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ABSTRACT

In this work; the optimum conditions of the differential pulse polarographic method conditions of the
polarographic reduction of diphenylnitrosoamine which was occured by nitrite ion and diphenylamine in
perchloric acidic medium and thiocyanate ion as catalyst, were determined. At these polarogram conditions,
nitrite ion gave a maximum diffusion current at -0.56 V. The differential pulse polarograms were obtained by
working at these conditions with 1 mL portions of the solutions containing 0.5-2.5 pg/mL nitrite ion (n=5). A
calibration graph was plotted between the mean of maximum diffusion current values determined at -0.56 V
(Ia) and the last nitrite concentrations (0.02-0.1pg/mL). The linear equation of the calibration graph was
calculated by regression analysis as Iy = 445 ¢ + 4.78 (r = 0.9997). The differential pulse polarographic
method was applied for nitrite determination in five saliva samples. The Standard addition method was
applied to eliminate matrix effect.

Keywords: Polarography, Nitrite, Saliva, Diffusion current.

DIiFERANSIYEL PULS POLAROGRAFIK YONTEMLE NiTRiT MiKTAR TAYiNi
OZET

Bu ¢alismada nitrit iyonunun perklorik asitli ortamda, tiyosiyanat iyonunun katalizor etkisinde difenilamin ile
olusturdugu difenilnitrozaminin polarografik olarak indirgenmesine dayanan diferansiyel puls polarografik
yontemin optimum kosullar1 belirlendi. Bu polarogram kosullarinda nitrit iyonunun -0.56 V’da maksimum
diflizyon akimi gosterdigi saptandi. Belirlenen kosullarda 0.5-2.5 pg/mL nitrit iyonu igeren ¢ozeltilerin 1
mL’si ile c¢alisilarak diferansiyel puls polarogramlart elde edildi (n=5). -0.56 V’daki maksimum difiizyon
akim degerlerinin ortalamasi Iy ile son nitrit konsantrasyonlar1 (0.02-0.1pg/mL) arasinda 6lgii egrisi
hazirland1. Regresyon analiziyle dogru denklemi Iy = 445 ¢ + 4.78 (r = 0.9997) olarak hesaplandi. Diferansiyel
puls polarografik yontem bes adet tiikiiriik 6rneginde nitrit tayini i¢in uygulandi. Matriks etkisini gidermek
amaciyla tayin standart katma yontemiyle yapildi.

Anahtar Sozciikler: Polarografi, Nitrit, Tikiiriik, Diflizyon akimi.

1. GiRiS

Dogada ozellikle bitkilerde ve su kaynaklarinda bulunan nitrat iyonu fazla miktarda alindiginda
ve bakteriyolojik ortamda nitrit iyonuna doniistiigii durumlarda toksik etki gostermektedir.
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Bir¢ok yiyecek ve iglenmis et iiriinlerinde katki maddesi olarak kullanilan nitrat iyonunun nitrit
iyonunu olusturmas: insan sagligi agisindan zararli etkiler olusturur [1]. Yetigkinlerde mide
asitligi yiiksek miktarda bulundugundan nitrit iyonunu meydana getirecek kosullar
olugsmamaktadir. Fakat ¢ocuklarda mide asitliginin daha az olmasi nedeni ile nitrat iyonu nitrite
doniisebilmekte ve buna bagl olarak toksik etki olusmaktadir. Ornegin : pistikten sonra oda
sicakliginda beklemis olan 1spanagin ¢ocuklarda zehirlenmelere sebep oldugu bilinmektedir. Bu
sonu¢ ¢ocuklarin daha az asidik midelerinde {ireyen bakteriler tarafindan nitrit iyonunun
olugsmasina dayandirilmistir. Bu nedenle giinliik nitrit aliminin kilogram viicut agirlig1 bagina 0.4
mg’la smirlandirilmasi tavsiye edilmistir [1].

Nitrit iyonunun kanitlanmis toksik etkisi iki nedene bagli olarak olusmaktadir. Birinci
nedene gore nitrit iyonu kan pigmenti olan hemoglobin ile methemoglobin olusturur. Demir (II)
igeren solunum pigmenti olan hemoglobin oksijeni dokulara; gevsek yapili bir kompleks olan
oksihemoglobin yoluyla tagimaktadir. Demir (II) iyonu, demir (IIT)’e oksitlendikten sonra oksijen
tagima yetenegini kaybeder ve kahverengi methemoglobin maddesini olusturur. Béylece kanda
nitrit iyonunun bulunmasi: methemoglobin olusmasina neden olmaktadir. Kandaki hemoglobinin
methemoglobine doniisme orant % 70’in altinda oldugunda bu reaksiyon tersinir oldugu halde,
daha yiiksek konsantrasyon diizeylerinde bogulmaya neden olabilir [1].

Degisik materyallerde bulunan nitrit tayini i¢in birgok ydntem gelistirilmistir. Kapiler
zone elektroforez ile suda [2], enzimatik spektrofotometrik yontem nitrat ile bir arada [3], basit
Griess reaksiyonu ile biyolojik materyallerde [4], spektrofotometrik yontem ile suda [5,6] ve kiy1
sularinda [7], elektron paramanyetik rezonans spektrometri (EPRS) ile meyve ve sebzelerde [8],
flow-injection kemiliiminesans yontem ile suda [9] nitrit tayini yaptlmustir. Nitrit tayin yontemi
olarak daha cok diisiik konsantrasyon diizeylerine (ppb) inildigi i¢in polarografik yontemlerden
yararlanilmisgtir. Nikleer atiklarda diferansiyel puls polarografik (DPP) yontem [10], su
orneklerinde osilopolarografik yontem [11] ve katodik single sweep polarografik [12] yontemler
kullanilarak nitritin direkt tayini yapilmigtir.

Nitrit iyonunun indirekt polarografik tayininde az énemli yontem diazolama-kenetleme
sonucu olusan azo bilesikleri iizerinden gergeklestirilmektedir. Bu reaksiyon esliginde DPP
yontem [13], DP adsorptif stripping voltametry [14], su yiyecek ve biyolojik materyallerde DPP
[15] yontemler ile NO,™ iyonunun indirekt tayini yapilmustir.

Metal tuzu ve tiyosiyanat tuzu esliginde polarografik rediiksiyon ile su, sucuk, sosis 6rneklerinde
nitrit single sweep polarografik (SSP) [16], su, yiyecek, tiikiiriik ve nitratta bulunan nitrit tayini
DPP, SSP [17] yontemler ile yapilmigtir.

Nitrit iyonunun indirekt tayin yontemlerinden biri nitritin difenilamin ile olusturdugu

difenilnitrozo amin iizerinden DPP yontem ile tayinidir. Gelistirilen yontem islenmis et iiriinleri,
ve su drneklerine [18], su ve mesrubatlara [19], islenmis yiyeceklere [20] uygulanmustir.
Bu ¢aligmada nitrit tayini i¢in uygulanacak diferansiyel puls polarografik yontem; sulu ¢ozeltide,
disik pH’da, nitrit iyonunun difenilamin ile tiyosiyanat iyonu Kkatalizérligiinde
difenilnitrozoamin olusturmasima ve bu lirliniin -0.55 V ile -0.64 V yar1 dalga potansiyelinde
verdigi polarogramin incelenmesine dayanmaktadir.

Nitrozolama reaksiyonu kimyasal yolla veya mikroorganizmalarin metabolik aktivitesi
sonucu olusabilir. Nitrozolama; madde konsantrasyonu, amin bazikligi, pH ve bazi anorganik
iyonlarin varlig gibi faktorlerle degisim gosterebilir. Ornegin: insan tiikiiriigiinde 12-33 mg/100
mL diizeyinde bulunan tiyosiyanat iyonu nitrozolama hizini artirabilmektedir.

Sindirim sisteminde hazmedilen nitrit ve sekonder aminler nitrozoamin olusmasina
neden olabilirler. Bu konuda yapilan ¢aligmalarda; ince barsak mikroorganizmalarinin {iretildigi
ortamlarda amin ve nitritten nitrozoamin olustugu gériilmistiir.

Biitiin bu nedenlerden dolayi nitrit iyonlarmin cesitli materyallerde tayini Onem
tagimakta ve bu konuda bilim ¢evrelerinin ¢ok sayida arastirma yapmasi gerekmektedir.
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2.DENEYSEL CALISMA
2.1. Maddeler ve Coziiciiler

Bu ¢aligmada, sodyum nitrit, difenilamin, sodyum tiyosiyanat, perklorik asit, metanol, elementel
cinko (destile su ile yikanip kurutulmus) ve permanganat iizerinden destillenmis bidestile su
kullanilmigtir.

2.2. Gerecler

Yapilan deneysel ¢alismada, Polarograf (Metrohm Herisav Polarecord E 506), analitik terazi
(Metler H72, 0.1 mg’a kadar duyarl), etiiv (Heraeus), bidestile su cihazi (NS 278.TS 8234),
goache krozesi alet ve gereglerinden yararlanilmistir.

2.3. Cozeltiler

Bu ¢alismanin deneysel kisminda, 1.0x10 M sodyum nitrit (stok ¢ozeltisi), 2.6x107 M (% 40’lik
metanolde) difenilamin ((C¢Hs),NH) (Cozelti A), 0.1 M sodyum tiyosiyanat (NaSCN) (Cozelti
B), 0.4 M perklorik asit (HC1Oy4) (Cozelti C) ve 5.0 mL A + 10.0 mL B + 10.0 mL C karisiminin
bidestile su ile 100.0 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlanan belirte¢ ¢6zeltisi kullanildi. Bu ¢ozelti
giinliik olarak hazirlandi ve havayla olusabilecek difenilnitrozoamini pargalamak iizere bir ¢inko
tanesi igeren kahverengi sisede saklandi.

2.4. Olcii Egrisinin Hazirlanmas

105°C’de kurutulmus sodyum nitritten 15 mg tartildi ve 100 mL’lik balonjojeye konarak bidestile
su ile hacmine tamamlandi. Elde edilen 100 pg/mL NO, iyonu igeren ¢dzeltiler hazirlandi. Bu
¢ozeltilerin her birinden 1 mL almarak 25 mL’lik balon jojeye konuldu ve giinliik olarak
hazirlanan belirteg ¢6zeltisiyle hacmine tamamlandi. Elde edilen bu standart ¢ozeltilerden 10
dakika siire ile azot gazi gegirildikten sonra belirlenen optimum ¢aligma kosullarinda diferansiyel
puls polarogrami alindi. Aymi sekilde bes kez caligilarak ortalama difiizyon akimi Iy degerleri ile
son nitrit konsantrasyonlari (0.02-0.1 pg/mL) arasinda 6l¢ii egrisi hazirlandi.

2.5. Yontem

Nitrit iyonunun perklorik asitli ortamda pH 1.5°da difenilamin ile, sodyum tiyosiyanat
katalizorliigiinde, olusturdugu difenilnitrozoaminin polarografik olarak indirgenmesine dayanan
diferansiyel puls polarografik tayin yonteminin polarografik optimum kosullari incelendi. Buna
gbre 5 mL 2.60x10° M (% 40°lik metanolde) difenilamin, 10 mL 0.1 M sodyum tiyosiyanat ve
10 mL 0.4 M perklorik asit iceren karisimi su ile 100 mL’ye seyreltildi. 1 pg/mL nitrit iyonu
iceren sulu ¢ozeltinin 1 mL’si 25 mL’lik bir balon jojeye aktarildi ve belirte¢ ¢ozeltisi ile hacmine
tamamlandi. 40 ng/mL nitrit iyonu igeren bu ¢ozeltiye miimkiin olan en yiliksek hassasiyette
calisilarak elde edilen diferansiyel puls polarograminin optimum kosullari sirasiyla; Upggiangic -
-0.4V, AU : -0.5 V, tgama smri : 0.8 s, damla hiz1 : 2 mm/damla, hassasiyet : 1.0x10° (A/mm),
calisma elektrodu : stasyoner civa damla elektrod (SMDE), referans elektrod : Ag/AgCl, KCI
(3M) elektrod, yardimer elektrod : camsi karbon olarak belirlendi.

2.6. Yontemin Tiikiiriik Orneklerine Uygulanmasi

Sinterlesmis Goache krozesinden vakumla siiziilmiis olan taze tiikiirik 6rneginden 0.5 mL
almarak 25 mL’lik balon jojeye aktarildi ve giinliik olarak hazirlanmis olan belirteg ¢ozeltisiyle
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hacmine tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 10 dakika siireyle azot gazi gecirildikten sonra daha dnceden
belirlenen optimum ¢alisma kosullarinda diferansiyel puls polarogrami alindi. Ayni ¢dzeltinin
lizerine 10 pg/mL nitrit iyonu igeren standart nitrit ¢ozeltisinden 0.1 mL ilave edilerek
polarogram alindi ve sonra 0.1 mL nitrit ¢6zeltisi katilarak optimum c¢alisma kosullarinda
diferansiyel puls polarogram alindi. Standart katmalardaki pik akimi yiikselme degerlerinin
ortalamasi ile drnekteki nitrit miktarlari hesaplandi. Bu yontemle ayni 6rnekten iki paralel ¢alisma
yapilarak ortalama degerler esas alindi. Bu sekilde bes adet tiikiiriik 6rneginde standart katma
yontemi uygulanarak nitrit tayini yapildi.

3. SONUC VE TARTISMA

Topraktan ve kullanilan suni giibreler araciligi ile 6zellikle toprakla yakin temastaki sebzelere ve
igme suyu kaynaklarina gegen nitrat iyonu bakteriyolojik olarak nitrite doniistiigii zaman insan
sagligl yoniinden zararli etkiler olusturmaktadir. Nitrat ve nitrit iyonu belli oranlarda sucuk ve
salam gibi islenmig et triinlerinde katki maddesi olarak kullanildiklarindan bu iyonlarin tayini
Onem tagimaktadir.
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Sekil 1. 0.02-0.1 pg/mL konsantrasyon araliginda nitrit iyonunun diferansiyel puls
polarogramlari.
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Bu calismada difenilaminin asitli ortamda nitrit iyonu ile difenilnitrozoamine
doniigmesine ve olusan difenilnitrozoaminin polarografik olarak indirgenmesine dayanan
diferansiyel puls polarografik yontemi igin polarografik optimum kosullar incelendi ve yontem
insan tiikiiriiglinde nitrit tayinine uygulandi. Calismada 6nce 0.04 pg/mL nitirit iyonu igeren sulu
¢Ozeltide diferansiyel puls polarogramin optimum kosullart belirlendi ve bu kosullarda son
¢ozeltideki nitrit konsantrasyonu 0.02-0.1 pg/mL olacak sekilde 6lgii egrisi hazirland1 ve bu
konsantrasyon araliginda nitrit iyonunun diferansiyel puls polarogramlari elde edildi (Sekil 1).
Diferansiyel puls polarografik yontem insan tiikiirigiinde nitrit tayinine uygulandi. Tayin
edilebilen en diisik miktar 4 ppb olarak belirlendi. Ornek biriktirilmesi uzunca bir zaman
aldigindan ve bekleme sonucu nitritin bozunma tehlikesi oldugundan, ayrica matriks etkisini
gidermek i¢gin standart katma yontemi tercih edildi. Her bir 6rnekle iki kez standart katma
yapilarak iki paralel caligma yapildi. Yontem bu sekilde bes ayr1 denekten toplanan tiikiirik
orneklerine uygulandi. Elde edilen sonuglar Cizelge 1°de ve bir tiikiiriik drnegine ait polarogram
Sekil 2°de goriilmektedir. Difenilaminin nitrozolanmasina dayanan reaksiyon diferansiyel puls
polarografik nitrit tayini i¢in duyarli ve hizli bir yonteme temel olusturdugu calismamizda
gosterilmistir. Bu yontemde analiz siireleri kisa olup gerekli belirtecler kolayca elde edilebilir
niteliktedir ve toksisiteleri nispeten azdir. On islem olarak sadece vakumda yapilan siizme
isleminin olmas: bir avantaj olarak degerlendirildi. Yaptigimiz c¢alisma bu konuda daha ileri
aragtirmalara temel olusturacak niteliktedir.

Cizelge 1. Tiikiiriik 6rneklerinde saptanan nitrit miktarlari

Ornek Ornek Katilan NO," Standart Saptanan NO, miktari
No (Akim Id) | konsantrasyonu | Katilmuis Ornek (ng/mL) *
(nA) (ng/mL) (Akim Id) (nA)

la 54 1 60 10.28
2 75

1b 54 1 70 10.28
2 75

2a 25 1 33 7.14
2 39

2b 25 1 31 7.14
2 39

3a 14 1 29 2.15
2 40

3b 14 1 28 2.15
2 40

4a 23 1 31 5.75
2 39

4b 23 1 31 5.75
2 39

Sa 55 1 60 10.00
2 77

5b 55 1 70 10.00
2 77

* Olgiilen degerler aym tiikiiriik 6rnegine uygulanan iki ayri ¢alismanin ortalamasidir.
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Sekil 2. Tiikiiriik 6rnegine ait Diferansiyel Puls Polarogramlar (DPP)

a) Tikdirik 6rneginin Diferansiyel Puls Polarogrami
b) 1 pg/mL NO; ilave edilmis tiikiiriik 6rneginin Diferansiyel Puls Polarogram
¢) 2 pg/mL NOj; ilave edilmis tiikiiriik 6rneginin Diferansiyel Puls Polarogrami

* Polarogramlarin akim (nA) degerleri akim=yiikseklik x hassasiyet esitligi kullanilarak

hesaplanmustir.
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