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OZET

Yiksek Lisans Tezi

Karadeniz Bolgesinde Yetisen Cesitli Bitkilerde Baz1 Anyonlarin Kapiler
Elektroforez ile Tayini

Zebron Nchimunya Tembo
Ondokuz Mayis Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. S. Fatma AYGUN

Kapiler elektroforez ve yontem optimizasyonu igin bir Box-Behnken kemometrik tasarim
ile secilen bazi bitki ve bitki ¢aylarinda nitrat (NO7%), nitrit (NO2") ve bromat (BrOs)
iyonlarmin eszamanh olarak belirlenmesi i¢in yeni bir yontem gelistirilmistir. Caligmada
yiiriitiici tampon olarak pH’s1 3,5 olan 60 mM fosfat ¢zeltisi, optimum ¢aligma kosullari
igin: 40 °C sicaklik, -22,5 kV uygulama gerilimi, 50 um c¢apta 61,5 cm uzunlukta (etkin
kapiler uzunlugu 53,5 cm) kapiler kolon ve 50 mbar’ lik basingta 30 s enjeksiyon suresi
uygun goriilmiistiir.

Nitrat, bromat ve nitrit icin tayini sinirlar1 0,49 mg L%, 1,25 mg L ve 0,11 mg L iken
dogrusallik degerleri sirasiyla 0,998, 0,996 ve 0,999 olarak belirlenmistir. Anyonlarin
analizi ise 5 dakikalik silirede gerceklestirildi. Gelistirilen yontem g¢esitli kuru bitki
yapraklarina,gesitli kuru ¢ay yapraklarina, laboratuvardan alinan musluk suyuna, aritilmig
musluk suyuna ve marketlerden alinan dogal kaynak sularma uygulanmustir.

Haziran 2020, 74 sayfa

Anahtar SozcUkler: Kapiler Zon Elektroforez, Nitrat, Nitrit, Bromat, Karadeniz
Turkiye.



ABSTRACT

Master Thesis

Determination of Some Anions in Various Plants Growing in the Black Sea Region
by Capillary Electrophoresis

Zebron Nchimunya Tembo

Ondokuz Mayis University

Institute of Natural Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. S. Fatma AYGUN

A novel approach to the simultaneous determination of nitrate (NO3z"), nitrite (NO2) and
bromate (BrOs?) ions in some selected plant and tea samples using capillary
electrophoresis and a Box-Behnken chemometric design for method optimization was
developed. Optimal conditions of 60 mM phosphate buffer solution at 3.5 pH, capillary
temperature of XMR53. 5 cm) with 50 um i.d, and 50 mbar injection pressure for 30 s
were selected.

The limits of detection for nitrate, bromate and nitrite were 0.49 mg L%, 1.25 mg L* and
0.11 mg L? while linearity values were determined as 0.998, 0.996 and 0.999
respectively. The detection of the anions was achievable within 5 min of analysis. The
method was then applied to the analysis of different real samples namely dry plant
leaves, dry tea leaves, tap water from the lab, purified tap water and two different brands
of bottled mineral water sold in markets in Samsun city, Turkey

June 2020, 74 pages

Keywords : Capillary Zone Electrophoresis; Nitrate, Nitrite, Bromate, Black Sea
Turkey.
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Sekil 4.16. Dort farkli su 6rneginin elektroferogrami. Voltaj; -22,5kV, kapiler uzunlugu;
61,5 cm (etkin kapiler uzunlugu 53,5 cm), i¢ ¢ap; 50 um, dalga boyu; 200 nm, tampon
derisimi; 60 mM fosfat tamponu, sicaklik; 40 °C, pH; 3,5, enjeksiyon; 50 mbar x 30 s,
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1. GIRIS

Bitki caylari, bitkilerin yapraklarindan, ¢i¢eklerinden, tohumlarindan, meyvelerinden,
saplarindan veya koklerinden su varliginda hazirlanmaktadir (Weisburger ve Chung,
2002). Bitkisel caylar, ¢ok sayida tibbi bitkisel ilag ve bitki gay1 gesitleri nedeniyle
popllerdir. Son yillarda insanlar ilaglardan daha az yan etkileri olduguna inandiklar1 igin
ilag yerine bitkisel tirlinleri kullanmayi tercih etmeye baslamislardir (CeliK, 2006;

Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2011).

Cizelge 1.1. Tiirkiye’ de yetisen ve bazi hastalik tedavilerinde kullanilan tibbi bitkiler
(Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2011).

Hastalhik Bitkiler
Bobrek Hastaligi Altin otu, atkuyrugu, ayrik otu
Anason, dereotu, havlican, kakule, kimyon,
Hazimsizlik ] ]
papatya, rezene, yenibahar, zencefil
] Civanper¢emi, kusburnu, mazi, sultan otu,
Hemoroit ]
zencefil
Kabizlik Keten tohumu, rezene, sinameki
Kalp Hastaliklar1 Alig, 6kseotu
Kanser Hastalig1 Isirgan otu, kirmizibiber, dkse otu
Karaciger Hastaligi Enginar, hindiba, kurtpencesi, zerdecal
Adacay1, anason, civanpercemi, karanfil,
Menopoz
papatya, tar¢in
Mide Kanamasi Civanpergemi, kugsburnu, sumak
Mide Agrist ve Bulantisi Egir kokii, nane, zencefil
Egir kokii, 1sirgan otu kokii, yesil ¢ay,
Prostat
zerdecal
) Anason, atkuyrugu, biberiye, karanfil,
Romatizma ] .
kekik, lavanta, melisa, papatya
) Altin otu, civanpercemi, hindiba, pelin otu,
Safra Kesesi
zerdecal
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. Ardig, ebeglimeci, ekinezya, thlamur,
Soguk Alginligi, Usiitme ve

. karanfil, meyankok, nane, okaliptus,
Oksurik

papatya, zencefil

. Anason, kantaron, lavanta, melisa, papatya,
Stres, Depresyon ve Endise .
rezene, serbetgiotu

Adacays1, biberiye, kakule, yesil cay,
Unutkanlik ve Hafiza Zay1flig1

zencefil

Anason, ¢uha ¢icegi, kedi otu, melisa,
Uyku Bozuklugu '

papatya, rezene, serbet¢i otu

Ada ¢ay1, biberiye, meyan kokii, kakule,
Yorgunluk

kekik, kusburnu, zencefil

Genellikle, bitki ¢aylar1 ve tibbi bitkiler yliksek miktarda ¢inko (Zn), mangan (Mn),
sodyum (Na), potasyum (K), kalsiyum (Ca), demir (Fe), magnezyum (Mg) ve fosfor (P)
gibi esansiyel mineralleri icermektedir. Ancak, bu minerallerin derisimleri bitkiye bagh
olarak oldukc¢a genis araliklarda degismektedir (Nakilcioglu-Tas, 2019). Literatiir, tibbi
amaglar ic¢in kullanilan bitkilerin karbonhidratlar, kafein, polifenoller, amino asitler,
protein, klorofil, ugucu organik bilesikler, klorlir, bromat, nitrat, nitrit gibi inorganik
anyonlar1 ve diger kimyasal maddeleri icerebilecegini bildirmektedir (Jagadish ve
Shanmugaselvan, 2018).

Cesitli ¢ay ve inflizyonlarn tretimi igin kullanilan bitkiler, nitrat, nitrit ve
bromat anyonlari ile kontamine olabilir. Bitkilerde bulunan nitratlar ve nitritler, yesil
bitkiler tarafindan azot metabolizmasinin bir sonucudur ve kimyasal giibrelerin
kullanimi1 nedeniyle derisimleri artabilir (Stagnari vd, 2007). Sebzelerde, et ve et
tiriinlerinde, diger gidalarda ve suda bulunan nitratlarin varliginin insan sagligi i¢in ciddi
bir tehdit oldugu bilinmektedir. Gergekte, nitratlar, son derece kararli ve toksik
olmadiklart i¢in kendi baglarina tehlikeli degildirler, ancak nitritlere indirgendikleri ve
nitritler de kanserojen nitrosaminlere donistiigii icin tehlike insan sagligini tehdit
etmektedir. Gida ve su ile alinan nitratin yaklasik % 25’ i tiikiiriikte salgilanir ve yaklasik
% 20" si ag1z boslugundaki mikroorganizmalar tarafindan nitrite doniistiiriiliir (Pannala

vd, 2003; Spiegelhalder vd, 1976). Bu nedenle, nitrat i¢eren gida tiiketimi ile kanser
2



riskinin artmasi arasinda bir iliski oldugu literatiirde bildirilmistir (Jimidar vd, 1995;
Mitacek vd, 2008)

Bromat iyonu ise, ézellikle icme ve kullanma sularinda ve ekmekte bulunur. igme
suyunda dezenfeksiyon, patojenleri inaktive etmek ve organik bilesikleri oksitlemek igin
ozonlama yapilir. Ozon, ¢ogu su kaynaginda bulunan bromiir iyonu ile tepkimeye
girerek bromat anyonu olusturur (Guo vd, 2003; WHO, 1993). Diinya Saglhk Orgiitii
(WHO) bromat iyonunu grup 2B veya “olasi insan” kanserojen madde olarak
siniflandirmaktadir. WHO ve Avrupa Komisyonu tarafindan giinlilk alim miktar1
maksimum 0,01 mg kg olarak belirlenmistir (Fawell ve Walker, 2006).

Nitrat ve nitrit alimiyla ilgili risklerin ilk uluslararas1 degerlendirmesi 1961 yilinda
Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii, Diinya Saglik Orgiitii (FAO/WHO) ve Gida
Katki Maddeleri Uzman Komitesi (JECFA) tarafindan ortaklasa gerceklestirilmistir. Bu
Gida Bilimsel Komitesi (SCF) 1990 yilinda nitrat ve nitritin toksikolojik etkilerini
gdzden gegirmis ve giinliik alinmas1 gereken derisimlerini 0-3,7 mg kg olarak kabul
etmistir. Ayn1 komite 1995 yilinda da giinliik alim i¢in ayni derisim araligin1 kabul
etmistir. Nitrit i¢in ise; giinliik alim 0-0,06 mg kg™ olarak belirlenmistir. 2002 yilinda
ise, Avrupa gida katki maddeleri komitesi nitrat igin 0-3,7 mg/kg ve nitrit i¢in 0-0,07 mg
kg?! giinliik alim limitini belirlemistir (Keran vd, 2017). Bu calisma, Tiirkiye'nin
Karadeniz Bolgesinde tiiketilen cesitli bitkisel caylarda nitrat, nitrit ve bromat

derisimlerinin kapiler elektroforez kullanilarak belirlenmesini amaglamaktadir.



2. GENEL BILGI
2.1. Bitkilerde Bulunan Nitratlar ve Nitritler

Nitrat ve nitritlerin bitkilere girme siireci, aerobik bakterilerin azot gazini doniistiirmek
icin oksijen kullanmasiyla baslar. Yani, nitrosomonas bakterileri ilk 6nce azot gazini
nitrite (NO2) doniistiiriir ve daha sonra nitrobakter nitriti bir bitki besin maddesi olan
nitrata (NOs") dontstiiriir. Toprakta nitrobakterler nitrosomonas bakterilerine gore daha
fazla oldugu icin nitritler toprakta depolanmaz ama nitrobakterler sayesinde nitrata

yiikseltgenir ve bitkiler tarafindan alinir (Bernhard, 2010).

Atmosferik Azot

Nitrifikasyon bakterileri
amonyagi nitratlara (NO;) ve
nitritlere (NO,) donusturir 29
5

Sekil 2.1. Azot donglsu (Bernhard, 2010)

2.2. Su ve Bitkilerde Bulunan Bromat fyonu

Bromat, bromiir igeren sularin dezenfeksiyonu sirasinda ozonlanma yapilirken
olusabilir. Ozonlama, ortaya ¢ikan Kkirleticilerin, 6zellikle farmasotik kalintilarin ve

bocek ilaglarmin giderilmesi i¢in giderek daha fazla kullanildigindan, sulama ile
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bitkilere bulasabilecek bromat tayininin yapilmasi énem kazanmaktadir (Yaseneva vd,
2014). Fakat Kanada Cevre Koruma Ajansina gore, bromatin ¢evreye veya biyolojik
cesitliligine dogrudan veya uzun vadeli zararli etkisi olmayacagi diisiiniilmektedir. Yani
bromat, suda kalici kriterler icindedir, ancak biyolojik birikim kriterleri i¢inde degildir
(Canada, 2010). Gegmisten giliniimiize kadar bitkilerde bromat iyonu tayini
yapilmaktadir. Ozellikle moringa bitkisi, havug, bugday kokii ve farkli yaprak tiirleri
gibi bitkilerde bromat varhigi arastirilmistir (Cseh ve BOszorményi, 1964; Oseni vd,
2015; Sahin vd, 2012). Bromatin gevreye girisi Sekil 2.2 de 6zetlenmektedir.

Br ] sanayi atigi

¢me suyu aritma
tesisi

Sekil 2.2. Bromatin gevreye girmesi

2.3. Kapiler Elektroforez (CE)

Kapiler elektroforez (CE), etkili bir ayirma teknigi olarak, ¢esitli kimyasal analiz
alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. 1980' lerin basinda Jorgenson ve Lukacs
tarafindan kapiler borular arasina gerilim uygulayarak yiiksek verimde ayirmalar elde
etmislerdir (Altria, 1999). Kapilerin i¢ ¢ap1 ve uzunlugunun degistirilerek kullanilmasi,
ayirma verimini arttiran etkili 1s1 dagilimi saglamistir (Macka ve Haddad, 1997). Son
yillarda, kapiler elektroforez, uygulama ve enstriimantasyon agisindan kayda deger bir
gelisme gostermistir. Bu gelismelerle, kapiler elektroforez; iyi tekrarlanabilirlik, hizli

analiz, distlik elektrolit derisimi ve kiiclik miktarlarda numunelerin yeterli olmasiyla
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yaygin olarak kullanilmaktadir (Fung ve Lau, 2003). Kapiler elektroforezde, hem blylk
hem de kucik molekdillerin yuksek verimli ayrimlarini saglamak igin 25-75 pm i¢ gapli
kapiler kolonlar kullanir. Elektroforez islemi, elektrik alaninda g¢esitli yuklu turlerin
farkli go¢ hizlarindan faydalanir. Tampon ¢ozelti iceren bir kapiler kolona 10-30 kV
arasinda degisen gerilim uygulanmasi elektroosmatik bir akis tireterek iyonik tiirlerin
elektroforetik olarak ayrimini miimkiin kilar (Douglas ve Stanley R, 2013; Rogan,
2014). CE'de kullanilan silika kapiler kolonlarin saglamligini arttirmak igin kapilerin dis
kismu poliimid kaplama yapilir. Ancak kapiler tizerindeki poliimidin detektor bélmesine
gelen kismi siyrilarak uzaklastirilir. Clinkii poliimid 1s1n absorplayarak analitlerin
tayininde ¢ok buyik hataya sebep olur.

Kapilerin iki ucu, iki elektrodun iginde bulundugu iki tampon haznesi i¢inde bulunan ve
kanal gorevi goren sicaklik ayarli bir bélmede bulunur. Kapilerin ¢ikis ucu negatif bir
elektrodun bulundugu tampon ¢ozeltiye daldirilmisken, giris ucu pozitif elektrodun
bulundugu tampon ¢o6zeltiye daldirilarak bir elektrik alani uygulanmis olur. Kapilerin
uclar1 30 kV ve 300 pA' ya kadar yiiksek voltaj giicline bagli platin elektrotlar ile kiigiik
rezervuarlara daldirilarak pozitif analit iyonlarinin anoda (sol taraf) dogru, negatif analit
iyonlarinin ise katoda (sag taraf) dogru go¢ etmesi saglanir. Tiim yiiksek giic kaynaklari
icin bir ug topraklanmustir (Sekil 2.3'de gosterildigi gibi negatif ug¢ katod dur) (Gary D.
Christian vd, 2014).



A
Kapiler Kolon 4 uv
ra Detektor

Anod (+) Katod (-)

Tampon Tampon

+10-60 kV
Potansiyel

Sekil 2.3. Bir kapiler elektroforez cihazinin semasi

2.4. Kapiler Zon Elektroforezi

2.4.1. Kapiler zon elektroforezi prensipler (CZE)

Kapiler zon elektroforezi (CZE) analitleri hareketliliklerine gore ayirir. Belirli bir
analitin hareketliligi kimyasal ortama ve 6zel olarak tampon ¢ozeltinin pH' ina baghdir.
Bir elektroosmotik akis (EOA) yoklugunda, elektroforetik hareketlilik, asagidaki

denklem 2.1 ile verilen pe:
(2.1)

<

He = —

Ve: Analitin go¢ hizi (ms™)
E : Alan kuvveti (V m™?)



Elektroforetik islem sirasinda, Fe elektrik kuvveti ve Fr siirtiinme kuvveti ayn1 degere
sahip oldugunda sabit bir duruma ulasilir. Kiiresel bir iyon i¢in, bunu tanimlayan
denklemler 2.2 ve 2.3'tir.

F.=qE (2.2)

F =—6mmnr (2.3)

g, analitin yiikii oldugunda, n arka toprak elektrolitinin viskozitesi ve r, analit iyonunun
yarigapidir.

|Ff| siirtinme kuvveti katsayisi ve | Fel elektrik kuvveti katsayisina esit oldugunda,

2.1.2.2 ve 2.3 denklemleri;
q (2.4)

- 6ranr

uep

2.4 denklemi elde edilir. Denklem, iyon yiikii yiiksek ve iyon yaricap1 kii¢iik oldugunda
biiyiik bir elektroforetik hareketliligin gézlendigini gdstermektedir

2.4.2. Elektroosmotik akis

Elektroforetik ayrimlarin en 6nemli bilesenlerinden biri, elektroozmotik akistir (EOA).
Bu akis, sabit bir yiikiin yiizeyi ile temas halinde yiiklii bir sivinin elektrik alanindan
kaynaklanan kapiler boyunca elektrolitin toplu gogiine karsilik gelir (Foret vd, 1993;
Rouessac ve Rouessac, 2013).
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Cift tabaka Daginik tabaka

Sekil 2.4. Kapiler yiizeyinde olusan elektriksel ¢ift tabakanin sematik gosterimi

Erimis silika kapiler kolonlarin i¢ duvarlari, zayif asidik silanol (-SiOH) gruplarinin
(pKa ~ 5.3) varligindan dolay1 negatif bir yiik tasir. Cozeltideki katyonlar, duvarin
negatif yiikiinii dengelemek icin elektriksel bir ¢ift katman olusturan kapiler duvarin
yakiinda biriktirilir. Elektriksel ¢ift tabaka, Stern tabaka olarak adlandirilan bir
hareketsizlestirilmis tabakadan ve Debye-Huckel tabaka olarak adlandirilan bir hareketli
dagmik tabakadan olusur (Bard vd, 1980). Bir elektrik alan1 uygulandiginda, daginik
tabandaki fazla katyonlar negatif elektroda (katot) dogru go¢ eder. Dagimnik cift
tabandaki fazla katyonlar ¢6ziildiigii i¢in, gogleri kapiler igerisinde bir y1gin ¢ozelti akisi
olusturarak ¢ozeltiyi beraberinde ¢eker..

Cift taban, zeta potansiyeli ({) olarak adlandirilan, Sekil 2.4' de gosterildigi gibi
silika yiizeyi ile dagmik taban arasindaki potansiyelde bir fark olugmaktadir. Stern
tabakadaki zeta potansiyeli, silika yiizeyinden mesafe arttikca dogrusal olarak azalir.
Bununla birlikte, daginik tabakada, yiizeyden uzaklastik¢a potansiyel katlanarak azalir.
Zeta potansiyeli Helmoltz-Smoluchowski denkleminde gosterildigi gibi elektroosmotik
akigin hareketliligini belirler (Alexander 1V vd, 1998).



N (2.5)

p‘eo - 47”7

( eta zeta potansiyeli, ¢ vakuma gecirgenlik ve peo elektroosmotik hareketliliktir.

Kapiler {izerindeki yiik pH'in bir fonksiyonu olarak degistiginden, zeta potansiyeli de pH
ile degismektedir. Yani EOA'nin hareketliligi ve hiz1 yliksek pH’a bagimlidir. Yuksek
pH'da, silanol gruplart Sekil 2.4' te- gosterildigi gibi kaldirilmistir. Bu nedenle, EOA
yiksek pH'da, diisiik pH'dakinden o©nemli Olgiide daha yiiksektir. EOA’ nin

saglanmastyla kapiler igindeki tiim tiirler katoda dogru goc¢ eder (Sekil 2.5).

Kapiler Kolon ’ " UV
(¥ Detektor

Anod (+) Katot (-)
Notr
Srnek molekiiller Tampon
' -
10-60 kV
Potansiyel

Sekil 2.5. Erimis bir silika kapilerinde elektroosmotik akis ve analit gocii.

Uygulamali bir elektrik alaninda, bir analitin goriiniir hareketliligi,
ugdrUnUr = l’leo + uep (26)
Belirgin hareketlilik 2.7 denklemde gosterildigi gibi deneysel yontemler kullanilarak

hesaplanabili :

LL, (2.7)
Haorunor =371/

10



L:, kapilerin tam uzunlugu, tm, analitin detektdre ulagsmasi i¢in gegen zaman, V
uygulanan gerilim ve Lp, giristen detektore kadar olan uzunluktur. Basingli bir akistan
meydana gelen parabolik bir profilden farkli olarak, EOA'nin 6nemli bir 6zelligi, EOA
i¢in itici gii¢ kapiler duvar boyunca diizgiin bir sekilde dagildigindan diiz akis profil elde
edilir (Sekil 2.6). EOA akis profilinin diizliigii, sekilde gosterildigi gibi basingla ¢alisan
akisa kiyasla tepe geniglemesini azaltir (Sekil 2.6).

Hidrodinamik akis Elektroosmotik akis
- ©
© >
> <
5 @
w
Go¢ zamani Goc¢ zaman

Sekil 2.6. Akis profilleri ve gozlenen pikler (Pei, 2015)

2.4.3. Elektrozmotik akis1 kontroll

EOA, sekilde gosterildigi gibi ¢esitli tekniklerin uygulanmasiyla kontrol edilebilir
(Hailemichael Goitom, 2004 ; (Hailemichael Goitom, 2004)
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Cizelge 2.1. Elektrozmotik akisi kontrolii

Parametreler

EOA Uzerinde gozlemlenen etki

Tampon ¢ozeltisi icin pH
Tampon derisimi (veya tampon

cozeltisinin iyonik glict)
Elektrik alan

Sicaklik

Yuzey aktif madde

Notral hidrofilik polimer

EOA diistik pH'da diiser, yiiksek pH'da
yukselir

Artan EOA, zeta potansiyelinde azalma
ile sonuglandiginda azalir

EOA, elektrik

alamiyla  dogrudan

orantilidir. Bununla birlikte, Joule
isitma  arttirlldiginda, ¢oziiniirlik ve
verimde diisiise neden olarak ortaya
cikabilir
Azalirsa, viskozitesini

etkiler, boylece EOA diiser

tamponun

Anyonik yilizey aktif cisimleri, katot
yoniinde EOA'yi arttirirken, anyonik
yuzey aktif cisimleri, katod yéniinde
EOA'yi EOA'u

yoniinde tersine gevirir

azaltir veya anot
Yuzey yukunu koruyarak ve viskoziteyi

artirarak EOA'yi azaltir

gerceklesip gerceklesmeyecegini

2.5. Dagihim ve Verimlilik

Kapiler elektroforezde, ¢oziinme bolgesi igindeki ¢6ziinme hizindaki farkliliklar

uzerinde etki eden dagilma iglemlerine baglidir. Dagilma, zon uzunlugunu uzattigi ve

icin kontrol edilmesi gerekir. (Schaeper, 2002). Dagilma en iyi sekilde bir gauss zirvesi

kullanilarak agiklanmaktadir.

belirlemede Onemlidir.

nedeniyle dispersiyon ortaya c¢ikar. Coziilen bolgenin uzunlugu, basarili bir ayrilmanin

ayirma elde etmek i¢in ihtiya¢ duyulan ¢oziiciiler arasindaki hareketlilik farkini arttirdig:

12

Bolgelerin  uzunluklari,



W, =40 (2.8)
Wi, taban cizgisi tepe genisligidir ve zaman (saniye), uzunluk (m) veya hacmin (m®)
gaussian tepe noktasinin standart sapmasidir.
Teorik plaka sayis1 N olarak ifade edilen verim;
L? (2.9)

2
Gtoplam

N =

L: kapiler uzunluk (cm)

G2toplam: toplam tepe sapmasi (cm?)
2.6. Bant Genislemesi ve Kaynaklar

Kapiler icindeki drnek bilesenlerin gocii sirasinda, toplam varyans (c2wplam) Olarak
tanimlanan elektroferogram iizerinde bandin genislemesine yol agan molekiiler bir
difiizyon olusabilir (Buszewski vd, 2013). Toplam varyans, asagida gosterildigi gibi bant
genisleme ile baglantilidir.

) 2DL?2 (2.10)

O'toplam =
P ugdrUnUrV
D: analitin difiizyon katsayisi,
L: kapiler uzunluk (cm),

Hgoranar - gOriinen hareketlilik (cm? V1 s1) volt olarak voltajdir.

2.10 denkleminin yerine 2.9 denkleminin verilmesine gore verimlilik;
_ ”g'orUnUrV (211)

2D
V: uygulanan gerilim (kV).

Yukaridaki 2.11 denklem, etkin bir 1s1 giderimi oldugunu varsayarak uygulanan voltaji
artirarak verimliligin artirilabilecegini gosterir. Ote yandan, yiiksek bir difiizyon
katsayisi ve kiigiik bir analit hareketliligi verimliligi azaltir (Dziubakiewicz ve

Buszewski, 2013). Bununla birlikte, toplam en yiiksek varyans, genislemeyi etkileyen
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bireysel faktorlerin tiim farkliliklarinin toplamidir ve asagidaki denklem 2.12° de
verilmistir (Pei, 2015).

2 2 2 2 2 2 2 2
cjtoplam — “enjek + Jdetekt()r + Jtdagzl + Gboydi/ﬁz + O-elekdagzl + O-EOA + O-igydzeyi (212)
Genjek’, kapiller i¢ine numune enjeksiyonuna bagli olarak degiskenlik gdsterir, Gdetektor?,
dedektoriin dlgiim hiicresinin hacmine ve sekline bagl olarak varyansdir, Gigagi® bir
termal dagilmadan kaynaklanan varyansdir, Gooydifiz2 boyuna diflizyonun, Geledagi®

elektroosmotik dagilimdan kaynaklanan varyans, ceoa?, EOA' den kaynaklamir ve

GigyiizeyiZ, analitin kapiller i¢ yiizeyi ile etkilesimlerinden kaynaklanan varyanstir.

2.6.1. Analitin kapiler duvara adsorpsiyon

Analitlerin CE'deki kapiler duvara adsorbe olmasi sonucunda kuyruklanma olusabilir ve
bu da ayirma verimini bozar (Gas$ vd, 1997). Cogunlukla adsorbe edilen analitler, yerel
yiizey zeta potansiyelini degistirir, bu da kapiler tipte homojen olmayan bir EOA" ye
neden olur. Analitlerin kapiler duvarlarla hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler ve
diger elektrostatik ¢ekim araciligiyla etkilesime girmesi (Ermakov vd, 1995), ¢0ziinen

duvar adsorpsiyonundan kaynaklanan varyans katkisi olarak ifade edilebilir (Pei, 2015).

2
Gtoplam -

m=m

K2r 4K ) (2.13)
+ Vit
D(r+2K) (r+2K)k,

D : analitin diflizyon katsayisi

K =ka / kb, duvar ile ¢ozelti arasindaki dagilim katsayisi
Ka Ve Kq : adsorpsiyon ve desorpsiyonun hiz sabitleridir
r; kapilerin i¢ yarigap1 (m)

Vm: analitin go¢ hizi (m s).

tm: analitin go¢ zamani (S)
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Yukaridaki 2.13 denklem, bir analitin yavas bir desorpsiyon kinetigine sahip olmasi
durumunda biiyiik bir varyans katkisina yol acan genis bir bant geniglemesi oldugunu

gostermektedir.

2.6.2. Joule 1s1tma ve sicakhik gradyani

Joule 1sitma, kapiler borudan gegen yiiksek voltajdan kaynaklanir ve arka zemin
elektroliti 1sinirken bant genislemesi saglanir (Xuan ve Li, 2004). Analit bantlarinin
difiizyon hizi. Joule 1sitma, denklem 2.14'de gosterildigi gibi kapiler ve direncten gecen

akimin bir fonksiyonudur.

H= Vit (2.14)
Joule 1sitma, elektrik alan1 kuvvetini azaltarak veya Cizelge 2.1 ve Sekil 2.7" de

gosterildigi gibi kapiler ¢apin1 azaltarak kontrol edilebilir.

Kapiler Kapiler Kapiler
Sicakhk duvar Merkezi duvar

‘ \ Poliimid
Oo
OO0
o
375 25 6 25 dlum]

Sekil 2.7. Joule 1sitma ve sicaklik gradyani (Ahuja ve Jimidar, 2011)

Kapiler duvardan c¢evredeki ortama 1smmin kaybedilmesi, kapiler igindeki tampon
cozeltide bir viskozite gradyam ile sonuglanan, Sekil 2.7' de gosterildigi gibi kapiler
icinde bir radyal sicaklik gradyanina neden olur. Bu viskozite gradyani, genisleyen

tepelere ve daha diisiik bir ayirma verimi ile artan plaka yiiksekliklerine, ¢oziinen
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maddelerin elektroforetik go¢ hizi profillerinde radyal degisimlere neden olur (Grushka
vd, 1989).

Bununla birlikte, azaltilmis bir kapiler ¢ap, kapiler sistemin yiizey / hacim oranin1 ve 1s1
dagilimim artirir. Bazi CE sistemleri, Joule 1sitmanin etkisini en aza indirgemek i¢in
sogutma gibi termal kontrolleri de igerir. Bununla birlikte, uygulanan bir elektrik alani
kuvvetinin ¢ok diisiik olmasi da bant genislemesine yol acgar. Diisiik alan siddeti
uygulandiginda, analitler ¢ok yavas go¢ eder ve bant genisler.

Kapiller elektroforezde temel olarak iki tip enjeksiyon yontemi vardir: hidrodinamik ve
elektrokinetik. Hidrodinamik enjeksiyon, bir basin¢ veya vakum uygulamasi kullanir ve

iki enjeksiyon tiiriiniin en az segici olani olarak kabul edilir (Harris, 2010).

APrd’t (2.15)

Enjekte edilenhacim =
128n2,

AP; kapiler uglarin arasindaki basing farki (Pa),

d; kapiler i¢ ¢cap (um),

t; enjeksiyon zamani (s),

n; ornek viskozitesi (kg.m*s?),

Lt; kapilerin toplam uzunlugu (m).

Hidrodinamik enjeksiyonun zayif noktalarindan biri, numunedeki analitler arasinda
ayrim yapmamasidir. Ote yandan, elektrokinetik enjeksiyon, yiiksek voltaj uygulanarak
gerceklestirilir ve iyonlarin segiciligi nedeniyle genellikle daha uygundur (Olofson,
2009). Bir elektrokinetik enjeksiyon her gerceklestiginde, ayirma sonuglari numunedeki
iyonlarin hareketliligine ve yiikiine baghdir. Kapiller i¢ine alinan her bir iyonun mol
sayist;

(2.16)

>~

b J.tﬂ.rzC

mol say1s1 = Wy [Ek_
S

ugsrinar - elektroforetik hareketlilik (cm? vt s™),
E: uygulanan elektrik alan (kV,
r: kapiler yarigap (um),
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C: numune derisimi (mol LY),

kn/ks: Tamponun ve numunenin iletkenlik oranidir.

2.7. Ayirma giicii (Rezolusyon)

Kapiler elektroforezde, ayirma giicii, iki pikin birbirinden ayrilmasinin o6lgiistidiir.
Kapiler elektroforezde yontem gelistirmenin amaci, analit pikleri arasinda maksimum
ayrimi saglamaktir. Ayirma giicii (R) asagidaki esitlik ile gosterilir.
R - 2(t, —t,) (2.17)
W, +W,
Burada,
t: goc suresi (),

w: siire olarak pikin taban genisligi.

2.8. Detektor

Ticari olarak temin edilebilen CE'de kullanilan baslica detektor tipleri; ultraviyole -
gorindr bolge (UV/VIS), foto diyot dizisi (PDA), floresans ve lazer kaynakli floresans
(LIF) tir. Asagidaki Cizelge 2.2, kapiler elektroforezde kullanilan bazi detektorleri ve

tespit derisim araligin1 gostermektedir.

Cizelge 2.2. Kullanilan dedektorler ve derisim araligi (Locatelli ve Carlucci, 2010)

Detektor Tayin Smir1 (mol L?)
UV absorpsiyon 107 - 10"

Floresans 10°-10*

Lazer indiiklenmis floresans 1013 - 107
Amperometrik detektor 108 -10°

Iletkenlik detektori 107 -10°
Potansiyometrik detektor 108
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2.9. UV / VIS absorbansi

UV/VIS detektorleri en yaygin olanidir ve evrensel algilama saglar. Bu, birgcok analit
tirtinii 6lgmek i¢in uygun olacaklari anlamina gelir (Swinney ve Bornhop, 2000). Bu
detektorler cogu uygulama igin makul algilama limitleri saglayacaktir. Analit tarafindan
absorplanan 1s1n1n miktar1 Lambert-Beer yasasi ile hesaplanir.

A=¢gCl (2.18)
Burada,
A; absorbans,
g; analitin molar absorptivitesi (L mol™*cm?),
I; 1510 yolunun uzunlugu (cm),

C; analit derisimi (mol L™).

2.10. Kapiler Elektroforez Modlar:

Gegmisten giiniimiize kadar, CE'nin spesifik analitlere adaptasyon i¢in modifikasyonu
onemli Ol¢iide gelismistir. Tiim farkli modlar, ayirma kolonu olarak bir kapiler boru,
hareketli faz olarak bir elektrolit ¢ézeltisi ve numuneyi hareketli fazda tagimak i¢in bir
elektrik alani1 kullanir. Bu, benzer bir cihazin kullanmilmasinin, ilgilenilen spesifik
analitler i¢in, sadece kiiciik degisikliklerle tiim kapiler elektroforetik ayirmalarin
gerceklestirmesini  saglamaktadir (Kaster vd, 1993). Cizelge 2.3 farkli kapiler

elektroforez modlarin1 gostermektedir.
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Cizelge 2.3. Kapiler elektroforez modlar1 (Whatley, 2001)

Ydntem

Ayirmanin Temeli

Misel elektrokinetik kromatografi Analitlerin misel ile hidrofilik-hidrofobik

[zoelektrik odaklanma

Elektrokinetik kromatografi

Kapiler jel elektroforez

[zoelektrik odaklanma

Kapiler elektrokromatografi

Kapiler zon elektroforez

farkliliklar

Analitlerin izoelektrik nokta farkliliklar
Analitlerin ayirma tamponuna ilave edilen
katk1 maddesi ile farkli etkilesimi
Analitlerin biiyiikliik farkliliklarina gore jel
gozeneklerinden gegisi

Analitlerin izoelektrik nokta farkliliklar
Analitlerin kapiler icine doldurulan sabit faz ile
siv1 faz arasindaki dagilim fark:

Analitlerin yiik/biiytikliik oranlarinin
farkliliklar

2.11. Kapiler Zone Elektroforez Optimizasyonu

Sekil 2.8’ de kapiler elektroforezdeki etken faktorleri gosterilmektedir.

lektrot polaritesi —
poritif polarite (katyon analizi) P>~ uygulanan Potansiyel
negatif polarite (anyon analizi) -15... -30kV (anyonlar igin)

Kapiler

Kapiler uzunluk (cm)
kapiler i¢ cap (um)

+15...+430kV (katyonlar igin)

Optimizasyon mkhk

faktorleri 20°C-60°C

/Tampon cozeltisi
Tampon tipi, tampon pH,
tampon derisimi

Sekil 2.8. Kapiler elektroforezdeki etken faktorleri
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2.11.1. Kemometrik yontemlerin kapiler elektroforez yontemi optimizasyonunda
uygulanmasi.

Ayirma segiciligini elde etmek ve performans Kriterlerini karsilamak i¢in kontrol
edilmesi gereken bircok parametre ve degisken nedeniyle kapiler elektroforetik
ayirmanin optimizasyonu zor olabilir. Analitik bir yontemi optimize etmek igin
kemometrik bir yaklagim kullanmanin avantajlari, deney sayisindaki azalmalari,
gelistirilmis istatistiksel yorumlar1 (6zellikle istatistiksel yazilim paketlerinin mevcut
kullanilabilirligi ile) ve azaltilmis siireyi igerir. Ayrica, parametreler arasindaki etkilesim
etkileri, diger yontemlerle yapilmasi imkansiz olan deneysel tasarim deneyleri ile

arastirilabilir (Ragonese vd, 2002).

Cizelge 2.4. Kapiler elektroforez optimizasyonunda kullanilan bazi kemometrik

tasarimlar (Hanrahan vd, 2008)

Analitler Faktorler Kemometrik Kaynaklar
tasarimm
Nitritler, nitratlar ve Tampon Tam faktoryel  Erdogan, B. Y. and Onar
oksalat derisimi, pH, tasarim (FFD) (2011)
Sicaklik,
gerilim
Fenolik bilesikler Tampon Merkezi Babar, E.J. vd.(2007)
derigimi, kompozit
pH, tasarim (CCD)
gerilim
L6sin enkefalin ve Tampon Box-Behnken Ballus C.A. vd (2011)
ngnl EIIISLIEI der;iln’m, tasarim (BBD)
gerilim

2.11.2. Box-Behnken kemometrik Tasarim

Box — Behnken tasarimi, N = k% + k + ¢p' ye gore bir deney numaras1 gerektirir; burada
(k) faktor sayis1 ve (cp) merkezi noktanin kopya sayisidir Box-Behnken tasarimi, gergek
regresyon modeline en yakin olan bir regresyon modeli olusturmay1 amaglayan bir cevap

yuzeyi yontemolojisidir. Yapilacak model gozlemlenen verilere dayanmaktadir ve model
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ampiriktir (Tekindal, 2012). Asagida Cizelge 2.5’ de Box — Behnken tasarimi ve

denklem 2.19° de kemometrik model verilmektedir.

Cizelge 2.5. Box — Behnken tasarimi

Deney Numara X1 X2 X3 Tepki
1 -1 -1 0
2 +1 -1 0
3 -1 +1 0
4 +1 +1 0
5 -1 0 -1
6 +1 0 -1
7 -1 0 +1
8 +1 0 +1
9 0 -1 -1
10 0 +1 -1
11 0 -1 +1
12 0 +1 +1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0
y=b,+b,x; +b,X, +b,X; +e (2.19)

RZigin 0,80 ile 0,99 arasinda degisen bir regresyon katsayisi, cevabin tahmini icin iyi bir

korelasyon oldugunu gosterir (Abd El-Salam vd, 2019).

2.12. Verilerin Kalitatif ve Kantitatif Analizi

Kalitatif analiz, elektroferogramlari analiz ederek ve asagidaki Sekil 2.9'da gosterildigi
gibi numune ve standart icin pik karsilastirarak yapulir.
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Adsorbans
(mAU) 10

Ornek /\A

0 k A.'\

\\
0 1 2 3 4 5
\ \ \Allkuma zamani
N ¢ Ny
& .. S Pik Alan
Diizeltilmis Pik Alatn=

4 Alikonma Zamani

Sekil 2.9 Analitlerin Kalitatif Analizi

Kantitatif analiz ise, analitlerin diizeltilmis pik alaninin analiz edilmesiyle yapilir ve
Kantitatif analiz ise, analitlerin diizeltilmis pik alaninin analiz edilmesiyle yapilir ve
derisimin Sekil 2.10' da gosterildigi gibi standartlarin regresyon denkleminden elde
edilir
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Kalibrasyon egrisi

Dizeltilmis Pik Alani y A e Yy = m(derisim) + b
5 m: egim
(- >|'./ ~€ b: kesim noktasi
@
~ 2.
3 & | R?: regresyon katsayisi
2 /‘ I
: I
0 m >

7~
;an'dart Derisim (mM)

e

-
&

_ duzeltilmis Pik Alani-b
m

Derisim

Derisim (mg LY/ mg kg / pg L ™)

Sekil 2.10 Analitlerin kantitatif analizi

Kullanilan diger istatistiksel hesaplamalar, asagidaki 2.20, 2.21, 2.22 denklemlerde

gosterildigi gibi ortalama, standart sapma ve bagil standart sapmay1 icerir.

X (220)
X =%
n
SD: e \" T T
n-1
%BSS = > x100 (2.22)

X

burada X ortalama, SD standart sapma ve % BSS bagil standart sapmadir.
2.13. Kapiler Elektroforez ile Yapilan Calismalar

Erdogan Yavuz ve arkadaslari, optimize edilmis kosullarin belirlenmesi igin tam

faktoriyelin uygulandigi lahana ve yaprak bezelye sebzelerinde nitrat, nitrit ve oksalat
23



iyonlarmin eszamanli olarak belirlenmesi i¢in bir CZE yontemi gelistirmistir. 50 um X
42 cm (etkin uzunluk 35 cm) erimis silika kapiler kullanarak 30°C sicaklikta, -20 kV
potansiyel uygulayarak bu iyonlar1 ayirmislardir. Tampon ¢6zeltisi olarak 50 mM fosfat
tamponu (pH:3,5) ile 50 mbar basing ve 50 s enjeksiyon suresi kullanmiglardir (Erdogan
Yavuz ve Onar, 2012).

Erol Ozge ve arkadaslari, atesli silah kalintilarindaki nitrat ve nitritin eszamanl
olarak belirlenmesi i¢in bir CZE kullandilar. 214 nm'de UV 1sin1 ile pH 3,5' te 50 mM
sodyum fosfat tamponunda tayin yaptilar. Ulasilan LOD'lar sirasiyla 6,7 ve 4,3 UM idi
(Erol Ozge vd, 2017).

Takayanagi ve arkadaslari, igme suyundaki bromat iyonunu, dogrudan
fotometrik deteksiyon kullanarak kapiler elektroforez ile belirlemislerdir. Numune
cozeltisindeki bromat iyonu, -10 kV'de 50 s boyunca elektrokinetik enjeksiyon ile
kapiler kisimda konsantre edilmistir. Elektroforetik ayirma, uygulanan -25 kV gerilimde
yapilmis ve bromat iyonu, 193 nm dalga boyunda tespit edilmistir. Bromat iyonunun
alikonma zamani 5 dakika i¢inde tespit edilmistir (Takayanagi vd, 2006).

Amran ve arkadaslari, nehir suyunda bromir, bromat, iyodat, iyodur, nitrit, nitrat
ve selenit anyonlarinin 25 mM fosfat tamponu, 40°C kapiler sicakligi, 3,0 pH degerinde
ve -20 kV uygulanan potansiyel kullanilarak nehir killarinda ayrilmasi igin bir kapiler

elektroforez yontemi gelistirmiglerdir (Amran vd, 1993).

2.14. Kapiler Elektroforez Kullanmanin Avantajlar:

Kiglk numune hacmi gerekir (1-50 nL enjekte edilir)

Sinirli miktarda kimyasal ve reaktif gereklidir (finansal ve gevresel faydalar)
Sulu ortamlarda calisir

Basit enstriimantasyon ve yontem gelistirme

Otomatik enstrimantasyon

© o k~ w e

Segiciligi ve genis uygulama araligin1 degistirmek i¢in ¢cok sayida segeneklere
sahiptir.
7. Diger tekniklere (LC, TLC, SFC, GC) kiyasla daha genis analit se¢cimine

uygulanabilir
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8. Makro ve mikromolekillere uygulanabilir
9. Yukli ve notr coziinen maddeler icin gegerlidir
10. Modern detektor teknolojileri (DAD, MS) kullanilmaktadir.

2.15. Calismanin Amaci

Bu calismanin amaci, orta Karadeniz bolgesinde yetisen gesitli bitkilerde (cogu cay
inflizyonu olarak alinir) NOs,, NO2™ ve BrOsz™ 'lin eszamanli olarak belirlenmesi igin

secici, hizli, ucuz bir kapiler elektroforetik yontem gelistirmektir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanmilan Cihazlar

Deneyler, 190 ila 214 nm arasinda bir diyot 1s1m1 detektdriine sahip bir Agilent HP3P
kapiler elektroforez sistemi ile gergeklestirildi. Toplam uzunlugu 61,5 cm, 50 pum i¢
capli ve etkin uzunlugu 53,5 cm olan kaplanmamis Polymicro Technologies marka
erimis silika kolonlar kullanilmistir. Veri isleme Agilent Chemstation yazilimi
kullanilarak yapilmistir. pH; pH 1100 / pH 2100 Bench pH metre kullanarak
ayarlanmistir. Suyu saflagtirmak i¢in bir Milli-Q ultra saflagtirma sistemi (Millipore,
Bedford, MA, ABD) kullanildi. Tartimlar i¢in; Avery Berkel 0,0001 duyarlikta terazi

kullanilmastir.

3.2. Yikama Yontemi
1. Analizde kullanilan yeni kapilerin kosullandirilmasi:

Analizde kullanilan tiim yeni kapiler kolon ilk olarak 10 dakika boyunca 1M sodyum
hidroksit, 10 dakika 0,1M sodyum hidroksit, 2 dakika su ve 2 dakika fosfat tampon

¢oOzeltisi ile numune analizinde kullanilmadan 6nce kosullandi.
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IM NaOH
10 dk

!

0.1IM NaOH

10 dk

!

Su (H,0)
2 dk

!

Tampon

2 dk

2. Ara yikamada kapilerin kosullandirilmasi

Her caligmadan once kapiler, 2 dakika 0,1 M sodyum hidroksit, 2 dakika 0,1 M

hidroklorik asit, 2 dakika su ve 2 dakika tampon ¢ozeltisi ile kosullandi.
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0.1IM NaOH
2 dk

!

0.1M HCI

2 dk

!

Su (H,0)
2 dk

!

Tampon

2 dk

3. Analiz bittikten sonra kapilerin son kosullandirmasi

Son kosullu yikama, 1 dakikalik su ile yikamayr ve 1 dakikalik 0,1 M metanol
yikamasini igermistir. 0,1M metanol ile bir yikama, kararli bir baslangic c¢izgisi

(bazeline) saglamistir. Ayrica iyi bir gegis siiresi tekrarlanabilirligi de saglamistir.

0.1M Metanol
1 dk

!

Su (H,0)
1 dk
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3.3. Kullamlan Kimyasallar

Deneylerde kullanilan tiim kimyasallar daha fazla saflastirilmay1 gerektirmeyen analitik
safliktadir. Caligmada kullanilan sodyum nitrat, sodyum nitrit Carlo Erba’ dan,
potasyum bromate, sodyum dihidrojen fosfat Merck’ den ve % 96’ lik (w/w) fosforik
asit J.T. Baker’ dan temin edilmistir. Tum cozeltiler, deiyonize edilmis su ile
kullanilarak hazirlanarak 0,45 pm ‘lik bir membran filtreden stzildi ve 4 °C de

buzdolabinda muhafaza edilmistir.
3.4. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

100 mM 250 mL deiyonize su icinde monobazik sodyum fosfat stok ¢ozeltisi hazirlandi.
Stok ¢ozelti daha sonra istenen calisma derisimlerine seyreltildi. Arzu edilen pH,

hidroklorik asit ve pH metre kullanilarak ayarlandi.

10° ar mM’lik sodyum nitrat, sodyum nitrit ve potasyum bromatin stok ¢ozeltileri 50 mL
deiyonize su iginde hazirlandi.Her ¢ozeltinin 10 mM' 1, diyonize su ile istenen ¢alisma
derisimine seyrelterek standart c¢ozeltiler hazirlandi. Kalibrasyon egrilerinin elde
edilmesinde kullanilan tiim standart ¢ozeltiler, analitlerin stok ¢ozeltilerinin seyreltilmesi
ve iyonlarm bir karigiminin olusturulmasiyla hazirlandi. Geri alinabilirlik deneyleri,

numunelere bilinen standart iyon karisimi derisimlerinin ilave edilmesinden olusturuldu.
3.5. Orneklerinin Hazirlanmasi

Samsun' daki marketlerden G1 (kiraz sap1; kuru karisik bitki ¢ay1), G2 (kiraz sap1), G3
(kuru nar ¢icegi), G4 (kuru zeytin yapragi) ve G5 (siyah ¢ay) olmak iizere bes farkl
bitki 6rnegi satin alindi. Literatlrdeki bir numune hazirlama yontemine gore, her bir
numuneden 2,5 g tartilarak, 200 mL deiyonize su iginde 5 dakika kaynatildi. Ekstrakt
daha sonra 0,45 pum'lik bir filtreden siiziildi ve 4°C 'de buzdolabinda saklandi (Erdogan
Yavuz B vd, 2011).

T1 (rezene; bitki ¢ay1), T2 (kiraz sap1; bitki ¢ay1), T3 (bogiirtlenli ¢ay; karisik meyve
cay1), T4 (elma cay1; karisik meyve cay1), T5 (bitki ¢ay1), T6 (mistik gay; bitkisel ¢ay),
T7 (deren cay; siyah cay), T8 (yesil cay), T9 (siyah ¢ay) ve Karadeniz'in farkl
yerlerinde yetistirilen T10 (siyah ¢ay) Samsun kentindeki marketlerden satin alindi. Her
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bir cay markasindan, 2,5 g tartilarak, 200 mL deiyonize su iginde 5 dakika kaynatildi.
W1 (dogal kaynaksuyu), W2 (dogal kaynak suyu), W3 (aritilmis musluk suyu) ve W4
(laboratuvardaki musluk suyu) olarak adlandirilan tim su numuneleri de 0,45 pm 'lik bir
filtreden stizildl ve analizden 6nce 4°C 'de buzdolabinda saklandi. Her numune (¢ kez

analiz edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Yontem Optimizasyonu

4.1.1. Fosfat tampon derisimi, voltaj ve sicakhgin incelenmesi

Cizelge 4.1. Tam faktoryel kemometrik tasarrmpH Oncelikle 3,0' da sabit tutarak

tampon derisimi ve kapiler sicakligi tam faktoryel kemometrik tasarim kullanarak

belirlendi.
Tampon
Deney | derisim | Sicakhk | Voltaj | NOs NO2 BrOs
No (mM) (°C) (kV) | DPA DPA DPA
7,5889 -
1 50 20 15 35,4670
5 70 20 15 18,3788 4,2027 -
3 50 40 15 40,7278 8,8598 4,8439
4 70 40 15 16,4918 3,4592 -
5 50 20 20 23,1445 49142 4,4910
6 70 20 20 12,0360 2,9451 -
7 50 40 20 24,1360 5,1118 4,3089
8 70 40 20 16,5296 4,0605 2,0079

DPA,; Diizeltilmis Pik Alani

Cizelge 4.1' de goriildiigi gibi, tum analitler icin en ylksek diizeltilmis pik alanlari en
uygun 40 °C ‘da elde edildi. Sekil 4.1 deki elektroferogram, 50 mM'" lik sabit bir
tampon derisiminde sicaklik ve voltajin tim piklerin go¢ zamani tizerindeki etkisini

gostermektedir.
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5] T1

s T2

Sekil 4.1 Sicaklik ve voltajin piklerin go¢ zamanin tizerindeki etkisi,
voltaj; -20 kV, kapiler uzunluk; 61,5 cm (etkin uzunluk 53,5 cm) i¢ ¢ap; 50 um, dalga
boyu; 200 nm, tampon derisimi; 50 mM fosfat tamponu, pH; 3,0, enjeksiyon siresi; 50
mbar x 30 s, elektroferogram T1; -15 kV uygulanan voltaj; 20 °C sicaklik ,
elektroferogram T2; -15 kV uygulanan voltaj; 40 °C sicaklik, elektroferogram T3; -20
kV uygulanan voltaj; 40 °C sicaklik : Pikler; a: Nitrat, b: Bromat, c: Nitrit.

4.1.2. Fosfat tampon derisimi, voltaj ve sicakhigr pik alan tGzerindeki etkileri

Her bir analit icin tampon derisimi, sicaklik ve voltaj’in diizeltilmis pik alan tizerindeki

ana etkileri asagidaki grafiklerde gdsterilmektedir.
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Nitrat Dizeltilmis Pik Alar

Sekil 4.2 Nitrat i¢in tam faktoryel ana etkiler grafigi

Bromat Diizeltilmis Pik Alani

Tampon derisimi

Sicaklik

Voltaj

325

300

275

25.0-

225 -

20.0 -

175

15.0

20

Tampon derigimi

Sicaklik

Voltaj

N
o

w
v
1

w
o
I

2.5

50 70

Sekil 4.3 Bromat i¢in tam faktoryel ana etkiler grafigi
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Tampon derisimi Sicaklik Voltaj
7.0

6.5
6.0
55

s /

45

Nitrit Dlzeltilmis Pik Alani

4.0

35
50 70 20 40 15 20

Sekil 4.4 Nitrit igin tam faktoryel ana etkiler grafigi

4.1.3. pH, tampon derisimi, uygulanan voltaj ve sicakhigin etkisi

Fosfat, borat gibi inorganik tamponlar ¢ok az UV absorpsiyonu gosterdikleri igin
kapiler elektroforezde kullanilmaktadir. Bu sebeple 190-210 nm gibi ¢ok diisiik dalga
boylarinda ve diisiik pH' da inorganik anyonlarin analizi i¢in uygundur (S&nger, 2012
). Bundan dolay1, bu ¢alismada bir fosfat tamponu segilmis ve nitrat, nitrit ve bromatin
ayrilmasi1 iizerindeki pH etkisini incelemek igin 2,5-3,5 arasindaki pH araligi
secilmistir. 50 mM fosfat tampon derisimi, uygulanan -20 kV voltaj ve kapiler sicaklik
40°C sabit tutulurken, pH'in nitrat, nitrit ve bromat iyonlarinin ayrilmasi tizerindeki
etkisi incelenmistir. Sonuclar, nitrit iyonunun, 2,5 pH' da analizden sonraki 16 dakika
icinde ortaya ¢ikmadigini gosterdi. pH' in 3,0" a yukseltilmesi, alikonma zamanini 10
dakikaya diisiirdii, ancak hala nitrit gec gelmekteydi. U¢ analitin eszamanli olarak
tayini igin arzu edilen analiz suresi, Sekil 4.5' te gosterildigi gibi pH 3,5 yapilarak elde
edildi.
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Sekil 4.5. pH degerinin gé¢ zamanin {izerindeki etkisi,
voltaj; -20 kV, kapiler uzunluk; 61,5 cm (etkin uzunluk 53,5 cm) i¢ cap; 50 um, dalga
boyu; 200 nm, tampon derisimi; 50 mM fosfat tamponu, sicaklik; 40 °C, enjeksiyon; 50
mbar x 30 s, Pikler; a: Nitrat, b: Bromat, c: Nitrit, elektroferogram 1: pH; 2,5
elektroferogram 2: pH; 3,0 elektroferogram 3: pH; 3,5

4.1.4. Box-Behnken kemometrik yéntem uygulanmasi

Diger faktorlerin etkisini incelemek ve yontemin optimal kosullarini belirlemek igin
Box-Behnken kemometrik tasarim kullanilmistir. Bu tasarim, her biri {i¢ diizeyde
degisen li¢ faktoriin dogrusal, kuadratik ve capraz iiriin etkilerinin arastirilmasina
yardimci olur, bunlar arasinda {i¢ ¢ogaltma i¢in ii¢ merkez noktasi bulunur (Maran
vd, 2013; Tekindal, 2012). Bu ¢alismada, incelenmekte olan {i¢ faktér tampon pH
(X1), tampon derisimi (X2) ve uygulanan voltaj (X3) dir. Ug faktériin her biri sirasiyla
+1, 0 ve -1 olarak belirtilen yiiksek, orta ve diisiikk seviyeye ayarlanmistir. Cizelge
4.2°de, 3 seviyede ayarlanan 3 faktor icin bir Box-Behnken tasariminda 15 deneyin
gerceklestirilmesinden elde edilen sonuglari goéstermektedir. Bu ¢alismada
kemometrik modeller icin test edilen ana cevap nitrat, nitrit ve bromat icin
diizeltilmig pik alanlariydi. Cok degiskenli varyans analizi (ANOVA) minitab 18
kullanilarak yapildi. Nitrat, bromat ve nitrit i¢in dizeltilmis pik alani, pik alanin goé¢

zamanina boliinmesiyle hesaplanmustir.
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Cizelge 4.2. 15 ¢alisma ve 3 parametreli Box-Behnken deney tasarimi

NO3z" BrOs NO2

Dene  Derisim  Voltaj Diizeltilmis ~ Diizeltilmis  Diizeltilmis

y (mM) (kV) pH PA PA PA

1 50(-1) 20(-1)  3,25(0) 485372 10,9151 12,6454
2 70(+1) 20(-1)  3,25(0) 42,2910 94574 11,8719
3 50(-1) 25(+1)  3,25(0) 14,2857  3,2313 3,9121
4 70(+1)  25(+1)  325(0) 16,1278  3,8797 3,9137
5 50(-1)  22,5(0) 3,00(-1) 159894  3,6811 2,9021
6 70(+1) 22,5(0) 3,00(-1) 19,3914 4,1533 2,5864
7 50(-1) 22,5(0) 3,50(+1) 19,7343 6,5901 7,2461
8 70(+1)  22,50) 350(+1) 19,1510 42164 5,9350
9 60(0) 20(-1)  3,00(-1) 13,4122  3,0575 2,2369
10 60(0) 25(+1)  3,00(-1) 16,3636 3,6093 3,4657
11 60(0) 20(-1)  3,50(+1) 42,2692  9,5238 10,2787
12 60(0) 25(+1) 3,50(+1) 19,7947  4,2716 5,7594
13 60(0) 225(0) 3,25(0) 43,4517 96135 13,5897
14 60(0) 22,5(0)  3,25(0) 43,4783 9,2556 13,0103
15 60(0) 22,5(0)  3,25(0) 42,9711 9,0552 13,1095

PA; Pik Alan:

Cizelge 4.3' te gOriildiigii gibi, ¢ok degiskenli analiz, elde edilen regresyon katsayilari
(R?) bir Box-Behnken tasarimi i¢in kabul edilebilir aralikta oldugunu ve kemometrik
modellerin hepsinin diizeltilmis pikin belirlenmesi i¢in anlamli oldugunu (P < 0,05)
gosterdi (Arida vd, 2016; Dudhipala ve Janga, 2017).
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Cizelge 4.3. Box-Behnken tasarimi igin kemometrik modeller

Analit Kemometrik modeller RZ P
degeri
(<0,05)

Nitrat Diizeltilmis Pik Alani = 4008+ 9,89x, +55,2x,, +1939x, —0,0869x,x, — 0.688X,X, 0,879 0,045

— 256, 7x,X, +0,081x,x, —0,40x,X, —10,17X,X,

Bromat Duzeltilmis Pik Alan1 = —1401+3,67x; +21,8x, + 650x5 —0,0296 X; X; —0,351X,X, 0,905 0,041
—89,8%3X5 +0,0078x%,X, —0,100%, X5 —2,30X,X5

Nitrit ~ Duzeltilmis Pik Alam = -855+2,15x, +12,52x, +407,3x, —0.01446x,x, —0.159x,x, 0,907 0,033
—51,2x,X, +0,0211x,x, — 0,285X,X, — 2,32X,X,

X1 = Tampon derisim (mM); X, = Uygulanan Voltaj (kV); X3 = Tampon pH; R2 = Artiklar kullanarak

logaritmik olasilik grafiklerinin regresyon katsayist

x1 x2 x3
n

% pik alan 'in ortalama
©o

,oda
Nitrat zeltilm

50 60 70 20 22 24 3.0 3.2 3.4

Sekil 4.6 Nitrat icin Box-Behnken tasarimi ana etkiler grafigi
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x1 x2 x3

N\ /N

60 70 20 22 24 3.0 3.2

Sekil 4.7 Bromat igin Box-Behnken tasarimi ana etkiler grafigi

x1 x2 x3

60 70 20 22 24 3.0 3.2

Sekil 4.8 Nitrit igin Box-Behnken tasarimi ana etkiler grafigi
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Bu c¢alismada, faktorlerin diizeltilmis pik alanini nasil etkiledigini incelemek i¢in her
analit i¢in ana etki grafiginin ¢izilmesiyle optimum kosullar belirlenmistir. Sekil 4.6,
4.7, 4.8'de gosterildigi gibi, tiim analitler igin grafiklerde egrilik vardi. Tiim analitler
icin tampon derisiminin arttirilmast, diizeltilmis pik alaninda maksimum 60 mM'de bir
artis sagladi. Uygulanan voltajin 22,5 kV'da dlzeltilmis bir maksimum tepe alani
vardi. PH'1n etkisi, diizeltilmis pik alanda pH 3,0 ila 3,25 arasinda bir artis gosterdi. .
Bununla birlikte, ana etki grafiginin 3,25'lik bir pH'in uygun oldugunu gostermesine
ragmen, ¢alismanin amacinin bir kismi, Sekil 4.6, 4.7, 4.8'de gosterildigi gibi sadece
3,5'lik bir pH'da elde edilebilen hizli bir analiz elde etmekti. Bu nedenle, optimal
kosullarin 3,5 pH, -22,5 kV uygulanan voltaj, 40°C sicaklik ve 60 mM fosfat tampon

derisimi olarak secilmesidir.

4.2. Yontem Validasyonu

4.2.1. Dogrusallik

0,5-65 mg L arasindaki derisimlerde kalibrasyon egrileri hazirlandi. Sonuglar, Sekil
4.9, 4.10, 4.11 gosterildigi gibi 0,993 ile 0,998 arasinda iyi bir korelasyon katsayilarina
sahiptir. Kalibrasyon grafiklerinin kesisme noktalarindaki standart sapmalar, MS Excel
kullanilarak hesaplandi. Daha sonra kesisme degerine ii¢ kez standart kesisme sapmasi
ilave edildi ve karsilik gelen derisim, g0zlenebilme smir1 (LOD) olarak hesaplandi.
Kesisimin on kat standart sapmasi ayni sekilde kullanilarak, karsilik gelen derigim tayin
smirt (LOQ) olarak belirlendi.
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Sekil 4.10. Bromat Kalibrayson egirisi

40




NO,

7.00 -
y = 31960x+ 0.0983
6.00 1 R? =0.9998
_ 5.00 -
2
X 400
o
E
£ 3.00
3
:3
2.00 -
1.00 -
0.00 ; ; ; ; .
0.0E+00 5.0E-05 1.0E-04 1.5E-04 2.0E-04 2.5£-04
Derisim (mol L)
Sekil 4.11. Nitrit kalibrayson egirisi
Cizelge 4.4. Yontemin dogrusal performansi
Parametre Nitrat Bromat Nitrit
Dogrusallhik
Dogrusal aralik 0,5-65 0,5-65 0,5-65

(mg L™)
Egim i¢in gliven
araligi
Kesim noktasi
icin giiven aralig1
LOD (mg L)
LOQ (mg L)

48458,51+870,92

0,1431+0,13

0,49
1,63

1,25
4,16

23162,27 £753,29

0,230782+0,08

31959, 6 + 246,59

0,0983+0,02

0,11
0,35
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4.2.2. Tekrarlanabilirlik

Yontemin hassaslik arastirmalari giin igi ve giin arasi tekrarlanabilirlik sonuglar1 yizde
bagil standart sapma (% BSS) acisindan analiz edilerek yapildi. Giin igi
tekrarlanabilirlik, analitlerin standart bir karigimi i¢in giinlin farkli zamanlarinda ii¢
enjeksiyon yapilarak hesaplanmistir. Giinler arasi tekrarlanabilirlikler, farkli giinlerde
standart analit karistminin tek bir enjeksiyonunun arka arkaya yedi glin yapilmasiyla
degerlendirildi. Elde edilen sonuglar, go¢ zamaninda hem giin i¢ci hem de giinler arasi
tekrarlanabilirlikler icin 1,59' dan daha disiik bir bagil standart sapma gosterirken, hem
analitik hem de gun ici tekrarlanabilirlikler tim analitler igin diizeltilmis pik alan igin

5,97" den diisiik degerler gozlenmistir.
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Cizelge 4.5. Yontemin tekrarlanabilirlik performansi

Parametre Nitrat Bromat Nitrit

Gun ici
tekrarlanabilirlik
(n=3)
Ortalama 7,53 2,20 4,23
Diizeltilmis Pik
Alani
Diizeltilmis Pik 2,03 4,55 3,61
Alan1 (% BSS)
Ortalama Gog¢ 3,17 4,19 4,93
Zamani
GO¢ Zamani (% 0,93 1,03 1,59
BSS)
Gun aras1
tekrarlanabilirlik
(n=7)
Ortalama 8,33 2,73 4,83
Diizeltilmis Pik
Alani
Diizeltilmis Pik 1,39 2,11 5,97
Alan1 (% BSS)
Ortalama Gog¢ 3,20 4,23 5,00
Zamani
GO¢ Zamant 0,72 0,90 1,34
(% BSS)

4.2.3. Geri alimabilirlik
Geri kazanim analizleri standart ekleme yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Tim
nitrat, nitrit ve bromat anyonlarinin standart ¢ozeltileri, ti¢ farkli derisimde (0,1, 0,3 ve
0,5 uM) tiim numunelere ilave edildi.
% Geri alinabilirligin hesaplanmasinda kullanilan formiil ve elde edilen tiim geri
alinabilirlikler Cizelge 4.6' da gosterilmistir.

standart eklenmis numune derisimi 5 (4.23)

eklenen standardin derigimi

% Geri alinabilirlik = 100
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Cizelge 4.6. Ug farkl: derisimde nitrit, bromat ve nitrit anyonlar1 igin % geri alinabilirlik

degerleri

Sample Nitrat Bromat Nitrit
Gl 103,75 103,46 105,69
G2 90,71 97,52 93,30
G3 92,92 107,49 109,11
G4 101,36 106,98 98,29
G5 90,99 95,73 93,30
Tl 109,09 100,01 104,03
T2 112,62 100,76 107,95
T3 85,74 92,59 95,80
T4 84,45 102,45 94,33
T5 88,17 101,26 98,46
T6 92,35 96,03 94,73
T7 92,90 95,74 96,63
T8 85,09 98,97 85,15
T9 99,50 90,23 95,90
T10 91,82 101,01 95,80
w1 100,16 101,42 90,99
W2 95,36 95,73 93,51
W3 90,21 93,42 97,80
W4 99,34 104,99 103,62

4.3. Yontemin Orneklere Uygulanmasi

4.3.1. Nitrat ,nitrit ve bromat iyonlarin bitki 6rneklerinde tayini

Bu calisma icin bes bitki 6rnegindeki mg L cinsinden belirlenen analit derisimleri,
Cizelge 4.7'de gosterilmektedir. Incelenen bitki drnekleri igin nitrat, nitrit ve bromat
derisimleri, gidalarda WHO tarafindan belirlenen maksimum kabul edilebilir gunlik

alim sir1 ile karsilastirildi (nitrat iin 3,7 mg L, nitrit icin 0,07 mg L™ ve bromat igin
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0,01 mg L7). Sekil 4.12° de ise bes farkli bitki &rneklerindeki anyonlarin

elektroferogramlar1 gorilmektedir.

"]
.l Gl /\ a b ¢

G2 a

o G3 | @ Jd

o G4 a
0 T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 mi
mAU
204
G5

Sekil 4.12. Bes farkli bitki 6rneginin elektroferogrami,
voltaj; -22,5 kV, kapiler uzunluk; 61,5 cm (etkin uzunluk 53,5 cm) i¢ ¢ap; 50 pm,
dalga boyu; 200 nm, tampon derisimi; 60 mM fosfat tamponu, sicaklik; 40 °C, pH; 3,5,

enjeksiyon; 50 mbar x 30 s, Pikler; a: nitrat, b: bromat, c: nitrit

Cizelge 4.7. Bitki 6rneklerinde nitrat, nitrit ve bromat derisimleri (n=3)

Ornek  Nitrat (mg Lt +SD) Nitrit(mgL*+SD) Bromat (mg L+ SD)

Gl 13,10 £ 0,62 bLQ bLQ
G2 2,00+ 0,16 nd nd
G3 19,67 £ 0,88 nd nd
G4 3,35+ 0,001 nd nd
G5 bLQ nd nd

nd; tayin edilmedi , bLQ; Tayin Smirinin Altinda.

Sonuglar G1 (kiraz sap1; kuru karisik bitkisel ¢ay; 13,10 + 0,62 mg L) ve G3 (kuru nar
cicegi; 19,67 + 0,88 mg L) numuneleri igin nitrat miktarlarmin kabul edilen giinlik
alim miktarinin (ADI) ¢ok iistiinde oldugunu gdosterdi. Ornek G2 (kiraz sap1; 2,00 + 0,16
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mg L) ve G4 (kuru zeytin yapraklari; 3,35 = 0,001 mg L) nitrat derisimleri ADI
degerinden daha az bulunmustur. Ote yandan nitrat G5 &rneginde (kuru siyah cay) tespit
edilebilir, ancak tayin smirinin altinda bulunmustur. Diger taraftan bromat derisimi,
yalnmiz 6rnek GI' de (kiraz sap1; kuru karigik bir bitkisel ¢ay) tesbit edilebilir fakat tayin
siirmin altinda kalmistir. Nitrit derisimi ise, sadece 6rnek G1 (kiraz sap1; kuru karigik
bir bitkisel c¢ay) tayini sinirinin altinda kalmistir. Diger bitki drneklerinde higbir nitrit
tayin edilememistir.

Ornek G1'de (kiraz sap1; kuru karisik bir bitkisel ¢ay) elde edilen yiiksek nitrat
degerleri, kotii imalat uygulamalarindan ve sik sik anyonik icerigi artiran tatlandiricilarin
ve diger bitkilerin eklenmesinden kaynaklanabilir (Minca vd, 2013). Numune G2 (kiraz
sap1; kuru cubuklar) numune G1'e (kiraz sap1; kuru karisik bir bitkisel ¢ay) kiyasla diistik
nitrat icerigine sahiptir. Bundan, 6rnegi bitkisel ¢ay karisimindan ziyade ¢ubuklarindan
bir gay inflizyonu olarak tiiketmenin daha giivenli oldugu sonucuna varilabilir. Ote
yandan, ornek G3'teki (kuru nar ¢icegi) yiiksek nitrat icerigi, bitkilerin yetistirildigi
topraklara giibre ilavesinden kaynaklanmis olabilir. G2 (kiraz sapi; kuru g¢ubuklar), G4
(kuru zeytin yapraklari) ve G5 (kuru siyah g¢ay) orneklerindeki diisiik nitrat, nitrit ve
bromat miktarlarinin, yetistirme sirasinda iyi tarim uygulamalarina bagli oldugunu
belirtmek zorunludur. Bu bitkilerin siireci. Ornek Gl'de (kiraz sapi; kuru karisik bir
bitkisel cay) bromatin izlenmesi, bitkilerin sulanmasinda kullanilan suyun bromat ile
kirlenebilecegini ima edebilir. Tiim bitki 6rneklerindeki nitrat derisimi i¢in p < 0,05'te
iki yonli bir ANOVA testi yapildi ve sonuglar, en yiiksek nitrat icerigine sahip G3

ornegi (kuru nar ¢igegi) ile dnemli bir fark oldugunu ortaya koydu.
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4.3.2. Nitrat, nitrit ve bromat iyonlarimin ¢ay érneklerinde tayini

Bu calisma igin on cay ornegindeki mg L™ cinsinden belirlenen analit derisimleri

Cizelge 4.8'de gosterilmektedir.

Cizelge 4.8. Cesitli ¢ay orneklerinde nitrat, nitrit ve bromat derisimleri (n = 3)

rnek Nitrat (mg L+ SD) Nitrit (mg L' +SD) Bromat (mg L™+ SD)

Rezene (T1) 3,24 £ 0,61 nd nd
Kiraz saph 13,10 + 0,62 bLQ nd
(T2)

Bogiirtlenli 3,33+0,11 bLQ nd
(T3)

Elma cay (T4) 2,70 £ 0,53 nd nd
Geleneksel 2,54 £ 0,87 nd nd
(T9)

Mistik 2,42 + 0,69 nd nd
cay(T6)

Deren (T7) 2,71+0,21 bLQ nd
Yesil gay (T8) 2,89 +0,13 nd nd
Siyah Cay bLQ nd nd
(T9)

Siyah Cay bLQ nd nd
(T10)
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Sekil 4.13. T1, T2, T3 gay 6rneklerinin elektroferogrami,
voltaj; -22,5 kV, kapiler uzunluk; 61,5 cm (etkin uzunluk 53,5 cm), i¢ ¢ap; 50 um, dalga boyu;
200 nm, tampon derisimi; 60 mM fosfat tampon, sicaklik; 40 °C, pH; 3,5, enjeksiyon; 50 mbar x

30 s, Pikler; a: nitrat, b: bromat c: nitrit
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Sekil 4.14. T4, T5, T6 cay Orneklerinin elektroferogramu,
voltaj; -22,5 kV, kapiler uzunluk; 61,5 cm (etkin uzunluk 53,5 cm), i¢ ¢ap; 50 um, dalga
boyu; 200 nm, tampon derisimi; 60 mM fosfat tamponu, sicaklik; 40 °C, pH; 3,5, enjeksiyon;

50 mbar x 30 s, Pikler; a: nitrat, b: bromat, c: nitrit
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Sekil 4.15. T7, T8, T9, T10 ¢ay orneklerinin elektroferogramu, voltaj; -22,5 kV, kapiler
uzunluk; 61,5 cm (etkin uzunluk 53,5 cm), i¢ ¢ap; 50 um, dalga boyu; 200 nm, tampon
derisimi; 60 mM fosfat tamponu, pH; 3,5, sicaklik; 40 °C, pH; 3,5, enjeksiyon; 50 mbar x

30 s, Pikler; a: nitrat, b: bromat, c: nitrit

Turkiye'de c¢alisilan bitkilerde nitrat, nitrit ve bromat iyonlarmin derisimlerini
Karsilastirmak i¢in kullanilabilecek benzer bir ¢alisma olmadigi belirtilmelidir. Bununla
birlikte, elde edilen sonuglar, nitrat icin 3,7 mg L™, nitrit icin 0,07 mg L ve bromat
icin 0,01 mg L-1 olan gidalarda WHO tarafindan belirlenen maksimum kabul edilebilir
glinliik alim smir ile karsilastirildi. Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15 on cay
ornegindeki anyonlarin pikleri i¢in elektroferogramlari gostermektedir.

Elde edilen sonuglar, T2' nin Kiraz sap; bitki ¢ay1) nitrat igin ayarlanan 3,7 mg L
siirinin ¢ok iizerinde olan 13,10 + 0,62 mg L en yiiksek nitrat derisimine sahip
oldugunu gostermistir. Bromat iyonu 6rnek T2 numunesinde tayin edildi, ancak derisim
tayin sinirinin altinda bulunmustur. Nitrit iyonu ise T2' de tayin edilemedi.

Ornek T1 (rezene; bitki ¢ay1) 3,24 + 0,61 mg L™ nitrat derisimi ile 6rnek T3'te
(bogiirtlenli ¢ay; karisik meyve cayi) belirlenen 3,33 + 0,11 mg L™ derisimi birbirine

yakin bulunmustur. T1 ve T3 i¢in nitrat miktarlarinda herhangi bir istatistiksel fark olup
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olmadigini belirlemek icin iki yonli bir ANOVA testi yapildiginda, sonuglar istatistiksel
bir fark olmadigini ortaya koymustur (p < 0,05). Bromat ve nitrit iyonlart hem T1 hem de
T3 numunelerinde tespit edilemedi. Degerler, nitrit icin, diinya saglik orgiitii (WHO)
tarafindan belirlenen 3,7 mg L nitrat sinirinin altinda bulunmustur.

T4 (Elma cay1), T5 (Geleneksel cay), T6 (mistik cay), T7 (deren cay) ve T8
(yesil cay) drnekleri icin nitrat derisimleri sirasiyle, 2,70 + 0,53 mg L, 2,54 + 0,87 mg
Lt 2,42 £ 0,69 mg Lt 2,71+0,21 mg L ve 2,89 +0,13 mg L olarak bulunmustur.
Belirlenen nitrat derisimleri WHO tarafindan belirlenen smirin altindadir. Nitrit ve
bromat iyonlari tiim numunelerde tespit edilemedi. T9 ve T10 6rneklerinde oldugu gibi,
nitrat derisimleri tayin sinirinin altinda kalmistir. Bromat ve nitrit iyonlar: ise tespit
edilemedi.

Gelistirilen yontem daha Once yapilmis benzer caligmalarla karsilastirildiginda,
gbzlemler yontemimizin analitlerin daha kiiciik go¢ siiresi acisindan ¢ok daha iyi
oldugunu gosterdi ve bdylece iyi bir pik temel ¢izgisi (baseline) ve pik ayrilabilirligi ile
hizl1 bir ayrilma sagladi. Ornegin, Amran vd. (1993) tarafindan su drneklerinde yapilan
bir ¢aligmada nitrat, bromat ve nitrit iyonu i¢in ortalama giin i¢i go¢ siireleri sirasiyle,
3,98 dakika, 5,24 dakika ve 9,26 dakika olarak bildirilmistir. Bizim ¢alismada ise go¢
stireleri sirastyla 3,17 dakika (NOz’), 4,19 dakika (BrO3’) ve 4,93 dakika (NO2) olarak
daha kiictik elde edilmistir. Diger yandan, Erdogan Yavuz vd. (2011) sebzelerde yapilan
caligmada bildirilen nitrat’ in gog siiresinden kiigiik (3,67 dakika) ve nitrit (4,82 dakika)
degerleri ile uyumlu bulunmustur.

Genel olarak bu g¢alismada elde edilen tim cay numuneleri i¢in Cizelge 4.8' de
gosterilen nitrat igeriginin, incelenen ¢esitli ¢cay orneklerinde Michalski (2006) ve
Yusenko vd. (2013) tarafindan bildirilen degerlerden daha diisiik oldugu bulunmustur.
WHO tarafindan onerilen ortalama giinliikk alim sinirinin iizerinde nitrat igerigine sahip
cay numuneleri icin, fazla miktarda giibre kullanimini azaltarak bu ¢aylarin yetistirildigi

bolgelerde 6nlemlerin alinmasi tavsiye edilir.
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4.3.3. Nitrat, nitrit ve bromat iyonlarin su érneklerinde tayini

Su numunelerinde belirlenen nitrat derisimi Cizelge 4.9' da gosterilmektedir. Iki farkli
markadaki dogal su 6rneklerinde en yiiksek nitrat derisimi 6rnek W3’ e aittir ve 2,50 mg
Lt dir. W1 ve W2 &rneklerinde ise nitrat derigimi sirastyla 1,90 ve 1,92 mg Lt

bulunmustur.

Cizelge 4.9. Cesitli su drneklerinde bulunan nitrat, nitrit ve bromat derigimi (n = 3)

Ornek Nitrat (mg L 1#SD)  Nitrit (mg L' +SD) Bromat (mg L™ + SD)
Dogal kaynak

suyu (W1) 1,90+ 0,16 nd nd
Artilmisg

musluk suyu 1,92 £ 0,34 nd nd
(W2)

Dogal kaynak

suyu (W3) 2,50 £ 0,04 nd nd
Laboratuvar

musluk suyu

(W4) 5,30 + 0,31 nd bLQ
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g Wl a

= W4 a

T T T T T
1 2 3 4 5

min

Sekil 4.16. Dort farkli su 6rneginin elektroferogrami. Voltaj; -22,5kV, kapiler uzunlugu;

61,5 cm (etkin kapiler uzunlugu 53,5 cm), i¢ ¢ap; 50 um, dalga boyu; 200 nm, tampon
derisimi; 60 mM fosfat tamponu, sicaklik; 40 °C, pH; 3,5, enjeksiyon; 50 mbar x 30 s,

Pikler; a: nitrat

Su Ornekleri arasinda derisimde istatistiksel fark olup olmadigini belirlemek igin iki
yonlu anova testi yapildi. Test, W1 ve W2 numunelerinin nitrat igerigi arasinda anlaml
bir fark olmadigin1 (P < 0,05) gosterdi. Diger taraftan, 6rnek W4' teki (laboratuvar
musluk suyu: 5,30 + 0,31 mg L) nitrat icerigi diger su &rneklerinden daha yiiksektir. Bu
yuksek degerin nedeni, laboratuvarlara gelen suyun baslangigta igme amagli olmamasi
ve dolayisiyla aritma islemlerinin tam yapilmamasi olabilir. Ote yandan, incelenen tiim
su Orneklerinde bromat iyonu saptanamamustir. Nitrit, numune W4' te saptanabilirdi,
ancak derisim, tayin siirinin altinda bulunmustur.

Incelenen su &rnekleri igin elde edilen nitrat sonuglar: literatiirde bildirilen
degerlerle karsilagtirildi. 2001 yilinda Yang vd. tarafindan ABD'deki Massachuselts'teki
sehir suyu, ylizey suyu ve siselenmis su Orneklerindeki anyonlarin analizi i¢in kapiler
elektroforez kullanilarak yapilan bir calismada, siselenmis su Orneklerindeki nitrat
derisimleri 4,0 ile 4,46 mg L™ arasinda bulunmustur (Yang vd, 2001). Bizim calismada
1,90 ile 2,50 mg L? arasinda degisen su ornekleri igin elde edilen degerler, bu
calismada bildirilen degerlerin altinda bulunmustur. Lowell sehri ve Nashua sehri i¢in

musluk suyunda nitrat derisimi 1,2 ve 1,6 mg L olarak belirlenmistir. Bununla birlikte,
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530 mg L laboratuvar musluk suyu degeri Yang vd. (2001) tarafindan bildirilen
musluk suyu degerlerine gore daha yiiksek bulunmustur. Khan vd. (2016) tarafindan
Suudi Arabistan'da yapilan bir igme suyu ¢alismasinda nitrat, nitrit ve bromat iyonlarinin
eszamanli olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada 20 farkli sise suyu numunesinde
belirlenen nitrat derisimleri 0,97 ila 9,65 mg L™ arasinda degismektedir. Bizim
calismada siselenmis su ornekleri igin elde edilen degerler 2,60 mg L 'in altinda

oldugundan genel olarak diistiktii.
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5. SONUG VE ONERILER

Sonug olarak, se¢ilmis bazi gergek numunelerde nitrat (NO3’), nitrit (NO2) ve
bromat (BrOs’) iyonlariin eszamanli olarak belirlenmesi igin hizli ve segici bir kapiler
elektroforetik yontem gelistirilmistir. Ug faktorlii Box-Behnken tasarimi, 6nemli
modellerle (P < 0,05) ve sadece 15 deneyle regresyon Katsayilar1 ile deney kosullarinin
hizl bir sekilde optimizasyonunu sagladi. Bu ¢alismanin optimal kosullari, pH 3,5 fosfat
tamponu, 40 °C sicaklik ve uygulanan -22,5 kV voltaj ve 60 mM tampon derisimi olarak
belirlenmistir. Yontem validasyon sonuglart kabul edilebilir sinirlarda ve ydntem,
Tiirkiye'nin Karadeniz bolgesinde bulunan 5 yesil bitki 6rnegindeki nitrat (NO3"), nitrit
(NO2) ve bromat (BrOs’) iyonlarinin analizine uygulandi. Yontem ayrica 10 farkli ¢ay
Orneginin, laboratuvardaki musluktan gelen suyun, aritilmis musluk suyu ve iki farkl
marka dogal kaynak suyu 6rneginin analizine uygulanmistir.

Incelenen bitki 6rnekleri arasinda G1 (kiraz sap1; kuru karisik bitkisel ¢ay; 13,10
+0,62 mg L) ve G3 (kuru nar ¢icegi; 19,67 + 0,88 mg L) icin yliksek nitrat degerleri
bulunmustur. T2 (kiraz sap1; 13,10 £ 0,62 mg L) tim cay numuneleri icin en yiiksek
nitrat igerigine sahiptir. W4'in (laboratuar musluk suyu) incelenen su drnekleri arasinda
yiiksek bir nitrat igerigi 5,30 + 0,31 mg L idi. Geri kalan numuneler, WHO tarafindan
kabul edilen 3,7 mg L degerinin altinda nitrat icermektedir.

Bromat iyonu sadece Gl (kiraz sapi; kuru karnisik bitkisel cay) ve W4
(laboratuvar musluk suyu) orneklerinde saptanabildi ve miktar sinirinin altinda bulundu.
Ote yandan nitrit iyonu sadece G1 (kiraz sap1; kuru karisik bitkisel cay), T2 (kiraz sapi),
T5 (geleneksel gay), T7 (deren cay) ve T8 (yesil ¢ay) 6rneklerindeki yontemle tespit
edilebilir. Tiim bu drneklerde, derisim giinliik alim miktar sinirinin altindayd.

Calisma sirasinda karsilasilan temel zorluk, kapiler elektroforez yonteminin

1x10% mol L in altindaki derisimleri tespit edememis olmasidir.
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