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Bu tezde nikotin (Nic), nikotinamid (ND), niketamid (Nket) ve nikotinik asit (NA)
bilesikieri igin indirekt atomik absorbsiyon spektrometrik (AAS) ve kolorimetrik (kol) yolla
ilkeleri kismen ortak beg analiz ydntemi geligtirildi. Gelistirilen bu yontemlerin iki ayri orji-
nal yéni vardir, biri Nic diginda bu G¢ bilegik igin ilk kez bir indirekt AAS ydntemi gelistiril-
mesi, digeri ise Nic, ND ve Nket icin fosfomolibdik asit (PMA)'min, NA igin ise bakir - |I-
asetat'in ilk kez nicel amacla ¢oktiiricl reaktif olarak kullanidmalaridir.

Geligtirilen bu yéntemlierde herbir bilesigin kendi ¢oktirticisiyle ayr ayri olugtu-
rulan ¢dkme Uriinleri santrifdjlenerek ayrildi ve (bozunarak) ¢dziild. AAS yontemierinde,
gozeltide her bilesigin kendi esdegeri metal, Mo veya Cu'nun absorbans (Abs) lar
AAS'de okundu. Geligtirilen kolorimetrik yontemlerde ise her iki gkme reaktifiyle olugtu-
rulan ¢ékme Grlnleri ¢dzlldikten sonra farkl reaktifler eklenerek Mo mavisi olugturuidu.
PMA ¢oktiractsinin kullanildigi Nic, ND ve Nket ile ilgili gokme sonrasi olugturulan ¢6-
zeltiye stlfonik asit indirgeme reaktifi eklenerek egsdeger PMA, Mo mavisine indirgendi.
Cu-NA ¢ékme Grinini ¢dzme sonrasi ¢gozeltiye KCN ve PMA eklendi. NA egdegeri olan
Cu'nun egdegeri PMA, Mo mavisine indirgendi. Her iki yolla olugturulan Mo mavisine ait
abs.lar 725 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu. NA igin ayrica bunun egdege-
ri Cu'nun NHg ile komplekslegmesine dayali bir yontem daha olugturuldu. Her bir bilesigin
ideal dreklerinde, geligtirilen bu yéntemierin optimizasyonu, kullanilir arahigi (KA), duyar-
Iig1, kesinligi (standart sapma olarak), dogrulugu (yizde hata olarak) ve birkag yabanci
madde i¢in girigimi galigiidl. Ayrica Nic tayini igin tiitiine uygulanmasi ele alind:.

Anahtar Kelimeler: Nic ve Tirevieri, ind. AAS, ind. Kol. Yntem, Mo mavisi



SUMMARY
PhD Thesis
A NEW METHOD DEVELOPED FOR ANALYSING THE NICOTINE AND ITS
SOME PHARMACEUTICAL DERIVATIVES BY INDIRECT ATOMIC
ABSORPTION SPEKTROMETRIC AND COLOUROMETRIC METHODS
Cemalettin UYAN

Cumhuriyet University Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assistant Professor Bora ERGENOGLU

In this work, although they all have some common principles in partial, five different
methods have been developed for analysing the compounds the nicotine (Nic), the
nicotinamide (ND), the niketamide (Nket) and nicotinic acid (NA) by indirect atomic
absorbtion spectrometric (AAS) and colourometric methods. These developed methods
have two originalities. The first is that an indirect atomic absorption spectrometric method
has been developed for the first time to analyse all the compounds, except the nicotine,
mentioned above. The second originality is as follows: The use of, as precipitant
reactives, copper-ll-acetate for the nicotinic acid and of phosphomolybdic acid (PMA) for
the remaining three compounds with a quantitative purpose in the mind for the first time in
the literature.

In these methods developed, precipitate products that have been formed separately
for each compound have been separated by centrifuge and have been solved. In AAS
methods, the absorbances of equivalent metals (Mo or Cu) for each compound have been
measured by AAS. In the colourometric methods developed, having solved two types
precipitant products Molybdenium blue has been obtained by following different ways for
each type. By adding sulphonic acid reductive reagent into the solution that was obtained
for Nic, ND and Nket for all of which the PMA precipitate is used equivalent PMA was
reduced to the Molybdenium blue. After solving Cu-NA precipitate product KCN and PMA
have been added into the solution. PMA which is equivalent of Cu, which is equivalent of
NA was reduced of the Molybdenium blue. The absorbances for Molybdenium blue which
was formed by two different ways mentioned above were measured by spectrophotometer
at the wavelength 725 nm. Furthermore for NA a new method has been developed based
on the complexitation of NHz with Cu, which is equivalent of NA. By employing ideal
samples of these compounds, the optimisation of the methods developed, the linear
calibration interval sensitivity, the precision (as standard deviation), the accuracy (as
percentage error) and the interference for a number of foreign substances have been
worked. Additionally two of these methods were applied to the tobacco for nicotine
determination.

Key Words : Nicotine and its derivatives, indirect AAS, indirect colourometry,
Molibdenium blue.
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ONSOZ VE TESEKKUR

Bu tez, ortaya konulanin hacmine bakilarak tahmin edilen sdrenin ¢ok misli
bedeliyle ortaya kondu. Buna neden, tez igerisinde yer almayan olumsuziukia sonugia-
nan denemelerin daha fazla zaman almasi idi. Zaman kaybi gibi gériilen bu durum kar-
sisindaki tesellim, bir bilim adaminin yetismesinde bunlarin da katki saghyacagidir.
Heniz doktora tez baglangicinda olaniara su digidncemi iletmek isterim: Bir eserin or-
taya konulabilecegine dair tek gbsterge zamanla olan yarig! kazanma bagarisi degildir.

Caligmalarim sirasinda AAS'yve ¢ok gereksinim olmugtu. Universite siralarin-
dan arkadasim kimyager Salim Karakaya ait oldugu Atom Aragtirma Kurumunun im-
kanlarindan faydalanmam igin bana gok yardim ve fedakarlikta bulunmugtu. Simdi ha-
yatta olmayan bu arkadagimi rahmet ve gikrania anarim.

Bana, tek bagima bagimsiz aragtirma yapma becerisini kazanmamda gerekli
anlayigt gosteren danismanim Yrd. Dog.Dr. Bora Ergenoglu'na, bilgilerinden sikca fay-
dalandigim Dog.Dr. Mehmet Akgay'a, UV-VIS okumalarint yapan Ars.Gor. Ali Boztug'a,
AAS gereksiniminde Divrigi Demir ve Celik igletmelerinden faydalanmam igin bana ge-
rekli izni ve kolayligi saglayan Kimya Yik. MOh. Gdrkan Tok'a, AAS'de Mo okumalari-
nin tamamini yapan Kimya Mih. Nurgdl Yanardag'a, dzetin ingilizce'sini yazmamda
yardimei olan Nihat Yildiz'a, tezin yazma igini yapan Bilim Grafik Dizgi burosu g¢alisan-
larina, tezdeki imla yanhisliklarini dizeltmede yardimci olan Ars. Gor. Haci Bayram
Zengin'e ve ayrica adini belitmedigim, teze tim emedi gegenlere igten tesekkir etme-

yi borg sayarim.

! Ceimalettin UYAN,
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: Dogrudan komplekslegmeyip bagka bilegige dontgturilerek

indirekt AAS yoluyla tayin edilenler
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1. GIRIS

Bu tezdeki gelisgtirilen yc‘intemler indirekt AAS ve kolorimetriye dayamyor. Kolo-
rimetri bilinen ve yaygtn bir analiz teknigidir. Rutin analizlerin ¢odu bunu da igine alan
fotometrik yolla olanlardir. Ancak kolorimetri ile ilgili iki farkll durum akla gelebilmektedir.
Biri tayin edilen tlire direkt veya dolayli olarak dayali olan bir rengin siddetini giplak
gdzle kargilagtirma yoluyla renk giddeti-derigim arasindaki nicel iligki kurulmasina daya-
nir. Digeri ise tayin edilen tdriin direkt veya indirekt olarak neden oldugu gérandr alan-
daki belirli bir dalga boyundaki absorbansin spektrofotometrede okunarak absorbans-
derigim arasinda nicel iligki kurulmasina dayanir. Spektrofotometrelerin heniiz analiz la-
boratuvarlarinda pek gdrilmedidi dénemlerde ilk teknigin akla gelmesi dogaldir. Bazi
rutin analizlerde hala bu teknife bagvuruluyor ise de sonugta 6nemini yitirmistir ve kolo-
rimetrik analiz denilince yukarda bahsedilen ikinci teknik akla gelmelidir. Bu nedenle bu
tezdeki ilgili kavram iginde ikinci teknigin (VIS-spektrofotometrik yol) kastedildigi agiktr.

Indirekt AAS yolla analiz ise rutin analizlerde pek yer almayan, literattirdeki
baglangici otuz yil bile geriye gitmeyen farklilik ve yenilige sahip oldugu igin bu alan
hakkinda bilgi verme geregi gériildii. Bazi indirekt AAS y8ntemleri bir metalle kompleks-
lesmeyi i¢ine alan bazi indirekt spektrofotometrik ydntemlere dayanir. Bdyle olanlarda
AAS'de abs. okunmasindan ibaret final adimi diginda isiemler hemen hemen ortaktir.
Fakat her AAS y6ntemi boyle degildir. lleride 1.1.6'daki bilgiler daha yeni olan bu alanin
y6ntem gesitliliinde éblrtinden daha fazla zenginlige sahip olabilecegi fikrini verecek-
tir. 1.1.'deki bilgiler igin daha gok Clark ve Ark (1984)a ve Gargica ve Ark. (1983)'a ait
organik bilegiklerin AAS yoluyla indirekt tayinleri ile ilgili makaleler esas alinmigtir.
1.1. ORGANIK BILESIKLERIN AAS YOLUYLA INDIREKT OLARAK TAYIN

EDILMELERI

1.1.1. Tarihge

"llk olarak 1968'de Christion ve Feldman tarafindan organik bilesiklerin ve inor-
ganik anyonlarin AAS ile tayin edilebileceklerine igaret edildi. 1973'te Kirkbright ve
Johnson tarafindan bir inceleme makalesinde o ana kadarki durum 6zetlendi ve gu iki
duruma dikkat gekildigi : 1) AAS'nin uygulama alaninin genigletilmesi, 2) AAS'nin duyar-
lihk avantajindan faydalanmak igin indirekt AAS ydntemlerinin geligtiriimesi. Bundan

sonra AAS yoluyla indirekt analizie ilgili daha fazla yayin gértldl. Bunlar arasinda far-



masdatiklere karsi 6zel bir dikkat ve ilgi vardi”. Clark ve Ark (1984).

1984'te Clark ve Ark (1983) tarafindan 1973-1983 arasindaki organik bilesikle-
rin indirekt AAS yoluyla analizi alamndai(i ¢aligmalarin bir elegtirel incelemesi yapildi.
Garcia ve Ark (1983) tarafindan organik hemde inorganik tirler igin ayni amagh ve daha
kapsamli bir makale yayinlandi. Bundan sonra bu tiir (elestirel-inceleme) makale litera-
tirde bir daha gériilmedi. Bu alanda analiz yéntem ¢aligmalarini igine alan yayinlar yine
senede 5-10 tane olacak gekilde sirdi. Peryodik dergi Analytical Chemistry'de bazi yil
ve sayllarinda gesitli zaman araliklarinda indirekt AAS yolla analiz (organik ve inorga-
nik} ile ilgili galigmalarin (kendisi ve kendisi digindaki dergilerde yer alan) listesi veril-
migtir. (An. Chem. 1988; No: 5, 285 R 1984; No: 5, 133R 1986; No: 12, 237 R 1988;
No: 12, 178R 1990; No: 12, 58R 1992). 1992'den sonra ise bu dergide ilgili yayin listesi-
ne hentz rastlanmadi.
1.1.2. Genel ilke

Ornek hazirlandiktan sonra tayin edilecek organik bilesik ile bir metal reaktifi
arasinda bir Grin olusgturulup , bu Griin ¢6ktirme veya ekstraksiyon gibi uygun yolla ay-
rilir. Aynilan kisimdaki metalin absorbansi AAS'de okunarak, ayar egrisi (AE) derigim
(org) - abs (M) olugturulur.
1.1.3. Uygulanan 6rnek tirleri

Farmasétik érneklere sikga rastlanir. Bunun yaninda bitkisel rnekler (6zellikle
bitkisel droglarin etken maddesini tayin etmede), su érnekleri (atik, igme, endistri ve
deniz sulan), kan, idrar, digki, serum, glibre ve hava émeklerine de rastianir.
1.1.4. Geligtirilen ydntemlerin genel dederlendiriimeleri

Bu alanda geligtirilen ydntemlerin ¢ogu, aragtirmacilar tarafindan hizl, duyarli,
kesin ve dogru olarak kabul edilmigtir. Dogruluk, geri kazanim olarak %95-105 arasinda
yogunlasir. Kesinlik bagil standart sapma olarak %5'i pek gegmemektedir. Bu yntemle-
rin ¢ogu, analiz sonuglan Jzerinde rutin yéntemlerle uzlagma lzerindedirler. Bazen (s-
tunlik de saglayabilirler, 8rnegdin segenek yéntem igin gerekli bir donanim pargasini sa-
tin alma ylkini ortadan kaldirabilir veya diderlerinin isleminden daha g¢abuk ve ucuz
olabilir. Grafit firnli AAS metaller i¢in daha digik gézlenebilme sinirina veya ylksek
duyarliga sahiptir.

Bu dstlnliklerine ragmen indirekt AAS tayinlerinden sayili birkagi rutin analiz



olmustur. Bunlardan biri antibiyotik olan kloramfenikol'tin Cd indirgeme ydntemiyle tayin
edilmesidir. Bir digeri idrar ve bitkisel drneklerde oksalik asitin CaC504 halinde ¢okturme-
ye dayal olarak tayinidir. Uglinciisii glibrelerde biuret'in kuvvetli alkali ortamda Cu ile
komplekslesip harcanmayan Cu'nun Cu(OH), halinde goktirtlerek ayriimasina dayanir.
Az sayida yéntemin rutin analizlerde yer alma nedeni bu yéntemlerin 6zgdl olmayiglandir.
Ornekteki birbirinden ayrilamayan bilegiklerin ayni sinifa ait olanlarinin toplamini tayin
eder. Muhtemel girigsimler érnek bilegiminin bilinmesini zorunlu kilar. Yine bir kismina ait
sonuglar rutin analiz sonuglaryla uzlagmaz. Bu nedenle bunlarin bir kisminin uygulanabi-
lirligi ideal 8rneklerle simirh kalmigtir. -

Bunlara ragmen indirekt AAS yéntemlerinin gok daha bagka yénleriyle dikkate
deger oldugu sbylenebilir. Organik iz analizin inorganik iz analize gére daha gok zorlukla-
ra sahip oldugdu belirtilmigtir.

Ayirma iglemlerine yaygin olarak bagvurma zorunlulugu ortaya ¢ikar.Bunun igin
kromotografik teknikler en tercih edilenidir. Ayirmayi spesifik olan final adimi izler. AAS'nin
gaz kromotografisi (GC) de bir dedektdr olarak kullaniimasi bu alanin digindadir.

1.1.5. Metal reaktifleriyle olugturulan drianlerin genel tiplemesi

Bunun igin su genellemeler yapilabilir. Tayin edilen bilesik ait oldudu sinifina gé-
re Urlin iginde iyonlagmig olarak bazen de ndtral ligant olarak yer alir. Bazlar bazik N ato-
muyla protonlanarak pozitif, asitler ise negatif iyonlagir. Amfoterler ise en ¢ok karboksil
ucundan negatif olarak iyonlagip bazik N atomu koordinasyona katilir. Bazi bilesikler ise
dogrudan kompleks olugturmaz veya olusturamaz. Bunlar uygun kompleks olusturabile-
cek, bagka Urtine dénustirilirler. Bu durum aym siniftan alt siniflan farkh bilesiklerin, bir
alt sinifin 6zgl reaksiyonuyla birbirleri yaninda indirekt AAS yoluyla tayin edebilme yo-
Junu ag:abilfr ki buna 6rnek sekonder aminlerin dietilditiyokarbamata déntgtiiriilerek ébar
sinif aminlerin yamnda tayin edilebilmesidir. Cu ve Ni ile aminler karigim komplekslestiri-
lir. figili Urtine ait kompleks 8biir komplekslerden ekstraksiyon veya ¢oktiirme ile ayrilir.
Oysa aminlerin dogrudan olugturduklar komplekslerin alt sinifinkiler birbirinden ayrila-

maziar.
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Gizelge 1. Indirekt AAS organik analizde Griin tiplemeleri igin bir genelleme (M: Metal, L: Ligant
{Asitlerde ve fenollerde nétral) Fnt: Fenontrolin, Nkp: Neokiiprain})

Genel Bilegik Sinifi

Metal Reaktifi

Olusan Metalli Uriin Tipl

Bazlar (B) ML, (BHR, (MLp),
Alkaloidler, aminler Co(SCN)42", Zn(SCN) 42" r bazik (N) atomu
katyonik strfaktanlar NH4Cr(NHg) (SCN)4 saylsl

Bilg", PMo12040%"

Ni(SCN)42-
Asitler (H,A) M+, ML, M+ MA,, veya MLAo
Yag asitleri Co?+ CoAy
Dikarboksilli asitler Cu(Nkpy+ Cu(Nkp)oA
Hidroksi asitler Fe(Fnt)g2+ [Fo (Fnt)3] Ao
Anyonik deterjanlar
Fenoller MN+ MLM+ M(PhO),
Ph{CH), (L nétral ligant) ML, (PhO),

' Co?+, Cu+ Co (PhO)3

Fe (Fny)3%* [Fe(Fnt)3 ] (PhO)p
Amfoterler (Amf) M2+ M (Amf)p
Aminoasitler (AA) cu?t Cu(AA),
8-Hidroksikinolin (HQ) Cu2+ Cu (Q)o
EDTA (HgY), NTA Cu?+, N2+ MYL ?
Nétral Degisik - Degisik
Fenilasetilen " AgNOg Ph - C =CAg
Digerleri Cizelge 2'de Gizelge 2'de




Gizelge 2: Dogrudan {irlin vermeyen bagka bilegige dénustiiriilerek indirekt AAS yoluyla tayin

edilebilenler (BF: Batofenantrolin, Y.U: Yiikseltgenme Uriinii)

Génel bilesik sinifi Reaksiyon veya dénligtiirme Metalii Oriin
di ve poli alkoller, geker Yiikseltgeme AglOg, Cus,0
aldehitler ve ketonlar HIO4 Tollens (Ag) Ag,

Fehling (Cu) belirtegleri Cus0
Nitro Bilegikleri Zn metali ile indirgenme ve Grlini

Tollens belirteciyle ylikseltgeme Ag
Esterler ve asit anhidritleri | Hidroksamik aside

dénigtirme (HIA) Fe(HIA)g
Biasstil Dimetilglikosim (HoY)'e dénistiirmg Ni(NY),

Primer aminler (1 ),

Histidin, metionin(1)

Shiff Bazlari'na dénigtirme

(SB)

Cu (SB)pX»?

Sekonder aminler(1) Distilditiyokarbamat'a déniigtiirme Ni(DTK),
(DTK) Cu (DTK),
CSs, DTK'a déniigtirme Cu{DTK),

Folik asit (Bg vitamin)

MnOy ile yiikseltgeme

[ Ni (BF)o] (Y.U.)»

(1) Bunlar igin dogrudan komplekslegme yoluyla da indirekt AAS tayin yolu mevcuttur (Gizeige 1).

Cizelge 1'de gdsterilen bilegikler, Griin tiplemesi i¢in yapilan genellemeye kolay
uyabilen teme! siniflardir. Daha karmagik yapiya sahip, 6zellikle farmasétik bilegikler bu
genellemenin digina gikabilirler. Ornedin amfoter bir bilesik olan benzil penisilin (BP),
Gizelge 1'deki iki digli ligant gibi davranan amfoterler gibi degilde asitlerin olugturdugu
tipte triin olugturur, Cd(Fnt)22+ ile [Cd (Fnt)o] (BP), olusturur. (Gdsterilen Griinde
BP'nin daha basit yapili amfoterlerin aksine ligant olmadigi tahmin edilebilir. Fnt 2 digli

Cd2+ 4 koordinasyoniudur).



1.1.6. Indirekt AAS Tayin Yéntemlerinin Siniflandinimasi

. Yéntem siniflamasi su esasa dayanir. Her tir iglemin de olabilecedi bir yén-
temde AAS'de absorbansi okunan metal okuma &ncesi hangi iglemle do§rudan iligkili
ise bu iglemin adi y&ntem sinifimin adini olugturur. Bu ydntemler alti farkh sinifa
ayrilir: 1) Goktirme 2) Ekstraksiyon 3) Zenginlegtirme 4) Redoks 5) Direkt dlgiimier
6) Alevde girigim yéntemi
1.1.6.1. COktirme Ydntemi

AAS'de okunan metal ilgili bilegik ile gbzlinmeyen bir Urlini olugturdugu ve bu-
nun siizme veya santrifiijleme ile ayrilabildigi durumlar bu ayirma yéntemini olugturur.
Ayrilan g6kelek uygun bir gdzlcide ¢dzllup egdeger metalin veya siiziintedeki harcan-
mayan metalin absorbansi AAS'de okunur. Inorganik anyonlarla ilgili BaSO, gibi bazi
cOkelekler alevde refraktdr olusturur ve metal atomlagmaz. Bu durumda stizmeye gerek
kalmayip karigim aleve do§rudan verilebilir. Organik tiirler igin ise bu tiir basitlegtirme
isleminin s6z konusu edildigi gériilmez.

Uygulamalarda, triin tipleri ile uygulanan ayirma yolu (¢éktlirme ve ektraksi-
yon) arasinda bir iligki kurulabilir mi? Uriin olugumunda AglOg gibi bir inorganik ¢dkme
trtinti olusuyorsa , bu durumlarda ¢bktirmeyle ayirma gorillr. Olugan Griin e§er komp-
leks ise {ndtral veya iyonik) ve ¢bkelek olustursa da hemen bunun ¢dktiirmeyle ayrildi-
g1 séylenemez. Buna drnek ayni tipteki Cu(DTK), ve Ni(DTK), gibi nétral kompleksler
gosterebilir; ilki ekstraksiyonla, digeri ¢oktiirmeyle ayrilir. Bu konudaki‘ yol ayrimi,
kompleksin suda ¢6zinarligda ve ilgili organik ¢bzici(ler)de ¢bézlinmesine dayanir.
Kompleksler igin coduniukla ekstraksiyonla ayirma yéntemi uygulandid géralur.

Coktirme igleminin.oldugu fakat ¢ékenin olugturulan kompleks olmadig! ilQing
bir ayirma yéntemi daha vardir. Bu ydntemde kompleks degil, harcanmayan fazla metal
¢8zinmeyen bir tuzu halinde ¢Sktirilerek birbirinden ayriliyor. Amino asitlerin ve bid-
re'nin Cu ile komplekslegerek tayininde, harcanmayan Cu ilkinde fostfati halinde diderin-
de hidroksiti halinde ¢tktiriilerek kompleksten ayniir.

Cokturme ydntemi igin en sik kullanilan metal iyonlan Ag, Cu ve Ni'dir. Ne var-
ki, 6zellikle Ag'nin kullanildii yikseltgenme ve indirgenme iglemierinin uygulandigi tir-

ler igin bu yol 6zgul degildir. Cu ve Ni'in kullamldigi komplekslegmelerde de gergek



drneklerden girigim gelebilir.

Yine iginde ¢dktlirmenin yanisira adsorbsiyonun oldugu farkli bir ydnteme da-
ha rastianmistir. iyonik olmayan yiizey akiif bilesiklerin Ba-molibdofosfat'in iizerinde ad-
sorbanianmas! sonucu ¢dkelekteki esdeger Mo absorbansi AAS'de okunarak tayin edili-
yor.Bu yontem ¢dkelegin stokiyometrik olmayan ve ¢ok bilesenli sisteme sahip oldugu
igin, her bir set i¢in bir deneysel etken tayin edilme geregi duyulmasi karmagikliga ne-
den olur.
1.1.6.2.Ekstraksiyon yolu

Olusturulan Grin [ML 5] veya [ML,X] tiplerinde yiiksiiz kompleks veya [MLo]X ,,
veya (BHu) o, [ML ], tiplerinde iyonik (ion-association) kompleksi ise genellikle uygula-
nan ayirma yolu uygun bir organik ¢dziciyle ekstraksiyon yoludur. Coktlirme yolunun
uygulandig: Griinler arasinda bu tip granlere rastlansa da bu tipler igin akla gelen ilk
ayirma yéntemi ekstraksiyon yoludur. Eksfraklanan rdin iginde metalin absorbansi eks-
trakt AAS'ye verilerek okunur. Secenék olarak sulu faz iginde kalan etkilegmemig meta-
lin absorbansi yardimiyla organik tiir tayin edilir.

Bu ydntemde, ilgili organik tiirin olusturdugu Orlin ekstrakte edilmektedir. Bu
genellemenin digina gikan ekstraksiyon yontemine de rastlanmistir. Bunda ilgili organik
tar baska bir metal kompleksinin ekstraksiyonunda maskeleme girigimi yapar. Ekstrak-
lanan metale ait AAS'deki absorbans azalmasi, sulu fazdaki organik analitin derigimiyle
dogru orantilidir. Buna érnek, EDTA'nin Cu-Oksinat kompleksinin MIBK fazina ekstra-
siyonunu maskeleme etkisiyle tayin edilmesidir.

Kullanlan metaller ve metal kompleks reaktifleri Cizelge 1'de verilmigtir.

Ekstraksiyon igin organik ¢dziicii olarak ketonlar, esterler, alkoller, eterler, ali-
fatik ve aromatik hidrokarbonlar ve nitro bilesikleri kullanilabilifer.Bazi ¢6ziictler toksik
Uran vermeleri nedeniyle alevli AAS'de sinirli kullanabilirler. Béyle durumlarda elektro-
termal atomizasyon prosesli AAS'ler Ustnltk saglar, ¢inki gok kiigik miktariar kullanil-
digindan kolay uzaklagtirilir. Clark ve Ark (1984) tarafindan alevili AAS'de organik ¢o6z{-
¢t kullaniimast halinde metal tayinlerinin, buradan da organik bilegiklerin tayinlerinin du-
yarhigini artirdigi ifade edilmigtir (buradaki duyarlilik dogru egimi olmalidir). Bu durum,

Mo gibi atomizasyonu giig metallerin absorbansi okunurken veya kompleks icinde me-



tal/ (organik tiir) mol oraninin diiglik oldugu durumlarda daha faydalidir. Fakat organik
¢bziclde alevli AAS ile metal absorbansi okunurken, pek deginilimeyen bir sorun var-
dir, enstriiman kogullar sulu faz kogullar: ile aym oldugunda absorbansta agin derece-
de sapmalar goérillr. Bu durum, enstriimanin parametrelerinin absorbans kararlihigr igin
optimize edilmesiyle giderilebilir. Ancak bunu yapabilmek bilgi ve deneyim gerektirir ve
GOk zor bir igtir.

Bu ayirma yolunu igine alan ydntemlerin godu hizli ve duyarlidir, fakat gogu
kez 6zgiil degildirler. Gogu hallerde kromotografi veya iyon-dedistirme yoluyla bilegen-
lerin ayirim salik verilir.
1.1.6.3. Kimyasal Zenginlestirme Yéntemi

Bu yontemler gergekte goktirme ve komplekslesme ydntemlerinin bir alt sinifi-
dir. Bu tayin yontemi ilgili tdran, metal/tiir mol orani yiksek bir bilegige déndgtiriimesi-
ne dayanir. Heteropoli asitler bu amag igin kullanilir. Fosfomolibdik asit bir heteropoli
asit olarak strikinin, brusin ve kinolin gibi baz: alkaloid ve bazlarin tayininde kultanilimig-
tir. Kinolin (B) tayininde olugturulan Grin (BHg) [PMo15040] olup. Mo/B mol orani
4/1'dir. Mo, e§er burada da 6bir komplekslerde genellikle géralen 1/1, 1/2 oranlannda
olsaydi zor atomlagmasi nedeniyle tayin yapilamazdi veya duyarsiz olurdu. ligili oranin
ylksek olmas! bu dezavantaj giderir.
1.1.6.4. Redoks Yéntemi

Bu y6ntemde AAS'de absorbansi okunan metal, ilgili tirle dogrudén veya do-
layli olarak yukseltgen veya indirgen olarak etkilesir. Bu yéntemde bir (bazen iki) redoks
olay: vardir. Fakat redoks olayinin oldugu her analiz, bu yéntem sinifina dahil edilmez.
Ornegin, goktiirme ydnteminde verilen 6rnekte polialkollerin tayininde yiikseltgen,
AAS'de absorbansi okunan Ag degil, HIO4 oldugundan bu yéntem sinifinda gésteril-
mez.

' Redoks ydntemi igin verilen genel bir 6rnek, bir antibiyotik olan kloromfenikol
ve esterlerinin farmasétik drneklerde Cd metaliyle indirgeme yoluyla tayin edilmesidir,
ylkseltgenme Griini Cd2*+nin AAS'de absorbansi okunur. Ayni bilesigin redoks yonte-
miyle daha karigik bir segenek tayin yéntemi vardir; bilegikteki nitro grubu Zn metaliyle

indirgenerek sibstitue hidroksilamin verir, bu da Tollens belirteciyle etkilestirilerek Ag



indirgenir. Ayrilan metalik Ag nitrik asitte ¢dzillip AAS'de absorbansi okunur. Daha Ustiin
oldugu ileri siirilen Cd ydntemi 8biir AOAC y&ntemlerle tutarlilik géstermekte olup AOAC
yéntem olarak da kabullenilmigtir.
1.1.2.5. Dogrudan Olgiim Yéntemi

' Bazi organik tirler metal igerirler ve bu nedenle AAS ile dogrudan tayin edilebi-
lirler.

Siyanokobalamin (VI B1o) tayini bu ydnteme bir &rnektir. Oteki uygulamalardan
farkh olarak ayar egrisi metale Co'ya gére olugturulup, elektrotermal atomizasyonlu
AAS'de 0-3 ng/ml araliginda tiretilmigtir.

Bir diger 6rnek bitkisel yaglarda sabunlagsma sayisi tayinidir. 3-1000 ppm arast
Na-oleat'a gbre ayar egrisi olugturuimustur.

Dimetilarsinik asit (deniz suyunda), trimetilselenyum iyonu, organometalik Hg,

-8n ve Sb bilegiklerinin tayinleri de bu yéntemle yapilabilmektedir.

Bu yéntemlerde en blyUk hata kaynad ilgili bilesik disinda, bir diger metal kay-
nagi olmasindan ileri gelir.
1.1.2.6. Alevde kimyasal girisimler ydntemi

. Bu yéntemde sivi fazda bir Grin veya etkilesme s6z konusu dedildir. AAS ale-
vinde ilgili tir ile metal arasinda etkilegsme, metalin absorbsiyon sinyalini bastirma veya ar-
tirmaya neden olan kimyasal etkilesmelerdir. Fakat bu kimyasal etkilesmelerin ne oldugu-
nu da mutiaka bilmek gerekmez, ¢iinkl analiz yéntemi ilgili tiriin derigimi ile .derigimi sabit
metalin AAS'deki absorbansinin farkina dayanir.

Bir 6rnek, glikoz oksidaz ve riboniikleaz gibi proteinlerin kitlece ylzde 2.5x10"
41en daha digiik derigimlerde 4.6x104 M derigiminde Ca ile tayin edilmesidir. Protein de-
risimiyle absorbans sinyali azalir. Etkilegsme mekanizmasi ¢ok karigiktir.

Bir diger 6rnek bazi azotlu bilesiklerin Zr sinyalini artirmasina dayal tayin yénte-
midir. Alifatik ve aromatik aminler ve amino asitler bu yolla tayin edilebilmigtir. Sinyaldeki
artigin nispeten kolay ugucu Zr-N baglar iceren ve kolayca atomlasan bilegiklerin olusu-

muna baglanabilecedi ifade edilmistir.
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1.2. ANALIZ YONTEMI GELISTIRILEN ILGILI BILESIKLER HAKKINDA BILGILER
1.2.1. Ticarl ve Farmosétik Onemleri
1.2.1.1. Nikotin

Nikotin Gizelge 3'te gdsterilen kendi adiyla anilan alkaloid ailesinin bir dyesi
olup tatlin yapraklarinda major alkaloid olarak ve sitrat ve oksalat tuzlari veya kompleks-
leri halinde bulunur. Nikotin renksiz, kaynama noktas! 248 °C olan, kivamii, gok zehirli bir
sividir. Hava ve glines 1s1§indan etkilenir. Tipta sinir sistemi uyarici (Stumulant) felce
kér§| (Paralizant) kullanilir, ayrica nikotin siilfat dig parazitlere kargt da kultanilmigtir.
Sentezi yapilabilmis olsa da bu yolun ticari bir 6nemi yoktur. Nikotinin tutiindeki oran t{-
tiin veya sigara kalitesini belirleyen énemli bir etken olarak bilinir. Fakat tuttintin deder-
lendirilmesi igin Gzerinde ¢ok durulmaya deger bir konu vardir. Nikotinik asit (NA)in far-
masétik tirevierine Chemical Abstract'da onlarca rastlanir. NA ise %85'e kadar varan
yliksek verimlerde nikotin'in ylkseltgenmesiyle elde edilebilir. Nikotin titlinde bazi tirle-
rinde (retim agisindan ylksek denebilecek %5'e kadar varan bir oranda bulunur. Bu ne-
denlerle tiitlin, farmasétik madde Gretiminde iyi bir hammadde olur. Rusya ve Hindistan
tutlinG nikotin stlfat (iretimi igin dederlendirmektedir. Ticari olarak nikotinik asit Dlinyada
genellikle kinolin ve 3 substitue piridinlerin yikseltgenmesi yoluyla elde edilmektedir.

Tarkiye'de thtin intiyacin gok Gzerinde Uretilmektedir. Hikimetler, yerine yeni ig
olanaklari saglayamadiklan igin kati bir caydincilikla tatin Gretimini kontrol altina alama-
makta ve Ureticiden alinan tat(inlin énemli bir kismi yakilarak imha edilmektedir. Bu da
biitceyi blylk zarara sokup, emek kaybina yol agmaktadir. Titiin0 nikotinden bagka ti-
cari amagla de§erlendirmeye yarayacak bagka bilesikler de vardir. Bunlar, malik asit
(%3-3.5), sitrik asit (%0.6-5); oksalik asit (%2-3) ve proteinler (%12-17) dir. Aynica %0.1-
0.9 oraninda bulunan izoproneoid bir alkol olan ve farmasotik amagla degerlendirilen so-
lanesol adinda bir bilegik daha vardir. Nikotini alinmig tittn iyi bir protein kaynagidir ve-
ya hayvan yemi (kiispe) Uretiminde de kullanilabilir. Bitlin bunlar géz éniine alinirsa gu
rahatga ileri shriilebilir: Dlinyada, titiinG farmasétik ve bagka amagla bilegik tretimi igin
degerlendirilmesi gereken ilk Ulke Tirkiye'dir. Farmasdtik madde Gretimi igin iglendiginde

tuttinlin, dolayisiyla nikotin analizlerinin 6nemi daha da artacaktir.
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Gizelge 3: Tutln yapraklarnin ortalama bilegimi (S.Aksu, 1967).

Bilegikler Kuru madde Gzerinden (%)
Kill {(inorganikier) 12.0 - 140
Kaba lifler 100 - 95
Pektinler 20 - 3.0
Ugucu yaglar, vaks ve parafinler 75- 7.0
Politenoller, fenolik asitler ve tirevleri, tanenler 20- 25
Oksalik, sitrik ve malik asitler 13.0- 13.0
Proteinler 122- 173
Suda ¢bzinen N bilegikleri, (Alkaloidler,
NHg*, NOg", aminoasitler, amidler) 33- 6.7
Dinamik karbonhidratlar, (sekerler
nigasta ve dekstrin) 23.0- 3.0
Taninmamig bilesikler 80- 17.0
Cizelge 4: Nikotin alkaloidleri (baghcalan)
(Tutindeki oranlar gensllikle yukaridan agagiya diger)
Adi Yapi Formild Adi Yapi Formld
AN
Nikotin z l \Nj Anatabin Z N
X : I N3 1
N CH, N H
Nornikotin Miosmin
Anabasin (/j- N 2,3-Dipiridil (/ )— ¥ l
NS U N
N H N
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1.2.1.2. Nikotinik Asit (Niacin)

Nikotinik asit (3- piridinkarboksilik asit) beyaz renkte, ifne veya toz kristalleri
halinde, suda oda sicaklidinda yaklasik %1.5 (w/V) oraninda ¢6z(inen bir bilegiktir. Al-
kolde biraz daha az olmak Gzere ¢&zlnUr, eterde ise ¢géziinmez. 235-237°C'de bozun-
madan sublimasyon yoluyla erir. Bitkilerdeki orani genellikle 6nemsizdir. Maya ve bazi
hayvan karacigerlerinde 40 mg/100 g'a kadar varan yliksek oranlarda bulunur. iik defa
Huber adli Alman kimyaci tarafindan 1867'de nikotin'in K,CryO5 ile ylkseltgenmesi yo-
luyla sentezlenmigtir:

@—FNJ oxidation @—COOH
N

N
CH,

nicotine nicatinic acid

Bunun bir vitamin oldudu ise 70 yIl sonra anlagiimis ve ondan sonra buna nia-
sin denmigtir. Sentezi yaptlan ilk vitamindir. Viicutta NA, ND'ye déniigebildifinden ND
yerine NA'da alinabilir.

NA, PP faktéri (pellagra dnleyici) olarak Akotin, Niconacid, Niconipca, Nicyl gi-
bi gesitli ticari isimlerle bilinir. NA ve ND vitamin B3 olarakta NAD ve NADP sentezlerin-
de &nemili rol oynar. Giinlik NA ihtiyaci 12-25 mg'dir. NA klinik amagch olarak kolesterol
disuricd, dig tedavisinde (antiadenojik), spazm onleyici (spazmolitik) ve damar genisle-
tici (vazodilatdr) olarak da kullanilmigtir. Endistride korozyon énleyici olarak ve ginko
kaplamada da iyi sonuglar elde edilmistir (Kirk ve Othmer 1970a).

NA ve tlrevleri genig kapsamh olarak klinik aragstirmalarda kullaniimaktadir.
1.2.1.3. Nikotinamid (niacinamid)

Bu bilegik NA'nin bir amidi olup ticari olarak asagidaki sekilde sentezlenir:

@-cooﬂ S0l O——cocz Nty (j_go‘\-ﬂ,
2 @ R
Beyaz kristalin bir tozdur, suda gok ¢dziunir (1 g/1ml), alkolde (1 g/1.5 ml) ve

diger org gbziicilerin gogunda ¢éziindr. 131-132°C'te erir. ND veya niacinamid viicutta

gok kolay emilir. Viicutta hiicrelerde riboz ve fosforik asidiyle baglanarak niikleotid olug-
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turur ve bunun da adenilik asidle baglanmasiyla, hidrojen aktarici enzimlerin koenzimle-
ri NAD ve NADP'yi meydana getirir. Bu nedenle NA gibi B vitamini olarak isimiendirilir.
Pallegra hastaligina tutulmug insanlarda ND'nin eksikligi kesin olarak saptan-
mistir. Bagdirsakta bakteriler tarafindan bir miktar nikotin amid yapiimaktadir. Bazi bitki-
sél ve hayvansal gidalarda oldukga vardir. ND ayrica pantotenik asit ve resorsinal ile
karisik olarak thberkiloz tedavisinde ve kafa derisi enfeksiyonlarinin tedavisinde kulla-
nilmigtir {(Kirk ve Othmer 1870b ve H. Keskin, 1981).
1.2.1.4. Niketamid
Niketamid (N,N-dietilnikotinamid veya niacin dietilamid) oda kosullarinda vis-
koz bir sividir, sogukta kristallegir. Su ve organik gbztictilerle kangir. Ticari adi corami-

ne'dir. NA'nin dietilaminle amidasyonuyla sentezienir.

C.H;

N

Merkezi ve sinir sistemi Gizerine uyarici etkilere sahip sentetik bir ilagtir. Sizof-
renide sok tedavisinde morfin ve barbituratiarin asin dozuna kars: kullanimi faydalidir.
Kullanilan doz oral olarak veya kas igine veya damara verilmek (izere %25'lik gbzeltisin-
den 1-5 ml'dir. Nket tipta bagka etkileri igin de kullamiir (Kirk ve Othmer 1970c¢).

1.2.2. ligili Bilegiklerin Bilenen AOAC ve Diger Analiz Ydontemleri
1.2.2.1. Nikoftin tayini yontemleri

Tutlinde nikotinin nicel tayini, arastirmaciiar igin blyik ilgi odadi olmugtur.
Bunun nedeni 1.2.1.1.'de deginilen nikotin'in 6nemi ile ilgilidir. Nikotin tayini igin geligti-
rilen yontemler yaklagik 100 yil 6nceden baglamigtir. Bu ilgi zamanimiza kadér siir-
mustir. 1976-1981 arast beg yilda bu konuda yirmiye yakin makale yayinlanmig olup
bu say! 1882-1975 aras! doksaniig yidakine neredeyse yakindir. Yiksek performansit
kromotografiler gibi geligtiriimig enstrimanlarin analitik kimya aragtirmalarinda yer al-
masiyla bu ilginin yoguniuk kazandi§i sdylenebilir.

Nikotinle ilgili geligtirilen gravimetrik yéntemlerden bir kismu nikotinin organik
tareviendiriimesine dayal veya nikotin yapisinda yer alan kisimiarin tayinidir. Bunlardan

ilki 1929'da Chattaway ve Ark. tarafindan nikotin tetrakloroiyodtr'e doniistirme yonte-
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midir. Digeri, 1934'de Wenisch tarafindan klorodinitrobenzenle etkilegimi yoluyla piridinli
gruplann, p-dimetilaminabenzaldehit ile etkilegimi yoluyla pirol kisminin ve kinonla etki-
lesimi yoluyla iminometil gruplarnnin tayinidir (Ayad ve Ark 1985).

Nikotin alkaloidierini ¢6zlinmeyen tuzlan halinde ¢éktirmeye dayah iki gravi-
metrik yéntem vardir. ki 1909'da Bertrand ve Ark. tarafindan gelistirilen ve bunun
1911'de Chapin'e ait bir modifikasyonu silikotungstik asit yéntemidir. Bu yéntem 24-48
saat zaman alir ve amonyak veya amonyum tuzlari pozitif hatalara neden olur (Willits
ve Ark 1950). Bu y&ntem Association of Analytical Chemists (AOAC) y6ntemleri iginde
yer almaktadir (AOAC 1990a). Diger gravimetrik ydntem 1927'de Pfyl ve Ark tarafindan
geligtirilen dipikrat y6ntemidir. Bu ydntem de gok zaman alir ve pikrat tuzunun ¢ézin(r-
Ggu nedeniyle negatif hata igermektedir (Willits ve Ark 1850).

lik titrimetrik yéntemler 1882'de Kissling ve Ark, 1901'de Toth ve 1934'te Gar-
ner ve Ark tarafindan gelistiriimigtir. Bu yéntemler destilasyon, ekstraksiyon veya bu ig-
lemlerin kombinasyonuyla aynlan nikotinin titrasyonuna dayanir. Fakat nikotin farklandi-
nlamaz, ortamdaki mevcut bitin bazlarin toplami tayin edilmis olur (Willits ve Ark
1950). AOAC ydntemler arasina giren bir titrasyon yéntemi 1955'te Cundift ve Marku-
nas tarafindan geligtirilen perklorik asit ile susuz ortam titrasyonudur. Titrant (HCIO,4) or-
tami asetik asit, analit (Nic} ortami ise benzen - kloroform ekstraktindan olusur. Kristal
violet indikatériinin kullanildigt bu ydntemde toplam alkaloid nikotin olarak, tersiyer al-
kaloid yine nikotin olarak, sekonder alkaloid nornikotin olarak hesaplanarak belirlenir
(AOAC 1990b). \

1939'da Markwood tarafmdan bir kolorimetrik yéntem geligtirildi, nikotin 2-nafti-
lamin-siyanogen bromiir ile kompleks olugturmaya dayal bu yéntem, nisbeten ¢abuk ol-
masina ragmen &zgiil oimadigindan ¢ok sayida dider bilesik pozitif girigime neden olur.
Bir dider kolorimetrik yéntem 1839'de Hoffman tarafindan silikomolibdik asitle ¢éktlirme-
ye ve (irlind indirgemeye dayali renl§ kargilagtirma yoluyla geligtirildi (Thomas ve Ark
1980a).

Tutinde nikotin tayini igin analiz stresini Kisaltan adimlar atimig bunun igin

1939'da Avens ve Ark tarafindan mikro, 1948'de Giriffith ve Ark tarafindan yar mikro da-
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mitma teknikleri geligtirilmistir. Bu yontemler érnekleme, kdpiirme ve kullanilan diize-
nekten gelen degisik kaynakli hatalari igerir (Willits ve Ark 1950).

Willits ve Ark (1950) tarafindan itk UV spektrofotometrik yéntem geligtirildi. Bu
yontem ilk spektroskopik ydntem olmasi yoniyle farkhidir ve AOAC nikotin yontemieri
icinde ve etkinligi en fazla olan spektrofotometrik yontem buna dayanir (AOAC, 1990a).
Ancak bu yéntemde 62zgal degildir ve toplam alkaloid nikotin cinsinden verilir. Bu
yontemde nornikotin'in molar sogurganlik katsayisindaki ylizde on fazlaligin ihmali ve
ortamdaki diger bilegiklerden gelen pozitif girigimler nedeniyle az da olsa pozitif hata
igerir.

Nikolin ve Ark (1969) tarafindan bir IR ydntemi geligtirildi. Bu yontemde N-CHg
baginin titregimine ait absorbans 6igalir. Bu bagin oldugu yerde N-H bagina sahip olan
nomikotin absorbsiyon yapmaz, ydntem nikotin igin yine de dzgul degildir.

indirekt spektrofotometrik yolla bagka ydntemler de gelistirildi. Mahmoud ve
Ark (1975) tarafindan asitli tiitin ekstraktinda nikotinin metiloranj ile kenetlenme Griini-
nin kloroform fazina ekstraktlanmasina dayanan bir ydntem gelistirildi. 1982'de Matsu-
oka ve Ark tarafindan Tropaeolin OO veya calcon ile komplekslestirmeye dayali yukar-
dakine benzer bir ydntem geligtirildi (Chemical Abstract 1982).

M. Atkinson ve Ark (1984) tarafindan kirtima indisi dlgimine dayali bir spekt-
ropolarimetrik ydntem geligtirildi. 1976'da Pastor ve Ark. tarafindan bir potansiyometrik,
1980'de Moskatore ve Ark. tarafindan polarografik bir ydntem gelistirdi (Ayad 1985).

LiteratQrde yer alan tek indirekt AAS ydntemi M.Ayad ve Ark (1985) tarafindan
geligtirilmistir. Bu yéntemde nikotin, Cu, Zn, Pb ve Hg gibi mefallerle ML 5 seklinde bir
kompleks olugturularak ¢oktirtldr. Santrifilj sonrasi gdzilen ¢okelekteki metalin veya
szlintide harcanmamig metalin absorbans: AAS’de okunur. Bu yontem %98-99 geri
kazanima ve 1-10 mg tayin araligina sahiptir. Tiitlinde toplam alkaloid nikotin cinsinden
verilir.

Goralayor ki geligtirilen bu yontemilerin higbirisi nikotin igin 6zgil degildir, he-
men hepsinde toplam alkaloid nikotin olarak verilir. Nikotini ayirdeden kromotografik
yontemler gok daha yenidir. Ayad ve Ark (1985) tarafindan bu alanin ilkleri olarak refere

edilen nikotin analizleri 1975'de TLC, 1980'de biyolojik sivilarda nikotinin GC yoluyla



16

tahmini, 1981'de HPLC ydéntemieridir. AOAC ydntemleri arasinda kromotografik teknik-
lerle nikotin tayinine titin érnegi igin rastlanmamuigtir. GC yoluyla nikotin tayinine, filtreli
sigara agizhg (AOAC, 1990c) ve gevresel sigara dumani {AOAC, 1990 d) érneklerinde
rastlanmigtir.

Bu bahsedilenlerin diginda literatlirde gériilenier bunlardan bir kisminin modifi-
kasyonudur. Vries ve Ark (1976) tarafindan geligtirilen UV spektrofotometrik tam otoma-
tik tayin yéntemi bu tiirdendir. Tatlinlin digindaki drneklerde, tiitin dumaninda {sigara
ve gevresel) nikotin tayini UV-spektrofotometrik (Anders ve Ark, 1958) ve GC yéntemine
(AOAC 1990d) dayanir. Diger tir drnek bazi sebze ve meyvelerde ise UV spektrofoto-
metrik ydnteme dayanir (AOAC 1990e) . Tutlin dumanina ait érnek hazirlanmasi 6zel
aygit gerektiren farkli iglemleri i¢ine alir (Anders ve Ark 1958).
1.2.2.2. Nikotinik asit ve Nikotinamid tayin ydntemleri

NA ve ND tayinleri, vitamin praparatlan, ilaglar, bazi tahil ve besin gibi érnek-
lerde gdruliir. NA ve ND tayini ydntemleri nikotininki gibi zenginlikte degildir. Bunlar i¢in
Bzgll yontemlere pek rastlanmaz. Gogu kez ikisinin toplami tayin edilir, sonug NA cin-
sinden ifade edilir. NA+ND igin ilk gérilen ydntemlerden biri 1944'de gériilen mikrobiyo-
lojik yontemdir, bu yéntem duyarli olmasina ragmen ¢ok zaman alir ve dogrusal olma-
yan bir iligki verir (Bellion 1968). Bu yéntem AOAC ydntemleri arasinda da yer alan bu
yontemde titrimetrik ve kolorimetrik yéntemler kombine olmustur (AOAC, 19901) NA+ND
i¢in 262 nm'de absorbans dlgimiine dayah bir UV spektrofotometrik yol mevcutsa da
bunda 240-290 nm arasi absorbsiyon yapan protein ve niikleik asitlerin ortamda olma-
masi gerekir, ayrica bu yéntem pH degisimine kargi gok duyarhdir.

NA-+ND tayini icin etkinligi en fazlé olan bir ydntemin esast Konik reaksiyonuna
dayanir, bunda CNBr ile pridin halkas! etkileserek renkli reaksiyon Grinleri verir. Ortam
pH'ina da bagl olarak baz dalga boylarinda absorbsiyon yapar. Muelier ve Ark. ait
1947'de gérilen bir yéntem buna dayanir ( Bellion 1968). Bellion (1968) tarafindan fark-
I pH'un kullanildigi bunun bir modifikasyonu geligtirildi. Bunlara dayali ACAC y&ntemle-
rinde ilag ve besin 6rneklerinde Ca(OH), ile otoklavda yliksek sicakiikta hidroliz sonucu

ND, NA'ya dénustirdiar, her ikisinin toplami tayin edilir, sonug NA olarak verilir {AOAC,
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1990 j). Aynt temele dayal iki otomatik yéntemle biri tahillarda (AOAC, 1990 k) digeri
ilag ve besinlerde (AOAC 1990 1) NA+ ND tayin edilir.

ND'yi multivitamin preparatlarinda, kendisininkinin Gg kat! derigimdeki NA ya-
ninda tayin edilebilen bir ydntem vardir. Bu ydntemde de Konik reaksiyonuna dayanir.
Vitamin drnegi %3'lik KHyPO,4 ile pH 4.5'ta ekstraktlanir ve ekstrakt CNBr ve barbittrik
asit ile etkilegtirilip 550 nm'de abs. Sigultir (ACAC 1990m).

1.2.2.3. Niketamid tayin ydntemleri

Niketamid yalnizca sentetik bir ilagtir. Bunun tayini kalite kontrol amaciyla ilag
orneklerinde gorilir. Nket igin geligtirilmig 6zgdl bir ydntem yoktur. AOCAC ydntemleri
arasinda, %25'lik farmasétik praparatlarinda GC yoluyla tayin yéntemine rastlanmigtir
(AOAC 1990n).

1.3. AMAC

Bu tezde nikotin ve bunun farmasotik tirevlerinden nikotinik asit, nikotinamid
ve niketamid igin yeni analiz yontemi gelistiriimesi ele alindi. Literatirde nikotin analizi
icin Ayad ve Ark. (1981) tarafindan geligtirilen Cu, Zn, Hg, Pb 8lgimiine dayal yalnizca
bir indirekt AAS y6ntemi mevcuttur. Dider ¢ bilegik igin ise geligtirilmis herhangi bir in-
direkt AAS yontemi literatlirde mevcut degildir.

Burada bu dort bilegik icin 6ncelikle bir indirekt AAS ydntemi geligtiriimesi
amaglanmigtir. Bunun igin PMA reaktifi denenecektir. PMA bazi alkaloidlerin taninma-
sinda kullanilan bir reaktiftir. Bu reaktif literatlirde indirekt AAS tayin alaninda yalnizca
su iki galigmada kullanilmigtir. Bunlardan ilki Simon ve Ark. (1975) tarafindan geligtirilen
birusin, sitrikinin ve kinolin gibi alkaloid ve bazlarin indirekt AAS tayin yéntemi, digeri
Bazzi ve Ark. (1985) tarafindan geligtirilen kafein'in indirekt AAS tayin yontemidir. Bura-
da PMA ilgili bilesiklere denenecek, uygun olmayanlar igin uygun bagka bir metal reak-
tifi belirlenip yeni indirekt AAS tayin yontemleri olugturulacaktir.

Bu bilegikler igin bir de ayni metal reaktiflerinin kullaniimasina dayal kolorimet-
rik yontem geligtiriimesi amaglandi. Béylece triin olugturma iglemleri indirekt AAS ile

aynt olacaktir.
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2. YONTEM VE TEKNIKLER

Yer ve Tarih:

Bu tez kapsamindaki tiim deneyler Cumhuriyet Universitesi Fen Edebiyat Fakal-
tesi Analitik Aragtirma laboratuvarinda 1992-1994 yillan arasinda yapilmigtir. UV-VIS oku-
malari ayni fakiltenin Merkezi Aragtirma Laboratuvarinda, AAS okumalari ise T.C. Demir
Celik Igl. Divrigi Fabrikasi Kimya Laboratuvari ve C.U. Mith. Fak. MIPJAL'de yapilmigtir.
2.1. OPTIMIZASYON
2.1.1 Ybntem Geligtirme Igin like Belirlenmesl / On Denemeler
2.1.1.1. Nic, ND ve Nket Igin like Belirlenmesi

Fosfomolibdik asit (PMA) alkaloidlerin tarinma testlerinin birinde kullanilan bir re-
akdiftir. Bu teste gdre asitlendiriimis 6rnefe PMA ¢ézeltisi damlatilirsa alkaloid varsa sari
¢Bkelek olugur (Melentyeve Antonova, 1985). Reaksiyonun agagidaki gibi olmasi gerekir:

3Alk + nH 3PM012040 — (AlkH)3[PM012040] n (K)

Burada n Alkaloiddeki protonianacak bazik azot atomu sayisidir. Nikotine bu test
uygulandiginda, duyarli bir sonug verdigi gdzlendi. Alkaloid olmayan digerleri yapilarinda
nikotin gibi piridin halkas! tasirlar. Bunlardan amid grubu da tasiyan ve birer baz olan ND
ve Nket'inde bu test ile pozitif ve duyarlt sonug verdidi gozlendi. Diger bilesik NA'mun ise
karboksil grubu tagimasi, amfoter olmasi gibi ayricalikli bir ydna vardir. Bunun bu testle
duyarl bir sonug vermesi beklenemez. Bu nedenle NA'nin analizi igin bagka bir ilke arasti-
rimig buna bagl olarak bagka yéntem' geligtirilmigtir.

PMA ile ¢gdkme Grlintna ayirip ¢6zip Mo absorbansini okumaya dayali AAS yolu
kolayhkia éng6rildd. Kolorimetrik yol igin Griinli gdzme sonrasi esdefer PMA'nin indirge-
nerek Mo mavisi olusturmasina dayali bir ydntem dﬁgﬁnﬁldij. indirgen reaktif olarak fosfa-
ta gére daha genig kullanilir aralik sagladidi belirtilen, aynica dayaniklilik agisindan 6bir
segenekler arasinda en uzun 6mdrll olan sulfonik asit indirgeme reaktifini tercihle kolori-
metrik yolla fosfatin standart tayin yéntemindeki renk olusturma iglemleri {APHA, 1968)
aynen uygulandi. Beklenen renk ancak ilgili bilegiklerin nisbeten derigik olanlarinda géral-
di. Buna neden muhtemelen, agagidaki tepkimenin tamamlanamamasidir. Ortamdaki
PO,43- ve MoO42 nin gok az ve stokiyometrik oranda olmalan nedeniyle agagidaki reaksi-

yon tam olamiyor:
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PO43 + MoO42 +3H* & HzPMo 12040

Dengeyi tamamen saga kaydirmak igin ortama %4'lik NazMoO42H,0 ¢bzelti-
sinden 1'er m! eklendiginde en diislik derigimli bilegikler dahil hepsinde renk gbzlendi ve
bu son iglem geligtirilecek kolorimetrik yéntemde zorunlu olarak yer alacaktir. Béylece
Nic, ND ve Nket igin bir kolorimetrik ydntem ilkesi kesinlesmis oldu.
2.1.1.2. Nikotinik asit i¢in ke belirlenmesi

CuS0O4 NA'nin nitel tanima testlerinden birinde kullanilan bir reaktiftir. Bu teste
gbre nétral yapiimig érnede %10'luk CuSQ4 ¢dzeltisi eklenirse NA varsa Cu-NA komp-
leks Griiniinden mavi bir ¢okelek olusur (Kirk ve Othmer, 1970). lik olarak bu reaktifle ise
baglandi. Bu test NA'min mikro miktarlan igin gok duyarsiz bir sonug verdi, gGkelek ya hig
ya da az olustu. Bu testin pozitif sonug vermesi NA'nin érnekte mikro sinirlarn agacak
dizeyden daha fazla olmasi demektir.

Ortamin pH'1 biraz yukseltildiginde Cu(OH)2'in Cu-NA kompleksinden énce ¢6k-
tigu goézlendi. Biraz daha yiksek pH'ta ikisi birden ¢oktirilip organik ¢ézlcilerle bunla-
i ayriimasina galigildh, mimkin olmadi.

Cu(OH)> ¢okmesini engellemek igin ortama sitrat ve tartarat gibi komplekslegti-
riciler eklendiginde higbir gékme gériilmedi.

Cu-NA kompleksi ¢6kmedigine gore bu ¢bzeltide kalip, harcanmayan fazia ba-
kin fosfati halinde ¢oktlirme yolu denendi. Gézelti seyreltilip Cu absorbans élglldigin-
de absorbans degerleri, NA'nin eklenen miktarlarina karg! diisiik ve hep ayfu kaldif g6-
riidd. Bu durum Cu-NA kompleks olusum dengesinin Cu-fosfat gékme dengesiyle yari-
samayacak kadar gok zayif oldugunu gosteriyordu. Sonugta, mikro diizeyde NA analizi
icin CuSO4 uygun degildi.

Son olarak Cu(AC), (Bakir Il Asetat) ¢bzeltisi ile denemeler yapildi. Mikro mik-
tarlarda NA igeren nétral ¢ozeltilere seyreltik Cu(AC), eklendiginde derhal ¢ékelek olus-
tu. Gokeledin CuSQOy ile olana gore ¢ok belirgin ve fazla oldugu géralda.

Burada da 6ncekine benzer olarak bir AAS yéntemi itkesi kolaylikla 6ngérilda.
Kolorimetrik yol icin ise gbkelek ayiriip ¢bzildiikten sonra NA'nin egdegeri Cu'yu komp-
lékslegtirme yolu diigtiniildi. Ekstraksiyon gibi bir ikinci ayirmay gerektirecek bir komp-

lekslestirici gelistirilecek, yonteme kolaylik ve ¢abukluk agisindan dezavantaj getirece-



20

ginden molar absorblama katsayisi yiksek de olsa tercih edilmedi. Molar absorblamasi
yiksek ve olugturulacak triniin ¢bzeltide kalacag! ve bir kolorimetrik yol igin Tobia ve
Ark (1967) tarafindan geligtirilen Mo mavisi olusumuna dayal Cu tayinindeki yol izlendi.
Coziilmis ¢okme uriiniine KCN ve PMA eklendiginde mavi renk gozlendi, renk olugumu
CN- tarafindan indirgenmig Cu'nun olusturdugu Cu (l)'in de PMA'y1 Mo mavisine indirge-
mesi yoluyla olmahdir. Reaksiyon hakkinda bilgi edinilememig olmakla beraber agagida-
ki gibi oldugu tahmin edilebilir (Mo mavisinin net formdli bilinmiyor):

Cu2* +CN- — Cu* + 1/2 (CN)2

Cu*+ PM012040% + 4CN-— Cu(CN)42- + Mo mavisi

Ayrica bir de komplekslegtirici olarak NH3 kullanarak 620 nm'de VIS absorbans
okunmasina dayali bir ydntem ilkesi daha belirlendi.

Cu2+ + 4NH3 — Cu (NHg)s2*

2.1.2 Urin Ayirma Yolu

Olugturulan Org-PMA (riniini ortamdan ayirmak igin 1- Ekstraksiyon, 2-GOk-
tirme yollan denendi.

Ekstraksiyon yolu; Nikotinli Griin Gzerinde MIBK (Metilizobditil keton) ile maske-
leme reaktifi Na-sitratli ortamda denenmis bunun igin ekstraksiyon slresi, faz orani
(org/sulu) ve faz sayisinin optimal degerleri sirayla 1 dk, 1/3 ve 1 olarak belirlenmigtir.
Org. fazda AAS ile Mo absorbansi gok yiiksek sapmalar gdsterdiginden bu yolla gaveni-
lir bir analiz yéntemi olugturulamamugtir. Organik faza ekstraklanmig Mo'in bazik tam-
ponda sulu faza geri ekstraktlanmas kolaylik ve gabukluk agisindan dezavantajli olaca-
gindan bu yol denenmemigtir. ‘

Siizme teknigi ile Urlini ayirma yolu yine nikotinli Griin Gizerinde denenmis, gok
zaman almasi ve siizge¢ kagidinin ¢6zeltiyi veya harcanmamig Mo't fazla adsorblamasi
gibi nedenlerle iyi sonug vermedigi gézlenmigtir. Daha sonra santrifiijleme yolu denendi,
bunda olugan gdkelegin tamamini ¢dktirebilmek igin frekansin belli bir dederin altinda
olmamast gerektigi ve bu degerin 4500 devir/dk oldugdu belirlendi. Uygulamada kullanilan
santrifjiin 5900 devir/dk olan maksimum frekansinda galigild.

NA'nin Cu ile olugturdugu Griin higbir organik faza ekstraklanamadi. Olugan

artiniin siizme yoluyla ayniimasi iyi sonug vermedi. Stizme ve santrifiijleme yoluyla elde
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edilen stzintadeki harcanmamig Cu'nun absorbansi AAS'de okundugunda tutarsiz so-
nuglar gézlendi. Son olarak santrifijleme yoluyla olugturulan Grtin ayrilip ¢ézilerek es
deger metal AAS'de okundu, sonuglar tutarh gikti.

Sonug olarak santriftijleme tekniginin her iki analiz ilkesi igin amaca uygun en
iyi yol oldugu belirlendi.

2.1.3. Urin Olusturmada Reaktif ve Ornek Hacimleri

10 ml'lik tipte uygun reaksiyon hacmi 6.0 ml olarak kararlastirildi. Ornekteki ilgi-
li trtin nicel belirleme simir derigimini miimkiin oldugu kadar agadiya gekebilmek igin ki
bilesigin dlglk oranda oldugu 6mek}er igin bu édnemlidir, reaktit hacimlerinin kiglk, 6r-
nek hacimlerinin ise bliylik alinmasi diisiniidi. Reaktif hacimlerinin 1.0'er m! olmasi en
uygunudur. Bu durumda 8rnek hacmi 6.0 ile o reaksiyondaki diger reaktifierin sayisi ara-
sindaki fark olarak alinir. Geligtirilen yontemlerde alinan reaktif ve érnek hacimleri bu di-
slince veya bagintidan ¢ikarildi. Yalmzca Nic, 6rmegi, HoSO4 ile reaksiyon ortaminin
asithigini kargilayacak sekilde asitlendirilirse ki ydntemin tittine uygulanmasinda bu iglem
nasil olsa yapiliyor, tlpe eklenen reaktif sayisi bir eksilir. ND ve Nket i¢in bu kesinlikle
yépllmaz. Gunki bekletiimeyle olugan hidroliz az da olsa, érnek derigimine etki edebilir.
Asagida Gizelge 5'de 6rnek ve reaktiflerin uygun hacimleri {ml olarak) ve ekleme siralari
(soldan saga) gosterilmistir.

2.1.4. Reaktif Ekleme Sirasi

Cokme Urindniin olusumuna bu siranin herhangi bir etkisi yoktur. Ancak karig-
masi daha zor ve zaman alici olacadindan, ayrica tlpin Gstteki bog kisminin i¢ geperle-
rinde yapismig kisim kalabileceginden drnek ekleme sirasi sonuncu ve birinci olmayip
onta sirada olmasi uyg.;undur.‘

Reaktif ekleme sirasinin 8nemli oldugu bir yer, NA ile ilgili kolorimetrik ydntem-
de PMA ve HCI reaktifleri eklenirken HCI asiti en son eklenmelidir. Aksi halde asitli ¢6-
zeltiye KCN ve PMA eklenirse renk olugmuyor {Bakirin Mo mavisiyle tayin yénteminin ilk
g6rildugl Tobia ve Ark (1967)'a ait makalede bu énemli hususa deginilmeyip verilen si-
ralama gozden gegirilmeden HCI &nce veriimigtir. Siralama segeneklerinin tek tek de-

nenmesiyle bu 6nemli durum burada farkedildi).
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Gizelge 5. Goktlirmede reaktiflerin uygun ekleme sirasi (soldan saga) ve hacimleri

{ml olarak)
Tayin Edilen Bilesik HpSO4 Ornek PMA Toplam
Nikotin (H>SO4'l0) 0 5 1 6
Nikotinamid veya
Niketamid 1 4 1 6
{Cu Il Asetat)
Nikotinik Asit - 5 1 6

2.1.5. Gdkelek Igin Gézich
Org-PMA gékelegini herhangi bir baz PO43- ve MoO42" a dénlistlriirek gézer:

PM012040% + 24 OH" — PO43 + 12 M0o0O42 + 12H,0

Bu tipteki ¢okelegi ¢dzmede 0.05 M NaOH kullaniimasi, Bazzi ve Ark (1988)
tarafindan dogrusal olmayan ve hatali sonuglar verdigdi ve bu nedenle uygun olmadig
ifade edilmigtir. Bu konuda Simon ve Ark (1975) ve Bazzi ve Ark (1988) izlenerek goke-
lek pH'1 9 olan NH3 / NH,4Cl tamponunda ¢ézlilmUistir.

Cu-NA ¢6kme Uriind, kompleks iginde yer alan nikotinat'in asitlerle protonlan-
masi sonucu bozunarak ¢dzunir. Gékme drtinit 3 M NHj ile Cu'yu komplekslestirme
yoluyla da ¢dziilebilir. Fakat AAS ydntemi igin dogrudan uygunluk saglayacag, kolori-
metrik yéntemler iginde gerekli ortam sonradan kolay saglanacag: i¢in seyreltik HCI ile
¢ozllmesi uygun bulundu. |
2.1.6 Asitlik (PMA ile ¢bktlirme ydnteminde)

Uygun asitlik, reaksiyon ortaminda diger derigim veya etkenlerin ayni kalarak
HoSO4'in farkh derigimleri alinarak, elde edilen absorbanslar arasindaki iligkiye baklla-
rak bulundu. Bu iligkiyi belirlemek igin agadidaki deneme yapildi.

Bir dizi santrifij tipt alimp bunlarin herbirine egit miktarlarda Nic, 0.5 ml (mg)
ve 1.0 ml %5'lik PMA eklendi. 3M HxSO4ten sirayla 0.1 mi'den bagliyarak 0.05 ml fark-
la 0.5 ml'ye kadar eklendi. Damitik suyla hacimler 6.0 mi olacak sekilde egitlendi. Gerisi
icin AAS ydntemine gdre olan iglemler takip edildi. Elde edilen absorbansiar, HoSOy4 de-

rigimine karg! grafige gegirildiginde $ekil 1 elde edildi.
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Sekil 1: Ortam asitliginin gékmeye etkisi

Grafikten, asitin bu derigim aralidinda absorbans degerlerinin belli bir ydnde ve
6nemli bir degisme gbstermedikleri géralliyor. ND ve Nket igin de durumun farkli olma-
yacagi digtinlilerek hepsi igin uygun asitlik 0.25 M olarak alind..
2.1. 7. NA'h UrinGin Gdkmesine pH Etkisi

. like belirlenmesinde deginildigi gibi CuSO4 yerine Cu(AC)2'nin kullaniimasi du-

yarlihigi ¢ok fazla artirdi. Bunun nedeni Cu (Ac)o'nin CuSO4'e gére sahip oldugu biraz
yuksek pH ile ilgilidir. Sekil 2'de gorildida gibi ayni derigimde Cu(Ac)o'nin pH'i
CuS0Oy'Inkinden yiksek veya nétrale daha yakindir. Cu(Ac),'nin bu ¢ok ige yarayan bi-
raz fazla pH'1 saglama nedeni, koordinasyon bilegigi olmasina dayanir. Cu2+ ve Ac
iyonlarina gok az oranda ayrigir. Béylece bu iyonlarin hidrolizlerinin pH'i etkilemeleri,
dzellikle Cu?+ iyonunun asidik hidrolizinin pH" diiglirme etkisi dnemsizdir. Bir iyonik tuz
olan CuSO4'i3n cOzeltisinde, ise bu etki tersine fazladir. Bu durum, esit derigimlerde
Cu(Ac)2'nin pH'inin CuSOy4'tinklinden fazla olmasina neden olur.

Cu (Ac)p & Cu2t + 2AC- pK =33

Cu2* + HoO & CuOH* + H* pKhig = 8.0
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Sekil 2: Cu (AC)s (O) ve CuSOy (A) ¢bzeltilerinin pH'larinin derigime bagliligi.

Asidik hidroliz dengesi CuSO4'te ¢ok daha etkili oldugundan pHh aym derigim-
deki Cu(Ac)2'tan digtk olacagi, Sekil 2'yi olugturan pH Slgtimleriyle de gdsterilmigtir.
(Bu asidik hidroliz olmasayd higbir Cu tuzu, Cu(OH),'e doniisecegi igin suda ¢bziinme-
yecekti)

Bu biraz yUksek pH neden ¢6kmeyi artiriyor? Bunun nedeni, agagidaki denge-
leri dogrudan veya dolayli olarak pH'in artmasiyla (H* derigiminin azalmasiyla) saga
kaymasi olabilir:

C4Hs NCOOH & C4HsNCOO + H*

(NA) (NiA)

Cu?* + H0 & Cu(OH)* + H*

CuOH* + NiA < Cu(NiA) (OH)

NA icin uygun ¢oktirme pH'inin ne olacagina gelince, Cu{AC),'nin pH' az bir
miktar, 0.5 gibi artinimaya kalkilirsa derhal bulaniklik olur, Cu(OH), ¢dker. Bu durumda
daha fazla NA'y1 ¢oktiirecek pH biraz daha fazla olsa bile reaksiyon ortarmmn pH'ini de-
Jistirmeye kalkmak 6.0 ml'lik reaksiyon ortaminda ek gUglikler yarattig: gibi Cu(OH),
girisimine de neden olur. pHt 7 Borik asit/boraks tamponuyla bos deney yapildiinda
ise gbkme gorilda. Notrallegmig NA gézeltisi ile uygun derigsimde Cu{Ac), karigiminin
gosterecedi pH uygun pH olarak kabullenilecektir. Bu pH, belirtilen karigimda NA yerine



25

damitik su oldudunda veya bog deney yapildifinda bu kangimin pH'indan daha yiliksek
olmadigindan Cu(OH), girisimi s6z konusu olmaz.
2.1.8 Cu(AC)s Derigimi (NA analiz ydntemi igin)

Uygun Cu(Ac), derigimi olarak reaksiyon ortamina ayni miktar ve ayni kogul-
larda eklenmis NA'y1 en fazla ¢6ktiiren Cu(Ac),'in derigimi olarak kabul edildi. Bunu be-
lirlemek igin agagidaki deney yapild.

Bir dizi santrifij tipl alinarak bunlara gesitli derigimlerdeki Cu(Ac),'tan 5.0'er
ml eklendi. Bunlara nétral ve 5 mg/ml derigime sahip NA'dan 0.1 mi eklendi, santriftijle-
nip yikanan gékelekler 3 M NHa'te ¢6zilip hacim 50 ml yapildi. Bunun 620 nm'de VIS
absorbansi okundu. Ayni ¢gbzelti damitik suyla 10 kat seyreltilip AAS'de Cu absorbansi

okundu. Sonuglar agagida ve Sekil 3'de gdsterilmigtir.

0.03

0.025

0.02 +

Absorbans

0.015

0.01 ~ A

0.005 T T T T T
o 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06

Basl. angig Cu(AC) Derigimi Mol/L.

Sekil 3. Cu(Ac), derigiminin NA gskmesine etkisi.

Grafige gbre absorbansi maksimum yapan derigim 0.03 Mdir. Islemleri kismen
ayni olan segenek bir yol, bu sonucu dogruladi. Onceki denemede ilk santrifiij sonrasi
gOkeleklerinden ayrilmig harcanmamig Cu'ya ait stiziintilerden alinan 1.0'er mi, 3M
NHs ile 50 kat seyreltilip 620 nm'de absorbanslar okundu. Bunun paralelinde her derigi-

me Kkarsilik gelen, birer bag deneme yapilip ayni iglemler izlendi. Burada uygun derigim



26

gbzeltide Cu'nun en fazla harcandidi derigim olup, bog deneye gore en fazla absorbans

dismesine neden olur. ligili absorbanslar agagida gosterilmigtir.

Cizelge 6: Cu (Ac), derigimleri ile harcanmamig Cu'ya ait absorbans degerleri

Cu(Ac)s Baglangic Bos deney Harcanmamig Absorbans

Derigimi (mol/l Absorbansi Cu Abs.1 Dasmesi
0.005 0.010 0.010 ’ 0.000
0.01 0.020 0.020 0.000
0.02 0.040 0.035 0.005
0.03 0.060 0.050 0.010
0.04 0.070 0.070 0.000
0.05 0.090 0.090 0.000

Her iki yola gore uygun Cu(Ac), baglangic derigimi 0.03 M'dir. 5.1 ml'lik reak-
siyon ortaminda ise bu deger: ’

0.083x5.0/5.1 =0.0294 M olur.

Reaksiyon hacmi 6.0 ml, Cu reaktif hacmi ise 1.0 ml oldujunda uygun reaktif
derigimi (ekleme 6ncesi)

0.0294x 6/1=0.18~0.2M
olur. Form{l kiitle (FK) si 199.65 g/mol olan Cu(Ac),H»O igin bu y Uzdeye gevrilirse

0.2 mol/L x 199.65 g/mol x 100 ml x 1L/ 1000 ml = 3.993 g/100 ml

Bu, pratikge %4 (W/V) olarak alindi.
2.1.9. Final Hacim

AAS yonteminde uygun final hacim, metal derigimin kullanilan AAS'ye ait kato-’
logdan elde edilen KA'na d&l’igecek gekilde alinmasi 6ngdriildi. Mo igin bu aralik 60
mg/ml'ye kadar, Cu igin 5 pg/mi‘e kadardir.

Nic, ND ve Nket analizi igin, yukandaki 6ngérii dogrultusunda final hacim 50
mi tahmin edilerek bununla ayar edrisi olusturuldu (Sekil 4,5,6,7).

NA igin baglangigta 250 mi alindi, fakat bu hacimde Cu'ya gore KA st siniri (5
pg/mi) nin sinirda degil arada kaldigi, egdeger Cu'in belirlenmesinden sonra ortaya gik-

ti. Buna ragmen NA'ya ait ayar egrisinde bir biikiilme yok. Bunun nedeni muhtemelen
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gudur: NA derigimi artttkga olugan gdkelegin ylizeyi ve buna bagh olarak adsorblanan
Cu artar. Cokelek yikansa da yine gelecek pozitif biikiilme, yukarda sbzit edilen negatif
bikllmeyi kargilayarak nétralize eder. Bu nedenle beklenenden daha genig bir KA olu-
sur. Bu durumda 250 ml final hacim alinmasi isabetli olmugtur (Sekil 11). Uygulamada
bu, kolaylik, pratiklik ve az ¢6ziicii harcanma Ustiinligl saglayan su yolla yapilmigtir:
Cokelek 25 ml hacimde ¢dzilip bundan 1.0 veya 2.5 ml alinip 10 kat seyreltilmigtir.

Nic, ND ve Nket igin gelistirilen kolorimetrik ydntemde ise, S.A. indirgeme reak-
tifinin kullanildigi Mo mavisi olusturulmas: yoluyla fostat tayinindeki P'ye ait KA (0.013 -
4,000 pg/ml) dikkate alindi. Nic, ND ve Nketin P egdegerleri gok diigiik tahmin edildi-
ginden, bunlarin ayar egrisi 25 ml final hacime gore olusturuldu. Sekil 8,9 ve 10'dan go-
riildigti gibi KA degerleri (ug olarak) AAS'ninkilere ¢ok yakin bulundu.

Final hacmin 50 ml alinmasiyla bu araligin (ug olarak) degigmeyecegdi tahmin
edilebilir. Ayrica renk olugturulduktan sonra hemen absorbans okuma imkaninin o an
icin olmayip uygun okuma anini kagirmak gibi sansizliklara kargi, boga giden iglemleri
en bastan tekrarlamak yerine, yanlizca en son renk olugturma adimim tekrarlama imka-
ni veren, ¢bkelegdi 25 ml hacim iginde ¢dziip, bundan 3-4 ml gibi az bir miktar alip renk
olugturan reaktiflerle bunu iki kat seyreltme yoluyia final hacmin 50 ml'ye egdeger alin-
masinin daha faydali olacag! distnilebilir. Ancak egdeger P, nicel dlgim sininnin alti-
na diiger ve bu da yéntemin duyarligini azaltir kaygisiyla final hacmin yiiksek alinma-
sindan kaginildi ve Nic, ND ve Nket igin final hacim 25 ml ile ayar egrisi olugturuldu (Se-
kil 8,9,10).

NA kolorimetrik ydntem ic;in' 31.25 ve 75 ml olmak (izere iki final hacme gore
Sekil 12 ve 13 olugturuldu. Sekil 12'de diglanan yiiksek derisime sahip bazi noktalar
Sekil 13'de KA igine girdigi belirlendi. Daha genig KA veren Sekil 13 olusturan 75 ml fi-
nal hacim uygun bulundu.

2.1.10. Titiine Uygulanmasinda Ornek Hazirlama Yolu

Ekstraksiyon yolunda, 6biirinde (damitma yolunda) olmayan, organik faza
ekstraktlanmada fazladan organik ¢dziici sarfiyatt oldugundan bu yolda madde tiiketimi
daha fazladir. Fakat bu yolun da daha az zaman alma UstinlGga vardir. Obiriinde da-

mitma gok zaman alir. Fakat bu ydntemin de az madde sarfiyati Ustanlag vardir. Han-
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gisinin uygun olacagini ydntem uygulanacag! siradaki madde ve zaman kogullari belir-
ler. TatOn arastirma laboratuvarinda bu amag igin su buhari damitma ilkeleriyle ¢aligan,
buhar kaybinin s6z konusu oimadigi 6zel geligtirilmig aygitlar kullaniimaktadir. Su buha-
ri damitma bayagi bir sistemle yapilamaz, buhar kayb olabilir ki, bu alkaloid kaybi veya
negatif hata demektir. Ayrica damitma siresince fazla bekletilmeleri ve t§i1ga maruz ka-
labilmeleri alkoloidlerin bozunma ihtimalini de gligiendirir. Bu nedenlerle yukarida sbzii
edilen dzel aygitlar yoksa ekstraksiyon yolunun secilmesi yerinde olur.
2.2. NiKOTIN, NIKOTINAMID VE NIKETAMID'IN INDIREKT AAS VE
KOLORIMETRIK YOLLA ANALIZi iCIN GELISTIRILEN YONTEM

2.2.1. Yontemin ilkesi

Bu bilegikierden drnekte bulunani PMA ile goktiirtilerek Griin ayrilir. Bundan
sonrasi AAS yolunda ¢okelek NH3 / NH4Cl tamponuyla ¢ozillp ¢ozeltideki Mo absor-
banst AAS de okunur. Kolorimetrik yolda ise ¢okelek ¢ozlilip esdeger PMA, sulfonik
asit indirgeme reaktifiyle indirgenerek Mo mavisine donigtirildr, spektrofotometrede
725 nrr;'de absorbans okunur.
2.2.2. Arag ve geregler

1) AAS, Perkin Elmer marka ve 603 model

2) Mo Hallow katod lamba, Perkin EImer marka

3) UV-VIS ¢ift iginh spektrofotometre, Shimadzu marka 160A model

4)Santrifuj, Hettich Universal marka, D-7200 modei

AAS igin enstriman kogullari

AAS marka ve modeli= Perkin Elmer, 603

Gaz yakit sistemi= NoO / CoHa

Lamba = UV Hallow katod Mo lambasi

Daiga Boyu=313.3 nm

Slit=4nm

Lamba akimi = 35 mA

Yakici gaz (N2O) basinci = 2.1 kg/cm?

Yakit (CoHy ) basinci= 0.86 kg/cm?2
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2.2.3 Reaktifler

1) Standart Nikotin, Nikotinamid ve Niketamid ¢ézeltileri, 1000 ug/ml. 100'er
m!'lik balonlara Sigma Urlini standartlardan hesaplanmis miktarlarda tartilarak hazirla-
nir. Renkli siselerde muhafaza edilir. (Reaktifierin glinlik hazirlanmasinin veya birkag
gund gegen gdzeltilerin kullaniimamasinin uygun oldudu bu ¢galigmalarda gézienmigtir).

2) Fosfomnolibdik asit ¢dzeltisi %5 (W/V) 5.0 g HzPMo012040.H20 (Molibdofosfo-
rik asit hidrat) tartilip damitik suda ¢éztitip 100 mi'lik balon jojede hacim ayar gizgisine
tamamlanip renkli sigede muhafaza edilir.

3) Siilfirik asit gozeltisi2.0 M. 11.1 ml derigik stok gbzeltisi alimp 100 ml lik bir
balon iginde damitik suya yavasga aktanlip hacim suyla tamamianir..

4) Sdifdrik asit ¢ézeltisi 1.5 M. 8.3 mi derigik stok ¢dzeltisi 100 ml'lik balon igin-
deki suya yavagga aktarihp damitik suyla hacim tamamlanir.

5)Sdlfirik asit ¢ézeltisi 0.5 M. 27.8 ml derigik stok ¢dzelti alinip yarnisinda da-
mitik su bulunduran 1 L balon jojeye yavascga aktarthip hacim tamamianir.

6) Amonyak-amonyum klorir tamponu (pH" 9 olan), 13.375 g NH4CI (susuz)
litrelik balon joje iginde bir miktar damitik suda ¢6zQllp Gzerine 35 ml derigik amonyak
stok ¢dzeltisi eklenir, litreye seyreltilir,polietilen sigseye aktarilir.

7) NaOH ¢dzeltisi, 0.1 M. Hesaplanan kadar NaOH (Merck) katistyla hazirian-
mig 1.0 M NaOH ¢6zeltisinin seyreltiimesiyle hazirlanir. Polietilen gisede bulundurulur.

8) Aminonaftolsiifonik asit indirgeme reaktifi, 0.5 g 1-amino-2- naftol- 4 sulfo-
nik asit (ANSA) (Merck), 21 g susuz NasSOg, 35 g Na>S,05 (Na-metabisulfit veya Na-
pirostffit} alimr. ANSA'nin hepsi az bir Na,S203 kismi ile havanda ezilerek karigtinlir.
Diger kalan tuziar yansinda damitik su bulunan 500 ml'lik balon jojede ¢dziilir. Bunun
tizerine havandaki karnigim aktarilarak ¢6zlir. Hacim 500'e tamamlanir. Gézelti renkli
siseye aktarilir. 30°C't gegmeyen sicaklikta bulundurulur. lyi korunursa 4 ay kadar da-
yanabilir. Fakat en iyisi 15 glinde bir yenilenmelidir (APHA 1965).

8) NaMoO42Ho0 ¢ozeltisi, %4 (w/V). Hesaplanmig miktarda bu tuzundan
(Merck) hazirlanir.

10} Molibden standart ¢dzeltisi, 1000 pg/ml 0.2522 g NasMoO42HO tuzu
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(Merck) 100 ml'lik bir balon iginde ¢ozdlur. Hacim damitik suyla gizgiye tamamianur.
Buradan alinan hesaplanmig miktarlarda ¢6zelti alinarak iglerine 5.0 er ml tampon (re-
aktif 4) konuimug 25'er ml'lik balon jojelere aktarilarak 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 ug/mi
derigimlerde Mo st ¢dzeltisi hazirlamak Gzere damitik suyla seyreltilir.

11) KHpPOy, 0.006 M, 0.0817 g KHoPO4 (susuz) tuzu (Merck) alinip goziile-
rek 100 ml'ye tamamlarur (1),

12) NagMoO42H 20, %12 (wW/V) reaktif 9'daki gibi hazirlanir (1),

(1) Reaktif 11 ve 12, %5 PMA (Reaktif 2)'ye bir secenek olarak hazirlanir.
2.2.4 Analiz Yéntemi / Islemler

ligili bilegigin ayar egrisini olusturmak igin hepsi igin 1000 pug/m! olan kendi
standartindan 0.05-1.20 ml arasinda 0.1 farkla hacimlar alimir (ml.¢6z.= mg.Bil.) (Bu
aralik gizelge 5 ve 6'daki KA deg@erlerine gbre bilesige gére uygun sekilde daraltilabilir).
Ornege uygulanacag: zaman, hazirlanmig &rnek cOzeltisinden 4.0'er ml, 5-10 kisim ali-
nir. Uygun asitlikte ise Nlc 5.0 mil alinabilir, o zaman &rnek konulan tiiplere ayrica
H>80,4 konulmaz. Her iki tir igin asagidaki islemler aynen uygulanir. Yéntem agagdidaki
adimlarin izlenmesinden olugur:

1) Org-PMA ¢dkeledinin olugturuimasi: 10 ml'lik bir dizi polipropilen santrifuj
tipd alinir. Herbirine 1.0 erml 1.5 M H2S04 ve yukanda belirtildigi tarzda ilgili bilesige
ait standart ve 6rnekler eklenir. Daha sonra 1.0 er ml %5 PMA eklenir. Standart ekienen
tlplerde toplam sivi hacmi 6.0 ml olmasi igin aradaki farklar hesaplanip, damitik su ek-
lenerek esitlenir. Bu ekleme, tlp hafif edik vaziyette ekseni etrafinda déndiiruliirken da-
mitik su biraz yukardan tiiplin ajzina yakin ig geperlerine damlatilarak yapilir. Boylece
tim reaktif kalintilan agagida yer almig 6lur. Tupler hafif sarsilarak karistinlmasi sagla-
nir. (Baget kullaniimaz).

I} @okeledin ayriimasi: Reaktiflerin eklenmesi tamamlandiktan sonra fazla
beklemeden (ilk yanm saat iginde) 6000 dev/dk frekansta 10 dk streyle sahtrifﬁjlenir.
Stzhntd atilir. Tlplerin agizlar stzgeg kagidiyla hafifge silinir. 5 ml, 0.5 M HoSQ, yu-
kardaki gibi damlatilarak gokelek yikanir. Ayni kosullarda tekrar santrifiijlenip yikama
gOzeltisi atihr.

1) Gokeledin gbziiimesi ve abs. okunmasi:  Bundan sonraki iglemler uygula-
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nacak analiz yéntemine gére degismektedir.

1) AAS Yéntemi: Tuplere 8.0'er ml tampon eklenip bagetle karngtirilir. 50 ml'lik
beher araciligiyla 50 ml'lik balon jojelere aktarilir. Tiplere 3.0 mi, daha tampon ve 5§ mi
damitik su konulup karigtinilir, beherle balona aktarihir. T(ipler ve baget behere dékile-
cek sekilde pisetle durulanir. En son beher de yikanip, yikama sular balona aktariip
hacim ayar gizgisine kadar (50 ml olacak gekilde) damitik suyla tamamlanip adzi kapa-
tilip karigtinhr. Bundan bir miktar temiz ve kuru tiiplere aktanlarak bununla nitroz oksit-
asetilen alevli AAS de 2.1.2.'deki parametrelerde Mo absorbanst okunur.

2) Kolorimetrik yéntem: Tlplere 5.0 ml 0.1 M NaOH eklenip bagetle karigtinla-
rak gozulur. Beher aracilifiyla 25.0 ml'lik balon jojelere &nceki tarzda aktarihr (Gozelti-
nin balon iginde yaklasik 20 ml'yi gegmemesine dikkat edilir). Balonlara 1.0'er ml 2 M
HoS04 ve %4'lik NapMoO42H20, 2.0 ml indirgeme ¢ozeltisi eklenip hacim 25.0 ml'ye
damitik suyla tamamlanir. Mavi-yesil arasi renk olugumu 15 dakikada tamamlanir. Renk
olusumu standart ve érnekler igin ayni anda veya ¢ok az zaman farkiyla olugur. Renk
15 dk sonra VIS spekirofotometrede 725 nm dalga boyunda absorbans 8lgildr.

‘ Her bir bilesik ve yéntem igin pg (st) / ml (Final Hacim) oraniar tek tek hesap-
lanip okunmusg absorbanslarla ayar egrisi olusturulur. Orneklere kargi gelen absorbans-
larin ortalamas! alinip, buna kargilik gelen derigim grafikten okunarak érnek analizi ta-
mamlanir.

2.2.5. Nikotin tayini Igin tatiin 8rnegine uygulanmasi

Tatln érnegini analize hazirlamak igin agagida gésterilen iki yol izlenebilir:

1) Ekstraksiyon yolu: Bu yol, alkaloidleri tatin-alkali karigimindan bir organik
faza, buradan da asitle sulu faza gekme esasina dayanir. Agagidaki yol, Nikolin ve Ark
(1969) tarafindan gelistirilen Nikotin tayini ydnteminden alinmig olup, buna asit ekstrak-
siyonu ve kati 6rnedin sabit tartima getirme iglemleri gibi kiigUk ilaveler yapilarak geligti-
rilen analiz ySntemi igin uygun hale getirilmigtir.

Istlem: Onceden yikanmig kurutulmug ve 6§Utiilmig kati titiin yapraklarindan
olugan &rnek 40°C'deki etlivde 24 saat bekletilerek sabit tartima getirilir. lyice karigtinia-
rak bundan 0.2000-2.0000 g arasinda (beklenilen Nic oranina gére) hassas tartimia

miktar alinir. Bu, 35 ml %25 NaOH ile bir 100 ml'lik ayirma hunisine konup arasira 1 sa-
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at galkalanir. Bu kangim 10 ml CCl, veya CHCIj ile ektraktlanir. Aynian organik faz,
iginde 25 ml 1 M H2SO4 bulunan ikinci bir ayirma hunisine alinip bir de burdaki ekstrak-
siyonla alkaloidler sulu faza gekilir. Bundan sonra ayni organik faz tekrar ilk ayirma hu-
nisine aktarilip ayni islemler 5 defa daha tekrarlanir. Sulu fazlar 250 mfllik balon jojeye
aktarilip damitik suyla ayar gizgisine seyretilir. Bundan 5-10 mi alinip 0.3 M H2SO4 ile
on kat seyreltilir. (Bu oran beklenen alkaloid oranina gére degistirilebilir). Nikotinle ilgili
gozettiler 1giktan korunarak serin yerde ve adzi kapali olarak saklanir. Seyrelmis g6zelti-
den 5.0'er ml 5-10 kisim alinarak tizerinden burda geligtirilen Nikotin ile ilgili AAS ve
kolorimetrik tayin yéntemi uygulanir.

2) Su buhari damitmasi yolu: Tatlin alkali kangimina buhar plskirtirelerek al-
kaloidlerin su buhan damitma yoluyla ayriimasina dayanir. Agagidaki yol AOAC yén-
temlerinde yer alan titlinde nikotin tayininden alinmis (AOAC, 1990a ) ve uygun degi-
sikliklerle burda geligtirilen AAS ve kolorimetrik yénteme uyarlanmigtir.

Bu yolda, hassas tartim sonuna kadar éncekiyle ayni iglemler uygulanir. Tarti-
lan érnek bir su buhan damitma sisteminin buhar puskirtiilen balonuna konup yanina
NaCl ile doyuruimug %30'luk NaOH'tan 5 mi eklenir. 250 ml'lik destilati toplamak igin bir
balon jojeye 10 ml 1 M HoSO4 konulup bu, damitma siresince igtktan yalitik olarak tuz-
buz karigimi iginde sisteme baglanir. En az 3-4 saat damitma yapilir. Toplanan destilat
250 ml hacme damitik suyla seyreltilir. Bundan 5-10 mi alinip 0.3 M H28Q4 ile on kat
seyreltilir. Bu ¢ozeltiye tayin ydntemi uygulanir. Nikotin alkaloidleri toplami nikotin cin-
sinden, deneydeki parametrelere gére olusturulmug asagidaki esitlikten hesaplanir:

" %Ak =0.05Cgp. Vi / g

Viin: Final hacim (AAS yénteminde 50, kdl. yéntemde 25 mi)

Ciin: Final hacimdeki pg/ml cinsinden Nlc derigimi

g : Ornek miktari, gram olarak

Yukaridaki egitlikler AAS ve kol. ydntemlerde asadidaki hali alir:

% Alk = 2.50 . Cfin/ g (AAS'de)

% Ak =1.25.Cyn/g {Kol.'de)
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2.3. NIKOTINIK ASITIN INDIREKT AAS VE KOLORIMETRIK YOLLA
ANALIZI ICIN GELISTIRILEN YONTEMLER

2.3.1. Yontemin ilkesi

Nétral drnekteki NA, CullAsetat ile ¢okturilip Grin ayrlarak seyreltik HCI ile
¢bzilur. Bu gozelti ikisi kolorimetrik ¢ farkh yéntem igin kullanilir. Gdzeltideki Cu egde-
Jeri, AAS'de Cu absorbansi okunarak AAS yéntemi, KCN+PMA eklenerek NA'ya esde-
ger olan ile Cu'ya esdeder PMA'nin indirgenmesiyle Molibden mavisi olugturulup 725
nm'de absorbans okunarak kolorimetrik bir yéntem, Cu'nun NHz'li ortamda 620 nm'de
absorbansi okunarak bagka bir kolorimetrik ydntem ile NA tayin edilir.
2.3.2.Ara¢ ve geregler

1) AAS, Perkin Elmer marka, 2380 model

2) Cu Hallow katod lamba, Cathdon marka

3) pH metre, Bilmar marka, 101 model

4) Spektrofotometre ve Santrifiij 2.1.2.'deki ayni marka ve model

AAS enstriman kosullar::

Dalga boyu = 324.8 nm

Slit = 0.7 nm

Lamba Akimi = 10 mA (max)

Gaz Yakit = Hava /Asetilen sistemi

i¢ Basing = 90 k Pascal (= 13 Psi)

Dig Basing = 500 k Pascal (=80 Psi)
2.3.3. Reaktifler

1) Cu (CH3C0O0)oH20, %4 (w/V): 2.0 g kati (Merck) damitik suda ¢oéziiip
hacme tamamianir. Bu ¢dzelti glnliik ve ihtiya¢ kadar hazirlanmalidir. Bir glinii gegtik-
ten sonra bu ¢dzeltide bilegimi muhtemelen Cu(Ac) (OH) (k) olan bir bulanma gézlendi.

2) Nikotinik Asit Standardi, 1000 ng/mi NA katist (Sigma) dodrudan hassas te-
razide tartilip bir beher iginde damitik suda ¢ézillir. 1.0 ve 0.1 M derigimlerde NaOH ve
HCI ¢ézeltileri damlatilarak pH metre ile pH' 7.0£0.1 (N6tral) yapilir. 250 ml'lik balon jo-
jeye aktariip hacim deiyonize suyla 250.0 ml'ye tamamianir.

3) KCN, %1 (w/V), KCN (Merck) katisindan hazirlanir.
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4) PMA, %1 (w/V) Fosfomolibdik asit (Merck) katisindan hazirlanip renkli sige-
de korunur (4 hafta kadar dayanikiidir).

5) HCI, 1.0 M, 8.3 ml der HCI (d= 1.19 % 37'lik) 50 ml suya aktanhp karigtirtlir
ve hacim 100 ml'ye tamamianarak hazirlanir.

6) HCI, 0.1 M: Reaktif 5'ten seyreltilerek hazirlanir.

7} NaOH, 0.1 M Kati NaOH (Merck)'un hassas tartimiyla hazirlanip, polietilen
siseye aktarilr.

6) NH3, gozeltisi 6 M veya 1:1, 50 ml derigik amonyak ayni hacimda damitik
su ile kanigtiriip polietilen gigeye aktarilir.

2.3.4 Analiz Yéntemi /lglemlier

Yéntem asagidaki adimlanin izlenmesinde olusur. Ayar edrisi igin standart mik-
tarlari agagidaki gibi alinir. Ornek analizi igin en az beg adet 5.0 ml &rnek alinip her ikisi
icin ayni adimlar izlenir. St ve 8rnek nétral olacak gekilde hazirlanir.

1) Cékme drdnindn olusturulmasi: Nétral ve 1000 ng/mi derigime sahip (ml
¢6z = mg NA) NA standarti 0.5'ten 3.0 ml'ye kadar 0.25 ml farkla alinip tlplere aktanlir.
Taplere 1.0'er ml Cu (Ac)o reaktifi eklenip tiipler hafifge sarsilarak karigtiriir. Toplam si-
vi hacmi 6.0 ml olacak gekilde her tlpe kendi gerektirdigi miktarda damitik su (&nceki
yontemdeki, 2.1.4'deki gibi) eklenir. Yarim saat beklenir.

1l) Gokelegin ayriimasi: G6kelek dnceki ydntemdeki yolla ayrintilarina aynen
uygulanarak aynlir. Yalnizca ¢okelek damitik suyla yikanir.

1) Gdkelegin ¢bziilmesi: Tfiplere 5.0 ml 0.1 M HCI aktariimak suretiyle gbke-
Iekten gozullr. Gozeltiler 2.1.4'deki ayrnintilara uyarak 25.0 ml'lik balon jojelere aktarilir.
Hacimlan ayar gizgisinde ayarlanip kapatiir ve karigtirilir.

1V} Renk olusumu / absorbans dlgimd: Bir énceki adim sonunda elde edilen
¢Ozelti, her O¢ yontem igin de kullaniimak tGzere bundan sonraki iglemler uygulanacak
yénteme gbre izlenir.

' 1) AAS ydntemi: 1.0 veya 2.5 ml ¢6zelti alinip damitik suyla 10 kat seyrettilir.
AAS'de 324.8 nm'de Cu absorbansi okunur.
2) Kolorimetrik yontem (Mo mavisi olugturma): 3.0 ml g6zelti alinip 0.6 ml, 0.1

M NaOH, 1.0'er ml %1 KCN, %1 PMA ve 1.0 M HCI eklenip hacim damitik suyla 9.0
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mi'ye tamamlanir. 15 dakika sonra spektrofotometrede 725 nm'de absorbans &lglilar.

3) Kolorimetrik yéntem (baklr-amonyak kompleksi olugturma): 5.0 ml ¢ozelti
alimip 10 mi'lik balon jojeye aktarilir, bunun Gzerine 6.0 M NH3 eklenerek hacim tamam-
lanir. Spektrofotometrede 620 nm'de absorbans okunur.

Alinan NA miktarlarina karstlik gelen ugNA/ ml (Final) degerleri hesaplanip bu
ve bunlara kargilik gelen absorbans degerleri ile her Gg yonteme gére ayar egrileri ha-

zirlanir.
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3. BULGULAR

3.1. Ayar Egrileri
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Sekil 4: Nikotin'in indirekt AAS yoluyla analizi igin ayar egrisi

0.15

0.16 —

Absorbans

0.05 — y=0.0131x - 0.00332
r=0.999

0.00 1} T T T
o 5 10 15

ND pg/ml Fin

Sekil 5 : Nikotinamid'in indirekt AAS yoluyla analizi igin ayar egrisi
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Sekil 6: Niketamid'in indirekt AAS yoluyla tayini igin ayar egrisi
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Sekil 7: Niketamidin'in indirekt AAS yoluyla analizi i¢in KH2PO44+ NasMoOy4
segenedi kullanilarak olusturulan ayar egrisi
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Sekil 8: Nikotin'in indirekt kolorimetrik tayini icin ayar egrisi

0.5
0.4 — <
0.3 — >
0.2 —
0.1 — y=0.0156x + 0.1702
r=0.991
o @
0 < P T T T
(0] 10 20 30 40 50

ND pg/ml Fin

Sekil 9: Nikotinamid'in indirekt kolorimetrik tayini igin ayar egrisi
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Sekil 10: Niketamid'in indirekt kolorimetrik tayini igin ayar egrisi
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Sekil 11: Nikotinik asidin indirekt AAS yoluyla tayini igin ayar egrisi



40

0.9

0.8 —

0.7 —

0.6 -ﬂ

0.5 —

0.4 —

. Absorbans

0.3 —

y=0.0151x - 0.0108
0.2 - r=0.990

0.1 — <

Y 1 1 1
0 25 50 75 100

NA pg/ml Fin

Sekil 12: Nikotinik asidin Mo mavisi olugturma yoluyla indirekt kolorimetrik tayini igin
ayar egirisi (ktiglk final hacime gére)
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Sekil 13 : Nikotinik asidin Sekil 12 kogullarinda daha blytk final hacime gére
ayar egrisi
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Sekil 14: Nikotinik asidin amonyakla komplekslegsmeye dayanan indirekt kolorimetrik
yolla analizi igin ayar egrisi
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Sekil 15: Sekil 4 kosullarinda Mo ayar egrisi
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Sekil 18: Sekil 12 kosullarinda Cu ayar egrisi
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Sekil 19: PMA ile gbktiirme yonteminde olugturulan Mo mavisine ait spektrumiar.
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3.2. Geligtirilen Yéntemlerin analitik Gosterge Degerleri
3.2.1. Duyarlik Tayini

Ayar egrilerinden duyarlikla ilgili asadidaki gizelgeler olusturuldu.

Cizelge 7: Geligtirilen AAS yontemlerine ait duyarlik ile ilgili bilgiler

Kullanihr Nicel Sulu drnekte | Ayar Analitik
Belirlenen | Ornek | Final | Arahk Olgiim Nicel 8igiim | Duyarh@ | Duyarlik
Bilegik Hacmi | Hacim| (KA) Simin (NOS) | Sinin (NOS) | dA/de (dA/dC)/s
(ml) (ml) | (pg/ml final) (mg) (ng/mi &r.) (abs/ppm)
Nikotin 5 50 1-18 0.05 10 0.0219 7.3
Nikotinamid | 4 50 7-16 0.35 88 0.0131 3.3
Niketamid 4 50 8-20 0.40 125 0.0107 54
Nikotinik As.| 5 250 2-20 0.50 100 0.0248 8.3
Cizelge 8: Geligtirilen kolorimetrik ydntemlere ait duyariilikla ilgili bilgiler
Kullanihr Nicel Sulu érnekte | Ayar Analitik
Belirlenen  |Ornek | - Final Aralik Siglim Nicel Olglim | Duyarlign | Duyarlik
Bilegik Hacmi Hacim| (KA) Sinin (NOS) | Simin (NGS) | dA/de (dA/dC)/s
{ml) (ml) (ng/ml final)| (mg) (ng/ml or.) {abs/ppm)
Nikotin 5 25 2-28 0.05 10 0.0167 | 0.64
Nikotinamid 4 25 14-40 0.35 125 0.014 1.3
Niketamid 4 25 16-40 0.40 100 0.007 1.4
Nikotink As. | 5 75 7-40 0.50 100 0.015 1.4
(Mo mavisi)
Nikotinik asit | 5 50 10-45 0.50 100 0.0006 | 0.083
(NH3 ile komp)

Cizelge 9. Bilesiklerin 3.6'da belirlenen esdefer metal atomu sayilar ile KA'daki

egimleri arasindaki iligki

M/Org Ayar Duyarligi (dA/dc)
Bilegik (mol/mol) ind. AAS Ind. Kol.
Nikotin 8/1 0.0219 0.0167
Nikotinamid 4/1 0.0131 0.0156
Niketamid 4/ 0.0107 0.0067
Nikotinikasit 11 0.0248 0.0142 (Mo mav.)
0.0005 (NH3 ile komp.
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Glzelge 10. Nic'in UV spektrofotometrik (Willits ve Ark 1950) ve NA'"nin VIS

spektrofotometrik (Bellion 1968) analiz yéntemlerine ait bazi bilgiler

Bilesik LKA dA/dC BSS Yéntem
ug/ml abs/ppm (%)

Nikotin 1-30 0.0343 2 UV Spekt.

Nikotinik asit 0.05-40 0.045 1 VIS-Spekt.

3.2.2. Kesinlik Tayini

Geligtirilen yontemlerin kesinligini belirlemek igin, ilgili bilesigin derigimi
hepsinde egit olan ¢ok sayida ideal 6rneklere, diger tim etkenlerin ayni kaldigt bir or-
tamda geligtirilen yontem uygulandi. Bu iglem, ilgili her bilegik ve gelistirilen her yéntem
igin tekrarlandi.

‘ Kesinligin ifadesi igin, bu yolla elde edilen absorbanslarin birbirine yakinhgi

standart sapma (s) ve bagil standart sapma (BSS) olarak hesaplanmustir. Bunlar igin

asagidaki esitlikler kullantidi.

1/ 2 (A - A2
n-1

S =
s
BSS= — x 100
A
s : Standart sapma
n : Deneme veya 6lgim sayisi
A : Ortalama absorbans
Aj : Herhangi bir i.nci denemedeki absorbans degeri
BSS - Bagil standart sapma, yizde olarak

Clzelge 11: Geligtirilen AAS ydnteminde elde edilen kesinlikle ilgili bilgiler

Bilesik n A s BSS
%
Nikotin 7 0.213 0.003 1.4
Nikotinamid 8 0.096 0.004 48
Niketamid 7 0.047 0.002 5.3
Nikotinik Asit 11 0.189 0.003 18
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Cizelge 12: Geligtirilen Kolorimetrik yontemlerde elde edilen kesinlikie ilgili bilgiler

Bileslk n A s BSS
%

Nikotin 6 0.330 0.026 8.0
Nikotinamid 6 0.143 0.012 8.8
Niketamid 7 0.157 0.005 35
Nikotinik Asit

(Mo mavisi) 8 0.366 0.010 29
Nikotinik Asit

{NHg ile komp) 10 0.021 0.006 26

3.2.3. Dogruluk Tayini

Dogruluk, literatlirde analiz yéntemi gelistirme galigmalarinin bazilarinda da
gbrilen ve ideal 6rneklere mahsus bir tarza gére belirlenmigtir. Bu tarza gére organik
standardin bilinen bir miktari (dogru kabul edilen) alinip ilgili ydntemle analizlenir. Bulu-
nanin bilinene gére ylizde geri kazanmim ve ylizde hatas: belirienerek dodruluk ifade edi-

lir. Bu tarzia bulunan degerler gizelge 13 ve 14'de gésterilmigtir.

Cizelge 13. Gelistirilen AAS ydntemilerine gore ylizde geri kazamm ve hatanin

belirlenmesi
Bilesik Oigam Ekienen Bulunan | % Geri | % Hata
sayisi (h) {mg) {mg) kazanim
Nikotin 7 0.500 0.500 100.0 0.0
Nikotinamid 8 0.500 0.503 100.6 +0.6
Niketamid 7 0.750 0.744 99.2 -0.8
Nikotinik Asit 11 2.000 2.016 100.8 +0.8
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Cizelge 14. Geligtirilen kolorimetrik ydntemlere gére ylzde geri kazanim ve hatanin

belirlenmesi
Bilegik Olgiim Eklenen | Bulunan % Geri % Hata
sayist (n) (mg) (mg) kazanim
Nikotin 6 0.500 0.516 103.2 +3.2
Nikotinamid 6 0.500 0.506 101.2 +1.2
Niketamid 7 0.700 0.680 98.0 -2.0
Nikotinik Asit
- 8 2.000 1.930 965 35
[Mo mavisi)
Nikotinik Asit 10 2.000 1.909 95.4 45
NH 3 komp)
3.3. Girigimler

Girigim yapanlari ¢okelegin ayriimasindan sonraki ortamlarda éncellikle ele al-
mak gereksizdir. Clinkd santrifijleme ve yikama iglemieriyle drekteki diger bilegenler
ayrilmig olurlar. Bundan sonra &rnek ve standartlarin ortam bilegimi ayni olur. Bu ne-
denle AAS igin standart ekleme ydntemine veya bagka bir zemin diizeltme iglemine ge-
rek kalmaz. Olugturulan Org-PMA g¢dkeledi bekledildiginde Gizerinde mavi lekeler oluga-
biliyor. Yikandiktan sonra bekletilirse bu lekeler girisime neden olmaz, ¢iinkli gokelek
bazla ¢dziliirken mavi renkteki degigime ugramig kisim, degigmemis haliyle yine ayni
esdederde PO% 4 ve MoO?-, olusturularak ¢dzindr.

Esas girigim sorunu dmekteki ortam maddslerinin ¢okttr(ic(i reaktiflerle etkileg-
mesihe dayanir. Bu etkilegme iki yolia olur:

1) Coktirici reaktifin indirgenmesi yoluyla

2) Coktarhci reaktifle (riin olugumu benzeri) gokelek olugturmasi yoluyla

Birinci yola gdre kendileri de bir yiikseltgen olan PMA ve Cu (ll) indirgendikle-
rinde ilki Mo mavisi, digeri Cu(l) olustururlar. Mo mavisinin olugumuna neden olan indir-
genin miktar 6rnek iginde fazla degilse ¢okelegin ayrilmasi ve yikanmasi strasinda
kendisi veya olugturdugu Mo mavisi ortamdan uzaklagacagindan girigimi énemsizdir.
Fakat ayn! miktar indirgen Cu(AC); igin s6z konusu oldugunda ayni gey séylenemez.

Cunka ¢dziinGrlugt dastk olan CuCl (Kge= 1.72.107) ve indirgenin biraz fazlasiyla
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NA'nin gékme ortaminda ¢ok az ¢géziinen Cu,O{k) olugur ki bu durumda pozitif girigime
neden olur. Asagida girisim agisindan ele alinan bilegikler NA ve ND &rneklerinde bulana-
bilenlerdir. Ozellikle vitamin preparatlarinda en fazla rastlanabilecek indirgen askorbik asit-
tir (vit. C). Bununla ilgili su denemeler yapildi. ligili ydntem sartlarinda PMA yanina askor-
bik asit ¢bzeltisi eklendiginde mavilesme gdrildi. Yine NA ile ilgili yéntem sartlarinda
Cu(Ac)2 yanina eklendiginde beyaz bulaniklik (CuCl), biraz fazlasiyla kahverengi ¢ékelek
(Cux0) olustugu gbzlendi. Bu girisim nedeniyle askorbik asit ¢oktdrme ortaminda olmama-
lidir. Ornekte oldugunda NA ve ND'den ayirmak gerekir.

Diger bir indirgen sinif olan karbonhidratlardan sakkaroz ile ayni tarzda su dene-
meler yapiidi: Sakkaroz ¢dzeltisi yukardaki gibi PMA'l ortama ekiendiginden ancak birgiin
sonra mavilesme oldu. ligili kosullarda Cu(Ac), yanina eklendiginde bir degisiklik gériilme-
di. Bu gézlemlerden sakkarozun girigim yapmadidi belirlenmis oldu.

Yiksek mol kitleli ve azotlu bazlar PMA ile ¢6kme olugturabileceklerinden PMA
ile gdktirmeli ydntemde girisime neden olurlar. Ozellikle piridin halkal heteroksiklik baz ve
amfoter bilegikler de Cu(ll) ile komplekslegerek ¢ékmelere neden olabilirler. Tiamin (Vita-
min By), riboflavin (Vitamin By), pridoksin (Vitamin Bg), folik asit (Vitamin B1g) NA ve ND ile
ilgili geligtirilen yéntemlerde girigim yaparlar.

Biyolojik drneklerde rastlanabilen amino asitler (AA) girisim yapmazlar. Olugan
Cu(AA), kompleksi suda ¢dzindr.

Yine vitamin preparatlarinda veya bagka tir drneklerde rastlanabilen eser ele-
mentler Cu, Fe, Mn, Mo, Ca, Mg, |, P bu dizeyde girisim yapmazlar. Cu, Mo, P digindaki-
lerin eser diizeyde olup olmamasi, 6nemli degildir. Cu, Mo ve P kendisiyle ilgili yontemler-
de bu (eser) dlizey lizerinde sorun glkérabilir. Fostatin ¢éziicti ve reaktiflerde az oranda ol-
mast (Mo mavisi igin MoO24 eklendigi yéntem agisindan) dnemli degildir, ¢linki érnek ve
standantlarin hepsi igin egit miktarlarda reaktif kullanifacaktir.

NA belirlenirken ortamda ND'nin olmasi Cu(ND)2*4 kompleksinin ¢g6kmemesi ne-
deniyle girisime neden olmaz.

NA'nin 6brleri belirlenirken ortamda olmasinin girigim yapip yapmadigina gelin-
ce; bu konuda su deneme yaplildi. Ortamdaki NA derisimi ND'e ait KA'nin st sininni geg-

medigi stirece PMA ile cékmedigi gézlendi. Belirtilen bu kogullarda NA girigsim yapmaz.
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3.4. ligill Yéntemin Tatiinde Nikotin Tayini igin Sinanmasi

Nikotinle ilgili burda geligtirilen yéntemlerle UV spektrofotometrik yéntemin ayni
tatin érnedine uygulamasi yapildi. Analiz dedil yalnizca kargilagtinimasi amaglandigi
icin herhangi bir titiin 6rnedinden yalnizca bir kati érnek alinmasi yeterli gériildi. Eks-
traksiyon yéntemine gére 6rnek hazirlanip bununla her yontem igin yedi deneme yapil-

di. Sonuglar agagida Gizelge 15'de verilmigtir.

Cizelge 15. UV spektrofotometrik ve geligtirilen ilgili ydntemlerin Nic. tayini igin titline

uygulanmast.
UV Spek.e gore | Ornek hazirlama
Ydntem % Alkaloid % fark yolu
UV spektrofotometrik 1.10 ‘ Kendisi Ekst.
Indirekt AAS 1.09 0.01 Ekst.
Indirekt kolometrik 1.09 0.01 ' Ekst.

Bu sonuglarin yorumu 4.3'te ele alinmigtir.

3.5. Renk Kararlihgy

Ayni yéntemde organik bilegik farkinin Mo mavisine ait spektruma bir etkisi ol-
madi gdzienmigtir (Sekil 20). Mo mavisi spektrumu buradaki farkh yollaria olugturul-
dugunda gériinig ve zamanla degisimi farkidir (Sekil 19 ve 20).

Nic, ND ve Nket ile ilgili Org-PMA Uriinlinden gikarak buna dayali kolorimetrik
ybénteme gére Mo mavisi olu§turuldu. Bunun ¢esitli zamanlarda spektrumu alindi. Bag-
langigta 700-725 nm'deki pik, gok gegmeden aigalarak 832 nm civanna kayarak burada
yukseliyor (Sekil 18). NA ile ilgili ydnteme gbére olusturulan Mo mavisi igin durum biraz
farklidir. Oblrin(in tersine 725 nm'deki pikin gdriinlisil, yayvanh§: azalacak gekilde de-
Jisir (Sekil 20). Fakat hepsi i¢in uygun absorbans okunmasi agisindan ayni genelieme-
ler yapilabilir: renk olugumu 15 dakikada tamamlaniyor. Standart ve drneklere ait renk

olugturulmas! ayni anda {gok az zaman farkiyla) olmal ve gecikmeden ilk birka¢ saat
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icinde okunmalidir.

Olugturulan ayar egrileri (Mo mavisiyle ilgili) 24 saate kadar kismen korur. Sap-
malar 6zellikle yliksek derigime ait noktalardan bagliyor ve gittikge KA daraliyor. 24 sa-

atten sonra dogrusalliktan s6z etmek pek mimkan olmuyor.
3.6. Bilegiklerin Metal Egdegerleri/Stokiyometri

Bunun igin element analizinin yerinin yaklagik olarak alabilecek agagidaki ba-
sit hesaplama yontemi geligtirildi. Bir organik bilegigin bir metalle olugturdugu ¢dkme
trinlnin bilegiminde metalin org. bilegige orani (mol veya kitle olarak) sabittir ve gu

sekilde ifade edilebilir, M metalin, org. organik bilegigin miktarlari olmak izere:

M AM)  dM)

= (1)
org Alorg)  d(org)

Bu gokelek herhangi bir V hacminde ¢6ziilirse M ve org.un derigimleri (c) ora-

ni ile gdkelekteki miktar oranlari arasinda su baginti yazilabilir:

M d(M) dM)/Vv dc (M)

= = (2
org d(org) d{org)/V  dc(org)

Absorbanslarin birlikte (ayni kogullarda) okunmasiyla olugturulan metale ait
derigim-abs. kalibrasyon grafigi ile geligtirilen yontemin org. bilegik derigimi-abs. ayar

egrisinin egimleri arasinda her ikisinin kullanilir araliklari boyunca

dc(M) dc(M)/dA  (dA/dc)org
= S ®)

dc(org) dc(org)/dA (dA/dc)m

yazilabilir. Derigime (c) birimi pg/ml veya ppm olarak alinirsa,

ppm (M) (dA /dc) org
= 4)

ppm (org) (dA/dc)m

elde edilir. Organik bilegigin mol olarak metal egdegeri ise;
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mol (M) FK (M) (dA/dc) org
= ' 5)
mol (org) FK (org) (dA/ dc)

olur.

Bu egitlikler geligtirilen biri PMA'l dier Cu'lu ydntemlerde yerine konursa asa-
Gidaki durumlari alir.

\ N
M'nin Mo oldugu, org.un Nic, ND ve Nket oldugu yéntemde (4) denklemi

ppm (Mo)  (dA/dC) org (6)

ppm (org)  (dA/dc) mo

olur. Org.un mol olarak PMA egdegeri igin Mo'nun PMA esdegeri (12 Mo=PMA) (5)te
yerine konulursa

mol (PMA)  FK (org) . (dA/dc) org @
mo! {org) \ 12 FK (Mo} . (dA/dc) pmo

elde edilir. FK (Mo) = 95.94 olarak yerine konursa

mol (PMA) 8.6.10"4 FK (org) (dA/dC) org

_ ANy (8)
mol (org) (dA/dc) mo

olur. .
NA igin geligtirilen yénteme gére (4) esitligi

ppm (Cu) (dA/dc) Na
9

ppm (NA) (dA/dc) cy
halini alir. NA'min mol olarak Cu egdeger igin ise:

mol (Cu)  FK(NA) (dA/dc) ya
(10)

mol (NA) FK (Cu) (dA/dc) ¢y
yazilabilir. FK'lar Cu igin 63.54, NA igin 123.1 olarak yerine konursa,

mol (Cu) 1.9 (dA/dc) Na
- (11)

mol (NA) (dA/dc) oy

halini alir.
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Bu esitliklere ayar egrileri edimleriyle ilgili degerler konulursa agagidaki gizelge
16 ve 17 elde edilir.

Clzelge 16: ilgili bilegiklerin Mo ve PMA esdegerleri

Org. (dA/dc)(,rg (dA/de)pe Mo/org PMA/org En yakin basit
Bilegik ppm/ppm mol/mol mol orani (mol/mol)
Nikotin 0.0219 0.00376 58 25/3 2/3
Nikotinamid 0.0131 0.00410 3.2 1.1/3 1/3
Niketamid 0.0107 0.00370 2.9 13/ 3 1/3

Clzelge 17: NA'nin Cu egdegeri

(dA/dc)na {dAsdc)cy Cu/NA Cu/Na En yakin basit
Bilegik ppm/ppm ppm/ppm mol /mol | mol orant (mol/mol)
Nikotinik '
Asit 0.0142 0.0267 0.532/1 1.01A1 11

PMA/Org ve Cu/NA mol oranlari, beklenen en yakin basit orandan hepside po-
zitif yénde sapma gosteriyor ki bu beklenmedik bir durum degildir. Ginkd ¢okelek lze-
rinde adsorblanan fazla metal reaktifi buna sebep olur.

Buraya kadar elde edilen bilgilerin 1g1§inda Grin formulleri dnerilebilir. PMA ile
gbkme reaksiyonu B ilgili bilegik olmak tGizere genel olarak séyle gésterilebilirf

3B + nH3PMo12049 — (BHn)3 [PM012040k(K)

n protonlanan azot atomu sayisi olup degerleri Nic igin 2, ND ve Nket igin 1'dir.

NA'l gokme Griind formuline gelince, 3.7'de tahmin edilen reaksiyon adimian
dizisi Cu(NiA) (OH) Gruniiyle sonlandirimigti. Reaksiyonda tahmin edilen Cu-NA 1:1
iligkisi deneyle de kabaca dogrulandi. Fakat ¢dkme Uriinl bir koordinasyon bilegigi ol-
duguna gore kornpleks yapisi, merkez atomun koordinasyon sayist ligantlarla tamamia-
nacak gekilde olugmaldir. Bu durumda NA ile ilgili irinde Cu?*( d° sistemi igin bu say!
4 ve 6'dir. Farkli ligantlarla olugan bir Cu kompleksinde genellikle 6 koordinasyona
rastlanir. Bu nedenle Griin formull énerilirken bu sayt alinmigtir Bu durumda ¢ékme

trling agadidaki gésterilen formiilde olmahdir:
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[Cu (C4HsNCOO) (OH) (H20)4]

Her iki tipteki tirinlere ait nerilen formiller gizelge 18'de gdsterilmigtir.

Cizelge 18. ligili bilegiklerin olugturdugu ¢dkme triinleri igin Snerilen formdller

Bilegik Onerilen Urtin Formald

Nikotin (NicH2) 3 [PM012040]

Nikotinamid | (NDH)3 [PM01204d]

Niketamid (NketH)z [PM012040]

Nikotinikasit [Cu(NiA) (OH) (H20)4]

Su da varki bu kisimda belirlenen bu bilgiler gelistirilen analiz yéntemlerinin hig-
bir yerinde kullaniimasi gerekmiyor. Bu belirlemeler daha ¢ok stokiyometri konusunda

uyanacak bir meraki tatmin igin yapildi.
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4. TARTISMA VE SONUCLAR
4.1. Duyarlik

Cizelge 7 ve 8'den goriildugad gibi her bilegigin belirtilen yéntemde belii bir ni-
cel 6lgim sinin (NOS) degeri vardir. Bu sinirin altinda yéntem gegersizdir. Bu sinir ne-
den daha asadida degildir? Bu durumdan geligtirilen yontemlere adini veren final adim-
lart degil, olugturulan ¢ékme Griinlerinin az da olsa suda ¢éziinmeleri sorumiudur. Mikro
tayin sinirfarinin 1-10 mg arasinda oldugu hatirlanirsa, geligtirilen bu yéntemlere ait ni-
cel belirleme sinirlari 0.05-0.50 mg arasinda olup 1 mg'in altindadir. Bu miktarlar ultra-
mikro diizeye diismekte, bu da yeterince yiksek duyarlik ifade etmektedir.

Bir bilesik igin NOS gelistirilen her ydnteme gdre ayni kalmaktadir. Ust sinirda
ise farklilik ortaya gikiyor. Bu, uglarda sapmanin fazla olmasindan ileri gelebilir. En y(ik-
sek duyarlik nikotinle ilgili olup NOS 50 pg'dir. Bu deger tiitiinde nikotin tayini igin gelis-
tirilen spektroskopik yéntemierin gogununkinden digiiktiir veya duyarlik cogununkinden
yiksektir. Ornegdin Ayad ve ark (1985) tarafindan titiinde nikotinin ayni alanda indirekt
AAS tayini igin geligtirdikleri ydntem 1 mg NOS degerine sahiptir. Diger bir 6rnek Nikolin
ve Ark (1969) tarafindan gelistirilen nikotin igin IR tayin yéntemi ise 400 ug NOS dege-
rine sahiptir. Ancak NOS'e bagh duyarlik hepsi igin AOAC UV spektrofotometrik tayin
yontemilerininkinden daha ylksek degildir. Fakat tayin aralikiarina bakilirsa NA'ninkiler
disinda yéntemlerin hepsi birer ultramikro tayin yéntemidir.

Duyarhidin genel géstergesi olan, ayar duyarli§i veya dogrunun égimi dA/dC
degerlerine gizelge 7 ve 8'de bakilirsa gelistirilen AAS ydnteminde kolorimetrik ydntem-
lerden daha y(iksektir. dA/dC degerle'rinin artiglarina gére bilesiklerin siralaniglart her iki
yéntemde aynidir. dA/dC degerlerinin artig yonlnin, esdeger metal mol sayilarinin artig
y6niinde olmasi beklenir veya M/org molar orani arttikga duyarlik artar. Gizelge 9'a ba-
kilirsa NA disindakiler bu diigtinceyi doJrular. Esdeger Mo veya PMA'nin en ylUksek ol-
dugu Nic'in olusturdudu egimde en ylksektir. Mo mol egdegerleri aynt olan ND ve
Nket.inkilerdeki farklilik, FK'larindaki farkla ilgilidir.

ND ve NA'nin FK'lari sirayla 122.1 ve 123.1 olup birbirine gok yakindir. ND'nin
egsdeger Mo mol sayisi NA'nin egdegeri Cu'nun ti¢ katidir. ND'nin e§imi daha fazla bek-

lenirken tersine NA'ninki gok ytksektir. Bu gasirtict durumun nedeni Mo'nun AAS'de
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atomlagmasinin Cu'ya gbre ¢ok zor olmasidir. Cu igin kullanilan hava/asetilen yakit siste-
mi yerine ondan daha ylksek sicaklik vererek atomlagma oranini artiran nitréz oksit /
asetilen yakit sistemi kuilaniimasina ragmen atomlagma kesri Cu'ya gére yine ¢ok diiglik-
tar. Egdeger Mo atom sayisi Cu gibi olsayd ilgili Gi¢ bilegige ait egimler Cu'ya gére gok
disik olacakt. Oyleyse, kolorimetrik ydntemde NA'in edimi nigin yine yliksektir? Oysa
burada Cu'nun yiksek atomlagma kesriyle ilgili etken bulunmamaktadir. Bunun nedeni gu
olabilir. NA'ya esdeger Cu'nun da egdegeri indirgenen PMA'daki Mo'nun mol sayisinin
8bdrleri gibi yiksek olmasidir. Mo mavisinin molar sourganhk katsayisi en ytiksekler
arasinda yer alir; 250000 abs cm'M-1 (Gawargious 1975).

Geligtirilen ydntemier iginde NA igin bakirin amonyakla komplekslegmesini igine
alan kolorimetrik yontemin KA edimi diderlerine nispetle ¢ok duigiktir. Bu durum
Cu(NHz)4*2 kompleksine ait molar absorblama sabitinin gok diistk (120 abs cm'M1 ) ol-
masindan ileri geliyor.Bu yéntemin kesinlik ve dogruluk gibi ébiir ydnleri olumlu bir yerde
olmasina ragmen gu soru akla gelebilirAmonyak yerine neden molar sogurganiik katsayi-
s1 ylksek komplekslestiriciler segilmedi?Bu sorunun cevabi 4.6. 'da ele ahinmigtir.

4.2. Kesinlik

Geligtirilen yontemilerin kesinligi hakkinda bir fikir edinebilmek igin Cjzelge 11 ve
12'ye bakmak gerekir. AAS yéntemlerine ait standart sapmalar (s) kolorimetrik y6ntemle-
rinkinden daha kiiglik ve kendi aralarinda birbirine daha yakindir. Kolorimetrik yéntemler-
de AAS y6ntemine ilaveten renk olugturma adimi nedeniyle dolaylilik bir fazla arttigindan
S'in artip kesinligin daha dﬂgﬁk olacag beklenebilir. En distik s degerine sahip niketa-
mid, indirekt AAS y6ntemiyle en kesin tayin edilebilen bilesiktir. Ancak niketamid ile yapi-
lan denemelerde KA'nin iki ucﬁna yaklastikca s'in artabilecegi belirlenmigtir. Bu nedenle
yéntem drnede uygulanirken, tayin edilecek bilesidin derigimi, KA'nin ortasina gelecek
sekilde 6rnedin seyreltiimesi uygundur.

Sonug olarak gelistirilen bu ydntemlerin kesinliklerinin, BSS degerlerinin %10'un
altinda ve %5'e yakin olmalariyla pek olumsuz olmadig sdylenebilir. Bu degerler literattir-

deki indirekt AAS alanindaki genel dederlere uygundur.
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4.3. Dogruluk

Dogruluk ile bilgiler, ylizde geri kazanim ve ylzde hata olarak gizelge 13 ve ¢i-
zelge 14'de gosterilmigtir. Yiizde hata artig ve azaligina gbre bilegiklerin siralamast, Nic.
diginda geligtirilen yéntemlerin hepsinde aynidir. Dogruluk siralamasi s6yledir:

ND > Nket > NA

Soldan sada ylzde hata artar, ters y6nde ise ylzde geri kazanim 100'e yakla-
sir ise dogruluk artar. Geligtirilen yéntemlerden dogruludu daha ylksek olani AAS'li
olanlardir. Yuzde hatalar +5'i bulmuyor. Bu da indirekt AAS analiz alanindaki genel du-
rumun diginda degildir.

Tatlinde nikotin tayini igin bif UV spektrofotometrik yéntemle birde burdaki ilgili
yéntemi do§ruluk agisindan karsilagtirmaya yarayan iki husus vardir ki bunlardan elde
edilen fikir deneyle de dogrulanmugtir. llk husus bir ihmalle, digeri girigimlerle ilgili olup
her ikisi pozitif hataya neden olarak hatanin artmasina yol agar.

Ilk husus su bilgilere dayaniyor: AOAC ybntemlerinde pek goriilmeyen kromo-
tografik yéntemler diginda hi¢bir spektroskopik yéntem titlinde nikotini éblr alkaloidle-
rin yaninda 6zgal olarak tayin edemiyor. Titlinde nikotin tayin UV spektrofotometrik
olan AOAC ybntemi Willits ve Ark (1950) tarafindan geligtiriien yénteme dayanir. Bu
ybéntemde toplam alkaloid nikotin cinsinden tayin edilmekte, fakat nornikotinin molar so-
Jurganlik katsayis! nikotininkinden %10 daha fazla oldugu, bundan gelecek hatanin ti-
tiinde nornikotinin az oranda olmasi nedeniyle énemsiz olacagi ifade edilmektedir (Wil-
lits ve Ark 1950). Fakat nornikotinin alt sinifi (sekonder alkaloid olarak) titrasyon yoluy-
la bile (farkli belirteglerin yardimiyla} farklandirilabiliyor { Bkz. sf.14, ). Buna gore o ka-
dar da daslk oranda olmadig agiktir ve hatta bazi tiitlin turlerinde nikotinden de fazla
orandadir (Baytop, 1983). Buna gére ilgili y6ntemle toplam alkaloid tayininde bundan
gelecek hatanin énemsiz oldugu séylenemez. Nikotin alkaloidlerinin herbirinin PMA ile
mol esdegeri veya stokiyometrileri hepsinde ayni olacaktir ki, gizelge 4'deki molekil ya-
ptlarina bakilarak bu rahatga s8ylenebilir. Yukarda bahsedilen nornikotinin molar ab-
sgrblama katsayisindaki tarkliigin ihmali, ilgili ydntemde, nornikotinin oranina da bagl

olarak pozitif hataya neden olur. Geligtirilen PMA'h yéntemde ise ilgili ihmalin yapilip ya-



58

pilmamasi birgeyi degistirmeyeceginden bu durum igin hata sz konusu olmaz.

Ikinci hususa gelince, alkaloid degradasyon driinleri, bitki pigmentieri ve lipitle-
rin UV spekirofotometrik ydntemde pozitif girisim yaptigi ve bunlarin ekstraksiyon yénte-
ﬁiyle 6rek hazirlama yolunda, su buhar damitmasiyla olandan daha fazla oldugu belir-
lenmigtir (Willits ve Ark, 1950). Gizelge 15'deki her iki PMA'l ve UV spektrofotometrik
ybéntemlere gore thtiin 6rnedinde nikotin analizi sonuglarina bakildi§i zaman PMA'll yén-
temlere gbre sonuglarin daha digik oldudu gdérilayor. Bu geligtiriien PMA'll ydntemin
mutlaka negatif hataya sahip oldugunu gbstermez. Bu durumun, &bir yéntemde, yukari-
da agiklanmig hususlarin pozitif hataya neden olmasindan ileri geldigi s6ylenebilir. Ayri-
ca girigim yapan tirlerle PMA'nin ¢6kmesi de beklenemez. UV spektrofotometrik ydn-
temde daha fazla pozitif hataya neden olan ekstraksiyon yolu geligtirilen PMA'lI y6ntem-
de glivenle kullanilabilir.

Sonug olarak geligtirilen PMA'I ybntemin, AOAC UV spekirofotometrik yéntem-
den, tattinde toplam alkaloid belirlenmesinde daha az hatal oldudu ileri sirilebilir.

4.4. Uygulanabilirlik / Segicilik

Gelistiriten bu ydntemlerin uygulanabilirligi hakkinda, degisik 6rneklere uygula-
madan baz bilgilerin 1518i1nda fikir verilebilir.

Bu dért bilesigdin her birine ait farmasétik 6rneklerde eger bilegik bagka farmasé-
tik bilegiklerle kombine halde degilse ilgili ydntemler béyle &rneklere uygulanabilir.
1.2.1.2.'de NA i¢in, 1.2.1.4'de Nket igin bahsedilen ticari farmasotik maddelere ait Srnek-
ler bu tilirdendir.

Nikotin tayini igin ilgili ySntemlerin uygulanacag dogal 6rnek titiin yapraklandir.
ligili ydntem nikotin alkaloidlerinin toplamini tayin eder, sonug nikotin cinsinden ifade edi-
lir. Nikotin i¢in HPLC ve GC 61§|nda AOAC ve diger bilinen ydntemiler de segici degildir.

Tatln 6rnedi her iki tarza (ekstraksiyon veya su buhart damitmasi) gére hazir-
lansa da ilgili yontemler igin girigim sorunu yoktur. Bazi sebze ve yiyeceklerde nikotin
kirliligi icin bu yéntemler pek iddiali degildir. Bu tir 6rmeklere uygulanabilmesi, girigim ih-
timaline karg! 8mek bilesiminin bilinmesine ve nikotin derigiminin NOS degerinin Gstiinde
kalacak sekilde girigsimcisiz olarak hazirlanabilmesine baglidir.

Bu bilegiklerin daha karmagik bileginli, dogal veya farmasétik 6rneklerine Nket
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icin rastlanmaz, NA ve ND igin ise rastlanir. Bu bilegiklerin b6yle 6rneklerine uygulanabi-
lirligi veya segiciligine gelince uygulanan érnede gére, ortamda bulunabilecek bazi bile-
siklerin farkl etkileri nedeniyle bilinen &bidr yéntemler yaninda avantajli ve dezavantajh
durumiar ortaya ¢ikar.

Nikotinik asit igin burada gelistirilen yéntemlerle nikotinik asit, nikotinamid yanin-
da tayin edilebilir, Cu(ND)4*2 kompléksi ¢okmediginden 8buriinden ayriimis olur. Ancak
drnekte ND derisiminin NA'ya gére agirn olmasi, Cu (AC)2nin optimal derigimini etkileye-
bileceginden biraz fazla alinmasiyla (%4 yerine %5 gibi) durum diizeltilebilir. AOAC yén-
temlerde besin/gida drneklerinde NA, ND yaninda tayin edilemez. ND, asit veya bazlarla
hidrolizlenerek NA'ya dénistirtltp Konik reaksiyonu uygulanarak her ikisinin toplami
belirlenip NA cinsinden ifade edilir (Bellion, 1968; AOAC 1990j). Bu durumda NA tayini
igin burada gelistirilen ydéntem, AOAC yéntemine karg! segicilik yéniiyle bir Gstiinliige sa-
hiptir.

NA+ND'yi belirleyebilen fakat AOAC olmayan bagka bir yéntem 262 nm'de ab-
sorbans Slgiimiyledir. Bu yéntemde absorbsiyon bdlgesi 240-280 nm olan protein ve
niikleik asitlerin olmamasi gerekir (Bellion, 1968). NA igin burada gelistiriimis yéntemde
ise bunlar girisim yapmazlar. NA, amino asitler yaninda da tayin edilebilir, glinkii Cu
(AA)2 kompleksi ¢ékmez.

NA'min ND yaninda tayin edilebildidi yukanda agiklandi. NA yaninda ND'nin ta-
yin edilebilmeside NA'min 3.9'da belirtilen girigim yapmadidi derigim aralijinda olmasina
baghdir. Bu kogullara uyuldugu zaman, burda geligtirilen ilgili yéntem besin 6rneklerinde
NA ve ND'nin toplamini tayin edebilen AOAC ydntemi kargisinda segicilikte bir {istlinlik
daha saglar. Ancak vitamin preparatiarinda NA yaninda ND'yi belirieyebilen bir AOAC
y6ntemin oldugu da unutulmamalidir (AOAC, 1990m).

ND ve NA tayini igin geligtirilen bu ydntemlerin uygulanabilirligi 6rnek bilegimin
bilinmesine ve érnedin girisimsiz olarak hazirlanabilmesine baglidir. Girigsim yapaniar
ekstraksiyonla ayrilamiyorlarsa kolon ayirmasina bagvurulmalidir. Belirlenecek bilegik
eger érnekte nicel dlgiim sinirinin altina digecek oranda ise geligtirilen ilgili yéntemlerin
béyle érneklere uygulanabilmesi derigtirme/zenginlestirme yapilabilmesine baglidir. Bu-
harlastirma yolu, NA'nin derigtiriimesi i¢in saglikli bir ydntemdir. R.P. Daroga tarafindan

seyreltik HCI'li otamda NA'nin kayipsiz olarak ¢ozeltisinin buharlagtiniabilecegi gosteril-
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migtir. (L.C. Thomas ve Ark. 1980b). Ayni ydntem ND ve Nket igin hidrolizlenerek bozula-
caklarindan gegersizdir.
4.5. Kararhiik

Kararlilik durumu burada geligtiriien AAS ve kolorimetrik yéntemlerde farklidir. Ko-
lorimetrik yéntemierin kararlilik durumuna 3.5'de deginildigi gibi Mo mavisi olusumu 15 da-
kikada tamamlanir ve dogrusallik bir stre igin kalicidir. Kullanihir aralik gittikge daralir. Sap-
ma uglardan 6zellikle st kisimdan baglayip belli bir sire sonra dogrusallik tamamen kal-
kar. Sapmaya ortamdaki egdeger organik tiriin bir etkisi oimadigi gézlendi. Burada geligti-
rilen kolorimetrik yéntemlerin hepsinin kararliliklar igin ayni genelleme yapilabilir. Bu ge-
nelleme standart ve érnek ile ilgili renk olusumunun aralarinda zaman aralgi fazla olmaya-
cak sekilde veya pratikge ayni anda yapiimasini ve absorbansin 1-2 saat gegirmeden he-
men okunmasini gerekli kilar.

Organik bilegikler tayin edilirken kullanilan standartlarin bozulma sorunu vardir.
Isiktan koruma, havayla temas etmeme gibi dikkatlli kosullar gerektirir. Buna ragmen bun-
lann ilkk hazirlandi@i glink{ gibi oldudundan emin olunamaz. Buradaki ilgili bilegiklerin niko-
tin bagta olmak izere hepsinin standartlar dider bilinen analiz ydntemleri i¢in ginlik hazir-
lanmalarini gerektirir. Bu nedenle buradaki kolorimetrik yéntemleri, renk kararsiziigi nede-
niyle kararhlik agisindan ayni bilegiklerin bilinen fotometrik ydntemlerin kargisinda daha de-
zavantajll yapmaz. Ornegin NA ve ND igin spektrofotometrik AOAC yénteminin dayandigi
Bellion (1968) tarafindan gelistirilen ydntemde renk kararlilig: buradakilerden daha uzun
stireli degildir. Ustelik buradaki Mo mavisi giin 1sigindan etkilenmez (Tobia ve Ark. 1967).
Geligtirilen yéntemlerden AAS yoluyla olanlarida kararlihk s6z konusu oldudu zaman, bu
bilegiklerle ilgili tim diger yéntemlerin kargisinda bunlarin egsiz bir Gstiinliige sahip oldugu
gorQldr. Zira organik standartlarin kendi esdegeri metali igine alan final ¢dzelti bir defa
hazirlanmig organik standardin inorganik standarda gevrilmig hali clup, bozulma sorunu
yoktur. Organik bilegiklerin giinliik veya sik sik standart hazirlama yukunii kaldirmigtir. Bu-
harlasmamasi igin kabin agzi kapal olmak koguluyla kararhg pratikge sonsuzdur. Bu du-
rum, geligtirilen ydntemlerden AAS yoluyla olanlara ¢ok dnemli bir Ustinlik kazandirir.

Buradaki kolorimetrik yéntemierde renk kararli olmasa da yine de bunlarin kararli-

lik agisindan AOAC ve di§erieri yaninda avantajh oldugu bir durum vardir. Bu durum renk
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olugumu adim tekrarlanacag zaman, hep ayni ve kararl bir "ara standart ¢dzelti"nin her
zaman kullanilabilmesidir. Bu ¢dzelti organik standarttan gikarak olugturutup aynian gtk-
me Urdndndn belli bir hacimde g¢bzilmesiyle elde edilen ¢bzeltidir. Bu gbzeltideki organik
standartin bozulmasi énemli degildir. Giinkii rengi olugturacak olan onun esdegeri PO43
veya Cu-ll- dir ki, dedigmeleri s6z konusu degildir. Renk tamamlanacag! zaman, daha
zahmetli ve zaman alici iglemleri en bagtan tekrar yapmak yerine bu kullanilabilir. Oysa
AOAC ve diger kolorimetrik yéntemlerde renk tekrarlanacaginda ya bozulmadigindan
emin olunamayan ayni organik standart g¢bzelti tekrar kullanilir ya da organik standart
tekrar hazirlanir. Bu da ya hata ihtimali ya da madde ve zaman yiku demektir.

NA ile ilgili buradaki kolorimetrik yéntemde bu ara standan ¢dzelti hacmi 25
ml'dir. Bundan 3.0 ml alinarak renk olusturmak igin eklenen diger reaktiflerle i kat seyre-
lir ve final hacim 75 ml'ye esdeger olur. Bu durumda 25/3 yaklagik 8 defa renk olusumu
tekrarlanabilir. Fakat bu sayi uygun degigikliklerle artirilamaz degildir. Ornegin final hac-
mi ayni tutarak ara standarnt hacmi 50. ml olacak sekilde artinlabilmesi veya 10 ml'lik sant-
rifuj tipl yerine 30 ml'lik tlip kullanarak daha biylk o6lgekte galigilarak ayni derigim-
lerde daha fazla miktarda standart seti hazirlanabilmesine bu yéntem imkan saglayabil-
mektedir.

Nic, ND ve Nket igin geligtirilen kolorimetrik ydntemde daha fazlasiyla KA iginde-
ki bazi noktalar NOS'(in altina diiger kaygistyla final hacim 25 mi yapilmigti. Bu da yukar-
daki Gstinliga gideriyor. Fakat alt sinirda muhtemel bir sapmaya g6z yumulup final ha-
cim 50 ml yapilabilirse ve bdylece 25 ml'lik uygun hacimle ara standart ¢6zeltisi hazirla-
ma imkani olugur.

Bu ara ¢dzelti, geligtirilen bu kolorimetrik yéntemlere, renk olugumu igin gabuk
olmak Uzere tekrarlayabilme imkaru saglar. AAS ydntemlerinde ise yalnizca seyreltilip ay-
nisini devamii kullanabilme durumu gibi, ilkinden daha nemli derecede dnemli {istinlik-
ler kazandirir. AAS yolunda daha énemli 8lglide olan bu avantajlar, bu yéntemlere, ilgili
bilegiklerin rutin analizleri igin yéntem aramirken segilme niteligi kazandirir.

4.6. Madde Kilfeti
Burada geligtirilmis y6ntemlerde ve bu bilegikler igin geligtiriimig bilinen 6bir

yontemlerde en az 2-3 tlr reaktifin kullanildigi madde kulfeti var. Bir bilesik icin AAS ve
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Kolorimetrik yolda madde tiiketimi farklidir. Burdaki yéntemlerde ¢ékme drinandn ayril-
masina kadar, hem AAS hem de kolorimetrik yol igin kullanilan reaktifler aymdir. Fakat
bundan sonrasi i¢in durum farkhdr.

Gokelegin ayriimas) sonunda AAS yolunda yalnizca gokeledi ¢6zmek igin az
miktarlarda tampon veya seyreltik asit kullanilir. 4.5. de deginildidi gibi bir kere hazirlan-
mig bir standart seti kararlihd! nedeniyle devamii kullanilabilir. AOAC ve 6bur yéntemier-
de gérilen madde tiketiminden ve zahmetten kurtarir. Yéntemin rutin analizlerde uygu-
landigi varsayilirsa AAS okumalarinda aleve g¢dzeltinin puskirtiiimesi sonucu standardin
azahp belli bir zaman sonra bunun tekrar hazirlanmasint da pek glindeme getirmeye-
cektir. Cunk( bir okumada yaklagik 1 ml standart harcansa 50 ml'lik final hacme sahip
bir standart seti ile 50'ye yakin analiz yapilabilir. NA igin geligtirilen yéntemde bu sayi
250'dir. Béylece bir standart seti ile gok uzun zaman analiz yapilabilme stinlaga vardir.

Kolorimetrik yontemlerde (burdaki) ise madde tiiketimi renk olusturma adimiyla
ilgili olarak AAS'dekinden daha fazladir. Fakat bu yéntemde 4.5'de deginilen ara stan-
dart ¢cézelti, standartlar tekrar hazirlanacakken yalnizca renk olugturma adimini tekrarla-
ma ve iglemlerin en bagtan tekrarlanmasim gereksiz kilarak zaman ve madde kalfetin-
den kurtarma tstlnlagina saglar.

NA ve ND igin Konik reaksiyonuna dayali geligtiriimis ve  AOAC y&ntemi de o-
lan kolorimetrik yéntemde kullanilan siyanojen bromir (CNBr) pek bulunabilen bir mad-
de degildir. Buradaki yéntemlerdeki reaktifler ise bulunabilmesi nisbeten daha kolaydir.
PMA olmazsa buna segenek KHgPO@ + NaosMoOQ4 daha kolay bulunabilir. Indirgeme re-
aktifinde az bir oranda bulunan aminonaftol stilfonik asit yerine sulfonik asitin ayni gbrevi
yaptidi da belirlendi.

4.1. de deginildigi gibi NA icin NH3z ile komplekslestirme ydntemine ait KA'nin
egimi dburlerine gbre gok diiglik olarak gbze garpiyor. Burada su soru akla gelebilir: Cu
ile komplekslegmesi igin neden NHz degil de, molar sogurganlik katsayisi daha ytksek,
éregin Gawargious (1975) tarafindan verilen ve molar sogurganlik katsayisi abs. cm-1
M-1 olarak yaninda gosterilen, kuprizon (16.104) dietilditiyokarbamat (12.7.103) ve neo-
kuproin (7.95.103) gibi komplekslestiriciler kullaniimadi? Bu komplekslegtiricilerin kulla-
nmimasi 2.1.1.2.'de de deginildigi gibi genellikle ekstraksiyon gibi ikinci bir ayirma iglemini

gerektirir ki, bu madde ve zaman yOkiini artinr. Amino asitlerin indirek analizi igin yén-
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tem geligtirme galigmalannda egdegder bakinn komplekslestiriimesiyle ilgili buradakine
benzer bir durum igin Gawargious ve Ark (1975) komplekslegtirici secimi konusuna gdyle
bakmiglardir: "... Bu indirek yéntemlerin (belirtilen komplekslestiricilerle) godu 151k pH ve
sicaklik degiskenlerine duyarli olduklan igin, &zenli ve zor deneysel kosullar gerektirir,
bunun yaninda bunlarin hazirlanmasi veya elde ediimeleri zordur. Bu nedenle hazir mev-
cut ve bulunabilir bir reaktifin kullanimini kapsayan basit ve gtvenilir bir metodun geligti-
rilmesine ilgimizi ydneittik". Bu ekip bu bakig agilanyla Cu tayini icin PMA ve KCN reak-
tifleri ile Mo mavisi olugturmayi ve bu reaktifleri tercih etmistir. Bu tezde de NA egdeger
Cu igin bu reaktifier kullanilarak bir ydntem geligtiriidi. Daha da &tesi, yine bu tezde yuka-
rida s6z0 edilen ekibin diglinug yolu izlenerek, onlarinkinden daha istilinliije sahip de-
nebilecek bir bagka reaktif kullanarak bir ydntem daha geligtirildi, bu reaktif amonyaktir.
Kolay bulunabiimesi, Cu ile komplekslegsme veya renk olugsumu sirasinda bagka bir reak-
tif gerektirmemesi ve nisbeten ucuz olmas gibi Ustinliklere sahip bu reaktifle geligtirilen
y6éntem kesinlik ve dogruluk agisindan da tatmin edici oldugu ilgili kisimlarda da gérali-
yor.
GENEL SONUC

Sonug olarak, gelistirilen bu ydéntemler duyarlik, kesinlik ve dogruluk gibi genel
analitik 6igttlere gére genelde iyi denebilecek bir duruma sahiptir.

Geligtirilen yéntemlerden ilgili olanlari, nikotin tayini igin tiitin érnegine uygula-
nabilir. Bu dort bilesidin bagka farmasétik bilegiklerle kombinasyonu halinde olmayan
farmasoétik 6rneklerine ilgili ydntemler uygulanabilir. Daha karmagik bilegenli érneklere

(dogal ve farmasétik) uygulanabilmesi ise 6rneklerin girigimeisiz hazirlanabilmelerine

. baghdir.
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