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Method
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OZET

Bu calismada, glisin, L-alanin, L-valin, L-I6sin, L-fenilalanin, L-serin ve L-metioninin
etil ve metil esterlerinin protonasyon sabitleri su ortaminda potansiyometrik titrasyon
yontemi ile tayin edilmistir. Titrasyonlar 25 °C’ ta, azot atmosferinde ve 0,1 M NaCl lii
ortamda yapilmistir. Potansiyometrik titrasyon verilerinden yararlanarak PKAS
bilgisayar programi ile stokiyometrik protonasyon sabitleri hesaplanmis ve amino asit
esterlerinin bazikligi yoniinden tartisilmistir.

Anahtar Kelimeler: Amino asit esteri, protonasyon sabiti, potansiyometrik yontem
ABSTRACT

In this study, the protonation constants of ethyl- and methyl- esters of glycine, L-
alanine, L-valine, L-leucine, L-phenylalanine, L-serine, L-methionine were determined
by potentiometric titration method in water. The titrations were performed at 25 °C, in
nitrogen atmosphere and during the titrations ionic strength of the medium was
maintained at 0.1M by using sodium chloride. The data of potentiometric titration were
evaluated by PKAS computer programme and effects of alkyl group on the basicity of a-
amino acid esters are discussed.
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GIRIS

Bilindigi gibi, pek c¢ok reaksiyonlarin asit-baz dengelerine dayanmaktadir. Bu
dengelerin agiklanabilmesi icin, reaksiyona giren maddelerin iyonlasma sabitlerinin

veya protonasyon sabitlerinin bilinmesi gerekmektedir.

Amino asitler, canli organizmasinda peptitlerin, proteinlerin ve enzimlerin yapi taslar
oldugundan, ¢esitli kimyasal madde gruplari arasinda 6zel bir 6neme sahiptir ve
biyolojik sistemlerdeki ¢esitli olaylarin aydinlatilabilmesi i¢in de amino asitlerin ve
onlarmn tiirevlerinin protonasyon sabitlerinin bilinmesi geregi aciktir. Protonasyon
sabitlerinin bilinmesi sadece biyolojik yonden degil organik, fizikokimya ve 6zellikle
analitik kimya yoniinden de olduk¢a 6nem tagimaktadir.

Protonasyon sabitlerinin tayin edilmesinin sebeplerini kisaca soyle 0Ozetlemek

miumkiindiir:

Protonasyon sabiti, bir maddenin herhangi bir pH’da olusan farkli iyonik tiirlerin kesri
ile ilgili bir sabit oldugundan, bu sabit kullanilarak herhangi bir pH degeri igin
iyonlasma yiizdesi hesaplanabilir. Genellikle farkli iyonik tiirler farkli UV spektrumuna
sahiptir ve ancak tek bir iyonik tiiriin mevcut oldugu uygun pH segildiginde
spektrofotometrik tayin yapilabilir. Bu pH’nin se¢ilmesi i¢in protonasyon sabitinin
bilinmesi gerektigi aciktir. Protonasyon sabitleri, yeni izole edilmis maddelerin
yapilariin bulunmasinda yardimci olabilir. Bu amagla, deneysel pK, degerinin, 6nerilen
yap1 igin teorik pK, degerine uyup uymadigina bakilir. Eger uyuyorsa onerilen yapiya
onemli destek var demektir. Analitik kimyada pK, degerleri poliprotik asit veya bazlarin
asit-baz titrasyon egrilerinin yorumlanmasinda da kullanilabilir. pK, degerlerinin
bilinmesi metal-kompleks dengesi yoninden de Onemlidir. Protonlanmis ve
protonlanmamus ligandlar metallerle baglanabilir ve bu tipteki metal kompleksleri,

metal ve ligandlarin kalitatif ve kantitatif tayini i¢in kolaylik saglar.
DENEYSEL KISIM
Bu caligmada, glisin etil ester, glisin metil ester; alanin etil ester, alanin metil ester,

valin etil ester, valin metil ester, 16sin etil ester, 16sin metil ester, fenilalanin etil ester,

fenilalanin metil ester, serin etil ester, serin metil ester, metionin etil ester ve metionin
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metil esterlerinin protonasyon sabitleri su ortaminda potansiyometrik titrasyon yontemi
ile tayin edilmistir. Titrasyonlar, HAAKE DC3 su banyosu kullanilarak 25°C’ta, azot
atmosferinde ve 0,1 M NaCl’ li ortamda yapilmistir. Sabitlerin, stokiyometrik
protonasyon sabitleri olabilmesi i¢in potansiyometrik titrasyon hiicresi tayinlerden 6nce
hidrojen iyonu aktivitesi yerine derisimini Olgecek sekilde kalibre edilmistir.
Deneylerde titrant olarak kullanilan NaOH ¢ozeltileri her bir ortamda 0,1 M NaCl’ li
olacak sekilde hazirlanmis ve Gran yontemi ile doniim noktas: belirlenerek
ayarlanmistir (Gran, G., 1950., Gran, G., 1952).

Calismada kullanilan amino asit ester hidrokloriirleri Sigma firmasindan temin edilmis
ve Cizelge 1’de verilmistir. Bu maddelerden dogrudan 0,03 M’lik c¢ozeltiler
hazirlanarak kullanilmistir. Cozeltilerin hazirlanmasinda ve titrasyonlarda deiyonize su

kullanilmustr.

Cizelge 1. Calismada Kullanilan a-Amino Asit Esterleri

o-Amino Asit Esteri Firma Saflik Derecesi, %
Glisin etil ester Sigma 99
Glisin metil ester Sigma 99
L-Alanin etil ester Sigma 99
L-Alanin metil ester Sigma 99
L-Valin etil ester Sigma 99
L-Valin metil ester Sigma 99
L-Losin etil ester Sigma 99
L-L&sin metil ester Sigma 99
L-Fenilalanin etil ester Sigma 99
L-Fenilalanin metil ester Sigma 99
L-Serin etil ester Sigma 98
L-Serin metil ester Sigma 98
L-Metionin etil ester Sigma 99
L-Metionin metil ester Sigma 99

Kullanilan Cihaz

Potonsiyometrik titrasyonlar, inert atmosferde ve sabit sicaklikta ¢alismaya uygun cam
reaksiyon kabinda yapildi. Hiicrenin elektromotor kuvveti (emk) ORION 720 A model
pH-iyonmetre yardimiyla 6lgiildii. Olgiimlerde elektrot olarak referans kismi Ag/AgCl
olan Ingold marka (104023311 ) kombine cam pH elektrodu kullanildi. Stvi temas
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potansiyelini minimuma indirmek i¢in, elektrodun referans kisminin dolgu ¢ozeltisi
olan giimis kloriirce doygun potasyum kloriir ¢ozeltisi bosaltilarak yerine giimiis
kloriirce doygun 0,1 M NaCl ¢ozeltisi dolduruldu. Elektrot kullanilmadig1 zaman suda
saklandu.

Kullanilan Hiicrenin Kalibrasyonu

Stokiyometrik protonasyon sabitlerinin tayininde kullanilan potansiyometrik titrasyon
hiicresi, kombine pH elektrodu hidrojen iyonu aktivitesi yerine hidrojen iyonu
konsantrasyonunu 0Olgecek sekilde kalibre edildi. Calismada kullanilan deney
¢ozeltisinin iyonik siddeti sabit tutuldugundan, hiicre potansiyeli (E, ) su sekilde
yazilabilir.

£+ E;+klog[H] (1)

hiicre hiicr

0/
Burada E hiere hidrojen iyonu derigimine bagli olmayan fakat elektrodun dolgu

¢ozeltisindeki kloriir iyonu aktivitesine ve deney ¢ozeltisindeki hidrojen iyonlarinin
aktivite katsayisina bagh bir blyiikliigi gosterir (Kratz, L., 1950). Deney ¢ozeltisinin

iyonik siddeti sodyum kloriirle hemen hemen sabit tutuldugundan, hidrojen iyonu
aktivite katsayis1 sabit kabul edilebilir. Ej, deney c¢ozeltisiyle elektrodun dolgu
¢ozeltisinin temas ettigi yerde ortaya cikan sivi-temas potansiyelidir. Elektrodun
kalibrasyon egimi olarak adlandirilan k& sabiti, Nernst faktoriidiir. [H] ise, ¢ozeltideki

serbest hidrojen iyonu derisimini gosterir.

0
Kalibrasyon sabitleri £ niere V€ k, caligilan her bir ortam igin 2,0><10'3 M hidroklorik

asit ¢ozeltisinin 0,1000 M sodyum hidroksit ¢ozeltisiyle titrasyonu sonucunda tayin
edildi. Titrasyonlarda elde edilen potansiyel degerleri (Ehme) kalibrasyon igin

kullanildi. Burada pH = —log[H] ve bu p[H] bdlgesinde E] degeri sabit kabul edildi
(May, P., Williams, D.R and Torrinton, R.G., 1982). Log[H] degerlerine kars1 E

hiicre

0
grafige gecirildiginde elde edilen dogrunun Ey;.. eksenini kestigi yerden £ hicre (=E hicre

+Ej) egiminden ise k degerleri bulundu (Sekil 1).
0
En kiigiik kareler metodu ile tayin edilen £ niere V€ k'dan yararlanilarak stokiyometrik

protonasyon sabitlerinin tayininde titrasyonlar sirasinda her bir titrant ilavesinden sonra
Olgiilen Epjjcpe lere karst gelen hidrojen iyonu derisimi Esitlik 2°den hesaplandi:
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LOg[H] = (Ehflcre'thﬂcre) / k (2)
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0
Sekil 1. Su Ortaminda Kalibrasyon Sabitleri £ niere V€ k’nm Bulunmasi

Doniim Noktas1 Tayini

Bu caligmada titrant olarak kullanilan sodyum hidroksit ¢6zeltisi herbir ortam i¢in ayr1
ayr1 hazirlanmis ve ayarli hidroklorik asit ¢ozeltisi ile potansiyometrik olarak titre
edilmistir. Potansiyometrik titrasyonlarin herbirinde doniim noktast Gran yontemi ile

bulunmustur. Gran yontemi kisaca asagida anlatilmistir.

Potansiyometrik titrasyon verilerinin dogrusallastiriimasinda kullanilan baslica metot
Gran yontemidir (Gran, G., 1952). Bu yontem titrimetrik verilere uygulanirken iki
fonksiyon tiiretilir; bunlardan biri esdegerlik noktasindan once digeri esdegerlik
noktasindan sonra elde edilen verilerle ilgilidir. Herbir &J fonksiyonu titrant hacmi v’ ye
dogrusal olarak baghdir ve bu fonksiyonlarin her ikisi de esdegerlik noktasinda sifir
olur. Boylece bu noktaya ulasmak igin gerekli hacim fonksiyonlarindan elde edilen
dogrularin herhangi birinin veya her ikisinin hacimlerinin gegirildigi yatay ekseni
kestigi noktadan bulunabilir. Gran tarafindan tiiretilen &J fonksiyonlari titrant-titre

edilen sistemin durumuna bagli olarak degismektedir (Serjeant, E.P., 1984, Rosotti,
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LJ.C and Rosotti, H.,1965). Burada bizim kullandigimiz kuvvetli asit-kuvvetli baz

sistemi i¢in Gran fonksiyonlar1 {izerinde duracagiz .

Hidrojen iyonlarina tersinir olan elektrotla kombine referans elektrot bulunduran bir
hiicrede baslangi¢ derisimi /; olan bir asidin /” hacmi, derisimi B; olan kuvvetli bazin v

hacmi ile titre edilmis olsun. Sirastyla asidik ve bazik bélgelerde & ve %) gibi iki

fonksiyonu goyle tanimlayabiliriz :

0 _ (V+ v )10EF/2,303RT (3)

0': (V+ v )IO-EF/2,303RT (4)
Burada E hiicrenin emk s1, F ise Faradaydir.

105572393RT bizviikliigii serbest hidrojen iyonu derisimi ile dogru orantili oldugundan su

ifadeleri yazabiliriz :

@ o (V+v)[H] (5)
@o (V+v)[OH] (6)
Donilim noktasina ulagilmadan 6nce ve sonra su esitlikler gecerlidir:
Hl=(HV-Bv)/(V+v) @)
[OH] = (Byv-HV)/ (V+v) (3)

Boylece & ve ' biiyiikliiklerinin her ikisi de v’nin dogrusal fonksiyonlaridir. v
esdegerlik noktasinda harcanan hacim oldugunda her ikiside sifir olur. Bu yiizden &J (v)
ve &' (v) egrileri birbirini ve x eksenini esdegerlik noktasinda kesmelidir. x ekseninin
altindaki bir kesisme bazin karbonatla kirlendigini gosterir. Boyle durumlarda @I(v)
egrisi gz oniine alinmamalidir ve esdegerlik noktas1 &J (v) ve x ekseninin kesisim

noktasindan elde edilmelidir. Gran yontemi ¢cabuk, uygun ve dogru bir metottur.
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Caligmamizda kullanilan su ortaminda hazirlanan sodyum hidroksit ¢ozeltilerinin
ayarlanmasinda elde edilen titrasyon verilerinden Gran fonksiyonlar1 hesaplanarak Gran

egrileri ¢izilmis ve Sekil 2°de buna bir 6rnek verilmistir.

800,0

o (101 o' (107)

200,0

100,80

0.0

—>Vm NaOH

Sekil 2. Su ortaminda titrant olarak kullanilan NaOH ¢6zeltisi

i¢in elde edilen Gran Egrisi

Protonasyon Sabitlerinin Tayini

Glisin etil ester, glisin metil ester, alanin etil ester, alanin metil ester, valin etil ester,
valin metil ester, 10sin etil ester, 16sin metil ester, fenilalanin etil ester, fenilalanin metil
ester, serin etil ester, serin metil ester, metionin etil ester ve metionin metil esterlerinin
stokiyometrik protonasyon sabitlerini tayin etmek i¢in asagida bilesimi verilen
¢ozeltiler, ilgili ¢oziicli karisiminda hazirlanmis karbonatsiz ayarli NaOH ¢ozeltisi ile
potansiyometrik titrasyon hiicresinde 25°C’ta ve azot atmosferinde titre edildi. Ortamin
iyonik siddeti sodyum kloriir ile 0,1 M olacak sekilde ayarlandi. Titrant olarak
kullanilan ayarli sodyum hidroksit ¢ozeltisi de 0,1 M sodyum kloriirlii olacak sekilde

hazirlandi.
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Deney cozeltisinin bilesimi

3
Amino asit esteri i¢in analitik derigim o 1,5x10 M
Hidroklorik asitin analitik derigimi © 3,5x10°M
Toplam hacim : 50,0mL

Yukaridaki sekilde hazirlanan 50,0 mL’lik deney c¢ozeltisi ayarli sodyum hidroksit

cozeltisi ile titre edilirken her 0,05 mL baz ilavesinden sonra hiicre potansiyelleri

(£,,..)> potansiyellerin kararl hale geldiginden emin olduktan sonra kaydedildi. £
0

potansiyeli ve su ortami igin bulunan kalibrasyon sabitleri (£ niere V€ k) ve K,

kullanilarak amino asit esterleri i¢in protonasyon sabitleri PKAS bilgisayar programui ile
hesaplanmistir (Motekaitis, R.J and Martell, A.E.,1982, Martell, A.E and Motekaitis,
R.J., 1988).

SONUCLAR VE TARTISMA

Amino asit esterlerinin protonasyon sabitlerinin hesaplanmasinda Martell ve Motekaitis
tarafindan gelistirilen PKAS bilgisayar programi kullanilmis ve sonuglar ile ilgili

tartisma asagida yapilmistir:

Caligmamizda bulunan ve Cizelge 2 de verilen amino asit esterlerinin protonasyon
sabitleri;
B+ H < BH'

dengesine aittir. Bir bilesigin bazikligine dolayis1 ile protonasyon sabitine etki eden
faktorlerin belki de en Onemlisi yapr etkisidir. Cizelge 2’de verilen amino asit
esterlerinin protonasyon sabitleri incelendiginde; amino asitlerin etil esterlerinin metil
esterlerine gore daha biiyiik protonasyon sabiti degerine sahip oldugu goriiliir. Alkil
gruplart elektron salic1 gruplar oldugundan, amino asit etil esterlerinde etil grubu, amino
asitlerin metil esterlerindeki metil grubuna gore indiiktif olarak yapiya daha fazla
elektron sagladigindan yapidaki azot atomunun elektron yogunlugunu arttirir. Bu
nedenle amino asitlerin etil esterlerinin protonasyon sabitinin metil esterlerine gére daha

biiyiik olmasi beklenen bir durumdur.
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Fenilalanin, serin ve metioninin etil ve metil esterlerinin protonasyon sabiti degerlerinin
diger amino asit esterlerinin protonasyon sabiti degerlerinden daha kii¢iik olmasinin
sebebinin de; fenilalanin, serin ve metioninindeki sirasiyla —fenil, -OH ve —SH

gruplarindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Calismamizda bulunan amino asit esterlerinin protonasyon sabitleri ile ilgili sonuglar
literatiirde yayinlanmis sinirli sayidaki ¢aligmalarla kargilagtirildiginda bu sonuglarin
literatiir sonuglart ile uyumlu oldugu gorilmistiir (Edsall, J.T. and Blanchard M.H.,
1933, Hughes, D.L., Bergan, J. and Grabowski, E.J., 1986.)

Cizelge 2. a-Amino Asit Esterlerinin Stokiyometrik
Protonasyon Sabitleri (u=0,1M NaCl, 25°C)

o-Amino Asit Esterleri LogK
Glisin etil ester 7,90+0,01
Glisin metil ester 7,67+0,01
L-Alanin etil ester 7,85+0,01
L-Alanin metil ester 7,75+0,01
L-Valin etil ester 7,65+0,01
L-Valin metil ester 7,55+0,01
L-Losin etil ester 7,75+0,01
L-L4sin metil ester 7,65+0,01
L-Fenilalanin etil ester 7,15+0,01
L-Fenilalanin metil ester 7,11+£0,01
L-Serin etil ester 7,24+0,01
L-Serin metil ester 7,10+0,01
L-Metionin etil ester 7,28+0,01
L-Metionin metil ester 7,15+0,01

Ayrica amino asit esterlerinin protonasyon sabitleri, amino asit esterlerinin davranislari
ile onlarmm tiiredikleri amino asitlerin yiiksiiz formlarinin davranislar1 arasindaki
benzerliklerden yararlanilarak, a-amino asitlerin mikroskopik protonasyon sabitlerinin

hesaplanmasinda kullanilacak 6nemli verilerdir.
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