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L-Histidinin Proton-Ligand Kompleks Dengelerinin
Potansiyometrik Metotla Incelenmesi

Investigation of Proton-Ligand Complex Equilibria of L-
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OZET

Bu ¢alismada, L-histidinin proton-ligand kompleks dengeleri potansiyometrik titrasyon
metodu ile modifiye edilmis kombine cam pH elektrodu kullamlarak, 25,00+0,01°C de,
0,1 M iyonik siddette ve azot atmosferinde incelenmigtir. L-histidinin karboksilat
grubunun protonasyon dengesinin gerc¢eklestigi pH 'nin 2 den kiigiik olmasi nedeni ile .
E s parametrelerine ilave olarak Jy parametresi belirlenmistir. E’ s ve Ju
parametrelerinin kullanilmasi ile belirlenen pH degerleri (diizeltilmis pH) kullanilarak
stokiyometrik protonasyon sabitleri BEST bilgisayar programi ile belirlenmigtir.

Anahtar Kelimeler: Potansiyometri, Protonasyon sabiti, L-Histidin,
ABSTRACT

In this research, proton-ligand complex equilibrium of L-histidine was investigated
using a modified glass-combined pH-electrode at 25.00+0.01°C, 0.1 M ionic medium
and under nitrogen atmosphere by potentiometric titration method. Jy parameter should
be determined in addition to E’, s due to the fact the pH value at which the protonation
equilibrium of the carboxylate group of histidine is lower than 2. The calculation of
stoichiometric protonation constants of L-histidine has been carried out by BEST
computer programme using pH (corrected pH) determined by the use of E’ s and Jy
parameters.
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GIRIS

Histidin, biyolojik 6neme sahip iki azot atomu bulunduran aromatik bir imidazol halkasi
igerdiginden, diger amino asitlerden farkli 6zelliklere sahip olup, bu iki azot atomundan
biri olan imidazol azotu biyolojik olarak onemli bir pH araligi olan pH 6-7° de
protonlanmaktadir (Pettit, 1984; Zabronsky, 1986). Bir histidin birimi olarak imidazol
halkasi, biyolojik olarak énemli molekiillerin bir kisminda gegis metal iyonlarina karst
ligand olarak davrandigi gibi, genellikle bir ¢ok metalloproteinlerin ve karbonik
anhidraz, azurin, karboksipeptidaz, superoksit dismutaz gibi bir ¢ok metaloenzimlerin
metal baglayan uglarini olusturdugundan biyolojik olarak olduk¢a dnemli bir dondr
grup olarak olduk¢a &nemli bir dondr grup olarak dikkat ¢cekmektedir (Uyar, 1990;
Zabronsky, 1986). L-histidin gibi aromatik bir siibstitiient olan fenilalanin, tyrosin,
Dopa ve triptophan gibi siibstitiientlerin gegis metal iyonlar1 ile olduk¢a Onemli
etkilesimleri olmasina ragmen, bu ligandlardaki etkilesim histidinden daha azdir ve
termodinamik olarak daha az bir Oneme sahiptir (Pettit, 1984). Bu nedenle, hem
biyolojik olarak hem de kimyasal olarak diger amino asit bilesenlerinden farkliliklar
gosteren histidin ile ilgili problemlerin cevaplanabilmesi i¢in L-histidinin ilgili donor
merkezlerinin hidrojen ve metal iyonu ile etkilesimi ile ilgili baz1 kantitatif bilgilerin

belirlenmesinin 6nemli ve gerekli oldugu agiktir.

Bir ligand ve bir hidrojen iyonu arasinda olusan bir proton-ligand kompleksinin
kararliligini ve olusum sartlarini en iyi belirleyen kantitatif faktor ise olusan kompleksin
K\=[HAJ/[H].[A], K;=[H,A)/[HA].[H], K,=[H,AJ/[HA].[H] gibi esitlikler ile ifade
edilebilen protonasyon sabiti ifadeleridir. Protonasyon sabiti ifadelerinden de
anlagilabilecegi gibi L-histidin ve bu gibi ligandlarin spesifik asit-baz tepkimelerinin ve
her bir ligandin hidrojen iyonu ile komplekslesme yeteneginin pH degisimlerinin takip
edilmesi ile miimkiin oldugu sdylenebilir. pH degisimlerinin takip edilmesi i¢in ise en
uygun ydntem potansiyometrik titrasyon yontemi olup proton ve metal kompleks
dengelerinin incelenmesi i¢in kullanilan en uygun ve en basarili tekniklerden biridir
(Martell and Motakaitis, 1990).
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Sekil 1. L-Histidin

Bu ¢aligmada, potansiyometrik titrasyon metodu ile belirlenmesi amaglanan Sekil 1°de
verilen L-histidinin ilgili protonasyon sabitlerinin stokiyometrik sabitler olabilmesi i¢in
potansiyometrik titrasyon hiicresinin kalibre edilme yollarinin ve dogrulugu miimkiin
oldugu kadar yiiksek protonasyon sabitleri elde edebilmek igin metot ile ilgili son
literatiirler incelenerek gerekli deneysel sartlarin en uygunun saglanmasi amaglanmistir.
Bu amagla, amino azotu (-NH,), imidazol azotu (-N=) ve karboksilat oksijeni (-COQ")
olmak iizere ii¢ protonasyon merkezine sahip olan L-histidinin protonasyon sabitlerinin
biiyiikliikleri ile ilgili olarak bir 6n inceleme yapilmistir. Yapilan 6n incelemede,
histidinin amino ve imidazol azotu ile ilgili protonasyon dengeleri uygun bir pH
araliginda meydana gelirken, karboksilat grubu ile ilgili protonasyon dengesinin ise
pH<2 bolgesinde meydana geldigi belirlenmistir. Dolayisiyla, L-histidinin 6zellikle
karboksilat grubu ile ilgili protonasyon dengesinin denge sabitinin ve bu tip ligandlarin
komplekslerinin olusum sabitlerinin belirlenmesi i¢in ¢alisilan ortammn pH’sinin en
azindan pH 2’ nin altinda olmasi gerektigi agiktir. Fakat, bu durumda cam elektrodun
kalibrasyonun da baz1 farkliliklar s6z konusudur (Altun, 2000). Ciinkii, potansiyometrik
titrasyonda kullanilan cam elektrotlarin 2<pH<12 bélgelerindeki pH cevabi ¢ok asidik
pH’larda yani, pH<2 bolgesindeki pH cevabindan farkliklar gostermektedir. 2<pH<12
araliginda ¢aligilan bir sistem i¢in temas potansiyelinin sabit bir degeri olmasina ragmen
pH<2 bolgesinde deney ¢ozeltisinin elektrolitinin bilesiminde 6nemli bir degisim s6z
konusu oldugundan (6rnegin; L-histidin gibi ligandlarin protonasyon sabitinin
belirlenmesi amaciyla yapilan ¢ok diisiik pH’larda yapilan titrasyonlarda, ortamda bolca
bulunan hidrojen iyonlari ile potasyum iyonlarinin yer degistirmesi sonucunda) temas
potansiyelinde bir degisim s6z konusudur. Bu degisim, elektrot potansiyelinin
okunmasinda bir hataya neden olur. Sonug olarak, pH’nin 2’den kiigiik oldugu kuvvetli

asitlerin sulu veya susuz cozeltilerinde elektrot potansiyeli (emf) ile pH arasindaki
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lineerlikte bir sapmanin varligindan bahsedilebilir (Avdeef, 1983, Beck and Bottom,
1968). Bu nedenle, diisiik pH’larda (pH<2) cam elektrotla okunan potansiyelin bir
fonksiyonu olarak hidrojen iyonu konsantrasyonunun degerlendirilmesi i¢in Nernst

esitligi yerine agagida verilen esitlik gecerlidir (Avdeef and Bucher, 1978).
E=E"+ slog[H] + Jy[H] 6))

pH<2 bolgelerinde gegerli olan bu esitlikten de goriilebilecegi gibi bu pH bolgelerinde
yapilan potansiyometrik c¢alismalarda pH’nin Dbelirlemesinde temas potansiyeli
diizeltmesinin yapilmasi, yani lineer olmayan bir kalibrasyon parametresi olan temas
potansiyeli diizeltmesi olarak bilinen Jy parametresinin belirlenmesi gereklidir. Aksi
takdirde, mV okumalarmin ve dolayisiyla pH belirlenmesinin sebep oldugu hatalar
nedeni ile kalibrasyon parametrelerinin ve dolayisiyla diisiik protonasyon sabitine sahip
olan L-histidin ve bu gibi ligandlarin protonasyon sabitinin giivenilir ve dogru
degerlerini elde etmek miimkiin olmayacaktir.

Bu nedenle, bu ¢alismada L-histidinin protonasyon sabitinin belirlenmesi i¢in kullanilan
potansiyometrik titrasyon hiicresinin kalibrasyonunun Esitlik 1’in esas alinmasi
suretiyle yapilmasi ve Nernst esitliginin gecerli oldugu 2<pH<12 pH bolgelerinde
yapilan kalibrasyonlarda belirlenen E° ve s parametrelerine ilave olarak tigiincii bir
parametre olan Jy parametresinin belirlenerek protonasyon sabitlerinin belirlenmesi

amagclanmistir.
DENEYSEL SARTLAR
Kimyasallar ve Standart Cozeltiler

Calismamizda protonasyon sabitlerinin belirlenmesi amaglanan, L-histidinin deiyonize
su kullanilarak hazirlanan 0,03 M’lik stok cozeltileri silika jel igceren desikatdrde
bekletilen L-histidinden hazirlanmis ve deneylerde daima taze ¢ozeltileri kullanilmustir.
L-histidin (%99>) Merck’ten temin edilmis olup hazirlanan stok ¢ozeltilerin safsizligi
potansiyometrik titrasyon metodu ile kontrol edilmistir. Titrant olarak kullanilan
karbonatsiz 0,1 M KOH (Merck) ¢ozeltilerinin konsantrasyonu Gran metodu ile

potasyum asit ftalata karsi (Gran, 1950; Gran, 1952) belirlenmistir. Hidroklorik asit
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¢ozeltilerinin (Merck, %33) konsantrasyonu ayarli baz (KOH) ¢ozeltisine karst Gran
metodu kullanilarak belirlenmistir. Kimyasal olarak saf KCI’iin 1 M’lik stok ¢ozeltileri
deiyonize su kullanilarak hazirlanmis ve g¢alismamizda kullanilan potansiyometrik

titrasyon hiicrelerinin iyonik kuvvetini sabit tutmak i¢in kullanilmustir.
Kullanilan Cihaz

Potansiyometrik titrasyonlar inert azot (N,) atmosferinde 25,00+0,01°C’da Sekil 2°de
gosterilen cam reaksiyon kabinda yapilmistir. Titrantin otomatik olarak ilavesi ve her
bir titrant ilavesinden sonra potansiyel verilerinin (mV) toplanmasi icin ORION 940 pH
metre ve yazicl bagli otomatik titratér kullanilmistir. Olgiimlerde Ingold marka 9811-
10402331 seri nolu kombine cam elektrot kullanilmistir. Sivi temas potansiyelini en aza
indirgemek icin referans kisminin dolgu ¢ozeltisi olan glimiis kloriirle doymus KCI
¢ozeltisi bosaltilarak yerine 0,1 M KCI ¢6zeltisi doldurulmustur. Cam elektrodun aktif
ylizeyinin dehidrasyonundan sakinmak icin kullanilmadigi zamanlar sulu ¢ozeltilerde
saklanmistir  (Bates, 1954). Sicakhk ise Haake DC3 model +0,01”C sicaklik

hassasiyetli sirkiilasyonlu su banyosu ile sabit tutulmustur.
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Sekil 2. Potansiyometrik Titrasyon Hiicresi
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Kullanilan Hiicrenin Kalibrasyonu

L-histidinin pH’nin 2’den kiiclik oldugu pH bdlgesinde meydana gelen protonasyon
dengesi (-COO) ile ilgili protonasyon sabiti ile birlikte diger protonasyon merkezlerinin
(-NH,, -N=) protonasyon sabitlerinin belirlenmesi amaciyla kuvvetli bir asidin kuvvetli
bir baz ile titrasyonundan faydalanilarak kalibrasyon parametreleri E°, s ve Jy’mn
belirlenmesi i¢in Sekil 2’deki potansiyometrik titrasyon hiicresinin pH’s1 yaklasik 1,6
olacak gekilde hidroklorik asit ile asitlendirilmistir. Ortamin iyonik siddeti ise 1 M’lik
stok KCl ¢ozeltileri kullanilarak 0,1 M olacak sekilde sabit tutulmustur.

Standart baz ¢dzeltisinin her bir ilavesinden sonra elektrot potansiyeli okunmus ve elde
edilen ml-mV veri ¢iftleri asidin konsantrasyonunun ve Peter Gans tarafindan
gelistirilen STRONGH bilgisayar programindan kalibrasyon parametreleri E’, s ve Ji’1n
belirlenmesi i¢in kullanilmigtir. Her bir titrasyon serisine (yaklasik 6 titrasyon)

baslamadan 6nce kullanilan hiicre her defasinda kalibre edilmistir.
Suyun Stokiyometrik iyonlar Carpimimn (Ky,) Tayini

Protonasyon sabitlerinin belirlenmesinde gerekli bir biiyiikliik olan 0,1 M (KCIl) iyonik
siddet ve 25,00+0,01%deki suyun stokiyometrik iyonlar ¢arpimim (Ko =[H][OH]) tayin
etmek amaciyla i¢in yukarida bahsedilen hiicre kalibrasyonun da elde edilen veriler
kullanilmistir. Ayarl potasyum hidroksit ¢ozeltisinin ayarli hidroklorik asit ¢ozeltisi ile
titrasyonu sonucu bazik bolgede elde edilen veriler ve kalibrasyon parametrelerinin
kullanilmasit suretiyle her bir titrasyon noktasina denk gelen serbest hidrojen iyonu
konsantrasyonu ([H]) hesaplanmistir. Cozelti stokiyometrisinden ise, [OH]
konsantrasyonuna gegilmistir. Elde edilen her bir [H] ve [OH] veri giftinden
faydalanarak Ky =[H].[OH] esitligine gore K, biiyiikligii 0,1 M (KCl) iyonik siddet ve
25,00+0,01° i¢in belirlenmis ve pKy,=13,79 bulunmustur.

L-Histidinin Protonasyon Sabitlerinin Tayini
Kalibrasyon parametreleri E°, s ve Jy’'in belirlenmesinden sonra L-histidinin

protonasyon sabitlerinin belirlenmesi igin asagida bilesimi verilen c¢ozeltiler KOH ile

titre edilmis ve 1,6-10 pH araliginda elde edilen titrasyon verileri azot atmosferinde ve
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25,00+0,01°C’da otomatik titratorle toplanmustir. Ortama bolca ilave edilen HCI’in
iyonik siddete katkist da dikkate alinmak kosulu ortamin iyonik siddeti 0,1 M olacak
sekilde KCl ilavesi yapilmistir.

Deney Cozeltisinin Bilesimi:

L-Histidinin Analitik Konsantrasyonu 0 1,5-2,0 mM
Hidroklorik Asidin Analitik Konsantrasyonu :20-25mM

Potasyum Kloriiriin Analitik Konsantrasyonu :80-75mM

Toplam Hacim 250 ml

Yukarida bilesimi verilen hiicrelerin potansiyometrik titrasyonu sonucu elde edilen L-
histidin ve bu gibi ligandlarin protonasyon sabitlerinin belirlenmesi igin Motekaitis ve
Martell tarafindan gelistirilen BEST bilgisayar programi kullanilmasi amaglanmistir
(Motekaitis and Martell, 1982). BEST bilgisayar programindan L-histidinin
protonasyon sabitlerinin belirlenmesi i¢in her bir titrasyon noktasina denk gelen mL-
mV veri ciftlerinden her bir titrasyon noktasina denk gelen pH’nin belirlenmesi
gereklidir. Bu amagcla, laboratuarimizda bir bilgisayar programmin gelistirilmesine
ihtiyag duyulmustur. Ciinkii, pH<2 bolgelerinde gegerli olan E=E’+slog[H]+J,[H]
esitliginden de goriilebilecegi gibi bu esitligin pH cinsinden ¢6ziimii basit matematiksel
islemlerle miimkiin degildir. Gelistirilen bu program yardimi ile ilgili sabitlerin
hesaplanabilmesi igin titrasyonun her bir noktasina denk gelen pH degerleri
hesaplanabilir duruma getirilmis (diizeltilmis pH degerleri) ve L-histidinin uygun ve
giivenilir protonasyon sabitleri hesaplanabilmistir. Gelistirilen bu program, C++ Builder
Version 4.0 Programi kullanilarak C programlama dili ile yazilmis ve ardisik
yaklastirma prensibi ile ¢aligsan bir programdir.

SONUCLAR VE TARTISMA

Caligmamizda, L-histidinin karboksilat grubu ile ilgili protonasyon merkezinin
protonasyon dengesi ile ilgili protonasyon sabitinin hem de diger protonasyon
merkezlerinin (primer amino ve imidazol azotu) stokiyometrik protonasyon sabitlerinin
belirlenmesi i¢in kullanilacak hiicrenin kalibrasyonu i¢in oncelikle elde edilen Ejjere-
log[H] egrilerinin lineerligi lineer en kii¢iik kareler metodu ile kontrol edilmistir. Fakat,

L-histidinin karboksilat grubu ile ilgili protonasyon dengesi pH’nin 2 den kiigiik oldugu
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pH bolgelerinde meydana geldiginden, 2<pH<12 araliginda meydana gelen protonasyon
dengelerine sahip ligandlarin denge sabitlerinin belirlendigi potansiyometrik titrasyon
hiicresinde elde edilen korelasyon katsayilarindan (~0,9999) farkli olarak korelasyon
katsayilarinin yaklagik olarak 0,997 civarinda ve Nernst faktorii s’in ise ¢alisilan bu pH
araliginda (1,70<pH<3,5) 56-57 mV araliginda oldugu tespit edilmistir. Bizim
deneyimlerimize gore, iyi bir cam elektrotun termostat kontroliiniin iyi yapildigi
sistemlerde s egiminin 59,16 mV degerinden bu kadar sapmamas1 ve ayrica korelasyon
katsayisinin da bire daha yakin olmasi gerektiginden (Altun, 2000), calismada
kullanilan potansiyometrik titrasyon hiicresinin yani, kalibrasyon parametrelerinin

calisilan pH araliginda uygun olmadigi sonucuna vartlmustir.
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Sekil 3. Temas potansiyeli (Jy) diizeltmesi yapilmadan Nernst emf ve gozlenen emf

arasindaki sapmalari pH ile degisimi

Bu sonug, Sekil 3’deki pH’ya kars1 ¢izilen E(mV) egrilerinde oldukca net bir sekilde
goriilmiis ve Nernst esitliginden (E=E’+slog[H]) hesaplanan E(mV) degerlerinin
gozlenen mV degerlerinden sapmasinin titrasyonun baglangic noktalarinda oldukca
biiyiik iken, titrasyonun ortalarinda yani pH 2 den sonra onemsiz hale geldigi tespit
edilmistir. Sonug olarak, bu egrinin esas alinmasi suretiyle cam elektrotlarin pH’ nin 2
den kiigiik oldugu bolgelerde daha kiigiik mV degerlerini okudugu, yani daha biiyiik pH
degerlerini okudugu ve dolayisiyla, Nernst esitliginin dikkate alinmasi sonucu elde
edilen pH degerlerinin ve bu pH degerlerinin kullanilmasi sonucu elde edilen
protonasyon sabitlerinin hatali ve giivenilir olmadigi sdylenebilir.
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Tiim bu sonuglara dayanarak, klasik kalibrasyon parametreleri E, s’ye ilave olarak
pH<2 bolgelerinde 6nemli hale gelen Jy parametresinin kesinlikle belirlenmesinin
gerekliligine karar verilmistir (Lennart et al., 1976; Avdeef and Bucher, 1978; Pessoa et
al., 1994). Bu parametrenin lineer olmayan bir parametre olmasi nedeni ile (Avdeef and
Bucher, 1978; Avdeef, 1983) bu pH bolgesindeki parametreler s, E°, Ji; lineer olmayan
en kiiciik kareler metodu esasina gore calisan ve Peter Gans tarafindan gelistirilen
STRONGH bilgisayar programlari ile belirlenmistir (P. Gans, 2000, yazili goriisme").
Bilgisayar programi ile yapilan belirlemenin neticesinde s egimi bu sefer yaklasik
olarak 59 mV, korelasyon katsayis1 0,9999 civarinda ve Jy parametresinin biiytikligi
ise yaklagik olarak —250 ve —260 araliginda bulunmustur. Sonug olarak, elde edilen Jy
parametresinin biiyiikliigiinden de goriilebilecegi gibi diisiik pH’larda mV okumalarinda
Jy parametresinin dikkate alinarak herhangi bir mV diizeltmesinin yapilmamasi1 pH
okumalarinin hatali olmasina sebep olmaktadir. Zaten, Jy diizeltmesi yapildiktan sonra
elde edilen potansiyel degerleri ile gdzlenen potansiyel degerleri arasindaki farkin Sekil
3’de goriilen yaklagtk 10 mV’luk sapmanin aksine 0,1 mV’a kadar diistiigi
goriilmistiir. Bu durum, yukarida bahsedilen Jy parametresinin  kullanilmasi

gerekliliginin bir gostergesi olarak kabul edilebilir.

Jy parametresinin dikkate alinmasi sonucu elde edilen kalibrasyon parametrelerin makul
ve giivenilir oldugundan emin olduktan sonra, L-histidinin ¢esitli konsantrasyonlari igin
potansiyometrik titrasyon ile elde edilen veriler kullanilarak Martell ve Motekaitis
tarafindan gelistirilen BEST bilgisayar programi ile belirlenen stokiyometrik sabitler
Cizelge 1’de verilmistir (Motekaitis and Martell, 1982). Bu sabitler en az bes deneyin
verileri ile hesaplanmis sabitler olup ilgili standart sapmalar1 Cizelge 1’de verilmistir.
Cizelge 1’den de goriilebilecegi gibi ¢aligmamizda elde edilen sabitler literatiir verileri

ile olduk¢a uyum igerisindedir.

'peterg@chem.leeds.ac.uk
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Cizelge 1. L-Histidinin 25°C ve 1=0,1 M (KCl)’de belirlenen protonasyon sabitleri
(logKan ve logBan)

LogK;(logB11) LogK;, logB2 LogK;3 logBi3
L-Histidin 9,11* 6,08* 15,19* 1,77 16,96*
9,09%40,04 6,027£0,04 1,7'40,1

x:Calismamizda Bulunan Degerler( 65< 0.01)
y: Literatiir Degerleri (Martell and Smith, 1974)

Temas potansiyeli diizeltmesi olan Jy parametresinin dikkate almmadigi Nernst
esitliginden elde edilen mL-pH veri giftleri kullanildiginda ise, elde edilen pH
degerlerinin 6zellikle pH<2 bolgelerinde ¢ok hatali (~+0,5 pH birimi)olmasi1 sebebiyle
BEST bilgisayar programimin programin protonasyon sabitlerini belirleyemedigi,
belirledigi durumlarda ise elde edilen oy degerlerinin maksimum olmast gereken 0,03
degerinden oldukga biiyiik oldugu goriilmiistiir. Bu durum, pH<2 bélgesi i¢in yapilan
potansiyometrik titrasyon hiicresinin kalibrasyonunda bahsedilen sonuglarla uyum
igerisinde olup Nernst esitliginin pH<2 bolgelerinde gegerli olmadiginin bir gdstergesi
olarak kabul edilebilir.

Zaten, bu nedenledir ki L-histidinin 0,1 M KCl ve 25°C’da potansiyometrik titrasyonla
belirlenmis olan protonasyon sabitleri ile ilgili literatiir verileri incelendiginde
literatiirlerin bir ¢ogunda (aynmi sicaklik ve iyonik siddet i¢in), L-histidinin sadece
primer amino ve imidazol azotu ile ilgili protonasyon sabitleri belirlenmis oldugu
karboksilat grubu ile ilgili protonasyon sabitinin ise belirlenmemis oldugu (Pettit, 1984;
Daniele et al., 1985) ve belirlenmis olan literatiirlerde ise sonuglarin birbirinden olduk¢a
farkli oldugu gorilmistiir (Martell and Smith, 1974; Pettit, 1984). Sonug¢ olarak, bu
durumun diisik pH’larda cam elektrotlarin kalibrasyonu ile ilgili problemlerden
kaynaklandig1 soylenebilir.

Ayrica, L-histidinin her bir protonasyon merkezi ile ilgili stokiyometrik protonasyon
dengesinin tayin edilen protonasyon sabitlerinden yararlanarak L-histidinin bazikliginin

nasil degistigi incelenmis ve yorumlar agagida verilmistir.
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Sekil 4. L-Histidinin Protonasyon Dengeleri

Ozellikle, L-histidin gibi biyolojik olarak &nemli bir ligandda bulunan imidazol ve
glisin ucunun, bu maddenin bazikligini nasil degistirdigini anlagilmast olduk¢a
onemlidir. Yukarida verilen denge reaksiyonlarindan goriilebilecegi gibi, L-histidin,
biyolojik olarak olduk¢a onemli olan imidazol azotu, amino azotu ve karboksilat
oksijeni olmak iizere toplam {i¢ dondr merkez atomu bulunduran aromatik bir amino
asittir. L-histidin molekiiliniin imidazol ucunda yer alan pirol azotunun (N(2))
paylasilmamis elektron ¢ifti, imidazol halkasinin 7 sisteminin bir pargasidir. Bu
nedenle, pirol azotundaki protonun koparilmasi ile aromatiklik bozulacagindan bu
protonun ayrilmast ¢ok yiiksek pH’larda meydana gelmektedir ve dolayisiyla
protonasyon sabiti ¢ok yiiksektir. Piridin azotunun (N(1)) paylasiimamis elektron cifti
ise imidazol halkasi ile ayni diizlemde bulundugundan pirol azotundan daha kolay bir
sekilde protonunu verebildiginden pirol azotundan daha az bazik O6zellige sahip
oldugunu soyleyebildigimiz gibi, piridin azotunun alifatik bir amino azotundan daha az
bazik olmasi gerektigini de sdyleyebiliriz. Sonug olarak, tamamen iyonlasmis histidanat
anyonunda ilk protonlanan merkez primer amino azotu oldugunu ve calismamizda
belirlenen logK;;=9,11 protonasyon sabitinin primer amino azotu ile ilgili protonasyon
sabiti oldugunu sdyleyebiliriz. Ikinci olarak protonlanan merkez ise, tahminde
edilebilecegi gibi imidazol azotu yani piridin azotu olup protonasyon sabiti logK;,=6,08
bulunmustur. Bu protonasyon reaksiyonlart ¢ok uygun bir pH aralig1 iizerinde meydana
geldiginden bu reaksiyonlara ait sabitler olduk¢a dogru bir sekilde belirlenebilmistir.
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Protonlanabilir en son protonasyon merkezi olan karboksilat grubu ile ilgili protonasyon
sabitinin ise logK;;=1,77 oldugu tespit edilmistir. Dolayistyla, bu denge, pH<2’de
meydana geldigi i¢gin yukarida bahsedilen nedenlerden otiirii bu belirlemenin dogrulugu

diger sabitlerin dogrulugundan biraz daha diisiiktiir.

Sonug olarak, L-histidin gibi ligandlarin protonasyon sabitlerinin potansiyometrik
olarak belirlenirken kesinlikle temas potansiyeli diizeltmesi olarak bilinen Jy

parametresinin belirlenmesinin sart oldugunu sdyleyebiliriz.
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