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1 UvVOoD

Pri unosu hrane ili veéih koli¢ina nekih supstanci hranom, kod nekih ljudi se mogu javiti

nezeljene reakcije organizma. Ove reakcije na hranu se mogu podeliti u dve osnovne grupe:
1. toksi¢ne
2. netoksicne
- imunoloski posredovane (alergija na hranu)
- neimunoloski posredovane (netolerancija na hranu).

Toksi¢ne reakcije (trovanje hranom) se javljaju usled konzumiranja hrane
kontaminirane bakterijama ili su posledica unosa toksina hranom u velikim koli¢inama.
UnoSenje manijih koli¢ina toksina, ali veoma ucestalo, takode mozZe da dovede do pojave
toksi¢nih reakcija na hranu. Razvojem novih tehnologija i kontrole kvaliteta sirovina,
meduproizvoda i gotovih proizvoda, kao i uvodenjem rigoroznih standarda u prehrambenim
proizvodima, retko se deSava da hrana sadrZi toksicne materije, dok se raznovrsnoscu

konzumiranih namirnica sprecava njihovo nagomilavanje u organizmu.

Alergija i netolerancija na hranu su oblici reakcija preosetljivosti koje pogadaju samo
osetljivu populaciju i uzrokovane su netolerancijom pojedinaca prema uobicajenoj hrani
koja kod drugih osoba ne izaziva Stetne efekte. Alergiju na hranu izazivaju alergeni koji
iniciraju imuni odgovor organizma. U okviru alergijskih reakcija, razlikuje se alergija koja
ukljucuje familiju imonoglobulina E (IgE — Immunoglobulin E) koja se naziva i brza alergijska
reakcija, i alergija na hranu koja nije posredovana imunoglobulinima klase E (odloZena
alergijska reakcija). Netolerancija na hranu ne ukljucuje imunoloski sistem i prateci simptomi
nisu takvog intenziteta da bi mogli da ugroze Zivot. Medutim, simptomi kod netolerancije na
hranu su jako Cesto sli¢ni simptomima pri klasi¢nim alergijskim reakcijama, ali su blazi i krace
traju. Uzroci netolerancije na hranu su nedostatak ili defekt odredenih enzima u organizmu i
prisustvo farmakoloski aktivnih supstanci u hrani. Razlikuju se enzimska netolerancija i
farmakoloska netolerancija (Ortolani & Pastorello, 2006). Reakcije koje se ne mogu svrstati u
bilo koju od ove dve grupe zbog nepoznatog mehanizma nastajanja pominju se u literaturi
kao idiosinkratska, odnosno nedefinisana netolerancija na hranu (Ortolani & Pastorello,
2006). Tipi¢na enzimska netolerancija je netolerancija laktoze koja je rezultat nedostatka

enzima laktaze (B-galaktozidaze) koji kod zdravih osoba proizvode celije mukoze tankog
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creva. FarmakoloSka netolerancija hrane je uzrokovana vazoaktivnim aminima i drugim
supstancama prisutnim u hrani, od kojih sve pokazuju farmakolosku aktivnost. U ovu grupu

se ubraja netolerancija na histamin koja je i naj¢es¢a farmakoloska netolerancija hrane.

Histamin je niskomolekularna organska baza koja pripada grupi biogenih amina. U
Covekovom organizmu histamin ucestvuje u velikom broju fizioloskih i patofizioloskih
procesa. Najvaznija uloga histamina je pri alergijskim reakcijama preosetljivosti. U fizioloskim
procesima histamin je vazan faktor u procesu sekrecije Zeludacne kiseline i ima funkciju
neurotransmitera u nekim regijama mozga. Pored toga, histamin ima uticaja i na imunoloski
sistem Coveka. Sinteza, transport, skladistenje, delovanje i razgradnja histamina u organizmu
¢oveka su strogo regulisani. Histamin se moZe uneti u organizam i hranom u kojoj nastaje
mikrobioloSkom aktivnos¢u u toku prerade, proizvodnje i skladistenja. U vecim
koncentracijama histamin je pretezno prisutan u hrani bogatoj proteinima, fermentisanoj
hrani i pi¢u. Povecana koli¢ina histamina u hrani najcesé¢e nastaje u toku kontrolisane ili
spontane fermentacije, zbog upotrebe sirovina losSijeg kvaliteta, usled mikrobioloske
kontaminacije ili u toku kvarenja hrane. Konzumiranje takve hrane moZe da dovede do

netolerancije i pojave simptoma sli¢nih onim kod alergijskih reakcija.

Savremeni trendovi u oblasti kontrole kvaliteta i bezbednosti hrane isticu znacaj
odredivanja tragova supstanci koje mogu izazvati nepoZeljne efekte. Histamin pripada ovoj
grupi supstanci jer moze da izazove razliCite farmakoloske, fizioloSke i toksicne efekte u
organizmu. Pored toga, uzimajuci u obzir poreklo histamina u hrani, on je pogodan i kao
hemijski pokazatelj kvaliteta, sveZine i higijenske ispravnosti hrane. Odredivanje histamina u
hrani i pi¢u je veoma sloZzeno i otezano jer se uvek javlja u smesi sa drugim organskim
jedinjenjima i u veoma niskim koncentracijama. Zbog toga je neophodno da analiticke
metode koje se koriste za odredivanje histamina poseduju visoku selektivnost i veliku

osetljivost.

Interesovanje za histamin i njegove toksi¢ne efekte doveli su do razvoja velikog broja
razliitih metoda. Koriste gasna hromatografija, visoko-pritisna te¢na hromatografija i
kapilarna elektroforeza. Hromatografske tehnike i kapilarna elektroforeza s jedne strane
pruzaju niz prednosti kao Sto su velika selektivnost i visoka osetljivost, ali sa druge strane
ove tehnike zahtevaju skupu i sofisticiranu instrumentaciju i veliko iskustvo analiti¢ara. Pored

toga, vreme trajanja analize primenom ovih tehnika je znacajno.

Za rutinsko odredivanje histamina poZeljno je koristiti brze i jednostavne, tzv.
»screening” metode jer one omogucavaju analizu velikog broja uzoraka u kratkom
vremenskom intervalu. Hronopotenciometrija se moZe ovde svrstati kao veoma elegantna i

jednostavna elektroanaliticka tehnika koja omogucava analizu Citavog spektra jedinjenja.
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1.1 Cilj istrazivanja

Osnovni cilj istrazivanja izvedenih u ovom radu je bio razvoj elektrohemijskih metoda
za odredivanje histamina. U svim elektrohemijskim ispitivanjima koris¢ena je
hronopotenciometrija. | pored uobicajene primene elektrohemijskih detektora pri
odredivanju histamina te¢no-hromatografskim tehnikama, detaljnim pregledom literature je
utvrdeno da u dosadasnjim istraZivanjima hronopotenciometrija nije primenjivana za
elektrohemijsko  karakterisanje  histamina i njegovo kvantitativno odredivanje.
Elektroaktivnost supstance eksploatisana u hromatografskim tehnikama je bila polazna
osnova za razvoj individualnih elektroanalitickih metoda u cilju kvantifikacije histamina.
IstraZivanja su obuhvatila optimizaciju uslova elektroanalitickih tehnika i uporedivanje
mehanizama generisanja analitickog signala primenom razli¢itih radnih elektroda, razvoj
odgovarajuéeg postupka pripreme uzoraka za analizu i samo odredivanje histamina u hrani i
picu. Ispitana je moguénost primene Cvrste zlatne elektrode, tankoslojne Zivine i tankoslojne
niklove elektrode za elektrohemijsko odredivanje histamina. Utvrdeni mehanizmi
generisanja signala na razlic¢itim elektrodnim materijalima su pokazali da se elektrohemijsko
odredivanje histamina, u zavisnosti od elektrodnog materijala i medijuma, ne mora izvoditi
klasichom hronopotenciometrijom nego i mnogo kompleksnijim kombinovanim
elektrohemijskim tehnikama. U slucaju elektrooksidacije histamina, razjasnjeni su mehanizmi
generisanja signala na primenjenim elektrodama. Optimizacija uslova elektroanalitickih
tehnika obuhvatila je odabir odgovarajuéeg pomocnog elektrolita i njegove koncentracije,
ispitivanje uticaja pocetnog potencijala i struje oksidacije na analiticki signal analita, kao i
ispitivanje i definisanje opsega linearnosti za svaku od izabranih elektroda. S obzirom da
razliCite supstance prisutne u realnim uzorcima kao Sto su aminokiseline mogu uticati na
analiticki signal histamina, ispitan je uticaj aminokiselina na elektrohemijsko odredivanje
histamina. Ispitana je efikasnost razliCitih ekstrakcionih tehnika i razli¢itih ekstragenasa u
pogledu izdvajanja histamina iz uzoraka. Pored toga su razvijeni odgovarajuci postupci
precis¢avanja ekstrakata. Po definisanju optimalnih uslova elektrohemijskog odredivanje
histamina, kao i razvijanja postupka pripreme uzoraka, pristupilo se odredivanju sadrzaja

histamina u razli¢itoj hrani i pi¢u sa naSeg trzista.
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2 TEORISKI DEO SA PREGLEDOM LITERATURE
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2.1 Histamin

Laboratorijska sinteza histamina je izvedena jo$S 1907. godine, ali u to vreme nije bila
poznata njegova bioloska funkcija i nije se znalo da li se supstanca nalazi u prirodi (Tansey,
2003). Prisustvo histamina u prirodi su dokazali George Barger i Henry Dale 1910. godine,
kada su otkrili i izolovali histamin iz ekstrakta razene glavnice (Barger & Dale, 1910). Otkrice i
ubrzo nakon toga razvoj tehnike za proizvodnju histamina uz visok prinos dali su podsticaj i
drugim istrazivacima u to vreme da ispitaju hemijska, fizioloska i farmakoloska svojstva
histamina. Dale i Laidlaw su medu prvima dokazali da histamin izaziva spazam bronhija i
vazodilataciju kod nekih Zivotinja (Tansey, 2003). IstraZivanja koja su usledila potvrdila su da
ova supstanca povecava sekreciju Zeludacne kiseline kod pasa (Parsons & Ganellin, 2006).
Tek 1927. godine je dokazano prisustvo histamina u jetri i plu¢ima ¢oveka (Farmer, 1940).
Kasnije je dokazano da je histamin prisutan i u mnogim drugim tkivima. Otuda je i naziv
yhistamin® za supstancu imidazol-etilamin, a poti¢e od gréke reci ,histos” = tkivo i ,amine“=
amin, Sto bi u slobodnom prevodu znacilo amin prisutan u tkivima (Haas, Sergeeva &
Selbach, 2008). Dalja istrazivanja 1929. godine su pokazala da histamin igra veoma vaznu
ulogu pri anafilatickim reakcijama (Farmer, 1940). Ova otkriéa su dalje pokrenula niz
istrazivanja u cilju proucavanja uloge histamina u alergijskim reakcijama i drugim fizioloSkim

procesima kod ¢oveka, koja su i danas aktuelna.

2.1.1 Fizicke i hemijske osobine histamina

Histamin je higroskopna kristalna supstanca, bez mirisa i ukusa sa tackom topljenja od
83 - 84°C i tatkom klju¢anja od 209 - 210°C (Hui, 2006). Kristali histamina su stabilni na
vazduhu, dnevnoj svetlosti i sobnoj temperaturi. Dobro se rastvara u hladnoj, toploj vodi i
metanolu, dok se slabo rastvara u dietil-etru. Slobodna baza je rastvorljiva u hloroformu, dok

soli histamina nisu. Rastvori histamina su bezbojni.

Histamin se sastoji od imidazolovog prstena i alifati¢nog niza od 2 C atoma sa amino-
grupom na kraju niza (Slika 1). Njegova empirijska formula je CsHoaN3 a molekulska masa
iznosi 111,15 g/mol. Sinonimi za histamin su imidazol-etilamin, B-iminazolil-etilamin, 1H-
imidazol-4-etanamin, 2-(4-imidazolil)etilamin, 2-aminoetil-imidazol. Naziv po IUPAC-u za

histamin je 2-(1H-imidazol-4-il)etanamin.
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Slika 1. Strukturna formula histamina.

Na osnovu strukturne formule se moze zakljuciti da histamin ima dva bazna centra:
alifatiénu amino grupu i azotov atom u heterociklusu (imidazolov prsten) koji nema proton.
U zavisnosti od pH vrednosti sredine i pK vrednosti (pKa; = 5,80, pKa, = 9,40 i pKas = 14 na
37°C) (Ganellin et al., 1973), uspostavlja se ravnoteZa izmedu tri oblika histamina. Pri
vrednostima pH izmedu 6,5 i 8,5 histamin se uglavhom nalazi u obliku monokatjona (vise od
80%), dok pri pH niZim od 5 u obliku dikatjona. Pri vrednostima pH visim od 10, histamin se
nalazi u obliku slobodne baze, a pri ekstremno visokim vrednostima pH dolazi do otpustanja
protona pri ¢emu nastaje anjon (Ramirez et al.,, 2003). S druge strane, histamin i u
neutralnom i u obliku monokatjona moZe da se nalazi u obliku dva tautomera koji nastaju
kao posledica premestanja vodonika izmedu dva azotova atoma imidazolovog prstena (Slika
2) (Ramirez et al., 2003). Tautomerizam histamina ima veliku ulogu pri aktivaciji odredene

vrste receptora (Ramirez et al., 2003).

NH NH
N ? NH 2

) — [

NH N

N'— histamin N™— histamin

Slika 2. Tautomeri neutralnog oblika histamina.
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2.1.2 Sinteza i metabolizam histamina

Histamin u organizmu nastaje dekarboksilacijom aminokiseline histidina, u reakciji koju

katalizira enzim L-histidin-dekarboksilaza (HDC - histidine decarboxylase) (Slika 3).

O

CTT N A (]
HN NH, HDC HN NH

Slika 3. Sinteza histamina.

2

Aktivnost HDC enzima je strogo kontrolisana, sintetiSe se u slucajevima kada celija ima
potrebu za histaminom i njegova koli¢ina u ¢elijama je ogranicena. Zbog toga je ovaj protein
moguce detektovati jedino u celijama koje aktivno sintetiSu histamin. Nakon postizanja

povecane koncentracije histamina u ¢eliji, HDC se veoma brzo razlaze.

Pored sinteze histamina u ¢elijama ¢oveka i sisara, njega mogu da sintetisu i odredene
bakterije, tako da se, prema poreklu, histamin moZe svrstati u prirodne i u biogene amine.
Prirodni amini se formiraju u toku ,de nuovo” biosinteze, tj. ,,in situ” iz svojih prekursora, dok
se biogeni amini formiraju bakterijskom dekarboksilacijom slobodnih aminokiselina (Hui,
2006).

Kod c¢oveka se nakon nastanka histamin ili deponuje ili veoma brzo razgraduje u cilju
njegove konverzije u fizioloski neaktivne metabolite. Glavni putevi inaktivacije histamina kod
coveka su metilacija imidazolovog prstena, uz aktivnost enzima histamin-N-metil-transferaze
(HNMT) i oksidativha deaminacija primarne amino grupe uz pomoé¢ enzima diamino-
oksidaze (DAO, ranije - histaminaza) (Maintz & Novak, 2007; Toyo’oka, 2008). HNMT
katalizira premestanje metil grupe sa S-adenozil-L-metionina na sekundarnu amino grupu
imidazolovog prstena, pri ¢emu nastaje N-metilhistamin. DAO u prisustvu kiseonika vrsi
oksidativhu deaminaciju histamina uz nastanak imidazol-acetaldehida. Nedostatak ili
smanjena aktivnost enzima za deaktivaciju histamina usled inhibicije moze da dovede do
akumulacije histamina. Primarni produkti metabolizma histamina se dalje prevode u
fizioloSki neaktivne produkte (Slika 4). N-metilhistamin se dalje prevodi u N-metil-imidazol-
acetaldehid, u reakeciji koju katalizira monoamino-oksidaza B (MAO B) ili DAO. S druge strane,

imidazol-acetaldehid se uz pomo¢ aldehid-dehidrogenaze prevodi u imidazol-acetat.
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Imidazolski derivati koji nastaju kao krajnji produkti razgradnje histamina se eliminiSu
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Slika 4. Razgradnja histamina u organizmu.

Put metabolizma histamina zavisi od mesta gde se on nalazi. DAO je sekretorni protein
koji se izlu¢uje u cirkulaciju nakon stimulacije i odgovoran je za inaktivaciju ekstracelularnog
histamina (Schwelberger et al., 1998; Maintz & Novak, 2007). U suprotnom, intracelularni
protein HNMT, drugi najznacajniji enzim za inaktivaciju histamina, moZe da transformise
histamin koji se nalazi unutar celije (Klocker et al., 2005). UopsSteno gledano, nesto vedi
afinitet prema histaminu ima HNMT (Michaelis-Menten-ova konstanta (k,): 6 - 13
umol/dm?3) u odnosu na DAO (ky: 20 pmol/dm?) (Maintz & Novak, 2007).

Za razliku od HDC enzima koji se sintetise samo kada celija ima potrebu za histaminom,
enzimi koji razlazu histamin HNMT i DAO se konstantno sintetiSu i njihova koncentracija u

¢elijama je priblizno konstantna. Kod sisara, DAO je najzastupljenija u tankom i debelom
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crevu, placenti i bubrezima (Schwelberger et al., 1998). HNMT se distribuira u gotovo celom
organizmu, s najizrazenijom aktivno$éu u bubrezima, jetri, slezini, debelom crevu, prostati,
jajnicima, ki€menoj mozdini, bronhijama i dusniku (Maintz & Novak, 2007). Inaktivacija
histamina u ekstracelularnom prostoru centralnog nervnog sistema se izvodi pomo¢u HNMT
enzima (Haas, Sergeeva & Selbach, 2008). U slucaju kada je NHMT inhibirana, razlaganje
histamina preuzima DAO. U svim ostalim slu¢ajevima aktivnost DAO u centralnom nervnom
sistemu je neznatna. HNMT je takode klju¢ni enzim pri razgradnji histamina u bronhijalnom
epitelu, dok je DAO od najveceg znacaja u gastrointestinalnom traktu, gde sluZi za razlaganje
histamina uneSenog hranom. Smanjena aktivhost DAO moZe da sluZi kao potencijalni
indikator osteéenja sluzokoze creva kod upalnih ili neoplasti¢nih oboljenja (Maintz & Novak,
2007).

2.1.3 Rasprostranjenost histamina u organizmu

Histamin je kod ¢oveka distribuiran u celom telu, ali je najvise koncentrisan u plu¢ima,
kozi i gastrointestinalnom traktu. Od ukupnog histamina u organizmu, najvece kolic¢ine
sadrze mastociti u tkivima i bazofili u krvi, dok se u manjim koli¢inama nalazi u
yhistaminocitima“ u Zeludcu, ¢elijama epidermisa i u histaminergicnim neuronima u
centralnom nervnom sistemu (Lieberman & Anderson, 2007; Varagi¢ & MiloSevié, 2004).
Niske koncentracije histamina su pronadene u trombocitima, limfocitima i monocitima u
perifernim krvnim sudovima (MacGlashan, 2003). U mastocitima i bazofilima, histamin je
skladiSten u specijalnim intracelularnim granulama. U ovim granulama histamin se nalazi u
kompleksu sa kiselim proteinom i heparinom velike molekulske mase (makroheparin),
fizioloSki je neaktivan i ne podleZe biotransformaciji (Varagi¢ & MiloSevi¢, 2004). U ostalim
¢elijama histamin se ne deponuje, ve¢ opstaje veoma kratko, nakon ¢ega se razgraduje. lako
je pronaden u mnogim biljkama i Zivotinjama, histamin je posebno vazan kod fiziologije

coveka.

2.1.4 Oslobadanje histamina, mehanizam delovanja i uloga u organizmu

Histamin ima ulogu u velikom broju normalnih i patofizioloskih procesa u organizmu
coveka. Najvazniji patofizioloski mehanizam u kojem mastociti i bazofili oslobadaju histamin
je imunoloski. Pri vezivanju alergena za specificne receptore koji se nalaze na ovim ¢elijama,
dolazi do njihove degranulacije, oslobadanja histamina i pojave odredenih fizioloSkih

reakcija. Na slici 5 je prikazan najznacajniji mehanizam oslobadanja histamina pri
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neposrednim reakcijama preosetljivosti tipa |, gde se histamin iz mastocita oslobada
egzocitozom. Kada alergen prvi put dospe u organizam dolazi do senzibilizacije i stvaranja
antitela (specifi¢ni imunoglobulin IgE) od strane B limfocita. IgE se vezuje za svoje receptore
koji se nalaze na povrsini mastocita, bazofila ili nekih drugih ¢elija. Pri slede¢em kontaktu sa
istim alergenom (antigenom), alergen se vezuje za dva ili viSe antitela, pri ¢emu dolazi do
degranulacije i oslobadanja histamina i drugih medijatora reakcije preosetljivosti (Toyo’oka,
2008). U alergijskim reakcijama tipa I, imunolosko oslobadanje histamina je posredovano

imunoglobulinima klase 1gG i IgM (Svarc-Gaji¢, 2009).

_) B i & _»
IgE Alergen
o O Ny af] N~y
Mastocit } ) Hbmﬁﬂnl \

Slika 5. Imunolosko oslobadanje histamina.

Pored imunoloskog iniciranja degranulacije mastocita posredstvom IgE i drugim
antitelima, razli¢iti neimunoloski stimulansi kao S$to su neki neuropeptidi, citokini,
lipoproteini, adenozin, superoksidaze, alkohol, odredena hrana, i drugi hemijski i fizicki
faktori (ekstremne temperature, trauma) takode mogu aktivirati mastocite (Maintz & Novak,
2007).

Nakon oslobadanja, histamin se jako brzo Siri i prenosi krvotokom u ostale delove tela
gde se vezuje za odredene receptore. Osetljivost i reakcija odredenih vrsta ¢elija na histamin
zavisi od vrste receptora koji se nalaze na toj celiji. Poznata su Cetiri tipa histaminskih
receptora: Hy, Hy, H3 i Hy (Tabela 1) (Lieberman & Anderson, 2007; Jutel et al., 2002; Dy &
Schneider, 2004). Oni se nalaze na povrsini ¢elijskih membrana ili su locirani u ¢elijama skoro
svih delova tela, ukljucujuéi kozu, centralni nervni sistem, glatku muskulaturu respiratornog,
gastrointestinalnog i vaskularnog sistema. Siroka rasprostranjenost histaminskih receptora,
ali i mastocita i bazofila u organizmu ukuzuje na Sirok spektar funkcija histamina kod ¢oveka.
Kada se veZe za odredenu vrstu receptora, histamin pokrece niz fizioloskih ili patofizioloskih
reakcija (Tabela 1). Histamin se najéesée ne vezuje selektivnho samo za jednu vrstu receptora

nego ima sposobnost aktivacije razlicitih tipova histaminskih receptora.
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Tabela 1. Vrste histaminskih receptora i bioloski efekti histamina (Lieberman & Anderson,

2007; Jutel et al., 2002; Dy & Schneider, 2004).

Vrsta Mesto nalazenja Funkcija / Efekti po aktiviranju
receptora
Kontrakcija glatke muskulature, povecanje
Siroko  rasprostranjeni:  glatka permeabilnosti krvnih sudova, stimulacija nervnih
muskulatura respiratornog i zavrSetaka. Stimulacija endotelijalnih celija, povecanje
H, vaskularnog sistema, nervne Celije, usvajanja histidina u bazofilima, indukcija sekrecije
hondrociti, hepatociti, dendritske efedrina u srzi nadbubreZne Zlezde. Glavni receptori
Celije, endotelijalne celije, T i B koji uzrokuju alergijske simtome. Aktivacijom dolazi do
limfociti, monociti, neutrofili. svraba, kaslja i bronhospazama usled stimulacije
vagusa i vazodilatacije.
Povecéanje sekrecije Zeludacne kiseline i pepsina,
H, Siroko rasprostranjeni u istim smanjenje proliferacije limfocita, pozitivan inotropni i
¢elijama kao i H, receptori. hronotropni efekat na srce, smanjenje oslobadanja
histamina iz bazofila.
Centralni nervni sistem, Inhibicija sinteze histamina u centralnom nervnom
H, histaminergi¢ni neuroni, limfociti, sistemu, pluéima i koZi, modulacija holinergicne
manje zastupljeni u perifernim neurotransmisije, uticaj na funkcionisanje centralnog
tkivima. nervnog sistema.
Mastociti,  bazofili,  limfociti, Na osnovu mesta gde se nalaze, moze se predpostaviti
H, hevr.natopo.etsk.e C've“jé u koétarToj da H, receptori imaju ulogu pri regulaciji imunog
srzl, manje izrazeni u nervnim  odgovora organizma, mada njihova fizioloska uloga jos
¢elijama, hepatocitima i perifernim  yyek nije dovoljno poznata.
tkivima.
Vazodilatacija, crvenilo, glavobolja, hipotenzija,
H; + H, promena sekrecije sluzi u respiratornom sistemu (H; -

povecdanje viskoziteta i H, - povecanje kolicine sluzi).

Rezultat patofizioloskih reakcija na histamin je pojava razli¢itih alergija. Prema vrsti

receptora za koje se histamin veze mogu nastati i razliciti oblici alergijskih reakcija, od onih

tipi¢nih na koZi i podrucju disajnih puteva (spazam bronhija) gde se vezivanje odvija preko H;

receptora, preko ,gastrointestinalnih alergija“ gde se histamin vezuje za H, receptore, do

nekih neuroloskih problema (vrtoglavice, glavobolje) ako dolazi do vezivanja na Hs receptore.

U reakcijama tipa anafilakse dolazi do aktiviranja svih histamiskih receptora, Sto ima za

posledicu Sirokoliku simptomatologiju. Vecina simptoma alergijskih reakcija su rezultat

uticaja histamina na kardiovaskularni i respiratorni sistem izazivajuci povecan protok krvi,

11
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vazodilataciju, povecanu propustljivost krvnih sudova, bronhokonstrikciju i spazam glatke
muskulature. Preko H; receptora, histamin izaziva kontrakciju glatke muskulature ileuma,
bronhija i bronhiola, kao i uterusa. Takode preko H; receptora, histamin Siri krvne sudove u
ljudskom organizmu. Histamin povecava frekvencu i miSi¢ni volumen srca dejstvom na H,
receptore u srcu. Ubrizgan intradermalno, histamin izaziva crvenilo koZe i otok. Crvenilo
nastaje usled vazodilatacije malih arteriola dok je otok posledica poveéane permeabilnosti
kapilara (Varagi¢ & Milosevi¢, 2004). Efekti histamina u zavisnosti od njegove koncentracije u
plazmi su dati u tabeli 2 (Maintz & Novak, 2007).

Tabela 2. Efekti histamina u zavisnosti od njegove koncentracije u plazmi.

Koncentracija histamina u

plazmi (ng/cm3) Klinicki efekti

0-1 Normalno stanje

Povecanje sekrecije Zeludacne kiseline,

1-2
ubrzanje rada srca

Tahikardija, glavobolja, crvenilo, urtikarija,

35 svrab

6-8 SniZavanje arterijskog pritiska
7-12 Bronhospazam
~ 100 Sréani udar

Pri normalnim fizioloSkim procesima, histamin utie na imuni, gastrointestinalni i
nervni sistem. Uticaj histamina na imuni sistem se ostvaruje njegovim vezivanjem za razlicite
vrste receptora koji se nalaze na limfocitima, dendritima, makrofazima i hematopoetskim
¢elijama (Jutel et al., 2002). Pored toga, histamin utiCe na sazrevanje i aktiviranje celija
imunog sistema i sekreciju nekoliko vrsta citokina (Schneider et al., 2002). Vezivanjem za H,
receptore koji se nalaze u parijetalnim ¢elijama Zeludca, histamin povedava sekreciju
zeludacne kiseline (Grandi & Morini, 2006). Parijetalne celije reaguju i na koncentracije
histamina koje su nedovoljne da izazovu stimulaciju H, receptora u krvnim sudovima. U
centralnom nervnom sistemu histamin ima ulogu neurotransmitera. lako je u mozgu
prisutan u mnogo manjoj koli¢ini nego u drugim tkivima (koZa ili plu¢a), njegova
neurotransmiterska uloga je izrazena. Aktivacija histaminergi¢nog sistema u mozgu uti¢e na
homeostazu i ponasanje, ukljuCujuéi spavanje i budnost, ucenje i pamcenje, anksioznost,
kretanje, apetit i neuroendokrinu regulaciju (Passani et al., 2007). Histamin uti¢e na libido i
erektivnu funkciju kod muskaraca (Card et al., 1995). Kod muskaraca sa visokim nivoom
histamina u krvi imaju problema sa impotencijom (Ojeda, 2003). Uloga histamina pri erekciji

je posredovana uglavnom aktivacijom H, receptora, mada i Hs receptori mogu biti ukljuceni

12
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(Card et al., 1995). Nivo histamina u krvi uti¢e i na seksualno ponasanje zena. Zene sa nizim
koncentracijama histamina u krvi teze dozivljavaju orgazam, dok one sa povisenim nivoom

mnogo lakse i ¢esce.

2.2 Netolerancija na histamin

Histamin se sintetiSe u organizmu ¢oveka, ali se mozZe uneti u organizam posredstvom
hrane i pi¢a. Razli¢Gite namirnice prirodno sadrZe histamin ili on nastaje kao rezultat
razgradnje pojedinih  komponenti hrane usled metaboli¢ckih procesa prisutnih
mikroorganizama. Pri normalnim uslovima, mala koli¢ina histamina koja je uneta hranom se
metabolise u fizioloski manje aktivne degradacione produkte. Medutim, kod nekih ljudi
namirnice koje sadrze vece koli¢ine histamina mogu izazvati netoleranciju na hranu i pojavu
takozvane ,pseudoalergijske” reakcije (Leszczynska et al., 2004). Tipi¢ni simptomi koji prate
netoleranciju na histamin su gastrointestinalni poremedcaji (dijareja, povracanje, mucnina),
gréevi i bolovi u donjem stomaku, zatim kijanje, curenje nosa i zapusenje nosa, glavobolja,
vrtoglavica i malaksalost. Neretko se javlja i crvenilo koZze uz jak svrab, aritmije i tahikardija,
a ponekad i otezano disanje zbog laganog spazma bronhija (Hui, 2006; Lehane & Olley, 2000;
Wohrl et al., 2004). Simptomi naj¢es¢e nestaju nekoliko sati po konzumiranju namirnica
bogatih histaminom. Smrtnost usled netolerancije na histamin je jako retka i uglavhom zavisi
od pojedinca, tako da na primer kod pacijenata sa sréanim bolestima rizik od infarkta

miokarda je mnogo vedi (Ortolani & Pastorello, 2006).

Netolerancija na histamin usled konzumiranja hrane sa njegovim poveéanim sadrZajem
se ponekad opisuje kao trovanje hranom. Naziv trovanje nije uvek prikladan jer se ne radi o
reakciji koja ¢e se pojaviti kod svih ljudi, ve¢ samo kod pojedinaca kod kojih je prag
podnosljivosti prema histaminu nizi u odnosu na normalnu populaciju. UnoSenje vece
koli¢ine histamina dovodi do trovanja preosetljivih individua, a usled ograniCenosti

detoksikacionog mehanizma (Rauscher-Gabernig et al., 2009; Lehane & Olley, 2000).

Najces¢i uzrok netolerancije na histamin je njegova smanjena ili nedovoljna razgradnja
kao posledica smanjene aktivnosti DAO ili NHNT (Maintz & Novak, 2007), gde u vecoj meri
uti¢e smanjena aktivnost DAO koja je odgovorna za razgradnju histamina koji potice iz hrane.
Patoloska stanja gastrointestinalnog trakta takode mogu biti uzrok smanjene produkcije
DAO. Alkohol i neki lekovi (antihistaminici, antimalarici) takode povecavaju rizik od
histaminske netolerancije poSto deluju inhibitorno na DAO (Hui, 2006). Povecana

koncentracija metabolita histamina takode moZe da inhibira DAO. Pored toga, drugi biogeni

13



Doktorska disertacija Zorica Stojanovi¢

amini koji mogu biti prisutni u hrani (tiramin, putrescin, kadaverin) kompetitivnom
inhibicijom smanjuju aktivnost DAO i time sniZzavaju prag tolerancije prema histaminu
(Lehane & Olley, 2000).

Nakon konzumiranja hrane koja sadrzi velike koli¢ine histidina takode se moze javiti
netolerancija na histamin, usled transformacije histidina u histamin pod dejstvom stomacnih
bakterija (Ortolani & Pastorello, 2006).

Iz navedenog se moze zakljuciti da je odredivanje praga toksi¢nosti histamina veoma
tesko zbog toga Sto efektivha doza zavisi od velikog broja faktora, medu kojima su
najznacajniji individualna efikasnost detoksikacionog mehanizma (individualna osetljivost i
zdrastveno stanje) i vrsta hrane koja se konzumira (kvalitativne i kvantitativne karakteristike
hrane) (Hui, 2006). Ponekad i jako niske koncentracije histamina mogu prouzrokovati
simptome netolerancije (Bodmer et al., 1999). Sinergisticko delovanje histamina i drugih

supstanci koje se nalaze u hrani takode otezava odredivanje praga toksi¢nosti histamina.

Dijagnoza netolerancije na histamin se postavlja na osnovu postojanja dva ili vise
tipicnih simptoma histaminske netolerancije i poboljSanja stanja nakon ishrane bez
histamina (Maintz & Novak, 2007). Standardno lecenje ukljucuje dijetu izbegavanjem
namirnica sa potencijalno visokim sadrzajem histamina uz primenu H; i H, antagonista.
Pored toga, razgradnja histamina se moZe poboljsati unosom vitamina C i B6, koji uti¢u
povoljno na aktivnost DAO. Kod osoba sa smanjenom aktivnos¢u DAO enzima, prevencija
nastanka netolerancije podrazumeva strogu i trajnu dijetu s obzirom na sve sloZeniji sastav
hrane. Na trziStu se mogu naci suplementi koji sadrze DAO i predstavljaju alternativnu

mogucénost leCenja za ovakve slucajeve.

2.2.1 Histamin u hrani

Neke namirnice kao Sto su meso, voce i povrée, sadrze male koli¢ine endogenog
histamina kao prirodnog metabolickog produkta ili medijatora. Vece koli¢ine histamina se
obi¢no nalaze u fermentisanoj hrani i pi¢u. Za razliku od IgE-posredovane alergije na hranu
gde obi¢no ingestija ¢ak i vrlo malih koli¢ina alergena uzrokuje simptome, kod histaminske

netolerancije vazna je koli¢ina histamina u hrani.

Preduslovi za formiranje histamina u hrani su raspoloZivost slobodnog histidina,
prisustvo mikroorganizama sa izrazenom aktivhoS¢u HDC enzima (starter kulture ili
mikroorganizmi dospeli kontaminacijom) i povoljni uslovi za rast mikroorganizama, sintezu i

aktivnost dekarboksilaze (Hui, 2006; Bodmer et al., 1999.). Nekontrolisani uslovi
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fermentacije, upotreba ,divljih“ sojeva za fermentaciju, mikrobioloska kontaminacija ili
kvarenje hrane mogu da dovedu do povecane produkcije histamina. Hrana bogata
proteinima, a narocito hrana koja sadrzi slobodni histidin se odlikuje visokim sadrzajem

histamina.

HDC enzim sintetiSu mnogi mikroorganizmi koji su prirodno prisutni u hrani ili mogu
dospeti u nju kontaminacijom pre, u toku ili nakon prerade hrane. Neke bakterije i kvasci koji
se koriste kao starter kulture pri procesu proizvodnje takode mogu da uticu na povecanu
produkciju histamina usled izrazene aktivnosti HDC enzima (Hui, 2006). Medutim, u literaturi
se istiCe da su za povedan sadrzaj histamina mnogo ¢es¢e odgovorni mikroorganizmi koji su u
hranu dospeli kontaminacijom, nego Sto su to starter kulture (Bodmer et al., 1999).
Mikrobioloski sojevi sa visokom proteolitickom enzimskom aktivno$¢u takode potencijalno

povecavaju rizik za nastanak histamina, usled povecanja dostupnosti slobodnog histidina.

Koli¢éina histamina u hrani moZe biti direktan pokazatelj nivoa mikrobioloske
kontaminacije hrane ali i kvaliteta hrane uopste, zbog toga Sto i nakon uklanjanja bakterija iz
hrane, njihovi zaostali enzimi mogu da nastave proizvodnju histamina. Uzimajuci u obzir
navedene uslove koji pogoduju povecanju koli¢ine histamina u hrani i piéu, visoki sadrzaji
mogu ukazati i na loSe skladistenje i cuvanje sirovina i gotovih proizvoda, ili na neispravnost
proizvodnog procesa. Pored toga, koli¢ina histamina u hrani se jako cesto koristi kao

pokazatelj sveZine raznih proizvoda.

Sadrzaj histamina u hrani razlikuje se u zavisnosti od vrste namirnica, nacina
proizvodnje, starosti i uslova skladistenja. Sveza i pravilno uskladistena ili obradena hrana i
pi¢e sadrze male koli¢ine histamina. Nivo histamina moZze jako varirati i u okviru iste vrste
namirnica, pa se smatra da su proizvodi sa nizim sadrzajem boljeg kvaliteta. Povisen nivo
histamina veoma Cesto sadrze riba i riblji proizvodi, sirevi i drugi mlec¢ni proizvodi, meso i
mesni proizvodi, fermentisano povrée, proizvodi od soje i alkoholna pié¢a kao $to su vino i
pivo (Ekici et al., 2004; Yongmei et al., 2009; Valsamaki et al., 2000; Aygin et al., 1999).

Trovanje histaminom sa pseudoalergijskim efektom je najéeSée uzrokovano
konzumiranjem ribe iz podreda Scombridae (barakuda, skusa, tuna, sabljarka) koje su veoma
dobre podloge za formiranje histamina zbog visokog sadrzaja slobodnog histidina u njihovom
mesu (Kim et al., 1999; Hungerford, 2010). Zbog toga se u literaturi trovanje histaminom
najcéesce naziva ,scombroid poisoning” (Lehane & Olley, 2000; Hungerford, 2010). Medutim
ovaj naziv nije potpuno opravdan jer je histaminsko trovanje zabeleZeno i nakon
konzumiranja drugih vrsta riba kao $to su mahi-mahi, sardele, sardine i losos (Auerswald et
al., 2006). Povecan sadrzaj histamina u ribi i ribljim proizvodima je najceS¢e posledica

kvarenja usled mikrobioloSke kontaminacije. U pokvarenoj ribi su zabeleZeni sadrzaji
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histamina od ¢ak 4000 mg/kg (Diel et al., 1997). Senzorne osobine ribe koja sadrzi velike

koli¢ine histamina obi¢no nisu promenjene, osim u slu¢ajevima poodmaklog kvarenja.

Sveze mleko obi¢no sadrzi veoma male koli¢ine histamina, dok su nesto veci sadrzaji
zabelezeni u fermentisanim mlecnim proizvodima. Pri proizvodnji sireva drasticho se
povecava sadrzaj histamina, tako da zreli sirevi mogu da sadrZe i vise od 1000 mg/kg
histamina (Bodmer et al.,, 1999; Aygin et al., 1999). Takode, meso i proizvodi od mesa
obi¢no sadrze relativno malo histamina, dok vece kolicine mogu da se nalaze fermentisanim
mesnim proizvodima kao Sto su kobasice (Ekici et al., 2004; Hiu, 2006, Suzzi & Gardini, 2003).
Tome doprinosi nacin proizvodnje fermentisanih mesnih proizvoda koja se odvija pri
povisenim temperaturama i uz uceSce velikog broja mikroorganizama visoke metabolicke
aktivnosti. Histamin je pronaden u kupusu, plavom patlidZzanu, paradajzu, cvekli, pasulju i
spanacu, mada je u vocu i povréu generalno prisutan u veoma malim koli¢inama (Hiu, 2006).
Obi¢no se sadrzaj histamina u povréu i proizvodima od povréa kreée do 10 mg/kg (Kala¢ et
al., 2002). U kiselom kupusu se mogu nalaziti nesto vece koli¢ine histamina, narocito kod
proizvoda dobijenih tradicionalnim nacinom proizvodnje gde se koriste ,divlji“ sojevi za
fermentaciju. Upotreba i odabir odgovarajucih starter kultura za proizvodnju kiselog kupusa
obezbeduju bolji kvalitet proizvoda usled kontrolisanog procesa fermentacije. U tursiji je
takode zabeleZen nesto visi sadrZaj histamina, u odnosu na sveZe povrée (do 75 mg/kg) (Ekici
& Coskun, 2004). Soja sos, kineski tradicionalni fermentisani zacin, moze da sadrzi velike
koli¢ine histamina ¢ak do 592 mg/kg (Yongmei et al., 2009). U vinu sadrzaj histamina se
obi¢no krece do 16 mg/dm? (Karovitova & Kohajdova, 2005; Hui, 2006), mada su zabelezeni i
sadrzaji preko 40 mg/dm? (Achilli et al., 1994). Za razliku od vina, u pivu je sadraj histamina
obi¢no niZi i naj¢edce je ispod 3 mg/dm?. Visi sadrzaji histamina od oko 25 mg/dm® su
zabeleZeni u vrstama piva koja se dobijaju spontanom fermentacijom (Tang et al., 2009;
Izquierdo-Pulido et al., 1996).

Histamin koji se nalazi u hrani se ne moZze razoriti pri kuvanju i pasterizaciji, te je zbog
toga proizvodnja hrane i pica bez histamina ili sa veoma niskim sadrzajem histamina veoma
vazan element u prehrambenoj industiji. Puno paZnje poklanja se razvoju prehrambenih
tehnologija u cilju proizvodnje hrane sa nizZim sadrzajem histamina (low-histamine
technology) (Bodmer et al., 1999). Prvi korak pri razvoju novih tehnologija podrazumeva
iskljuivanje nezeljenih mikroorganizama sa izrazenom aktivnoséu dekarboksilaza kao i
vodenje procesa pri uslovima koji ne pogoduju aktivnosti ovih enzima. Takode treba
izbegavati upotrebu sojeva koji nisu provereni u pogledu sposobnosti stvaranja histamina.
Mora se voditi racuna i o kvalitetu sirovina koje se koriste, kao i o uslovima u toku procesa

proizvodnje i skladiStenja meduproizvoda i gotovih proizvoda (Bodmer et al., 1999) .
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2.2.2 Zakonska regulativa

Mnoge zemlje propisima o kvalitetu i higijenskoj ispravnosti hrane propisuju
maksimalno dozvoljen sadrzaj histamina u pojedinim vrstama namirnica. Regulativa
Evropske Unije (Regulation (EC) 2073/2005) propisuje maksimalno dozvoljen sadrzaj
histamina u ribi i ribljim proizvodima (EU, 2005). Za ribu i riblje proizvode maksimalno
dozvoljen sadrzaj histamina je 100 mg/kg, dok je za fermentisane riblje proizvode dozvoljeno
200 mg/kg. Ova Regulativa propisuje da od devet uzetih proba jednog uzorka, sadrZaj
histamina u dve probe sme da prede 100 mg/kg (odnosno 200 mg/kg), ali ni u jednoj probi
ne sme da prede 200 mg/kg (odnosno 400 mg/kg). U Srbiji je pravilnikom takode propisan
maksimalno dozvoljen sadrZaj histamina u ribi i proizvodima od ribe (,,SI. list SRJ“, br. 5/92,
11/92 —ispr. i 32/2002). Prema ¢lanu 13 ovog pravilnika, sveZza morska riba ne sme sadrzati
viSe od 20 mg histamina na 100 g ribljeg mesa. Smrznuta morska riba, riblje konzerve i
pasterizovane konzerve ne smeju sadrzavati viSe od 40 mg histamina na 100 g ribljeg mesa.
Americka agencija za hranu i lekove (US Food and Drug Administration) propisuje
maksimalno dozvoljen sadrzaj histamina u ribi od 50 mg/kg (Hwang al., 2003), a riba sa
sadrzajem histamina iznad tog nivoa je zabranjena za ljudsku potrosnju. Neke zemlje su
postavile grube smernice u pogledu maksimalno preporucenog sadrzaja histamina u vinu koji
je mnogo niZi nego u ribi, zbog prisustva etanola. Maksimalni preporuceni sadrzaj histamina
u vinu od 2 mg/dm?® predloZen je u Nemackoj, 5 - 6 mg/dm? u Belgiji, 8 mg/dm> u Francuskoj
i 10 mg/dm? u Svarcaskoj (Vidal-Carou et al., 2003).

Pravilnici koji definiSu prihvatljiv sadrzaj histamina u drugim namirnicama ne postoje,
iako njegov sadrzaj moze da iznosi i preko 1000 mg/kg (Aygun et al., 1999). Po regulativi (EC)
2073/2005, koja predstavlja jedan od kriterijuma bezbednosti hrane, ovakva hrana se ne bi

mogla svrstati u bezbednu.

2.2.3 Metode odredivanja histamina

Pracenje sadrzaja histamina se Siroko primenjuje u prehrambenoj industriji i dobijeni
rezultati se koriste za kontrolu kvaliteta sirovina, meduproizvoda i gotovih proizvoda,
pracenje procesa fermentacije, kontrolu ispravnosti tehnoloSkog procesa, kao i pri

istrazivatkom radu i razvoju novih tehnologija.

Pri razvoju metode za odredivanje histamina, analiti¢ar se susrece sa problemima kao
$to su kompleksnost matriksa uzorka i veoma niske koncentracije histamina u uzorku. Zbog

prisustva potencijalno interferirajuéih supstanci, potrebno je razviti selektivnu metodu, dok
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niske koncentracije namec¢u uslov da razvijena metoda poseduje odgovaraju¢u osetljivost.
Interesovanje za histamin i njegov toksi¢ni efekat doveli su do razvoja velikog broja razlicitih
metoda za njegovo odredivanje (Silla-Santos, 1996). Vedéina razvijenih metoda ukljucuje
odredivanje i ostalih biogenih amina kao Sto su putrescin, kadaverin, tiramin, triptamin,
spermin, spermidin (Onal, 2007). Pored toga, u veéini sluajeva razvijena metoda se moze

primeniti samo za specificnu vrstu uzorka.

Oficijalne AOAC metode za odredivanje histamina u morskoj hrani obuhvataju
biolosku, hemijsku i fluorometrijsku metodu (AOAC, 2002). Bioloske metode su bile prve
metode za odredivanje ,scombroid” toksina u ribi, a zasnivale su se na merenju parametara
kao $to su iznosi kontrakcija ileuma zamorceta koji predstavlja organ osetljivih na histamin.
Bioloska metoda je bila i prva AOAC metoda za odredivanje histamina, ali ova tehnika se
danas jako retko koristi jer je zamenjena daleko jednostavnijim i elegantnijim
instrumentalnim tehnikama. Fluorimetrijska AOAC metoda se najéesce koristi za validaciju i

potvrdu tacnosti novih razvijenih metoda za odredivanje histamina.

Uopsteno posmatrano, u analitici histamina se mogu razlikovati polukvantitativne i
kvantitativne metode. Za rutinsko odredivanje histamina pozZeljno je koristiti brze i
jednostavne, pa Cak i polukvantitativne metode (,screening” metode) jer one omogucavaju
analizu velikog broja uzoraka u kratkom vremenskom intervalu. ,Screening” metode se
uglavnom koriste za potvrdivanje prisustva histamina iznad odredene koncentracije, nakon
¢ega se on odreduje nekom od tac¢nijih metoda. Rutinske metode za odredivanje histamina
koje se najcescée koriste su kolorimetrija, tankoslojna hromatografija, enzimske i enzimsko-
imunoloske metode (ELISA — Enzyme-linked immunosorbent assay). Navedene metode su
veoma jednostavne, ne zahtevaju skupu opremu i reagense, pogodne su kao ,screening”
testovi i za veliki broj uzoraka. Kolorimetrija i tankoslojna hromatografija se prvenstveno
koriste kao kvalitativne i u najboljem slu¢aju semi-kvantitativhe metode. ELISA metode mogu

da se koriste i za kvantitativnu analizu.

Kada se zahteva kvantitativho odredivanje histamina ili kada je potrebno proveriti
pouzdanost neke metode moraju se koristiti precizne i tatnhe metode. U slucaju spora takode
moraju da se primenjuju precizne i tane metode. Za kvantitativho odredivanje histamina
najéesce se koriste fluorimetrija, gasna hromatografija, visoko-pritisna te¢na hromatografija i
kapilarna elektroforeza. Hromatografske tehnike, kao i kapilarna elektroforeza pruzaju niz
prednosti medu kojima je najznacajnija $to se ovim tehnikama mogu istovremeno odredivati
i drugi biogeni amini koji mogu biti prisutni u uzorku. Pored toga ove metode poseduju veliku
selektivnost i osetljivost odredivanja. Medutim one zahtevaju komplikovaniju pripremu
uzoraka, skupu i sofisticiranu instrumentaciju i veliko iskustvo analiti¢ara. Pored toga, vreme

trajanja analize primenom ovih metoda je znacajno.
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2.2.3.1 Priprema uzoraka za analizu

Uzorci u kojima se planira odredivanje histamina se moraju ¢uvati na odredeni nacin,
odnosno u sterilnim uslovima, u mraku i pri niskim temperaturama (oko -10°C), s obzirom da
fizicki (temperatura, UV zracenje) ali i drugi faktori (prisustvo mikroorganizama, diamino-

oksidaza) mogu da uti¢u na povecanje nivoa histamina (Douabalé et al., 2003).

Prvi korak pri kvantifikaciji histamina u razli¢itim uzorcima je ekstrakcija. Rastvaraci za
ekstrakciju koji se koriste su metanol, 75% metanol, 0,1 + 1 mol/dm? perhlorna kiselina, 5 +
10% trihlorsiréetna kiselina i 0,1 mol/dm?® hlorovodoni¢na kiselina (AOAC, 2005; Onal, 2007;
Karovi¢ovd & Kohajdova, 2005). NajceSce primenjivane ekstrakcione tehnike su ekstrakcija
uz mesanje (Auerswald et al., 2006), ekstrakcija uz intenzivho mesSanje (ultraturax) (Patange
et al., 2005; Lapa-Guimaraes & Pickova, 2004) i ultrazvu¢na ekstrakcija (Cinquina et al., 2004;
Casella et al., 2001; Favaro et al., 2007). Nakon centrifugiranja, supernatant se profiltrira
kroz membranski filter i dalje odreduje nekom od metoda za odredivanje histamina. Za
precis¢avanje ekstrakta ponekad se koristi teCno-te¢na ekstrakcija (Frébort et al., 2000) ili
ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (SPE — Solid phase extraction) (Oguri et al., 2007; Amorim et al.,
2010). Tecno-tecna ekstrakcija, uz koris¢enje hloroforma, n-heksana ili n-heptana se koristi
za uklanjanje masne faze iz prvobitnog ekstrakta (Frébort et al., 2000; Draisci et al., 1998;
Mahendradatta & Schwedt, 1998). Tecno-te€cnom ekstrakcijom je takode moguce ukloniti
slobodni histidin koji kod mnogih metoda za odredivanje histamina predstavlja glavnu
interferenciju (Mahendradatta & Schwedt, 1998).

Pri odredivanju histamina u alkoholnim pi¢ima, priprema uzorka je jednostavna i
podrazumeva filtraciju kroz membranski filter, uz eventualno prethodno ili naknadno
razblazenje (Achilli et al., 1994; Casella et al., 2001). Pri odredivanju histamina u pivima,
priprema mozZe ukljucivati i degazaciju primenom ultrazvuka (Cortacero-Ramirez et al.,
2007).

Kod nekih metoda, uglavhom hromatografskih i fluorimetrijskih, pri odredivanju
histamina nakon ekstrakcije i preciSéavanja ekstrakta izvodi se derivatizacija. Uslovi i
postupak derivatizacije zavise od vrste derivata koji se stvaraju, ali i od primenjene analiticke

metode.
2.2.3.2 Kolorimetrija
Kolorimetrijske metode za odredivanje histamina su uglavnhom komplikovanije,

zahtevaju prethodno precis¢avanje uz primenu jonoizmenjivaca i izvodenje bojene reakcije

izmedu izdvojenog histamina i bakra koji formiraju crveno obojene komplekse (Bateman et
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al., 1994). Savremene modifikovane kolorimetrijske metode su relativho brze, jeftine i
veoma pogodne za ,screening” test (Patange et al., 2005; Kése & Hall, 2000). Naime kod
jednostavnijih kolorimetrijskih metoda, nakon ekstrakcije i preciS¢avanja te¢no-tecnom
ekstrakcijom sa n-butanolom, dobijeni precis¢eni ekstrakt se uparava do suva i rastvara u
destilovanoj vodi. Bojena reakcija se izvodi sa p-fenildiazonijum-sulfonatom i intenzitet
obojenja se odreduje spektrofotometrijski na 496 nm, uz osetljivost od 10 mg/kg (Patange et
al., 2005).

2.2.3.3 Tankoslojna hromatogradfija

Tradicionalne TLC (TLC — Thin-layer chromatography) metode su starije metode koje se
joS uvek puno koriste u kontrolnim laboratorijama zbog toga Sto su brze, pojedine faze se
mogu automatizovati i moZe se istovremeno analizirati viSe uzoraka na jednoj ploci (Shalaby,
1994; Shalaby, 1995; Naguib et al., 1995; Latorre-Moratalla et al., 2009). Nedostaci ovih
tehnika su Sto po tacnosti spadaju u semi-kvantitativne metode, imaju malu preciznost i
visoku granicu detekcije. Takode, rastvaraci koji se koriste za razvijanje hromatograma su
uglavnom toksi¢ni. Klasi¢na tankoslojna hromatografija je pogodna kao ,,screening“ metoda
za uzorke koji sadrze vise od 50 mg/kg histamina, tako da se nakon potvrde prisustva,

histamin dalje odreduje nekom ta¢nijom metodom.

U poslednje vreme raspoloZivost velikog broja stacionarnih faza, instrumenata za
automatsku aplikaciju uzorka i denzitometrijska detekcija su doveli do usavrSavanja
tradicionalnih tankoslojnih hromatografskih tehnika i poveéanja osetljivosti, a dobijeni
rezultati se mogu porediti sa rezultatima HPLC i GC analize. Tankoslojna hromatografija
visokih performansi (HPTLC — High-performance TLC) je veoma osetljiva i selektivha metoda,
omogucava istovremeno kvantitativno odredivanje viSe biogenih amina i ne zahteva
sofisticiranu opremu (Lapa-Guimardes & Pickova, 2004; Shakila et al., 2001; Shalaby, 1999).

2.2.3.4 Enzimske metode

U osnovi enzimskih metoda za odredivanje histamina leZzi konverzija histamina u
imidazol-acetaldehid uz nastanak vodonik-peroksida u reakciji koju katalizira enzim diamino-
oksidaza (DAO). Vodonik-peroksid se dalje prevodi u kiseonik i vodu uz pomo¢ drugog
enzima peroksidaze, a paralelno se odvija i reakcija oksidacije bezbojnog leuko-kristalvioleta
u ljubicasti kristalviolet (Lopez-Sabater et al., 1993). Intenzitet obojenosti je proporcionalan
koli¢ini histamina Sto se moZe utvrditi vizuelno za kvalitativnu, i spektrofotometrijski za
kvantitativnhu analizu. Osetljivost ove metode je oko 0,5 mg/kg histamina. Prednosti

enzimskih metoda su kratko trajanje analize i dobro slaganje sa AOAC fluorimetrijskom
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metodom i HPLC metodom (Ben-Gigirey et al., 1998; Landete et al., 2004). Medutim, DAO
enzim reaguje i sa drugim biogenim aminima kao Sto su agmatin, putrescin i kadaverin, kada
su prisutni u visokim koncentracijama, pa se mora voditi racuna o eliminaciji interferencija
kako bi se obezbedila bolja selektivhost (Ben-Gigirey et al., 1998). U poslednje vreme, da bi
se pojednostavio analiticki postupak pri primeni enzimskih metoda, razvijeni su enzimski
biosenzori (Male et al., 1996) i test trake ili tzv. ,dipstick” testovi (Hall et al., 1995) koji

omogucavaju brzu i jednostavnu analizu.
2.2.3.5 Enzimsko-imunoloske metode (ELISA)

ELISA metode se Cesto primenjuju za odredivanje histamina u ribi i morskoj hrani
(Serrar et al., 1995; Auerswald et al., 2006; Muscarella et al., 2005), u sirevima (Ayglin et al.,
1999) i vinu (Marcobal et al., 2005). Razli¢ite kompanije proizvode komercijalne ELISA kitove
za histamin (Neogen, Immunotech, Biomedix) koji su jednostavni za koris¢enje, veoma
specifi¢ni i osetljivi, omoguéavaju brzu analizu i obezbeduju tacne rezultate po niskoj ceni.
Na trziStu su dostupni ELISA testovi za kvalitativhu (AIert® for histamine, Histamarine test
kits) i kvantitativnu analizu (Veratox®, Ridascreen®). U okviru testova za kvantitativnu analizu,
odredeni kitovi se primenjuju za odredeni opseg koncentracija histamina. Osetljivost ove

tehnike se krec¢e od 2,5 mg/kg do 50 mg/kg, u zavisnosti od kitova koji se koriste.
2.2.3.6 Fluorimetrija

Fluorimetrijske metode za odredivanje histamina zahtevaju prethodno preciséavanje
ekstrakta radi uklanjanja potencijalno interferirajuc¢ih supstanci, i to najées¢e uz primenu
kolona sa jonoizmenjiva¢ima. Pored toga, neophodna je predhodna derivatizacija histamina
sa odredenim reagensom u cilju stvaranja fluorescentnih derivata. Derivatizacija se naj¢esée
izvodi pomocu o-ftalaldehida, naftalen-2,3-dikarbaldehida (Zhang & Sun, 2004), dansil-
hlorida (Shakila et al., 2001; Naguib et al., 1995) i fluorescamina (Adamou et al., 2005).

Fluorimetrijska metoda koja podrazumeva ekstrakciju histamina metanolom,
precis¢avanje jonskom hromatografijom, derivatizaciju o-ftalaldehidom i fluorimetrijsko
odredivanje, ujedno je i standardna AOAC metoda (Method 977.13) za odredivanje
histamina u ribi i morskim plodovima (AOAC, 2002). lako je osetljiva i reproduktivna,
fluorimetrijska AOAC metoda je veoma komplikovana i zahteva dosta vremena. U literaturi
se mogu sresti i modifikovane AOAC metode koje pruzaju mogucnost brzeg i jednostavnijeg
odredivanja. U ovim modifikovanim metodama, derivatizacija se izvodi sa o-ftalaldehidom
(Douabalé et al., 2003; Campo et al., 2006).
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2.2.3.7 Gasna hromatogradfija

Direktno odredivanje histamina gasnom hromatografijom je jako retko zbog niza
nedostataka, od kojih se najznacajniji nedostatak odnosi na ograni¢enu isparljivost
histamina. Slaba isparljivost histamina dovodi do sporog ili nepotpunog eluiranja iz kolone,
razvucenih pikova i nereproduktivnih rezultata. Zbog toga se uglavnom izvodi derivatizacija
nezavisno od detektora koji se koristi, uz poboljSanje celokupnog razdvajanja. U te svrhe,
najcesce primenjivani reagensi za derivatizaciju histamina su izobutil-hloroformat (Fernandes

et al., 2001) i pentafluoropropiono-anhidrid (Antoine et al., 2002).

Uvodenje kolona usavrsenih performansi na trziSte omogudilo je direktno odredivanje
histamina gasnom hromatografijom. Uz upotrebu kolone CP-SIL 19CB, pri odredivanju
histamina bez derivatizacije gasnom hromatografijom — masenom spektrometrijom
ostvarena je granica detekcije od 5 mg/kg (Hwang et al., 2003). Direktnim odredivanjem se
znacajno skracuje vreme analize i izbegavaju greske koje mogu da poti¢u od reakcije sinteze

derivata.

2.2.3.8 Tecna hromatogradfija pod visokim pritiskom

Za odredivanje histamina u hrani se ve¢ dugi niz godina u praksi u najve¢oj meri
primenjuje te¢na hromatografija pod visokim pritiskom (HPLC — High-performance liquid
chromatography) zbog visoke rezolucije, velike osetljivosti, dobre selektivnosti i relativno
jednostavne pripreme uzoraka za analizu. Ova tehnika se uglavnhom primenjuje za
odredivanje svih biogenih amina u hrani (Onal, 2007). Najé¢e¢e se izvodi hromatografija na
obrnutim fazama (Marcobal et al., 2005; Innocente et al.,, 2007). Direktno odredivanje
histamina HPLC-om je moguce uz primenu UV detektora i merenjem apsorbancije na 214 nm
ili na 220 nm (Cinquina et al., 2004; Oguri et al., 2007). Ipak, direktno odredivanje se u praksi
jako retko izvodi zbog njegove veoma slabe apsorpcije u UV i vidljivom delu spektra i
odsustva fluorescencije histamina. Zbog toga se u praksi uglavnom izvodi predkolonska ili
postkolonska derivatizacija, kako bi se obezbedila odgovarajuéa osetljivost. Derivatizacija se
najcesce izvodi sa o-ftalaldehidom (OPA — o-phtalaldehyde) i dansil-hloridom (Shakila et al.,
2001). Pored navedenih reagenasa, za derivatizaciju histamina i ostalih biogenih amina rede
se koriste dabsil-hlorid, 4-hloro-3,5-dinitrobenzil-trifluorid (CHBF), 9-fluorenmetil-
hloroformat (Tang et al., 2009), benzoil-hlorid (Tsai et al., 2005), 2-(9-karbazol)etil-
hloroformat (You & Zhang, 2002) i drugi. Prema Regulativi Evropske Unije (Regulation (EC)
2073/2005), HPLC metoda koja ukljucuje razdvajanje dansil-derivata je referentna metoda za

odredivanje histamina u ribi i proizvodima od ribe (EU, 2005). Derivatizacija sa dansil-
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hloridom omogucava UV detekciju i brzo eluiranje iz kolone, uz veoma jednostavan
gradijentni elucioni program primenom vode i acetonitrila ili metanola kao mobilne faze
(Innocente et al., 2007). O-ftalaldehid veoma brzo reaguje sa primarnim aminima u prisistvu
2-merkaptoetanola (ME) uz nastajanje derivata biogenih amina koji intenzivno fluoresciraju
te se mogu detektovati fluorimetrijski. Derivat OPA/ME i histamina moZe elektrohemijski da
se oksiduje pri nizim potencijalima, sto omogucava i elektrohemijsku detekciju (Harsing et
al., 1986; Jensen & Marley, 1995).

Razvoj nove generacije kolona koje mogu da izdrze veoma visoke pritiske (do 1000
bara), kao i razvoj odgovarajuce instrumentacije koja omogucava rad na tako visokim
pritiscima doveli su do razvoja tzv. ultra-efikasne teé¢ne hromatografije (UPLC — Ultra-
performance liquid chromatography). UPLC metoda za odredivanje histamina i ostalih
biogenih amina je veoma brza, vreme analize je krac¢e od 6 minuta, dok je granica detekcije

pri odredivanju histamina 0,56 mg/kg (Dadakova et al., 2009).

2.2.3.9 Hromatografija na izmenjivacima jona

Primena hromatografije na izmenjiva¢ima jona za odredivanje histamina i drugih
biogenih amina je pogodna kada su u pitanju jako kompleksni matriksi uzoraka. Ekstrakcija
se izvodi perhlornom kiselinom i dobijeni ekstrakt se bez dodatnog precis¢avanja direktno
analizira. Za razdvajanje histamina uglavnom se koriste katjonski izmenjivaci jona (Pastore et
al., 2005; Favaro et al., 2007), dok se anjonski izmenjivaci jona primenjuju rede (Casella et
al., 2001). Detekcija se izvodi amperometrijski, a najéeSce se kao indikatorska koristi zlatna
elektroda. Prednost primene amperometrijske detekcije je Sto ne zahteva derivatizaciju

histamina i drugih biogenih amina.

2.2.3.10 Kapilarna elektroforeza

Odredivanje histamina kapilarnom elektroforezom je veoma brzo uz koriséenje
kapilarnih kolona od stopljene silike (Zhang & Sun, 2004). Pravim odabirom pufera moze se
ostvariti dobro razdvajanje i selektivno odredivanje vise biogenih amina.
Spektrofotometrijska, fluorescentna i elektrohemijska detekcija su najviSe zastupljene.
Fluorescentna detekcija zahteva derivatizaciju (Cortacero-Ramirez et al., 2007), dok
elektrohemijska i spektrofotometrijska detekcija omogucavaju direktno odredivanje
histamina (Weng et al., 2001; Rossano et al., 2006).
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2.2.3.11 Elektrohemijske metode

Elektrohemijske metode su jeftine i osetljive, ali se veoma retko primenjuju zbog
relativno visokog potencijala oksidacije histamina na uobicajeno primenjivanim elektrodama
(Sarada et al., 2000). Mala selektivnost elektroanalitickih tehnika u sluc¢aju odredivanja

histamina takode ograni¢ava njihovu primenu.

Staklasti ugljenik (GC — glassy carbon) i bor-dijamant (boron-doped diamond electrode)
elektrode su koris¢enje za ispitivanje elektrohemijskog ponaSanja histamina primenom
voltametrije i protocne tehnike uz injektovanje uzorka (FIA — Flow-injction analysis) sa
amperometrijskom detekcijom, ali bez njegovog odredivanja u realnim uzorcima (Sarada et
al., 2000). Potencijal oksidacije histamina na GC elektrodi je iznosio ~ +1,2 V (vs. ZKE —
zasi¢ena kalomelova elektroda). Pri izlaganju GC elektrode tako pozitivnim potencijalima
dolazi do izdvajanja kiseonika ili do oksidacije samog elektrodnog materijala i pojave
deformisanih voltamograma usled velike struje Suma. Bor-dijamant elektrode su pokazale
bolje osobine u smislu da je signal histamina bio odvojen od struje Suma. Histamin se na bor-
dijamant elektrodi oksidovao pri vrednostima potencijala od ~ 1,4 V (vs. ZKE), dok je porast

struje Suma zabeleZen tek na potencijalu od ~ 1,6 V (vs. ZKE).

Zbog male selektivnosti pri analizi realnih uzoraka, elektroanaliticke tehnike se
uglavnom koriste za detekciju nakon primene neke od metoda razdvajanja kao $to su
hromatografske tehnike i kapilarna elektroforeza. NajceS¢e primenjivane elektroanaliticke
tehnike su pulsna amperometrijska detekcija (PAD) (Hoekstra & Johnson,1998), integralna
pulsna amperometrijska detekcija (IPAD) (Draisci et al., 1998; Pastore et al., 2005; Favaro et
al., 2007) i integralna voltametrijska detekcija (IVD) (Hoekstra & Johnson,1998). Kao radna
elektroda kod ovih tehnika se najc¢esce koristila ¢vrsta zlatna elektroda (Draisci et al., 1998;
Hoekstra & Johnson,1998; Favaro et al., 2007). Za odredivanje histamina u ribi primenom FIA
i HPLC sa PAD, koris¢ena je GC elektroda na kojoj je elektrohemijski deponovano zlato
(Carralero et al., 2005). Za detekciju je bila neophodna bazna sredina jer se u njoj formira
AuO koji ima ulogu katalizatora i omogucava elektrohemijsku oksidaciju biogenih amina. PAD
se nije pokazala kao najbolja tehnika zbog velike struje Suma usled formiranja AuO na
povrsini elektrode. Primenom integralnih tehnika moze se ukloniti struja Suma, $to dovodi
do povedanja osetljivosti u odnosu na PAD. Pored zlatne elektrode, kataliticki efekat je
pokazala i GC modifikovana elektroda sa bakar-oksid/hidroksid filmom pri elektrooksidaciji
histamina, Sto je bilo iskoriS¢eno za njegovo odredivanje u ribi i vinu nakon hromatografskog

razdvajanja (Casella et al., 2001).
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Membranske jon-selektivne elektrode razvijene za odredivanje histamina takode nisu
pokazale dovoljnu selektivnost pri odredivanju histamina u prisustvu drugih biogenih amina
(Katsu & Hirodo, 1999; Amorim, et al., 2010).

2.2.3.12 Biosenzori

Biosenzori predstavljaju kombinaciju elektrohemijskih i enzimskih metoda za veoma
brzo, jednostavno i relativno jeftino odredivanje histamina. Medutim, oni nisu komercijalno
dostupni pa se ne koriste Cesto za rutinske analize. Stabilnost imobilizovanih enzima je
takode ogranicavaju¢i faktor primene biosenzora. Princip biosenzora za odredivanje
histamina se uglavnhom zasniva na elektrohemijskom pracenju smanjenja koncentracije
kiseonika ili povecanja koncentracije vodonik-peroksida usled enzimske reakcije.
Elektrohemijska oksidacija imidazol-acetaldehida koji nastaje iz histamina u enzimskoj
reakciji takode omogucava indirektno elektrohemijsko odredivanje histamina (Keow et al.,
2007).

Biosenzori koji su razvijeni za odredivanje histamina obuhvataju senzore sa amino-
oksidazama (Tombelli & Mascini, 1998; Wimmerova & Macholadn, 1999; Niculescu et al.,
2000), metilamino-dehidrogenazom (Zeng et al., 2000; Bao et al, 2002), kao i sa
kinohemoprotein amino-dehidrogenazom i citohromom C-550 (Yamamoto et al., 2001).
Niculescu i saradnici (Niculescu et al., 2000) su amino-oksidazu imobilisali na ¢vrstoj grafitnoj
elektrodi na dva nacina, bez i sa medijatorom. Kod prvog tipa biosenzora gde je prenos
elektrona bio direktan, imobilizacija enzima se izvodila tako $to se nakon odgovarajuce
pripreme grafitne elektrode (secenje, poliranje), ona jednostavno uranjala u rastvor enzima
odgovarajuce koncentracije. Priprema drugog tipa biosenzora podrazumevala je upotrebu
Os-bipiridin modifikovanog redoks polimera. Ostvarena granica detekcije je iznosila 0,3
mg/dm3 za prvi tip biosenzora i 0,24 mg/dm3 za drugi tip biosenzora. Zeng i saradnici (Zeng
et al., 2000) su razvili biosenzor na bazi metilamino-dehidrogenaze uz upotrebu
elektroprovodljivog polimera polipirola za imobilizaciju. Film polipirola u kojem je bio
imobilisan enzim je elektrohemijski formiran na zlatnoj minielektrodi u prisustvu fericijanida.
Prednosti ovog senzora su Sto ne zahteva prisustvo dodatnih kofaktora i $to nije osetljiv na
kiseonik. Granica detekcije ostvarena primenom ovog senzora je iznosila 2,77 mg/dm’.
Primenom biosenzora sa kinohemoprotein amino-dehidrogenazom (QH-AmDH) i
citohromom ¢-550 kao medijatorom, ostvarena granica detekcije je iznosila 0,055 mg/dm?>
(Yamamoto et al., 2001). Wimmerova i Macholan (Wimmerova & Macholdn, 1999) su razvili
osetljiv biosenzor na bazi elektrode od paste ugljenika uz primenu medijatora i amino-
oksidaze dobijene iz graska. Elektroda od paste ugljenika je pokazala niz prednosti kada je u

pitanju proizvodnja biosenzora. Pri pripremi biosenzora na bazi ugljeni¢ne paste, sve
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komponente kao $to su enzim, medijator, koenzimi i drugi dodaci se umesaju u pastu
ugljenika bilo pojedinacno ili kao prethodno imobilisani na odgovaraju¢i nosac Cime se

izbegavaju klasi¢ni veoma zahtevni postupci imobilizacije enzima.

Ostali biosenzori za odredivanje histamina koji su opisani u literaturi rade na slicnom ili
Cak istom principu. Razlike se ogledaju u izvoru primenjenih enzima ili koris¢enju razliCitih

medijatora i provodljivih polimera koji se koriste za njihovu izradu.

Enzimi koji se koriste pri konstruisanju biosenzora za histamin mogu da izvode
konverziju i ostalih biogenih amina, pa je selektivnost ovih senzora diskutabilna. U sluéaju
diamino-oksidaze, osetljivost prema drugim biogenim aminima je mnogo manja nego prema
histaminu. S obzirom da su u ribi i morskim plodovima ostali biogeni amini prisutni u mnogo
nizim koncentracijama u odnosu na histamin, njihov uticaj se u ovim sluc¢ajevima prakti¢no
moze zanemariti (Keow et al., 2007). U svim ostalim sluajevima se mora voditi racuna o
interferencijama i adekvatnoj pripremi uzoraka za analizu. Biosenzori se takode mogu
koristiti za detekciju vise biogenih amina, pri ¢emu se selektivhost postize njihovim
prethodnim hromatografskim razdvajanjem (Frébort et al., 2000; Wimmerova & Macholan,
1999; Niculescu et al., 2000).

2.3 Hronopotenciometrija

2.3.1 Istorijat

Pocetkom dvadesetog veka Sand (Sand, 1901) i Karaoglanoff (Thomas & Henze, 2001)
su postavili teorijske osnove hronopotenciometrije koju su nazvali ,voltametrijom pri
konstantnoj struji“. Prvi put je koriste za potvrdu Fikovog zakona difuzije i za odredivanje
koeficijenata difuzije. Gierst i Juliard su u analitici 1953. godine prvi put primenili merenje
potencijala radne elektrode tokom elektrolize pri konstantnoj struji (Gierst & Juliard, 1953).
Pre toga je hronopotenciometrija koris¢ena za fundamentalna ispitivanja u elektrohemiji.
Naziv pod kojim je danas poznata uveli su Reilley i saradnici (Reilley, Everet & Johns,1955).
Radom Delahay-a i Mamantov-a (Delahay & Mamantov, 1955) zapocinje prakti¢na primena

hronopotenciometrije.

26



Doktorska disertacija Zorica Stojanovi¢

2.3.2 Teorijske osnove hronopotenciometrije

Hronopotenciometrija je elektroanaliticka tehnika koja podrazumeva pracenje
potencijala radne elektrode tokom elektrolize rastvora pri konstantnoj struji. Ispitivani
rastvor se ne mesa, tako da se kretanje elektroaktivnih vrsti ka povrsini radne elektrode vrsi
isklju¢ivo difuzijom. Transport mase migracijom umanjuje se pomocénim elektrolitom visoke
koncentracije, dok se konvektivni prenos mase umanjuje relativno kratkotrajnom

elekrolizom (Svarc-Gaji¢, 2006).

Ako se u toku elektrolize na elektrodi redukuje supstanca iz rastvora, elektrodna

reakcija se moze prikazati jednacinom:
Ox + ne 2 Red (1)

Kako je proces difuzije sporiji od elektrodne reakcije, koncentracija oksidovanog oblika
supstance (Ox) na povrsini elektrode stalno opada i dolazi do sve vece razlike u koncentraciji
elektroaktivne vrste u okolini radne elektrode i u rastvoru. Posledica ovoga je da potencijal
elektrode zauzima sve negativnije vrednosti kako bi se elektroliza pri konstantnoj struji i
dalje odvijala (Jovanovi¢, 1978). Promena potencijala elektrode, sve dok je koncentracija
oksidovanog oblika supstance na njenoj povrsini razlicita od nule, moZze se definisati

Nernstovim izrazom (Galus, 1994):

E = EO + 8T Lox(0D 2)
nF CRed(O:t)

gde su:
E — potencijal elektrode u stanju ravnoteze (V),
E? — standardni redoks potencijal (V),
R — univerzalna gasna konstanta (J/mol-K),
n — broj elektrona koji se razmeni u elektrodnoj reakciji,
F — Faradejeva konstanta (C/mol),

Cox(0,t) — koncentracija oksidovanog oblika supstance na povrsini elektrode u

vremenu t (moI/dm3), i
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Crea(0,t) — koncentracija redukovanog oblika supstance na povrsini elektrode u

vremenu t (mol/dm?).

U momentu maksimalne koncentracione polarizacije, odnosno kada se na povrsini
radne elektrode redukuje i poslednja kolicina elektroaktivne supstance, dolazi do skoka
potencijala radne elektrode. Vreme koje je potrebno da u uslovima elektrolize pri
konstantnoj struji koncentracija elektroaktivne vrste na povrsini radne elektrode padne na
nulu, zove se vreme prelaza ili tranziciono vreme. U sustini, tranziciono vreme je vreme do

nagle promene potencijala (Jovanovi¢, 1978).

Kod hronopotenciometrijskih odredivanja dobijeni analiti¢ki signal ima koordinate
“potencijal radne elektrode — vreme”, i koristi se za kvalitativno i kvantitativno karakterisanje
ispitivanog sistema (Slika 6). Vrednost tranzicionog vremena (t) je kvantitativna, a potencijal
koji donekle odgovara standardnom potencijalu (E,4) kvalitativna karakteristika ispitivane

elektroaktivne vrste.

A
E(mV)

E

/4

Tranziciono vreme (1)

t(s)
Slika 6. Hronopotenciogram.

S obzirom da se u hronopotenciometriji elektroliza odvija pri konstantnoj struji, fluks
supstance koja se redukuje na povrsini elektrode je takode konstantan i moZe se predstaviti

sledec¢im izrazom (Galus, 1994):

6C0x(x,t)

d(t) = DOx( o )x—O = @ = const. (4)
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Ako se posmatra proces na povrsini elektrode na nultom rastojanju od elektrode (x =
0), iz ovog izraza se matematickim transformacijama pri grani¢nim uslovima moZe dobiti

zavisnost koncentracije supstance na povrsini elektrode od vremena (Galus, 1994):

1/2
Cox(0,) = €3, — 22 (72) (5)

s
gde su:
Cox(0,t) — koncentracija odredivane supstance na elektrodi u vremenu t,
C3, — poketna koncentracija odredivane supstance,

i

NFAD oy
n — broj elektrona koji reaguju po jedinici elektroaktivne vrste,
A — povrsina elektrode,
[ — struja elektrolize, i
D, — koeficijent difuzije odredivane supstance.

U hronopotenciometriji se u cilju kvantitativhog odredivanja meri tranziciono vreme,
odnosno vreme elektrolize nakon kojeg koncentracija elektroaktivne vrste na povrsini
elektrode padne na nulu. Matematicki se to moZze opisati uslovom da je Co(0,t) = 0. Uz uslov

Cox(0,T) =0 izraz 5 se moze napisati na sledeci nacin :

1/2

Doyt

€S —22(225) " =0 (6)
Iz jednacine 6 sledi da je tranziciono vreme:

1/21/2
12 _T /2D, nFA

2i ng (7)

T
Jednacdina 7 je osnovna jednacina hronopotenciometrijske analize, i vazi iskljucivo za
uslove difuzionog prenosa mase elektroaktivne vrste do povrSine radne elektrode. Ova

jednacina se Cesto povezuje sa imenom Sand-a (Sand, 1901), posto je on prvi put izveo.

Iz jednacine 7 sledi da je proizvod 172 ne zavisi od gustine struje u slucaju konstantne

povrsine elektrode i konstantne koncentracije depolarizatora (Galus, 1994). Konstantnost

1/2

proizvoda I-T° vazi samo u sluéaju kada vreme trajanja elektrolize ne prelazi nekoliko
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desetina sekundi i kada se elektrodni proces odvija u uslovima linearne difuzije. Pri duzem

1/2

trajanju elektrolize proizvod I-t”“ se uveéava zbog konvenkcije izazvane gradijentom gustine

koji nastaje usled elektrodne reakcije (Galus, 1994).

Kada sun, F, A, Do, i i konstantne veli¢ine tranziciono vreme je jednako:

/2 =K. C), (8)
Odnosno
T=K'"Cy )

gde su K i K’ koeficijenti proporcionalnosti.

Iz izraza 7 i 9 se vidi da vrednost analitickog signala raste sa kvadratom koncentracije.
Nelinearnost analitickog signala od koncentracije u velikoj meri otezava prakti¢nu primenu

hronopotenciometrije, narocito pri kvantitativnom odredivanju.

Primenjujuéi Nernstov izraz moze se izvesti funkcionalna zavisnost izmedu potencijala

radne elektrode (E) i vremena elektrolize (t) (Delahay & Mamantov, 1955):

RT , T1/2—¢1/2
E=ET/4+n—FlnT (10)
gde je:

_ RT , (Dpea\Y/?
E.L-/4_ = EO + Eln (D_Oex) (112)

E, —standardni normalni redoks potencijal ispitivanog sistema.

Osnovna kvalitativna karakteristika ispitivanog sistema u hronopotenciometriji je
potencijal £, koji se uspostavlja se u trenutku t = t/4. U razblazenim rastvorima i u slucaju
procesa sa reversnim prenosom naelektrisanja vrednost potencijala E,; odgovara
polarografskom polutalasnom potencijalu. Izraz (10) je izveden za uslove katodne
polarizacije radne elektrode, odnosno ako se na radnoj elektrodi deSava redukcija ispitivane
elektroaktivne vrste. U slu¢aju anodne polarizacije radne elektrode (oksidacija), izraz za
potencijal se moZe prikazati jednacinom 12 (sliéno kao izraz 10, ali je znak ispred drugog

¢lana minus):

RT , tY/2-¢1/2
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Za elektrodne procese u kojima je prenos naelektrisanja nereverzibilan, Delahay i

Berzins (Delahay & Berzins, 1953) su izveli slede¢u jednacinu:

0,0 1/2
E=—Lpptaic X ln[l—(f) ] (13)
anF i anF T

gde su:

a — koeficijent prenosa naelektrisanja,

i — struja elektrolize (A),

K° — konstanta brzine reakcije za nereverzibilni proces (cm/s), i
C° — koncentracija analita.

U hronopotenciometrijskim odredivanjima tranziciona vremena moraju biti relativno
kratka, s obzirom da su teorijske osnove bazirane na Cinjenici da nema konvektivnog prenosa
mase. Pri odredivanju se mora voditi racuna da ne dode do mesSanja rastvora jer se time i
tranziciono vreme produzava. MeSanje rastvora moze imati uticaja i na E, 4, a uticaj je

izraZeniji ako je tranziciono vreme duze.

Hronopotenciometrija se uglavnom koristi za kvantitativho odredivanje metala.
Medutim, pored redukcije metalnih jona, na povrsini radne elektrode se mogu desavati
reakcije oksidacije ili redukcije drugih elektroaktivnih supstanci. Neke organske supstance se
mogu oksidovati ili redukovati na radnoj elektrodi, tako da se hronopotenciometrija moze
primeniti ne samo za odredivanje metala, nego i za analizu velikog broja organskih supstanci
koje direktno ili indirektno u&estvuju u elektrodnim reakcijama (Svarc-Gaji¢ et al., 2008;
Stojanovié, 2007; Novakov, 2010; Savi¢, 2010).

2.3.3 Elektrodni procesi sa uces¢em vise elektroaktivnih vrsti

Sve prethodne prikazane relacije se odnose na slucaj kada je u ispitivanom rastvoru
prisutna samo jedna supstanca koja ucestvuje u elektrodnoj reakciji. Definisanje
hronopotenciometrijskog procesa je znatno sloZenije u prisustvu dve ili viSe elektroaktivnih
vrsti. Berzins i Delahay (Berzins & Delahay, 1953) su izveli jednacinu tranzicionog vremena za

slu¢aj dva depolarizatora:

nt/2n, FD,/?

A
(1 +1)V2 -1, M2 = Y C, (14)
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gde su 11 i T, tranziciona vremena prvog i drugog depolarizatora.

Zavisnost prvog tranzicionog vremena T; od koncentracije analita data je Sand-ovom
jednacinom (7) a analogno njoj u slucaju dva depolarizatora (t1+ T,) vazi sledeca jednacina
(15):

TTF2A%

(Tl + TZ) = 4i2

2
(n.D,Y2Cy + n,D,MC) (15)

Na osnovu jednacine (15) sledi relacija:

F?A?
T, =2 (2nyn5 (D1 D;)Y2C,C, + 132D, C,7) (16)

42

Dalje na osnovu jednacine 7 i 16 uz uslov da je C;=C; i D;=D, vazZe relacije:

TF2A? 2
T = DC (17)
F24?
T, = ”4i2 DC?*(2nyn, + n,?) (18)

Deljem jednacine 18 i 17 dobija se sledeéa zavisnost (Delahay & Mamatov, 1955):

:—j = 2:-? + (Z—j)z (19)

Ako oba depolarizatora u elektrodnim reakcijama razmene isti broj elektrona (n;=n5), iz
jednacine 19 dobija se da je 1,=31;, ¢ime se dokazuje da se tranziciono vreme druge reakcije
produZava, i da zavisi od koncentracije supstance koja se prva depolarizuje. Usled ovog
fenomena moguce je povecati relativhu osetljivost dodatkom supstance ¢ija ¢e se reakcija
odvijati pre reakcije analita, jer ¢e to uzrokovati povecanje analitickog signala odredivane

supstance.

U slucaju prisustva vise elektroaktivnih vrsta vazi opsta relacija (Relley, Everet & Johns,
1955):

1/2 1/2
(4T + )2 = (1 + 1y )2 =" "NFZ” ACN (20)

gde je N broj prisutnih elektroaktivnih vrsti.
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2.3.4 Instrumentacija za hronopotenciometriju

Sve do pojave integrisanih kola, odnosno operacionih pojacavaca koji su omogucili
izgradnju veoma stabilnih izvora konstantne struje, instrumentacija za hronopotenciometriju
bila je tehnicki veoma slozena. Pored toga, kako je u ovoj tehnici od bitne vaznosti merenje
vremena (koje moZe da iznosi samo nekoliko delova sekunde) sa promenom potencijala, u
pocetku je manuelno ukljucivanje i iskljucivanje hronometra bilo jedno od glavnih izvora
greSaka. Sa razvojem mikroprocesora i kompjutera, ovaj problem je gotovo u potpunosti
prevaziden. Ako je proces koji se deSava na povrsini elektrode reverzibilan,
hronopotenciometrijska kriva nije deformisana kapacitetnim efektima i efektima promene
stanja povrsine radne elektrode za vreme procesa, tako da je odredivanje tranzicionog

vremena veoma jednostavno.

U hronopotenciometriji se koriste elektrohemijske celije sa tri elektrode. Potencijal
radne elektrode meri se u odnosu na referentnu, a struja tece izmedu radne i pomoéne
elektrode. Na ovaj nacin se sprecava polarizacija referentne elektrode. Najc¢esce koris¢ene
referentne elektrode su kalomelova i srebro-srebrohloridna, a kao pomocna elektroda
gotovo iskljucivo se koristi platinska. Kao radne elektrode u hronopotenciometriji se koriste
Jivine i ¢vrste radne elektrode. Cvrste elektrode se izraduju od plemenitih metala (Pt, Au) ili
razli¢itih modifikacija ugljenika. Cvrsta elektroda od staklastog ugljenika se najéesée koristi

kao radna elektroda (Svarc-Gajié¢ et al., 2008), ali i kao inertni nosa¢ tankoslojnih elektroda.

2.4 Kombinovani elektrohemijski procesi

Mnoge elektroanaliticke metode, pogotovo difuzione metode, pored elektrodnih
reakcija veoma Cesto ukljuCuju i hemijske reakcije. U hemijskim reakcijama mogu ucestvovati
reaktanti ili produkti elektrodnih reakcija, a u elektrodnim reakcijama, mogu ucestvovati
reaktanti ili produkti hemijskih reakcija. Ovi kombinovani procesi se oznacavaju terminom
ykineticki procesi” (Marjanovié, 1979). Za definisanje kineti¢kih procesa i razjasnjavanje
mehanizma kinetickih procesa najcescée se koriste difuzione elektroanaliticke metode kao sto
su polarografija, hronopotenciometrija, ciklicna hronopotenciometrija i ciklicna voltametrija.
Pri analitickim odredivanjima, kineticki procesi i mehanizmi elektrodnih reakcija su veoma

bitni jer u osnovi oni predstavljaju mehanizme generisanja signala.

33



Doktorska disertacija Zorica Stojanovi¢

Uobic¢ajeno je da se mehanizmi elektrodnih procesa, odnosno razlicite mogude
reakcione Seme oznacavaju kombinacijom skra¢enica E i C koje ukazuju na prirodu
posmatranog procesa (Wang, 2000; Bard & Faulkner, 2001). Simbol E oznacava elektrodnu
reakciju, dok simbol C predstavlja hemijsku reakciju u homogenom sistemu. Jednostavne
elektrodne reakcije izmene naelektrisanja se odvijaju E mehanizmom, i mogu se opisati

opStom reakcionom Semom datom jednacinom (1).

Ukoliko se na povrsini elektrode i u njenoj neposrednoj blizini odigrava vise elektrodnih
i hemijskih reakcija, reakcioni mehanizmi uklju€uju i opis hemijskih procesa. Opsti

elektrohemijski reakcioni mehanizmi koji ukljucuju i hemijske reakcije su prikazani u Tabeli 3.
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Tabela 3. Kombinovani elektrohemijski mehanizmi (Wang, 2000; Bard & Faulkner, 2001).

Oznaka Elektrohemijski mehanizam Opis
Proizvod prve elektrodne reakcije moZe da
A+e-=B E? uCestvuje u drugoj elektrodnoj reakciji, pri
EE ¢emu se drugi prenos elektrona odvija pri
B+e-=C E; pozitivnijim ili negativnijim potencijalima u
odnosu na prvi korak.
ErCr ErCi
a) a)
EC Ox+ne-=Red Ox+ne-=Red Reversan prenos naelektrisanja i povratna
Red =Y Red - Y hemijska reakcija nakon (ErCr) ili reversan
(ErCr ili EXCi) preno_:s naelektrlsama i nepovratna hemijska
b) b) reakcija nakon (ErCi).
Ox+ne-=Red Ox+ne-=Red
Red+X=2Y Red+X—>Y
Specificna grupa EC procesa koji se nazivaju
Ox+ne =Red kataliticki  procesi i uklju€uju reakciju
EC’ redukovanog oblika Red sa vrstom Z koja nije
Red+Z - Ox+Y elektroaktivna, pri ¢emu se regenerise polazni
oblik Ox.
CrEr CrEi
a) a)
CE Y = Red Y = Red Povratna hemijska reakcija pre reversnog
Red 20x+ne Red > Ox+ne  prenosa naelektrisanja (CrEr) ili povratna
(CrEr ili CrEi) hemuska? re%akcua. pre ireversnog prenosa
b) b) naelektrisanja (CrEi).
X+Y = Red X+Y = Red
Red=0x+ne Red > Ox+ne
Red, = Ox, +ny e Nakon prve elektrodne reakcije se odigrava
hemijska reakcija u kojoj se generiSe nova
ECE R .
c 0%, = Red, elektroaktivna vrsta koja podleze
Red, = Ox, + n, & transformaciji u drugoj elektrodnoj reakciji.
X = 0x
Nakon prve hemijske reakcije se odigrava
CEC Ox+ne =Red elektrodna reakcija, koju prati druga hemijska
reakcija.
Red =Y
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Iz tabele 3 se moZe videti da elektrodni mehanizmi obuhvataju veoma veliki broj
kombinacija elektrodnih i hemijskim reakcija. EE, CE i EC procesi su najjednostavniji procesi.
Kod EE procesa produkt prve elektrodne reakcije podleze daljoj transformaciji u drugoj
elektrodnoj reakciji. U okviru EE procesa, od posebnog znacaja su oni procesi u kojima se
drugi prenos elektrona (druga elektrodna reakcija) odvija termodinamicki lakSe nego prvi.
Uopsteno, molekuli ili atomi razmenom elektrona prelaze u vrste koje se dalje mnogo teze
elektrohemijski transformiSu. Naime, oblik supstance X je mnogo teZe redukovati od oblika
X. Takode u slu¢aju oksidacije, oblik X" je mnogo teZe oksidovati od oblika X. Medutim, ako je
prvi elektronski prenos pracen znacajnim strukturnim promenama ili velikom promenom u
rastvorljivosti, moze doéi do promene standardnog potencijala elektrodnih reakcija i lakSeg
odvijanja druge elektrodne reakcije (Bard & Faulkner, 2001). U slucaju EC procesa, produkt
elektrodne reakcije reaguje dalje u hemijskoj reakciji pri ¢emu nastaje vrsta koja nije
elektrodno aktivna pri potencijalima pri kojima se odvija prva elektrodna reakcija. Poseban
EC' mehanizam je kataliticka regeneracija prvobitnog oblika elektroaktivne vrste u toku
hemijskog koraka. Ukoliko je vrsta Z (Tabela 3) prisutna u velikom visku u odnosu na vrstu
Ox, onda je hemijska reakcija u drugom stupnju preudo-prvog reda. U tipovima reakcija CE,

elektroaktivna vrsta se generise u hemijskoj reakciji koja predhodi elektrodnoj reakciji.

SloZeniji kineticki procesi obuhvataju procese u kojima se sukesivho deSavaju
elektrodna, hemijska i, na kraju, ponovo elektrodna reakcija (ECE mehanizam) ili obrnuto

(CEC mehanizam).

2.4.1 Kataliticki procesi

Kataliti¢ki kineticki procesi su od velikog prakticnog znacaja u elektroanalitici. Ovi
procesi se mogu izu€avati u vise grupa i naj¢es¢e obuhvataju procese koji se desavaju po CEC
ili ECE mehanizmu, s tim da elektrodne reakcije kod drugog tipa mogu biti identicne ili

razlicite.

U najjednostavnijem sluéaju, ako se posmatra ECE proces, s tim da su obe elektrodne

reakcije identi¢ne (EC' proces), kataliticki proces se moze prikazati kao na slici 7.
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Elektrodal Rad-ne = Ox E
Ox+Z +—=Red+Y C
Red - n e = Ox E
N\
\
N
\ -
\ n e;_\
\
- Ox Red
Z ¥

Slika 7. Reakcioni mehanizam katalitickog ECE procesa.

U ovom slucaju, produkt elektrodne reakcije oksiduje elektro-neaktivan molekul Z, uz
regenerisanje reaktanta elektrodne reakcije. Proces se opisuje na ovaj nacin ako supstanca Z
ne moze samostalno da reaguje sa radnom elektrodom i tada redoks par Red/Ox sluZi kao
prenosilac elektrona sa elektrode na redoks par Z/Y. Usled hemijske reakcije u drugom
stupnju koja se odigrava u neposrednoj blizini povrsine elektrode stvara se povecdana
koncentracija supstance Red, koja, ponovnhom reakcijom sa elektrodom i pri istom
potencijalu radne elektrode, uzrokuje povecanje analiticCkog signala u odnosu na signal u
odsustvu substrata. UopsSteno receno, pri istim eksperimentalnim uslovima bez obzira koja
difuziona elektroanaliticka tehnika se koristi, krajnji efekat ovih procesa se ogleda u
povecanju kvantitativnih karakteristika. Pored ove prednosti, ECE procesi pruzaju mogucénost
odredivanja i vrsti koje nisu elektroaktivne. Naime, primenom elektroaktivnog Red/Ox
sistema moze se posredno odredivati i Z vrsta koja moze ali i ne mora biti elektroaktivna. U
praksi se takode ECE reakcioni mehanizmi primenjuju kada Z vrsta elektrohemijski reaguje
pri nepovoljnim uslovima potencijala. Tada je moguce Z vrstu posredno oksidovati pri mnogo
umerenijim potencijalima, izbegavaju¢i mnoge prakticne probleme vezane za primenu
izuzetno pozitivnih potencijala (gradenje kiselih kompleksa, oksidacija elektrodnog
materijala). | u ovom slucaju, pored sniZavanja potencijala vrste Z jako Cesto je pridruZen i

efekat povedéanja osetljivosti odredivanja.

U elektroanalitickoj praksi kataliticki ECE procesi se oznacavaju kao posredovane
reakcije (,mediated reactions”) dok se u elektrohemijskoj tehnologiji mnogo ce$c¢e nazivaju
indirektne elektrodne reakcije (Pletcher, 2009).
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Kod druge grupe katalitickih procesa koji se deSavaju po CEC mehanizmu, supstrat XY
je elektroaktivan, dok je kataliticka supstanca B elektrodno neaktivna. U ovom slucaju u
elektrodnoj reakeciji u¢estvuje reakcioni kompleks (BX'), koji se stvara u prethodnoj hemijskoj
reakciji iz katalitickog agensa (B) i supstrata (XY). Elektrodnom reakcijom nastalog
reakcionog kompleksa (BX') nastaje produkt (BX), koji u sledeéoj hemijskoj reakciji ponovo

oslobada kataliticki agens B, a zatim se ciklus ponavlja.

Kataliticki proces u kome kao krajnji produkt nastaje oksidovani oblik supstrata, moze

se prikazati reakcionom Semom kao na slici 8.

Elektroda

AN

B+XY=BX+Y BX=B+X
C E C

Slika 8. Reakcioni mehanizam katalitickog CEC procesa.

Krajnja faza katalitickog CEC procesa je oksidacija supstrata X (X - e — X) (Slika 8) koja
je moguca i bez prisustva katalitickog agensa B, medutim njegova primena znatno sniZava

potencijal elektrodnih procesa.

lako postoje znacajne razlike, kod oba kataliticka procesa, ECE i CEC, sistemi Red/Ox i B

imaju uloge sli¢ne katalizatorima u katalizovanim procesima.

Iz svega navedenog se mozZe zakljuCiti da su u elektroanalitickim odredivanjima
kataliticki elektrodni procesi veoma bitni, s jedne strane Sto omogucavaju elektrohemijsko
odredivanje supstanci koje nisu elektrohemijski aktivne i s druge strane S$to, u slucaju
elektroaktivnih supstanci omogucavaju odredivanje uz mnogo vecu osetljivost i pri znatno

nizim vrednostima potencijala radne elektrode.
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3 EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1 Instrumentacija

Sva elektrohemijska ispitivanja u ovom radu su izvedena uz primenu sistema za
elektrohemijsku analizu domace konstrukcije i proizvodnje (Tehnoloski fakultet, Novi Sad i
"Elektrouniverzal", Leskovac). Sistem za automatsku elektrohemijsku analizu sastoji se iz tri

dela: osnovni deo, procesni deo i Stampac (Slika 9).

L carn )
A
f;: W : F m
N T . =osssuss P :

Slika 9. Sistem za elektrohemijsku analizu.

Osnovni deo cini elektrohemijski uredaj M1, visokoautomatizovani instrument sa
mikroprocesorskim vodenjem celog procesa, koji je izraden na bazi analognih i digitalnih
integrisanih kola. Analizator pruza mogucnost za potenciometrijsku i
hronopotenciometrijsku striping analizu, hronopotenciometriju, kao i za elektrolizu pri
konstantnom potencijalu ili pri konstantnoj struji. Vrednosti potencijala koji se mogu
saopstiti su u opsegu od -2 V do +2 V, a konstantne struje od -50 WA do +50 pA. Tacnost
zadavanja potencijala i struje definisana je greSkom od AE < +2 mV, odnosno Ai < £0,2 pA.
Uredaj ima program za automatsko odredivanje kvalitativnih i kvantitativnih veli¢ina uz
raCunanje sadrZaja analita. Kvalitativna karakteristika analita je srednja vrednost potencijala
platoa potenciograma ili hronopotenciograma. Rezolucija merenja potencijala iznosi AE < £2
mV. Kvantitativna karakteristika analita odreduje se merenjem vremena izmedu dve
prevojne tacke signala odziva, uz tacnost definisanu greskom At = 50 ms. Postoji mogucénost
automatske kalibracije vrednosti struja i potencijala, kao i ,memorisanja“ rezultata poslednje
analize. Pored navedenog, analizator upozorava analitiCara u slucaju pogresnog
saopStavanja parametara analize i eventualnih neregularnosti tokom elektrohemijskog
procesa. Nakon svake uradene analize, analizator daje informacije o njenoj ispravnosti,

odnosno o vrsti i stepenu smetnje.
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Procesni deo ¢ini mehanicka mesalica sa teflonskim mesacem i elektromagnetnim
ventilom, procesna posuda, i elektrodni sistem koji obuhvata radnu, referentnu i pomoénu
elektrodu. Mehani¢ka mesalica sa teflonskim mesSa¢em omogucava reproduktivno mesanje
rastvora. Elektromagnetni ventil koji je u sklopu sa analizatorom pruza mogucénost uvodenja
inertnog gasa (za deaeraciju) u elektrohemijsku celiju. Rad mehanicke mesalice kao i
elektromagnetnog ventila u potpunosti je kontrolisan osnovnim delom sistema. Korisnik sa
sistemom za elektrohemijsku analizu komunicira preko ekrana sa svetle¢im diodama i preko

Stampaca (Epson LX-850).

Kao radne elektrode koris¢ene su tankoslojna zZivina elektroda, tankoslojna niklova
elektroda i ¢vrsta zlatna planarna disk elektroda. Kao nosac tankog sloja Zive i nikla koris¢ena
je planarna disk elektroda od staklastog ugljenika ("Sigradur" G, d = 3 mm) (GCE — Glassy
carbon electrode) napravljena utiskivanjem cilindra od staklastog ugljenika pri povisenim
temperaturama u teflonski nosa¢ spoljasnjeg pre¢nika D = 8 mm. Cvrsta zlatna planarna disk
elektroda napravljena je na isti nacin, utiskivanjem cilindra od zlata (d = 3 mm). PovrSine

diskova (aktivne povrsine elektroda) iznosile su 7,07 mm?Z.

U svim ispitivanjima je koris¢ena referentna Ag/AgCl (3,5 mol/dm?, KCl) elektroda i sve
vrednosti potencijala u ovom radu su date u odnosu na ovu referentnu elektrodu. Platinska

Zzica (@ 0,7 mm, | = 7 mm) ugradena u stakleni nosac je koris¢ena kao pomocna elektroda.

Za izvodenje eksperimenata pri kontrolisanim temperaturama koris¢en je termostat
Ultra-Kryostat MK 70, MLW Nemacka. Sema aparature za hronopotenciometrijsko merenje
pri konstantnoj temperaturi je prikazana na slici 10. Na slici 10 se moZe videti i

elektrohemijska ¢elija sa elektrodnim sistemom.

Za mikrotalasnu ekstrakciju koriséena je modifikovana mikrotalasna peénica za
domacdinstvo (LG 800 W). Sema aparature je data na slici 11. Kako bi se omogucilo
povezivanje ekstrakcione posude koja se nalazi unutar mikrotalasne peénice sa Allihn-ovim
hladnjakom koji ne sme biti u zoni dejstva mikrotalasa, na gornjem delu mikrotalasne
pecnice napravljen je otvor precnika 30 mm. Kroz otvor je provucen donji deo Allihn-ovog
hladnjaka, koji se povezuje sa ekstrakcionom posudom. Umesto rotirajuéeg postolja, u
mikrotalasnu pecnicu je postavljena Petri plo¢a (D = 190 mm, H = 45 mm), a kao pomoc¢ni

drzac ekstrakcione posude koriséeno je kuciste od stiropora.
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Slika 10. Sema aparature za hronopotencimetrijsko merenje pri konstantnoj temperaturi.

Allihn-ov
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Magnetron

Kontrola snage
magnetrona

Slika 11. Sema aparature za mikrotalasnu ekstrakciju u otvorenom sistemu.
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Pored navedenog, u radu su koris¢eni ultrazvu¢no kupatilo sa radnom frekvencijom od
30 kHz i snagom od 500 W (Iskra, Sentjernej, Slovenija), rotacioni vakuum uparivaé
(Rotavapor-R, Biichi, Switzerland), opti¢ki mikroskop (Leica, Wetzlar, Nemacka), foto-aparat
(Canon S50), bidestilator (MonoDest 3000, Brand, Nemacka), ultraturax homogenizer (Janke-
Kunkel, Nemacka), kuhinjski mlin (MKM 6000, Bosch, Minhen, Nemacka), susnica, analiti¢ka i
tehnicka vaga (Metller).

3.2 Pribor i posude

U svim odredivanjima koris¢eno je uobicajeno laboratorijsko posude i pribor
(propipete, pipete, mikropipete, normalni sudovi i dr.). Za elektrohemijska merenja su
koris¢ene klasi¢ne procesne posude u vidu ¢ase od stakla sa konusnim reakcionim delom
zapremine oko 50 cm? (Slika 12a). Pri izvodenju eksperimenata pri kontrolisanoj temperaturi
koris¢ene su procesne posude od kvarcnog stakla sa dvostrukim zidom, istog oblika i

zapremine radnog dela posude kao i klasi¢ne procesne posude (Slika 12b).

Slika 12. Procesne posude za elektrohemijska merenja: a) klasicna procesna posuda; b)

procesna posuda sa dvostrukim zidom.

Posude je prano deterdZentom i ispirano ¢esmenskom vodom, razblaZzenom azotnom

kiselinom (HNO3: H,0 =1:1, v/v), destilovanom i bidestilovanom vodom.
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3.3 Hemikalije i rastvori

U eksperimentalnom radu je koris¢en standard histamin-dihidrohlorid, proizvodaca
Fluka A.G., Svajcarska. Proizvoda¢ sumporne, perhlorne i azotne kiseline ,suprapure” &istoée
je Merck, Darmstadt, Nemacka. Sve ostale hemikalije koriS¢ene u eksperimentalnom radu
bile su analitickog stepena Cistoce. Koris¢eni izopropanol, etanol, metanol, amonijum-
hidroksid, n-butanol, etil-acetat, aceton, hloroform, sircetna kiselina, trihlor-siréetna kiselina
i Britton-Robinson puferi (pH 9, pH 10 i pH 12) su proizvedeni u ,Zorki“, Sabac, Srbija.
Proizvodac natrijum-citrata x 2 H,O je Laphoma, Skoplje, Makedonija, a ninhidrina i nikl-
sulfata je Kemika, Zagreb, Hrvatska. Standardi aminokiselina, elementarna Ziva i Al,03; (0,05
pum) su proizvedeni u Merck-u. Silikagel G (Kieselgel G) prizvodaca Macherey-Nagel, Diiren,
Nemacka, je koris¢en za tankoslojnu hromatografiju, dok je silikagel (Kieselgel 60)
proizvodaca LGC Promochem, Wesel, Nemacka, koris¢en za kolonsku hromatografiju.
Natrijum-monohidrogen-fosfatni i natrijum-dihidrogen-fosfatni puferi su proizvedeni u
Centrohemu, Stara Pazova, Srbija. Proizvodac neutralnog, anjontropnog i katjontropnog

Al,O3 je M. Woelm Eschwege, Nemacka.

Osnovni standardni rastvor histamina sadrzaja 2 g/dm?® pripremljen je rastvaranjem
odgovaraju¢e mase histamin-dihidrohlorida u bidestilovanoj vodi. Radni rastvori histamina
odredene koncentracije pripremani su razblaZivanjem osnovnog standardnog rastvora
bidestilovanom vodom neposredno pred svaku analizu. Rastvor Hg2+ jona (2 g/dm3) za
formiranje tankoslojne Zivine elektrode pripremljen je rastvaranjem elementarne zive u 3
cm?® azotne kiseline uz zagrevanje i razblaZivanje bidestilovanom vodom. Standardni rastvori
aminokiselina (2 g/dms) su pripremani rastvaranjem u 0,1 mol/dm® HCl. 0,5% rastvor
ninhidrina je pripreman rastvaranjem ninhidrina u smesi rastvaraca aceton : izopropanol = 1

: 1 (v/v). Svi osnovni rastvori su ¢uvani na 4°C u mraku pre izvodenja eksperimenata.

3.4 Formiranje i priprema radnih elektroda

Radi obnavljanja povrSine GCE, elektroda je polirana vodenom suspenzijom Al,O3
precnika Cestica 0,05 um, na pocetku gus¢éom uz postepeno razredivanje suspenzije. Nakon
poliranja elektroda je detaljno ispirana pod mlazom bidestilovane vode, a zatim, radi
uklanjanja necistoca i eventualno zaostalih Cestica Al,O3 tretirana u ultrazvuénom kupatilu u

toku 10 min u rastvoru etanol : bidestilovana voda (1 : 1, v/v). Nakon toga, primenjena je i
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elektrohemijska aktivacija elektrode saopstavanjem konstantne struje od 7 pA u 10 ciklusa u
intervalu od -0,7 V do 0,7 V, u rastvoru 0,005 mol/dm?® H,S0,. U istom rastvoru je testiran i
proveravan kvalitet povrsSine staklastog ugljenika. U slucaju dobrog kvaliteta povrsine
staklastog ugljenika, test je morao biti zavrSen za najvise 5 s. Nakon toga, povrSina GCE je
mehanicki ¢iséena filter-hartijom nakvasenom acetonom, a zatim bidestilovanom vodom.
Testiranje kvaliteta GCE elektrode koja je koriS¢ena za deponovanje Zive je izvodeno na
pocetku svakog radnog dana, a poliranje se izvodilo po potrebi, kada je uolen pad
reproduktivnosti odredivanja i ostrine analitiCkog signala, kao i onda kada rezultati testa
elektrode nisu bili zadovoljavajuéi. GCE elektroda koja je koris¢ena za deponovanje nikla je

polirana pre svakog formiranja filma nikla.

Tankoslojna Zivina elektroda (Slika 13a) je formirana elektrodepozicijom Zive na
povriinu GCE pri konstantnoj struji. Rastvor za depoziciju sadrzao je 2 g/dm> Hg** jona i 50
mm? koncentovane HCl. Deponovanje Zive je izvodeno primenom struje elektrolize od -50
pA, dok je vreme deponovanja iznosilo 240 s. Rastvor za deponovanje je intenzivho mesan
tokom formiranja tankog sloja Zive. Prva analiza na sveze formiranoj Zivinoj elektrodi nije

uzimana u obazir.

Priprema Au elektrode (Slika 13b) je obuhvatala poliranje redom vodenom
suspenzijom Al,0;, pranje elektrode bidestilovanom vodom i ultrazvuéno ciséenje u
bidestilovanoj vodi u trajanju od 5 min. Elektrohemijska aktivacija je izvodena
saopStavanjem konstantne struje od 7 pA u 10 ciklusa u intervalu potencijala od -0,7 V do
1,35 V, u rastvoru 0,005 mol/dm? H,S0,. Zlatna elektroda je polirana pre svakog radnog dana
ili po potrebi ¢eSce kada je uoCen pad reproduktivnosti odredivanja i oStrine analitickog
signala. Mehanicko cCiS¢enje filter-hartijom nakvasenom bidestilovanom vodom je izvodeno

viSe puta u toku dana.

S obzirom da niklova elektroda nije uobicajena i da se retko koristi u elektrohemiji,
uslovi formiranja tankoslojne niklove elektrode (Slika 13c) su optimizovani u okviru ovog
rada. Postupak optimizacije i detaljan opis primenjenih uslova su dati u poglavlju ,Rezultati i
diskusija“. Tankoslojna niklova elektroda je formirana elektrodepozicijom nikla na povrsinu
GCE pri konstantnom potencijalu. Deponovanje nikla je izvodeno pri optimalnom potencijalu
od -1,5 V i vremenu elektrolize od 240 s, uz intenzivno mesanje rastvora. Rastvor za

deponovanje nikla je sadrzao 30 g/dm® NiSO, i 20 g/dm? natrijum-citrata.
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Slika 13. (a) Tankoslojna Zivina elektroda; (b) Cvrsta zlatna elektroda; (c) Tankoslojna

niklova elektroda.

3.5 Uzorci

U okviru ove doktorske disertacije analizirano je ukupno 46 uzoraka razlicitih
kategorija. Odabrani su uzorci u kojima se ocekivao povecan sadrzaj histamina. Uzorci su
podeljeni u sledece grupe: sirevi, fermentisane kobasice, konzervirane ribe i vina. Svi uzorci
su uzorkovani sa trzista iz razli¢itih maloprodajnih objekata sa podrucja Novog Sada nekoliko
dana pre analize, a do analize su ¢uvani u originalnim pakovanjima pri deklarisanim
uslovima. U tabeli 4 je dat prikaz vrste uzoraka po grupama, kao i broj analiziranih uzoraka
odredene kategorije. U okviru iste kategorije uzoraka, analizirani su uzorci razli¢itih

proizvodaca.
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Tabela 4. Pregled analiziranih vrsta uzoraka po grupama.

Grupa uzoraka Vrsta uzoraka Broj uzoraka Oznaka
Sirevi Tvrdi sirevi
- Cheddar 4 1-4
- Emmental 2 5,6
Meki sirevi
- Gorgonzola 2 7,8
- Camembert 2 9,10
Ukupno 10
Vina Bela vina 7 1-7
Crna vina 5 8-12
Ukupno 12
Konzervirana riba Tunjevina 7 1-7
Sardina 5 8-12
Ukupno 12
Fermentisane kobasice Peperoni 2 1,2
Cajna kobasica 2 3,4
Njeguska kobasica 2 5,6
Kulen 2 7,8
Piknik 2 9,10
Sremska kobasica 2 11,12
Ukupno 12

3.5.1 Priprema uzoraka

Razvoj pripreme uzoraka za odredivanje histamina je bio jedan od bitnijih elemenata

ove doktorske disertacije, tako da je izvedeno ispitivanje koje je detaljnije opisano u

poglavlju ,Rezultati i diskusija“.

Prvi korak pri pripremi c¢vrstih uzoraka (sirevi, konzervirane ribe i fermentisane

kobasice) je obuhvatao usitnjavanje u kuhinjskom mlinu i ekstrakciju, dok su tec¢ni uzorci

(vina) uparavani do suva. Za uparavanje je uzimano 30 cm® vina. Nakon prvog koraka je

sledio korak preciS¢avanja preparativnom kolonskom ili tankoslojnom hromatografijom.

3.5.1.1 Ekstrakcija

Optimizacija postupka ekstrakcije histamina iz ¢vrstih uzoraka je obuhvatila odabir

ekstragensa i ekstrakcione tehnike koja obezbeduje najvisi prinos histamina.
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Pri ispitivanju ekstrakcione moci ekstragensa, poredeni su sledeéi rastvaraci: 0,1
mol/dm? HCIO,, 0,1 mol/dm® CH;COOH, 0,1 mol/dm® HCl, metanol, metanol : H,0=1 : 1
(v/v), etanol : H,0=1: 1 (v/v) i butanol. Ekstrakcione tehnike koje su primenjene su ukljucile
klasicnu refluks ekstrakciju, ekstrakciju uz intenzivno mesanje (Ultraturrax), mikrotalasnu i
ultrazvuénu ekstrakciju. Masa od 25 g usitnjenog uzorka je merena u stakleni balon i zatim je
dodavano 25 cm® rastvaraca. Ultrazvuéna ekstrakcija je izvodena u ultrazvuénom kupatilu u
trajanju od 10 min na 60°C uz kori$éenje povratnog hladnjaka, dok je klasi¢éna refluks
ekstrakcija izvodena u vodenom kupatilu na temperaturi od 80°C u trajanju od 1 h, takode uz
povratno hladenje. Ekstrakcija uz intenzivno mesanje izvodena je primenom homogenizera
yUltraturrax” tokom 10 min, pri maksimalnoj brzini obrtaja. Mikrotalasna ekstrakcija je

izvodena pri snazi mikrotalasa od 320 W u trajanju od 10 min.

Nakon ekstrakcije izvodena je filtracija i odvajanje prvog ekstrakta, a zatim je postupak
ekstrakcije ponovljen joS jednom pri istim uslovima. Dobijeni ekstrakti su spojeni i

koncentrovani na rotacionom vakuum uparivacu do suva.
3.5.1.2 Preparativna hromatografija na tankom sloju

PloCe za tankoslojnu hromatografiju su pripremane razvlacenjem 33% vodene
suspenzije silika gela G (m/v) pomocu aplikatora, na staklene ploce dimenzija 20 x 20 cm.
Debljina tankog sloja iznosila je 0,25 mm. Nakon nanosenja tankog sloja, ploce su preko noci

su$ene na vazduhu, a pre upotrebe dodatno aktivirane u susnici na 100°C u trajanju od 1 h.

Startna linija je bila udaljena 1 cm od ivice ploce. Pri hromatografisanju ploce su
postavljane vertikalno u komoru za hromatografisanje i razvijane jednodimenzionim i
dvodimenzionim postupkom. Hromatografisanje je izvodeno na sobnoj temeraturi u pravcu
u kome je sloj bio razvuéen i to uzlaznom tehnikom. Kod dvodimenzionalnog postupka,
nakon hromatografisanja u jednom smeru, ploce su vadene iz komore, suSena u susnici u
trajanju od 15 min na 100°C, a zatim, okretanjem plo¢e za 90° je ponovljeno

hromatografisanje.

Pri optimizaciji uslova hromatografskog razdvajanja na ploce je nanoSeno 500 ul model
smese histamina i 20 aminokiselina. Ispitana je efikanost razdvajanja histamina od prirodnih
aminokiselina uklu€ujuéi arginin, histidin, leucin, izoleucin, lizin, metionin, fenilalanin,
treonin, triptofan, valin, alanin, asparagin, asparaginska kiselina, cistein, glutamin,
glutaminska kiselina, glicin, prolin, serin i valin. Ukupna koncentracija aminokiselina u model
smesi je iznosila 1000 mg/dm3 (koncentracija pojedinih aminokiselina je iznosila 50 mg/dma),

dok je koncentracija histamina iznosila 400 mg/dm®. Kod jednodimenzionog postupka na
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plocu su, pored model smeSe, nanos$eni standardi aminokiselina i histamina pojedina¢no na

odvojena startna mesta. PloCe su razvijane slede¢im mobilnim fazama:

etil-acetat : metanol : NHs3 (4 : 3 : 2, v/v/V)

hloroform : metanol : NH3 (2 :2: 1, v/v/v)
metanol : NH3 (20 : 1, v/v)
aceton : NH3 (95 : 5, v/v)

Kod dvodimenzionalnog postupka, na dve odvojene ploce su nanoseni model smesa
(500 ul) i standard histamina (100 ul osnovnog standardnog rastvora histamina).

Hromatogrami su razvijani primenom slede¢ih mobilnih faza:

- A) n-butanol : aceton : voda (2 : 2 : 1, v/v/v) i B) hloroform : metanol : NH3 (12 : 7 :

1, v/v/v)
- A)iB) etil-acetat : metanol : NH3 (4 : 3 : 2, v/v/v).

Nakon optimizacije hromatografskog razdvajanja, tankoslojna hromatografija je
primenjena kao preparativna tehnika za preciS¢avanje ekstrakta uzoraka. Suvi ostatak
polaznog ekstrakta je rastvaran uz ultrazvucne vibracije u 5 cm® metanola, a alikvot je dalje
predidéen preparativnom tankoslojnom hromatografijom. Na plo¢e je nanodeno 500 mm?
ekstrakta, u uglu ploce 2 cm od ivice. Hromatogrami su razvijani dvodimenzionim postupkom
sa mobilnom fazom etil-acetat : metanol : NH3 (4 : 3 : 2, v/v/v), u oba razvijanja. Svaki uzorak
je analiziran u tri ponavljanja. Pored ploca sa uzorkom, razvijane su joS dve kontrolne ploce.
Na jednoj ploci je nanoSen ekstrakt uzorka a na drugoj standardni rastvor histamina.
Kontrolne ploce su izazivane ninhidrinskim reagensom, a poloZaj histamina je utvrden na
osnovu Rf vrednosti. PloCe sa uzorcima za analizu nisu izazivane da bi se sprecila
elektroaktivnost histamina. Histamin je izdvajan sa tankog sloja struganjem silika gela u
precniku + 1 cm oko tacke ocekivanog poloZaja histamina. Eluiranje sa adsorbensa je
izvodeno pomocu 20 cm?® odgovarajuceg pomocnog elektrolita. Nakon centrifugiranja,

histamin je elektrohemijski odredivan u supernatantu.
3.5.1.3 Preparativna kolonska hromatografija

Pri pripremi kolona za hromatografiju, u staklenu kolonu (I =50 cm, d =2 cm) na dno je
stavljen sloj vate i preko nje kolut hartije za cedenje, tako da prekrije vatu. Na hartiju je
nanosSena stacionarna faza i rasporedivana staklenim Stapi¢em, dok je stub stacionarne faze
pakovan uz pomo¢ vakuuma. Masa stacionarne faze koris¢ene za pripremu kolone je iznosila
40 g Sto je priblizno odgovaralo visini stuba od 40 cm, zavisno od primenjene stacionarne

faze. Na vrh stuba je stavljan josS jedan kolut hartije za cedenje.
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U tabeli 5 su dati sistemi stacionarnih i mobilnih faza koje su ispitane u pogledu
efikasnosti razdvajanja histamina od ostalih aminokiselina, koje se najces¢e koekstrahuju sa

histaminom.

Tabela 5. Ispitani sistemi stacionarnih i mobilnih faza u preparativnoj kolonskoj

hromatografiji.
Redni broj  Stacionarna faza Mobilna faza (v/v/v)

1 Silika gel etil-acetat : metanol : NH;=4:3:1
2 Silika gel aceton: NH;=95:5

3 Silika gel hloroform : metanol : NH;=2:2:1
4 Silika gel etil-acetat : metanol : NH;=5:2:1
5 Silika gel etil-acetat : metanol : NH;=3:5:3
6 Silika gel etil-acetat : metanol : NH;=3:4:3
7 Silika gel etil-acetat : metanol : NH;=3:3:4
8 Silika gel etil-acetat : metanol : NH;=2:6:2
9 Silika gel etil-acetat : metanol : NH;=3:5,5:1,5
10 Silika gel etil-acetat : metanol : NH;=4:3:2
11 Al,O3, neutralni etil-acetat : metanol : NH;=4:3:1
12 Al,O;, katjontropni etil-acetat : metanol : NH;=4:3:1
13 Al,Os, anjontropni etil-acetat : metanol : NH;=4:3:1
14 Silika gel : Na,SO,: Mg0=3:2:1 etil-acetat: metanol : NH;=4:3:1

Nakon kondicioniranja kolone sa 30 cm?® mobilne faze, nanogeno je 10 cm® model
smeSe aminokiselina i histamina, i izvodeno eluiranje komponenata smesSe pri protoku
mobilne faze od 3,3 cm>/min. Protok mobilne faze je podedavan pomocu teflonske slavine na
kraju kolone. Tokom hromatografisanja prikupljano je 20 frakcija, od po 4 cm?® svaka (Slika
14), koje su analizirane hromatografijom na tankom sloju silika gela. Tankoslojna

hromatografija je u ovom slucaju sluzila za kvalitativnu analizu frakcija dobijenih kolonskom
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hromatografijom, u cilju odredivanja uslova za dobijanje frakcija koje sadrZze samo histamin,
odnosno za odredivanje optimalnih uslova razdvajanja histamina od ostalih aminokiselina.
Nacin pripreme ploc¢a je opisan u poglavlju 3.5.1.2. Pored frakcija, na tanak sloj je nanosen i
standard histamina. Plo¢e su razvijane jednodimenzionalnom uzlaznom tehnikom uz
primenjenu mobilnu fazu etil-acetat : metanol : NHz =4 : 3 : 2 (v/v/v), na sobnoj temeraturi u
pravcu u kome je sloj bio razvuéen. Nakon hromatografisanja, izazivanje hromatograma je
izvodeno prskanjem sa ninhidrinskim reagensom. Utvrdivanje prisustva histamina u
pojedinim frakcijama je izvedeno na osnovu Rf vrednosti razdvojenih supstanci i Rf vrednosti

standarda histamina.

Kondicioniranje kolone
i nanosenje ekstrakta

® Eluiranie [ Eluiranje Eluiranje
Sahie : necCistoca |™= histamina
— = — = — =
M

i T
5

A7 A A AARAA
db b i e X e X

A A A A AL A A BUAVA JVAVA A AA

Fr, Fr, Fry Fr, Fr, Fr.,Fr, Fr.. Fr,

vev 7

Slika 14. PreciS¢avanje ekstrakta kolonskom hromatografijom.

Pri odredivanju optimalnih uslova preparativne hromatografije, veoma je bitno odrediti
kapacitet kolone, odnosno moguce optereéenje kolone (zapremina uzorka koji se nanosi).
Nakon odabira odgovarajuceg sistema stacionarna - mobilna faza, da bi se ispitao uticaj
aplikovane zapremine uzorka na efikasnost razdvajanja nanogene su zapremine od 1 cm?, 2
cm?®, 5 cm?, 10 cm?, 12 cm? i 15 cm® model smege i poredena je rezolucija hromatografisanja

u zavisnosti od opterec¢enja kolone model smesom.

Nakon odabira odgovarajuceg sistema stacionarna-mobilna faza i zapremine uzorka za
postizanje efikasnog razdvajanja, preparativna kolonska hromatografija je primenjena za
izolovanje histamina iz uzoraka. Pri pripremi uzoraka za analizu, suvi ostatak polaznog
ekstrakta ili uparenog vina, je rastvaran uz ultrazvuéne vibracije u 12 cm® metanola, a alikvot

(10 cm?) je dalje pretié¢avan preparativnom kolonskom hromatografijom. Kolona napunjena
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silika gelom je prvo kondicionirana sa 30 cm® mobilne faze (etil-acetat : metanol : NH;=2:6
: 2, v/v/v), zatim je nanoSen alikvot i nakon toga izvodeno eluiranje mobilnom fazom.
Frakcije koje sadrze histamin su spajane i koncentrovane na rotacionom vakuum uparivacu.
Suvi ostatak je rastvaran u pomoénom elektrolitu i sadrzaj histamina je odredivan

elektrohemijski.

3.6 Ispitivanje tacnosti razvijenih elektrohemijskih metoda i

ispravnosti definisanih postupaka pripreme uzoraka

U cilju provere tacnosti definisanih elektrohemijskih metoda, analizirani su standardni
rastvori histamina pri prethodno odredenim optimalnim uslovima. Odredeni sadrzaji su

poredeni sa sadrzajima standardnih rastvora uz proracun ,recovery” vrednosti:

Recovery — CHistamina odredeno +* 100 (21)

CHistamina dodato

Gde su:

Chistamina odredeno- Koncentracija histamina odredena u standardnom rastvoru
3
(mg/dm’),

Cistamina dodato- kONcentracija pripremljenog standardnog rastvora (mg/dm?).

Pri ispitivanju ispravnosti definisanih postupaka pripreme uzoraka, na tanak sloj ili
kolonu je nanosen model rastvor sa poznatim sadrZajem histamina. Model rastvori su za
elektrohemijsko odredivanje pripremani na dva prethodno opisana nacina (preparativnom
tankoslojnom i kolonskom hromatografijom). Pripremljene probe su analizirane
hronopotenciometrijom na tankoslojnoj Zivinoj elektrodi, a vrednost ,recovery“-a je

racunata:

GHistamina odredeno % 100 (22)

Recovery =
GHistamina dodato

GHistamina odredeno- 0dredena koli¢ina histamina nakon preciS¢avanja (mg),

Guistamina dodato- NAnesena kolic¢ina histamina (mg).
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i

Pravi ,recovery” test je podrazumevao ,spajkovanje "“ uzorka odredenom koli¢inom
standarda histamina i koristio se za potvrdu tacnosti i ispravnosti celokupnog postupka,
ukljuCujudi i fazu pripreme uzorka i samu elektroanaliticCku tehniku. Samleveni uzorci su
direktno odmeravani u balon za ekstrakciju. U uzorcima je prethodno odreden stvarni
sadrzaj histamina, a koli¢ina dodatog histamina pri spajkovanju je bila priblizno ista kao i
analiziranom uzorku. Uzorci vina su spajkovani tako Sto je standardni rastvor histamina
direktno dodavan uzorku, pre uparavanja. Na osnovu razlike u sadrzajima u realnom i
spajkovanom uzorku, i ta¢no dodate koli¢ine standarda, rezultati ,,recovery” testa su racunati

na slededi nacin:

Guk -G k
ukupno”“uzorka 100 (23)
Gdodato

Recovery (%) =

gde su:
Gukupno — 0dreden sadrZaj histamina u spajkovanom uzorku (mg/kg),
Guzorka — Odreden sadrzaj histamina u uzorku (mg/kg),

Gaodato — koli€ina standarda histamina dodatog uzorku (mg/kg).

', Spajkovanje” - engl. spike, termin usvojen u krugu analitiara za proces dodavanja
poznate koli¢ine standarda u analizirani uzorak ili model sistem, pri validaciji analitickih

metoda.
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4 REZULTATI | DISKUSUA
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U prvom delu ovog poglavlja prikazani su rezultati vezani za razvoj elektrohemijskih
tehnika za odredivanje histamina primenom tankoslojne Zivine elektrode, zlatne elektrode i
tankoslojne niklove elektrode. Drugi deo opisuje optimizaciju uslova pripreme uzoraka
primenom tankoslojne i kolonske hromatografije. U treem delu poglavlja su prikazani
rezultati odredivanja sadrZaja histamina u razli¢itim realnim uzorcima primenom

optimizovanih elektrohemijskih metoda.

4.1 Odredivanje optimalnih uslova za elektrohemijsko odredivanje

histamina

U model rastvorima histamina ispitana je mogucnost primene tankoslojne Zivine
elektrode, ¢vrste zlatne elektrode i tankoslojne niklove elektrode. Za sve primenjene radne
elektrode odredeni su vrsta i odgovarajuca koncentracija pomoc¢nog elektrolita, kao i opseg
potencijala hronopotenciometrijskog ciklusa. Pored toga, za svaki elektrohemijski sistem su
objasnjeni mehanizmi generisanja analitickog signala, ispitan je uticaj struje oksidacije na
analiticki signal i definisan je opseg linearnosti. Za svaku od primenjenih elektroda je
odredena granica detekcije i granica kvantifikacije. Na niklovoj elektrodi nacin deponovanja
histamina je bio specifi¢an i obuhvatio je i adsorpciju, tako da su ispitani i uticaj temperature
i brzine meSanja. S obzirom da razli¢ite supstance prisutne u uzorcima, kao Sto su

aminokiseline, mogu uticati na analiticki signal histamina, ispitane su njihove interferencije.

Sve analize su izvedene u nedeaerisanim rastvorima, u pet ponavljanja, ukoliko
drugacije nije navedeno. Temperatura rastvora u okviru jedne serije ispitivanja nije se

menjala vise od + 0,5°C.

4.1.1 Tankoslojna zivina elektroda

4.1.1.1 Uticaj vrste i koncentracije pomocnog elektrolita na analiticki signal histamina

U cilju ispitivanja uticaja pomoénog elektrolita na elektrohemijsko ponasanje histamina
na tankoslojnoj Zivinoj elektrodi, izvedena su preliminarna ispitivanja u razli¢itim pomoc¢nim
elektrolitima. Uticaj vrste elektrolita je ispitan analizom rastvora sadriaja 20 mg/dm?

histamina u 0,05 mol/dm® azotnoj, hlorovodoni¢noj, perhlornoj, sumpornoj, siréetnoj i
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trihlorsircetnoj kiselini, amonijum-hidroksidu, natrijum-hidroksidu, natrijum-
dihidrogenfosfatnom puferu i natrijum-monohidrogenfosfatnom puferu. Elektrooksidacija
histamina uz generisanje analitickog signala je primecena u sumpornoj kiselini, azotnoj
kiselini i trihlorsircetnoj kiselini. Histamin se u ovim pomoc¢nim elektrolitima oksidovao u
veoma uskom opsegu potencijala od 0,250 do 0,270 V. Poredec¢i sumpornu, azotnu i
trihlorsiréetnu kiselinu kao pomoc¢ne elektrolite, nije bilo znacajnih razlika po pitanju velicine
signala ali je najostriji analiticki signal histamina dobijen u sumpornoj kiselini. U svim daljim

ispitivanjima sumporna kiselina je koris¢ena kao odgovarajuc¢i pomocni elektrolit.

Uticaj koncentracije sumporne kiseline na analiticki signal histamina je ispitan u opsegu
od 0,01 mol/dm*do 0,3 mol/dm?. Ispitivanja su izvedena u rastvorima histamina sadrzaja 10
mg/dms, u opsegu potencijala hronopotenciometrijskog ciklusa od -0,4 V do 0,4 V, uz
primenjenu struju oksidacije od 18,1 pA. Rezultati ispitivanja su prikazani na slici 15. Svaka
tacka na dijagramu predstavlja srednju vrednost pet ponovljenih analiza, dok vertikalne

crtice na tackama oznacavaju reproduktivnost izrazenu kao 2SD.

0,5
0,4 +
0,3 +

0,0 : : : : :
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

T (s)

CH2504(m0I/dm3)

Slika 15. Uticaj koncentracije H,SO4 na analiticki signal histamina. Cy;s = 10 mg/dm3; i=18,1

MA; tankoslojna Zivina elektroda.

Sa porastom koncentracije sumporne kiseline potencijal oksidacije histamina se kretao
ka neSto negativnijim vrednostima, dok je veli¢ina analitickog signala zna¢ajno opadala uz

istovremeno smanjenje reproduktivnosti. U sumpornoj kiselini koncentracije 0,3 mol/dm?
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nije dobijen signal histamina. Relativna standardna devijacija vremena oksidacije histamina
za koncentracije sumporne kiseline vise od 0,02 mol/dm? je bila veéa od 10%. U svim daljim
ispitivanjima usvojena je koncentracija sumporne kiseline od 0,02 mol/dm?, s obzirom da je

analiticki signal bio veoma ostar i reproduktivan (RSD = 3,65%).
4.1.1.2 Uticaj pocetnog potencijala na analiticki signal histamina

Uticaj pocetnog potencijala (Eo) na analiti¢ki signal histamina je ispitan u intervalu od
-1,2 V do 0 V u model rastvoru sadrzaja 20 mg/dm? histamina. Primenjena struja oksidacije je
iznosila 18,2 pA dok je zavrsni potencijal bio 0,4 V. Dobijeni rezultati, kao i reproduktivnost
analitickog signala su prikazani na slici 16. Svaka tacka na dijagramu predstavlja srednju
vrednost pet uzastopnih analiza. Reproduktivnost je prikazana kao 2SD odstupanje od

srednje vrednosti.

BiE
071 §\+/§\§§H§
06

-
T(s)g4

0,3 4 |

0,2 1

01 T T T T T T T T T T T T T
-1,2 -1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0

Eg (V)

Slika 16. Uticaj pocetnog potencijala na analiticki signal histamina. Cy;s= 20 mg/dm3; i=

18,2 pA; tankoslojna zivina elektroda.

Kao $to se moze videti na slici 16, promena pocetnog potencijala u intervalu od -1,2 V
do -0,2 V nije uticala znacajno na analiticki signal odredivane supstance, kao ni na
reproduktivnost. Pri pocetnom potencijalu od 0 V zabeleZen je oStar pad analitickog signala
uz istovremeno smanjenje reproduktivnosti. Potencijal oksidacije histamina nije se znacajno

menjao u ispitanom opsegu pocetnog potencijala.
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Ukoliko se analiza izvodi u obrnutom, tj. katodnom smeru moze se zakljuciti da li su
elektrodni procesi reverzibilni ili nisu. Odsustvo analitickog signala u katodnom smeru
promene potencijala (od 0,4 v do -1,2 V) je ukazalo da se na tankoslojnoj Zivinoj elektrodi
histamin oksiduje ireverzibilno. Uzimajué¢i u obzir veli¢inu i reproduktivnost vremena
oksidacije histamina, pocetni potencijal od -0,4 V je odabran kao odgovarajuéi u svim daljim

ispitivanjima sa tankoslojnom Zivinom elektrodom.

Zavrsni potencijal (Ezavrzno) U Svim ispitivanjima je iznosio 0,4 V, s obzirom da se u
odabranom elektrolitu na tankoslojnoj Zivinoj elektrodi histamin oksidovao pri potencijalu od
~ 0,27 V. U usvojenom potencijalnom opsegu od -0,4 V do 0,4 V, tankoslojna Zivina elektroda
je bila stabilna i mogla se koristiti za ~ 30 analiza, odnosno ~ 30 hronopotenciometrijskih

ciklusa.
4.1.1.3 Uticaj struje oksidacije na analiticki signal histamina

Struja  oksidacije je jedan od najvazinijih eksperimentalnih parametara
hronopotenciometrijske analize. Njenim pravilnim odabirom moguce je dobiti veoma ostar i
reproduktivan signal. Uticaj struje oksidacije na analiti¢ki signal histamina je ispitivan u
rastvorima sadrZaja 10 mg/dm? i 50 mg/dm?> histamina. Za sadrZaj histamina od 10 mg/dm?
struja oksidacije je varirana u intervalu od 4 pA do 14 pA, a za sadrzaj od 50 mg/dm3
histamina od 16,1 pA do 26,1 pA. Zavisnosti vremena oksidacije histamina od primenjene
struje oksidacije za oba sadrzaja su date na slici 17. Prikazane vrednosti vremena oksidacije
predstavljaju srednju vrednost pet ponavljanja, dok prikazani intervali oko svake vrednosti

predstavljaju reproduktivnost za ispitanu struju oksidacije, izrazenu kao 2SD.

U oba sluCaja analiticki signal histamina je opadao saopStavanjem vecih struja
oksidacije po eksponencijalnoj funkciji. Pri manjim strujama reproduktivnost analitickog
signala je bila losSija usled dobijanja razvucenijih hronopotenciograma. Ipak, za nize sadrzaje
histamina bilo je potrebno primeniti manje struje oksidacije. Sa povecanjem struje
oksidacije, potencijal oksidacije histamina se pomerao ka negativnijim vrednostima (od 0,250
V do 0,298 V).

Optimalna vrednost struje oksidacije koju treba primeniti zavisi od koncentracije
analita, tako da je birana u zavisnosti od sadrzaja histamina u uzorku. Sto je koncentracija
analita bila niza, potrebno je bilo primeniti manje struje kako bi se ostvarila odgovarajuca
osetljivost. Medutim, suvisSe male struje su uzrokovale znacajno smanjenje reproduktivnosti
odredivanja i razvlaenje hronopotenciograma, odnosno dobijanje hronopotenciograma sa
nedovoljno izrazenim prevojima. Pored toga, primena suvise malih struja moze da uzrokuje

duga vremena oksidacije, a time i odstupanje od Sand-ove jednacine.
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Slika 17. Uticaj struje oksidacije na analiti¢ki signal histamina (a) Cuis = 10 mg/dm? i

(b) Chis= 50 mg/dm3; tankoslojna Zivina elektroda.
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Optimalni eksperimentalni uslovi za hronopotenciometrijsko odredivanje histamina na

tankoslojnoj Zivinoj elektrodi su sumirani u tabeli 6 (Svarc-Gaji¢ & Stojanovi¢, 2011).

Tabela 6. Optimalni eksperimentalni uslovi hronopotenciometrijskog odredivanja

histamina na tankoslojnoj zivinoj elektrodi.

Parametar Optimalni uslovi
Pomocni elektrolit H,S0,
Koncentracija pomo¢nog elektrolita (mol/dm?) 0,02

Eo (V) -0,4

Ezaurzno (V) 0,4

lopseg (MA) 3-30

4.1.1.4 Uticaj koncentracije na analiticki signal histamina

Za kvantitativno odredivanje opseg linearne zavisnosti analitickog signala od
koncentracija analita je od velikog znacaja. Zbog toga je karakter zavisnosti vremena
oksidacije od koncentracije histamina ispitan za tri opsega sadrzaja histamina: 1,5 - 10,5
mg/dm?, 5 - 30 mg/dm?i 20 - 90 mg/dm?. Ispitivanja su izvedena pri definisanim optimalnim
uslovima. Struje oksidacije su iznosile redom 12,3 pA za prvi opseg, 16 YA za drugi opseg i
18,2 YA za tredi opseg. Eksperimenti su izvedeni u pet ponavljanja za svaki koncentracioni

opseg.

Dobra linearnost zavisnosti vremena oksidacije od koncentracije histamina je
ostvarena za sva tri ispitana opsega sadrzaja. U tabeli 7 su date vrednosti nagiba, odsecka,
standardne devijacije nagiba i odsecka kao i koeficijenti korelacije za svaki od tri ispitana
opsega koncentracija. lako je za sva tri opsega sadrzaja histamina dobijena linearna
zavisnost, odsecci na osi T nisu bili zanemarljivi. S obzirom na znacdajne odsecke na ordinati,
mnogo je pogodnija primena metode kalibracione krive za izraCunavanje sadrZaja histamina

u uzorcima u odnosu na metodu dodatka standarda, te se ona i preporucuje.
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Tabela 7. Zavisnost vremena oksidacije od sadrzaja histamina (tankoslojna Zivina

elektroda).
BT Zavinost®  sp,"  sp,c  Koefiden
1,5-10,5 1=0,027 x Cy;s+ 0,283 0,002 0,027 0,9986
5-30 1=0,042 x Cys+ 0,178 0,013 0,025 0,9945
20-90 1=0,039 x Cy;s- 0,358 0,003 0,113 0,9965

%1, vreme oksidacije u sekundama; Cy;, sadraj histamina u mg/dm3.
b SDy, standardna devijacija nagiba (n = 5).

°SD,, standardna devijacija odse¢ka (n =5).

4.1.1.5 Ponovljivost i reproduktivnost

Ponovljivost (analiticka reproduktivnost) je odredena na osnovu sedam uzastopnih
analiza rastvora histamina sadrzaja 10 mg/dm3 i 50 mg/dm3, pri prethodno definisanim
optimalnim uslovima. Primenjene struje oksidacije su iznosile 12,3 pA i 18,5 pA, redom.
Izmedu analiza ispitivani rastvori su kratkotrajno mesani uz naknadno umirenje rastvora u
trajanju od 15 s. Relativna standardna devijacija za niZi sadrzaj histamina je iznosila 2,99%,
dok je za visi sadrZaj iznosila 2,14%. Pri datim eksperimentalnim uslovima, histamin se na
tankoslojnoj zivinoj elektrodi oksidovao pri relativno reproduktivnim vrednostima
potencijala od ~ 260 mV. Relativne standarde devijacije potencijala oksidacije histamina su
iznosile 1,48% i 2,36%, za niZi i viSi sadrzaj histamina, redom. Originalni zapis analizatora pri

odredivanju ponovljivosti u rastvoru sadrzaja 10 mg/dm? histamina je prikazan na slici 18.
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Slika 18. Ponovljivost odredivanja sa kvalitativnim i kvantitativnim karakteristikama na

tankoslojnoj Zivinoj elektrodi. Cy;s = 10 mg/dm3; i=12,3 pA.

Reproduktivnost je odredena pri istim eksperimentalnim uslovima kao i ponovljivost,
analizom pet razli¢itih rastvora istog sastava. Relativne standardne devijacije su iznosile
3,34% za sadrzaj histamina od 10 mg/dm3 i 4,72% za sadrzaj histamina od 50 mg/dms.
Relativne standardne devijacije potencijala oksidacije histamina su redom, za nizi i viSi

sadrzaj histamina, iznosile 1,48% i 2,43%.
4.1.1.6 Granica detekcije i granica kvantifikacije

Nakon optimizacije uslova hronopotenciometrijskog odredivanja histamina na
tankoslojnoj Zivinoj elektrodi, granica detekcije (Limit of Detection, LOD) i granica
kvantifikacije (Limit of Quantification, LOQ) su odredene primenom Xsr + 3SD i Xsr £ 10SD
kriterijuma (ASC, 1980). Primenjena struja oksidacije je iznosila 12,2 pA. Xsr i SD su srednja
vrednost i standardna devijacija sadrzaja histamina pet uzastopnih analiza odredenih u
slepoj probi, interpolacijom u kalibracionu krivu definisanu za niZe koncentracije histamina
blizu LOD. Ostvarena granica detekcije pri datim uslovima je iznosila 1,31 mg/dm3 histamina,

dok je granica kvantifikacije iznosila 3,54 mg/dm3 histamina.
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4.1.1.7 Interferencije

Slobodne aminokiseline su zastupljene u realnim uzorcima i njihovo prisustvo moze
znacajno uticati na analiticki signal histamina. Zbog toga je bilo neophodno ispitati
selektivnost odredivanja histamina u prisustvu aminokiselina. Ispitani su uticaji aminokiselina
koje su po strukturi slicne histaminu kao Sto su histidin, prolin, triptofan i tirozin (narocito je
histidin slicne strukture) ali i ostalih aminokiselina (cistein, lizin, fenilalanin).
Dvokomponentni standardni rastvor sa histaminom i ispitivanom aminokiselinom je
analiziran pri prethodno definisanim optimalnim uslovima zasebno za svaku aminokiselinu.
Za svaku od ispitanih aminokiselina dve vrste eksperimenta su sprovedene. Prvo ispitivanje
je obuhvatilo postepeno povecanje koncentracije histamina (1 - 25 mg/dm?®) pri konstantnoj
koncentraciji odredene aminokiseline (5 mg/dms). U drugom eksperimentu koncentracija
histamina je bila konstantna (5 mg/dm?), dok je varirana koncentracija aminokiselina (1 - 25
mg/dm?). Analizom smede histamina i aminokiselina utvrdeno je da pri istim uslovima
hronopotenciometrijske analize dolazi pored oksidacije histamina i do oksidacije
aminokiselina. Pri sadrZajima aminokiselina i histamina ispod 5 mg/dms, signali histamina i
aminokiseline bili su jasno razdvojeni (Slika 19). Potencijali oksidacije aminokiselina bili su
priblizno isti za razli¢ite aminokiseline (~ 320 mV), a nesto pozitivniji u odnosu na potencijal
oksidacije histamina. Predpostavlja se da su za oksidaciju aminokiselina bili neophodni
pozitivniji potencijali usled sternih smetnji primarne karboksilne grupe koja je otezavala
oksidaciju primarne amino-grupe. Poveéanjem koncentracije bilo koje komponente binarne
smese, dolazilo je do preklapanja signala histamina sa signalom aminokiseline. Pri viSim
koncentracijama, tranziciona vremena pojedinih komponenti su bila duZa, a dobijeni

hronopotenciogrami razvuceniji tako da je odredivanje prevojne tacke prvog platoa bilo

otezano.
mV
-100 (IJ 1(I)O 20|0 3(I)O 4(|)0 500
0
e S 1
oy
................................. )
3s
472 mV/mm
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268 mV * 1s 82
317 mV * 09s 70

Slika 19. Hronopotenciogram rastvora koji sadrzi 5 mg/dm? histamina i 5 mg/dm? cisteina;

tankoslojna zivina elektroda.
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4.1.1.8 Ispitivanje tacnosti definisane metode

U cilju potvrde tacnosti definisane elektroanaliticke tehnike uz primenu tankoslojne
Zivine elektrode, analizirani su standardni rastvori poznatog sadrzaja histamina. Odredeni

sadrzaji i izracunate vrednosti ,recovery” testa su dati u tabeli 8.

Tabela 8. Rezultati odredivanja histamina u standardnim rastvorima primenom

hronopotenciometrije sa tankoslojnom Zivinom elektrodom.

Histamin dodat (mg/dm?) Histamin odreden (mg/dm?)
1,5 1,52 +0,02°(101,33) °
5,0 5,04 + 0,08 (100,80)
7,0 7,03 0,21 (100,43)
10,0 10,09 + 0,32 (100,90)
20,0 20,12 + 0,57 (100,60)

®Srednja vrednost + 2 SD, n=5.

®Vrednosti u zagradi predstavljaju srednju vrednost “recovery” testa u %, n=5.

Vrednosti ,recovery” testa su se kretale u intervalu od 100,43% do 101,33%, uz veoma
dobru reproduktivnost odredivanja (RSD = 0,79 + 1,59%). Dobijeni rezultati su potvrdili
tacnost definisane hronopotenciomatrijske metode za odredivanje histamina na tankoslojnoj

Zivinoj elektrodi.

4.1.2 Cvrsta zlatna elektroda

Preliminarna elektrohemijska merenje sa Cvrstom zlatnom elektrodom su izvedena
analizom standardnih rastvora histamina u razli¢itim pomoénim elektrolitima, u cilju
ispitivanja njihovog uticaja na elektrohemijsko ponasanje histamina. Ispitivanja su izvedena
u sumpornoj, azotnoj, hlorovodonicnoj, siréetnoj, perhlornoj i trihlorsir¢etnoj kiselini,
natrijum-hloridu, amonijum-hidroksidu i natrijum-hidroksidu. Koncentracija svih ispitanih
pomocnih elektrolita se kretala od 0,001 mol/dm> do 0,05 mol/dm?. Struja oksidacije je
iznosila 10,2 YA, a hronopotenciometrijsko merenje je izvedeno od pocetnog potencijala od

-0,2 V do zavrsnog potencijala od 1,35 V.

Bazni pomocni elektroliti nisu bili povoljni za elektrooksidaciju histamina na zlatnoj

elektrodi, s obzirom da se u njima nije javljao analiticki signal analita. U kiselim pomoénim
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elektrolitima dolazilo do oksidacije histamina i pojave analitickog signala. U sumpornoj,
azotnoj, siréetnoj, perhlornoj i trihlorsiréetnoj kiselini histamin je detektovan tek pri
sadrzajima iznad 75 mg/dm?, a potencijal oksidacije analita u ovim elektrolitima je iznosio
~ 1,32 V. U pomocénim elektrolitima koji disocijacijom oslobadaju CI" (NaCl, HCI), histamin je
mogao biti detektovan i pri mnogo nizim sadrzajima od 5 mg/dm?® histamina, ali pri nesto
negativnijim potencijalima od ~ 1,15 V. U ovim elektrolitima, pri analizi slepe probe
detektovan je analiticki signal pri istim vrednostima potencijala ali mnogo niZeg intenziteta u

odnosu na analizirane rastvore histamina.
4.1.2.1 Mehanizam oksidacije histamina na cvrstoj zlatnoj elektrodi
Hronopotenciogrami dobijeni u 0,0025 mol/dm® HCl bez (a) i sa 5 mg/dm? histamina

(b) su prikazani na slici 20. Primenjena struja oksidacije je iznosila 10,2 YA, a merenje je

izvedeno u opsegu potencijala od -0,2V do 1,35 V.

mV
0 1400

(a) ’

1s

4,72 mV/mm

0,16 s/mm

1157 mV 0,3s * 26
mV
0 1400
L L L L L L - L - 1 p - I' L 1 1 L 0

(b) —_—

2s

4,72 mV/mm

0,16 s/mm
1152 mV 1s * 80

Slika 20. Hronopotenciogram 0,0025 mol/dm®HCl (a) bez histamina i (b) sa 5 mg/dm3

histamina. i = 10,2 pA; zlatna elektroda.

Na osnovu signala dobijenog u slepoj probi pri potencijalu od ~ 1,15 V (Slika 20a), moze
se pretpostaviti da je primenjena konstantna struja uzrokovala oksidaciju hloridnih jona
(Huang et al., 2008). Pri dodatku histamina u posmatrani pomoc¢ni elektrolit dolazilo je do
znacajnog povecanja analitickog signala u odnosu na signal u slepoj probi (Slika 20b). Sli¢ni

rezultati su dobijeni kada se kao pomoéni elektrolit koristio natrijum-hlorid. OStri signali
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histamina koji su dobijeni u elektrolitima sa hloridnim jonima se mogu objasniti vaznom
ulogom hlora koji je bio generisan primenom anodnih stuja i njegovim posrednim uceS¢em u
oksidaciji histamina. Generisani hlor je verovatno igrao ulogu elektron-transfer posrednika
(medijatora) ukazujuéi da se oksidacija histamina odigravala indirektno i u sustini je
predstavljala hemijsku oksidaciju. Naime, primarna amino-grupa histamina se oksidovala u
kiseloj sredini elektrogenerisanim hlorom, pri éemu je nastajao odgovarajuci produkt N-ClI-
amin (Kotiaho, Hayward & Cooks, 1991). U ovom elektron-posredovanom mehanizmu,
elektrogenerisani hlor je imao ulogu akceptora elektrona u reakciji oksidacije. Mehanizam
oksidacije histamina na cvrstoj zlatnoj elektrodi u prisustvu hloridnih jona odgovara ECE

mehanizmu (Slika 21) (Stojanovi¢ & Svarc-Gaji¢, in press), i moie se opisati sledeé¢im

reakcijama:
CIm->Cl,+2¢e (E=~115V) E (24)
Cl, + histamin = CI™ + produkt C (25)
Cl- > Cl, +2¢e~ (E=~1,15V) E (26)

Nakon elektrodne reakcije generisanja hlora, u neposrednoj blizini elektrode i na
njenoj povrsini odigravala se hemijska reakcija oksidacije histamina, prouzrokujuéi povecanje
koncentracije ClI" jona u blizini elektrode, koji su dalje ponovnom reakcijom sa elektrodom pri
nepromenjenom potencijalu uzrokovali veéi analiticki signal u odnosu na signal koji bi se
javljao samo u prisustvu CI" jona. Sve ove reakcije se moraju odigravati u difuzionim
uslovima, pa se mora voditi rauna da ne dode do pomeranja ispitivanog rastvora. Indirektna
oksidacija histamina je bila pracena smanjenjem potencijala oksidacije i znacajnim

povecéanjem osetljivosti.
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Slika 21. Mehanizam oksidacije histamina na ¢vrstoj zlatnoj elektrodi

(Stojanovi¢ & Svarc-Gaiji¢, in press).
4.1.2.2 Uticaj vrste i koncentracije pomocnog elektrolita na analiticki signal histamina

S obzirom na prethodno objasnjeni mehanizam generisanja signala, uticaj vrste
elektrolita na analiti¢ki signal histamina je ispitan u pomoc¢nim elektrolitima sa hloridnim
jonima, tj. u hlorovodonicnoj kiselini i natrijum-hloridu. Bolji signal u smislu ostrine i
reproduktivnosti je dobijen kada je kao elektrolit koris¢ena hlorovodonic¢na kiselina, i zbog
toga je ona izabrana kao pomocni elektrolit u svim daljim ispitivanjima sa ¢vrstom zlatnom

elektrodom.

Uticaj koncentracije hlorovodoni¢ne kiseline na analiticki signal histamina je ispitan u
model rastvorima histamina sadrzaja 5 mg/dm?>. Koncentracija HCl je varirana od 0,001
mol/dm?® do 0,05 mol/dm?>. Hronopotenciometrijska analiza je izvodena u opsegu potencijala
od -0,2 V do 1,35 V uz primenu struje oksidacije od 18,2 pA. Koncentracija hlorovodoni¢ne
kiseline je imala uticaja na veli€inu signala u slepoj probi, ali i na analitic¢ki signal histamina i
njegovu reproduktivnost. Sa povecanjem koncentracije HCI, vreme oksidacije histamina se
povecavalo. Koncentracije HCI viée od 0,01 mol/dm? su doprinosile velikom signalu u slepoj
probi, ali i smanjenju reproduktivnosti analitickog signala histamina usled dobijanja veoma
razvucCenih hronopotenciograma. Mehuriéi hlora adsorbovanog na povrsini radne elektrode
su se mogli jasno uoCiti pri ovim uslovima. Deformisani hronopotenciogrami i
nereproduktivni analiticki signali mogli su se objasniti ¢injenicom da se u ovakvim uslovima
oksidacija histamina nije odvijala samo u difuzionom sloju ve¢ i u masi ispitivanog rastvora,
ali ne po ECE mehanizmu. Visak elektrogenerisanog hlora difundovao je u rastvor i dovodio

do nekontrolisane oksidacije. Odgovaraju¢a koli¢ina hlora koja je dovoljna da oksiduje
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histamin u difuzionom sloju, a da pri tom ne utice na reproduktivnost usled prekrivanja
elektrode mehuriéima gasa, bila je kritican parametar u posredovanom mehanizmu
oksidacije histamina. Uzimajuéi u obzir uobicajene sadrzaje histamina u realnim uzorcima,
koncentracija HCl od 0,0025 mol/dm® je omogucavala zadovoljavajuéu osetljivost i dobru
reproduktivnost, i ova koncentracija pomocénog elektrolita je usvojena za sva dalja

ispitivanja.
4.1.2.3 Uticaj pocetnog potencijala na analiticki signal histamina

Uticaj pocetnog potencijala (Ep) na analiticki signal histamina je ispitan u intervalu od
-1,0 V do 0,6 V u model rastvoru sadrzaja histamina od 20 mg/dm?. Struja oksidacije je
iznosila 30,3 pA, dok je zavrdni potencijal bio 1,35 V. Merenja su izvedena u pet ponavljanja
za svaki primenjeni pocetni potencijal. Dobijeni rezultati su prikazani na slici 22.

Reproduktivnost je prikazana kao odstupanje od srednje vrednosti iskazano kao 2SD.
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Slika 22. Uticaj pogetnog potencijala na analiti¢ki signal histamina. Cy;s = 20 mg/dm?; i =
30,3 uA; zlatna elektroda.

Uticaj pocetnog potencijala na analiticki signal histamina je imao sliéan karakter
zavisnosti kao kod tankoslojne Zivine elektrode. Na slici 22 se jasno moze videti da promena
pocetnog potencijala u intervalu od -1,0 V do 0 V nije znacajno uticala na analiticki signal

histamina kao i na reproduktivnost signala. Smanjenje analitickog signala je zabelezeno pri
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pocetnim potencijalalima pozitivnijim od 0 V. Potencijal oksidacije histamina se nije znacajno
menjao u ispitivanom opsegu pocetnog potencijala i iznosio je ~ 1,16 V. Pocetni potencijal od
-0,2 V je usvojen kao optimalni u svim daljim ispitivanjima na zlatnoj elektrodi, s obzirom da
je reproduktivnost analitickog signala pri ovom pocetnom potencijalu bila najbolja (RSD =
2,78%). Zavrsni potencijal (Ezavrino) U SVim ispitivanjima je bio 1,35 V, uzimajuci u obzir da se u
odabranom elektrolitu histamin na ¢vrstoj zlatnoj elektrodi oksidovao pri potencijalu od
~1,16 V.

4.1.2.4 Uticaj struje oksidacije na analiticki signal histamina

Uticaj struje oksidacije na analiti¢ki signal za rastvore histamina sadrzaja 10 mg/dm? je
ispitan u intervalu od 6,0 pA do 24,1 pA, dok je u rastvorima histamina sadrzaja 50 mg/dm?>
ispitani interval obuhvatio struje oksidacije od 16,0 uA do 46,0 pA. Dobijene zavisnosti
vremena oksidacije od struje oksidacije su prikazane na slici 23. Svaka tacka na dijagramima
predstavlja srednju vrednost pet ponovljenih analiza, dok prikazani intervali oko svake tacke

predstavljaju reproduktivnost za ispitanu struju oksidacije izrazenu kao 2SD.

Kao Sto se moglo ocekivati, analiti¢ki signal histamina je opadao sa porastom struje
oksidacije po eksponencijalnoj funkciji u oba slucaja, za nizi i viSi sadrzaj histamina. Za niZi
sadrzaj histamina, sa porastom struje oksidacije poboljSavala se i reproduktivnost. Pri visSim
sadrzajima histamina (50 mg/dm?3), reproduktivnost se nije znacajno menjala sa porastom
struje oksidacije do ¢ak 40 pA, Sto se moze uociti i na slici 23b. Struje oksidacije vise od 40 pA
su ipak doprinosile poboljsanju reproduktivnosti i smanjenju relativne standardne devijacije

u slucaju c¢vrste zlatne elektrode.

Primenom nizih struja oksidacije potencijal oksidacije histamina se pomerao ka
pozitivnijim vrednostima usled dobijanja razvucenijih hronopotenciograma i kretao se u
intervalu od 1140 mV do 1200 mV.
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Slika 23. Uticaj struje oksidacije na analiti¢ki signal histamina (a) Cuis = 10 mg/dm? i
(b) Cuis= 50 mg/dm?>; zlatna elektroda.
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Optimalni eksperimentalni uslovi hronopotenciometrijskog odredivanja histamina na

¢vrstoj zlatnoj elektrodi su sumarno prikazani u tabeli 9 (Stojanovi¢ & Svarc-Gaji¢, in press).

Tabela 9. Optimalni eksperimentalni uslovi hronopotenciometrijskog odredivanja

histamina na cvrstoj zlatnoj elektrodi.

Parametar Optimalni uslovi
Pomoéni elektrolit HCl
Koncentracija pomo¢nog elektrolita (mol/dm?) 0,0025

Eo (V) -0,2

Ezaursno (V) 1,35

lopseg (MA) 6-47

4.1.2.5 Uticaj koncentracije na analiticki signal histamina

Uticaj koncentracije histamina na analiticki signal je ispitan za tri koncentraciona
opsega: 2 - 10 mg/dm?, 10 - 50 mg/dm? i 20 - 100 mg/dm>. Struje oksidacije su iznosile
redom: 7 YA za prvi opseg, 30,3 YA za drugi opseg i 47 YA za tredi opseg. Eksperimenti su

izvedeni u pet ponavljanja za svaki ispitani opseg.

Linearna zavisnost analiti¢kog signala histamina od koncentracije je dobijena za sva tri
ispitana opsega sadrzaja. U tabeli 10 su date vrednosti nagiba, odsecka, standardne

devijacije nagiba i odsecka kao i koeficijenti korelacije za svaki od tri ispitana opsega.

Tabela 10. Zavisnost vremena oksidacije od sadrzaja histamina (zlatna elektroda).

Opseg sadrzaja Koeficijent

Zavisnost ° SDy, ° SD, € ..
(mg/dm?3) b @ korelacije
2-10 T=0,766 x Cyys+ 1,282 0,074 0,084 0,9980
10-50 1=0,042 x Cy;s+ 0,778 0,003 0,075 0,9950
20 - 100 T=0,027 x Cys + 1,099 0,002 0,090 0,9945

® 1, vreme oksidacije u sekundama; Cy;, sadrzaj histamina u mg/dm3.
b SD,, standardna devijacija nagiba (n = 5).

SD,, standardna devijacija odse¢ka (n =5).
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Kao i u slucaju tankoslojne Zivine elektrode, odsecci na osi T nisu bili zanemarljivi, zbog
Cega se i u ovom sluéaju preporucuje primena metode kalibracione krive za kvantifikaciju

histamina.
4.1.2.6 Ponovljivost i reproduktivnost

Ponovljivost i reproduktivnost su odredene u rastvorima sadriaja 5 mg/dm? i 50
mg/dm? histamina. Struje oksidacije su iznosile 9 pA i 47 pA za niZi i visi sadrzaj, redom.
Ponovljivost je odredena na osnovu rezultata sedam uzastopnih analiza istog rastvora, dok je
reproduktivnost odredena na osnovu rezultata pet analiza razlicitih rastvora istog sadrzaja
histamina. Izmedu analiza, zlatna elektroda je mehanicki ¢iS¢ena filter-hartijom nakvasenom
bidestilovanom vodom. Nakon toga je sledilo elektrohemijsko ¢iséenje ciklichom promenom
potencijala konstantnom stujom. Originalni zapis analizatora pri odredivanju ponovljivosti u

rastvoru sadrzaja histamina 5 mg/dm? je prikazan na slici 24.

mV
800 9(|)0 1OPO 1 1|00 1 2|00 1 3|00 1400
. 0
-1
2's
4,72 mV/mm
0,16 s/mm

1193 mV * 08s 64
1178 mV * 0,7s 62
1182 mV * 0,7s 60
1186 mV * 0,7s 60
1173 mV * 0,7s 60
1168 mV * 08s 62

1183 mV * 0,7s 60

Slika 24. Ponovljivost odredivanja sa kvalitativnim i kvantitativnim karakteristikama na

¢vrstoj zlatnoj elektrodi. Cyis =5 mg/dm3; i =9 pA.

Relativne standardne devijacije analitickog signala histamina su u slucaju ponovljivosti
iznosile 2,58% za niZi sadrzaj, i 1,73% za viSi sadrzaj histamina. Histamin se na zlatnoj

elektrodi oskidovao pri potencijalima od ~ 1180 mV. Relativhe standardne devijacije
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potencijala oksidacije histamina su redom, za niZi i viSi sadrZaj histamina, iznosile 0,70% i
2,20%.

U slucéaju reproduktivnosti, RSD su iznosile 3,57% i 6,89% za nizi i viSi sadrzaj histamina,
redom. IzraCunate vrednosti RSD su ukazale na veoma dobru ponovljivost i reproduktivnost

odredivanja histamina na ¢vrstoj zlatnoj elektrodi.
4.1.2.7 Granica detekcije i granica kvantifikacije

Granica detekcije i granica kvantifikacije su odredene pri prethodno definisanim
optimalnim uslovima, koristeéi isti kriterijum kao kod tankoslojne Zivine elektrode.
Primenjena struja oksidacije je iznosila 6 pA. Ostvarena granica detekcije je, u slucaju Cvrste
zlatne elektrode iznosila 0,27 mg/dm3, dok je granica kvantitativhog odredivanja iznosila
0,48 mg/dms.

4.1.2.8 Interferencije

Selektivnost ¢vrste zlatne elektrode u pogledu oksidacije histamina je ispitana u

prisutvu istih aminokiselina kao i kod ispitivanja selektivnosti tankoslojne Zivine elektrode.

Dvokomponentni standardni rastvori sa histaminom i ispitivanom aminokiselinom su
analizirani pri prethodno definisanim optimalnim uslovima zasebno za svaku aminokiselinu.
Analizom smeSe histamina i aminokiselina utvrdeno je da pri primenjenim uslovima
hronopotenciometrijske analize dolazi pored oksidacije histamina i do oksidacije
aminokiselina. U slucaju Cvrste zlatne elektrode, uticaj aminokiselina na analiticki signal
histamina je bio znatan. Zapravo, u prisustvu aminokiselina dobijeni signali su bili znatno veci
u poredenju sa signalima dobijenim u model rastvoru koji je sadrzao samo histamin. Za
razliku od tankoslojne Zivine elektrode, gde su se pri nizim koncentracija aminokiselina i
histamina dobijali radvojeni platoi pojedinih komponenti, u slucaju ¢vrste zlatne elektrode to
nije bio slucaj. S obzirom na mehanizam generisanja signala u sluc¢aju ove elektrode, nije se
ni ocekivalo razdvajanje platoa histamina i aminokiselina. Naime, elektrogenerisani hlor, kao
jako oksidaciono sredstvo, je imao podjednaku sposobnost oksidacije kako aminokiselina
tako i histamina, tako da je uvedan signal u sustini bio zbirni signal histamina i aminokiseline,
a poticao je od istovremene oksidacije histamina i aminokiselina pri istim vrednostima

potencijala radne elektrode.
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4.1.2.9 Ispitivanje tacnosti definisane metode

U cilju potvrde tacnosti definisane posredovane hronopotencimetrijske metode na
zlatnoj elektrodi, analizirani su standardni rastvori histamina pripremljeni u pomoc¢nom

elektrolitu. Odredeni sadrzaji i izraCunate vrednosti ,recovery” testa prikazani su u tabeli 11.

Tabela 11. Rezultati odredivanja histamina u standardnim rastvorima primenom

posredovane hronopotenciometrije sa ¢vrstom zlatnom elektrodom.

Histamin dodat (mg/dm?) Histamin odreden (mg/dm?)
1,5 1,57 +0,01°(104,67) °
5,0 5,06 + 0,10 (101,20)
7,0 7,11 0,34 (101,57)
10,0 10,42 % 0,52 (104,20)
20,0 21,08 + 0,77 (105,4)

®Srednja vrednost + 2 SD, n=5.

®Vrednosti u zagradi predstavljaju srednju vrednost “recovery” testa u %, n=5.

Reproduktivnost odredivanja, izrazena kao relativna standardna devijacija se kretala
do 2,50%. Vrednosti ,,recovery” testa su se kretale od 101,20% do 105,4%, tako da se moze
zakljuéiti da definisana metoda, pored dobre reproduktivnosti, poseduje i zadovoljavaju¢u

tacnost odredivanja.

4.1.3 Tankoslojna niklova elektroda

Anodnom oksidacijom elektroda na bazi nikla u baznoj sredini stvara se tanak sloj
metalnog hidroksida i oksihidroksida koji deluju kao katalizatori pri prenosu elektrona i
doprinose da se elektrodne reakcije odvijaju pri mnogo blazim uslovima (Yi et al., 2007;
Huang, Zheng & Li, 2007; Wu, 2007). Zbog veoma efikasnog elektrokatalitickog efekta redoks
para Ni(OH),/NiOOH, mnoge organske supstance mogu da se elektrooksiduju pri umerenim
potencijalima ovih elektroda (Deo, Lawrence & Wang, 2004; Fleischmann, Korinek & Plecher,
1971; Giovanelli et al., 2003).

U cilju formiranja katalitickog redoks sistema nikl-hidroksid/nikl-oksihidroksid
(Ni(OH),/NiOOH), pre hronopotenciometrijskog odredivanja histamina bilo je neophodno

tankoslojnu niklovu elektrodu podvrgnuti ciklicnim promenama potencijala od -0,4 V do 0,5
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V, uz konstantnu struju od 20 pA u rastvoru 0,5 mol/dm? NaOH. Ovaj proces je u sustini
predstavljao aktivaciju niklove elektrode. Tokom ciklicne promene potencijala desavale se
elektrodne reakcije. Elektrohemijske reakcije koje odgovaraju prvom ciklusu promene
potencijala (Slika 25a) i stacionarnim uslovima (Slika 25b) na povrsSini elektrode mogu se

opisati slede¢im jednacinama:
Ni + 20H™ - Ni(OH), + 2e~ (27)
Ni(OH), + OH™ —» NiOOH + H,0 + e~ (28)

Primenjena konstantna anodna struja u prvom ciklusu je izrokovala oksidaciju
elementarnog nikla (Slika 25a). U baznim rastvorima oksidacijom nikla je nastajao Ni(OH),
Sto se manifestvovalo veoma ostrim signalom na potencijalu od ~ 0,4 V. Sledece ciklicne
promene potencijala su uzrokovale formiranje Ni(OH),/NiOOH sloja. Formiranje
Ni(OH),/Ni(OOH) se moglo uociti i na mikrofotografijama prikazanim na slici 26, gde je jasno
uocljiva morfoloska razlika izmedu neaktivirane (Slika 26a) i aktivirane (Slika 26b) povrsine
elektrode. Reproduktivnost nikl redoks para je ostvarena nakon 20 ciklusa, Sto se
manifestovalo pojavom stabilnog i reproduktivnog hronopotenciometrijskog signala.
Stabilan i reproduktivan signal nakon 20 cikli¢nih promena potencijala i na potencijalu od ~
0,36V, je odgovarao prelazu Ni(OH), u NiOOH (Jednacina 28) (Slika 25b).
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Slika 25. Hronopotenciogram tankoslojne niklove elektrode u 0,5 mol/dm> NaOH; i = 20

HA; hronopotenciogrami prvog ciklusa (a) i dvadesetog ciklusa (b).
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— —

20 pm 20 pm

Slika 26. Mikrofotografije tankoslojne niklove elektrode (a) pre i (b) posle aktiviranja u 0,5
mol/dm3 NaOH.

Nakon formiranja stabilnog Ni(OH),/NiOOH sloja, ispitano je hronopotenciometrijsko
ponasanje histamina na aktiviranoj niklovoj elektrodi. Na slici 27 je prikazan
hronopotenciogram dobijen analizom 10 mg/dm? histamina u 0,5 mol/dm?® NaOH. Povecanje
signala u rastvoru sa 10 mg/dm? histamina u odnosu na slepu probu (0,5 mol/dm? NaOH) je
ukazalo na oksidaciju histamina uz poveéanje signala. Analiticki signal histamina na
potencijalu od ~ 0,4 V koji je bio blizak potencijalu Ni(OH),/NiOOH prelaza ukazivao je na
kataliticki efekat nikla u elektron transfer mehanizmu.
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Slika 27. Hronopotenciogram rastvora histamina u 0,5 mol/dm? NaOH na tankoslojnoj
niklovoj elektrodi. Cuis = 10 mg/dm?>; i = 20 pA.

Oksidacioni mehanizam histamina na niklovoj elektrodi se moZe opisati kao $to su
Fleischmann i sadradnici predlozili gde se N-kraj molekula (-CH,-NH;) prevodi u nitril grupu
(-CN) u 4-elektron transfer reakciji (Slika 28). Elektrohemijski procesi na elektrodi ukljucuju
prvo oksidaciju Ni(OH), do NiOOH na povrsini elektrode pri potencijalu od ~ 0,36 V.

Elektrodnu reakciju prati reakcija redukcije NiOOH do Ni(OH), adsorbovanim histaminom, i
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nakon toga elektrohemijska re-oksidacija Ni(OH), kostantnom strujom (Svarc-Gaji¢ &
Stojanovi¢, 2010). Hemijska redukcija NiOOH i indirektni prenos elektrona izmedu elektrode i
histamina preko NiOOH su moguci nakon elektrohemijskog formiranja NiOOH. U prisustvu
histamina, potencijal Ni(OH),/NiOOH prelaza je pomeren prema neSto pozitivnijim
vrednostima potencijala (~ 0,4 V) zbog transfera elektrona izmedu histamina i NiOOH.
PredloZeni mehanizam oksidacije histamina odgovara ECE mehanizmu. Nakon elektrodne
reakcije oksidacije nikl-hidroksida do nikl-oksihidroksida, sledi hemijska reakcija oksidacije
histamina nikl-oksihidroksidom, a nastali nikl-hidroksid ponovnom elektrodnom reakcijom

doprinosi povecéanju analitickog signala.

NiOOH
“4H
NH
N 2
U \
N
|
H

Slika 28. Mehanizam oksidacije histamina na tankoslojnoj niklovoj elektrodi (Svarc-Gaji¢ &

Stojanovi¢, 2010).

Ukoliko bi se u obzir uzela i elektrodna reakcija aktiviranja niklove elektrode gde se
deSava elektro-oksidacija nikla do nikl-hidroksida u alkalnoj sredini, onda bi mehanizam
generisanja signala odgovarao EECE mehanizmu. Medutim izjednacavanje sa EECE
mehanizmom nije adekvatno jer se prve dve elektrodne reakcije ne deSavaju sukcesivno.
Naime, prva elektrodna reakcija se odigrava pri aktiviranju elektrode ciklicnim promenama

potencijala konstantnom strujom.

PredloZeni mehanizam se moZe uporediti sa mehanizmima generisanja signala koji su
karakteristi¢ni za bioelektrohemijske metode (biosenzori) gde se, na primer, upotrebom
diamino-oksidaze (Keow et al.,, 2007) ili monoamino-oksidaze (Hasebe et al., 1997),
elektrohemijski prati i meri utroSak kiseonika ili generisanje H,O, u enzimskoj reakciji. U tim

slucajevima, imobilizovani enzimi sli¢no kao i Ni(OH),/NiOOH par, igraju ulogu posrednika.
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4.1.3.1 Optimizacija eksperimentalnih parametara koji uticu na aktivnost niklove

elektrode

U cilju formiranja tankoslojne niklove elektrode koja pruza najvecu efikasnost u
pogledu oksidacije histamina, bilo je neophodno ispitati uticaj debljine sloja nikla i
potencijala formiranja elektrode na analiti¢ki signal histamina. U cilju optimizacije uslova
formiranja tankoslojne niklove elektrode, poredeni su veli¢ina i reproduktivnost analitickog
signala histamina (Cyis = 10 mg/dm?; i = 30 pA) na elektrodama formiranim pri razli¢itim
potencijalima i vremenima deponovanja. Potencijal formiranja tankoslojne niklove elektrode
je variran u intervalu od -0,4 do -1,5 V, dok je vreme deponovanja varirano od 120 s do 480
s. Sva elektrohemijska merenja su izvedena u pet ponavljanja, a dobijeni rezultati (Tsregnje *

2SD) su prikazani na slici 29.
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Slika 29. Uticaj potencijala formiranja (a) i vremena deponovanja (b) tankoslojne niklove

elektrode na analiticki signal histamina. Cy;s = 10 mg/dma; i=30pA.

Analiti¢ki signal histamina je bio relativno konstantan u intervalu potencijala

deponovanja od -1,2 V do -1,5 V (Slika 29a), sa najmanjom relativnom standardnom
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devijacijom (RSD = 1,20%) pri potencijalu deponovanja od -1,2 V. Najveci signal histamina sa
najboljom reproduktivnosc¢u (RSD = 0,90%) je zabeleZen pri vremenu formiranja elektrode od
240 s (Slika 29b). Pri duzim vremenima deponovanja formirali su se deblji i kompaktniji
filmovi nikla na kojima se histamin u manjoj meri adsorbovao, i zbog toga je analiticki signal
histamina opadao. Manja poroznost filma nikla je za rezultat imala manji broj aktivnih
centara dostupnih za adsorpciju histamina i njegovu oksidaciju. Pored toga, prenos elektrona
kod debljih filmova nikla je bio otezan. Pri formiranju debljih slojeva dolazilo je do odvajanja
nikla od staklastog ugljenika. Zbog svega navedenog, formiranje tankoslojne niklove
elektrode za potrebe odredivanja histamina je obuhvatalo deponovanje nikla pri
konstantnom potencijalu od -1,2 V u toku 240 s. Niklova tankoslojna elektroda formirana na

ovaj nacin je bila stabilna tokom ~ 30 analiza.
4.1.3.2 Uticaj vrste i koncentracije pomocnog elektrolita na analiticki signal histamina

Preliminarna ispitivanja uticaja vrste pomocnog elektrolita na analiticki signal
histamina su izvedena u kiselim i alkalnim medijumima. Ova ispitivanja su pokazala da je
alkalni medijum preduslov za anodnu detekciju histamina na tankoslojnoj niklovoj elektrodi
usled neophodnosti formiranja Ni**/Ni** redoks para. U cilju odabira odgovarajuceg
pomoénog elektrolita, poredeni su analiti¢ki signali histamina (5 mg/dm?®) u NaOH, KOH, NH;
i NaCOs. Koncentracija svih ispitanih elektrolita je iznosila 0,5 mol/dm?®. Takode su poredeni
signali analita dobijeni u ekvimolarnim smesama NaOH i KOH, NaOH i NH3, KOH i NH3, NaOH
i NaCOs, KOH i NaCO3 ukupne koncentracije 0,5 mol/dm?, kao i u Britton-Robinson puferima
(pH 9, pH 10 pH 12). Hronopotenciometrijsko merenje je izvodeno na prethodno aktiviranoj
tankoslojnoj niklovoj elektrodi u opsegu potencijala od -0,4 V do 0,5 V, uz primenu struje
oksidacije od 18,1 pA. Uzimajuéi u obzir veli¢inu i oStrinu dobijenih analiti¢ckih signala

histamina, NaOH je izabran kao odgovarajuc¢i pomoc¢ni elektrolit.

Uticaj koncentracije NaOH na vreme oksidacije histamina je ispitan u opsegu
koncentracija od 0,1 mol/dm3 do 1,5 moI/dm3 NaOH. Dobijeni rezultati su prikazani na slici
30. S obzirom da je signal histamina u 0,5 mol/dm® NaOH bio najvidi uz najbolju

reproduktivnost, ova koncentracija natrijum-hidroksida je izabrana za sva dalja ispitivanja.
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Slika 30. Uticaj koncentracije NaOH na analiticki signal histamina na tankoslojnoj niklovoj
elektrodi. Cy;s = 5 mg/dm3, i=18,1 uA.

4.1.3.3 Uticaj vremena akumulacije na analiticki signal histamina

Tokom ispitivanja je uoceno da je analiticki signal histamina bio mnogo vedéi ukoliko je
pre hronopotenciometrijskog merenja radna elektroda bila tokom izvesnog vremena u
kontaktu sa ispitivanim rastvorom. Ovo moZe biti posledica adsorpcije i koncentrovanja
analita na radnoj elektrodi pre analize. Da bi se ispitao uticaj adsorpcije na analiticki signal
histamina, merenja su izvedena u rastvorima razli¢itih sadrzaja histamina (2 mg/dm‘q’, 5
mg/dm? i 20 mg/dm?) pri vremenima adsorptivne akumulacije od 30's,60s,90s, 120's, 150 s
i 180 s. Tokom akumulacije, potencijal radne elektrode je iznosio 0 V, a ispitivani rastvori su
intenzivno mesani. Radnoj elektrodi nije bio saopStavan potencijal jer se predpostavilo da se
radi o nespecificnj adsorpciji. Nakon isteka vremena akumulacije, pre
hronopotenciometrijskog ciklusa merni rastvori su umirivani u trajanju od 15 s. Struja
oksidacije u analitickom koraku je iznosila 30 pA. Sva ispitivanja su izvedena u pet

ponavljanja.

Na slici 31 je prikazan uticaj vremena akumulacije (takum.) Na analiticki signal histamina
(t). Prikazane su srednje vrednosti vremena oksidacije analita, a reproduktivnost je iskazana
kao 2SD. Kao $to se moze videti na slici 31, za sve tri ispitane koncentracije vreme adsorpcije

je znacajno doprinosilo poveéanju analitickog signala. Krive zavisnosti vremena oksidacije od
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vremena akumulacije za sadrzaje histamina od 5 mg/dm3 i 20 mg/dm3 imale su
karakteristiCan oblik koji je tipican za adsorptivnhu akumulaciju. Pri visim koncentracijama
histamina, dolazilo je do zasi¢enja povrSine radne elektrode adsorbovanim histaminom Sto
se manifestovalo zakrivljenjem krivi zavisnosti t = f(takum.). U rastvoru histamina sadrzaja 5
mg/dm?, do zasi¢enja je dolazilo pri vremenu akumulacije od 140 s, dok je u rastvoru
sadrzaja histamina 20 mg/dm? do zasi¢enja dolazilo pri vremenu od ~ 90 s (Slika 31 bic). U
poslednjem slucaju, vremena akumulacije duza od 120 s su dovodila do znacajnog
razvlaenja hronopotenciograma i problema sa odredivanjem prevojne tacke. Pri nizim
sadrzajima histamina, adsorpciona kriva je bila manje zakrivljena (Slika 31a) sto se moglo
objasniti nepotpunim zasi¢enjem povrsine elektrode prisutnim histaminom pri ispitanim

vremenima adsorpcije.
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Slika 31. Uticaj vremena akumulacije na analiticki signal histamina. i = 30 pA; (a) Chis = 2

mg/dm?; (b) Cuis = 5 mg/dm?; (c) Cuis = 20 mg/dm?; tankoslojna niklova elektroda.

Na osnovu dobijenih rezultata moglo se zakljuciti da odabir odgovaraju¢eg vremena
akumulacije zavisi od opsega koncentracije histamina rastvora koji se analiziraju. Za
ispitivanja u ovom radu vreme akumulacije od 30 s je primenjeno u vecini analiza. Medutim
pri analizi rastvora sa nizim sadrzajem histamina (do 2 mg/dm?®) preporuduje se svakako

deponovanje pri duZzim vremenima (~ 240 s) radi ostvarivanja odgovarajuce osetljivosti.
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4.1.3.4 Uticaj temperature na analiticki signal histamina

Uticaj temperature na analiti¢ki signal histamina je ispitan u opsegu od 20°C do 55°C.
Ispitivani rastvori su termostatirani zagrejanom vodom koja je strujala kroz dvostruki zid
procesnih posuda (Slika 10, Slika 12b). Vreme termostatiranja pre analize je iznosilo 5
minuta. Hronopotenciometrijsko merenje je izvedeno pri vremenu akumulacije od 30 s i

struji oksidacije od 30 pA, u model rastvoru histamina sadrzaja 5 mg/dm?>.

Rezultati ispitivanja su prikazani na slici 32. Svaka tacka na dijagramu predstavlja
srednju vrednost pet uzastopnih analiza, dok vertikalne crtice na tackama oznacavaju

reproduktivnost izrazenu kao 2SD.
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Slika 32. Uticaj temperature na analiti¢ki signal histamina. i = 30 pA; Cyis = 5 mg/dm?;

tankoslojna niklova elektroda.

U skoro celokupnom ispitanom temperaturnom opsegu (do 50°C) uo&eno je linearno
povecanje vremena oksidacije histamina sa temperaturom. Povecanje signala je ukazalo na
ubrzanje kinetike oksidacije histamina pri vi$im temperaturama. Temperature vise od 50°C
su uzrokovale mehanicku nestabilnost filma nikla, koja se manifestovala odvajanjem sloja
nikla od staklastog ugljenika. Predpostavlja se da je porast temperature dovodio do promene
energetskog stanja (A G°) sloja metala, pri ¢emu se narusavala njegova stabilnost (Brainina &
Neyman, 1993).
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lako temperatura negativno uti¢e na adsorpcionu akumulaciju analita, ukupni efekat
povisene temperature pri hronopotenciometrijskom odredivanju histamina uz prethodnu
adsorptivnu akumulaciju je bio znatno povedéanje signala histamina. Uzimajuc¢i u obzir
suprotne efekte temperature na adsorpciju histamina na povrsini elektrode i na
elektrohemijsku reakciju, od velike vaznosti je izabrati onu temperaturu koja ¢e ubrzati
reakciju prenosa elektrona a da pri tome ne utic¢e znacajno na adsorptivnu akumulaciju. Za
niZze sadrzaje histamina, viSe temperature su svakako povoljnije jer omogucavaju vecu
osetljivost odredivanja. Za koncentracije histamina nize od 2 mg/dm3, preporucuje se
temperatura od 45°C. Za vi$e sadrZaje histamina, temperature u intervalu od 20°C do 25°C
su prihvatljive zbog bolje reproduktivnosti analitickog signala. Sva dalja ispitivanja su

izvedena pri sobnoj temperaturi (25 + 1°C), ukoliko drugadije nije navedeno.
4.1.3.5 Uticaj pocetnog potencijala na analiticki signal histamina

Uticaj pocetnog potencijala na analiti¢ki signal je ispitan u intervalu od -1,2V do 0,3 V,
u model rastvoru histamina sadrzaja 10 mg/dm?>. Struja oksidacije je iznosila 30 pA, dok je
akumuliranje izvodeno u trajanju od 30 s. Vreme umirenja rastvora nakon akumulacije je
iznosilo 15 s. Dobijeni rezultati su prikazani na slici 33, na kojoj svaka tacka predstavlja
srednju vrednost pet analiza, dok vertikalne crte oko tacke predstavljaju reproduktivnost

izrazenu kao 2SD.
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Slika 33. Uticaj pogetnog potencijala na analiti¢ki signal histamina. Cy;s = 10 mg/dm?>; i = 30

MA; takum. = 30 s; tankoslojna niklova elektroda.

Kao Sto se na slici 33 moZe videti, pocetni potencijal nije znacajno doprinosio
promeni vremena oksidacije histamina. Pocetni potencijali pozitivniji od - 0,2 V su medutim
bili odgovorni za smanjenje reproduktivnosti odredivanja. S obzirom na veli¢inu analitickog
signala i dobru reproduktivnost (RSD = 2,11%), pocetni potencijal od - 0,4 V je izabran kao

odgovarajuci u svim narednim odredivanjima.
4.1.3.6 Uticaj struje oksidacije na analiticki signal histamina

Uticaj struje oksidacije na analiticki signal histamina uz primenu tankoslojne niklove
elektrode je ispitan u rastvorima sadrzaja 10 mg/dm3 i 50 mg/dm3. Vreme akumulacije je
iznosilo 30 s u oba slu¢aja, a vreme umirenja rastvora 15 s. Ispitivanjem su bile obuhvaéene
struje od 20,1 pA do 35 WA za niZi sadrzaj histamina, i struje od 36,2 pA do 51 pA za visi
sadrzaj histamina. Na slici 34 su prikazani dobijeni rezultati izrazeni kao srednje vrednosti pet

analiza. Reproduktivnost je prikazana vertikalnim crticama oko svake tacke izrazena kao 2SD.
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Slika 34. Uticaj struje oksidacije na analiticki signal histamina. takum. = 30 s; (a) Chis = 10

mg/dm?; (b) Cuis = 50 mg/dm?; tankoslojna niklova elektroda.
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Sa poveéanjem struje oksidacije, vreme oksidacije histamina je opadalo po
eksponencijalnoj funkciji u oba slucaja. Za niZi sadrzaj histamina, pad analitickog signala
histamina sa strujom je bio ostriji. Reproduktivnost analitickog signala histamina je bila
znatno bolja primenom vedih struja, usled dobijanja ostrijih signala. Potencijal oksidacije
histamina se neznatno pomerao ka pozitivnijim vrednostima pri primeni niZih struja

oksidacije, Sto je bila posledica dobijanja razvucenijih hronopotenciograma.

U tabeli 12 su sumarno prikazani optimalni eksperimentalni uslovi za
hronopotenciometrijsko odredivanje histamina na tankoslojnoj niklovoj elektrodi (Svarc-
Gaji¢ & Stojanovic¢, 2010).

Tabela 12. Optimalni eksperimentalni uslovi hronopotenciometrijskog odredivanja

histamina na tankoslojnoj niklovoj elektrodi.

Parametar Optimalni uslovi
Pomoéni elektrolit NaOH
Koncentracija pomo¢nog elektrolita (mol/dm?) 0,5

Aktivacija elektrode 20 ciklusa (-0,4 + 0,5 V; i =20 pA)
Eo (V) -0,4

Ezaursno (V) 0,5

lopseg (MA) 18- 50

Vreme akumulacije (s) 30 - 240
Temperatura (°C) 25

4.1.3.7 Uticaj koncentracije na analiticki signal histamina

Karakter zavisnosti analitickog signala od koncentracije je ispitan za tri opsega sadrzaja
histamina: od 0,5 mg/dm3 do 3 mg/dms, od5 mg/dm3 do 30 mg/dm3, iod10 mg/dm3 do 110
mg/dm?®. Vreme akumulacije je iznosilo 240's, 30 s i 10 s za niZi, srednji i visi opseg, redom,
pri ¢emu su eksperimenti izvodeni u pet ponavljanja za svaki od ispitanih opsega
koncentracija. Dobra linearna zavisnost analitiCkog signala od sadrZaja je dobijena za sva tri
ispitana opsega sadrZaja histamina. Pri koncentracijama histamina vi$§im od 110 mg/dm?
histamina, dolazilo je do zakrivljenja krive T = f(Cy;s). Odstupanje od linearne zavisnosti pri

viSim sadrZajima histamina se javljalo verovatno kao posledica zasi¢enja aktivnih centara
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elektrode. Vrednosti nagiba, odsecka, standardne devijacije nagiba i odsecka, kao i
koeficijenti korelacije su prikazani u tabeli 13. Na osnovu prikazanih rezultata se moze videti
da su odsecci na t osi bili znac¢ajni, tako da se za kvantitativnu analizu preporucuje metoda

kalibracione krive kao i kod prethodno razmatranih radnih elektroda.

Tabela 13. Zavisnost vremena oksidacije od sadrzaja histamina (tankoslojna niklova

elektroda).
Opseg sadrzaja a b . Koeficijent
t S Zavisnost SD SD .
(mg/dm?) k. (5) b 2 korelacije
0,5-3 240 1=0,154 x Cy;s+ 0,929 0,005 0,007 0,9985
5-30 30 T=0,0398x Cys + 0,871 0,002 0,101 0,9988
10-110 10 T=0,010 x Cyy;s+ 0,668 0,001 0,024 0,9916

? 1, vreme oksidacije u sekundama; Cy;, sadrzaj histamina u mg/dm?’.
® 5Dy, standardna devijacija nagiba (n = 5)

°SD,, standardna devijacija odse¢ka (n =5).

4.1.3.8 Ponovljivost i reproduktivnost

Ponovljivost (analiticka reproduktivnost) je odredena na osnovu sedam uzastopnih
analiza rastvora histamina sadrzaja 5 mg/dm® i 50 mg/dm?, pri prethodno definisanim
optimalnim uslovima. Pre svake analize, elektroda je elektrohemijski ciséena cikli¢nim
promenama potencijala konstantnom strujom (10 ciklusa). Primenjene struje oksidacije su
iznosile 30 pA i 47 pA, dok je vreme akumulacije iznosilo 30 s. Nakon akumilacije, sledio je
korak umirenja rastvora u trajanju od 15 s. Relativna standardna devijacija za niZi sadrzaj
histamina je iznosila 3,71%, dok je za viSi sadrzaj iznosila 4,44%. Pri datim eksperimentalnim
uslovima, histamin se na tankoslojnoj niklovoj elektrodi oksidovao pri relativno
reproduktivnim vrednostima potencijala od ~ 380 mV. Relativhe standardne devijacije
potencijala oksidacije histamina na niklovoj elektrodi su iznosile 1,50% za sadrzaj histamina
od 5 mg/dm? i 3,88% za rastvore histamina sadrzaja 50 mg/dm?. Originalni zapis analizatora
pri odredivanju ponovljivosti u rastvoru sadrzaja 5 mg/dm? histamina je prikazan na slici 35.
Reproduktivnost dobijena analizom pet razli¢itih rastvora odredenog sadrzaja, izkazana kao
relativna standardna devijacija je iznosila 0,85% za sadrzaj histamina od 5 mg/dm3 i2,95% za

sadrzaj histamina od 50 mg/dm?.
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mV
200 300 400 500
| 1
. — 0
......................................................... _1
-2
3 s
2,36 mV/mm
0,16 s/mm

385 mV * 1,2s 98
386 mV i 1,2s 98
392 mV * 118 92
396 mV = 13%s 104
388 mV * 1,2s 96
378 mV * 1,2s 98

384 mv * 1,2s 96

Slika 35. Ponovljivost odredivanja sa kvalitativnim i kvantitativnim karakteristikama na

tankoslojnoj niklovoj elektrodi. Cpis =5 mg/dm3; i =30 pA.
4.1.3.9 Granica detekcije i granica kvantifikacije

Nakon optimizacije uslova hronopotenciometrijskog odredivanja histamina na
tankoslojnoj niklovoj elektrodi, za odredivanje granice detekcije i granice kvantifikacije
primenjeni su isti kriterijum kao u predhodnim ispitivanjima. Struja oksidacije je iznosila 18,1
HA, dok je temperatura rastvora slepe probe iznosila 45°C. Pri primenjenom vremenu
akumulacije od 240 s, ostvarena granica detekcije je iznosila 0,11 mg/dm? histamina, dok je
granica kvantitativnog odredivanja iznosila 0,29 mg/dm3 histamina. DuZa vremena
akumulacije nisu doprinosila znacajno povecanju osetljivosti odredivanja i nisu uzimana u
obzir zbog znatno losije reproduktivnosti analitickog signala u slepoj probi. Granica detekcije
i granica kvantifikacije su na sobnoj temperaturi, a pri istim svim ostalim eksperimentalnim

uslovima, bile viSe i iznosile su 0,16 mg/dm3 i0,43 mg/dm3, redom.
4.1.3.10 Interferencije

Uticaj prisustva aminokiselina na analiticki signal histamina na tankoslojnoj niklovoj

elektrodi je ispitan na isti nacin kao i kod predhodne dve elektrode. Rezultati analize rastvora
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koji su pored histamina sadrzali i odredenu aminokiselinu su pokazali da pri istim uslovima
hronopotenciometrijskog merenja na niklovoj elektrodi dolazi do istovremene oksidacije
histamina i aminokiselina. U prisustvu aminokiselina dobijeni signali su bili znatno veci u
poredenju sa signalima dobijenim u model rastvoru histamina. Kao i kod cvrste zlatne
elektrode, ni u ovom slucaju nisu dobijeni radvojeni platoi pojedinih komponenti. Kod
tankoslojne niklove elektrode mehanizam generisanja signala nije dozvoljavao razdvajanje
platoa pojedinih komponenti na hronopotenciogramu, s obzirom da je NiOOH, koji se
generisao u prvoj elektrodnoj reakciji ECE mehanizma, imao podjednaku sposobnost
oksidacije i aminokiselina i histamina. Istovremena oksidacija histamina i aminokiselina
pomocu elektrogenirisanog nikl-oksihidroksida se deSavala pri pribliznim vrednostima

potencijala uzrokujuci pojavu samo jednog analitickog signala.

4.1.3.11 Ispitivanje tacnosti definisane metode

U cilju ispitivanja tacnosti definisane metode za elektrohemijsko odredivanje histamina
na tankoslojnoj niklovoj elektrodi, pri prethodno utvrdenim optimalnim uslovima su
analizirani standardni rastvori histamina pripremljeni u pomoc¢nom elektrolitu. Odredene

koncentracije i vrednosti ,,recovery” testa su prikazani u tabeli 14.

Tabela 14. Rezultati odredivanja histamina u standardnim rastvorima primenom

adsorpcione hronopotenciometrije sa tankoslojnom niklovom elektrodom.

Histamin dodat (mg/dm?®) Histamin odreden (mg/dm?)
1,5 1,53 +0,01° (101,80) °
3,0 2,99 + 0,10 (99,93)
7,0 6,91 £ 0,34 (98,67)
10,0 10,11 + 0,45 (101,10)
20,0 20,56 + 0,77 (102,82)

®Srednja vrednost 2 SD, n=5.

®Vrednosti u zagradi predstavljaju srednju vrednost “recovery” testa u %; n=>5.

Na osnovu vrednosti ,recovery” testa (98,67 + 102,82%) moze se zakljuciti da
definisana adsorpciona hronopotenciometrija sa katalitickim efektima tankoslojne niklove
elektrode, pored toga Sto poseduje odgovarajucu tacnost, pokazuje i veoma dobru
reproduktivnost odredivanja (RSD = 0,33 + 2,46%).
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4.1.4 Poredenje elektrohemijskih metoda

U toku ispitivanja i na osnovu dobijenih rezultata je utvrdeno da je elektrohemijsko
ponasanje histamina razli¢ito na elektrodnim materijalima koji su koris¢eni. Na tankoslojnoj
Zivinoj elektrodi se odigravala direktna oksidacija histamina pri umerenim potencijalima
radne elektrode. Kod cvrste zlatne i tankoslojne niklove elektrode, oksidacija histamina je
zapravo bila posredovana i u oba slucaja se odvijala po ECE mehanizmu. Kod ¢&vrste zlatne
elektrode, na osnovu prethodno objasnjenog mehanizma generisanja signala se moze
zakljuciti da se radi o hronopotenciometriji uz kataliticke efekte generisanog hlora. U slucaju
tankoslojne niklove elektrode radi se o kombinovanoj adsorpciono-katalitickoj

hronopotenciometriji.

Pomocni elektroliti u kojima je bilo moguce odredivanje histamina su se razlikovali kod
svake od tri primenjene elektrode. Uticaj potencijala na analiticki signal histamina je imao
sliCan karakter zavisnosti, bez obzira na koris¢eni elektrohemijski sistem. Porast struje
oksidacije je uzrokovao eksponencijalno smanjenje signala histamina u sva tri slucaja.
Primenjeni intervali struje oksidacije kod zlatne i tankoslojne niklove elektrode su bili znatno
Siri u odnosu primenjenje struje kod tankoslojne Zivine elektrode. Dobra linearnost
analitickog signala od koncentracije je ostvarena za priblizno iste opsege sadrzaja histamina

na sve tri radne elektrode.

Na osnovu rezultata istraZivanja se moze jasno uociti da se osetljivost odredivanja
histamina razlikovala na razli¢itim elektrodama. Najveca osetljivost je ostvarena primenom
tankoslojne niklove elektrode, zatim sledi ¢vrsta zlatna elektroda i na kraju tankoslojna Zivina
elektroda. Ipak treba istaci da, u poredenju sa uobicajeno primenjivanim biosenzorima za
odredivanje histamina, ¢ak i tankoslojna Zivina elektroda je obezbedivala zadovoljavajucu
osetljivost (Zeng et al., 2000). Po pitanju ponovljivosti i reproduktivnosti analitickog signala,

primenjene elektrode se nisu znacajno razlikovale.

Bez obzira na najmanju osetljivost odredivanja na tankoslojnoj Zivinoj elektrodi, ona je
pokazala najbolje osobine u prakticnom smislu. Pri odredivanju histamina na tankoslojnoj
Zivinoj elektrodi, nakon jednostavne elektrodepozicije Zive na staklastom ugljeniku, odmah
se moglo pristupiti hronopotenciometrijskom merenju. Poliranje staklastog ugljenika na
kome se formirala ova elektroda je u proseku izvodeno jednom mesecno. S druge strane
¢vrstu zlatnu elektrodu je bilo neophodno pre svake analize mehanicki Cistiti filter-hartijom
nakvasenom bidestilovanom vodom, a i potrebe za poliranjem su bile ¢esée (najmanje
jednom dnevno). U slucaju tankoslojne niklove elektrode, nakon deponovanja sloja nikla,

sledila je aktivacija elektrode. Pored toga, nakon svake uradene analize na ovoj elektrodi bilo
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je potrebno elektrodu elektrohemijski Cistiti ciklicnim promenama potencijala. Otezavajuca
okolnost pri primeni tankoslojne niklove elektrode je bila i ta da je poliranje staklastog
ugljenika moralo da se izvodi pre svakog formiranja radne elektrode. Svi ovi dodatni koraci
pri primeni ¢vrste zlatne i tankoslojne niklove elektrode su produzavali ukupno vreme
analize i komplikovali samo odredivanje. Po pitanju ta¢nosti, definisane metode se nisu
znacajno razlikovale i rezultati ,,recovery” testova su bile priblizno isti i zadovoljavajuci za sve

tri primenjene elektrohemijske metode.

4.2 Definisanje postupka pripreme uzoraka

Priprema uzoraka za analizu je kritican korak u svakom analitickom postupku. Pri
razvoju odgovarajuéeg postupka pripreme uzoraka mora se voditi racuna da primenjena
tehnika omogudi kvantitativno izolovanje analita iz matriksa ispitivanog uzorka i da ne dode
do kontaminacije uzorka, niti do gubitka analita. Kada je re¢ o ekstrakcionim tehnikama, one
su nedovoljno selektivne, tako da se u toku ekstrakcije najéesée istovremeno odvija i
izdvajanje velikog broja drugih organskih jedinjenja koja mogu ometati analizu. Zbog toga je
veoma cesto nakon ekstrakcije neophodan i korak precis¢avanja ekstrakta. PrecisS¢avanje
ekstrakta treba da omogudi kvantitativnho izdvajanje analita od ostalih koekstrahovanih
supstanci. U cilju pripreme uzoraka za odredivanje histamina primenom prethodno
definisanih elektrohemijskih metoda, bilo je neophodno optimizovati uslove ekstrakcije i

izdvojiti histamin usled nedovoljne selektivnosti elektrohemijskog odredivanija.

4.2.1 Optimizacija uslova ekstrakcije

U cilju optimizacije postupka ekstrakcije prvo je ispitana ekstrakciona moé razlicitih
ekstragenasa u pogledu izdvajanja histamina iz uzoraka. Ispitivanja su obuhvatila sledeée
ekstragense: 0,1 mol/dm?® HClO,4, 0,1 mol/dm? CH;COOH, 0,1 mol/dm? HCI, metanol, metanol
:HO (1:1, v/v), etanol : H,0 (1 : 1, v/v) i butanol. Efikasnost razlicitih rastvaraca je ispitana
na uzorcima samlevevog sira i samlevene konzervirane ribe. Pri ispitivanju ekstrakcione moci
razliitih rastvaraCa, u uzorke je prethodno bila dodata poznata koli¢ina histamina. Za
ekstrakciju su primenjene klasi¢na refluks ekstrakcija i ultrazvucna ekstrakcija (poglavlje
3.5.1.1). Nakon ekstrakcije, dobijeni ekstrakti su uparavani do suva, a suvi ostatak je
pripreman za hronopotenciometrijsku analizu rastvaranjem u pomoc¢nom elektrolitu.

Elektrohemijska merenja su izvedene na tankoslojnoj Zivinoj elektrodi i pri istim uslovima za
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sve dobijene ekstrakte. Nakon uradenih analiza, poredeni su neto analiti¢ki signali. Neto
analiticki signali izmereni u ekstraktima dobijenim metanolom, smeSom metanol : H,O (1: 1,
v/v)i0,1 mol/dm?> HCl, u poredenju sa neto analitickim signalima ostalih ekstrakata, su bili
znatno veci, dok se medusobno nisu znacajno razlikovali (Slika 36). Medutim, nesto visi
signali su izmereni u ekstraktima dobijenim metanolom. Pored toga, metanolni ekstrakt je
bilo veoma jednostavno upariti do suva, zbog nize tacke klju¢anja metanola, pa je zbog toga

za sva dalja ispitivanja metanol izabran kao odgovarajudi rastvarac za ekstrakciju.

m Neto analiticki signal (s)

0,1 mol/dm® pgatanol Metanol:H,0

2,00 - HCl (1:1,v/v)

R Etanol: H,O

.1 mol/dm . Butanol
| 1:1,vfv
150 HClO, . ;
1,00
0,1 mol/dm?
CH.COOH

0,50 1

0,00

Slika 36. Efikasnost razlicitih rastvaraca za ekstrakciju histamina iz konzervirane ribe uz

primenu ultrazvuc¢ne ekstrakcije.

Kada su u pitanju ekstrakcione tehnike, rezultati ispitivanja su pokazali da je ekstrakcija
uz intenzivno mesanje pokazala najmanju efikasnost. Neto analiti¢ki signali se nisu znacajno
razlikovali pri primeni klasi¢ne refluks ekstrakcije, ultrazvu¢ne i mikrotalasne ekstrakcije
(Slika 37). Nesto vedi signali su dobijeni u ekstraktima dobijenim ultrazvu¢nom ekstrakcijom.
NiZe frekvencije ultrazvuka koje su primenjene (30 kHz) omogucavale su da mehanicki efekti
kavitacije budu dominantni, Sto je doprinosilo povecanju prinosa ekstrakcije a samim tim i
porast neto analitickog signala pri elektrohemijskom merenju. Takode, prednost ultrazvuéne
ekstrakcije se ogledala u znatno reproduktivnijim rezultatima, tj. standardna devijacija
dobijenih rezultata je bila mnogo manja nego u slucaju refluks ekstrakcije i mikrotalasne
ekstrakcije. Za sva dalja ispitivanja odabrana je ultrazvucna ekstrakcija sa metanolom kao

ekstragensom.
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M Neto analiticki signal (s)

0 —|'.. T T T ¢
Refluks "Ultraturax" Ultrazvucna Mikrotalasna
ekstrakcija  ekstrakcija  ekstrakcija  ekstrakcija

Slika 37. Poredenje efikasnosti ekstrakcije primenom razlicitih ekstrakcionih tehnika.

4.2.2 Preparativna tankoslojna hromatografija

Pri optimizaciji hromatografskog razdvajanja komponenti model smesSe na tankom
sloju (polavlje 3.5.1.2.), posmatrane su Rf vrednosti (retencioni faktori) histamina i ostalih
aminokiselina. Rf vrednost je ra¢unata kao odnos rastojanja koje je presSla posmatrana
supstanca i rastojanja koje je presao front rastvaraca od startnog mesta. Optimalni uslovi su
odabrani na osnovu najveée razlike izmedu Rf vrednosti histamina i ostalih aminokiselina,

ukazujuci na najbolje razdvajanje komponenti.

Uobicajeno primenjivane mobilne faze (etil-acetat : metanol : NHs (4 : 3 : 2, v/v/v),
hloroform : metanol : NH3 (2 : 2 : 1, v/v/v), metanol : NH; (20 : 1, v/v), aceton : NH3 (95 : 5,
v/v)) (Leieber & Taylor, 1978) i jednodimenzioni postupak hromatografisanja nisu dali
zadovoljavajuée rezultate pri razdvajanju histamina od aminokiselina. Naime, komponente
model smesSe su bile razdvojene ali razlike u Rf vrednostima nisu bile dovoljne da bi se ovi
postupci primenili u preparativne svrhe. Pri primeni dvodimenzionalnog postupka
hromatografisanja, razdvajanje komponenti model smese je bilo mnogo bolje. Pri poredenju
retencionih faktora dobijenih hromatografisanjem posmatranim mobilnim fazama, nesto
vece razlike Rf vrednosti supstanci iz smesSe su dobijene kada je kao mobilna faza koris¢ena
smesa rastvaraca etil-acetat : metanol : NH3 (4 : 3 : 2, v/v/v) u oba razvijanja. Zbog toga je
dvodimezionalni postupak hromatografisanja sa ovom mobilnom fazom u oba razvijanja
usvojen kao odgovarajuéi postupak izdvajanja histamina. Za precis¢avanje ekstrakata sireva

je primenjena preparativna tankoslojna hromatografija (poglavlje 3.5.1.2).
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U cilju potvrde ispravnosti usvojenog postupka precis¢avanja ekstrakta, na tanak sloj je
nanosSena model smesa sa poznatim sadrzajem histamina (0,1 mg, 0,2 mg i 0,3 mg histamina)
a nakon hromatografisanja je izvodeno eluiranje komponente sa adsorbensa pomoénim
elektrolitom. Nakon centrifugiranja, koli¢cina histamina u supernatantu je odredena
elektrohemijski, primenom tankoslojne Zivine elektrode pri prethodno definisanim
optimalnim uslovima hronopotenciometrijskog merenja. Ispitivanja su izvodena u pet
ponavljanja za svaku od ispitanih koli¢ina histamina, dok su vrednosty ,recovery” testa

raCunate na opisan nacin po formuli 22.

Srednja vrednost ,recovery” testa je iznosila 98%, S$to je potvrdilo ispravnost
definisanog postupka pripreme uzoraka za analizu. Reproduktivnost rezultata je takode bila
zadovoljavajuc¢a (RSD = 3,80 - 5,85%).

4.2.3 Preparativna kolonska hromatografija

Optimizacija kolonske preparativne hromatografije je obuhvatila ispitivanje i poredenje
efikasnosti odvajanja histamina od ostalih komponeti model smesSe primenom razli¢itih
sistema stacionarna — mobilna faza (Tabela 5). Kvalitativnom TLC analizom frakcija dobijenih
nakon razdvajanja na koloni praéeni su sastavi pojedinih frakcija. Nakon utvrdivanja
kvalitativnog sastava, analizirane histaminske frakcije dobijene razli¢itim sistemima
stacionarna - mobilna faza, za koje je utvrdeno da imaju najbolju efikasnost razdvajanja.
Frakcije su analizirane hronopotenciometrijom na tankoslojnoj Zivinoj elektrodi, pri
optimalnim uslovima i struji od 12,2 pA, nakon uparavanja mobilne faze i rastvaranja u

pomocénom elektrolitu.

Na osnovu TLC hromatografije utvrdeno je da je dobro razdvajanje postignuto sa
sistemom silikagel/etil-acetat : metanol : NH;3 (2 : 6 : 2, v/v/v). Prihvatljivo razdvajanje je
postignuto sa sistemima: silikagel/etil-acetat : metanol : NHs3 (3 : 3 : 4, v/v/v), silikagel/ etil-
acetat : metanol : NHs3 (3 : 5 : 3, v/v/v) i silikagel/ etil-acetat : metanol : NH3 (3 : 5,5 : 1,5,
v/v/v). Medutim u ovim slucajevima pojedine frakcije su sadrzale pored histamina i neku od
aminokiselina. Ostali sistemi nisu pokazali zadovoljavaju¢e razdvajanje, s obzirom da se

zajedno sa viSe aminokiselina eluirao i histamin.

Na slikama 38, 39, 40 i 41 su prikazane raspodele histamina u frakcijama za razlicite

sisteme stacionarna — mobilna faza.
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Fr1-3 Fr4-14 Fr 15-16 Fr17-25

Histamin

Aminokiseline

0 4 8 12 16 20 24

Broj frakcije

Slika 38. Raspodela histamina u frakcijama eluata. Stacionarna faza: silikagel, mobilna

faza: etil-acetat : metanol : NH; (2: 6: 2, v/v/v).

t Fr1-3 Fr 4-10 Fr 11-15 Fr 16-20
T (s) ><€ > <€ > € >

Histamin

Aminokiseline

0 4 8 12 16 20 24

Broj frakcije

Slika 39. Raspodela histamina u frakcijama eluata. Stacionarna faza: silikagel, mobilna

faza: etil-acetat : metanol : NH3 (3 : 3 : 4, v/v/v).
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tFI’ 1-3 Fr4-12 Fr 13-15 Fr 16-20

2-

Histamin

Aminokiseline

0 4 8 12 16 20 24

Broj frakcije

Slika 40. Raspodela histamina u frakcijama eluata. Stacionarna faza : silikagel, mobilna

faza: etil-acetat : metanol : NH5 (3 :5: 3, v/v/v).

t Fr1-3 Fr 4-15 Fr15-16 Fr17-21
(s) & P>

Histamin

Aminokiseline

0 4 8 12 16 20 24

Broj frakcije

Slika 41. Raspodela histamina u frakcijama eluata. Stacionarna faza: silikagel, mobilna
faza: etil-acetat : metanol : NH; (3:5,5: 1,5, v/v/v).

Na slici 38 se jasno moze videti da je, sa sistemom silikagel/etil-acetat : metanol : NH;
(2 :6:2, v/v/v), u prvim frakcijama dolazilo do eluiranja aminokiselina (Fr 4-14). Nakon

eluiranja aminokiselina (Fr 4-14), sledile su dve frakcije bez ijedne komponente (Fr 15 i
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Fr 16) i nakon toga se eluirao histamin (Fr 17-25). S obzirom da je u ovom slucaju postignuto

veoma dobro razdvajanje histamina, ovaj sistem je usvojen kao odgovarajudi.

Pri ispitivanju kapaciteta kolone za hromatografiju, zapremine model smese (cak- 1000
mg/dm3 i cuis= 400 mg/dm3) od 1 cm® do 10 cm® nisu znacajno uticale na efikasnost i
rezoluciju razdvajanja histamina od ostalih aminokiselina. Naime, bez obzira na aplikovanu
zapreminu model smeSe, zona histamina je bila dobro odvojena od zone ostalih
aminokiselina (Slika 38). Pri aplikovanim zapreminama veéim od 12 cm?® rezolucija
hromatografisanja je bila loSija (Slika 42). Sa poveéanjem ukupne koli¢ine supstanci dolazilo
je do prosirenja njihovih zona, $to je uslovilo da su se frakcije histamina eluirale odmah po
eluiranju aminokiselina, uz jednu praznu frakciju izmedu. Uzimajuéi u obzir nepoznat sastav
realnih uzoraka i zahteve sigurne preparativne hromatografije, moZze se smatrati da je pri

primenjenim koncentracijama, zapremina uzorka od 12 cm® bila grani¢na.

Fr1-3 Fr4-15 Fr 16 Fr17-24

t(s) [E—>< > &> < >

Histamin

Aminokiseline

0 4 8 12 16 20 24

Broj frakcije

Slika 42. Raspodela histamina u frakcijama eluata. Stacionarna faza: silikagel; mobilna
faza: etil-acetat : metanol : NH3 (2 : 6 : 2, v/v/v); zapremina model smesSe nanesSena na

kolonu: 12 cm?®.

Na osnovu izloZzenog se moZe sumirati da je definisan postupak preséavanja
preparativnom hromatografijom obuhvatio kondicioniranje kolone sa 30 cm® mobilne faze,
aplikaciju 10 cm® prethodno pripremljenog metanolnog ekstrakta i eluiranje pri protoku
mobilne faze od 3,3 cm3/min. Prvih 64 cm? eluata se odbacuje, dok ostalih 32 cm?® eluata koji
sadrzi histamin se sakuplja. Eluat sa histaminom se uparava, a suvi ostatak se rastvara u

odgovaraju¢em pomoénom elektrolitu za potrebe elektrohemijskog odredivanja histamina.
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U cilju potvrde tacnosti definisanog postupka pripreme uzoraka za analizu
preparativnom kolonskom hromatografijom, na kolonu je nanoSena model smesa sa
poznatim sadrZajem histamina (10 mg/dm?, 20 mg/dm® i 30 mg/dm®) i nakon opisanog
nacina hromatograisanja, prikupljan je eluat sa histaminom. Nakon uparavanja i rastvaranja
u pomoénom elektrolitu (0,02 mol/dm®  H,S04), histamin je  odredivan
hronopotenciometrijski na tankoslojnoj Zivinoj elektrodi. Ispitivanja su izvodena u pet
ponavljanja za svaki od ispitivanih model rastvora histamina, dok su vrednosty ,recovery”

testa raCunate na opisan nacin po formuli 22.

Vrednosti ,recovery” testa su se kretale od 98,6% do 100,04%. Reproduktivnost
odredivanja histamina je bila veoma dobra (RSD = 1,32 + 1,48%). Dobijene vrednosti
Jrecovery” testa su pokazale da je definisani postupak pripreme uzoraka u potpunosti
ispravan i prihvatljiv za analizu realnih uzoraka u kojima se ocekuju nize koncentracije

interferiraju¢ih komponenti.

4.3 Odredivanje histamina u prehrambenim proizvodima

Nakon definisanja postupaka pripreme uzoraka za analizu, razvijene elektrohemijske
metode su primenjene za odredivanje histamina u realnim uzorcima (Tabela 4). Preparativna
tankoslojna hromatografija je koris¢ena za preciS¢avanje metanolnih ekstrakata sireva, dok
je preparativna kolonska hromatografija korisSéena za preciS¢avanje uparenih uzoraka vina i
metanolnih ekstrakata fermentisanih kobasica i konzerviranih riba. Eksperimenti su pokazali
da je preparativna tankoslojna hromatografija zadovoljavala uslove za preciséavanje
ekstrakata sireva, zbog nesto jednostavnijeg matriksa ovih uzoraka. Preparativna kolonska
hromatografija je primenjena za sve ostale uzorke, s obzirom na njihov nesSto slozZeniji

matriks, alii zbog jednostavnosti pri njenom koris¢enju.

U slucaju sireva, sadrzaj histamina je odreden elektrohemijski na tankoslojnoj Zivinoj
elektrodi, dok su ostali uzorci analizirani na sve tri elektrode. Odredivanje sadrZaja histamina
je izvedeno metodom kalibracione krive. Analize su izvedene u tri ponavljanja i odredeni
sadrzaji histamina su prikazani u tabelama 15, 16, 17 i 18. Paralelno sa analizom uzorka
izvoden je i ,recovery” test u cilju potvrdivanja tacnosti definisanih metoda, ukljucujuci
pripremu uzoraka i elektrohemijsko odredivanje histamina. U ovom slucaju su eksperimenti
izvodeni tako Sto je na usitnjene cvrste uzorke pre ekstrakcije dodata odredena kolicina
histamina, a rezultati racunati na osnovu formule 23. Pri analizi vina, standardni rastvor

histamina je direktno dodavan u uzorke, pre uparavanja.
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U tabeli 15 dati su rezultati odredivanja histamina u sirevima (srednja vrednost tri

ponavljanja), reproduktivnost odredivanja (+ 2SD) i vrednosti ,recovery” testa.

Tabela 15. Sadrzaj histamina u sirevima.

Broj uzorka Sadrzaj histamina (mg/kg) ® Recovery (%)

1 128,54 + 16,09 113,88
2 71,15+ 7,84 103,12
3 54,23 + 10,69 85,37
4 244,08 + 32,95 86,00
5 65,99 + 12,35 105,82
6 27,91+ 5,08 106,97
7 229,16 + 15,03 93,16
8 48,36 + 6,91 96,54
9 61,93 + 6,90 102,45
10 107,31 + 17,15 104,00

® Srednja vrednost + 25D (n=3).
Tankoslojna Zivina elektroda, preparativna tankoslojna hromatografija.

Sadrzaj histamina u sirevima se kretao od 27,91 mg/kg do 244,08 mg/kg, dok se
relativna standardna devijacija kretala u intervalu od 3,28 % do 9,86 %. S obzirom da u nasoj
zemlji ne postoji standard koji propisuje maksimalan sadrzaj u ovom tipu uzoraka, na osnovu
propisanog maksimalno dozvoljenog sadrzaja histamina u ribi i proizvodima od ribe (,,SI. list
SRJ“, br. 5/92, 11/92 — ispr. i 32/2002) moze se zakljuciti da, od ukupno 10 analiziranih
uzoraka sireva, dva ne zadovoljavaju ovaj Pravilnik. Ipak treba istaéi da su ovi zakljucci
izvedeni na bazi kriterijuma definisanih za drugu kategoriju prehrambenih proizvoda. Nesto
loSije vrednosti ,recovery” testa se mogu objasniti time Sto se kod preparativne tankoslojne
hromatografije izvode komplikovanije operacije. Ovo se uglavhom odnosi na operacije
struganja i sakupljanja silika gela sa histaminom, koje su najces¢i uzrok gresaka pri primeni
tankoslojne hromatografije u preparativne svrhe. Medutim, u analitickoj praksi vrednosti

»recovery” testa u intervalu od 86,00 % do 113,88 % se smatraju zadovoljavajuéim.

Rezultati odredivanja sadrzaja histamina u konzerviranim ribama su prikazani u tabeli
16. Ispitivanja su izvedena na sve tri radne elektrode, a prikazani rezultatu predstavljaju
srednju vrednost tri ponavljanja za svaki uzorak. Reproduktivnost odredivanja je izrazena kao

2SD, dok je prikazana vrednost ,recovery” testa srednja vrednost tri ponovljene analize.

100



Doktorska disertacija

Zorica Stojanovi¢

Tabela 16. Sadrzaj histamina u konzerviranoj ribi.

Broj uzorka

Sadrzaj histamina (mg/kg) ®

Tankoslojna Zivina

Cvrsta zlatna elektroda

Tankoslojna niklova

elektroda elektroda
1 140,40 + 1,94 (95,44)° 111,65 + 15,52 (97,51) 114,95 + 18,98 (103,04)
2 117,17 +4,74 (93,32) 106,75 + 8,93 (90,24) 112,02 +19,32(97,97)
3 164,90 +4,51 (90,70) 171,38 + 16,00 (103,73) 168,36 + 16,63 (92,65)
4 154,04 + 16,00 (99,62) 152,40 +10,93 (97,54) 168,56 + 14,54 (90,78)
5 60,02 +4,38(92,52) 59,30 +9,21(101,92) 61,43 + 10,32 (92,48)
6 55,74 + 4,60 (97,80) 55,54 + 8,03 (97,33) 53,12 + 3,98 (91,89)
7 13,16 +1,91 (94,60) 12,68 +1,79 (98,43) 15,28 +3,11 (92,96)
8 25,25 +3,16 (99,33) 24,01 +3,42(93,15) 23,48 +3,96 (91,66)
9 95,36 + 11,11 (98,67) 94,90 +9,02 (91,18) 92,48 +5,85(91,18)
10 123,16 +4,01 (94,90) 121,49 +7,23(93,35) 124,52 +15,61(97,61)
11 32,64 +2,87(94,32) 34,48 +3,32(95,26) 32,24 +2,38(98,32)
12 56,78 + 3,32 (96,56) 55,36 +3,55(97,68) 56,92 *3,02(92,48)

? Srednja vrednost + 2SD (n = 3).

®Vrednosti u zagradi predstavljaju srednje vrednosti ,,recovery” testa (n = 3).

Svi uzorci konzervirane ribe sadrzali su manje od 200 mg/kg histamina, Sto je u skladu
sa Pravilnikom o maksimalno dozvoljenom sadrzZaju histamina (,,SI. list SRJ“, br. 5/92, 11/92 —
ispr. i 32/2002). Srednje vrednosti sadrzaja histamina dobijene na razli¢itim elektrodnim
materijalima medusobno su uporedene primenom Studentovog t-testa uparenih vrednosti
uz 95% verovatnodu. Nulta hipoteza je bila da se primenom razlicitih radnih elektroda ne
dobijaju razliciti rezultati, odnosno da razlike izmedu posmatranih elektrohemijskih metoda
nisu znacajne. IzraCunate t - vrednosti su uporedene sa teorijskim vrednostima pri a = 0,05. S
obzirom da su izra¢unate vrednosti bile manje od teorijskih vrednosti, nulta hipoteza je
prihvacena, odnosno sadrzaji histamina odredeni na razlic¢itim elektrodama nisu se statisticki
znacajno razlikovali uz verovatno¢u od 95%. Reproduktivnost odredivanja je bila dobra na
sve tri radne elektrode (RSDyg = 0,69 — 7,26%, RSDa, = 2,98 — 7,76% i RSDy; = 3,17 — 8,62%).
Vrednosti ,recovery” testa su bile znatno bolje (90,24 — 103,73%) u poredenju sa
vrednostima ,recovery” testa uzoraka sireva, Sto potvrduje ne samo ispravnost primenjenih

postupka pripreme uzoraka, vec i tacnost definisanih elektrohemijskih metoda.

Sadrzaj histamina u fermentisanim kobasicama je odreden elektrohemijski na sve tri
radne elektrode. U tabeli 17 su prikazane srednje vrednosti sadrzaja histamina (n = 3),

reproduktivnost odredivanja (2SD) i srednje vrednosti ,recovery” testa (n = 3).
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Tabela 17. Sadrzaj histamina u fermentisanim kobasicama.

Sadrzaj histamina (mg/kg)®

Broj
uzorka Tank;:'; tlrnoa dzalvma Cvrsta zlatna elektroda Tankﬁ::(’:: 2:;klova
1 175,54 + 2,46 (92,43)° 181,70 £ 5,37 (92,71) 174,07 + 3,45 (94,48)
2 101,68 + 2,71 (94,68) 105,72 + 11,88 (96,83) 104,66 + 3,45 (90,36)
3 101,69 + 4,48 (94,74) 100,90 + 18,74 (101,60) 103,32 + 7,73 (91,28)
4 41,48 + 3,21 (90,36) 39,91 + 4,25 (104,80) 39,87 + 1,86 (89,64)
5 67,21 + 3,89 (90,45) 65,48 + 4,60 (96,00) 69,08 + 6,79 (93,73)
6 97,31 +£5,59 (91,57) 98,30 £ 6,33 (103,78) 100,36 + 3,48 (95,62)
7 194,33 + 4,98 (96,34) 194,86 + 22,02 (102,67) 193,22 + 9,45 (101,28)
8 81,08 + 7,04 (90,22) 83,22 + 7,70 (98,02) 84,28 + 3,34 (94,22)
9 116,49 + 7,31 (91,64) 113,66 + 11,94 (101,86) 115,75 + 5,56 (93,98)
10 56,46 + 5,08 (90,51) 54,22 + 4,52 (93,45) 57,32 + 3,49 (91,34)
11 134,26 + 7,96 (93,69) 138,68 + 7,33 (104,69) 132,78 + 7,63 (97,44)
12 75,70 + 2,93 (91,05) 75,11 + 2,99 (102,47) 77,75 + 3,38 (93,35)

® Srednja vrednost + 25D (n=3).
®Vrednosti u zagradi predstavljaju srednje vrednosti ,recovery” testa (n = 3).

SadrZaj histamina u fermentisanim kobasicama se kretao od 41,48 mg/kg do 194,33
mg/kg. Reproduktivnost odredivanja je bila zadovoljavaju¢a u slucaju sve tri primenjene
elektrohemijske metode (RSDyg = 0,70 — 4,50%, RSDay = 1,48 —5,65% i RSDy; = 0,94 — 5,75%).
Za meso i proizvode od mesa zakonski nije regulisan maksimalno dozvoljeni sadrzaj
histamina, mada neke zemlje preporucuju izmedu 100 - 200 mg/kg (Karovicova & Kohajdova,
2005). S obzirom da u analiziranim fermentisanim kobasicama sadrzaj histamina nije bio visi
od 200 mg/kg, moze reci da ovi proizvodi ne predstavljaju rizicne namirnice koje bi dovele do
pojave netolerancije i neZeljenih reakcija na histamin. Uporedivanjem srednjih vrednosti
sadrzaja histamina u analiziranim uzorcima primenom Studentovog t-testa uparenih
vrednosti uz 95% verovatnocu, izraCunate t -vrednosti su bile manje od teorijskih. Na osnovu
toga se moze zakljuciti da se sadrzaji histamina pojedinac¢nih uzoraka odredeni razli¢itim
elektrohemijskim metodama nisu znacajno razlikovali, uz verovatnoéu od 95%. U slucaju
fermentisanih kobasica, odredene vrednosti ,recovery” testa su bile veoma indikativne kao

potvrda tac¢nosti definisanih metoda.
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Rezultati odredivanja sadrZaja histamina u uzorcima vina su prikazani u tabeli 18.
Prikazani rezultati predstavljaju srednju vrednost tri ponovljene analize. Reproduktivnost
rezultata je prikazana kao 2SD, dok vrednosti u zagradi predstavljaju srednju vrednost

Lrecovery” testa tri ponovljene analize.

Tabela 18. Sadrzaj histamina u vinu.

Sadrzaj histamina (mg/dm?®) ?

Broj uzorka . . -
Tankoslojna zivina Tankoslojna niklova

Cvrsta zlatna elektroda

elektroda elektroda
1 4,68 +0,46 (102,33)" 4,78 + 0,15 (97,59) 4,72 + 0,36 (96,56)
2 5,25 + 0,42 (101,97) 5,47 + 0,79 (97,21) 5,42 0,55 (94,48)
3 1,93 + 0,29 (96,26) 2,14 + 0,25 (93,78) 1,99 + 0,28 (94,05)
4 5,55 + 0,35 (101,45) 5,37 £ 0,98 (92,92) 5,48 0,56 (96,78)
5 4,21 +0,63 (101,39) 4,34 + 0,54 (96,74) 4,29 + 0,60 (98,25)
6 0,96 + 0,19 (92,78) 1,01 0,20 (96,62) 0,99 + 0,17 (92,86)
7 1,49 + 0,28 (92,82) 1,18 £ 0,22 (95,08) 1,32 £0,23 (95,04)
8 4,45 +0,77 (104,12) 4,64 + 0,87 (94,65) 4,52 +0,84 (94,62)
9 2,49 0,27 (100,10) 2,79 40,12 (92,98) 2,55 + 0,44 (98,63)
10 1,95 + 0,38 (92,67) 2,03 0,21 (93,54) 1,96 + 0,36 (98,42)
11 3,45 % 0,25 (94,68) 3,78+ 0,65 (97,31) 3,48 + 0,69 (93,95)
12 1,25 % 0,24 (93,54) 1,38 + 0,23 (93,54) 1,32 £0,25 (94,57)

? Srednja vrednost + 2SD (n = 3).

®®yVrednosti u zagradi predstavljaju srednje vrednosti ,recovery” testa (n = 3).

Sadrzaj histamina u vinima kretao se od 0,96 mg/dm3 do 5,55 mg/dmg. lako zakonski
nije regulisan maksimalno dozvoljen sadrzaj histamina u vinima i drugim alkoholnim pié¢ima,
na osnovu vrednosti koje neke zemlje preporutuju (5-6 mg/dm?® u Belgiji, 8 mg/dm? u
Francuskoj i 10 mg/dm3 u Svajcarskoj) (Vidal-Carou et al., 2003), sva analizirana vina su
sadrzala prihvatljivu koli¢inu histamina, ispod preporucenih vrednosti. Reproduktivnost
odredivanja je bila zadovoljavajuc¢a (RSDyg =3,15 — 9,90%, RSDay = 1,57 — 9,90% i RSDy; = 3,81
— 9,91%). Kada se srednje vrednosti sadrZaja histamina u vinima, odredenih na razli¢itim
elektrodnim materijalima uporede primenom Studentovog t-testa uparenih vrednosti uz
95% verovatnodu, dolazi se do zakljucka da su izraCunate t - vrednosti manje od teorijskih.
Na osnovu toga se moze zakljuciti da se sadrzaji histamina pojedinacnih uzoraka odredeni
razli¢itim elektrohemijskim metodama nisu znacdajno razlikovali, uz verovatnoéu od 95%.
Vrednosti ,recovery” testa su potvrdile ispravost definisanih metoda, kao i opravdanost za

njihovu primenu pri odredivanju sadrzaja histamina i u uzorcima vina.

103



Doktorska disertacija Zorica Stojanovi¢

5 ZAKLJUCCI
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1. Razvijene su elektrohemijske metode i postupci za odredivanje histamina primenom
hronopotenciometrije. Ispitano je elektrohemijsko ponasanje histamina na
tankoslojnoj Zivinoj elektrodi, cvrstoj zlatnoj elektrodi i tankoslojnoj niklovoj
elektrodi. Poredeni su mehanizmi generisanja signala na ove tri elektrode.

2. U cilju definisanja optimalnih uslova, za svaki sistem je ispitan uticaj najznacajnijih
eksperimentalnih faktora, ukljucujuéi vrstu i koncentraciju pomoénog elektrolita,
pocetni potencijal i struju oksidacije. Pored toga, za svaki elektrohemijski sistem
definisana je osetljivost i reproduktivnost, selektivnost, kao i karakter zavisnosti
analitickog signala od koncentracije.

3. Primenom tankoslojne niklove elektrode uofena je pojava adsorpcionog
koncentrovanja analita, te su u slu¢aju ovog elektrohemijskog sistema ispitani i uticaji
vremena adsorpcije i temperature ispitivanog medijuma na analiti¢ki signal
histamina.

4. Za svaki od primenjenih elektrohemijskih sistema, objasnjen je mehanizam
generisanja signala. Na tankoslojnoj Zivinoj elektrodi, analiticki signal je bio rezultat
direktne elektrohemijske oksidacije histamina primenom konstantne struje.
Oksidacija histamina na ostale dve elektrode je pored elektrodnih reakcija ukljucivala
i hemijske reakcije, tako da se u oba slucaja odigravala po ECE mehanizmu
(elektrodna — hemijska — elektrodna reakcija). Na c¢vrstoj zlatnoj elektrodi,
posredovani mehanizam je uklju¢ivao oksidaciju histamina elektrogenerisanim
hlorom, dok je u slucaju tankoslojne niklove elektrode mehanizam oksidacije
histamina mogao biti objasnjen kao kombinovana kataliticko - adsorpciona
hronopotenciometrija.

5. Za sistem sa tankoslojnom Zivinom elektrodom, ostvarena je granica detekcije od
1,31 mg/dma, pri struji oksidacije od 12,2 yA. Primenom ove radne elektrode, za Sirok
opseg sadrzaja, i to od 1,5 mg/dm?® do 10,5 mg/dm?, zatim od 5 mg/dm’ do 30
mg/dm? i od 20 mg/dm?® do 90 mg/dm?, utvrdena je linearna zavisnost analititkog
signala od koncentracije. Selektivnost odredivanja je bila dobra pri koncentracijama
aminokiselina i histamina nizim od 5 mg/dm®. Sa povecanjem koncentracije bilo koje
komponente binarnog sistema histamin - aminokiselina, dolazilo je do preklapanja
analitickih signala ovih supstanci.

6.  Granica detekcije u slucaju sistema sa ¢vrstom zlatnom elektrodom je iznosila 0,27
mg/dm3, pri primenjenoj struji oksidacije od 6 pA. Dobro slaganje eksperimentalnih
rezultata sa predpostavljenim linearnim funkcijama je utvrdeno za Sirok opseg
sadrzaja, od 2 mg/dm3 do 10 mg/dm3, od 10 mg/dm3 do 50 mg/dm3 i od 20 mg/dm3
do 100 mg/dm’. Selektivnost odredivanja histamina nije bila zadovoljavajuca, s
obzirom na mehanizam generisanja signala. Elektrogenerisani hlor je pokazao

jednaku sposobnost oksidacije histamina i ostalih aminokiselina, i prouzrokovao je
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pojavu kombinovanog signala koji je poticao od svih komponenti sa amino-grupom
koje su bile prisutne u analiziranom rastvoru.

7. Primenom tankoslojne niklove elektrode ostvarena je granica detekcije od 0,11
mg/dm?® histamina, pri struji oksidacije od 18,1 pA, vremenu akumuliranja od 240 s i
na temperaturi od 45°C. Na sobnoj temperaturi a istim ostalim uslovima, ostvarena
granica detekcije je iznosila 0,16 mg/dm>. Za opsege sadrzaja histamina od 0,5
mg/dm3 do 3 mg/dm3, od 5 mg/dm3 do 30 mg/dm3 i od 10 mg/dm3 do 110 mg/dm3
utvrdena je dobra linearna zavisnost analitickog signala od koncentracije histamina. U
prisustvu aminokiselina, tankoslojna niklova elektroda nije pokazala odgovarajucu
selektivnost, a dobijeni signal je bio posledica istovremene oksidacije histamina i
aminokiselina.

8.  Definisan je pouzdan postupak za pripremu razliCitih vrsta uzoraka za elektrohemijsko
odredivanje histamina. Najbolju ekstrakcionu mo¢ pokazao je metanol, dok su
najbolji prinosi postignuti primenom ultrazvucne ekstrakcije. U okviru rada su
definisana i predloZena dva postupka preciS¢avanja ekstrakata uzoraka, u cilju
odvajanja histamina od ostalih koekstrahovanih supstanci. PredloZeni su postupci
precis¢avanja ekstrakata primenom preparativnih hromatografskih tehnika, i to na
tankom sloju i stubu adsorbensa, a izraCunate vrednosti ponovljivosti rezultata i
vrednosti ,,recovery” testa su potvrdile njihovu pouzdanost.

9. Definisane metode za odredivanje histamina primenjene su uspesSno u analizi
razliitih vrsta sireva, fermentisanih kobasica, konzervirane ribe i vina. Poredenje
sadrzaja odredenih primenom razli¢itih radnih elektroda je pokazalo dobro slaganje,
a izraCunate vrednosti ,recovery” testa su potvrdile tacnost definisanih

elektrohemijskih metoda.
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