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and Potentiometric Method
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OZET

Bu ¢alismada, glisinin ve salisilaldehitten olugan Schiff bazimin olusum dengesi
spektrofotometrik olarak incelenmis ve bu Schiff bazimin olusum ve protonasyon
sabitleri potansiyometrik titrasyon metodu ile tayin edilmistir. Titrasyonlar 25 °C'da
azot atmosferinde ve modifiye edilmis kombine cam pH elektrodu kullanilarak 0,1 M
potasyum kloriirlii ortamlarda yapumistir. Olusum ve protonasyon sabitleri Martell ve
Motekaitis tarafindan gelistirilen BEST bilgisayar programi ile hesaplanmistir.

Anahtar Kelimeler: Glisin, salisilaldehit, Schiff bazi, olusum sabiti, protonasyon
sabiti, potansiyometri, spektrofotometri

ABSTRACT

In this study, formation of Schiff bases formed glycine and salicylaldehyde was
spectrophotometrically investigated and formation and protonation constants of this
Schiff bases were potentiometrically determined in water. Potentiometric titrations
were carried out at 25 °C, under nitrogen athmosphere in the media of 0.1 M potassium
chloride using modified combined pH electrode. The formation and protonation
constants were estimated using BEST computer program developed by Martell ve
Motekaitis.
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GIRIS

Transaminasyon, dekarboksilasyon, deaminasyon, rasemizasyon gibi bir¢ok biyolojik
reaksiyonun olusum mekanizmasim agiklayabilmek, bu reaksiyonlar hakkinda daha
ayrintilt bilgi elde edebilmek icin amino asitlerin aldehitler ile reaksiyonu sonucunda
olusan Schiff bazlarinin incelenmesi onemlidir. Metabolizmada gergeklesen bir ¢ok
reaksiyonda vitamin Bg' nin koenzim olarak gorev aldigi bilinmektedir(Eichorn and
Dawes, 1954). Vitamin B koenziminin ise yapisal olarak pridoksal(PL) ve pridoksal-5-
fosfat' a(PLP) benzer bilesikler igerdigi ve Schiff bazi olusumunda daha ¢ok pridoksal-
5-fosfat' in aktif olarak rol aldig1 ifade edilmektedir (Metzler and Christen, 1985).
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Bu aldehitin fonksiyonel gruplarimin fazla olmasi Schiff bazi olusum mekanizmasinin
aydinlatilmasini zorlastirmaktadir. Bu nedenle Schiff bazi olusum mekanizmasinin
incelendigi bir ¢ok c¢alismada pridoksal-5’- fosfat' a benzer bir yapida olan
salisilaldehitten tiireyen Schiff bazlari calisilmis ve salisilaldehitin, vitamin By tipi
reaksiyonlarin anlagilmasina yardim edecegi ifade edilmistir (Sigel, 1976). Bu nedenle
calismamizda bazi glisinin salisilaldehit ile olusturdugu Schiff bazlarinin denge

reaksiyonlar1 incelenmistir.
2. DENEYSEL KISIM

2.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler ve Standart Cozeltiler

Glisin (%99,7), (%99) ve salisilaldehit (%99) Merck firmasindan temin edilmis ve
safsizliklar1 uzaklastirilarak kullanilmustir. Bilesiklerin safsizliklari potansiyometrik
titrasyon metodu ile kontrol edilmistir (Rossotti, 1968). Stok ¢ozeltiler (0,03 M) suda
hazirlandiktan sonra hemen kullanilmistir. Karbonatsiz KOH ¢ozeltisi (0,1 M) ayarl
HCI ¢ozeltisi ile titre edilerek Gran metoduna goére ayarlanmistir (Gran, 1950). HCI
¢ozeltisi, (0,1 M) konsantre HC1 (Merck, %37 extra pure) kullanilarak hazirlanmig ve

sodyum karbonata kars1 ayarlanmistir. iyonik siddetin sabit tutmasinda kullanilan KCI
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cozeltisi (1,0 M) analitik safliktaki KCI' den (Merck, exrta pure) hazirlanmistir.
Deneysel ¢alismalarda deiyonize su kullanilmustir.

2.2. Potansiyometrik Olgiimler

Potansiyometrik 6l¢iimler, Ingold marka kombine cam elektrot monte edilmis Orion
940 model pH-metre kullanilarak yapilmigstir. S1vi temas potansiyelini sabit tutabilmek
i¢cin cam elektrodun referans kisminin dolgu ¢ozeltisi bosaltilip yerine giimiis kloriir ile
doymus 0,1 M KCl ¢6zeltisi doldurulmustur. Ayarlit HCI ¢6zeltisinin 25,0+0,1°C ve 0,1
M KCI iyonik siddette ayarli KOH ¢ozeltisiyle titrasyonuyla sistem hidrojen iyonu
aktivitesi yerine, hidrojen iyonu konsantrasyonunu 6l¢ecek sekilde Gran metoduna gore
kalibre edilmistir (Gran, 1950). Titrant olarak kullanilan KOH ¢6zeltisinin ilaveleri
Orion 960 model otomatik titratdr ile yapilmistir. Inert atmosfer ve sabit sicaklikta
calismaya uygun olarak dizayn edilmis kaplarda yapilan titrasyonlarda, sicaklik Haake
DC3 model sirkiilasyonlu su banyosu ile 25+0,1°C' de sabit tutulmus ve N,
atmosferinde ¢aligilmustir.

Schiff bazlarimi ¢oziicii ortaminda olusturarak olusum ve protonasyon sabitlerini
belirlemek amaciyla analitik konsantrasyonu sirast ile 1,5x 107 ; 1,5x 10~ ve 4,5x 107
M olan amino asit, salisilaldehit ve HCI igeren 50,0 mL' lik titrasyon hiicresi pH 2-12
araliginda KOH ile titre edilmistir. Titrasyon hiicreleri KCl ile 0,1 M iyonik siddete

ayarlanmisgtir.
2.3. Spektrofotometrik dl¢iimler

Spektrofotometrik  dl¢iimlerde  Shimadzu model UV-160A  spektrofotometresi
kullanilmistir. Rutin Slgtimler, bir ¢ift 1,0 cm’lik quartz hiicresinde TCC 240A model
termostat ile 25,0+0,1°C' a ayarlanarak yapilmistir. Spektrumlar1 alinacak ¢ozeltiler
universal tamponlar ile farkli pH' lara (3,00; 8,00; 12,00) ayarlanarak 0,1 M KCI’ 1i
ortamda 1:0, 1:2, 1:5 ve 1:10 mol oranlarinda salisilaldehit(1,0 x 10* M): amino asit
¢ozeltilerinin karigtirtlmasiyla hazirlanmis, ¢ozeltilerin dengeye ulagsmasi i¢in en az 30
dakika beklenilmistir. Cozeltilerin spektrumlari spektrofotometrenin referans hiicresine
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0,1 M KCI ve pH tamponunun sudaki ¢ozeltisi konularak 200-500 nm araliginda

almmustir.
3. HESAPLAMALAR

Potansiyometrik titrasyon verilerinden denge sabitlerinden dogru ve giivenilir bir
sekilde hesaplanabilmesi i¢in ¢ozlicli ortaminda gerceklesen biitlin dengelerin goz
oniinde bulundurulmasi gerekmektedir. Bu g¢aligmada ¢6ziicli ortaminda olusturulan
Schiff bazi i¢in asagidaki dengelerin var oldugu kabul edilmis ve titrasyon verilerinin
degerlendirilmesinde bu dengeleri dikkate alarak hesaplama yapabilecek FORTRAN IV
dilinde yazilmig BEST bilgisayar programi kullanilmigtir (Martell and Motekaitis,
1988).

Gly” +  Sal = Gly™ ; protonsuz glisin
Sal ; protonsuz salisilaldehit

SB; protonsuz Shiff bazi
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Yukaridaki esitlik incelenecek olursa Schiff bazi denge sabitlerinin hesaplanabilmesi
icin glisin ve salisilaldehitin protonasyon sabitlerinin bilinmesi gerektigi goriilebilir. Bu
amagla oOnceki caligmamizda sunulan ve c¢aligilan ortamda tayin edilen degerler
kullanilmustir (Demirelli, 2000).
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4. SONUCLAR VE YORUM

Amino asitlerin salisilaldehit ile reaksiyona girerek Schiff bazi olusturup
olusturmadigini belirlemek amaciyla yapilan spektrofotometrik caligmalar sonucunda
Sekil 1' deki spektrum elde edilmistir.

250A
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.
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200.0 500 (NM/ DIV) 4500 NM

Sekil 1. 1x10* M Salisilaldehit ¢ozeltisi ile 1x107 M glisin ¢ozeltisinin gesitli
salisilaldehit:glisin mol oranlarinda karistirilmasi sonucu olusan Schiff

bazlarmin spektrumu

Salisilaldehit-glisin sistemi i¢in elde edilen bu spektrum incelenecek olursa glisin
miktar1 artikga 240-260 nm' de bulunan pikin yok oldugu 270-300 nm' de yeni bir pikin
olustugu goriilebilir. 270-300 nm' de olusan bu pik -C=N baglarinda meydana gelen
yerlesik 7 orbitallerindeki gegislere aittir (El-Haty ve ark., 1990; Jaffe ve ark., 1958).
Salisilaldehit spektrumdaki diger degisim ise 300-350 nm' de go6zlenen pikin azalmasi
ve 350-400 nm' de bulunan pikin daha uzun dalga boyuna kaymasidir. Salisilaldehit i¢in
fenoksit oksijeninin protonasyonuna ait olan bu piklerdeki degisim azometin
molekiiliindeki molekiiller aras1 yiik transfer gegislerinin bir sonucudur (Gabr, 1990).
Spektrumda gozlenen diger bir carpict sonug ise glisin miktar1 artikga dort farkli
izospestik noktanin olusmasidir. Salisilaldehit ile glisin arasinda 1:1 reaksiyonun
oldugunu gosteren bu izospestik noktalar ve spektrumlardaki degisimler salisilaldehit ile
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amino asitlerin ¢Ozilicli ortaminda reaksiyona girerek Schiff bazi olusturdugu

kanitlamaktadir.

4.1 Schiff baz1 olusumu

Protonsuz bir aminin protonsuz bir aldehite kondensazyon reaksiyonu ile katilmasi
sonucunda olusunan dengenin denge sabiti olarak tanimlanan ve asagidaki esitlikle
ifade edilen Schiff bazi olusum sabiti ¢alisilan salisilidenglisin Schiff bazi igin

potansiyometrik olarak tayin edilmis ve Log K, degeri 0,55 olarak bulunmustur.

AAT 4+ sal” 5B 2 + Hy0  Schiff Bazt Olugum Dengesi

EFrotonsuz  Protensuz Schiff Bazt
aminoasit  Salizilaldehit

[SE_Q} . .
£ = Sehiff Bazy Clugum Sabitt

"l ]]

Salisilidenglisin Schiff bazi i¢in elde edilen bu deger, Leusing ve Bai (1968)' nin 0,5 M
KNO; iyonik siddette su ortaminda spektrofotometrik metot ile bulduklar1 0,48 degeri

ile karsilastirilacak olursa uyum i¢inde oldugu goriilebilir.
4.2 Schiff baz1 protonasyonu

Calismamizda incelenen salisilidenglisin Schiff bazinin stokiyometrik protonasyon
sabitleri potansiyometrik metot ile tayin edilmis ve Log K degerleri 11,68 ; 7,57 ; 2,43
olarak bulunmustur. Bu sabitler sirasiyla imin azotunun protonasyonu, fenolik oksijenin
protonasyonu ve karboksilat grubunun protonasyonu olup reaksiyon denklemleri

asagidaki gibidir.
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Bu sekilde basamakli olarak gerceklesen protonasyon dengelerinde ilk protonasyonun
oncelikle hangi protonasyon bolgesinde gerceklestiginin bilinmesi onemlidir. Schiff
bazlarinin ilk protonasyonunun hangi protonasyon bolgesinde gergeklestigini belirlemek
icin UV ve NMR spektrofotometrisi kullanilarak yapilan ¢alismalarda polaritesi yiiksek
¢oziiciilerde ilk protonasyonun imin azotunda olacagi ifade edilmistir (Metzler and
Christen, 1985; Sigel, 1976; Hopgod and Leussing, 1969; Heinert and Martell, 1963;
Leusing and Stanfield, 1996). Coziicii olarak suyun kullanildigi (25°C' de dielektrik
sabiti=80,4) bu ¢alismada da spektrofotometrik incelemeler sonucunda Schiff bazlarmin

birinci protonasyonunun imin azotunda oldugu ispatlanmustir.

Schiff bazlarmin imin azotunda gergeklesen birinci protonasyonu ile glisinin amino
grubunda gergeklesen birinci protonasyonu karsilastirildiginda, Schiff bazlarinin

protonasyonunun daha biiyilik oldugu goriilebilir.

(SalGlyy™ + H H(Sal Gyly L

Gy + HY =—= HGly E=10"""
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Schiff bazlarinda imin azotunun, Schiff bazini olusturan aminlerden daha bazik
oldugunu gosteren bu durum, aromatik karbonil bilesiklerinden olusan Schiff bazlarinin
karakteristik bir 6zelligidir ve imin azotuna baglanan protonun fenolat ve karboksilat

gruplariyla hidrojen bag1 yapmasiyla agiklanabilir (Sigel, 1976).

L
T “III o
+
I
o (ljff 5
H L.

Sekil 2. Salisiliden-amino asit Schiff bazlarinin molekiil i¢i hidrojen baglar1

Schiff bazlarinin ikinci protonasyonu fenolik oksijende gerceklesmektedir ve fenolik
oksijenin protonasyon sabiti degerleri, salisilaldehitin fenolat protonasyonu (Log
K=8,12) i¢in gozlenen degerden daha disiiktiir. Schiff bazlarinda fenolat grubunun
protona olan bu diisiik ilgisi, imminiyum-fenolat hidrojen bagini kirmak i¢in gerekli
enerji ve imminiyum katyonunun itici etkisiyle aciklanabilir (Sigel, 1976).Bu durum
Bruynell ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada da ortaya konulmus ve fenolik oksijenin
protonasyonunun 3 pKa birimi kadar diisebilecegi ifade edilmistir (Bruyneel ve ark.,
1966).

Coziicii ortaminda olusturulan salisilidenglisin Schiff bazi i¢in elde edilen protonasyon
sabitlerinin sayisal degerleri literatiirdeki verilerle karsilastirilmak istenmis, ancak pek
az veri bulunabilmistir (Sigel, 1976). Mevcut olan verilerin ise iyonik siddet ve sicaklik
gibi tayin edildigi sartlar farkli olmasi1 dolayisiyla karsilastirma yapilamamistir. Farkli
iyonik siddetteki ¢alismalar ile yapilan karsilastirmada elde edilen verilerin literatiir ile
uyum i¢inde oldugu gorilmiistir. Bu nedenle bu calismada elde edilen verilerin

literatiire yeni bir katki saglayacagi diistiniilebilir.
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