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YE"'I VE YE"'I HA!\I:VIADDELERİ İLE BAZI BiYOLOJiK SIVILARDA NITRİT
VE :','İTRAT A:\Al.İzİ

Sezai Kaya*

Analsis of nİtrİte and nitrate in feeds, feed raw ınaterials and some biological
fluids

Summary: ii method was made to adapt for determining the coneent-
rations ıl nitrate and nilrile in leedstuffr and same biologiral jiuids. Th~ nil.
ıite was deteımined speetrophotometrieally by diazoti;:.atio71of sıılfanilamid and
sııbsequent coupling with N-( l-Naphthyl)-eth)'lenediamine. The concentration
of nitrite plus nitrate was detmnined similar(y but after reduction of nitrate to
nitrite on a cadmium column. Therefore, in samples containing both form of
nitrogen, nitrate was measared by the difference of the 2 valucs.

Nitrite and nitrate were added to those samptes in the concentrations bet-
ween 0.5-60 ppm, and sensitivity and ratio of recovery of the method were de
termined. From the results of experimental analysis it was found that the mean
recoveıy for nitrite was 97.02 :1: 0.94, 95.70 == 1.02 and 99.70 :1: 0.24
percent in feedstuffs, plasma and rumen fluid, respectively.' for nitrate was
94.70 :1: ] ,9, 93.90 _~ 2.67 and 98.40 :1: 0.65 percent infeedstıiffs, plasma
and rumen flaid, respectively. On the other hands, it was found that the con-
centrations in the feedstuffs to the level ] {Lg19. and in the plasma and mmen
fluid to the level O.] {Lgımı for both ions can be measured.

It is concluded that the method has given comparable results to those lIsed
for the determination nitrite and nitrate in feedstuffs and same biologicalfluids.

Özet: rem ve yem hamaddeleri ile bazı biyol~jik sıvılardaki nitrit ve
nitrat yoğunluğunun belirlenmesi için geriye kazanç denemelerine da)'anan bir
yüntem uyarlaması yapıldı. Incelenen nıımünelere 0.5-60 ppm arasında nitrit ve
nitrat katılarak yö'ntemin geriye kazanç )'üzdesi ve duyarlılığı belirlendi. Nitrit
ve nitrat katılarak yö'ntemin geriye kazanç yüzdesi ve duyarlılığı belirlendi.
Nitrit iyonu için geriye kazanç yüzdesi ortalama olarak )'em ve)'Cm hammad-
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delerinde 97.02 ::i:: 0.94, pla,::.mada95.70 :i:: 1.02 ve mmen sıvısında 99,70 :1
0.24; nitrat için yem veyem hammaddelerinde 94.70 :i:: 1.9, plazmada 93.90
:i:: 2.67 ve rumen sıvısında 98.4 ~ 0.65 olarak bulundu. Numüne çeşidi dik-
kate alınmaksızın yapılan değerlendirmede katılan nitritin ortalama olarak
% 96.3 :t 0.98 ve nitratın % 95.5 + 1,7 oranında geriye kazamldığı he-
saplandı. Yöntemle, )'em ve yem hammaddelerinde i pg 19, plazma ve rumen
sıvısında O. i !ıg Iml )'oğunluğundaki nitrit ve nitratın ölçü/ebileceği ortaya
konuldu. Yö'ntemin benzerleri ile karşılaştırılabilecek derecede i.;'i sonuçlar ver-
diği sonucuna varıldı.

Giriş

Nitrit ve nitratlar doğalolarak toprak, su, atmosfer, tüm bitki
kısımları ve ette bulunur. Tarımda azotlu gübrelerin fazla miktarda
kullanımı ilc insan, hayvan ve endüstriyel artıklardan kaynaklanan
nitrojenle tahıllar, bitkiler, toprak ve sudaki nitrojen seviyesi sürekli
~ekilde artar (15, 29). Diklorofenoksi asetik asit türevi herbisidlerin
kullanılması sonucu hayvanlar için zehirleyici olabilecek miktarlarda
nitrat bitkilerde birikebilmektedir (I I). Ayrıca, bitkilerde nitrat biri-
kimi üzerine hava şartlarının da önemli bir etkisi söz konusudur (8),

Aşırı miktarda nitrat alınması durumunda, nitrit şekillenme hızı
nitrit yıkımından fazla olabilmekte ve sonuçta sindirim kanalındaki
nitrit yoğunluğu artmaktadır. Böylece, fazla miktarda cluşan nitrit
emilerek a~ağıda sıralanan etkilere sebep olabilmektedir: i. Kan he-
moglobinin methemoglobine çevrilmesi ile anoksi, 2. kan basıncın-
daki düşme sonucu hemodinamik bozukluklar ve 3. karsinojeııik etkili
N-Nitrozo bile~ikleriıı şekillenmesi sonucu hayvanlarda ve hayvan-
sal ürünleri tüketenlerde kanser tehlikesi artı~ı (6, 15, 16, 18),

Bitkiler topraktaki azotu tümüyle değerlendiremezler. Bu durum
toprağın nitrojen miktarının artışında önemli bir roloynar. fazla
verim elde etmek amacı ile fazla miktarda azotlu gübre kullanılması
toprağın azot yükünü gittikçe artırır. Nitratların önemli bir kaynağ'ı
da fazla miktarda azotlu ma3.de ihtiva eden ve nitratlara çevrilebilen
insan ve hayvanların artıklarıdır. Öyleki, 450 kg'lık bir sığırın yılda
ortalama 43 kg'dan fazla, bir insanın da 5 kg-'a yakın nitrojen çıkar-
dığı hesaplanmıştır, Böylece, küçük bir bölgedeki hayvansal artıklar
önemli bir nitrojen kaynağı oluştururlar. Atılan bu miktarın sadece
% lO'unun ekili alanlara tekrar döndüğü düşünülürse, ne kadar
önemli bir çevre sorununun olduğu kolayca anlaşılır (29). Böyle alan-
larda yeti~en çeşitli yem bitkilerinde zehirleyİci düzeyde nitrat biri-
kebilir ve hayvanlar için başlıca tehlikeyi bu bitkiler teşkil eder (4, i ı).
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Endüstriyel artıklar ve lağım suyu akıntıları doğrudan yüzey
sularına karışan yoğun nitrqjcn bileşikleri kaynağıdır. Bir yandan bu
bileşikler, diğer yandan devam eden nitrifikasyon işlemi ile yüzey ve
yeraltı sularının azot miktarı gittikçe artar (3, 22). Petrol rafinerileri,
yakıt ve besin endüstrisinden kaynaklanan artıklar azotla kirlenmenin
önemli bir nedenini teşkil ederler (29).

~itratların önemli kaynaklarından birisi de içme sularıdır. Coğ-
rafi şartlara, insan ve lıayvansal artıkların atılma şekline, yerel olarak
uygulanan gübrelemenin derecesine ve endüstriyel azotlu maddelerin
atılmasına göre yüzey ve yeraltı sularındaki nitrat ve nitrit yoğunluğu
çok geniş limitler arasında değişir. Genel olarak yüzey sularında iO
mg II'den fazla nitrat ve i mg i i 'den fazla nitrit bulunmamaktadır
(2, 22, 29).

Bazı ct ürünleriııe aroma ve renk verilmesi ilc muhafazalarında
kullanılan nitrat ve nitritlcr, bazan bu tür besin maddelerinde nor-
malden çok fazla miktarda (6570 mg Ikg) bulunarak, özellikle insanlar
için tehlikeli olmaktadırlar (29).

Kendisi çok az toksik bir madde olan nitrat, alındıktan sonra
mikrobiyal yaşamın söz konusu olduğu yerlerde amonyağa indirgenir-
ken ara yerde nitrit şekillenmesi ve bunun da emilerek hemoglobini
methemoglobine çevirmesi sonucu dolaylı şekilde toksisitesini oluştu-
rur. Hemoglobinin methemoglobine çevrilmesi vücutta her zaman
meydana gelirse de, ikincinin miktarı daima düşük ve değişmeyen
bir seviyede tutulur (3, 15, 22). Böyle sabit bir düzeyin sağlanması
kanda norınal olarak bulunan Diaforaz i ve II enzimleriyIc gerçek
leştiriIiI' (I i). Kandaki methemoglobin yoğunluğu % 5--10 olduğunda
ilk siyanoz belirtileri, %50 ya da üzerinde olduğunda ölüm görülebi-
lir (3, 29). Ölüm nedeni şiddetli methemoglobinin yol açtığı asfeksi-
dir (24).

Karbonhidrat alımının sınırlandırılması, beslenmenin asgariye
indirilmesi, nitratlı yemin alım hızı, bazı iz element eksiklikleri ve
nitrite indirgenmeye yardımcı faktörlerin bulunup bulunmaması
önem taşırsa da (8, 26, 29), alınan nitrat miktarı ve kandaki methe-
moglobin yoğunluğu arasında son derece önemli ve yakın bir ilişki
vardır. Her yemlemeyle O.iS g Ikg NO2 alındığında, kandaki methe-
moglobin yoğunluğu % SO'nin üzerine yükselmekte ve birkaç dakika
içinde ölüm meydana gelebilmektedir (3, 7, 14). Sığır/arda günlük
alınabilir nitrat miktarı hakkında oldukça değişik görüşler vardır.
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Bazı ara~tırıcılar (ll) günlük en fazla almabilir miktar olarak 0.1
g/kg l\Oı'dan bahsederken, bazıları da (14-) günlük 90 g nitrat alı-
nabileceğini ifade etmi~lerdir.

Nitrat ve nitritler N-Nitrozo bileşiklerin ön maddeleri olarak
bilinirler. 1956 yılında ilk kez dimetilnitrozaminin ratlarda karaci-
ğer kanserine yol açtığının belirlenmesinden sonra, birçok deney
hayvanında kansere neden olan 100'den fazla N-Nitrozo hilqik bu-
lunmuştur. Bu bileşiklerin insanlarda da benzer etkilerinin olduğu dü-
şünülebilir. Zira, asit ortamda nitröz asit sekonder aminlerlc ve N-
substitute amidlerle reaksiyona girerek N-l'\itrozo bileşikleri meydana
getirirler. :Mide öz suyu da nitrasyon reaksiyonu için ideal bir ortam
oluşturur (3).

Nitrat ve nitrit zehirlenmelerinin tqhisi klinik belirtiler ve labo-
ratuvar analizlere göre yapılır. Laboratuvarda, yenilen besin maddesi,
su, mide içeriği, idrar ve kanda nitrat Ye nitrit ve ayrıca, kanda met-
hemoglobin yönünden analizler yapılarak teşhise gidilir. Yaygın
şekilde kullanılan yöntemınde, analiz numünesinin hazırlanması,
nitrit ve nitratm ekstraksiyonu ve kirletici maddelerin uzaklaştırıl-
masından sonra (10, 14, 19, 21, 27), çoğunda nitrat ve nitrit miktarı
spektrofotometreyle ölçme esasına dayanan benzer basamaklar izlenir
(1,5,9,12,13,20,21,28).

Bu çalışmada, gerek insanlar ve gerekse hayvanlar için toksik
etkisi olan nitrit ve nitratın çeşitli yem ve yem hammaddeleri ile bazı
biyolojik sıvılarda aranması amacı ilc basit, güvenilir ve duyarlı bir
yöntem uyarlaması amaçlanmıştır.

~aterya1 ve ~etot

Materyalolarak çeşitli karma yem ve yem hammaddeleri ilc
plazma ve rumen sıvısı kullanıldı. Belirtilen bu maddelere 0.5-60
ppm arasında çeşitli miktarlarda nitrit ve nitrat katılarak yem ve yem
hammaddelerinden 43, plazmadan 18 ve rumen sıvısından 23 geriye
kazanç analizi yapıldı.

Schncidcr ve Yeary (21) ilc Kaam ve ark. (12) tarafından bildiri-
len metotlardan yararlanarak uyarlanan bir metotla analizler ger-
çekleştirildi. Metotta baştan sona demineralize su kullanıldı. Tüm
cam malzemeler yıkandıktan ve bu suyla çalkalandıktan sonra etüvde
kurutuldu.
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A)'ıraçlar

ı. Sulfanilamid a)'ıracı (%2'lik; 97 ..) ml su ve 2.5 ml fosforik asit
ile hazırlandı).

2. Sulfaııilamid tryıracı (% 0.5'lik; % SO'lik' HCL'de hazırlandı).

3. N-( -I -Napth)'l)-eth)'lenediamine di/zydroclzlorid ayıracı C'J'EDA) (%°.5'lik; suyla hazırlandı).

4. Süblime çö':celtisi (%5'lik; suyla hazırlandı;.

:ı. Sodyum karbonat ç:ö.:eltisi (0.5 1\1 olarak suyla hazırlandı).

6. Anıoızyum klorür tamponu (pH 9.6).

7. Hidrojen peroksit çö;;:cltisi (%0.02S'lik; suyla hazırlandı).

Numünelerİn analize hazırlanması

Kan: Bir tübe EDTA'1ı ıo-15 ml kan alındı. Hemen 10 dakika
süreyle 3500 rpm'dc santrifüj edilerek plazması ayrıldı. Plazma ana-
liz edilene dek soğutucııda saklandı.

Rumen sıvısı: 20 ml kadar rumcn sıvısı alınarak, renk giderici
olarak kurşun asetat katıldı ve a~alize kadar soğutucuda saklandı.
Analize başlanmadan önce ortamdaki fazla kurşun asetat sodyum
sulfatla giderildi.

Yem veyem hammaddeleri: ~umuneler analizden önce değirmende
çekilerek ezildiler.

Yemlerden nitrit ve nitrat ekstraksiyonu: ıoo ml'lik erlenmayere 5 g
ycm numünesi konuldu. i g aktiv kömür, yaklaşık 70 ml su ve 5 ml
civa klorür çözeltesi katılarak ağzı mantar bir tıpa ile kapatılıp SOOe'ye
ayarlı su banyosuna konuldu. Ara sıra çalkalanarak burada 30 dakika
tutuldu. Soğutuldu. 5 ml sodyum karbonat çözeltisi ilave edilip karış-
tırıldıktan sonra suyla hacmi ıoo ml'ye ulaştırıldı. 5 dakika kadar
beklendi ve süzüldü.

Nitrit miktarının ölçülmesi: Filtrattan ıo ml alınarak 25 ml'li
mezüre konuldu. 5 ml su vc 0.5 ml hidrojen peroksit çözeltisi katıldı
ve karıştırıldı. 5 ml sulfanilamid-fosforik asit ayıracı katıldı ve iyice
karıştırıldı. 3-4 dakika beklendi. 0.5 ml NEDA ayıracı katıldı. 20
dakika beklendi. Kullanılan numünc ile aynı şekilde hazırlanan blenk-
le 540 nm'de sıfıra ayarlanmış 10 mm küvetli spektrofotometrcdc ab-
sorbansı okundu. Daha önce hazırlanan nitrit standard eğirsi ile kar-
şılaştırarak numiinedeki nitrit miktarı,ug ımı olarak belirlendi: Elde
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edilen deger analiz edilen numüne ağırlığı dikkate alınarak ppm'e
çevrildi.

Plazma vc mmen sıvısı: 25 ml'lik mczüre 0.5 ml plazma ya da nı-
men sıvısı konuldu. Stiyla hacmi 5 ml'ye tamamlandıktan sonra, yem
ve yem hammaddelerinde nitrit ölçülmesinde "hidrojen peroksit ka-
tılmasıyla" başlanarak aynı yol izlendi.

Xitrit standard eğrisi: 25 mllik mezürlere 20 !..lgjml'lik NO 2- uygu-
lama standardından 0.025-0.625 mi arasında çeşitli miktarlarda ko-
nulup "5 ml su ilavesiyle" başlanarak, yukarıdaki gibi devam edilip,
spektrofotometrede, suyla hazırlanan blenke kaqı okunarak standard
nitrİt eğrisi çizildi (Grafik 1).

Nitrat nıiktarının ölçülnıesi

Plazma ve rumen sıvısının temizlenmesi: i O ml' lik santrifüj tübüne
2 mi plazma ya da rumen sıvısı konuldu. 4 ml civa klorür eklendi.
İyice karıştırıldı. En 'azından 3 dakika beklendi. 4 ml sodyum karbonat
katıldı, karıştırıldı ve 1 dakika beklendi. Bu sürenin sonunda 3500
rpm'de 5 dakika santrifüj edildi. 50 ml'lik belıere :) ml supematant
sıvı alındı.

Nitratın nitrite indirgenmesi: 50 ml' lik beherc yem ve yem ham-
maddelerine ait filtrattan 10 ml alındı. S ml su ve 5 ml de amonyum
klorür tamponu katıldı. İyice karıştırıldı. Hazırlanan ve rejcnere
edilen kadmiyum indirgeme kolonuna (12) karışım aktarıldı. Elue
edildi. Kolon 10 ml tuz çözeltisi ile yıkandı. 50 ml c1uat elde edilene
kadar kolondan su geçirildi. 25 ml'lik mezüre bundan LO ml alındı.
5 ml sulfanilamid-HCl ayıraeı katıldı ve iyice karıştırıldıktan sonra
3 dakika beklendi. 2 ml ~EDA katıldı, karıştırıldı ve hacmi suyla 25
ml'ye ulaştırıldı. 20 dakika beklendi. Bu süre sonunda 540 nm'de
blenke karşı okundu.

Numüne analizi durumunda, numünenin içerdiği tüm nitrat
nitrite çevrilmesi sebebiyle, nümuncnin gerçek nitrat düzeyi daha
önce bulunan nümune nitriti miktarının, burada elde edilen total
nitrit değerinden (indirgenmiş nitrat-mevcut-nitrit) çıkararak, nit-
rata ekimolar çevrilme sağlamak amacı ile elde edilen bu değerin
1.348 ilc çarpılmasından sonra bulundu.

Plazma ve rumen sıvısı: 50 ml' lik behcrdcki 5 ml plazma yada
rumen sıvısı supcrnatantına "5 ml su katılf!lasıyla" başlayarak yem
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ve yem hammaddelerinde, nitratın nitrite indirgenmesindeki yol
izlenip nitrat, iJ.gImlolarak bulundu.

Standard nitrat eğrisi,' 10 ml'lik santrifüj tübüne 0.1 mg ımı :\0r
standardından 5-125 ug'a denk gelecek ~ekilde çqitli miktarlarda
konuldu. Her birinin hacmi distile suyla 2 ml'ye tamamlanarak
~'civa klorür" ilavesiyle başlanıp, numünelerin analizindeki yol izle-
nerek, standard nitrat eğrisi çizildi (Grafik 1).

Bulgular

='litrit ve nitrite indirgendikten sonra nitrat iyonu asit çözeltide
sulfanilamid ile reaksiyona girerek bir diazonyum tuzu şekillendirir.
Oluşan bu tuz daha sonra aramatik bir maddeyle tepkimeye sokula-
rak, spektrofotometreyle ölçülebilen pembe renkli ve dayanıklı bir
bileşik meydana getirir.
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Grafik 1 :\'itrİt ve nitrat standard eğrisi.



22 SEZAl KAYA

Spektrofotometrede son okuma a~amasında, 0.02-0.5 flg fml'ye
denk gelecek şekilde 20 ıı-g NO- 2 ve i00 [.Lg NO- 3 (ml'lik standard
çözeltilerle hazırlanarak çizilen- nitrit ve nitratın standard eğrileri
Grafik i 'de görülmektedir.

Grafik 1 incelendiğinde, kullanılan kadmiyum indirgeme me-
todu ile ortamdaki nitratın % 100 oranında nitrite indirgendiği
kolaylıkla anlaşılmaktadır. Bundan kolon verimliliğinin tam olduğu
sonucu çıkaT.

Yem ve yem hammaddeleri ile plazma ve rumen sıvısına 0.5-60
ppm'e denk gelecek ~ekilde nitrit ya da nitrat katılarak yapılan geriye
kazanç denemelerinden alınan ve çizilen standard eğrilerle karşılaş-
tırılarak elde edilen üç grup numüneye ait ortalama geriye kazanç
yüzdeleri Tablo i 'de gösterilmiştir.

Tablo 1 incel('l1diğinde, bireysel analiz sonuçlarına göre hesap-
lanan geriye kazanç yüzdesinin nitrit için 92.4-100; nitrat için 86.6-
100 arasında değiştiği anlaşılmaktadır. Eşit yoğunluklarda nitrit ve
nitrat katılarak yapılan geriye kazanç denemelerinde, analiz edilen
numune çeşidine göre, numunelerden ortalama geriye kazanç yüz-
delerinin nitrİt için 93.5-98.6; nitrat için 92-99.7 arasında olduğu
görülmektedir. Çeşitli düzeylerde nitrit ve nitrat katılarak yapılan
geriye kazanç denemelerinde, tüm numünelerde ortalama geriye
kazanç yüzdesi nitrit için 96.3 ::J: 0.98 ve nitrat için 95.5 :::l:1.70 olarak
bulundu.

Tablo ı. Yem \'C yem hammaddesi, plazma ve rumen sıvısmdan nitrit vc nitratm geriyc
kazancı

Plazma
Katılan miktar
ppm

Geriye kazanç oranı (% )

Yem ve yem Rilmen sıvısı
hammaddesi

;~:~--o~----------9B. 0"'-- ---100--- ----97'~:ı--1
ı.n 98,4 98.8 98.0
ı.s 98.7 100 95.6
3.0 95.7 100 94.4

---Ch.~~m6~~---------~j7~~~.9.5--- --99. ~:~0.24 -- -- 95-.~:: .02---.j

No-, 0.5
5.0
15.0
30.0
60.0

Ortalama

'.'- _ .._------ ---------
98.0 100 100
99.2 100 100
95.2 97 86.6
92.4 i 98.0 93.2

88.7 .i =~__1 --=0 _

94.7; 1.9 ,98.4-1-0.05 93.9-'-2.67
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Analiz edilen numüne ağırlıkları dikkate alınarak, spektrofoo-
metreyle en az miktarda belirlenebilen nitrit ve nitrat miktarı bulu-
narak, metodun duyarlılık derecesi hesaplandı. Her iki iyonun 0.02
!.l.gjml'lik yoğunluklarının verdiği absorbansın 0.0 i5 dolayında ol-
duğu ve bu absorbansı veren nitrit ve nitratın bulunduğu yem ve yenı
hammaddesi ya da plazma-rumen sıvısı miktarı dikkate alındığında,
metodun yem ve yem hammaddelerindeki duyarlılık düzeyinin 1
ppm, plazma ve nımen sıvısında 0.1 ppm olduğu hesaplandı.

Tartışma ve Sonuç

Çeşitli besin maddelerindeki nitrit ve nitrat yoğunluğunun be-
lirlenmesinde genellikle iki tekniğe başvurulur: nitratın nitrite indir-
genmesi ve nitritin nitrata oksidasyonu. Burada, önce total nitrit-
nitrat miktarı ölçülerek total nitrojen yoğunluğu bulunur, daha sonra
nitritin veya nitratın miktarı oksidasyon ya da indirgenmeden önceki
veya sonraki farktan hesaplanır.

Toyoda ve ark. (25) çqitli besin maddelerinde nitrit ve nitrat
ölçülmesi için 2,4-xylenol metodunu Gaz-sıvı kromatografiye uyar-
layarak oksidasyon esasına dayanan bir metot bildirmişlerdir. Bunda,
nitrit 2,4-xylenol ile nitratın ölçülmesinden önce sulfamik asit ile or-
tamdan uzaklaştırılmakta ve permanganatla nitrata oksidasyondan
sonra 2,4-xylenol metodu ilc Gaz-sıvı kromatagrafide ölçülmektedir.

Nitratın ölçülmesi esasına dayanan teknikler özellikle düşük dü-
zeyde nitrat ve suda çözünebilir organik madde ihtiva eden numü-
nelerde hatalı sonuçlar vermektedir. Bu hatalı değerler: kuvvetli
asitlerin varlığında organik madde ile nitratın indirgenmesinden, bazı
yöntemlerde nitrat olarak ölçülen renge yardımcı olabilen önemli
ölçüdeki yanmadan ve ekseriyetle birlikte ekstrakte edilen ve nitratın
ölçülmesinde interferans yapan organik anyonlardan kaynaklanmak-
tadır (23, 27).

Günümüzde yaygın biçimde kullanılan metotlar ortamdaki
nitritin ölçülmesi esasına dayanırlar. Bunun için önce ortamdaki
nitrat nitrite indirgenir. Bu indirgeme işlemi bakır, çinko, hidrazin
sulfat, kadmiynum tozu ve süngerimsi kadmiyum gibi çeşitli indir-
geyici maddelerin kullanılması ile başarılabilmektedir. Ancak, sayılan
bu maddelerin çoğu ya yetersiz indirgeme yapabilmektc ya da nitriti
amonyağa kadar indirgeyebilmektedir. Genellikle, en iyi sonuç veren
ve en' fazla kullanılan indirgeme metodu, süngerimsi kadmiyumla
hazırlanandır (12, 21, 27).
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Süngerimsi metalik kadmiyum ilc hazırlanan çqitli kolon tip-
leriyle ve özellikle pH 9.5-9.7 arasında, kolondan geçen sıvının akış
hızı .1.6 ml jdak. olacak şekilde ayarlandığında ve her kullanımdan
sonra kolon rejenere edildiğinde, ortamdaki nitrat hemen lıemen
tamamı ile nitrite indirgenmektedir. Çeşitli araştirıcılar (21, 27)
bu teknikle indirgenmenin % 100 dolayında gerçekleştiğini kaydet-
mişlerdir. Bu çalışmada kullanılan metotla elde edilen sonuçların da
literatürdekilerle uygunluk gösterdiği saptanmıştır (Grafik I).

İncelenen numuııelere 0.5-6 ppın'e denk gelecek şekilde katılan
nitritin yem ve yem hammaddelerinden % 9/.02 :1: 0.94, plazmadan
% 97./ == 1.02 ve rumen sıvısından % 99./ 1- 0.24 oranında geriye
kazanıldığı hulunmuştur. Nitratın geriye kazanç yüzdesinin belir-
lenmesinde de benzer yol izlendi ve Tablo i 'de görüleceği üzere katı-
lan nitrat, yem ve yem hammaddelerinden % 94'.7 :-1 i .9, plazmadan
% 93.9 :f: 2.6/ ve rumen sıvısından % 98.4 ::l:: 0.65 oranında tekrar
geriye kazanılmaktadır. Nitrat için bulunan bu değerler ayrıea, kul-
lanılan kadmiyum indirgeme kolOnunun verimliliğinin çok yüksek
olduğunu da göstermektedir.

Toyoda ve ark. (25) çeşitli besin maddeleri ile yaptıkları çalış-
mada, nitrat ve nitritin, sırasıyla % 83- i00 ve % 80- i00; Kaam ve
ark. (I 2) gene çeşitli besin maddeleri ilc yaptıkları çalışmada, nİtritin
% 8/-.107 ve nitratın % 91-105 oranında; Schncider ve Yeary (21)
plazmadan nitrit'in % i00 ve nitrat'ın buna yakın oranda, Külmert
(I 7) çeşitli biyolojik sıvılardan nitrat ve nitrit'in % 9/-99 oranında
geriye kazanıldığını belirtmişlerdir. Bu literatür verilerinden de an-
laşılacağı üzere, önemli derecede güvenilir ve tekrarlanabilir olarak
belirtilen metotlarla yapılan denemelerde de nitrit ve nitratın geriye
kazanç yüzdeleri yüksek olmakta ve belli bir variyasyon gösterebil-
mektedir. Metotla elde edilen ve yukarıda sıralanan, aynı nitelikli
verilerin daha dar sınırlar içinde değişkenlik gösterdiği dikkate alı-
nırsa, uygulanan metodun tekrarlanabilirlik ve güvenilirlik yönlerin-
den oldukça yeterli olduğu görülür.

Nitrat ve nitril'in çeşİtli miktarlarıııı katarak yapılan geriye ka-
zanç denemeleri sırasında, ayrıca, yapılan duyarlılık hesaplamaların-
da, metodun yem ve yem hammaddelerinde 1 ppm, plazma ve rumen
sıvısında O. i ppm nitrit ya da nitrat'a duyarlı olduğu bulundu. Küh-
nert (17) tarif ettiği xylenol nitrifikasyon metodunun biyolojik sıvı-
lardaki duyarlılık sınırını 0.5 ppm olarak belirtmiştir. Kaam ve ark.
(I 2) kullandıkları nıetodla çeşitli besin maddelerinde 1 ppm'e kadar
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bulunan nitrit ve nitratın ölçülebileceğini bulmu~ıardır. Toyoda ve
ark. (25) kullandıkları gaz-sıvı kromatografi ile çqitli besin maddele-
rinde 0.1 ppm'e kadar nitrat kalıntısını ölçmüşlerdir. Wegner (28) biyo-
lojik sıvılarda 0.15-1.5, Schneider ve Yeary (21) plazmada 0.1 ppm'e
kadar nitrit ya da ekimolar nitrat'ı belirleyebildiklerini ifade etmiş-
lerdir. Yöntemin duyarlılık düzeyine ilişkin vcrilcr, yukarıdaki benzeri
değerlerle karşılaştırıldığında, kullanılan metot yönünde bazı olumlu
sonuçlar dikkati çekmektedir.

Bazı karma yem ekstraktlarında, nitrit ve nitratla interfcrcns
yapan ycşilimsi-sarı pigmentlerlc karşılaşılmaktadır. Ayrıca, ortamda
bulunabilecek çok az miktardaki askorbik asit de spektrofotometrik
okumayı önemli derecede engellcycbilmektedir. Bu güçlükler yem
numünesinin ekstraksiyomı sırasında ortama katılan aktiv kömürle
ctkili bir şekilde giderilmektcdir (27).

Sonuç olarak şu söylenebilir ki, nitrat ve nıtrıt zehirlenmelerinin
teşhisinde klinik belirtiler yanında, kullanılan ycm ve yem hammad-
deleri ilc içilen su ve zehirlenenlerden alınan kan ve mide barsak içe-
riğine ait numünelerin belirtilcn maddeler yönünden laboratuvar
analizi önem taşır. O nedenle, arzedilen metotun, bir bütün olarak,
amacı karşılayabileceği, basit, duyarlı ve uygulanabilir olduğu so-
nucuna varılmıştır.
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