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'ET URUNLERINDE NiTRIT TAYININDE KULLANILAN YONTEMIN
TESHIS LIMITININ BELIRLENMESI

DETERMINATION OF THE DETECTION LIMITE OF THE METHOD FOR
DETERMINING NITRITE IN MEAT PRODUCTS

Nursal DEVELI ISIKLI
Marsin Universitesi Miihendislik Fakilitesi Gida Miihendisligi B&kimi, Mersin

OZET: Bu caligma, et Urlinlerinde nitrit derigiminin saptanmasinda kullanitan resmi ytintemin (TS 3137} teghis limitini belilemek igin
yapilmigtir. Bu amagla kalibrasyon grafigi hazirlanmig ve kolerasyon katsayisi ve regresyon efrisinin edimi ve efrinin v eksenini kestii
nokladaki hatalar hesaplanmighir. Aynica, bu ytntemle analize alinan 70 adst sosis drnegindeki nitrit derigiminin yasal limitlere uygunlugu
degerlendiriimigtir. Korelasyon katsayisi 0.99738 olarak bulunmustur. Efim ve efjrinin y eksenini kestigi noktanin standart sapma ve gn‘.ivehirlik
limitleri ise., 0.007,20.025 ve 0.0049, £0.016 olarak belirlenmigtir. Yapilan hesaplama sonucu ydntemin teghls limiti 0.062 pg/mL olara
bulunmustur. Analize alinan sosis 8mekierinin %64 niin *Gida Kodeksi'ne uygun oldugu belirlenmigtir.

ABSTRACT: This study was done to determine the datection limit of official method for determining nitrite in meat products. For this aim,
calibration graph was prepared and correlation coefficient and emors in the slope and intercept of the rgeression line were determined
furthermore, the suitability of the nitrits level in the 70 sausage samples, analyzed with this method to the lagal limits was evaluated.
Correlation coefficient was 0.99738 The standard deviation and the confidence limits for the slope and intercept were 0.007, £0.025 and
0.0048, +£0.016, respectively. Detection limit of official methods was found as 0.062 pg/mi. The suitability of the nitrite leve! in the sausage
samplas to the legal limit was 64%.

GlIRis

Et Grinlerinde nitrat ve nitritler, renk gelisimine olan katkilarinin yan sira antioksidan, antibakteriyel
etkileri nedeni ile yaygin olarak kullanthrlar. Ancak Uriine ve uygulanan iglems bagh olarak eklenen nitritin %50
den daha az analitik ofarak saptanabilir. Uygulanan 1sil islem ve depolama sirecindeki nitrit diizeyindeki
azalma sonucu iriin satiga sunuldugunda yaklagik 5-30 ppm nitrit igerir (CASSENS ve ark., 1979). Et
driinterinde nitritle ilgili yapilan galigmalar, olgunlagma ve pigirme agamalarinin ve de (riine eklenen katk
maddelerinin bagltangig diizeyini azalthigini gdstermigtir (WOOTTON ve ark. 1985; GOKALP, 1986; OZTAN ve
HELVACI, 1981).

Ulkemizde ise, ‘Gida Kodeksi Yénetmeligi' ¢ikartilincaya kadar ki siiregte, son diriindeki nitrit ve nitrat
dizeyi yasal sinir ydniinden, (rline katilan dilzey Gzerinden dederlendirilmigtir. 1990 yihinda, gikartilan “Gida
Katki Maddeleri Yonetmeliginde, Uretim agamasi ve son Grlin aynmt yapimaighr (ANONYMOUS, 1990a). Gida
Kodeksi Yonetmeligi'nde ise, 1sil iglem gdérmemig et Urlinleri igin Uretim agamasinda 150 ppm, son iirin igin,
50 ppm, kiilenmig et Uriinleri igin ise, Uretim asamasinda 150 ppm, son Grin igin, 100 ppm sinir degeri
getirimigtir (ANONYMOUS, 1997).

Urine katilan nitritte kayiplar ortaya gikabildigi gibi, analiz agamasinda da nitrit kaybi s6z konusudur. Et
{rdnlerine katilan askorbatlar kiir edilmig et Urlinterinde karsinojenik nitrosamin olugumunu azattirlar (MIRVISH
ve ark., 1972) Ancak, Urlndeki askorbat miktarina ve nitrit analizinde kullamlan renk gelistirme ayracinin
yapisina bagh olarak, ayra¢ ve askorbat reaksiyona girer. Bu nedenle nitritin ayragla reaksiyonu sonucu gelisen
pigment maddési ve dolayisi ile, et driiniindeki gergek nitrit miktarinda kaytplar ortaya g¢ikar (FOX ve ark,
1981). Et Grinlerindeki nitriti belidemek igin geligtiriimis resmi yéntemleden biri olan AOAC deki yontem, ilk
olarak 1925'de kabul edilmigtir .Bu yontem 1973 yilina kadar degigmeden kalmigtir. Ancak, bazi aragtiricilar
bu yéntemin basitlestirilmesi gerektigini belitmislerdir. Buna bagh olarak yapilan dizenleme ve kollobratif
caligmalarla basitlegtiriimig yéntem kabul gérmtigtiir (FIDDLER, 1977). 1990 da gikartilan AOAC'de bu yéntem
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yer almigtir (ANONYMOUS, 1990b). Bugiin lilkemizde yirirlilkte olan TS 3137 deki et drinlerinde nitrit tayin
ydntemi, renk olugurma ayraglaninin yapisi nedeni ile AOAC resmi yontemi ile benzerlik gdstermektedir
(ANONYMOUS, 1978; ANONYMOUS, 1990b). TS 3137'deki nitrit tayin ybntemi ayni zamanda SO’
standardindan alinmig ve birgok lilkede resmi olarak kabu! edilmig bir ydntemdir.

Bu c¢alisma ile, iilkemizde halen yasal olarak kabul edilen TS 3137 deki ydntemin, ‘teghis limiti’
belirlenmigtir. Ayrica, 1998’ 6ncesi bu ybntemle analize alinan sosis drneklerindeki nitrit miktarlarmin yasal
sinir degerlere uygunlugu, giincellegtirmeden ve giincellegtirilerek kargilagtirilmigtir.

MATERYAL VE YONTEM
Caligmada Ankara bélgesinde iretim yapan et iriinleri igletmelerinden farkll zamanlar da alinan 70 adet
sosis drnedi kullamimigtir,

Ydntem

Nitrit Tayini

Sucuk drneklerinin nitrit igerigi, 6rneklerden hazirlanan ekstraklara sitfanil amid ve N-1 naftiletlendiamin
dihidrokloriir gézeltilerinin ilavesi ile, geligtirilen aminoazo bilegiginin olugturdugu pembe rengin 538 nm dalga
boyunda spektrofotometrede digiiimesi ile belirlenmigtir (ANONYMOUS, 1978).

Nitrit stok soliisyonu: 1 gram Sodyum nitrit (NaNQO,) 1000 mi'ye saf su seyreltildi.

Calisma sollisyonu: A-stok soliisyondan 5 mL alinarak 100mL'ye tamamlanmigir. B-A soliisyonundan,
100 mL'lik balon jojelere sifas: ile, 2.5;5; 10, 15;20 mL alinarak 100 mLye tamamtanmigtir.

Kalibrasyon Egrisi: Bes adet 100 mLT%k balon jojelere bes ayn galigma soliisyonu B'den 10’ar mL
alimip {izerlering yaklagik 50 mL saf su eklendikten sonra yéntemde belirtildiji sekilde renk olusturma ayraglar
eklenip, geligtirilen rengin 538 nm dalga boyunda absorbans deferleri Sigllimiigtir. Eide edilen absorbans
dederleri ve bunu kargilayan standart gézeltilerinin derigimlerinden (mL'de mikrogram};

y = a+b™x formiiline gére,

regresyon egrisi gizilerek kalibrasyon grafigi hazirlanmistir (MILLER ve MILLER, 1993). Ayrica egrinin, y
eksenini kestigi noktamin (a) ve edimin (b) standart hatast ve given sinirfan hesaplanmigtir {(MILLER ve
MILLER, 1993).
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Formiillerde gegen Sy/x istatistidi ise, agadidaki gibi hesaplanmigtir,

burada, _

y; = Her bir x degeri icin regresyon egrisinden hesaplanan y dederidir. Formillerde gegen diger
semboller genel kullanian anlamarindadir,

a ve b'nin gliven simurlar;

at is, ve bits, ifadelerinden bulunmugtur,

t=n-2 serbestlik derecesinde, %95 given sintrlarinda bulunan tablo degeri.
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Teghis limiti {y):

Teghis edilebilir limit kér ve background sinyalinden 8nemli gekilde farkliik gésteren derigim olarak
tanimlanmg ve,

y-yp= 3 Sg ifadesi ile bulunmusgtur {MILLER ve MILLER, 1993).

Burada; yb =a

8g = Sy dir.

Sosis drneklerindeki nitrlt derlgimi;

Sosis meklerinden hazirlanan ekstraklarda renk geligtirildikten sonra okunan absorbans degerleri
regresyon denklemine yerlegtirilerek ve gerekli seyreltme faktérleri dikkate alinarak sucuk &rneklerindeki nitrit
derisimi mg/kg olarak hesaplanmigtir, Ayrica, kalibrasyon egrisinden bulunan nitrit derigimlerinin standart

sapmast, 2
sue )1 1. b =yf
Sxo= J;‘ - + - + " 2 y — .
m n —
b Z(xi )z formiiliinden butunmugtur (MILLER ve MILLER, 1993).

Formiilde, yo= Sosis érneklerindeki nitrit derigiminin (x,} n hesaplanmasinda kullamian deneysel y degeridir.
S0 = X, degeri igin tahmin edilen standart sapma.
Glven aralig ise;
(n-2) serbestlik derecesinde, x04tsx0 ifadesinden bulunmugtur.

BULGULAR VE TARTISMA

Kalibrasyon Grafigi
Yéntem béliminde belirtildigi gibi hazirlanan nitrit ¢dzeltilerinin élgiilen absorbans degerlerine karsilik
gelen nitrit derigimleri ile regresyon egrisi gizilmistir (Sekil-1).

Absorbanse 00659 + 73335 * Nitrit derigimi
r=.9973%
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Sekil 1- Nitrit kalibrasyon egrisi

Cizilen regresyon edrisinde egim (b) 0.73335 ve egrinin y eksenini kestigji nokta (a) 0.00659 olarak,
kolerasyon katsayisi {r} ise, 0.99738 olarak bulunmugtur. Regresyona iliskin yapilan varyans analizinde,
regresyon ve degigkenler igin yapian t testinde, edim (b) istatistiki olarak dnemli bulunmustur (Cizelge 1).

Egim ve egrinin y eksinini kestii noktanin glivenirlik sinirlanina iligkin hesaplamada, bu degerlerin gok
kiiglk degerler oldugu gérilmistir (Cizelge 2). Bu nedenle test edilen grafik igin bu degerlerin fazla bir dnemi
olmamakia beraber, genelde bu tip hesaplamalada gtivenirlik verilerinin hesaplanmasinin yararl bir énlem
oldudu belirtiimigtir (MILLER ve MILLER, 1993).
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Cizelge 1. Kalibrayon Egrisine iligkin Regresyon Analizi Sonucu

Varyasyon SD Kareler F Degisken B -B’nin t

Kkaynaklari ort. std. hatasi

Regresyon 1 1.529451 2470.2%* a 0.00619 0.0127 0.4966

Hata 13 0.000619 b 1.3564 0.02729 49.7010%+*
** p <0.01

Cizelgea 2, a,b,x0 Degerlerinin Standart Hatasi ve Gilvenirlik Degerleri

Degisken n m | Sy S, Sp S,p | %95giiv.
. Simin (:l:)
a 5 |3 [0.018 [0.0045 _ _ 0.016
b 5 13 _ 0.007 _ 0.025
X014 5 11 _ _ 0.0095 0.030
Xo.1 5 |3 {0.018 _ _ 0.0072 0.022
%01 5 15 | _ _ 0.0065 0.021
Xo3 5 1 _ _ 0.0086 0.027
Xo3 5 |3 [0.018 _ _ 0.0059 0.019
X03 5 |5 _ _ 0.0051 0.016
Xo.7 5 1 _ _ 0.0067 0.021
Xo7 5 {3 [0.018 _ _ 0.0073 0.023
X037 5 |5 _ _ 0.0096 0.031

Kalibrasyon grafiklerinin g¢iziminde ¢ok sayidaki kalibrasyon noktasimin kullammi ile dogrulugun
arbinlmasi amaglanmaktadir. Az sayida kalibrasyon noktasimin kullanimt érneklerin glivenirlik sinirlarini
hesaplamada kullanilan formildeki 1/n dederinin bilyimesine ve ayni zamanda serbestlik derecesinin (n-2)
diigmesine ve dolaysi ite giivenirlik limitlerinin hesabinda gok biyik t degerlerinin kullanimini gerektirecegi
belitimistir (MILLER ve MILLER, 1993}). Bu nedenle TS 3137 nitrit standardinda verilen (¢ nokta ile
kalibrasyon egrisi gizmek yerine en az 5 ve/ veya 6 nokta ile kalibrayon egrisinin gizilmesi giivenirlik sinirlarinin
givenirligini artiracagindan TS 3137'da egri ¢izilmesinde nokta sayisi artiriimahdir.

Aynica kalibrasyon grafiklerinde, Grnek glivenirik limitlerinin diizeltiimesi igin, n sayisinin ve de drnekten
yapllan okumalarda paralel sayisinin (m} arbinimas: gerektigi belirtilmigtir (WERNIMENT, 1985). Hazirlanan
kalibrayon grafiginden, sosis drneklerinden okunan 0.1,0.3;0.7 absorbans degerleri igin bulunan xo degderlerinin
glvenitik smirlansun, paralel sayis arttikga daraldigi ancak belli bir dedierden sonra daralmanin énemli olmadid
gbrllmistilr. {Cizelge-2). Aym drmekten yapilan paralel sayinin artinimasi dodrulugu artirmasina kargin daha
fazla is yapiimasimi gerektirecek ancak yaran gok kiiglik olacaktir. Yapilan galigmada, érneklerin nitrit icerigi
belirlenirken hazirlanan ekstraklardan 2-3 ckumanin ortalamasinin alinmasinin yeterli olacadi gérilmugtir.

Yéntem baliimiinde belirtildigi sekilde hesaplanan teghis limiti ise, 0.062 pg/mL olarak bulunmugtur,
Buda bize kalibrasyon egrisi Metot bdlimiindeki noktalarda gizildiginde Kodekste énerilen sinir degderin
oldukga altindaki derigimlerin test edilebilecegini g&stermigtir,

Sosis drneklerindeki nitrit diizeyi ve yasalara uyguniugu

Deneme kapsamina alinan sosis Grneklerindeki nitrit derigimi drneklerden okunan absorbans degerleri
kullanitarak adifikh regresyon egrisinin formdlinden hesapianmistir {Sekil 1). Sosis drneklerinde bulunan
ortalama, minimum ve maksimum nitrit diizeyleri Cizelge-3'de verilmigtir.
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Sosis érneklerindeki nit-  Cizelge 3. Analize Alinan Sosis Orneklerinin Nitrit Derigimi .

rit diizeyi Gida kodeksi dncesi

! oy 2 Od e. st onee . Nitrit derigimi mg/kg

ve sonrasi yasal diizenlemelere N . o

i . e e Ornek cinsi Ornek sayis ortalama minimum maksimtm

gore degerlendirildiginde, ana- - ‘

: . . Sosis ~ L0 101.03 3.46 676.97

lize alinan sosis o6rneklerinin . S

%82.85'1 .gida kodeksi oOncesi 75 T s

yasal dilzeylere uygun iken, 70 RN BZE "Guda katks maddeleri y0u. (sol) - - 70
o . A B Gida kodeksi yn, (B)

gida kodeksine gére yapilan 65 . \ 65

degerlendirmede ise, %64'lnln
bu diizenlemeye uydugu goriil-
migtiir (Sekil 2},

Bu konuda yapilan ben-
zer galigmada ise, analize all-
nan sosis ve salam érneklerinin
%96's1 gida katki maddeleri
yonetmeligine uygun oldugu ve
salam, sosis drneklerinin %86.6
sinin 100 ppm den az nitrit : -
icerdigi * gorllmigtir (SOYU- : uygun uygun degil
TEMIZ Vé 6ZENiF{, 1996). Hekil 2. Sosis drneklerinin yasalara uygun durumu

Ornek sayist

Yapmig oldujumuz galigmada, analize alinan tiim sosis 6reklerinin etiket bilgilerinde, askorbatiarin
kullamidigi belirtiimigtir. Sosis dretiminde askorbatlaria birlikie uygulanan il iglem ve de deniz agamasinda (riine
katilan askorbattann gergek nitrit dizeyini azalthid gdsterilmigtir (FOX ve ark, 1981 WOOTTON ve ark. 1985).
Gida Kodeksinde belirtilen diizeylere gére uygun olarak kabul edilen ve nitrit igerigi 60-90 ppm arasinda bulunan
15 drnekte, yukarida séz edilen gerekge nedeni ile, dretim agamasinda 150 ppm in (zerinde nitrit kullanma
olasiiginin ylksek oldufunu diiglindirmigtiir. Gida kodeksinde getirilen sinir degerler tartigilir olmasina karsgtn,
Gida Kodeksinin, dzellikle nitrit gibi riskli katkilar yéniinden yararh bir uygulama oldugu digiiniimektedir,
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