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OZET
Histamin gibi baz1 biyojen aminler ¢esitli gidalarda bulunurlar. Biyojen aminlerin
yiiksek derisimleri dogrudan veya dolayli toksik etkiye sebep olabilmektedir. Bu
nedenle eser miktardaki histamin tayini 6nemlidir. Bu calismada Kare Dalga Siyirma
Voltametrisi (KDSV) ve Donilisimli Voltametri (DV) yontemleri kullanilarak
histaminin elektrokimyasal davranisi ¢alisilmistir. Cu(Il) iyonlar1 ve histamin varliginda
Cu(Il)-histamin kompleksine ait yeni bir pik goézlenmistir. pH 10 da (BR tampon
cozeltisinde) Cu(lIl)-histamin kompleksine ait indirgenme piki, optimum sartlar altinda
standart histamin eklemelerine karsilik kantitatif artiglar gostermistir. KDSV yontemi
ile -388 mV’da gozlenen keskin pik kullanilarak eser miktardaki histaminin dogrusal
¢alisma araligi 1,0 uM — 8,0 pM ve 3,0 x10” mol L™ - 9,0 x10” mol L™ olarak tespit
edilmistir. Gozlenebilme sinir1 ve tayin smirt sirasiyla 0,33 ve 1,0 uM olarak elde
edilmistir. Onerilen metot gesitli balik numunelerindeki histamin tayini i¢in basariyla
uygulanmistir. Bazi inorganik ve organik tuzlarin histamin tayinine etkisi incelenmistir.
pH 10’ da 0.00 mV ile -900 mV [Ag/AgCl (3 mol/ L™ NaCl)] araliginda asili civa
elektrot Gzerinde Cu(ll)-histamin kompleksine ait doniisiimlii voltamogrami alinmustir.
Alman voltamogramda -328 mV’da anodik bir pik ve -430 mV’da ise katodik bir pik

elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Histamin, Tayin, Balik, Kare Dalga Styirma Voltametrisi,
Doniisiimlii Voltametri.
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DETERMINATION OF HISTAMINE BY SQUARE WAVE STRIPPING
VOLTAMMETRY AND APPLICATION
(M. Sc. Thesis)
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October 2013
ABSTRACT

Biogenic amines such as histamine can be found in various foods. Biogenic amines can
cause direct or indirect toxicity when their concentration levels are high. Therefore,
determination of trace histamine is very important. In this work, the electrochemical
behavior of histamine was studied using the Square Wave Stripping Voltammetry
(SWSV) and Cyclic Voltammetry (CV). In the presence of Cu(ll) and histamine a new
voltammetric peak appears which corresponds to a Cu(ll)-histamine complexes. The
voltammetric reduction corresponding to the Cu(ll)-histamine complex peak at pH 10
(BR buffer solution) showed quantitative increments with the additions of standard
histamine solution under the optimal conditions. By SWSV a single, sharp peak at about
-388 mV is obtained, allowing trace determination of histamine in the range 1,0 uM —
8,0 uM and 3,0 x10®° mol L™ — 9,0 x10™° mol L™ with a linear calibration. The limit of
detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) were obtained as 0,33 and 1,0 uM,
respectively. The proposed method was successfully applied to the determination of
histamine in various fish samples. The influences of some other commonly found
inorganic and organic salts on the determination were also examined. A cyclic
voltammogram of Cu(ll)-histamine complex was obtained on a hanging mercury drop
electrode at pH 10.0 during the potential scan from 0.00 mV to -900mV vs. Ag/AgCl (3
mol L™ NaCl). From repetitive cyclic voltammograms, one anodic peak at -328 mV and

one cathodic peak on the reverse scan at -430 mV were recorded.

Keywords: Histamine, Determination, Fish, Square Wave Stripping Voltammetry,
Cyclic Voltammetry.
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SIMGE VE KISALTMALAR LISTESI
Calismalarda kullanilan bazi simge ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklama

g Limit akimi, (A)

Ein Yar1 dalga potansiyeli, (V)
E Uygulanan potansiyel, (V)
t Damla 6mrtdi, (s)

Ip Pik akimi, (A)

Ep Pik potansiyeli, (V)

Pt Platin

Kk Randless-Sevcik sabiti

Is Sinir akimi, (A)

X Elektrottan olan uzaklik, (cm)

F Faraday sabiti, (C/eq)

D Difiizyon katsayisi, (cm?/s)

n Transfer edilen elektron sayisi, (eg/mol)
A Elektrodun yiizey alani, (cm?)

E Standart potansiyel, (V)

Epa Anodik pik potansiyeli, (V)

Epk Katodik pik potansiyeli, (V)

Ipk Katodik pik akimi, (A)

Ipa Anodik pik akimi, (A)

Id Difiizyon akimi, (A)

| Damla 6mrii sonundaki akim, (A)
AE Puls genligi, (V)

Kisaltmalar Aciklama

KDSV Kare dalga siyirma voltametrisi
DV Doniistimlii voltametri

FDA Amerika Birlesik Devletleri Gida Orgiitii
CAS Kimyasal kuramlar serisi

HPLC Yiiksek basingli s1vi kromatografisi
FDL Floresans algilama

MS Kitle spektroskopisi

DCE Damlayan civa elektrodu

DC Normal polarografi

DPP Diferansiyel puls polarografisi
TAST Akim-6rnekleme polarografisi
ACDE Asili civa damla elektrodu
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1.BOLUM

GIRIS

Histamin, viicudun birgok dokusunda, 6zellikle de akciger, karaciger ve sindirim sistemi
dokularinda bulunan azotlu bir bilesik olup, histidin aminoasitinin vicutta
dekarboksilasyona ugramasi neticesinde meydana gelir ve birgok etkisi vardir. Histamin
viicudun gesitli bolgelerinde yaygin olarak bulunan ve yapildigi yerde etkisini gosteren
lokal etkili bir peptittir.

Histamin, kuclk atar damarlarda genislemeye ve kilcal damarlarda gegirgenligin
artmasina, toplardamarlarin biiziilmesine sebep olarak tansiyonu diisiiriir. Deride
kizariklik, sisme ve kasintiya sebep olur. Beyin damarlarin1 genisletirse yarim bas
agrisina sebep olabilir. Brong diiz kaslarini kasarak nefes darligina yol acabilir. Midede,
tiikkriik bezlerinde ve bronslarin salgi hiicrelerinde ifrazati arttirir. Viicuttaki dokularin
cogunda histamin bulunur. Fakat cilt, mide ve barsaklarda dokunun grami basina
histamin miktar1 10 mikrogramdir. Histamin bazi boceklerin zehirlerinde de bulunur.
Yabani arinin zehiri % 2 gibi ylksek bir nisbette histamin igerebilir. Tatarcik ve 1sirgan
otlar1 histamin igerdiginden, kasinti ve sismeye sebep olurlar. Vicuttaki *“mast
hicreleri” yulksek miktarlarda histamin icerirler. Mast hiicrelerini uyaracak etkiler
neticesinde mast hticrelerinden histamin bosalir ve bunun ortaya ¢ikardigi durumlar
gorilur. Saman nezlesinde ¢igek tozlari alerjiye sebep olarak, histaminin bosalmasiyla

burunda kizariklik, sisme ve akinti ortaya ¢ikar.

Histaminin vucuttaki etkilerinin 6nemi halen tam olarak bilinememektedir. Tipta tedavi
maksadiyla kullanildig1 yer hemen hemen yoktur. Teshis maksadiyla kullanildig: yerler
vardir. Mide asit yapma yeteneginin 6l¢iimiinde histaminle yapilan bir test kullanilir ki

bu mide Ulserinde onemlidir.

Vicutta agiga c¢ikan histaminin zararli tesirler meydana getirmesi halinde
“antihistaminik” denilen ila¢ grubu kullanilir. Bu ilaglar kasintilarda, burun akintisinda,

bocek sokmalarinda ve vasita tutmalarinda oldukga etkilidir [1].



Gergekte histaminin  yiiksek oranda alinmast sonucunda goriilen histamin
zehirlenmesine karsin, histamin intoleransinda mikrogram diizeyinde alinan histaminin

de hayati tehlikeye neden oldugu saptanmstir [2].

Biyojen aminler, balik ve balik iiriinleri, peynir, et ve et iirlinleri, ¢ikolata, sarap ve bira
gibi gidalarda isleme, olgunlasma ve depolama sirasinda proteinlerin biyokimyasal
ve/veya mikrobiyolojik etkilesimlerine bagli olarak genellikle serbest kalan

aminoasitlerin dekarboksilasyonu sonucu olusmaktadirlar [3].

Gidalardaki biyojen aminler, gidalarin bozulmasina yol acabilir. Bu nedenle gidalarin
giivenilirliginin tespitinde 6nem tasimaktadir. Histamin, ozellikle balik ve balik
urtnlerinde kalite belirleyici ve mikrobiyal bozulma indeksi olarak tanimlanirken, taze

bir baligin histamin igeriginin ¢ok diisiikk diizeylerde oldugu bildirilmektedir [4].

Normal olarak agizdan alinan histamin, ¢esitli viicut dokularindaki histamin diizeyini
etkilememesine karsin, histaminin kandaki konsantrasyonu metabolizma tarafindan siki
bir sekilde kontrol edilmektedir. Burada histamini diizenleyen mekanizma, alinan
histaminin tamamini regile etmede yetersiz ise, 6rnegin asir1 derecede (>1000 mg/kg)
histamin alinmis veya diger toksik maddeler ile histamin metabolizmasi bozulmus ise,

histamin zehirlenmesi ortaya ¢ikmaktadir [5].

Bugiine kadar balik tiiketiminden sonra ortaya ¢ikan bir¢ok histamine bagli zehirlenme
vakalar1 bildirilmis ve histamin zehirlenmesinde belirtilerin bir ka¢ dakika veya (¢ saat
icinde ortaya ¢iktig1, kiside ilk once yiizde ve boyunda kizariklik meydana geldigi, daha

sonra da genellikle bunu siddetli bas agrisinin izledigi rapor edilmistir [6].

Gidalarda bulunan >100 mg/kg histaminin, toksikasyona yol agabilecegi
bildirilmektedir [5]. Histaminin intoleransinda yasanabilecek rahatsizliklarin baslicalari;
sindirim sisteminde anormallikler, ishaller, kramplar veya siskinlik, migren, astim,
alerjikrinit’tir. Bu rahatsizliklarin  %15’inin histamin intoleransina bagli oldugu
bilinmektedir. Uzmanlar, konu ile ilgili olarak deride goriilen kasinti, kizariklik, kalp
carpintis1 ve psikolojik rahatsizliklarin da bu hastaliklarla birlikte goriilebileceginde

birlesmektedirler.



Histamin, kolayca su ve etanolde ¢ozinur. Ancak, eterle higroskopik renksiz kristaller
olusturur. Histamin etkisini, hlcre membarinda bulunan reseptorlerine baglanarak

gosterir. 3 tip histamin reseptorii tanimlanmigtir.

H1— Dz kas, endotel
H2— Gastrik mukoza, mast hiicreleri, kalp kasi

H3— Presinaptik, beyin [7].

Histamin kimyaca p-imidazoletilamindir. Biyosentezi, histidinin dekarboksilaz

tarafindan dekarboksillenmesiyle yapilir [8] (Sekill.1).
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H2N—{‘3—H HZN—f|3—H
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CH2 > H
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=
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Histidin Histamin
Sekil 1.1. Histaminin kimyasal formili ve olusumu [9]
Histamin ve histamin metabolitleri bobrekten idrarla atilir. Histaminin kimyasal ad1 2-

(3H-imidazol-4-yl) ethananamine’dir. CAS numaras1 (51-45-6), molekil kitlesi
111.145 g/mol, kimyasal formalt CsHgN3’ tir [9].



Tablo 1.1. Histaminin 6zellikleri

Ozellik Histamin
Fiziksel durum Toz
Renk Beyaz
Erime noktasi(°C) 83,5
Kaynama noktasi(°C) 209,5

Ayrica histamin 1siya ¢ok dayaniklidir. Bir kez olustuktan sonra onu yok etmek c¢ok
zordur. Gerekli 6nlemler baliklar pigirilmeden 6nce alinmalidir. Baligin taze tutulmasini
gerektiren her Onlem, histamin olusmasini ve dolayisiyla histamin zehirlenmesini
engelleyecektir. En 6nemli etken sicakliktir. Baliklar teknelerde tutuldugu andan
itibaren sogutulmali, fabrikalara veya tliketiciye wulasana kadar soguk zincir
kirilmamalidir.  Ozellikle  baliklarin  i¢  organlari alinip yikandiktan sonra

dondurulmalidir [8].

Toplum saglig1 igin en uygun beslenme, olduk¢a dnem tasimaktadir. Optimal beslenme
normlari i¢inde; Amerikan Kalp Cemiyeti ve Tiirkiye’nin ilgili kurum ve kuruluslarinin
da onerdigi ilizere haftada en az 300 — 450 g balik tiiketmenin birgok kronik hastaligin
onlenmesinde ve dolayisiyla sagligin korunmasi ve gelistirilmesinde 6énemli bir adim
olarak gorulmektedir. Clnki; temel besin maddelerimizden protein grubunda yer alan
balik, saglikli ve dengeli beslenmede kilit rol oynamaktadir. Fosfor, kalsiyum ve iyot
bakimindan zengin besin degeri ve igerdigi A, B1, B2 ve D vitaminleri ile balik kalp
hastaliklarindan depresyona kadar pek ¢ok hastaligin 6nlenmesinde O6nemli rol

oynakmaktadir.

Bu calismada, histaminin tayini i¢in kare dalga siyirma voltametrisi ile duyarligi ve
seciciligi yiiksek bir yontem gelistirilmistir. Histaminin ¢esitli elektrolit ortamlarinda
elektrokimyasal davraniglar1 arastirilmistir. Ayrica histamin tayininde dontistimli
voltametri ¢aligmalar1 yapilmistir. Bazi iyonlarin histamin tayinine girisim etkileri
aragtirtlmistir.  Gelistirilen yontem ¢esitli balik numunelerine histamin tayinini

belirlemek iizere basarili bir sekilde uygulanmastir.



2.BOLUM

GENEL BiLGILER

Histamin i¢in yapilan literatiir aragtirmasi asagida verilmistir.

Histamin, dokudaki varliginin bilinmesinden ¢ok 6nce 1907 yilinda Windous ve Vogt
tarafindan kimyasal olarak sentezlenmistir. O. Sogiit yapmis oldugu ¢alismada, Barger
ve Dale’in 1910 yilinda histamini bitkisel Grinlerden izole ettiklerini belirtmis ve
1910’da Ackermann’in histidinin bakteriyal dekarboksilasyonu ile hazirladigr (2-
aminoetil) — imidazol 6rnegi ile ayni oldugunu ispatladiklarini ifade etmistir. 20 yil
boyunca Dale ve arkadaslari histaminin birgok fizyolojik etkisini belirleyen bir seri
arastirma gerceklestirmiglerdir. Bu bilesigin dogada ¢ok yaygin oldugu gosterilmistir.
Ormegin, c¢avdar Urinleri ve diger bitkilerde, insan viicudunun biitiin doku ve
organlarinda kiiciik miktarlarda bu bilesige rastlanmistir. O. Sogiit, barsak
mukozasindaki histamin varliginin, Barger ve Dale tarafindan ispatlandigini soylemis;
Best ve arkadaglarinin, histamini karaciger ve pulmener dokularda teshis ettigini,
Ackermann ve Mohr’un, karacigerden hareket ederek histaminin izolasyonunu

betimlediklerini vurgulamistir [9].

Kitle spektrometresi ile deniz iiriinlerinde histamin tayini yapilmistir. Kantitatif tayin

aralig1 5 g gida 6rnekleri i¢in; 0,4 — 200 mg/kg’dir [10].

Tuna baliginda HPLC — FLD ile histamin analizi yapilmistir. Gozlenebilme smirt 1,5

mg/kg, tayin edilebilme sinir1 4,5 mg/kg olarak bulunmustur [11].

Camsi1 karbon elektrot, nikel-film ile kaplanip elektrokatalitik olarak (sabit bir asiri
gerilim degerinde bir reaksiyonun, bir elektrot {izerinde diger bir elektroda gore daha
hizli cereyan etmesi olay1) histamin tayini yapilmistir ve katilmig histamin
cozeltilerinde geri kazanim degeri hesaplanmistir. Gelistirilen yontemle histaminin
gozlenebilme smir1 0,11 mg/L ve tayin edilebilme sinir1, 0,20 mg/L olarak bulunmustur
[12].



Balik etlerinde histamin, kolorimetrik yontemle tayin edilmistir. Go6zlenebilme sinir1 1

mg/100 g, tayin edilebilme sinir1 3 mg/100 g olarak bulunmustur [13].

Balik ve balik iirlinlerinde histamin tayini icin gaz kromatografisi yontemi

kullanilmigtir. Histaminin gézlenebilme sinirt 5 pg/g bulunmustur [14].

Elektroforez yontemi ile domateste histamin tayini yapilmis, gozlenebilme sinir1 1 g/mL

olarak hesaplanmistir[15].

Nikleer manyetik rezonans ile peynirde histaminin belirlenmesinde, gozlenebilme sinir1

0,6 — 1 mg/kg arasinda elde edilmistir [16].

Histamin tayini igin gelistirilen HPLC (yiiksek basingli sivi kromatografisi) ile kirmizi
sarapta ortalama 2,48 mg/L histamin, beyaz sarapta 0,41 mg/L histamin tespit edilmistir
[17].

Spektroflorometrik  yontem kullanilarak yapilan histamin tayininde, Van’daki
marketlerden toplanan balik konservelerinin, histamin igerigi minimum 19,34 ve

maksimum 78,33 mg/ 100 g olarak tespit edilmistir [18].

Spektroflorometrik yontem kullanilarak uskumru, palamut ve hamsi baliklarinda

histamin miktarlart sirasiyla 6,28 - 3,70 - 3,25 pg/g olarak belirlenmistir [19].

Kromatografik yontem kullanilarak histamin tayini i¢in yontem gelistirilmistir. Balik

ornekleri i¢in histamin tayininde gozlenebilme sinir1 0,16 ppm olarak kaydedilmistir
[20].

Ultraduyarl akis enjeksiyon ile elektrokimyasal yontemde orkinos balik 6rnekleri igin
histamin tayininde gozlenebilme sinir1 0,35 pg/mL, tayin edilebilme sinirt 1,16 pg/mL
olarak bulunmustur [21].



Temel PVC- thiopirilyum tlrevleri ile yapilmig, membran elektrot kullanilarak,
histamin tayini gergeklestirilmistir. Gozlenebilme sinirt 3,0 umol/L (~ 0,3 ppm) olarak
tespit edilmistir [22].

HPLC ve floresans teknikleri kullanilarak saraplar ic¢in histamin tayininde,

gozlenebilme smirt 0,25 mg/L, tayin edilebilme smir1 0,50 mg/L olarak bulunmustur

[23].

HPLC metodu kullanilarak orkinos baliklari i¢in histamin tayininde, g6zlenebilme sinir1

1 mg/kg, tayin edilebilme sinir1 2 mg/kg olarak tespit edilmistir [24].

Yiksek pH’da anyon-degisim kromatografisi ve elektrokimyasal yontem kullanilarak

histamin tayininde, gézlenebilme sinir1 0,1 uM olarak hesaplanmistir [25].

HPLC ve florometrik yontem kullanilarak, dokularda histamin tayininde, gézlenebilme

smirt 0,1 pM’dan kiigiik olarak tespit edilmistir [26].

HPLC yontemi ile histamin tayini i¢in gelistirilen yontemle, gbzlenebilme sinir1 55,0

ug/L olarak bulunmustur [27].

Gidalarda, kapiler elektroforez ve HPLC yontemleri karsilagtirilarak yapilan histamin
tayininde kapiler elektroforez yonteminde go6zlenebilme simiri 0,04 pg/L, HPLC
yonteminde gozlenebilme simirt 0,02 pg/L olarak tespit edilmistir [28].

Kuru sucukta florometrik olarak gelistirilen yontemle histamin tayininde, gézlenebilme

sinir1 0,1 pg histamin/g olarak tespit edilmistir [29].

Kirmiz1 sarapta sec¢ili biyojenik aminler, kapiler elektroforez yoéntemi ile histamin

tayininde gozlenebilme sinir1 0,35 mg/L olarak bulunmustur [30].

Insan idrar1 ve serumda yeni bir spektroflorometrik yontemle histamin tayininde

gdzlenebilme simnirt 4,35x10° mol/L olarak tespit edilmistir [31].



Online 6n kolon akis tlrevlendirme sistemi ile HPLC birlestirilerek sarapta histamin

tayininde gozlenebilme sinir1 0,22 mg/L olarak bulunmustur [32].

Elisa ve HPLC yontemleri ile peynirde histamin tayininde gozlenebilme sinir1 2 mg/kg
elisada, 1 mg/kg HPLC’de belirlenmistir [33].

Kapiler elektroforez ile domateste histamin tayininde gozlenebilme sinir1 0,2

mikrogram/mL olarak tespit edilmistir [34].

Florometrik gelistirme yontemi ile orkinos baligindaki histamin tayininde tayin

edilebilme smir1 10 mg histamin/100 g 6rnek olarak tespit edilmistir [35].

Bu calismanin amaci, histaminin elektrokimyasal Ozelliklerini incelemek ve eser
miktardaki histamin tayini icin kare dalga siyirma voltametrisi (KDSV) yontemi ile
metot gelistirmek ve ¢esitli  balik numunelerinde voltametrik tayinlerini

gergeklestirmektir.

Elektroanalitik yontemlerden en ¢ok kullanilanlar; potansiyometri, voltametri,
polarografi, elektrogravimetri ve kulometri yontemleridir. Elektroanalitik tekniklerle
cok distik tayin sinirlarina ulasilabilir ve elektrokimyasal yontemlerin uygulanabildigi
sistemler hakkinda ara yiizeylerdeki yiik aktariminin stokiyometrisi ve hizi, kiitle
aktarim hizi, adsorpsiyon ve kemisorpsiyonun derecesi, kimyasal reaksiyonlarin hiz ve
denge sabitleri gibi bilgileri de iceren ve sistemi karakterize eden ¢ok fazla sayida
bilgiye wulasmak miimkiindiir. Voltametride kullanilan cihazlar HPLC, Kkdtle
spektroskopisi (MS), gibi yontemlerde kullanilan cihazlardan ¢ok daha ucuzdur ve
voltametride kullanilan cihazlarla ¢ok daha hizli ve daha giivenilir analizler

yapilabilmektedir [36].

Literatirde, kare dalga siyirma voltametrisi yOntemi kullanilarak histaminin tayin

edildigi herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.



3.BOLUM

ELEKTROKIMYASAL YONTEMLERIN TEORISi

Elektrokimyasal ydntemler, diger analitik yontemlere gore baz iistiinliiklere sahiptir. 11k
olarak, elektrokimyasal Olcumler ¢ogu kez bir elementin 6zel bir ylkseltgenme
basamagina ozgiidiir. Ornegin; elektrokimyasal yontemler bir seryum (111) ve seryum
(IV) karisiminda her tiirlin derisiminin tayinini miimkiin kilar, buna karsilik diger
analitik yontemlerin ¢ogu sadece toplam seryum derisimini saptayabilir. Ikinci olarak,

kullanilan cihazlar nispeten ucuzdur.

3.1.Voltametri

Voltametri, calisma elektrodunun polarize oldugu sartlar altinda akimin, uygulanan
potansiyelin bir fonksiyonu olarak Olcilmesine dayanan elektroanalitik yontemlere
verilen isimdir. Genellikle polarizasyonu saglamak i¢in voltametride kullanilan ¢alisma
elektrotlari, ylizey alani birka¢ milimetrekare ve bazilarinda ise birka¢ mikrometre olan

mikroelektrotlardir.

Voltametride mikro elektrot olarak civa elektrotlari cok kullanilir. Bu elektrotlara 6rnek
olarak asili civa elektrodu, damlayan civa elektrodu ve civa filmi elektrodu verilebilir.

Bu elektrotlarda civanin kullanilma nedenleri asagida verilmistir.

e Daha negatif potansiyellerde ¢alisma imkan1 saglar.

e Her zaman, metalik temiz bir ylizeyle ¢alisilir.

e Bir¢ok metalle kolaylikla amalgam verir.

e Her sekilde civa elektrot imal edilebilir.

e (Civanin temizlenmesi kolaydir.

e Civanin hidrojen iyonunun indirgenmesine gosterdigi olaganiistli yiiksek asir
gerilim sonucunda, termodinamik potansiyeller hidrojen gazi olusmadan kursun

ve bakir gibi metallerin elektrot iizerinde birikmesinin miimkiin olmadigini



gostermesine ragmen, bu metal iyonlar1, asidik ¢ozeltiden kolaylikla civanin

Uzerinde birikir.

Mikro elektrotlarin kullanilabilecegi potansiyel aralifi sadece elektrot malzemesine
degil, ayn1 zamanda bu elektrodun daldirildigr ¢ozeltinin bilesimine (pH’sina) de
baghdir. Sekil 3.1’de voltametrik Ol¢limlerde kullanilan bir hiicrenin semasi
gosterilmistir.

WE
CE

i ln]ln

— M,

000

Sekil 3.1. Voltametrik 6lcumlerde kullanilan bir hiicrenin semasi
WE: calisma elektrodu; RE: referans elektrodu; CE: yardimci

elektrot
3.2. Polarografi
20T T T T
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A
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Sekil 3.2. (A) 1M HCl ve (B) 1M HCI de 10*M Cd** ¢ozeltilerinin polarogramlari
Buradaki i4: limit akimi, E;/: yar1 dalga potansiyelini gosterir [38].
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Polarografi, ¢aligma elektrodu, damlayan civa elektrodu (DCE) olan ve voltametrinin
bir alt dalidir. DCE’nin yenilenebilir yiizeyi ve genis katodik potansiyel araligindan
dolay1, polarografide bircok indirgenebilir ya da yukseltgenebilir tirin tayini
yapilabilir. Polarografi teknigi ile kalitatif, kantitatif analizler ve kinetik caligmalar
yapilabilmektedir. Bu teknikle, bircok elementin yani sira Yukseltgenebilir veya
indirgenebilir  fonksiyonel grubu bulunan organik bilesiklerin  analizi de
yapilabilmektedir. Polarografi tekniklerinin ¢esitleri arasinda; normal polarografi (DC
polarografisi), diferansiyel puls polarografisi (DPP), akim-6rnekleme polarografisi
(TAST), kare dalga puls polarografisi, alternatif akim polarografisi yer almaktadir. Sekil

3.2°de bir polarogram 6rnegi gosterilmistir [37].

3.3. Uyarma Sinyalleri

Voltametride, calisma elektrodunun voltaji, sistematik olarak degistirilirken, akim
Olcalir. Elektroda, zamana gore degisimi ¢ok farkli voltajlar uygulanabilir ve voltaj -
zaman fonksiyonlarina uyarma sinyali denir. Bu sinyallerin en basiti, c¢alisma
elektrodunun potansiyelinin zamanla dogrusal degistirildigi dogrusal taramadir. Tipik
olarak, ¢alisma elektrodunun potansiyeli 1-2 volt degistirilir. Yaygin kullanilan diger
dalga formlar1 pulslu dalga formlar1 ve iiggen dalga formlaridir. Polarografi ve
hidrodinamik voltametride uyarma sinyali dogrusal taramadir. Burada hiicreye
uygulanan potansiyel zamanin fonksiyonu olarak dogrusal bir sekilde artirilir. Bu sirada
hiicrede olusan akim uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak kaydedilir.
Diferansiyel puls polarografisi ve kare dalga voltametrisinde puls tipi uyarma
sinyallerinde akimlar, pulslarin 6mrii siiresince ¢esitli anlarda oOl¢iiliir. Dontigtimlii
voltametride ise liggen sinyallerde biri maksimum digeri de minimum iki deger arasinda
potansiyel degisir. Bu artma- eksilme siireci ard1 ardina tekrarlanirken potansiyelin bir

fonksiyonu olarak akim ol¢iiliir.

Cesitli uyarma sinyallerinin kullanildig1 voltametri tipleri asagida gosterilmistir. (Sekil
3.3).
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Kare dalga voltametrisi uyarma sinyali

edilen voltamogramlarin sekilleri[38]
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Kare dalga voltametrisi

Sekil 3.3. Voltametride kullanilan zamana kars1 potansiyel uyarim sinyalleri ve elde



3.4. Dogrusal Taramal Voltametri

Ik ve en basit voltametrik yontemler, ¢calisma elektrodunun potansiyelinin 2-5 mV/s’lik
tipik bir hizla artirildigi ya da azaltildigi, dogrusal taramali yontemlerdir. Genellikle,
mikroamper mertebesinde olan akim, ¢alisma elektroduna uygulanan potansiyelin bir

fonksiyonu olarak grafige gecirilir, buna voltamogram denir.

3.5. Voltametrik Cihazlar

Dogrusal taramali voltametrik 6l¢imlerdeki parcalar, hiicre, analit ve destek elektrolit
adi1 verilen, elektrolitin asirisin1 igeren bir ¢ozeltiye daldirilmis ¢ elektrottan

yapilmustir.

Ug elektrottan biri zamanla potansiyeli dogrusal olarak degisen mikroelektrot veya
calisma elektrodudur. Bu elektrodun polarize olma meylini artirmak i¢in boyutlar1 ufak
tutulur. Ikinci elektrot, potansiyeli deney siiresince sabit kalan bir referans elektrottur.
Uclincli elektrot ise, ya helezon seklinde sarilmis bir Pt tel ya da bir civa havuzu
seklinde olan ve elektrigin kaynaktan ¢ozelti iginden mikroelektroda aktarilmasini

saglayan karsit elektrottur.

3.6.VVoltametrik Elektrotlar

Voltametride kullanilan elektrotlar, ¢esitli sekil ve biiyiikliiktedir. Bunlar genellikle
teflon ya da kel- F gibi, igine bir baglanti teli yerlestirilmis olan inert bir malzemeden
yapilmis gubuga preslenerek, tutturulmus olan kiigiik, diiz iletken disklerdir. Bu iletken
malzeme, platin ya da altin gibi inert bir metal, pirolitik grafit ya da cams1 karbon, kalay
oksit ya da indiyum oksit gibi bir yar1 iletken veya bir civa filmi ile kaplanmigs bir metal
olabilir. Sulu cozeltilerdeki bu elektrotlarin kullanildigi potansiyel araligi, sadece
elektrot malzemesine degil, ayn1 zamanda bu elektrotlarin daldirildigi ¢Ozeltinin
bilesimine bagli olarak da degisir. Pozitif potansiyel siirlari, genellikle suyun
molekdiler oksijen vermek (zere, ylkseltgenmesi sonunda olusan biiyiik akimlarca
belirlenir. Negatif potansiyel smirlari, yine suyun, hidrojen olusturarak indirgenmesi

olayina baglidir. Civanin biiyiik yuk hidrojen asir1 geriliminden dolayi, nispeten civa
13



elektrotlar, blyuk negatif potansiyellerde kullanilabilir. Civa elektrotlar birkag farkli
sekildedir. Bunlar i¢inde en basit olani, bir disk elektrot {izerinde civay: elektrokimyasal
olarak biriktirmek suretiyle yapilan bir civa film elektrodu olan asili civa damla elektrot
(ACDE)’ tur. Ticari olarak temin edilebilen bu elektrot, civa igeren bir hazne ve buna
bagli bir kilcal borudan ibarettir. Haznedeki civa, mikrometreli bir vida ile yonetilen bir
piston tarafindan kilcal digina itilir. Bu mikrometreler, yiizey alanlar1 % 5°1lik hata sinirt

icinde sabit damlalar olusturabilir (Sekil 3.4).

Polarografik deneylerde kullanilan damlayan civa elektrot (DCE), yaklasik 10 cm
boyunda i¢ ¢apt ~ 0,05 mm olan ince bir kilcal borudan ibarettir ve bu kilcal iginden
civa 50 cm yiiksekliginde bir civa siitunu tarafindan itilir. Kilcalin ¢api, olusan
damlanin 2-6 arasinda kopmasini saglayacak biiyiikliiktedir. Olusan damlanin ¢ap1 0,5—
1 mm arasinda olup bu deger, oldukga tekrarlanabilirdir. Bazi uygulamalarda, damla

omrili mekanik bir ¢eki¢ sistemiyle kontrol edilir. Bu sistem, damla olustuktan belli bir

:
J:

[ ]
Sekil 3.4. Asili civa damla elektrodu

sire sonra damlay1 diistiriir (Sekil 3.5).
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Ayrica hem asili civa hem de damlayan civa elektrodu olarak kullanilabilen ve ticari
olarak satilan bir civa elektrodu da bulunmaktadir. Civa, kilcalin iist ucunun yaklasik 25

cm yukarisinda, plastik astarl bir haznenin i¢inde bulunur.

Sikismis bir yay, poliiiretan uglu bir tikact kilcal basligina dogru iterek civanin siirekli
akisin1 6nler. Bu tikag, kontrol sisteminden gelen bir sinyalle sarmal bobinin uyarilmasi
sonucu kaldirilir. Kilcallarin ¢ap1 0,15 mm, tipik bir kilcaldan ¢ok daha genistir. Bunun
sonucunda, damla olusumu son derece hizli olur. Musluk, elektrot destek gdvdesine
yerlestirilmis mekanik bir ¢ekicle diisiiriiliinceye kadar, tam bir damla olusacak sekilde

50,100 ya da 200 ms sonra kapatilir.

Bu sistemin lstiinliigli, boyutu belli bir damlanin ¢abucak olugmasi ve ylizey alan1 sabit
hale gelinceye kadar akim o6l¢iimlerinin yapilmayisidir. Bu islem sayesinde, klasik

damlayan elektrotta karsilasilan biiyiik akim dalgalanmalar1 6nemli dl¢tide giderilir.

Hg Haznesi
™~ Elektrikssl
Baglant
Katgilagtirma
elektroduy
Farpdumer
elektrot

/
.

Sekil 3.5. Damlayan civa elektrot
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3.7.Voltamogramlar

Bir civa film mikroelektrot iizerinde bir A tiirliniin bir P {irliniine indirgendigi bir
elektroliz i¢in tipik bir dogrusal taramali voltamogramda, uygulanan potansiyellerin
negatif bir isaret almasi igin, elektrodun dogrusal tarama jeneratoriiniin negatif ucuna
baglandig1 varsayilir. Geleneksel olarak, katodik akimlar daima pozitif, anodik akimlar
ise negatif isaretle gosterilir. Dogrusal taramali voltamogramlar, genellikle, sigmoidal
egriler verir. Bunlar voltametrik dalga olarak bilinir. Keskin artistan sonraki sabit akima

siir akimi (i) denir.

Bu akim, analitin kiitle aktarim olay1 ile elektrot ylzeyine tasinma hizi tarafindan
belirlenir. Sinir akimlari, genellikle analit derisimiyle dogru orantilidir ve bu yiizden is=
kCa seklinde yazilir. Burada Cpa analit derisimi ve k bir sabittir. Nicel dogrusal taramali

voltametri bu iliskiye dayanir.

Akimin sinir akiminin yarisina esit oldugu potansiyele, yar1 dalga potansiyeli denir ve
Ei ile gosterilir. Yari-dalga potansiyeli, yari-reaksiyonun standart potansiyeli ile
yakindan ilgidir; fakat genellikle bu degere tam esit degildir. Yari-dalga potansiyelleri

bazen bir ¢ozeltideki bilesenlerin taninmasi igin kullanilir.

Hizli bir sekilde tekrarlanabilir sinir akimlart elde etmek icin ¢Ozelti veya elektrot
strekli ve tekrarlanabilir bir hareket yapmalidir veya bir damlayan civa elektrot
kullanilmahidir. COzelti veya elektrodun stirekli hareket icinde oldugu dogrusal taramali
voltametriye hidrodinamik voltametri adi verilir. Bir damlayan civa elektrodunun

kullanildig1 voltametriye de polarografi denir.

3.8. Hidrodinamik Voltametri

Hidrodinamik voltametri birka¢ sekilde yapilabilir. Bunlardan birinde ¢ozelti, sabit bir
elektrotla temas halindeyken siddetli bir sekilde karistirilir. Digerinde ise, karistirma
islemi elektrot, sabit, yiiksek bir hizda dondiirerek yapilir. Bir bagka yol ise, elektrodun

yerlestirildigi bir boru iginden analit c¢ozeltisini akitmaktir. Bu son teknik, bir sivi
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kromatografi kolonundan ¢ikan c¢ozeltideki indirgenebilen veya yiikseltgenebilen

analitleri tayin etmek i¢in son zamanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bir elektroliz sirasinda analit bir elektrot ylizeyine i¢ mekanizma ile tasinir. (1) elektrik
alani etkisi altinda gog, (2) karigtirma veya titrestirme sonucunda olusan konveksiyon
ve (3) elektrot yiizeyindeki sivi filmi ile ¢ozelti arasindaki derisim farklarindan
kaynaklanan diflizyon. Voltametride, ortama asir1 miktarda bir destek elektroliti ilave
edilerek goc etkisini en aza indirmek icin gayret sarfedilir. Destek elektrolit derisimi
analit derigiminin 50 - 100 kat1 oldugunda, toplam akimin analit tarafindan taginan kesri
sifira yaklasir. Bunun sonucunda analitin zit yiiklii elektroda gé¢ etme hizi, uygulanan

potansiyelden 6nemli 6l¢iide bagimsiz hale gelir.

Voltametrik akimlarda; bir elektrolizin herhangi bir noktasindaki akim, (1) A’nin
konveksiyonla Nernst difiizyon tabakasinin dis yiizeyine kiitle taginma hiz1 ve (2) A’nin
difiizyon tabakasinin dis yiizeyinden elektrot yiizeyine tasinma hizi tarafindan kontrol

edilir.

Elektroliz Urinu olan P, vyizeyden difuzyonla uzaklastigindan ve sonunda
konveksiyonla siiriiklenip gotiriildiigiinde, Nernst esitliginden beklenen yiizey
derisimlerini saglamak igin siirekli bir akim gerekir. Diger taraftan, konveksiyon
diftizyon tabakasinin dis ylizeyinde sabit bir A birikimi saglar. Boylece, potansiyel
tarafindan belirlenen bir kararli hal akimi olusur. Akim A’nin elektrot yuzeyine ne
kadar hizli tasindiginin nicel bir 6l¢iisiidiir ve bu hiz 6Ca/ 6X ile verilir. Burada X, cm

cinsinden elektrottan olan uzaklig1 gostermektedir. Dlizlemsel bir elektrot i¢in, akimin
i= NFADA( 6CA/0X) (3.8.1)

seklinde bir ifade ile verilecegi gosterilebilir. Burada i amper cinsinden akimi, n analitin
molil basma elektronlarin mol sayisini, F faradayi, A cm? cinsinden elektrot yiizey
alanini, Da A’nin cm?s™ cinsinden difiizyon katsayisini, Ca da mol/cm?® cinsinden A’nin

derisimini gostermektedir. 0Ca/0X = (CA-COA)/6 olduguna gore; 3.8.1°deki esitlik,

i= NFADA (Ca-C%) / 8 =ka (Ca—C®p) (3.8.2)
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seklinde yazilabilir.

Daha yiiksek negatif potansiyel uygulamasi sonucunda C%’nm kiigiildiigiinii ve akimin

yiizey derisimi sifira yaklasincaya kadar arttigin1 gosterir. Bu noktada, akim sabit hale

gelir ve uygulanan potansiyelden bagimsiz olur.

is: NFADACA/ 0 =kaCa

(3.8.3)

Bu esitlik diflizyon tabakasini asir1 basitlestiren varsayimlara dayanarak tiiretilmistir.

Buna gore, hareketli ve durgun tabakalar arasindaki ara yiizeyin konveksiyonla

tasinmanin son buldugu, diflizyonla tasinmanin basladigi keskin bir yiizey oldugu

varsayilir. Bu basit model bile, akim ve akima etki eden degiskenler arasinda yaklasik

ama makul bir esitlik verir.

Tersinir reaksiyonlar icin akim/potansiyel iliskilerinde;

Coa=is—i/ka

i=-nFADp (Cp-C%) /o

Cp = 0,0 oldugunda;

i= - nFADpC®p /6 = k pC°p ve C°p= i/kp

esitlikleri elde edilir.

Tim bu esitlikler Nernst esitliginde yerlerine konulursa;

Euyg = E°A — 0,0592/n log( ka/kp) — 0,0592 log( i/ is-i ) — Exet

esitligi bulunur.
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Yari-dalga potansiyeli Ejp, i akiminin simir akimimin yarisina esit oldugu anda

uygulanan potansiyeldir. i = ig/2 olunca, Eyyg = E1/2 olur ve esitlik;

E1p = E% — 0,0592/ n log ka/ kp — Eqet (3.8.8)
olur ve asagidaki baglant1 elde edilir.

Euyg = E12—0,0592 log(i/is—i)/n (3.8.9)
kA/kp orani ¢ogu zaman bire yakindir. Bu ylizden, A tiirii i¢in esitlik;

Evz = E%A — Erer (3.8.10)
seklinde ifade edilir.

A+ ne < P gibi bir elektrokimyasal olay deney sartlar1 altinda Nernst denklemine
uyuyorsa tersinirdir. Bir tam tersinmez sistem, ileri veya geri reaksiyonun ihmal
edilebilecek kadar yavas oldugu sistemdir. Kismen tersinir sistemde ise bir yondeki
reaksiyon diger yondekinden ¢ok yavas fakat ihmal edilemeyecek kadar 6nemlidir. Cok
kiclk bir zaman 6l¢eginde, tersinir goriinen bir reaksiyon, deneyin zaman Sikalasi

uzadikga tersinmezlik gosterebilir.

Tersinmez reaksiyonlarda akim/potansiyel iliskisinde ise pek ¢ok voltametrik elektrot
olaylari, ozellikle organik sistemlerle ilgili olanlar, yayvan ve daha az belirgin
dalgalarin elde edilmesine sebep olacak sekilde tersinmez sistemlerdir. Tersinmez
reaksiyonlarin yar1 dalga potansiyelleri, ¢ogu zaman derisime kismen bagl, fakat
difiizyon akimlar1 derisime dogrusal olarak baghdir. Bu ylzden bdyle tersinmez olaylar

da nicel analize kolayca uyarlanabilir.
Tersinir elektrot reaksiyonlari i¢in kriterler;
AEp = Epa - Epk =0,059/n V. | Ipa/Ipk | = 1. Ipk veya | pa, v¥2ile dogrusal degisir.

Epk veya Epa v’den bagimsizdir.
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Tersinmez elektrot reaksiyonlari igin kriterler;

Anodik pik gozlenmez. Ipk, v

hizindaki 10 birimlik artmada -30/n mV’a kadar kayar. Ep- Ep» = 0,048/0.n V'tur.

ile dogrusal olarak degisir. Epk, 25 mV/s tarama

Karisimlar i¢in voltamogramlarda; bir karigimdaki elektroaktif tiirler, voltametrik
elektrotta normal olarak birbirinden bagimsiz davranirlar, bdylece bir karisimin
voltamogrami her bilesenin ayri1 ayr1 verdigi dalgalarin toplamidir. Anodik ve karisik

anodik/katodik voltamogramlar da mevcuttur.

Oksijen dalgalar1; ¢oziinmiis oksijen, gesitli elektrotlarda kolaylikla indirgenir, hava ile
doyurulmus sulu bir ¢ozeltide, bu elemente ait olan iki ayr1 dalga gézlenir. Bunlardan
birincisi, oksijenin peroksite indirgenmesinden olusur. Reaksiyonun stokiyometrisinden

de beklenecegi gibi, iki dalganin yiiksekligi esittir.

Alttaki egri oksijeni giderilmis destek elektrolitinkidir ( Sekil 3.6).

e — il

Alam, A

s T T T T T N A S
i 4 -0.8 1.2 1.6 e

Evyyg V(DEE'akarg)

Sekil 3.6. Hava ile doyurulmus 0,1M KCI ¢dzeltisindeki oksijenin indirgenme
Voltamogrami [37]

Tepkimeler iki asamada gergeklesir. Birinci basamak tepkimeleri,
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O, + 26+ H,O — H,0, + 20H (ba2|k)

O, +2¢e + 2H" — H,0, (aSIdlk)

Ikinci basamak tepkimeleri ise,

H,O, + 2e° -20H" (bazik)

H,O, + 2e + 2H" — 2H,0 (a5|d|k)

Voltametrik Ol¢timlerden ¢ozeltilerde ¢oziinmiis oksijen tayini icin, yaygin olarak
kullanilan uygun bir yontem gelistirilmistir. Ancak, oksijenin varlig1 diger tiirlerin
dogru tayinine ¢ogunlukla bozucu etki yapar. Bu yuzden, voltametrik islemlerde
oksijenin uzaklastirilmasi genellikle ilk basamaktir. Bunun igin, c¢ozeltiden birkag
dakika inert bir gaz gegirilmesi yeterli olmaktadir. Cogu zaman azot olan bu inert gaz
oksijenin yeniden absorpsiyonunu dnlemek icin, analit stiresince de ¢Ozelti yiizeyinden

gecirilir.

1960’larda, dogrusal taramali voltametri, birgok laboratuvarda analitik bir arac¢ olarak
Oonemini kaybetmistir. Bunun en Onemli sebebi, ¢ok daha kullanigli spektroskopik
tekniklerin ortaya ¢ikmasinin yani sira bu yontemin yavas, kullanimi zor ve en 6nemlisi
tayin siirinin oldukga diisiik olmasidir. Bu sinirlamalar puls yontemleri ve elektrotlarin

gelismesiyle biiyiik 6l¢iide asilmistir. Bunlardan kare dalga voltametrisi incelenecektir.

3.9. Kare Dalga Voltametrisi

Kare dalga voltametrisi asili civa damla elektrodu ve kromatografik dedektorler ile
kullanilir. Kare dalga voltametrisinde puls’un basamak sinyali tizerine bindirilmesiyle
uyarma sinyalleri olusur. Basamakli sinyalde her basamagin uzunlugu ve puls periyodu
esittir ve yaklasik 5 ms civarindadir. Basamakli sinyalin potansiyel basamagi genellikle
10 mV’dur. Pulsun biiyiikligi ise genelde 50 mV’dur. Sistemin bu sartlar altinda

calistiritlmasi 200 Hz’lik puls frekansina karsilik gelir ve bu durumda 1 V’luk bir tarama
21



0,5 s’de yapilir. Tersinir bir indirgenme reaksiyonunda bir pulsun boyutu, ileri tarama
sirasinda olusan Urlinin geri tarama sirasinda yiikseltgenmesini saglamaya yetecek
kadar blyuktlr. Boylece ileri puls bir katodik akimi, geri puls da bir anodik akimi
olusturur. Genellikle voltamogramlar1 elde etmek i¢in bu akimlarin farki grafige
gecirilir. Bu fark derisimle dogru orantilidir. Olgiim, son derece hizli yapildigindan
birka¢ voltametrik taramanin sinyal ortalamasi alinarak analizin kesinligini artirmak
miimkiindir. Kare dalga voltametrisinin gozlenebilme sinirlart 107 — 10 M arasindadir.
Gunumuzde birkag firma kare dalga voltametri cihazlarini ticari olarak piyasaya
sunmustur. Bu teknigin, ilerde organik ve anorganik analizde bilyiilk 6nem kazanacagi
kesin gibidir. Ayrica, kare dalga voltametrisinin sivi kromatografi i¢in dedektdr olarak

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

3.10. Doniisiimlii Voltametri

Doniisiimlii voltametri (DV), énemli ve yaygin kullanilan bir elektroanalitik tekniktir.
Nicel amagla kullanimi seyrek olmakla beraber, ylkseltgenme/indirgenme
reaksiyonlarmin incelenmesinde, reaksiyon ara drlnlerinin go6zlenmesinde ve
elektrotlarda olugan Urdinlerin, olusum sonrasi reaksiyonlarini yakalamada, yaygin
olarak uygulanabilmektedir. DV yonteminde, uygulanan potansiyel 6nce bir yonde
sonra ters yonde taranirken akim olgiilir (Sekil 3.7). Bir DV deneyinde tek bir tam
dongu, bir yarim dongii veya bircok dongiiler kullanilabilir. Taramanin ters dondigii
potansiyellere doniis potansiyeli denir. Belli bir deneyde, doniis potansiyelleri, bir veya
daha ¢ok sayida tiiriin difiizyon kontrollii ylkseltgenmesini veya indirgenmesini
gbzlemeyi miimkiin kilacak sekilde secilir. ilk taramanm y6nii, numunenin bilesimine
bagli olarak negatif yonde olabilecegi gibi, bunun tersi de olabilir. Daha negatif
potansiyellere dogru gidilerek tarama yapiliyorsa, buna ileri tarama, diger yondekine de
geri tarama denir. Tarama sureleri 1 ms veya daha kisa degerlerden baslar; 100 s veya

daha uzun degerlere ¢ikabilir.
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Sekil 3.7. Tipik bir indirgenme reaksiyonunun similasyon ve deneysel

voltamogramlari[39]

Dontisiimlii voltametri, organik ve anorganik kimyada yaygin olarak kullanilmaktadir.
Elektroaktif tlrler iceren sistemleri incelemek igin akla gelen ilk teknik budur. Cogu
zaman indirgenme/ylkseltgenme reaksiyonlarindaki ara dirinlerin  doniigtimlii
voltamogramlarla yakalanmas: miimkiin olmaktadir. Bu yontemde ¢ogu zaman platin
elektrotlar kullanilir. Negatif potansiyeller boélgesinde civa film elektrotlar tercih
edilebilir. Diger yaygin ¢alisma elektrotlar1 arasinda; camsi karbon, altin, grafit ve

karbon pasta elektrotlar sayilabilir.

3.11. Siyirma Yontemleri

Siyirma yontemleri, elektrolizle bir 6n deristirme basamagi ve ardindan voltametrik
adim gerektiren bircok elektrokimyasal yontemi kapsar. Biitiin bu islemlerde analit
genellikle karistirilan bir ¢ézeltide dnce bir elektrot tizerine biriktirilir. Cogu zaman asili
bir civa damla veya ince bir civa filmi kullanilir. Yiiksek duyarlikla olgiilen biriktirme
suresinden sonra elektroliz kesilir ve birikmis analit 6dnceden anlatilan voltametrik
yontemlerden biri ile tayin edilir. Analizin bu ikinci basamaginda analit elektrot
yuzeyinden geri ¢oziiliir veya styrilir, bu yiizden bunlara siyirma yontemleri ad1 verilir.
Anodik siyirma yontemlerinde ¢alisma elektrodu biriktirme basamagi sirasinda bir katot
olarak, analitin ilk haline tekrar yukseltgendigi siyirma basamaginda ise, anot olarak

davranir. Katodik siyirma yonteminde elektrot biriktirme sirasinda bir anot, siyirma
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sirasinda da bir katot gibi davranir. Maddenin biriktigi hacim, ana ¢ozelti hacmine gore
cok kiigiik oldugu igin, biriktirme basamaginda 100-1000 kat deristirilebilir.

Siyirma yontemleri, eser element tayininde énemli yer tutar, clnki elektrolizdeki
Onderistirme basamag1 sayesinde eser miktardaki bir analit makul bir dogrulukla tayin
edilebilir. Boylece bu basit ve hizli yontemlerle 10° — 10° M araliginda ¢ozeltilerin

analizi yapilabilir.

Normal olarak elektrobiriktirme basamagi sirasinda analitin yalnizca ufak bir kesri
elektrot yuzeyine birikir. Bu ylzden nicel sonuglar, elektrot potansiyelinin kontrol
edilmesinin yanmi sira, elektrot boyutu, biriktirme slresi, hem numunenin hem de

kalibrasyonda kullanilan standart ¢ozeltilerin karistirma hizi gibi faktorlere de baghidir.

Siyirma yontemlerindeki elektrotlar, civa, altin, giimiis, platin ve gesitli formlardaki
karbon gibi degisik maddelerden yapilir. En popiiler elektrot asili civa damla (ACDE)

elektrotudur.

Adsorpsiyon Siyirma Yontemleri ise; anodik ve katodik siyirma yontemlerine oldukga
benzemektedir. Burada, en yaygin elektrot olarak kullanilan asili civa damla elektrodu,
analitin karistirilan bir ¢ozeltisine birka¢ dakika siire ile daldirilir. Sonra elektrot

yuzeyinde analitin birikmesi elektrolitik olarak degil, fiziksel adsorpsiyonla olusur.

Yeterince analit biriktikten sonra, karigtirma kesilir ve birikmis madde dogrusal taramali
veya pulslu voltametrik dlcuimlerle tayin edilir. Nicel analiz, numunelerle ayn1 sekilde
islemlere tabi tutulan standart ¢ozeltilerle yapilan kalibrasyona dayanir. Adsorpsiyon
styirma Voltametrisi ¢ok diisiik derisimlerdeki gesitli anorganik katyonlarin tayininde de
kullanilmaktadir. Bu uygulamalarda genellikle dimetil — glioksim katesol ve bipridin
gibi yiizey aktif komplekslestiricilerle, katyonlar kompleksleri haline doniistiiriilir.

YOntemin gozlenebilme sinir1 10 -10"™m araligindadir.

3.12. Mikroelektrotlarin Kullanildig1 Voltametri

Son 10 yil iginde boyutlar1 daha once anlattigimiz elektrotlarin boyutlarinin onda biri

veya daha kuglk olan mikroelektrotlarla birgok voltametrik caligma yapilmistir. Bu gok
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kiiglik elektrotlarin elektrokimyasal davranislari, klasik elektrotlardan 6nemli 6lglde
farklidir ve bazi analitik uygulamalarda tstiinliikleri oldugu goriilmistiir. Bu tip
elektrotlar, klasik elektrotlardan ayirt etmek i¢in mikroskopik elektrotlar veya
ultramikro elektrotlar olarak adlandirilir. Bu elektrotlarin boyutlari, genellikle yaklasik
20 um’den daha kiiciliktiir ve bazen mikrometrenin onda birka¢i kadar olabilir. Bu
minyatiir mikroelektrotlarin sekli birka¢ cesittir. En yaygin tipi, ince bir kapiler boru
iceren 5 um ¢apinda bir karbon fiberin veya 0,3-20 um boyutlarina sahip altin veya
platin telin yerlestirilip kapatilmasi ile olusturulan bir diizlemsel elektrottur; elektrot
yapilirken fiber veya teller daha sonra borunun uglari ile birlikte diiz bir sekilde kesilir.
Telin kiglUk bir kisminin kapiler borunun ucundan ¢iktigi silindirik elektrotlar da

kullanilir.

3.13.Voltametrik Dalgalara Kompleks Olusumunun Etkisi

Metalik bir iyonun yukseltgenme veya indirgenme potansiyeli, bu iyon ile kompleks
olusturabilecek tiirlerin varhigindan biiyiikk 6l¢iide etkilenir. Bir metal kompleksinin
indirgenmesi igin yari-dalga potansiyelinin, metal iyonunun tek basina indirgenmesi
icin olan potansiyelden genellikle daha negatif oldugu bilinmektedir. Oyle ki,
potansiyeldeki bu negatif kayma elektrot reaksiyonunun tersinir olmasi sartiyla

kompleks iyonun bilesiminin ve onun olusum sabitinin tayinini miimkiin kilar [38].

3.14. Voltametride pH’nin Onemi

Voltametride pH olduk¢ca 6nemlidir. Bir¢ok organik maddenin ve bilesiklerinin
tayininde ve incelenmesinde voltametriden yararlanilir. Organik maddelerin
elektrotlarda indirgenmesi hidrojen iyonu ile olur. Ornegin; bir organik tiir olan R’nin

indirgenmesine ait reaksiyon incelendiginde,

R +nH" + ne < RHn

R ve RHn organik maddenin sirasiyla ylikseltgenmis ve indirgenmis halidir. Goriildiigi

gibi, organik bilesiklerin yar1 dalga potansiyelleri pH’ya oldukga baglidir. Bunun
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disinda ortamin hidrojen iyonu derisimine bagli olarak farkli tiirlerin olugmasi da

mUmkandr.

Hidrojen iyonlar1 harcayan veya olusturan bir olayda elektrot ylizeyindeki ¢ozeltinin
pH’s1 6nemli 6lgiide degisir ve bu degismeler reaksiyonun indirgenme potansiyeline
etki ederek yayvan ve zayif piklerin goriillmesine neden olur. Bu yuzden tampon

cozeltiler kullanilir [38].

3.15. Destek Elektolitin Segimi

Destek elektrolit olarak genellikle KCI, HCI, NaOH, zayif asit ve bazlarin tampon
cozeltileri ve susuz ortamda trialkilamonyum tuzlar1 kullanilir. Destek elektrolit
hlcrenin elektriksel direncini diisiirerek ihtiya¢ duyulan iletken ortamin saglanmasina
yardimet olur. Bazen de ortamda tampon gorevi yapar. Ayrica ortamdaki bazi iyonlari
komplekslestiren iyon gorevi de gorebilir. Ortama, destek elektrolit ilave edilerek,
elektrot ve analiz edilecek madde arasindaki itme ve ¢ekme kuvvetleri bertaraf edilir.
Destek elektrolitin iyonlari, ¢aligma potansiyeli araliginda inert oldugundan, analiz
edilecek maddelerin yerine itilir ve gekilirler. Boylece voltamogrami alinmak istenen

elektroaktif maddenin elektrot ylizeyine sadece difiizyon yolu ile tasinmasi saglanir.

Voltametride kullanilan destek elektrolit yeterince saf olmalidir. Ayrica destek elektrolit

calisma elektrodunun ¢alisma potansiyel araligini daraltir nitelikte olmamalidir [39].
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4.BOLUM

DENEYSEL CALISMALAR

4.1. Materyal ve Metot

4.1.1.Voltametri cihaz

Kare dalga siyirma voltametrisi (KDSV) ve doniistimlii voltametri (DV) Ol¢timleri

yapilmistir. BAS model elektrokimyasal analizor (Bioanalytical Systems, epsilon

potentiostat/galvanostat, USA) kullanilmistir. Cihaz, Resim 4.1 ve Resim 4.2°de
gosterilmektedir.

Resim 4.1. Bas model elektrokimyasal analizor
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Resim 4.2. Azot gazi ile ¢aligsan asili damla civa elektrot sistemi

Kare dalga siyirma voltametrisi (KDSV); hiicre ¢alisma elektrodu olarak asili civa
damla elektrodu, referans elektrot, karsi elektrot ve zaman ayarli damla diisiiriiciiden

olusmaktadir.

4.1.2. Calisma elektrodu

Kare dalga siyrma voltametrisi ve donlisiimlii voltametri caligmalarinda ¢alisma
elektrodu olarak kullanilan asili civa damla elektrodunda kullanilan civa, Merck’ten
saglanmistir. Kare dalga siyirma voltametrisinde eser diizeyde madde tayini yapildigi

icin kulanilan civanin olduk¢a temiz olmasi gerekmektedir.

4.1.3. Civanin temizlenmesi
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Kirlenen civa behere alindiktan sonra yaklasik 10 dakika boyunca bagetle karistirilarak
Uzerinden ¢esme suyu gegirilmistir. Civanin iizerindeki ¢esme suyu uzaklastirildiktan
hemen sonra bir litrelik cam mezire doldurulmus ve birkag defa saf su ile

calkalanmastir.

Platin elek mezurun Ustlinde tutularak civa platin elekten gecirilerek ince zerrecikler
halinde mezlrde bulunan saf sudan gegirilmistir. Bu islem bes defa tekrarlanmistir.
Daha sonra 15 M’lik HNOg ¢6zeltisi 1:4 oraninda (HNOj3: H,0) seyreltilerek 3 M’lik
HNO; ¢ozeltisi (civa yikama suyu) hazirlanmigtir. Civa yikama suyu bir litrelik meziire
alimmig ve daha sonra tekrar platin elek mezurun Gstlinde tutularak, civa platin elekten
yikama suyu icerisine zerrecikler halinde siiziilmiistiir. Bu islem bes kez tekrarlandiktan
sonra mezire saf su konularak ayni islem tekrarlanmistir. Saf sudan gecirme islemi
asitlik giderilinceye kadar tekrarlanmistir. Civanin asitliginin giderilip giderilmedigi
turnosol kagidiyla kontrol edilmistir. Asitligi giderilen civa siizge¢ kagidiyla iyice
kurutulduktan sonra civanin temizlenip temizlenmedigi voltamogramlar alinarak kontrol

edilmistir.

4.1.4. Referans elektrot

Kare dalga siyirma voltametrisi ve doniisiimlii voltametri ¢alismalarinda referans
elektrot olarak doygun Ag/AgCIl kullamilmustir. Klausek hicresinde bulunan analit

cozeltisine temas edecek sekilde hiicreye baglanmistir.

4.1.5. Karsit elektrot

Platin tel karsit elektrot olarak kullanilmis ve klausek hicresinde bulunan analit

cozeltisine temas edecek sekilde hiicreye baglanmustir.

4.1.6. pH metre

pH o6lcimleri WTW pH/ION 735 (WTW instruments, Germany) model dijital pH metre

kullanilarak yapilmistir.
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4.1.7. Azot gaz

Voltamogramlarda oksijenin indirgenmesine ait dalgalar gézlenebilir. Bundan dolayi bir
maddenin voltamogrami alinmadan oOnce, ortamda ¢oziinmiis olan oksijenin
uzaklastirilmasi gerekir. Bunun icin hiicreye madde konulmadan Once ¢6zeltisinden

inert bir gaz olan azot gaz1 gegirilmistir.

4.2. Reaktifler, Cozeltiler ve Hazirlanmalari

Deneylerde kullanilan biitiin kimyasallar analitik safliktadir (Merck). Cozelti
hazirlanmasinda ve temizleme suyu olarak ¢alisma boyunca deiyonize su kullanilmustir.
Asili civa damla elektrodunda kullanilan civa yiiksek safliktadir ve Merck’ten

saglanmustir.

4.2.1. Kullanilan reaktifler

1.Histaminbihidroklorir: (CsHgN3-HCI) , 184,07 g/mol, Aldrich

2.Hidroklorik asit: (HCI) , d=1,19 kg/L; % 37; 36,46 g/mol, Sigma-Aldrich
3.Asetik asit: (CH3COOH) , d=1,05 kg/L; %100’ luk; 60,05 g/mol, Sigma-Aldrich
4.Fosforik asit: (H3POy) , d= 1,71 kg/L; 98 g/mol, % 85, Riedel

5.Borik asit: (H3sBOs3), 61,83 g/mol, Sigma

6.Sodyum hidroksit: (NaOH), 40 g/mol, Sigma-Aldrich

7.Demir(111) Klorir hekzahidrat: (FeCls. 6H,0) , 270,30 g/mol, Merck
8.Krom(lI11) Klorlr hekzahidrat: (CrCls. 6 H,0) , 266,45 g/mol, Merck
9.Kursun(II) nitrat: (Pb(NO3),), 331,20 g/mol, Merck

10.Cinko nitrat hekzahidrat: (Zn(NOs),. 6 H,0), 297,4 g/mol, Merck
11.Kadmiyum nitrat tetrahidrat: (CdN,Os. 4 H,0) , 308,47 g/mol, Sigma-Aldrich
12.Kobalt(I1) nitrat hekzahidrat: (CoN,Og. 6 H,0) , 291,03 g/mol, Sigma-Aldrich
13.Nikel silfat hekzahidrat: (NiSO,4. 6 H,0), 262,85 g/mol, Sigma-Aldrich
14.Magnezyum nitrat hekzahidrat: (Mg(NOs).. 6 H,0), 256,41 g/mol, Sigma
15.Mangan(ll) stlfat monohidrat: (MnSO,. H,0), 169,02 g/mol, Sigma
16.Kalsiyum nitrat tetrahidrat: (CaNO3),. 4 H,0), 236,15 g/mol, Sigma

17.Bakir(II) nitrat monohidrat: (Cu(NOs3),. H,0), 232,5 g/mol, Merck
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18.Civa(ll) nitrat hekzahidrat: (HgN2Oe. 6 H,0), 342,62 g/mol, Sigma-Aldrich
19.Baryum klorur dihidrat: (BaCl,.2 H,0), 244,263 g/mol, Merck
20.Aluminyum klortr hekzahidrat: (AICI3. 6 H,0), 241,431 g/mol, Merck
21.Selenyum dioksit: (Se0O,), 110,959 g/mol, Sigma

22.Sodyum sulfit: (Na,S0Os), 126,04 g/mol, Sigma-Aldrich

23.Sodyum Klorur: (NaCl), 58,44 g/mol, Sigma

24.Sodyum nitrit: (NaNO,), 68,99 g/mol, Merck

4.2.2. Cozeltilerin hazirlanmasi

0,01 M histamin stok ¢6zeltisinin hazirlanmasi:

0,046 g histamin tartilip 25 mL deiyonize suda ¢ozllup, 6l¢ull balon jojede, 25 mL’ ye

tamamlanmigtir.

0,1 M HCI (% 37’lik d=1,19 g/mL) :

HCI ¢ozeltisinden 0,83 mL o6lgiilii balona alinarak deiyonize su ile 100 mL’ye

tamamlanmustir.

0,1 M NaOH cozeltisi:

0,40 g NaOH Kkatis1 tartilmis ve deiyonize su ile ¢ozuldikten sonra 100 mL’lik balon

jojede deiyonize su ile 100 mL’ye tamamlanmuistir.
0,1 M H,POy4” - HPO42 tamponu:
9,08 g KH,PO4 ve 11,87 g Na;HPO,. 2 H,O ayri ayn tartilip, deiyonize su ile

cozildikten sonra 1,0 L’ ye tamamlanmis ve uygun miktarlarda karistirilarak istenilen

pH’ya ayarlanmustir.

1,0 M HAc/NaAc tampon ¢ozeltisi:
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57,2 mL derigik asetik asit ¢ozeltisine, deiyonize suyla yikanmis 6,0 g kati NaOH
eklenmis ve deiyonize su ile ol¢uli balonda 1,0 L’ ye tamamlanmistir. pH-metre

kullanilarak ¢ozelti, ¢alisma ortamina uygun pH’lara ayarlanmistir.
Britton-Robinson (B-R) tamponunun hazirlanmas:

Britton-Robinson tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi igin 2,3 mL saf asetik asit; 2,7 mL
%85’ lik fosforik asit ve 2,5 g borik asit karistirtlip deiyonize su ile 1 L’ ye
tamamlanmistir. Hazirlanan B-R tamponu 0,1 M NaOH veya 0,1 M HCI ¢6zeltisinden

damla damla ilave edilerek pH’s1 istenilen degerlere ayarlanmustir.
0,02 M H,S0, ¢ozeltisi:

0,279 mL % 95-97° lik H,SO, ¢ozeltisinden alinarak deiyonize su ile 250 mL’ ye

tamamlanmistir. pH’s1 istenilen degerlere ayarlanmustir.
Cesitli iyonlarin stok ¢ozeltilerinin hazirlanmas:

Deneylerde kullanilan iyonlarin 0,01 M’ lik stok ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Seyreltik
cozeltilerin derisimleri zamanla degisebileceginden, stok cozeltiler 1x10° M’ Lk

cozeltilere seyreltilmesiyle giinliik olarak hazirlanmistir.

0,01 M Fe(lll) gozeltisi: 0,135 g FeCls. 6 H,O tartilip deiyonize su ile ¢oziilmiis ve

Olciilii balona alinarak 50 mL’ye tamamlanmistir.

0,01 M Cr(1) cozeltisi: 0,1332 g CrCls. 6 H,O tartilip deiyonize su ile ¢6ziilmiis ve

Olciilii balona alinarak 50 mL’ye tamamlanmistir.

0,01 M Pb(Il) gozeltisi: 0,331 g Pb(NOs3), tartilip deiyonize su ile ¢oziilmiis ve Ol¢ull

balona alinarak 100 mL’ye tamamlanmustir.

0,01 M Zn*? ¢ozeltisi: 0,1487 g Zn(NOs),. 6 H,0 tartilip deiyonize su ile ¢dziilmiis ve

oOl¢iilii balona alinarak 50 mL’ye tamamlanmaistir.
32



0,01 M Cd*? ¢ozeltisi: 0,308 g CdN,Og. 4 H,0 tartilip deiyonize su ile ¢oziilmiis ve

Olciilii balona alinarak 100 mL’ ye tamamlanmustir.

0,01 M Co(ll) ¢ozeltisi: 0,1455 g CoN20s. 6 HoO tartilip deiyonize su ile ¢oziilmiis ve

oOl¢iilii balona alinarak 50 mL’ye tamamlanmaistir.

0,01 M Ni*? ¢ozeltisi: 0,066 g NiSO4. 6 H,O tartilip deiyonize su ile ¢oziilmiis ve dlculii

balona alinarak 25 mL’ye tamamlanmustir.

0,01 M Mg*? cozeltisi: 0,128 g Mg(NOs),. 6 H,O tartilip deiyonize su ile ¢oziilmiis ve

Olciilii balona alinarak 50 mL’ye tamamlanmaistir.

0,01 M Mn(Il) ¢ozeltisi: 0,084 g MnSQO4. H,O tartilip deiyonize su ile ¢oziilmiis ve

o6l¢iili balona alinarak 50 mL’ ye tamamlanmustir.

0,01 M Ca* cozeltisi: 0,236 g Ca(NOs),. 4 H,0 tartilip deiyonize ile ¢oziilmiis ve

6l¢iili balona alinarak 100 mL’ye tamamlanmuistir.

0,01 M Cu(Il) cozeltisi: 0,232 g Cu(NO3),. H,O tartilip deiyonize su ile ¢6ziilmiis ve

Olciilii balona alinarak 100 mL’ye tamamlanmaistir.

0,01 M Hg(ll) ¢ozeltisi: 0,857 g Hg(NOs3),. 6 H,O tartilip deiyonize suyla ¢oziilmiis ve

Olciilii balona alinarak 250 mL’ ye tamamlanmustir.

0,01 M Ba*? ¢ozeltisi: 0,122 g BaCl,. 2 H,0 tartilip deiyonize su ile ¢oziilmiis ve dlcilii

balona alinarak 50 mL’ye tamamlanmistir.

0,01 M AI*3 ¢ozeltisi: 0,121 g AICIs. 6 H,0 tartilip deiyonize su ile ¢oziilmiis ve dlculii

balona alinarak 25 mL’ye tamamlanmistir.

0,01 M Se(lV) ¢ozeltisi: 0,055 g SeO, tartilip deiyonize su ile ¢oziilmiis ve Olcull

balona alinarak 50 mL’ye tamamlanmustir.
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0,01 M SO5? ¢ozeltisi: 0,126 g Na,SO; tartilip deiyonize su ile ¢oziilmiis ve dlculii

balona alinarak 100 mL’ye tamamlanmistir.

0,01 M CI ¢Ozeltisi: 0,5844 g NaCl tartilip deiyonize su ile ¢oziilmiis ve olgiili balona

alinarak 100 mL’ye tamamlanmustir.

0,01 M NO; ¢ozeltisi: 0,069 g NaNO, tartilip deiyonize su ile ¢oziilmiis ve Olcull

balona alinarak 100 mL’ ye tamamlanmustir.
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5.BOLUM

DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

5.1. Histaminin Elektrokimyasal Davranmisinin incelenmesi, Tayini ve Analitik

Uygulamalari

Yapilan ¢alismalarda eser miktardaki histaminin tayini i¢in yeni bir yontem gelistirmek
amaglanmistir. Bu amagla, destek elektrolit ortami olarak B-R (Britton-Robinson)
tamponunun, en uygun destek elektroliti oldugu tespit edilmistir. Histamin tayinine
pH’nin etkisi incelenmis, ardindan Cu (I1) ¢ozeltisi ilavesiyle histaminin Cu(ll) iyonlar1
ile kompleks olusturdugu belirlenmistir. 10° M seviyesinde histaminin tayinine olanak
saglayacak pik, B-R tamponu ortaminda ve Cu(ll) iyonu ile kompleks olusturdugunda
en iyi sekilde gozlemlenmistir. Cesitli gida maddelerindeki histaminin tayini igin
gelistirilen yontemin segiciligini belirlemek amaciyla, gesitli iyonlarin girisim etkileri
incelenmistir. Ayrica histaminin voltametrik davraniglarini incelemek igin, doniistimlii

voltametri (DV) ¢alismalar1 da yapilmastir.
5.1.1. Destek elektrolit secimi ve pH etkisi

Histaminin pik akimindan yararlanarak dogrudan tayini igin, histaminin pik akiminin
maksimum oldugu elektrolit ortami arastirilmistir. Bu amagla 0,1 M H,PO, - HPO4'2
(pH 6,0 - 7), 1,0 M HAc/NaAc (pH 6,0 - 8,0), 0,02 M H,SO4 (pH 2,0 - 7,0), 0,02 M
SO42 iyonu ( pH 8,0 — 10,0 ) destek elektrolitleri ve pH 2,0 - 10,0 araliginda Britton-
Robinson (B-R) tamponu kullanilmigtir. Calisilmis olan farkli elektrolit ¢ozeltilerindeki

histamin piklerinin gesitli 6zellikleri Tablo 5.1°de 6zet halinde verilmistir.

Kullanilan destek elektrolitlerden hiicreye 10,0’ar mL alinmis ve ¢ozelti icinde
¢ozlinmiis halde bulunan oksijeni uzaklastirmak igin igerisinden 5 dakika % 99,999

saflikta azot gaz1 gecirilerek destek elektrolitlere ait voltamogramlar kaydedilmistir.

Histaminin standart cozeltisinden hicreye ard arda yapilan her ilaveden sonra da

hiicreden azot gazi gegirilerek, voltamogramlar kaydedilmistir.
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Tablo 5.1. Histaminin gesitli destek elektrolitlerdeki voltametrik davranisi

C (M) Elektrolit Epik(mV) I(nA) Pik sekli
Madde
pH=7,0
0,1 M fosfat tamponu |  Pik yok Pik yok Pik yok
pH=10,0
0,02 M silfat iyonu -389 1,39 Keskin
elektroliti
1x10°M
Histamin DH=6.5
(huicrede) 0,02 M siilfirik Pik yok Pik yok Pik yok

asit elektroliti

pH=6,0

1,0 M HAc/NaAc Pik yok Pik yok Pik yok
tamponu
pH=8,0

1,0 M HAc/NaAc -311 0,33 Keskin

tamponu + 0,1mL
1x10° M Cu(l1)

Deneysel ¢alismalarimizda kullanilan destek elektrolitlerinden fosfat tamponunda pH
6,0-7,0 araliginda, sulfirik asit destek elektrolitinde pH 6,5°da ve HAc/NaAc

tamponunda pH 6,0-8,0 araliginda histamin pikine rastlanmamustir.

Yapilan c¢aligmalarda 0,02 M (pH=10) SO, iyonu destek elektroliti ve 1,0 M
HAc/NaAc (pH=8) destek elektroliti ile birlikte Cu(Il) iyonlart varliginda histamin piki
gbzlenmis olsa da, histaminin standart ¢dzeltisinden hiicreye ard arda yapilan ilavelerde,

histamin pikindeki artiglarin orantili olmadigi goriilmistiir.

Eser miktardaki histaminin dogrudan tayini i¢in yapilan ¢aligmalar sonucunda histamine

ait kantitatif tayinini saglayacak herhangi bir pike rastlanmamustir. Bunun (zerine
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histaminin dolayli tayini amaglanmigtir. Yapilan literatiir taramasinda histaminin bakir
iyonlar1 ile kompleks olusturdugu tespit edilmistir [40]. Ileriki ¢alismalarda bu bilgiden
yararlanilarak Cu(II) iyonlar1 ve histaminin bir arada bulundugu g¢esitli elektrolit
ortamlarinda aralarindaki etkilesme sonucunda ortaya g¢ikan ve histaminin kantitatif

tayinine olanak saglayacak yeni bir pik olup olmadig: aragtirilmistir.

5.1.1.1. Fosfat destek elektrolitinde histaminin voltametrik davranisinin

Incelenmesi

pH (6,0- 7,0) H,PO,” - HPO4? destek elektrolitinde ¢aligilmistir. pH 6,0 fosfat destek
elektrolitinde kaydedilen histaminin voltamograminda belirgin bir pik gézlenmemistir.
Hicreye ard arda standart histamin ilaveleri yapilmis buna karsilik herhangi bir pik
gbzlenmemistir. 0,1 M H,PO, - HPO,? destek elektrolitinde (pH 6,5 -7,0) de belirgin

bir pik gozlenmemistir.

5.1.1.2. Sulfurik asit ve sulfat iyonlar1 destek elektrolitlerinde histaminin

voltametrik davramisimin incelenmesi

pH 2,0 - 7,0 araliginda 0,02 M H,SO, destek elektrolitinde ve pH 8,0 - 10,0 araliginda
0,02 M SO,? iyonu destek elektrolitinde histaminin dogrudan tayinine olanak
saglayacak herhangi bir pikin olup olmadig: alinan voltamogramlarla arastirilmistir. pH
10,0 siilfat iyonu destek elektrolitinde kaydedilen 0,2 mL 1x10° M histaminin
voltamograminda -389 mV’da keskin bir pik goriilmiistiir. Bu pikin pik akimlarindaki
artiglart takip etmek i¢in hlcreye ard arda standart histamin ilaveleri yapilmistir.
Standart histamin ilavelerine karst pik akimlarindaki artiglarin orantili olmadig
belirlenmistir (Sekil 5.1). pH 2,0 - 8,0 araliginda yapilan ¢aligmalarin bir kisminda ise
pik gozlenmis, fakat standart histamin ilavelerine kars1 pik akimlarinin orantili olarak

artmadig1 tespit edilmistir.
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Sekil 5.1. 10,0 mL pH 10,0’ da SO, iyonu destek elektrolitindeki histaminin
voltamogrami
a) 10,0 mL pH 10,0’ da SO42 iyonu + 0,2 mL 1x10 M histamin
b) a+ 0,2 mL 1x10° M histamin
c¢) b +0,2 mL 1x10° M histamin

5.1.1.3. HAc/NaAc destek elektrolitinde histaminin voltametrik davranisinin

incelenmesi

pH (6,0 - 8,0) 1,0 M HAc/NaAc destek elektrolitinde ¢alisilmistir. Bu pH’ larda asetat
destek elektrolitinde kaydedilen voltamogramda histamine ait herhangi bir indirgenme

ya da ylikseltgenme pikine rastlanmamaistir.

pH 8,0 HAc/NaAc destek elektrolitinde hiicreye 0,1 mL 1x10° M Cu(ll) iyonlar: ilave
edilip voltamogrami alinmis ve -93,1 mV’da Cu(ll) iyonlarina ait indirgenme piki
gdzlenmistir. Ardindan hiicreye standart 0,1 mL 1x10° M histamin eklenerek -311
mV’da Cu(ll) iyonlarimin indirgenme pikinden (-93,1 mV) daha negatif potansiyelde
keskin yeni bir pik gozlenmistir (Sekil 5.2). -311 mV’ taki pikin pik akimlarindaki
artiglart takip etmek icin hicreye ard arda standart histamin ilaveleri yapilmistir.
Standart histamin ilavelerine karsilik pik akimlarinda artis oldugu ancak, bu artislarin

standart olarak eklenen histamin miktari ile orantili olmadig1 gériilmiistiir (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2. 10,0 mL pH 8,0’ de HAc/NaAc destek elektrolitinde Cu(ll) ¢Ozeltisi

ortamindaki histaminin voltamogrami

a) 10,0 mL pH 8,0’ de HAc/NaAc + 0,1 mL 1x10° M Cu(l1)
b) a+ 0,1 mL 1x10°>M histamin

¢) b+0,1 mL 1x10°M histamin

d) ¢ +0,1 mL 1x10°M histamin

e) d+0,1 mL 1x10°M Cu(ll) + 0,1 mL 1x10° M histamin
f) e +0,1 mL 1x10°M histamin

g) f +0,1 mL 1x10° M histamin

h) g +0,1 mL 1x10°M histamin

i) h +0,1 mL 1x10°M histamin

5.1.1.4. Britton - Robinson (B-R) tamponunda histaminin voltametrik davranisinin
incelenmesi

0,01 M H,PO, - HPO,?, 1,0 M HAc/NaAc ve 0,02 M H,SO,4 ve 0,02 M SO4 iyonu
destek elektrolitleri denenmis, histaminin dogrudan tayini i¢in uygun ortamlar olmadig:
tespit edilmistir. Sonraki calismalarda genis bir aralikta calisma olanagi veren B-R
tamponu denenmeye karar verilmistir. Hazirlanan B-R tamponunun stok ¢ozeltisinden,

HCI ve NaOH ¢ozeltileri kullanilarak pH( 2-10) araliginda ¢ozeltiler hazirlanmastir.
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pH10,0’da B-R tamponu destek elektrolitinde ¢alisilmistir. pH10,0 B-R tamponu destek
elektrolitinde kaydedilen 0,1 mL 1x10° M histaminin voltamograminda -394 mV
(keskin) bir pik kaydedilmistir (Sekil 5.3). -394 mV’taki pikin pik akimlarindaki
artislar takip etmek i¢in hiicreye ard arda 0,1 mL 1x10® M standart histamin ilaveleri
yapilmistir. Standart histamin ilavelerine kars1i pik akimindaki artiglarin orantili

olmadigi gorilmistiir (Sekil 5.3).

Calisilan ortamlarda histaminin kantitatif tayinine olanak saglayan herhangi bir pike
rastlanmadig i¢in histaminin ¢esitli iyonlarla kompleks olusturup tayinini saglayacak
bir yontem bulunmasi amaglanmistir. Bunun i¢in pH’ st 10,0 olan 10,0 mL B-R
tamponuna 0,2 mL 1x10°M Cu (IT) iyonlan ilave edilip voltamogrami alinmis -242
mV’da Cu(Il)’ye ait indirgenme piki gozlenmistir. Ardindan hiicreye standart 0,1 mL
1x10°M histamin ilaveleri yapildiginda bakir iyonlar: ile histaminin (bakir iyonlarmim
indirgenme potansiyelinden daha negatif potansiyelde yani (-420 mV’da) olusturdugu
kompleksin (Cu-Hist) piki gozlenmistir (Sekil 5.4).

1.440 .

1.083

0.725

Al (Amp x e-6)

0.367

-0,21 -0,39 -0,57 -0,76 E(V) Agl AgCl

Sekil 5.3.10,0 mL pH 10,0 B-R tamponu destek elektrolitindeki histaminin
voltamogrami
a) 10,0 mL pH10’ da B-R tamponu + 0,1 mL 1x107 M histamin
b) a+ 0,1 mL 1x10™M histamin
¢) b+0,1 mL 1x10°M histamin
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Standart histamin ilavelerine karsilik pik akimlarinda artis oldugu ancak, bu artiglarin

standart olarak eklenen histamin miktari ile orantili olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 5.4).

Bu nedenle pH’s1 10,0 olan 10,0 mL B-R tamponu igeren baska bir hiicreye 0,2 mL
1x10° M Cu (II) iyonlar ilave edilip voltamogrami almmis -156 mV’da Cu(ll)’ye ait
indirgenme piki gozlenmistir. Ardindan hiicreye standart 0,1 mL 1x10™ M histamin
ilaveleri yapildiginda bakir iyonlari ile histaminin (bakir iyonlarmin indirgenme
potansiyelinden daha negatif potansiyelde yani -388 mV’da) olusturdugu kompleksin
(Cu-Hist) piki gozlenmistir. Standart histamin ilavelerine karsilik pik akimlarinda artis

oldugu ve bu artislarin standart olarak eklenen histamin miktar1 ile orantili oldugu

gorilmiistiir.
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Sekil 5. 4. 10,0 mL pH 10,0 B-R tamponu destek elektrolitinde Cu(II) iyonlari
varliginda Cu-hist. kompleksinin farkli derisimlerdeki voltamogrami
a) 10,0 mL pH 10,0’ da B-R tamponu + 0,2 mL 1x10° M Cu(ll) ¢cdzeltisi
b) a+0,1 mL 1x10M histamin
¢) b+0,1 mL 1x10°M histamin
d) c+0,1 mL 1x10°M histamin
e) d+0,1 mL 1x10°M histamin
f) e+0,1 mL 1x10°M histamin
g) f+0,1 mL 1x10°M histamin
h) g+ 0,1 mL 1x10°M histamin
i) h+0,1mL 1x10°M histamin
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Eser miktardaki histamin tayini icin en iyi sonu¢ pH 10’da B-R tamponu destek
elektroliti ve Cu(Il) ¢6zeltisi ortaminda alinmistir. pH 10’da Cu-Hist kompleksine ait
pikin pik akimlar1 histaminin derisimi ile dogrusal bir artis g6sterdigi ve kompleksin pik
sekli keskin oldugu igin tayin amacgh kullanilabilecegine karar verilmistir (Sekil 5.5).
pH (2,0 — 8,0) B-R tamponu destek elektrolitinde kaydedilen voltamogramda yalniz
histamine ait pik gozlenmemistir. pH 2,0 de Cu(ll) ortaminda B-R tamponu destek
elektrolitinde kaydedilen voltamogramda ise Cu-Hist kompleksine ait pik
gbzlenmemistir. pH 4,0 ve 6,0’da Cu(Il) ortaminda B-R tamponu destek elektrolitinde
kaydedilen voltamograminda ise Cu-Hist kompleksine ait pikler yayvan olarak
gozlenmis fakat standart histamin ilavelerine karsi Cu-Hist kompleksine ait pikin pik
akimindaki artislar orantili degildir. pH 8,0’de Cu(ll) ortaminda B-R tamponu destek
elektrolitinde kaydedilen voltamograminda -244 mV’da Cu-Hist kompleksine ait pik
yayvan olarak gozlenmistir. Standart histamin ilavelerine karsi pik akimindaki artiglar
orantilidir. pH 10,0 B-R tamponunda ayni sartlarda alinan komplekse ait pikin akimi,
pH 8,0’e gbre daha yiiksek oldugundan ¢alismalarimiz pH 10,0’da yapilmistir. Bu

calismalarin Ozeti Tablo 5.2° de verilmistir.

Cu iyonlan ile histamin arasindaki reaksiyonun tam gerceklestigi ortam sartlarini
belirlemek icin, 1x10®° M’ ik histamin ¢ozeltisinden 10,0 mL B-R tamponu ve 0,2 mL
1x10° M Cu(ll) ¢ozeltisi bulunan elektrolit igine 0,2’ser mL’lik ilaveler yapilmistir.
Alman voltamogramda 1x10° M derisimdeki histaminin ilaveleri ile Cu-Hist. pikinin
gdzlenemedigi tespit edilmistir. Ardindan 1x10° M histamin cozeltisinden standart
ilaveler 10,0 mL B-R tamponu ve 0,2 mL 1x10° M Cu(ll) cézeltisi bulunan elektrolit
icine yapildiginda Cu-Hist. kompleksine ait pik akimlarinin orantili olarak artmadig:
tespit edilmistir. Burada Cu (II) iyonlarinin ¢ozeltisi yeterli olmadigi i¢in Cu-Hist.
kompleks pikinde artis goriilemedigi ve bu yiizden Cu (II) iyonlarinin ¢dzeltisinin
derisimi artirildiginda, diizenli artiglarin goriilebilecegi diistiniilmiistiir. Fakat baska bir
hiicreye pH 10°da 10 mL B-R tamponuna 0,1 mL 1x10* M Cu(ll) cozeltisi ilave
edildiginde bu ortamda elektrolit icerisinde Cu (I1) iyonlarinin ¢oktiigii gozlenmistir. Bu
durumda ayni elektrolit ortaminda, standart histamin ¢ozeltisinden 1x10* M ve Cu ()]
iyonlarinin derisiminden 0,2 mL 1x10°® M alinarak histamin tayini yapilabilecegi

denenerek gozlemlenmistir. Diger bir denemede ise; aymi elektrolit ortaminda 1x107° M
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standart histamin ¢ozeltisi ve 0,2 mL 1x10° M Cu(Il) iyonlar: varliginda da histamin

tayininin yapilabildigi gortilmustiir.

Tablo 5.2. 10,0 mL B-R tamponunda histamin ve Cu-histamin (Cu-hist) kompleksinin
voltametrik davraniginin pH ile degisiminin incelenmesi

H Cu-Histamin
P 1x10™° M Histamin 1x10™° M Cu(ll) -1x10™° M Histamin
B-R (hucrede) (huicrede)
Tamponu
Epik(mV) Pik sekli Epik(mV) Pik sekli
2 Pik yok Pik yok Pik yok Pik yok
4 -409 Yayvan -361 Yayvan
6 Pik yok Pik yok -447 Yayvan
8 Pik yok Pik yok -244 Yayvan
10 -394 Keskin -420 Keskin
pH :I.X].O_6 M Histamin Cu-Histamin
(hucrede) 1x10° M Cu(ll) -1x10°® M Histamin
B-R (hiicrede)
Tamponu
Epik(mV) Pik sekli Epik(mV) Pik sekli
10 -282 Keskin -388 Keskin

Kantitatif reaksiyonun ger¢eklestigi ortam sartlar: 1: 10,0 mL pH 10,0’da B-R tamponu

ve 0,2 mL 1x10° M Cu(ll) cozeltisi bulunan elektrolit icine 1x10™* M’lik histamin

cozeltilerinden standart ilaveler yapilarak voltamogramlar kaydedilmis ve Cu-Hist

kompleksine ait pik akimlarinin orantili olarak arttigi belirlenmistir. Gelistirilen bu
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ortamda standart ekleme yontemi ile histamin tayini gerceklestirilmis (Tablo 5.3),

kalibrasyon grafigi ¢izilmis ve tayin araligi belirlenmistir (Sekil 5.5 - 5.6).

0.345

0.261

A

= 0177

0.093 -

0.002

0.00 -0.14 -0.28 -0.43 -0.57

EN(AglAgCl)

Sekil 5. 5. 10,0 mL pH 10,0 B-R tamponu destek elektrolitinde Cu(II) iyonlari
varliginda Cu-hist. kompleksinin farkli derisimlerdeki voltamogrami
a) 10,0 mL pH 10,0’ da B-R tamponu + 0,2 mL 1x10° M Cu(ll) ¢ézeltisi
b) a +0,1 mL 1x10™ M histamin
¢) b+0,1 mL 1x10™M histamin
d) ¢+ 0,1 mL 1x10™* M histamin
e) d+0,1 mL 1x10™M histamin
f) e +0,1 mL 1x10™ M histamin
g) f +0,1 mL 1x10™*M histamin
h) g +0,1 mL 1x10™M histamin
i) h +0,1mL 1x10™*M histamin
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Tablo 5.3. pH 10,0 B-R tamponu destek elektrolitinde Cu(II) iyonlar1 varliginda farkli
derisimlerdeki Cu-hist. kompleksinin miktar tayini (1x10® M histamin

hiicrede)
Xhistamin S Xhistamin x tS/Nl/2 % BSS
(M)
0.92x10° 0,017 x 10°° (0,92+0,02) x 10°® 1,9

(% 90 Giiven Araliginda), N=4

pH 10,0 B-R tamponu ve Cu(Il) ¢ozeltisi ortaminda hiicreye, farkli derisimlerdeki
histamin cozeltisinin standart eklemeleriyle 1x10°® M — 8x10® M arahiginda pik akimu
ve derisim arasinda dogrusal bir iliski goriilmistiir (Sekil 5.6). Bu grafige ait denklem
Esitlik 5.1.1 ile verilmistir.

Ip (10 A) = 0,0366 C (10° M) — 0,0495 ( R? = 0,9916 ) (n=8) (5.1.1)

04
0,35 1 =003+ 0,045
02
0.25
0.2
0,15 7
01
005+

L)

Sekil 5.6. Kalibrasyon grafigi (1x10° M — 8x10° M)

Kantitatif reaksiyonun ger¢eklestigi ortam sartlart 2: 10,0 mL pH 10,0’ da B-R
tamponu ve 0,2 mL 1x10° M Cu(ll) cozeltisi bulunan elektrolit igine 1x10° M’lik
histamin ¢ozeltilerinden standart ilaveler yapilarak voltamogramlar kaydedilmis ve Cu-
Hist kompleksine ait pik akimlarinin orantili olarak arttig1 tespit edilerek kalibrasyon

grafigi ¢izilmistir. (Sekil 5.7).
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pH 10,0 B-R tamponu ve Cu(Il) ¢ozeltisi ortaminda hiicreye, farkli derisimlerdeki
histamin ¢ozeltisinin standart eklemeleriyle 3,0 x10° M — 9,0 x10° M araliginda pik
akimi ve derisim arasinda dogrusal bir iliski goriilmiistiir (Sekil 5.7). Bu grafige ait

denklem Esitlik 5.1.2 ile verilmistir.

Ip (10° A) = 0,1251 C (1x10™° M) — 0,7975 ( R* = 0,9921 ) (n=9) (5.1.2)

y=0,12581x+0,7

4 L+ 3 10 12

Cr107° 1)

[=]
B3

Sekil 5.7. Kalibrasyon grafigi (3x10°> M — 9x10™° M)

Dogrudan yapilan deneylerden gOzlenerek yapilan hesaplamalarda, genel olarak
go6zlenebilme siir1 i¢in Sinyal/Giiriiltii orani 3, tayin alt sinir1 i¢in Sinyal/Giiriiltii orani
10 olarak alinmustir. Bu degerler sirastyla gdzlenebilme simirt 0,33x10° M ve tayin alt
stnirt 1x10° M olarak belirlenmistir.

5.2. Girisim EtKkisi
5.2.1. Elektroaktif iyonlarin girisim etkilerinin incelenmesi

Calismamizda, histamin tayini ig¢in gelistirilen yoOntemin segiciligini belirlemek
amaglanmistir. Bu nedenle, balik numunelerinde bulunabilecek Ca*?, Mg+2, Fe*3 zn*?
Se*, SOz? CI iyonlarimin ve Co*?, Ni*%, Pb™ Cr**, Cd*?, Hg™, Mn*?, Al Ba™

NOs , NO; iyonlarinin, histamin tayinine girisim etkileri incelenmistir.

Girigim etkileri incelenecek iyonlarin piklerini tespit etmek igin, hiicreye pH’st 10,0
olan 10,0 mL B-R tamponu destek elektrolitine 0,2 mL 1x10° M Cu(ll) cozeltisi ilave
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edilmistir. Sonra 0,2 mL 1x10 M’lik standart histamin ¢dzeltisinin ardindan 0,1 mL
1x10° M girisim etkisi incelenecek iyon eklenmistir. En son standart histamin
cozeltisinden 0,2 mL 1x10* M ilave edilerek geri kazamim hesaplari yapilmustir.
Potansiyel aralig1 0 ile (-1950) mV arasinda olan ayri ayr1 iyonlarin voltamogramlari

kaydedilmistir.

pH 10,0 B-R tamponu ve Cu(ll) ¢dzeltisi ortaminda, Co*™?, Cr™, Fe*3, Hg*?, Ni*?, NO,,
Se** SOs? iyonlarina ait pikler gézlenmemistir. Zn*? (-1000 mV) , Cd*? ( -660 mV),
Mn*2 (-1560 mV) iyonlarma ait pikler belirtilen potansiyellerde kaydedilmistir. Bu
iyonlarin pik potansiyelleri Cu-Hist. kompleks pikinden daha negatif potansiyellerdedir.
Histaminin geri kazanim ¢alismalar1 neticesinde Tablo 5.4’ten de anlasilacag: gibi Cu-
Hist. kompleksinin bu iyonlarla herhangi bir etkilesmesinin olmadigi anlasilmistir.

Elektroaktif iyonlardan Pb*?’nin histaminle girisimi 6rnek olarak asagida verilmistir.

Hiicreye 0,2 mL 1x10™ M histamin ilavesinden sonra, Pb*? ilavesiyle -388 mV” taki Cu-
Hist. kompleks pikinin yiiksekliginde herhangi bir degisme olmamustir (Sekil 5.8). Elde
edilen voltamogramlardan Pb** varliginda histaminin geri kazanmu % 104 olarak

hesaplanmustir.
Diger elektroaktif iyonlar (Co™, Cr*3, Fe*® Hg*, Ni*?, NO,, SOs?, Se™, zn*? Cd*™,

Mn*? ) i¢in de ayni deneyler yapilmis ve histaminin geri kazanimlar1 Tablo 5.4’ de

verilmigtir.
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Sekil 5.8. Pb*? iyonunun histamin tayinine girisim etkisinin incelenmesi
a) 10,0 mL pH 10,0’ da B-R tampon ¢ozeltisi + 0,2 mL 1x10° M
Cu(ll) cozeltisi
b) a+0,2mL 1x10™M histamin
¢) b+0,1mL 1x10°M Pb*? cozeltisi
d) c+0,2mL 1x10™* M histamin

5.2.2. Elektroaktif olmayan iyonlarin girisim etkilerinin incelenmesi

Baz1 elektroaktif iyonlarin girisim etkileri incelendikten sonra elektroaktif olmayan
Al Ba' Ca™, Mg™, CI' ve NO;s iyonlarinin da girisim etkileri incelenmistir.
Deneyler elektroaktif iyonlarmn girisim etkilerinin incelenmesinde anlatildigi gibi
yapilmigtir. Sekil 5.9” da 0Ornek olarak CI" iyonu icin elde edilen voltamogram

verilmistir. CI” varliginda histaminin geri kazanim1 % 100 olarak hesaplanmistir.

Diger elektroaktif olmayan iyonlar; A", Ba™, Ca*’, Mg* ve NO;s icin de benzer
deneyler yapilmis elde edilen voltamogramlardan yararlanilarak, girisim etkisi
incelenen iyonun bulundugu ortamda histaminin geri kazanimi hesaplanmistir. Bu
iyonlarin da diger iyonlar da oldugu gibi histaminin indirgenme pikine 6nemli bir
girisim etkisinin olmadigi tespit edilmistir. Histaminin incelenen iyonlar varliginda geri

kazanim sonuglar1 Tablo 5.4’de verilmistir.
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Sekil 5.9. CI" iyonunun histamin tayinine girisim etkisinin incelenmesi
a) 10,0 mL pH10,0’ da B-R tampon ¢dzeltisi + 0,2 mL 1x10°M
Cu(ll) cozeltisi
b) a+ 0,1 mL 1x10™*M histamin
c) b +0,05mL 1x10°M CI" ¢ozeltisi
d) ¢+ 0,05 mL 1x10° M CI ¢ozeltisi
e) d+0,1 mL 1x10™*M histamin

Tablo 5.4.10,0 ml pH 10,0 B-R tamponunda ve 02mL 1x10°M Cu(ll)
cozeltisinde 1x10*M histamine bazi iyonlarin girisim etkilerinin

incelenmesi
Girigim Girigim
Etkisi incelenen Hi . Etkisi incelenen . .
: Istaminin : Histaminin
lyonlar % geri kazanimi lyonlar % geri kazanimi
0,1 mL 0 0,1 mL 0
1x10° M 1x10° M
Co*™? 97 Zn* 96
Cr*? 94 Cd*™ 100
Fe™ 97 Mn*? 100
Hg™ 96 N 103
Ni*? 100 Ba*? 105
NO, 94 Ca™ 93
Se™ 100 Mg* 94
S0, 104 NO; 93
Pb*? 104 cr 100
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5.3. Histaminin Doniisiimlii Voltametri (DV) Calismalari

Histaminin voltametrik davranisini incelemek igin donilisimli voltametri (DV)
calismalar1 yapilmistir. Bunun igin 10,0 mL B-R tamponu igeren hiicreden 5 dakika
boyunca azot gazi gecirilmistir. Sonra hiicreye 0,2 mL 1x10° M Cu(ll) cozeltisi ilave
edilerek voltamogrami almmustir. Daha sonra hiicreye 0,1 mL 1x10™* M’lik standart
histamin cozeltisinden ilaveler yapilarak, histaminin pik akimindaki artiglar takip
edilmistir. Doniistimlii voltamogramda yapilan ¢aligmalar sonucunda pik sekillerinin
daha belirgin oldugu -236 mV ile -900 mV araliginda potansiyel taramasi yapilarak
voltamogramlar kaydedilmistir (Sekil 5.10 ve Sekil 5.11).
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Sekil 5.10. 10,0 mL pH 10,0 B-R tamponunda 0,2 mL 1x10° M Cu(ll) iyonlari
varliginda 0,6 mL 1x10* M Cu- hist kompleks pikinin doniisimlii
voltamogrami
Tarama hiz1 400 mV s

pH 10,0 B-R tamponu ve Cu(ll) ¢ozeltisindeki doniisiimlii voltamograminda -430,1
mV’ ta bir katodik pik, yapilan geri tarama sonucunda da -328,5 mV’ta bir anodik pik
kaydedilmistir. ( Sekil 5.10). Bu pikler histaminin KDSV’sinde — 388 mV’ta kaydedilen
pike karsilik gelir.
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Tarama hiz1 ile pik yiiksekliginin degisimi incelendiginde diflizyon, adsorpsiyon ve
elektron aktarimina eslik eden kimyasal reaksiyonlarla ilgili bir¢ok bilgi edinilebilir. Bu
nedenle histaminin pH 10,0 B-R tamponu ve Cu(Il) ¢6zeltisi ortaminda farkli tarama
hizlarinda doniigiimlii voltamogramlari kaydedilmistir. Potansiyel taramalar1 (25 -1000)

mV s™’lik tarama hizi araliginda yapilmistir (Sekil 5.11).

Histaminin indirgenme pikinin katodik pik akimlari, tarama hiz1 arttik¢a artmaktadir,
pik potansiyelleri de negatife kaymaktadir (Sekil 5.11). Anodik pik akimlar1 da tarama
hiz1 arttikga artmaktadir. DV ¢alismalarindan (Sekil 5.11) elde edilen sonuclar Tablo

5.5’de verilmistir.
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Sekil 5.11. 10,0 mL pH 10,0 B-R tamponunda 0,2 mL 1x10° M Cu(ll) iyonlari
varliginda 0,6 mL 1x10™® M Cu-hist kompleks pikinin tarama hizi ile
degisiminin incelenmesi
Tarama hizi; 25-1000 mV st araliginda
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Tablo 5.5. Dontisiimlii voltametri ¢alismalarinda tarama hizina karsi elde edilen pik
akimlar1 ve pik potansiyelleri

s Ipk(uA) (E]i’,") IpauA)
25 0,099 397,4 0,034
100 0,168 408,3 0,017
200 0,249 422.8 0,008
300 0,306 424.6 -0,033
400 0,352 430,1 -0,054
500 0,418 437,3 -0,079
700 0,522 4482 -0,125
800 0,579 453,7 -0,147
900 0,621 4555 -0,175

1000 0,677 460,9 -0,201

Histaminin indirgenme mekanizmasimin difiizyon veya adsorpsiyon kontrollii olup
olmadig1 yapilan DV c¢alismalariyla anlasilabilir. Bu nedenle histaminin indirgenme
mekanizmasinda adsorpsiyonun etkili olup olmadig1 arastirilmalidir.
doniistimlii voltamograminda kuvvetli adsorpsiyonun varligini gdsteren adsorpsiyon
pikleri kaydedilmemistir. Ancak bazi durumlarda adsorpsiyon zayif olabilir. Bu
durumda da zayif adsorpsiyonun var olup olmadig arastirilmalidir. Bunun icin ilk énce

tarama hizi ve tarama hizinin karekokiine karsi pik akimlarinin degisimi grafige

gecirilmistir.
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Sekil 5.12. 10,0 mL pH 10,0 B-R tamponunda 0,2 mL 1x10° M Cu(ll) iyonlari
varliginda 0,6 mL 1x10™® M Cu-hist. kompleks piki akimlarinin tarama

hiz1 ile degisiminin

incelenmesi
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Histaminin pik akimiyla tarama hizi arasinda dogrusal bir iliski gortilmektedir (Sekil

5.12). Esitlik 5.2.1’deki R? degeri, dogrusal iliskinin oldukca vyiiksek oldugunu

gOstermektedir.

Ipk (10°® A) = 0,0006 v (mV/s) + 0,1176

I(pA)

0.Eq

0.7
0.6
05
04
03
0.2
0.1

(R? = 0,9936) (5.2.1)

wun

Sekil 5.13. 10,0 mL pH 10,0 B-R tamponunda 0,2 mL 1x10° M Cu(ll) iyonlart
varhginda 0,6 mL 1x10* M Cu-hist. kompleks piki akimlarimin
tarama hizinin karekoki ile degisiminin incelenmesi

25-1000 mV/s araliginda histaminin pikinin Ipk siddeti ile tarama hiz1 arasinda dogrusal

iliski gozlenirken Ipk-v'’? arasinda dogrusal olmayan bir iliski gézlenmektedir (Sekil

5.13). Ayrica tarama hizinin logaritmasina karsi pik akiminin logaritmasi grafige

gecirilmistir (Sekil 5.14) .

log Ipk

-0,1 %
-0.2 1

-4
0,5 1
-8 1
0,7
-0.8 1
-0,9

T T 1]
2 E] 4
y = 0,8037x- 18971

logw

Sekil 5.14. 10,0 mL pH 10,0 B-R tamponunda 0,2 mL 1x10® M Cu(ll) iyonlar
varliginda logv*ye kars1 loglpk’nin degisiminin incelenmesi
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Histaminin logv — log Ipk grafiginin egimi 0,6037 olarak bulunmustur (Sekil 5.14). Bu
grafigin egiminin 1’¢ yakin olmamasi, 0,5’e¢ yakin olmasi elektrot reaksiyonunun

diflizyon kontrolli oldugunu gostermektedir (Esitlik 5.2.2).
log Ipk (10° A) = 0,6037 logv(mV/s) —1,9971  (R*=0,9951) (5.2.2)

DV verilerinden yararlanarak histaminin indirgenme reaksiyonunun tersinirligi de
incelenebilir. Tersinir bir elektrokimyasal tepkimede anodik pik potansiyeli (Epa) ile
katodik pik potansiyeli (Epk) arasinda en fazla 59/n mV’luk bir gerilim farki olmali ve
ayni zamanda anodik pik akimi (Ipa) katodik pik akimina (Ipk) esit olmalidir. Burada n
aktarilan elektron sayisidir. Elektrot tepkimesinin tersinirligi azaldik¢a anodik ve
katodik pikler birbirinden daha farkli gerilimlerde ve daha yayvan olarak gézlenir. Tam
tersinmez bir elektrot tepkimesinde ise, Urinun ¢ok hizli bir sekilde tiiketilmesinden

dolay1 geri pik tamamen kaybolur [38].

Histaminin KDSV’sinde -388 mV’ta kaydedilen indirgenme piki icin, ileri taramada
400 mV/s igin -430,1 mV’ta katodik bir pik, geri taramada ise -328,5 mV’ta anodik bir
pik elde edilmesi nedeniyle sistem tam tersinmezdir (Tablo 5.5). Bu nedenle sistemin
tam tersinmez oldugu diisiiniilmektedir. Indirgenme mekanizmas: da tam tersinmez
olabilir. Tam tersinmez sistemlerde Ipk/lpa # 1’dir. Histamin i¢in 400 mV tarama
hizinda Ipa= 0,35272 pA ve Ipk= - 0,0541 pA olarak olgilmis, | 1 pk / 1 pa| =0,15
olarak bulunmustur (Tablo 5.5). Ipk ve Ipa birbirine esit degildir. Tam tersinmez
tepkimelerde Epk’ da, v’nin artmasiyla negatif degerlere kayma ¢ok az gOrullr.
Histaminin 25-1000 mV/s tarama hizi aralifindaki katodik pik potansiyeli -397,4
mV’tan -460, 9 mV’ a kadar ¢ok az kaydigi goriilmiistiir (Tablo 5.5). Elde edilen bu
sonuglara gore histaminin indirgenme mekanizmasinin tam tersinmez olabilecegi

diistiniilmektedir.
5.4. Biriktirme Suresinin Histamin Tayinine Etkisi

Hicreye 10,0 mL pH 10,0’da B-R tamponu ve 0,2 mL 1x10° M Cu (ll) ¢ozeltisi
eklenmistir. Cozeltinin tizerine 0,2 mL 1x10™* M standart histamin cozeltisinden ard

arda ilaveler yapilmistir. Deneylerde, 10 s olarak alinan biriktirme suresi parametresi
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degistirilerek Olctimler alinmigtir. Biriktirme siiresinin etkisi incelenmistir. Denenen
biriktirme sureleri 10-70 s arasindadir. 10 saniyelik biriktirme siiresinden sonra
akimlarda degisiklik olmadig tespit edilmistir. Bunun sonucunda histamin tayini i¢in en

1yi biriktirme stiresi 10 s olarak belirlenmistir.

Frekans taramasinda, 10,0 mL pH 10,0’da B-R tamponu ve 0,5 mL 1x102M Cu(ll)
cozeltisi iceren hiicreye, 0,1 mL balik numunesinin ¢6zeltisinden eklenmistir.
Deneylerde, 15 Hz olarak alinan frekans parametresi degistirilerek ol¢timler alinmistir.
Frekansin etkisi incelenmistir. Denenen frekanslar 25-200 Hz arasindadir. Bunun
sonucunda balik numunesindeki histaminin tayini i¢in en iyi frekans 35 Hz olarak tespit

edilmistir.

Ayni sekilde genlik taramasi yapilmistir. Deneylerde, 25 mV olarak alinan genlik
parametresi degistirilerek Ol¢limler alinmistir. Genlik etkisi incelenmistir. Denenen
genlikler 10-50 mV arasindadir. Bunun sonucunda balik numunesindeki histaminin

tayini i¢in en 1yi genlik 50 mV olarak tespit edilmistir.

Kare dalga s1iyirma voltametrisi yontemiyle, balikta histamin tayini icin biriktirme suresi

10 s, frekans 35 Hz ve genlik 50 mV alinarak deneyler yapilmistir.

5.5. Histaminin Cesitli Balik Numunelerindeki Tayini

Histamin biyojen bir amin oldugu i¢in, balik ve balik iiriinleri gibi gida maddelerinin
depolanmas: sirasinda aminoasitlerin dekarboksilasyonu sonucu olusmaktadir. Bu
nedenle gelistirilen yontem ¢esitli balik numunelerindeki histamin analizine

uygulanmustir.

5.5.1. Konserve hamsi baliginda histamin tayini

Histaminin tayini igin KDSV ile gelistirilen yontem basit, hizli ve ucuz oldugu i¢in
balik numunelerindeki histaminin hizli tayini i¢in mukemmel alternatif bir yontem
olarak onerilebilir. Balik numuneleri bir marketten ve T{niversitenin arastirma
laboratuvarlarindan temin edilmistir. Konserve hamsi baligi, 10 g tartilmistir. Baligin

histamin tayinine hazir hale getirilmesi i¢in, iizerine 40 mL saf su ilave edilmis ve
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olusan bu karisim blender ile 5 dakika homojenize edilmistir. Filtre kagidi ile temiz bir
cam behere siizlilmistiir. Stiziilen bu karisimdan tlip icerisine 13 mL alinarak deneyler

yapilmustir.

Balik numuneleri olarak, konserve hamsi baligi, dondurulmus tinca tinca ve cyprinus
carpio baliklar1 kullanilmistir. pH’s1 10,0 olan 10,0 mL B-R tamponu ve 0,5 mL 1x10
M Cu(ll) cozeltisi hicreye sirasiyla ilave edilip voltamogramlar: kaydedilmistir. Daha
sonra hiicreye 0,1 mL balik numunesinin ¢ozeltisi ilave edilmis ve son olarak da 0,1 mL
1x10° M standart histamin cozeltisinden iki kez (st Uste eklenerek voltamogramlari
kaydedilmistir. Sekil 5.15” te konserve hamsi balik numunesindeki histamin tayini igin

yapilan ¢alismadan elde edilen voltamogramlar gosterilmistir.

Bu calisgma 4 kez tekrarlanmistir. Deneyler sonucunda konserve hamsi baligindaki
histamin miktarlar1 hesaplanmistir. Denemeler 4 kez tekrarlandigi icin balikta bulunan
histamin degerlerinin ortalamalar1 alinarak Q testi, giiven aralig1 90 ve 95 olmak {izere
uygulanmis ve balikta bulunan histamin miktarlar1 icerisinde c¢ok farkli degerlerde
olanlarin ortalamaya katilip katilmayacag tespit edilmistir. Bu sonuca gore hesaplanan
histamin miktarlarinin hepsinin ortalamaya katilacagina karar verilmistir. Sonuglar

Tablo 5.6” da verilmistir.
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Sekil 5.15. Konserve hamsi balig1 numunesindeki histaminin kare dalga siyirma
voltametrisi ile tayini
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a) 10,0 mL pH 10,0’ da B-R tamponu + 0,5 mL 1x10*M Cu (I1) ¢ozeltisi
b) a+ 0,1 mL konserve hamsi balig1 ¢ozeltisi

c¢) b+0,1 mL 1x10°>M histamin

d) ¢+ 0,1 mL 1x10°M histamin

5.5.2. Dondurulmus tinca tinca bahiginda histamin tayini

Tinca tinca isimli dondurulmus balik numunesindeki histamin tayini i¢in dnce donmus
balik geceden 1lik bir ortamda sabaha kadar bekletilerek ¢oziilmiistiir. Coziilmiis balik
derisi ile birlikte 10 g tartilarak, numuneye 40 mL saf su ilave edilmis ve olusan bu
karisim blender ile 5 dakika homojenize edilmistir. Filtre kagidi ile temiz bir cam
behere siiziilmiistiir. Siiziilen bu karisimdan tlp icerisine 13 mL alinarak deneyler
yapilmustir. pH’s1 10,0 olan B-R tamponuna 0,1 mL 1x10° M Cu (Il) cbzeltisinden
hlcreye ilave edilerek 0,1 mL balik numunesinden eklenmis ve son olarak 0,1 mL 1x10
3 M standart histamin ¢ozeltisinden iki kere iist iiste ilaveler yapilarak voltamogramlar
kaydedilmistir. Sekil 5.16” da dondurulmus tinca tinca balik numunesindeki histamin

tayini icin yapilan ¢aligmalardan elde edilen voltamogramlar gosterilmistir.
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Sekil 5.16. Dondurulmus tinca tinca balig1 numunesindeki histaminin kare dalga
styirma voltametrisi ile tayini
a) 10,0 mL pH 10,0” da B-R tamponu + 0,1 mL 1x102M Cu (ll) ¢ozeltisi
b) a+ 0,1 mL dondurulmus tinca tinca balig1 ¢ozeltisi
¢) b+0,1 mL 1x10°M histamin
d) c¢+0,1 mL 1x10™M histamin
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Bu calisma 6 kez tekrarlanmigtir. Deneyler sonucunda dondurulmus tinca tinca
baligindaki histamin miktar1 hesaplanmistir. Denemeler 6 kez tekrarlandigi igin balikta
bulunan histamin degerlerinin ortalamalar1 almmarak Q testi, giiven aralifi 90 ve 95
olmak iizere uygulanmis ve balikta bulunan histamin miktarlar1 igerisinde ¢ok farkl
degerlerde olanlarin ortalamaya katilip katilmayacag tespit edilmistir. Bu sonuca gore
hesaplanan histamin miktarlarinin hepsinin ortalamaya katilacagina karar verilmistir.

Sonuglar Tablo 5.6° da verilmistir.

5.5.3. Dondurulmus cyprinus carpio (sazan) bahginda histamin tayini

Cyprinus carpio ( sazan) isimli dondurulmus balik numunesindeki histamin tayini i¢in
once donmus balik geceden 1lik bir ortamda sabaha kadar bekletilerek ¢oziilmiistiir.
Coziilmiis balik derisi ile birlikte- 10 g tartilarak, numuneye 40 mL saf su ilave edilmis
ve olusan bu karisim blender ile 5 dakika homojenize edilmistir. Filtre kagidi ile temiz
bir cam behere siiziilmistiir. Siiziilen bu karistmdan tip igerisine 13 mL alinarak
deneyler yapilmistir. pH’s1 10,0 olan B-R tamponuna 0,1 mL 1x10° M Cu (Il)
cozeltisinden hicreye ilave edilmis ve sonra 0,1 mL balik numunesinden eklenerek,
bunun iizerine de 0,1 mL 1x10® M standart histamin ¢ozeltisinden iki kere Ust iiste

ilaveler yapilarak voltamogramlar kaydedilmistir.

Bu ¢aligmalar 5 kez tekrarlanmistir. Deneyler sonucunda dondurulmus cyprinus carpio
baligindaki histamin miktar1 hesaplanmistir. Denemeler 5 kez tekrarlandig: i¢in balikta
bulunan histamin degerlerinin ortalamlar1 alinarak Q testi, giiven araligi 90 ve 95 olmak
lizere uygulanmis ve balikta bulunan histamin miktarlar1 icerisinde ¢ok farkli degerlerde
olanlarin ortalamaya katilip katilmayacag: tespit edilmistir. Bu sonuca gore hesaplanan
histamin miktarlarinin hepsinin ortalamaya katilacagina karar verilmistir. Sonuglar

Tablo 5.6” da verilmistir.
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Tablo 5.6. Cesitli balik numunelerindeki histaminin tayini ( giiven araligi % 90)

Balik Cesitleri

)_(histamin t tS/Nl/z

)_(histamin S % BSS
(mg histamin/100 g balikta)
Konserve Hamsi Balig1 54,64 13,22 | 54,64 + 15,53 24
Dondurulmus Tinca Tinca
- 18,11 4,08 18,11 £ 3,36
Balig:

23

Dondurulmus Cyprinus
P 40,9 59 | 409+568 5

Carpio (Sazan) Balig1
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6. BOLUM

SONUCLAR
Histamin ile ilgili yapilan ¢alismalar 6zet halinde sirasiyla agsagida verilmistir.

Yapilan literatiir arastirmasi sonucunda her hangi bir ¢alismada voltametrik histamin
tayinine rastlanmamistir. Bu ¢alismada kare dalga siyirma voltametrisiyle (KDSV), Cu
(II) ortaminda histamin tayini icin dolayli bir yontem gelistirilmis ve bu yontem c¢esitli
balik numunelerine uygulanmistir. Histaminin elektrokimyasal davranislart KDSV ve
DV teknikleri kullanilarak incelenmistir. Histaminin tayini i¢in farkli destek
elektrolitlerde, 0,1 M H,PO, -HPO,? (pH 6,0 - 7,0 ), 1,0 M HAc/Ac (pH 6,0 - 8,0),
0,02 M H3S0,4 (pH 2,0 - 7,0) , 0,02 M SO, iyonu (pH 8,0 — 10,0) ve pH 2,0 — 10,0
araliginda B-R tamponunda galisilmis ve en uygun ¢alisma ortami olarak pH 10,0 B-R
tamponu ve Cu (1) ¢ozeltisini i¢eren ortam belirlenmistir. Histamin tayini i¢in yapilan
bu ¢alismada Cu-Hist. pikinin pik akimlari, histaminin farkli derisimlerinde dogrusal
olarak artmis ve pik sekilleri keskin ve dik olarak kaydedilmistir.

Histamin tayini icin pH 10,0 B-R tamponu ve Cu (II) ¢06zeltisi ortaminda alinan
KDSV’lerde -388 mV’da yeni bir pik kaydedilmistir (Sekil 5.5). Bu pikin akimlari
histaminin derisimleriyle dogrusal bir artig gosterdigi ve pik sekilleri keskin oldugu i¢in
tayin amacl kullanilmistir. Gelistirilen bu ortamda standart ekleme yontemi ile histamin
tayini gerceklestirilmistir. pH 10,0’ da B-R tamponu destek elektrolitinde Cu(ll)
iyonlar1 varhiginda farkli derisimlerdeki Cu-hist. kompleksinin miktar tayini Xhistamin £
ts/N™ = (0,92 + 0,02 ) x10°° (hiicrede) ve % BSS 1,9 olarak hesaplanmistir (Tablo 5.3).

Histaminin destek elektrolitteki tayini icin kalibrasyon grafigi ¢izilmis ve dogrusal bir
grafik elde edilmistir. Bu dogrusallik histaminin KDSV yontemiyle tayin edilebilecegini
gostermistir. Gozlenebilme sinir1 0,33 10° M ve tayin smir1 da 1,0 10° M olarak
hesaplanmigtir. Histamin tayini ig¢in gelistirilen yontemin segiciligini belirlemek
amactyla Co*?, Cr2 Fe®, Hg' Ni*?, NO,, Se™ S05?, Pb*?, zn*? Cd*?, Mn*2 AI",
Ba™, Ca™, Mg NO; ~ ve CI iyonlarmin histamin tayinine girisim etkileri

incelenmistir (Tablo 5.1). Incelenen iyonlarin varliginda histaminin geri kazanimimin %
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93,0 - % 105,0 araliginda oldugu belirlenmistir. Histamin icin ylksek geri kazanim
degerleri elde edilmistir. Bu da histaminin tayini icin gelistirilen yontemin segiciliginin
iyl oldugunu gostermektedir. KDSV ile gelistirilen yontemin ger¢cek numunelere
uygulamasini kontrol etmek amaciyla, dnerilen metot ¢esitli balik numunelerine basarili
bir sekilde uygulanmistir. Bu uygulamalar sonucunda histamin miktar1 konserve hamsi
baligi i¢in 54,64 mg/100 g balik; dondurulmus tinca tinca baligi i¢in 18,11 mg/100 g
balik ve dondurulmus cyprinus carpio baligi icin 40,9 mg/100 g balik olarak
bulunmustur (Tablo 5.6). Amerika Birlesik Devletleri Gida Orgiitii (FDA), baliklarda 50
mg/100 g histaminden fazla histaminin bulunmasmin insan sagligi igin zararli

olabilecegini ilan etmistir.

Histaminin DV’ sinde -388 mV’ta kaydedilen indirgenme piki icin, ileri taramada 400
mV/s tarama hiz1 i¢in -430, 1 mV’ ta katodik bir pik, geri taramada ise — 328,5 mV’ta
anodik bir pik gorilmistiir (Sekil 5.10). Histaminin hizinin karekdkiine karsi pik
akimlar1 (Ip) grafige gecirilmistir. Histaminin Ip ile v arasinda dogrusal iligki
gozlenmistir (Sekil 5.12.). Ayrica log | — log v grafigi ¢izilmis ve grafigin egimi
0,6037 olarak bulunmustur (Sekil 5.14). Bu grafigin egiminin 1’e yakin olmamasi
elektrot reaksiyonunun difiizyon kontrollii oldugunu gdstermektedir. DV verilerinden
yararlanarak histaminin indirgenme reaksiyonunun tersinirligini incelemek igin
tersinirlik testleri uygulanmistir ve bu testlerin sonuglarina goére histaminin indirgenme

mekanizmasinin tam tersinmez olabilecegi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak; histaminin tayini i¢in hizli, kolay, dogru, kesin, duyarli, secici ve
herhangi bir ayirma islemine gerek duyulmayan voltametrik bir teknik gelistirilmis ve
bu teknigin histamin i¢in ¢esitli balik 6rneklerine uygulanabilirligi gosterilmistir. Bu
calismada balik numunelerinde bulunan histamin miktarlari, toksik diizey olarak kabul
edilen 50 mg/ 100 g balik degerinden az veya bu degere yakindir. Gelistirilen yontemin
basit ve hizli olmasi nedeniyle kaynaklardaki histamin tayini i¢in gelistirilmis

yontemlere alternatif bir metot olarak sunulmustur.
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