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In our study, validation was carried out at 24 and 200 mg/kg enrichment for residue analysis of nitrate active
substance only in lettuce samples. Analyses were performed by using high performance liquid chromatography
(HPLC) in lettuce, spinach, salad and arugula samples. In order to eliminate the matrix effect, matrix calibration
was used, ie calibration of lettuce samples. Validation of the method was performed with criteria such as
precision, repeatability, repeatability limit, reproducibility, repeatability limit, accuracy, linearity of calibration
and recovery. The calibration curve was found as linear in the range of 0.2-40 mg/kg. The recovery from the
samples is between 97.3-100.2 %. The repeatability and reproducibility values for the two concentrations were
1.89 (matrix+24 ppm) and 3.65 (matrix+200 ppm), 3.951 (matrix+24 ppm) and 3.456 (matrix+200 ppm),
respectively. The repeatability and reproducibility limit values are within acceptable limits. Accuracy, precision,
combined uncertainty and extended uncertainty (95% confidence: k=2) were found as 0.015 (matrix+24 ppm)
and 0.004 (matrix+200 ppm), 0.039 (matrix+24 ppm) and 0.006 (matrix+200 ppm), 0.041 (matrix+24 ppm) and
0.007 (matrix+200 ppm), 0.082 (matrix+24 ppm) and 0.014 (matrix+200 ppm). In our study, the highest nitrate
ratio was determined in spinach with 3486 mg/kg in total 102 samples. Lettuce following spinach (2825 mg/kg)
showed lower nitrate content, while lower concentrations of nitrate were detected in iceberg (1985 mg/kg) and
arugula (1870 mg/kg), respectively. The results may be useful in estimating body intake levels for research on
the effects of nitrite and nitrate on human health in vegetable producers and in our daily diet. In addition, the
nitrate content of the vegetables analysed in the study is an indicator of the use of nitrogenous fertilizers in the
Mediterranean region, but showed no problem for human and animal health.
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Akdeniz Bolgesinde Yetistirilen Sebzelerin Nitrat Diizeylerinin Tespiti ve
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Bu calismada, validasyon, sadece marul 6rneklerinde nitrat etken maddesinin kalint1 analizi i¢in 24 ve 200 mg/kg
seviyelerinde zenginlestirme ile yapilmustir. Analizler ise marul, 1spanak, bas salata ve roka drneklerinde yiiksek
performansh sivi kromatografi (HPLC) kullanilarak gergeklestirilmistir. Matris etkisini elimine etmek igin,
matrisli kalibrasyon yani marul &rneklerine ait kalibrasyon kullanilmugtir. Metodun validasyonu; kesinlik,
tekrarlanabilirlik, tekrarlanabilirlik limiti, tekrar {retilebilirlik, tekrar retilebilirlik limiti, dogruluk,
kalibrasyonun dogrusalligi, geri alim gibi kriterler ile gergeklestirilmistir. Kalibrasyon egrisi, 0,2-40 mg/kg
araliginda lineer olarak bulunmustur. Omeklerden geri alim %97,3-100,2 arasindadir. Tekrarlanabilirlik
degerleri, iki konsantrasyon igin sirastyla 1,89 (matrix+24 ppm) ve 3,65 (matrix+200 ppm), tekrar iiretilebilirlik
degerleri ise 3,951 (matrix+24 ppm) ve 3,456 (matrix+200 ppm) olarak belirlenmistir. Dolayisiyla
tekrarlanabilirlik ve tekrar tiretilebilirlik limiti degerleri kabul edilebilir simnirlar igerisindedir. Dogruluk sirastyla
0,015 (matrix+24 ppm) ve 0,004 (matrix+200 ppm), kesinlik 0,039 (matrix+24 ppm) ve 0,006 (matrix+200
ppm), birlestirilmis belirsizlik sirasiyla 0,041 (matrix+24 ppm) ve 0,007 (matrix+200 ppm), genisletilmis
belirsizlik (%95 giivenle; k=2) 0,082 (matrix+24 ppm) ve 0,014 (matrix+200 ppm) olarak bulunmustur.
Caligmamuzda, toplam 102 adet numunede en yiiksek nitrat orani, 3.486 mg/kg ile 1spanakta goriilmiistiir.
Ispanagy izleyen marul (2.825 mg/kg), daha diisiik nitrat igerigi gosterirken, sirayla bag salata (1.985 mg/kg) ve
rokada (1.870 mg/kg) daha diisiik konsantrasyonlarda nitrat tespit edilmistir. Sonuglar, sebze tireticileri ve giinlitk
diyetimizdeki nitrit ve nitratin insan saglig1 tizerindeki etkileri tizerine aragtirmalar i¢in viicuda alim seviyelerinin
tahmin edilmesinde faydali olabilecektir. Ayrica galiymada analizi yapilan sebzelerdeki nitrat oranlarimnin,
Akdeniz bolgesinde azotlu giibre kullaniminin yiiksek oldugunun gostergesi olup, fakat insan ve hayvan saglhig
acisindan bir sorun olusturmayacagini gostermistir.
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Giris

Gidalarin kirlenmesi, diinya ¢apinda bir sorundur
(Chakraborty ve Newton, 2011). Sebzelerdeki yiiksek
nitrat kirliligi, depolama ve gida islemlerinin nitrite
doniisiimii lizerindeki etkileri gdz Oniine alindiginda,
sebzenin tiirii, mevsim, 151k, sicaklik, biiylime yontemi ve
kullanilan giibrelere bagli olarak degiskenlik gdsterir
(EFSA, 2008). Gida kirliligini arastirmacilar {i¢ ana
kategoriye = aywrmuslardir: 1)  Pestisit  kalintilari,
antibiyotikler, koruyucular iceren gidalarin organik
kirlenmeleri 2) Agir metaller, nitratlar, fosfatlar gibi
inorganik kirlenme ve 3) Organometalik kirlenmeler
(Chakraborty ve Newton, 2011). Nitrit ve nitrat, azot
dongiisiinde yer alan dogal bilesikler olup, Avrupa yasalari
E249-E252 ile tanimlanan yetkili gida katki maddeleri
kapsamindadir (Schuddeboom, 1993). Nitratlar igin,
glinlik gida maddelerinin aliminin biiyiik kismi sebze
tiketimi ile ilgilidir (Corré ve Breimer, 1979; European
Food Safety, 2008). Nitrat birikimi, 6zellikle lahana, marul
ve 1spanak gibi yaprag: tiiketilen sebzeler oldukea yiiksek
oranda goriiliirken, patates, havug, bezelye ve fasulye gibi
kok ve yumrulan tiiketilen sebzelerde nispeten diisiiktiir
(Santamaria, 2006; Keeton, 2011). Sebzelerin nitrat ve
nitrit igerigi 1-10.000 mg/kg arasinda degiskenlik
gosterebilmektedir. Nitrat birikimi; bitki tiird, iklimsel
kosullar, hasat zamani ve mahsuliin hasattan sonra
depolanma kosullar1 ve tarimsal uygulamalar gibi ¢evresel
faktorler de dahil olmak iizere bir¢ok etken tarafindan
etkilenir (Leszczynska ve ark., 2009).

Sebzelerde nitrat konsantrasyon aralig1 ¢cok genistir. Bu
durum N-giibre uygulamasinin zamanlamasi, sicaklik,

15182 maruz kalma, su iliskileri, karbondioksit
konsantrasyonu, herbisitlerin kullanim1 ve toprak tipi gibi
farkli  yetistirme &zelliklerinden kaynaklanmaktadir

(National Research Council, 1981; CCRX, 1988). Nitritler
i¢in glinliik alim, 6zellikle kurutulmus etlerde bulunan gida
katki maddelerinin tiiketilmesiyle ilgili olup, buna karsin
nitritlerin ~ endojen  nitratin  dogal  doniigiimiinden
kaynaklanabilecegi tahmin edilmektedir (EC, 2006).

Nitratlar, nitritler ve azot iceren giibreler, temel bitki
besin maddeleri olup, ortamdaki azot gazi ise jeokimyasal
dongiiniin dogal bir pargasidir. Nitrat, dogal olarak bitkilerde
su ve toprakta sodyum nitrat, az miktarda da potasyum nitrat
halinde bulunur ve tek bagina nispeten toksik degildir.
Nitratin kronik toksik etkileri, bakteriyel enzimler tarafindan
indirgenmesiyle olusan nitritten kaynaklanir. Bu sekilde
topraktaki azotlu organik maddeler, mikroorganizmalarin
faaliyetleriyle parcalanarak amonyaga donisiirler (Savas,
1966). Bu reaksiyonlar dizisi, iki ayr1 asamadan
olusmaktadir. Birincisi nitritlesme olup, amonyak azotunun
aerobik bakterilerin Nitrosomonas sp. faaliyetiyle nitrit
azotuna doniismesidir. Nitrit diger maddelere baglanan bir
sekilde proteinlerden tiiretilen aminler olarak, toksik ve
insanlarda ciddi patolojilere yol agabilir. Bu nedenle,
insanlarda nitratin saglik riski degerlendirilmesi nitrit ve
toksisitesinden kaynaklanmaktadir (Speijers, 1996; Pannala
ve ark., 2003). Ikinci asama ise nitratlasma olup, bu
asamada, genelde toprakta bulunan organik maddelerdeki
amonyak azotu, nitrat azotuna doniigiir. Toprakta nitrat
azotunun agiga ¢ikmasi, azotun hemen hemen tiimiinii bu
yoldan saglayan bitkiler i¢in yasamsal bir 6nem tagir
(Sahinkaya ve Bayhan, 1972).

Arastirmacilar nitratin, nitrite gére insanlar ve hayvanlar
icin daha fazla toksik oldugunu savunmaktadirlar. Bunun
nedeni, nitratlarm nitrat rediiktaz enzimi ve ayrica
sebzelerde bulunan C vitamini ile diger indirgeyici ajanlarla
nitrite  indirgenmesinden kaynaklanmaktadir. Nitritler,
viicuttaki alkilaminlerle reaksiyona girerek, kanserojen
etkiye sahip nitrozamin bilesiklerini olustururlar (Cintya ve
ark., 2016). Baz1 yazarlar diyetteki ana nitrat kaynaginin,
sebzeler oldugunu bildirmiglerdir (Santamaria, 2006;
Sindelar ve Milkowski, 2012; Menard ve ark., 2008). Nitrat
biriktirici sebzeler; roka, turp, hardal, pancar, pazi, i1spanak
ve Amarantaceae familyas: iiyeleri olup; marul, kereviz ve
maydanozunda nitrat igeriginin yiiksek oldugu bilinmektedir
(Santamaria, 2006).

Akdeniz bolgesinde; Antalya, Mersin, Adana ve
Osmaniye’de satig1 yapilan ve piyasaya sunulan 102 adet
1spanak, marul, bas salata ve roka numunelerinin nitrat
konsantrasyonlarint belirlemek i¢in yiiriitiilmiis olan bu
calismadan elde edilen sonuglar, dogrulama modeli ile
validasyon degerlendirmesine tabi tutulmustur.

Materyal ve Yontem

Kullanilan Kimyasal Maddeler ve EKipmanlar

HPLC’de kullanilan asetonitril (CHsCN) ve sodium
hidroksit (NaOH), sodium nitrit (NaNO>), potasyum nitrat
(KNOs) Sigma—Aldrich (St. Louis, MO, USA)’den temin
edilirken, 18,2 MQ direngli ultra saf su ve Milli-Q
saflagtirma sistemi (Millipore, Molsheim, Fransa)’de gerekli
analizler i¢in saglanmistir. Ayrica ¢aligmada; HPLC cihazi
(Dionex), lonPac AS 11 HC kolonu, degasser, gradient
pompa, UV-DAD dedektor kullanilmistir (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA).

Numunelerin Temini, Hazirlanmasi, Analizleri ve
Validasyon Calismalari

Marul (Lactuca sativa), ispanak (Spinacia oleracea), bas
salata (Lactuva sativa var. capitata) ve roka (Eruca sativa)
numuneleri, her biri 3 kg olarak Antalya, Mersin, Adana ve
Osmaniye pazarlarmdan temin edilmistir. Calismada, 34 adet
marul 6rmegi (M), 34 adet 1spanak (I), 34 adet bas salata (A)
ve 34 adet roka (R) seklinde kodlanmistir.

Nitratin tespiti ve miktarin belirlenmesi igin, yiiksek
performansh sivi kromatografi (HPLC) cihazi kullanilmustir.
Once her bir 6rnegin yenilebilir olmayan kisimlari (kok ve
odunsu kisimlar) ayrilarak, geri kalan kisimlar parcalanmig
ve ezilerek homojenize edilmis, sonra analize kadar -20°C’de
saklanmigtir. Numune g¢alisma sicakliginin 25°C’nin {istiine
¢ikmamasma 6zen gosterilmistir. Denemede, 10 g numune
tartilarak, 250 mI’lik erlenmayere konulmustur. Uzerine 60°C
50 ml ultra saf su ilave edilerek, 30 dk mekanik calkalayicida
kanigtirilmugtir. Sonra 250 ml’lik meziire aktarilarak, {izerine
50 ml asetonitril eklenmistir. 200 ml’ye ise ultra saf su ile
tamamlanmistir. Oda sicakligina gelmesi beklenerek, kaba
filtre kagid1 yardimiyla erlenmayere siiziilmistiir. Siiziintii
hafif¢e karistirtlip, 0,45 pm’lik enjektdr filtresinden gegilerek
2 mPlik viale almmigtir. Diliisyon faktorii, 20 olarak
hesaplanmustir.

Validasyon igin, tayin limiti ve 6l¢tim limiti, lineer 6l¢iim
aralig1 belirlenmis, tek analist tarafindan marul 6rneklerinde
farkli giinlerde tekrarlanabilirlik, tekrar tiretilebilirlik ve geri
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kazanim c¢aligmalart yapilmistir (Cizelge 1). Yaprakl
sebzelerde nitratlarm belirlenmesi i¢in uygulanan analitik
metot, Dionex Corporation tarafindan inorganik anyonlarin
tespiti i¢in Onerilen kromatografik ayrimi uyarlayan EN
12014-4: 2005 sayili resmi yontemden baglayarak optimize
edilmistir. Bu yontem, 657/2002/EC sayili karar ve
882/2004/EC sayili karar ile uyumlu olarak Thompson
validasyon ilkelerine gore, bir dogrulama modelinin ardindan
yaprakli sebzelerde nitratlarin belirlenmesi i¢in tam olarak
dogrulanmustir (Thompson ve ark., 2002; NMKL Method,
2000; European Union, 2004; CCRX, 1988). Bu yontemin en
6nemli validasyon parametreleri Cizelge 2’de sunulmustur.

Kalibrasyon Grafiginin Cizilmesi

Potasyum nitrat, higroskopik madde oldugu igin,
110°C’de 1 saat kurutulmustur. Once ana stok ¢ozeltisi (1000
ppm) hazirlanmistir (1000 ml balon joje i¢ine 1,5 g sodyum
nitrit, 1,629 g potasyum nitrat konularak, tamamen homojen
olana kadar kanigtirilmigtir. Ultra saf su ile hacim
tamamlanmigtir). Hazirlanan ¢ozelti, buzdolabinda 2 hafta
saklanabilir. Sonra, ara stok ¢ozelti (100 ppm) hazirlanmistir
(ana stok ¢ozeltisinden 10 ml almip 100 ml balon jojeye
alinarak, ultra saf su ile hacim tamamlanmistir). Bu ara stok
¢ozeltisinden 0,2 ppm, 0,6 ppm, 1 ppm, 3 ppm, 5 ppm, 10
ppm, 20 ppm ve 40 ppm standart ¢ozeltiler hazirlanarak
cihazda  okumalar  gergeklestirilmistir.  Sonra  bu
konsantrasyonlara karsi alan grafigi cizilerek, Sekil 1’deki
kalibrasyon egrisi elde edilmistir (Walters, 1991). Dionex
HPLC cihaz1 korelasyon katsayisi (r2)= 0,9996

Bulgular ve Tartisma

Tayin Limiti ve Olgiim Limiti

Tayin limiti (LOD) ve dlgtim limiti (LOQ) g¢alismasi
icin, dogal kontamine marul numuneleri 10’ar kez HPLC
cihazina enjekte edilmistir. Tayin limiti ve 6lglim limiti,
asagidaki formiile gore hesaplanmistir.

Tayin Limiti = ORT + (3xS}), Sp =
Olgiim Limiti = ORT + (10xS)

So
n

\/—_

ORT = Aritmetik ortalama

So = Kor ornek (0 veya 0’a yakin konsantrasyon
seviyesindeki) analiz sonuglarindan hesaplanan standart
sapma

Sy = Diizeltilmis standart sapma

Lineer Olciim Aralig

Sekil 1°de goriildiigli iizere, lineer Olglim araligini
belirlemek amaciyla; 8 farkli konsantrasyonda (0,2; 0,6; 1,3;
10; 20; 40 mg/kg) standartlar hazirlanarak. Dionex HPLC
cihazina enjekte edilmis ve kalibrasyon grafigi ¢izilmistir.

Tekrarlanabilirlik

Bu amagla tek analist tarafindan, iki farkli glinde nitrat
iceren marul 6rnegine 24 ppm (1. konsantrasyon) ve 200
ppm (2. konsantrasyon) diizeyinde nitrat ilavesiyle 10’ar
adet analiz yapilmistir. Tekrarlanabilirlik ¢alismasi
sonuglar1 Cizelge 2 ve Cizelge 3’de verilmistir.

Tekrarlanabilirlik Limiti
Tekrarlanabilirlik limiti, her iki giin i¢in ayr1 ayri
asagidaki formiile gére hesaplanmistir.

r =2,8x¢s
r = Tekrarlanabilirlik limiti
s = Standart sapma

1. Konsantrasyon (Matrix+24 ppm)
1. giin icin: = 2,8 x 0,676= 1,894

2. glin i¢in: r=2,8 x 0,527= 1,475

I1. Konsantrasyon (Matrix+200 ppm)
1. giin icin: r= 2,8 x 1,304= 3,652

2. glin i¢in: r=2,8 x 1,032= 2,891

Cizelge 1. Tayin limit (LOD) ve o&lgiim limit (LOQ)
degerleri
Table 1. Limit of detection (LOD) and
quantification (LOQ) values
Dionex |

Nitrat (mg/kg)

13,683

12,992

14,053

14,327

12,188

12,809

12,657

13,225

12,706
10 10,756
ORT 12,940
S 1,016
LOD 13,905
LOQ 16,155

limit of

Analiz No

©oo~NOoOUhWwWNE

nitrat External uv_vs_ 1

{Area [mAU*min]

30,0

20,0

10,0

00 T T T T T T T T
00 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Sekil 1 HPLC cihazinin kalibrasyon grafigi
Figure 1 Calibration graphic of the HPLC instrument

Cizelge 2 Konsantrasyona ait tekrarlanabilirlik ¢aligmasi
sonuglar1 (Matrix+24 ppm)
Table 2 Concentration
(Matrix+24 ppm)

Dionex (Matrix+24 ppm)

repeatability study results

Analiz No 1. giin (mg/kg) 2. giin (mg/kg)
1 36,212 35,253
2 36,827 36,884
3 36,441 36,483
4 36,577 35,862
5 37,184 36,423
6 35,15 35,636
7 36,466 35,714
8 35,279 36,444
9 36,577 36,148
10 35,567 36,739
ORT 36,228 36,159
s 0,676 0,527
RSD 0,019 0,015
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Cizelge 3 Konsantrasyona ait tekrarlanabilirlik ¢aligmasi
sonuglar1 (Matrix+200 ppm)

Table 3 Concentration
(Matrix+200 ppm)

repeatability study

results

Dionex (Matrix+200 ppm)

Analiz No 1. giin (mg/kg) 2. giin (mg/kg)
1 211,234 211,973
2 213,023 212,755
3 213,963 212,582
4 214,884 211,388
5 213,807 212,61
6 214,89 213,995
7 214,529 214,568
8 213,371 213,792
9 211,329 212,289
10 213,636 213,985
ORT 213,467 212,994
S 1,304 1,032
RSD 0,006 0,005

Cizelge 4 Konsantrasyona ait

¢alismasi sonuglar1 (1. Konsantrasyon)

Table 4 Concentration reproducibility study results (1.

concentration)

tekrar retilebilirlik

Tekrar Uretilebilirlik

Tek analist tarafindan, farkli giinlerde toplam 20’ser
adet tekrar iiretilebilirlik ¢aligmast yapilmistir. Caligmalar,
asagidaki Cizelge 4 ve Cizelge 5°de verilmistir. Her bir
konsantrasyon diizeyinde giinler arasindaki fark, F testi ile
test edilmis ve her 2 konsantrasyon diizeyinde de fark
O6nemsiz bulunmustur.

Tekrar é]retilebilirlik Limiti
Tekrar Uretebilirlik Limiti (R); asagidaki formiile gore
hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 6’da verilmistir.

R =2,8 X Spiresik

Dogruluk

Dogruluk i¢in gergeklik (bias) ¢alismasi, geri kazanim
ile yapilmistir. Bu amagla tek analist tarafindan;
bilinyesinde nitrat igeren marul Ornegine 24 ppm (1.
konsantrasyon) ve 200 ppm (2. konsantrasyon) diizeyinde
nitrat ilavesiyle, 10’ar adet analiz yapilarak 10’ar adet hata
(bias) hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 7’°de verilmistir.

% Hata (Bias) = [(Xi — Xt) / Xt] x 100

Matrix+24 ppm (1. konsantrasyon) Xi = Olgiilen deger
TN S X e
2 36,827 36,884 Geri Kazamm
3 36,441 36,483 Geri kazanim i¢in tek analist tarafindan, biinyesinde
g gg'%g g?’ggj nitrat iceren marul Orneklerine 24 ppm ve 200 ppm
Dionex 6 3 6’ 574 3 5’ 835 diizeyinde nitrat ilave edilmistir. Sonuglar ve hesaplanan %
7 36,828 35’378 geri alma oranlar1 Cizelge 8 ve Cizelge 9’da verilmistir:
8 37’05 4 38,89 4 Geri alma oran1 asagidaki formiillere gore
9 35: 546 37:0 49 hesaplanmuistir:
10 36,343 35,973
ORT 36,730 36,551 %R = [(CF - CU)/ CA] x 100
s 1'130 1,671 CF = Standart eklenmis kor 6rnek dl¢lim sonucu
RSD : 0.039 : CU = Standart eklenmemis kér 6rnek dl¢iim sonucu
Sbirlesik 1’ 411 CA = Eklenen standart miktar1
Tek. iirt. lim. 3,951 _
2 kisi ort. 36,641 %R = —— %100
Xref
g;lzl ZEZSI SOni?;iagrii{lzzitraf;o;f krar - tiretilebilirlik X =: Referans malzeme ile yapilan analiz sonuglari
Table 5 Concentration reproducibility study results (2. ortalamas_l f y f i ifik
concentration) . er'e)f = Referans deger (referans materyalin sertifika
- egeri
— Matr|x+l\2120 ppm (21. I;oﬁr;santrasyon)z o | %R = Geri kazanim orani
; éi;’ggg gi;’ggg Belirsizlik Kaynaklari ve Hesaplamalart
3 213,963 5 12,582 Metodun belirsizlik kaynaklari;; Ornek tartimmdan
4 21 4,88 Y 211,388 gelen belirsizlik, 6rnek hacminden gelen belirsizlik,
5 212,763 213’ 110 standart hazirlamadan gelen belirsizlik, kalibrasyon
Dionex 6 211’900 212’732 egrisinden gelen belirsizlik, kesinlikten gelen belirsizlik,
7 213848 213,669 dogruluktan gelen belirsizliklerin toplami geklinde
8 212’407 214’433 tammlanmlstlr.
9 212,877 212,776
10 213,962 213,199 Cizelge 6 Tekrar iiretilebilirlik limiti caligmas: sonuglari
ORT 213,340 212,627 Table 6 Results of reproducibility limit study
s 1,078 1,303 _ — Matrix+200
RSD 0,006 Degerler Matrix ppm
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Cizelge 7 Dogruluk ¢aligmasi1 degerleri

Table 7 Accuracy study values

Dionex Matrix +24 ppm Matrix +200 ppm
Analiz No 1. giin (mg/kg) 2. giin (mg/kg) 1. giin (mg/kg) 2. giin (mg/kg)
1 36,212 35,253 211,234 211,973
2 36,827 36,884 213,023 212,755
3 36,441 36,483 213,963 212,582
4 36,577 35,862 214,884 211,388
5 37,184 36,423 213,807 212,610
6 35,150 35,636 214,890 213,995
7 36,466 35,714 214,529 214,568
8 35,279 36,444 213,371 213,792
9 36,577 36,148 211,329 212,289
10 35,567 36,739 213,636 213,985
11 36,186 35,973 212,763 213,110
12 36,274 37,244 211,900 212,732
13 36,828 35,835 213,848 213,669
14 37,054 35,378 212,407 214,433
15 35,546 38,894 212,877 212,776
16 36,343 37,049 213,962 213,199
Xi 36,282 36,372 213,467 212,994
Xt 36,940 36,940 212,940 212,940
%Hata 1,781 1,538 0,247 0,025
Cizelge 8 Konsantrasyona ait % geri alma sonuglari (1. konsantrasyon)
Table 8 Concentration % recovery results (1. concentration)
Dionex _ Matrix +24 ppm (1. konsantrasyon) _
1. giin (mg/kg) 2. giin (mg/kg)
Analiz No | Sonug¢ (mg/kg) % Geri Alma Geri Alma Sonu¢ (mg/kg) % Geri Alma Geri Alma
1 36,212 96,967 0,970 35,253 92,971 0,930
2 36,827 99,529 0,995 36,884 99,767 0,998
3 36,441 97,921 0,979 36,483 98,096 0,981
4 36,577 98,488 0,985 35,862 95,508 0,955
5 37,184 101,017 1,010 36,423 97,846 0,978
6 35,150 92,542 0,925 35,636 94,567 0,946
7 36,466 98,025 0,980 35,714 94,892 0,949
8 35,279 93,079 0,931 36,444 97,933 0,979
9 36,577 98,488 0,985 36,148 96,700 0,967
10 35,567 94,279 0,943 36,739 99,163 0,992
11 36,186 96,858 0,969 35,973 95,971 0,960
12 36,274 97,225 0,972 37,244 101,267 1,013
13 36,828 99,533 0,995 35,835 95,396 0,954
14 37,054 100,475 1,005 35,378 93,492 0,935
15 35,546 94,192 0,942 38,894 108,142 1,081
16 36,343 97,513 0,975 37,049 100,454 1,005
ORT 36,282 97,258 0,973 36,372 97,635 0,976
s 0,611 2,545 0,025 0,893 3,722 0,037

Dogruluktan gelen belirsizlik, Cizelge 8’de verilen geri

alma

sonuglarinin  ortalamasi

ve standart

Sapmasi

Matrix+24 ppm (1. konsantrasyon)

Matrix+24 ppm marul drneginde nitrat i¢in; bulunan

bulunmus olup, asagidaki formiil gore t degeri hesaplanmis
ve geri almalarin 1°den farkinin 6nemi test edilmistir.

1R
)

R = Geri alma oranlarinin ortalamasi
u(R)= Geri alma oranlarinin ortalamalarmin standart

sapmast (s/v/n)

t=4,310 degeri, t'nin %95 giiven araliginda, t- dagilimi
tablosu da bulunan kritik degeri ile karsilastirilmistir. Elde
edilen t degerleri tablo degeri ile karsilastirilarak (n-1=15
icin t degeri 2,131°dir), “geri alma oranlarinin
ortalamasiin 1’den farki 6nemlidir” yorumu yapilmistir.
Bu durumda, dogruluktan gelen belirsizlik asagidaki
formiil ile hesaplanmstir.

1-R\’ _
u(Ra)=\/(T> + u(R)?
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u(R) = Geri alma oranlarinin ortalamalarinin standart
sapmast

U(Ra)= Dogruluktan gelen belirsizlik

S = Geri alma oranlarinin standart sapmasi

n = Yapilan analiz tekrar sayist

k = Genisletilmis belirsizlik hesabinda kullanilan
kapsama faktorii

u(R) =s/+/n= 0,006

u(Rs)= 0,015

Matrix+200 ppm (2. konsantrasyon)

Matrix+200 ppm marul érneginde nitrat i¢in; bulunan
t=5,316 degeri, t'nin %95 giiven araliginda, t- dagilimi
tablosunda bulunan kritik degeri ile karsilagtiriimistir. Elde
edilen t degerleri, tablo degeri ile karsilagtirilarak (n-1=15
icin t degeri 2.131°dir), “geri alma oranlarin
ortalamasinin 1’den farki 6nemlidir” yorumu yapilmistir.
Bu durumda, dogruluktan gelen belirsizlik asagidaki
formiil ile hesaplanmustir.

1-R\ _
U(Ra)=\/<T) + u(R)?

u(R) = Geri alma oranlarmin ortalamalarmin standart
sapmast

U(Ra)= Dogruluktan gelen belirsizlik

S = Geri alma oranlarinin standart sapmasi

n = Yapilan analiz tekrar sayisi

k = Genisletilmis belirsizlik hesabinda kullanilan

kapsama faktori
u(R) =s/+/n=10,001
u(Ra)= 0,004

Kesinlikten Gelen Belirsizlik
Kesinlikten gelen belirsizlik i¢in, tekrar iiretilebilirlik
RSD’leri kullanilmugtir.

Birlestirilmis Belirsizlik
Belirsizlik bilesenleri Cizelge 10°da, birlestirilmis
belirsizlik ise Cizelge 11’da verilmistir.

NMKL Method No 165. 2000 incelendiginde; marulda
tekrar  dretilebilirlik  limitinin  (R) 59,6 oldugu
goriilmektedir. Calismamizda ise; R degerleri iki
konsantrasyon i¢in sirasiyla 3,951 (matrix+24 ppm) ve
3,456 (matrix+200 ppm) olmak iizere daha diisiik
bulunmustur. Dolayistyla tekrar dretilebilirlik limiti
degerleri, kabul edilebilir sinirlar igerisindedir. Hesaplanan
hata ve geri kazanim oranlart da uyumlu bulunmustur.

102 adet marul, 1spanak, bas salata ve roka drneklerinin
nitrat miktarlar1 Cizelge 12’de verilmistir. Orneklerin
%19,6’sinda (20 adet), yiiksek miktarlarda nitrat
bulunmustur. Cizelgeden de goriilebilecegi gibi, nitrat
miktarlar sirastyla marulda 74-2825 mg/kg, 1spanakta 32-
3486 mg/kg, bag salata orneklerinde 33-1985 mg/kg ve
roka Orneklerinde 24-1870 mg/kg arasinda tespit
edilmistir. Bu c¢alismada, en fazla nitrat miktar1 3486
mg/kg ile 1spanak, sonra 2825 mg/kg ile marul, 1985
mg/kg ile bas salata ve 1870 mg/kg olarak roka
orneklerinde saptanmigtir. Bu degerler, “Tiirk Gida
Kodeksi Bulasanlar Yonetmeliginde belirtilen maksimum
limit degerlerin altinda kalmaktadir. Tiirk Gida Kodeksi
Bulasanlar Yonetmeliginde (2011), nitrat i¢in belirtilen
maksimum limitler, agik tarla kosullarinda yetistirilen
marullarda 3000 mg/kg, taze 1spanakta 3500 mg/kg, acik
tarla kosullarinda yetistirilen bas salata tipi marullarda
2000 mg/kg ve rokada 6000 mg/kg’dir.

Cizelge 9 Konsantrasyona ait % geri alma sonuglar1 (2. konsantrasyon)

Table 9 Concentration % undo results (2. concentration)

Dionex Matrix +200 ppm (2. konsantrasyon)
1. giin (mg/kg) 2. giin (mg/kg)
Analiz No | Sonug¢ (mg/kg)  %Geri Alma Geri Alma Sonug (mg/kg)  %Geri Alma Geri Alma
1 211.234 99.147 0.991 211.973 99.517 0.995
2 213.023 100.042 1.000 212.755 99.908 0.999
3 213.963 100.512 1.005 212.582 99.821 0.998
4 214.884 100.972 1.010 211.388 99.224 0.992
5 213.807 100.434 1.004 212.61 99.835 0.998
6 214.89 100.975 1.010 213.995 100.528 1.005
7 214.529 100.795 1.008 214.568 100.814 1.008
8 213.371 100.216 1.002 213.792 100.426 1.004
9 211.329 99.195 0.992 212.289 99.675 0.997
10 213.636 100.348 1.003 213.985 100.523 1.005
11 212.763 99.912 0.999 213.11 100.085 1.001
12 211.9 99.480 0.995 212.732 99.896 0.999
13 213.848 100.454 1.005 213.669 100.365 1.004
14 212.407 99.734 0.997 214.433 100.747 1.007
15 212.877 99.969 1.000 212.776 99.918 0.999
16 213.962 100.511 1.005 213.199 100.130 1.001
ORT 213.276 100.168 1.002 213.116 100.088 1.001
s 1.142 0.571 0.006 0.896 0.448 0.004
Cizelge 10 Belirsizlik sonug tablosu
Table 10 Uncertainty result table
Belirsizlik Bilesenleri Matrix+24 ppm Matrix+200 ppm

Dogruluk 0,015 0,004
Kesinlik 0,039 0,006
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Cizelge 11 Birlestirilmis belirsizlik tablosu
Table 11 Unified uncertainty table

Degerler Matrix+24 ppm Matrix+200 ppm
Birlestirilmis Belirsizlik 0,041 0,007
Genisletilmis Belirsizlik (%95 giivenle, k=2) 0,082 0,014
Cizelge 12 Marul, 1spanak, bas salata ve roka 6rneklerine ait nitrat miktarlar1 (mg NO3/kg)
Table 12 Nitrate amounts of lettuce, spinach, iceberg and arugula samples (mg NO3/kg)
0Ss NM 0Ss NM 0S NM 0S NM
(Marul) (mg/kg) (Ispanak) (mg/kg) (Bas salata) (mg/kg) (Roka) (mg/kg)
M1 87 11 32 Al 135 R1 772
M2 1112 12 3486 A2 132 R2 70
M3 175 13 58 A3 136 R3 1870
M4 79 14 389 A4 38 R4 35
M5 1293 15 412 A5 45 R5 228
M6 102 16 1114 A6 947 R6 24
M7 118 17 365 A7 252 R7 339
M8 224 18 425 A8 1985 R8 41
M9 2135 19 2136 A9 65 R9 447
M10 74 110 78 Al0 1870 R10 49
M11 77 111 2345 All 78 R11 54
M12 186 112 52 Al2 271 R12 1158
M13 97 113 286 Al3 82 R13 67
M14 2111 114 95 Al4 84 R14 664
M15 104 115 382 Al5 273 R15 63
M16 1132 116 2165 Al6 45 R16 76
M17 135 117 85 Al7 41 R17 874
M18 1148 118 115 Al8 236 R18 68
M19 158 119 368 Al9 34 R19 164
M20 216 120 425 A20 33 R20 65
M21 974 121 523 A21 347 R21 1135
M22 154 122 498 A22 85 R22 439
M23 75 123 302 A23 986 R23 33
M24 81 124 258 A24 75 R24 32
M25 87 125 947 A25 476 R25 330
M26 912 126 125 A26 715 R26 25
M27 103 127 118 A27 38 R27 127
M28 210 128 1102 A28 239 R28 34
M29 114 129 185 A29 41 R29 631
M30 96 130 145 A30 47 R30 374
M31 207 131 74 A3l 148 R31 76
M32 2825 132 65 A32 33 R32 75
M33 84 133 219 A33 1134 R33 568
M34 75 134 33 A34 44 R34 1169
MIN 74 MIN 32 MIN 33 MIN 24
MAX 2825 MAX 3486 MAX 1985 MAX 1870
ORT 493 ORT 571 ORT 329 ORT 359

0OS: Ornek sayis1, NM: Nitrat Miktari

Calismadan elde edilen bulgular 1s18inda, igerdikleri
nitrat diizeylerine gore ¢alisilan sebzeler en yiiksekten en
diisiige dogru 1spanak, marul, bas salata ve roka olarak
siralanmigtir. Petersen ve Stoltze (1999) ve Hunt ve Turner
(1994), 1spanak Orneklerinde yiiksek nitrat seviyelerinin
bulunabilecegini  dogrulamiglardir. Konu ile ilgili
caligmalar incelendiginde, Stavroulakis ve ark. (2018) 396
adet sebze Orneginde basit, hizli ve hassas bir iyon
kromatografi ~ yontemini  kullanarak, nitrat tayini
yapmuglardir. Sonuglar, sebzelerdeki nitrat miktarmin, 10
mg/kg-5619 mg/kg araliginda oldugunu gostermistir.
Yaprakli, kok ve sap sebzeler, diger sebzelere kiyasla en
fazla bulasmis olanlardir. Numunelerin yaklagik %87°si

nitratla kirlenmis; ancak analiz edilen numunelerin higbiri
nitrat i¢in maksimum limitlerin {istiine ¢ikmamistir. Bir
baska calismada, taze sebzelerdeki nitrit ve nitrat igerigi,
sirastyla tatli hardalda 15,22-22,46 mg/kg, brokolide
12,57-6,55 mg/kg, 1spanakta 20,26 ile -90,60 mg/kg ve
marulda 18,77 ile -32,68 mg/kg arasinda tespit edilmistir
(Cintya ve ark., 2018). Suh ve ark. (2013) Giiney Kore’de
25 farkli sebzenin nitrit ve nitrat konsantrasyonlarini, 0,6-
719 mg/kg ve 0,1-635 mg/kg arasinda bulmuslardir. Farkli
bir calismada, geleneksel olarak yetistirilen marullarda
orneklerin %51’inde ve entegre yetistirilen marullarda
%34’tinde  1000-2500 mg/kg  araliginda  nitrat
kaydedilirken, organik olarak yetistirilen marul
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orneklerinde, sadece 1 adet ornegin 1000 mg/kg’in
iizerinde nitrat igerdigi tespit edilmistir (Znidar¢ié ve
Kmecl, 2018). Bir diger ¢calismada, 75 adet 1spanak ve 75
adet marul Orneklerinde iyon kromatografi yontemi ile
nitrat analizleri yapilmis ve 4 adet ispanakta ve 5 adet
marul 6rneginde, yasal sinirlarin istiinde nitrat seviyeleri
tespit edilmistir (lammarino ve ark., 2014).

Sonucg

Bu calismada, nitrat konsantrasyonlarini dlgmek igin,
102 adet yaprakli sebze ornegi (34 adet marul, 34 adet
1spanak, 34 adet bag salata ve 34 adet roka) analiz
edilmistir. Analizler, dogrulanmis bir yiiksek performansh
stvi kromatografi (HPLC) metodu ile gergeklestirilmistir.
Ispanaktaki nitrat diizeyi 32-3486 mg/kg, marulda 74-2825
mg/kg, bas salata’da 33-1985 mg/kg ve roka 6rneklerinde
24-1870 mg/kg olarak tespit edilmistir. Orneklerde
bulunan nitrat konsantrasyonlarinin higbiri, yasal sinirlarin
istinde olmamistir. Bu nedenle, bu sebze tiirlerini
tiiketmenin, insan ve hayvan saglig1 agisindan herhangi bir
risk olusturamayacagi kanisina varilmstir. Yine de yiiksek
nitrat konsantrasyonlarina sahip numunelerin yiizdesi goz
oniine alindiginda, zaman zaman ¢iftgi egitimleri ile iyi
tarim uygulamalarinin yapilmasina, tarimda 6zellikle
sebzelerde, nitrat diizeylerinin daha iyi kontrol edilmesine
ve sirekli nitrat izleme programlarina olan ihtiyact
vurgulamak gerekmektedir. Bu c¢alismadan elde edilmis
bulgular, yaprakli sebzelerde nitrat gelisimini saglayan
mekanizma anlayisimizi derinlestirebilecek gelecekteki
arastirmalarin temellerini atmamiza yardimci olacaktir.
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