Biyoloji Labaratuvarimin Temelleri

DENEY NO: 5.16
DENEYIiN ADI: BITKILERDEN KLOROFIL ELDE EDIiLMESI

DENEYIN AMACI: Bitkilerde bulunan fotosentetik pigmentlerin incelen-
mesi.

GENEL BiLGi:

Bir yaprakta yaklasik 100 adet plastid bulunur. Bitkilerde bulunan plastidler
3 grupta incelenir:

a. Kloroplastlar

b. Kromoplastlar

c. Lokoplastlar
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Sekil 5.16.1: Bitkilerde bulunan plastidler (http://www.biologie.uni-hamburg.de/b-online/
e04/04a.htm)
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Sekil.7.16.2: Cesitli plastidlere 6rnekler. Domates (A), Elodea (B). 250 X.

Plastidler iki kat membranla gevrilidir; bazi proteinlerin sentezi i¢in gerekli
DNA'y1 tagir. Gorevleri: Fotosentez, seker sentezi, minerallerin asimilasyonu,
amino asit, lipid ve hormon sentezidir. Plastidlerin farklilasmasinda hiicre tipi,
cevre ve genetik faktorler rol oynar. Kloroplast yesil renklidir ve yaprak gibi
fotosentetik organlarda bulunur; seker sentezi yapar. Klorofil, kloroplastta;
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karotenler kromoplastta bulunur. Lokoplastta ise pigment bulunmaz. Lo-
koplastlar proplastidlerden olusur ve renksizdir. Bitkilerin 151k almayan ki-
simlarinda (kok, yumru vb.) bulunur; nisasta depolar. Bir kismi 151¢a maruz
kalinca kromoplast ve kloroplastlara farklilagir; digerleri 16koplast olarak kalir.
Nisasta taneciklerinin sekil ve biiyiikliikleri bitkinin tiiriine gore farklilik gos-
terir. Amiloplastlar renksizdir, nisasta sentezleyip iri graniiller halinde depolar.
Patates yumrusu ve otlarin tohumu gibi nisasta depo organlarinda bulunur.
Kromoplastlar kirmizi, turuncu ve sar1 gibi parlak renklere sahiptir; 3-karoten
gibi karotenleri konsantre eder. Domates ve kirazda oldugu gibi meyvede; son-
bahar yapraklarinda, havug gibi 6zellesmis koklerde ve cicek petallerinde bu-
lunur. Tozlagma i¢in hayvanlarin dikkatini ¢ekmeye ve tohumun dagilmasini
saglar.

Sekil 5.16.3: Bir kayisi agacinda mevsimsel pigment degisiklikleri (Foto: S. Erkoc).

Kloroplastlara yesil rengi veren klorofil molekiilii fotosentezde ¢ok 6nemli
bir role sahiptir. Bu molekiil 151k enerjisini absorplayip (sogurup), elektronlar:
diger molekiillere aktararak kimyasal bag enerjisine doniistimii saglar. Klorofi-
lin 20 kadar ¢esidi olup en 6nemlileri klorofil a ve klorofil bdir (fotosentezin
baslica fotoreseptor molekiilleri). Ayrica bitkilerde karotenler (fotosentezde
gorevli sar1 pigmentler), ksantofil (karotenlerin oksijenli tiirevleri olan pig-
mentler) ve likopen pigmentleri de bulunur. Feofitin a ve feofitin b ise sirasiy-
la klorofil a ve b’ye benzer; 6zelligi yapiya Mg yerine iki H* girmis olmasidir.
Klorofil ve aksesuar (yardimci) pigmentler, yesil bitkilerin fotosentetik hiicre-
lerinin kloroplastlarinda fotosentetik birimler olarak adlandirilir.

1. Klorofil pigmentleri: Fotosentezde rol alan pigmentler bitkilerin yesil

pigmentleri olan klorofillerdir; Yesil pigmentler bitkilerin yapraklarindaki me-
zofll hiicreleri igerisinde en fazla bulunur. Klorofiller belli dalgaboyundaki 1s1k
enerjisini absorbe ederek enerjiyi ya fotosentezde kullanilan dalgaboyu baska
olan bir enerjiye dontstiiriirler ya da fotosentez igin gerekli bilesiklere dogru-
dan aktarilirlar.
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DIiKKAT

Orijinal deneyde kulla-
nilan benzen tehlikeli ve
kanser yapic1 (kansero-
jen) olmasindan dolay:
glinimiizde onun yerine
ekstraksiyon iglemi ase-
ton, heksan, etanol ve
diklorometan gibi ¢ozi-
ciilerle yapilmaktadir.
Deney stiresince, ¢ozicu-
lerle calisildig: icin, eldi-
ven ve maske giyiniz.
Taze yaprak kullanma-
ya ve ozellikle koyu yesil
yapraklar: almaya dikkat
ediniz.

UYARI

Deneyin yapilisinda de-
gisik alternatifler bulun-
maktadir. Temelde deney
basamaklar1 ayn1 olmakla
beraber elde edilen klo-
rofil ¢ozeltisinin spekt-
rumunun alinmas: gibi
daha ileri deneylerde
kullanilmas: istenirse “Al-
ternatif materyal” bashg:
altindaki malzemeye de
ihtiyag vardir.

| |

2. Karotenoyid pigmentleri: Karotenoyitler bitkilerde bulunan kirmizi,

sar1, kahverengi ya da portakal renginde lipid bilesiklerdir. Karotenoyitler ytik-
sek bitkilerin hemen tamaminda, pek ¢ok mikroorganizmalarda, fotosentetik
bakterilerde, alglerde ve mantarlarda bulunur.

MATERYALLER: Ispanak yaprag (taze, saplar1 ayrilmis), 1sirgan otu (Urti-
ca, kurutulmus da olabilir), cam giizeli veya pancar yap-
rag1 da olabilir

Tek kullanimlik t1bbi lateks eldiven

Kum (istege bagl)

Havan, sogutulmus veya mutfak robotu-haznesi sogutul-
mus

Kurutma kagidi

Tebesir

Heksan (alternatif olarak aseton, etanol, petrol eteri de
kullanilabilmektedir, detaylar deneyin yapilisinda veril-
mistir)

Etanol

Filtre kagidi

Deney tiipu

Petri kabi

Pastor pipeti

ALTERNATIF MATERYALLER (zorunlu degil: Sodyum siilfat (susuz), ase-
ton, ekstraksiyon i¢in etil alkol, petrol eteri, aseton: etil alkol)

DENEYIN YAPILISI:

O [lk kademede bitki numunesinin parcalanarak pigmentlerin aciga
¢itkmasi saglanir. Bunun igin birka¢ yol vardir: Havan icine kum
(hiicrelerin par¢alanmasini kolaylastirmak i¢i) ve etil alkol veya ase-
ton konulup 1sirgan otunun yapraklar: 1 dakika kadar ezilir (Sekil
5.16.4); mutfak robotunda ¢ekilir veya 6nce jilet, makas gibi aletlerle
kiiglik parcalara kesilip sonra havanda ezilir. Bunun sonucunda koyu
yesil renkli bir ¢ozelti elde edilir. Bu ¢ozeltide suda ¢oziinen (polar)
ve apolar (polar olmayan) biitiin hiicre komponentleri vardir ¢iinki
asetonda hemen her sey ¢oziliir. Klorofiller ve karoten, apolar bile-
sikler olduklarindan “benzer benzerde ¢oziiniir” prensibine gore su
yerine heksanda iyi ¢oziiniirler. Alternatif ¢oziiciiler diklorometan
ve petrol eteridir. Ilk kademede ¢ok az miktarda aseton konulmasi
daha verimli ekstraksiyon i¢indir. Buna ham klorofil ekstresi denir
(Sekil 5.16.5).



Bizoloz’i Labaratuvarimin Temelleri ﬁw

Sekil 5.16.4: Yapraklarin ezilmesi. Sekil 5.16.5: Ham klorofil ekstresi.

A. Taze 1spanak yaprag: kullaniliyorsa 0.5 g (2-3 yaprak kadar, buna yaklagik

1 ml aseton yeterlidir), yapragi havanda asetonun rengi yesil olana kadar
eziniz. Havan sapini ve havani 1 ml daha aseton ile yikayiniz. Santrifiij tii-
piine koydugunuz ekstreye 2 ml heksan ve 2 ml distile su ekleyip kuvvet-
lice ¢alkalayiniz, ara sira kendinizden uzakta tutarak havalandiriniz. Alt
tabaka bulanik agik yesil, pigmentlerin oldugu heksan tabakas ise tistteki
parlak ve berrak yesil tabakadir. Birka¢ dakika tabakalarin ayrilmasi i¢in
bekleyiniz. Pastor pipeti ile su tabakasini ¢ekip “atik beherine” koyunuz
(DIKKAT: Pastor pipetinin puarini siktiktan sonra sulu fazi daldiriniz).
Tekrar 2 ml distile su ekleyerek heksan tabakasini “yikaymniz”. Yeni su
tabakasi renksiz olmalidir, karistirip bekleyiniz. Tabakalar ayrilinca alt
tabakay1 ayni sekilde alip atik beherine koyunuz. Heksan tabakasinda bir
miktar da olsa, az su kalacagindan, bu tabakay1 birkag ince spatiil dolu-
su susuz sodyum siilfat ekleyerek kurutunuz. Ekstrenizi pastor pipetine
pamuk tikag¢ yaparak siiziiniiz. Santriftyj tiiptinti 1 ml daha heksan ile y1-
kayarak aktarma islemini tamamlayiniz. Mutfak robotu kullanilacak ise
once robotta yapraklar cekilir sonra aseton eklenir.

. Robotta ¢ekildikten sonra piireden 0.5 g tartilip deney tiipiine ince spa-
tiil yardimu ile aktarilir, 2 ml aseton eklenip, agz1 kapatilir ve kuvvetlice
calkalayarak (arada kapak ac¢ilip havalandirilir) 5 dak. ekstrakte edilir.
Siv1 pastor pipeti ile temiz, kuru bir tiipe aktarilir; pigmentler asetonda
bulundugundan, apolar 6zelliklerinden faydalanilarak bu defa tizerine
2 ml petrol eteri konulup 1 dak. daha kuvvetlice ayni sekilde ¢alkalana-
rak pigmentlerin bu tabakaya gecmesi saglanir. Karisgtma 1 ml distile su
eklenir, tekrar ¢alkalanip tabakalarin ayrilmast i¢in santrifiij edilir. Suyu
kurutmak i¢in susuz sodyum siilfat eklenir.

. Ekstraksiyon kademesi sadece etil alkol kullanilarak da yapilabilir ve
spektrum ¢ekilmeye hazir hale getirilir.
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Sekil 5.16.6: Suzulen ekstre.

D. Piireye aseton eklendikten sonra 2 ml kadar hacim, stok ¢ozelti olarak
15 ml'lik santrifiij tiiptine aktarilir; tizerine 2 ml heksan eklenip agz1 ka-
patilir ve kuvvetlice ¢alkalanir. Bir tarafa icine 10 ml heksan konulmus
bir meziir koyunuz. Heksan ekstraksiyonu yaptiginiz santrifiij tiipiine 2
ml distile su ekleyip kalan suda ¢6ziinen maddeleri su tabakasina ayur-
mak i¢in kuvvetlice ¢alkalayiniz ve ara sira havalandiriniz. Genellikle
karisimin ortasinda bulanik tabaka halinde olusan emiilsiyonu bozmak
icin santrifiijleyiniz; santrifiijden sonra altta kalan su tabakasini pastor
pipeti ile dikkatlice aliniz. Kurutmak i¢in i¢ine pamuk ile tika¢ yapti-
g1z pastor pipetinin pamugunun iizerine 0.5 g susuz sodyum siilfat
koyup heksan ekstraktinizi buradan temiz, kuru bir tiipe siiztiniiz.

E. Jilet veya makasla kiiciik parcalara kestiginiz koyu yesil 1spanak yaprak-
larini sogutulmus havana koyup iizerine soguk aseton ekleyiniz, yakla-
sik 1 dakika havanda eziniz. Havan igerigini 50 ml’lik erlene koyunuz,
agzini kapatarak kuvvetlice karistiriniz. Buzdolabinda 10 dak. bekleti-
niz, yaprak kalintilar1 ¢oktiikten sonra tist tabakay1 kagit kromatografisi
veya TLC yontemiyle pigmentlerin ayrilmasi i¢in kullanabilirsiniz.

« Ham klorofil ekstresini isterseniz filtre kagidindan da stizebilirsiniz.
« Eger toksik oldugu i¢in kullanilamayan benzen bu ekstraksiyon is-
leminde kullanilmis olsayds; bir siire sonra tiipiin tist kisminda ben-

zende ¢Oziinen klorofil, alt kistmda ise alkolde kalan karoten ve ksan-
tofil pigmentleri bulunacaktir (Sekil: 7.16.6 ve 7.16.7)

Klorofil
(benzende ¢6ziinmis, belirli bir stire
sonra rengi yesile donecektir)

Koroten + Ksantofil

Klorofil + Karoten
+ Ksantofil

Sekil 5.16.7: Klorofil, karoten ve ksantofil.

Pigmentleri bu sekilde kabaca ayrilabilir. Baslica gruplar1 daha ayrintili go-
rebilmek i¢in kagit ve tebesir kullanilarak maddeler molekiil agirlig: ve adsorp-
siyon derecelerine gore ayrilir. Bir petri i¢ine siiziilmiis olan berrak klorofil
ekstresinden bir miktar koyulur. I¢erisine serit seklinde kesilerek hazirlanmis
kurutma kagidi ile tebesir yerlestirilir. Bir siire sonra kagidin ve tebesirin {ist
kistmlarinda sar1 renkli karoten ve ksantofil, alt kisminda ise yesil renkli kloro-
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filin toplandig1 goriliir. Bu kademeli renk farki maddelerin molekiil agirlikla-
rinin ve adsorpsiyon derecelerinin farkli olmasindan ileri gelir.

Yaprak ekstresine ince tabaka kromatografisi (TLC) veya kagit kromatogra-
fisi uygulandiginda pigmentler asagidaki gibi goriiniir:

Karotenler (1-2 sari-turuncu leke)

Feofitin A (gri, yogun)

Feofitin B (gri, yalniz UV altinda goriilebilir)

Klorofil A (mavi-yesil, yogun)

Klorofil B (yesil, zeytin yesili)

Ksantofiller (sayis1 3’e varan sar1 lekeler)

Violoksantin (sar1)

Lutein (sar1)

Violoksantin ve lutein (ksantofil pigmentleridir ve iist tiste ¢alisabilirler)

SORULAR:
1. Fotosentez hangi 1sikta gerceklesir?
2. Fotosentez ile floresans olayi arasinda nasil bir iliski kurulabilir?

3. Pigment molekiilleri hangi hiicre organellerinde bulunur? Karoten ve
ksantofilin fotosentezdeki rolleri nelerdir?

4. Deneye bakarak pigment molekiillerinin agirligi hakkinda ne sdylene-
bilir?
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