik tek-uglu 1,812461123
P(T<=t) iki-u¢lu 0,431249956
t Kritik iki-uglu 2,228138852
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EK 1. (Devam) Tekrarlanabilirlik F ve t Testi.

Nitrat-Sucuk 200 ppm F Testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 186,603455 190,45111
Varyans 25,4754274 8,399927598
Gozlem 6 6
df 5 5
F 3,032815117
P(F<=f) tek-uglu 0,124351052
F Kritik iki-uglu 5,050329058

Nitrat-I.I.G.Sucuk 200 ppm F Testi  Degisken 1  Degisken 2
Ortalama 188,9843767 191,2261367
Varyans 49,3602427  44,86118231
Gozlem 6 6
df 5 5
F 1,100288494
P(F<=f) tek-uglu 0,459514846
F Kritik iki-uglu 5,050329058

Nitrat-Sucuk 200 ppm T Testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 186,603455 190,45111
Varyans 25,4754274 8,399927598
Gozlem 6 6
Birikimli Varyans 16,9376775
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 10
t Stat -1,619309343
P(T<=t) tek-uglu 0,068224862
t Kritik tek-uglu 1,812461123
P(T<=t) iki-uglu 0,136449725
t Kritik iki-uglu 2,228138852

Nitrat-I.1. G.Sucuk 200 ppm T Testi  Degisken | ~ Degisken 2
Ortalama 191,2261367 188,9843767
Varyans 44,86118231  49,3602427
Gozlem 6 6

Birikimli Varyans
Ongoriilen Ortalama Farki
df

t Stat

P(T<=t) tek-uglu

t Kritik tek-uglu

P(T<=t) iki-uglu

t Kritik iki-uglu

47,11071251
0

10
0,565704856
0,292031929
1,812461123
0,584063858
2,228138852
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EK 2. Laboratuvar i¢i Tekrariiretilebilirlik F ve t Testi.

Nitrit-Sucuk 20 ppm F Testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 17,551775 17,20398667
Varyans 1,109369455 1,102312174
Gozlem 6 6
df 5 5
F 1,006402253
P(F<=f) tek-uglu 0,497291484
F Kritik iki-uglu 5,050329058

Nitrit-.1, G.Sucuk 20 ppm F Testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 17,177065 17,59905667
Varyans 0,814760555 0,693820134
Gozlem 6 6
df 5 5
F 1,174310913
P(F<=f) tek-uglu 0,432169456
F Kritik iki-uglu 5,050329058

Nitrit-Sucuk 20 ppm T testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 17,20398667  17,551775
Varyans 1,102312174  1,109369455
Gozlem 6 6
Birikimli Varyans 1,105840815
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 10
t Stat -0,572834715
P(T<=t) tek-uglu 0,289703992
t Kritik tek-uglu 1,812461123
P(T<=t) iki-uglu 0,579407984
t Kritik iki-uglu 2,228138852

Nitrit-I.1. G.Sucuk 20 ppm T testi Degisken 1~ Degisken 2
Ortalama 17,59905667 17,177065
Varyans 0,693820134  0,814760555
Gozlem 6 6
Birikimli Varyans 0,754290344
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 10
t Stat 0,841579655
P(T<=t) tek-uglu 0,209846678
t Kritik tek-uglu 1,812461123
P(T<=t) iki-u¢lu 0,419693357
t Kritik iki-uglu 2,228138852

79



EK 2. (Devam) Laboratuvar I¢i Tekrariiretilebilirlik F ve t Testi.

Nitrit-Sucuk 200 ppm F Testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 185,2044713 184,79257
Varyans 11,87191567 9,925914734
Gozlem 6 6
df 5 5
F 1,196052554
P(F<=f) tek-uglu 0,42452266
F Kritik iki-uglu 5,050329058

Nitrit-I.1.G.Sucuk 200 ppm F Testi  Degisken |  Degisken 2
Ortalama 185,3383967 183,9186833
Varyans 16,79855996 11,85213726
Gozlem 6 6
df 5 5
F 1,417344365
P(F<=f) tek-uglu 0,355627911
F Kritik iki-uglu 5,050329058

Nitrit-Sucuk 200 ppm T Testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 184,79257 185,2044713

Varyans
Gozlem

9,925914734
6

11,87191567
6

Birikimli Varyans 10,8989152
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 10
t Stat -0,216103693
P(T<=t) tek-uglu 0,416625683
t Kritik tek-uglu 1,812461123
P(T<=t) iki-uglu 0,833251366
t Kritik iki-uglu 2,228138852
Nitrit-I.1. G.Sucuk 200 ppm T Testi  Degisken 1  Degisken 2
Ortalama 185,3383967 183,9186833
Varyans 16,79855996 11,85213726
Gozlem 6 6
Birikimli Varyans 14,32534861
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 10
t Stat 0,64969375
P(T<=t) tek-uglu 0,265265023
t Kritik tek-uglu 1,812461123
P(T<=t) iki-uglu 0,530530047
t Kritik iki-uglu 2,228138852
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EK 2. (Devam) Laboratuvar I¢i Tekrariiretilebilirlik F ve t Testi.

Nitrat-Sucuk 20 ppm F Testi Degisken 1  Degisken 2
Ortalama 17,700975 17,9109083
Varyans 1,263367563 0,81882755
Gozlem 6 6
df 5 5
F 1,54289821
P(F<=f) tek-uglu 0,32288077
F Kritik iki-uglu 5,050329058

Nitrat-L1. G.Sucuk 20 ppm F Testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 18,729565 18,39090333
Varyans 1,553744872  1,509919868
Gozlem 6 6
df 5 5
F 1,029024721
P(F<=f) tek-uglu 0,487858981
F Kritik iki-uclu 5,050329058

Nitrat-Sucuk 20 ppm T testi Degisken 1  Degisken 2
Ortalama 17,91090833 17,700975
Varyans 0,818827551 1,26336756
Gozlem 6 6
Birikimli Varyans 1,041097557
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 10
t Stat 0,356366043
P(T<=t) tek-uglu 0,36448531
t Kritik tek-uglu 1,812461123
P(T<=t) iki-uglu 0,72897062
t Kritik iki-uglu 2,228138852

Nitrat-1.1. G.Sucuk 20 ppm T testi Degisken 1~ Degisken 2
Ortalama 18,39090333  18,729565
Varyans 1,509919868  1,553744872
Gozlem 6 6
Birikimli VVaryans 1,53183237
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 10
t Stat -0,473937472
P(T<=t) tek-uglu 0,322861277
t Kritik tek-u¢lu 1,812461123
P(T<=t) iki-uglu 0,645722553
t Kritik iki-uglu 2,228138852
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EK 2. (Devam) Laboratuvar I¢i Tekrariiretilebilirlik F ve t Testi.

Nitrat-Sucuk 200 ppm F Testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 187,6201433  188,6416083
Varyans 54,74662542 19,08879852
Gozlem 6 6
df 5 5
F 2,867997447
P(F<=f) tek-uglu 0,136151846
F Kritik iki-uglu 5,050329058

Nitrat-I1. G.Sucuk 200 ppm F Testi  Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 193,71745 189,5984867
Varyans 26,97340363 23,00578738
Gozlem 6 6
df 5 5
F 1,172461659
P(F<=f) tek-uglu 0,432827739
F Kritik iki-uglu 5,050329058

Nitrat-Sucuk 200 ppm T Testi Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 187,6201433  188,6416083
Varyans 54,74662542  19,08879852
Gozlem 6 6
Birikimli Varyans 36,91771197
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 10
t Stat -0,291183478
P(T<=t) tek-uglu 0,388430597
t Kritik tek-uglu 1,812461123
P(T<=t) iki-uglu 0,776861195
t Kritik iki-uglu 2,228138852

Nitrat-I.1. G.Sucuk 200 ppm T Testi  Degisken |  Degisken 2
Ortalama 193,71745 189,5984867
Varyans 26,97340363 23,00578738
Gozlem 6 6
Birikimli Varyans 24,98959551
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 10
t Stat 1,427147759
P(T<=t) tek-uglu 0,092004013
t Kritik tek-uglu 1,812461123
P(T<=t) iki-uglu 0,184008026
t Kritik iki-uglu 2,228138852
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