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OZET
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KLOROFIL a ve b ILE FEOFITIN a ve b’NIN YAPI
KARARLILIKLARININ INCELENMESI

SEDAT YURDAKAL

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Hiiseyin BERBER
2003, 77 sayfa

Bu calismada klorofil a ve b ispanak ve ¢im bitkilerinden saflagtirilmas: ile ve
feofitin a ve b ise klorofil a ve b’nin demetalasyonu ile hazirlanmis, daha sonra bu yapilarin
cesitli ortam ve coziiciilerdeki kararhlklar: yaninda oksidantsiz, hidrojen peroksit, tert-biitil
hidroperoksit ve sodyum hipoklorite karsi yapr kararlihiklart 30 °C’de ve farkli pH’larda
incelenmistir. Bu klorofil tiirevlerinin farkh ortam, ¢6ziicii ve oksidantlardaki parcalanma
kinetigi UV-Goriiniir bdlge taramali spektrofotometre kullamilarak elde edilen
spektrumlardaki Soret pikinin absorbansindaki azalma takip edilerek arastirilmistir.

Klorofil a ve b ile feofitin a ve b’nin yapr kararhliklar: incelendiginde direk giines
isiginda hemen bozunduklari, direk giines 1s131indan uzak aydinlik ortamda daha yavas ve
karanhk ortamda su c¢oziiciisii hari¢ bozunmadiklar1 gozlenmistir. Klorofil tiirevlerinin
farkh pH’larda ve oksidantsiz ortamlarda yapr kararhbiklari incelendiBinde, asidik
ortamlarda demetalasyonla birlikte porfirin halkalarmm par¢alanmasi, bazik ortamlarda
ise defitolasyonla birlikte feofitin a hari¢ asidik ortamdan daha yavas halka par¢alanmasi
gozlenmistir. Bu oksidantsiz ve bazik ortamda feofitin a’nmn hidrolizi ile fitol grubunun
ayrilmas ile olusan feoforbid a yapismin bozunmadif gdzlenmistir. Klorofil yapilarimin
oksidantlara kars1 yap1 kararlili incelendifinde klorofil a’min yap1 kararlihifimm NaOCI <
H,0; <(CH3);COOH ydéniinde, klorofil b’nin NaOCI < (CH;);COOH < H,0, yéniinde,
Feofitin a’nm NaOCI < (CH;);COOH < H,0; yéniinde, feofitin b’nin (CH;);COOH < H,0,
<NaQCl yoniinde arttif1 belirlenmistir. Bu klorofil tiirevlerinin par¢alanma reaksiyonlarmin

yalanci-birinci dereceden iz denklemine uydugu belirlenmis ve hiz sabitleri hesaplanmistir.

Anahtar Kelimeler: Klorofil, feofitin, yap1 kararlih, kinetik, oksidasyon
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INVESTIGATION OF THE STRUCTURAL STABILITIES OF
CHLOROPHYLL a AND b AND PHEOPHYTIN a AND b
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In this study, chlorophyll a and b were purified from grass and spinach, pheophytin
a and b were prepared with demetalation of chlorophyll a and b, and then their structural
stabilities in different medium and solutions, under nonoxidant condition and toward
hydrogen peroxide, tert-butyl hydroperoxide and sodium hypochlorite were studied in
various pH’s at 30 °C. The degradation kinetics of these chlorophyll derivatives were
determined by following the decrease of the Soret band intensities in the UV-Vis spectra.

When chlorophyll a and b and pheophytin a and b were investigated in direct sun
light, they were degradated very fast. When they were investigated in indirect sun light, they
were degradated slower than in direct sun light, and in darkness no degradation was
observed except in water. When chlorophyll derivates were investigated in different pH’s, in
nonoxidant medium and in acidic media, they had demetalation and degradation of their
porphyrin ring. In addition in basic medium, their phytol group was broken and very slow
degradation than in acidic medium except pheophytin a. In basic medium, pheophytin a was
hydrolised and changed into pheophorbide a and it showed non degradation. When
chlorophyll derivates were investigated toward oxidants, their structural stabilities increased
as follow NaOCl < H,0, <(CH;); COOH for éhlorophyll a, NaOCl < (CH;); COOH < H,0, for
chlorophyll b, NaOCl < (CH;);COOH < H,0, for pheophytin a, (CH;);COOH < H,0, <
NaOQCl for pheophytin b. The degradation kinetics of these reactions showed the pseudo-first

order rate kinetics and the degradation rate constants were calculated.

Keywords: chlorophyll, pheophytin, structural stability, kinetics, oxidation
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1. GIRIS

Klorofiller ve klorofillerin bozunma reaksiyonlari bilim alaninda ¢ok genis
yer tutmaktadir. Ornegin bir Rus botanikgisi olan Tswett’in bitki pigmentleri
caligmalar1 kromatografi biliminin dogmasim saglamustir. Biyokimyacilar ve
biyofizikgiler klorofille ¢alisarak fotosentezin mekanizmasim agiklamaya biiyiik
ilgi gostermiglerdir [1]. Yeryiizinde klorofil miktarmin belirlenmesi,
yeryiiziindeki kirliligi ve diizensizligi anlamamizi sagladigindan 6nemlidir. Gida
teknolojisinde de besin maddelerinin bozunmalar1 ve bu besin maddelerinin
bozunmadan uzun siire depolanabilmesi klorofillerin bozunmasi baz almarak
dolayli olarak izlenebildiginden bitkiler, algler ve bakterilerin i¢indeki
klorofillerin bozunma reaksiyonlart ile ilgili bir gok calisma yaymlanmigtir
[2-27]. Tiikenen enerji kaynaklari nedeniyle, glintimiizde ve gelecekte glines
enerjisinin 6nemi artmakta olup, foto sistemler tizerine pek c¢ok ¢aligma vardir
[28-36]. Porfirin sentezi zor ve zaman alic1 oldugundan, klorofil ttirevleri porfirin
kaynag olarak kullamilmaktadir. Bitkilerden ekstre edilerek saflagtirilip, istenilen
porfirin tiirevleri ve metal kompleksleri  incelenmek {izere klorofillerin
kullanildig1 yayinlara literatiirde rastlanmaktadir [26,37-41].

Katalizorler endiistriyel 6nemi bitylik olan maddelerdir ve birgok kimyasal
doniisiimiin gergeklesmesi i¢in katalizoére gereksinim vardir. Katalizér olarak
kullanilan maddeler reaksiyon igin segici (spesifik) olup ¢ikis maddelerine gére
¢ok az miktarda kullanilirlar. Ayrica kendileri reaksiyon tarafindan harcanmayan,
reaksiyonun hizini arttiran ve dengenin ySniinii degistirmeyen maddelerdir. Canl
organizmalardaki reaksiyonlarin yliriimesini saglayan enzimler de birer
katalizordiir. Enzimler yapisal olarak ¢ok kompleks olup, reaksiyonlarda son
derece etkin ve segicidirler. Dogal katalizérler olan enzimlere gére insan yapisi

katalizorler reaksiyonlarda daha az etkin ve secicidirler.

Bir enzim smifi olan Sitokrom P-450 canli sistemlerde dioksijen ve
elektronlar  kullanarak  hidroksilasyonlara, epoksidasyonlara ve  diger
oksidasyonlara etkin ve gok hizli bir sekilde aracilik eder. Sitokrom P-450’nin
aktiflik gosteren merkezinde dioksijeni baglayan, indirgeyen ve aktif hale getiren

demir(IIl)protoporfirin IX prostetik grubu bulunur ($ekil 1.1).
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Sekil 1.1. Demir(IIT) protoporfirin IX un yapisi

Yaklagik son 30 yildir Sitokrom P-450’nin aktifliini canli sistemler
disinda taklit edebilecek bir metal kompleksi olan metallo tetraarilporfirinler
iizerinde ¢alisilmaktadir. Bu caligmalar sirasinda mangan, demir, kobalt ve
benzeri metaller iceren ve aril gruplar ile pirollerin B-konumlarinda gesitli
siibstitiientler igeren metallo tetraarilporfirinler sentezlenmis ve alkenlerin ve
alkanlarin  ¢esitli oksidantlar ile oksidasyonlarinda katalizér  olarak
kullanilmiglardir [42,43]. Oksidant olarak hipoklorit, iodozilbenzen, hidrojen
peroksit, alkil hidroperoksit, persiilfat, perklorat, periyodat, ozon, amin N-oksit
indirgeyici bir ajanla birlikte dioksijen gibi oksidantlar kullamlmigstir. Ayrica gok
¢esitli reaksiyon kosullar1 ile bu reaksiyonlarda cesitli desteklere baglanmig
metallo tetraarilporfirinler de kullamilmugtir.  Ancak biitlin bu ¢alismalar
laboratuvar dlgeginden Steye gidememis ve buglin metallo tetraarilporfirinlerin
endiistride katalizér olarak kullammi heniiz gerceklestirilememigstir.  Bunun
nedeni de basta metallo tetraarilporfirinlerin kullanilan oksidantlar tarafindan
kolayca pargalanmalaridir. Ayrica katalitik olarak aktif olmayan p-okzo dimer
yapisinin olugmast ve N-alkilhemin olugumu da etkin bir katalizor igin
istenilmemektedir.

Tetraarilporfirinlerin oksidant tarafindan pargalanmalari, fenil gruplarinin
ozellikle orto-konumlarma (C(2) ve C(6)) elektron ¢eken ve/veya biiyiik yapili



siibstitiientler yerlestirilerek kismen de olsa engellenebilmigtir [44-46]. Ayrica
biiyiik gruplar par¢alanmay1 giiclestirmenin yaninda metallo tetraarilporfirini
deaktive hale getiren p-okzo dimerlerin olusumunu ve pirol halkasinin
N-alkillasyonu da engellemektedirler [47,48].

Porfirinler aromatik makrosiklik bilesiklerdir. Bir porfirin molekiilti 4 pirol

halkas1 igerir. Porfirinin merkezi 4 koordinasyona sahip ligand o&zelligi
gbstermesine ve maksimum 3,7 A yancapli metallerle koordinasyon
yapabilmesine olanak verir. Koordinasyon meydana geldiginde 2 proton piroldeki
azottan ayrilir ve 2 negatif yiik birakir. Porfirin halkas: ¢ok kararhi olup aromatik
ozellik gosterir. Porfirinlerin gegis metalleri ile yaptig1 kompleksler gok kararlidir.
Omegin ZnTPP (¢inko tetrafenilpofirin) i¢in kararlilik sabiti 10%°°dur [49].
Cu** ve Ni**’nin porfirin komplekslerinin bagka bir liganda kars: ilgisi diisiiktiir.
Buna karsin Mg®*, Cd*" ve Zn®** nn porfirin kompleksleri, bir ligantla daha
kompleks yaparak 5 koordinasyonlu kare piramit yap1 olusturabilirler. Fe**, Co*
ve Mn?" gibi bazi katyonlarin porfirin kompleksleri ise 2 tane daha ligantla
kompleks yaparak oktahedral yapida kompleks olusturabilirler. Porfirinler
biyolojik olaylarda 6nemli roller @istlenirler. Ornegin hem bir Fe-porfirin; klorofil
Mg- porfirin; vitamin By, kobalt-porfirin kompleksleridir. Giiniimiizde de dogal
porfirinlerin  biyolojik aktivitelerini ve formasyonlarim anlamak igin
caligiimaktadir. Omegin klorofil, fotosentezde oksijen transferi ile glikoz
depolama gibi hayati 6nem tagiyan biyolojik proseslerde rol oynarlar [49].

Koordinasyon kimyasi perspektifinde porfirin ligantlarmin segicilikleri
diigiiktiir. Atomik yaricap: 3,7 A’dan kiigiik olan tiim metal iyonlar1 porfirinlerle
kompleks yapabilir. Benzer komplekslerin biyolojik elektron transferinde, oksijen
transferinde ve metalo enzimler igin bir model olusturma {zerinde g¢esitli
uygulamalar1 vardir [49].

Bir ¢ok porfirin, metal iyonlarinin spektroskopik metotla belirlenmesi igin
uygun bir liganttir. Bu porfirinlerin en biiyiik dezavantaji, metaloporfirin olusma
hizinn  ¢ok diisiik olmast ve metaloporfinlerin olusum reaksiyonunda
metaloporfirinlerin  derisim oraninin normalden diisiik olmasidir. Diisiik
formasyon hizi, porfirin halkasimin deformasyonunun giicliigi nedeniyledir.

Porfirinlerin pirol azotunda N-alkil ve N-benzil gibi gruplarin bulunmasi



durumunda, porfirinler substitiie olmamig anologlarindan ¢ok daha reaktiftirler.
Pirol azotunun herhangi bir alkillenmesi makrosiklik halka diizleminde bir
sapmaya sebep olur ve bu da reaksiyon hizinin daha hizli olmasinin sebebidir
[49].

Organik ligantlarla birlikte imidazol veya bipiridin gibi = elektron
bulutuna sahip molekiiller ve L-triptofan molekiilti, metaloporfirin olusumunu
arttiran bir egilim gosterir. Omegin triptofan varhgmmda Zn** ile TPPS,
(meso-tetrakis(4-stilfofenil)porfirin)’in komplekslesme hizi, yokluguna gore 100
kat daha hizlidir [49].

Spektrokopik ligant olarak kullanilan porfirinlerin metal iyonlarn
belirlenmesinde kargilasilan bir problem, ligantin spektrumunun sik sik bu metal
selatlarla ¢akigmasidir. Bu girisimleri engellemenin bir yolu, asidifikasyonla
serbest ligantin spektrumunu kullanmaktir. Cu** ve Pb*'gibi iyonlarla kararli
metaloporfirinler olustugunda, asidik ortamda ¢oziinmezler ve ligantin
absorblamadigi boélgede kuvvetli bir absorbsiyon banti verirler. Bu sorunun
¢oziimiinde ikinci bir yaklasim, Pb*" nmin serbest ligantin fazlasi ile yapacagt
selatin spektral degisiminden yaralanarak gerceklestirilmesidir. Bu 6zellik Cd*',
Mn?* veya Zn®* nin metaloporfirinleri gibi asidik ortamda ¢dziinmeye meyilli olan
komplekslere de uygulanabilir. Spektral girisimlerden sakinmanin bir diger yolu
ise; absorbsiyon bant1 ile kompleksinin absorbsiyon bant1 ¢akismayan N-substitiie
porfirin kullanmaktir [49].

Bir ¢ok metaloporfirin, yiiksek kararliliklart ve Katalitik davramslar
nedeniyle kimyasal analizlerde ¢esitli uygulamalar1 vardir. Atik sulardaki
siyaniiriin dolayl: bir sekilde spektroskopik belirlenmesi, giimiis iyonu ile tetrakis
(1-metil-2 piridin) porfirinin inhibisyon reaksiyonu temel alinarak bulunabilir.
Tetrakis (4-aminofenil) porfirin ve 5-(4-aminofenil) terakis (4- (piridin)-porfirinin
nitrat iyonu ile diazolagma reaksiyonunun temeli, nitritin spektroskopik olarak
belirlenmesinde spesifik olarak gelistirilmistir. Tetrakis(1-metil-4-piridin)porfirin
ile Fe(IlT) kompleksi, hidrojen peroksitin spektroskopik olarak belirlenmesi igin
kullamlabilen indamin boyar maddesi i¢in katalizor olarak uygulamlmigtir.
Oxo[tetra (4-piridin)porfirinato]titanyum (IV) kompleksi, hidrojen peroksit ve

okzalat iyonlarmmin eser miktarlarimin belirlenmesi igin kullamlabilmektedir.



Hidrojen peroksitin belirlenmesi igin bir yontem, TPPS, ile Mn(II) komleksinin
sabitlenmesi ile katalitik verimi temeline dayandirilmigtir [49].

Metaloporfirinler, C, dénme eksenine dik doért tane C, ekseni ile yatay
ayna diizlemine sahip oldugu igin D4y simetrisine sahiptirler ve bu ylizden iki tane
Q (soret) band1 ve iki tane de B ayrik bantlar1 igerirler. Soret bant1 350-453 nm
arasinda gelirken, B bant1 500-700 nm arasinda gelmektedir. Ayrica Soret
bantinin molar absorbitesi 10>’lerdedir. Klorofil a ve feofitin a Dsy’dan daha
diisik bir simetriye sahiptir. Bu yiizden bu molekiillerin spektrumunda 4 tane
eksitasyon (uyarilma) banti bekleriz. Klorofil a yapist fitol zinciri bulundugunda,
bulunmadigi duruma goére spektrumlarn ¢ok benzer olmaktadir. Fitol grubu
nedeniyle klorofil a, 490 nm’de zayif bir pike sahiptir. Klorofil a’nin onuncu
spektrumu 442 nm’de gelirken, fitol zincirini kaybettifinde bu spektrum 421
nm’ye kayar [50].

Feofitin a ile klorofil a’nin spektrumlan kiyaslandiginda klorofil a’nin
birinci Q bandi hesaplamalara gére % 50 daha siddetlidir. Ayrica feofitin a’min
500 nm bdlgesinde bulunan iki tiimsek klorofil a’daki gibi ayrik degildir. 320-450
nm bolgesinde 4 ayrik pik varken, feofitin a’da 2 tanedir [50].

Tatli sulardaki klorofil a ve b’nin spektroflorometrik metodla
belirlenmesini misel olusumu temelinde inceleyen bir ¢aligmada klorofil a ve
b’nin floresans degerleri swrasiyla, 431, 673 nm ve 462, 654 nm oldugu
belirtilmistir. Klorofillerin suda ¢ozlintirligiintin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle
Triton-x100 (izooktilfenoksipolietoksietanol) yiizey aktif maddesinin klorofil
¢ozeltisine eklenmesiyle, misel olusumu sonucu floresans spektrumunda énemli
bir artis goriilmiistiir. Ayrica ¢ézeltilerde misel olugumu klorofil a i¢in 0,6 mM,
klorofil b i¢in 0,4 mM derisimlerinde olmas1 gerektigi bulunmustur [51].

Misel olusumunu, asit ve 1st muamelesiyle yapilan ispanak ekstresinde ve
ZnCl, muamele edilmis 1spanak ekstresinde inceleyen bir ¢aligmada misellegme
ayrintili bir sekilde klorofillerde, feofitinlerde ve Zn-feofitinlerde incelenmis,
klorofil a’nin asit ve 1s1 muameleli 1spanak ekstresinde klorofil b’den daha diisiik
derisimlerde misellestigi buna karsin ZnCl, muamele edilmis ekstre ortaminda bu

durumun tersini gosterdigi bulunmustur [26].



Tath sulardaki klorofil a ve b’nin spektroflorometrik belirlenmesini misel
olusumu temelinde inceleyen bir ¢alismada su sonuglar elde edilmigtir [S1]: % 1
aseton iginde klorofiller 5-65 °C arasinda ¢alisildiginda klorofil a’nin spektrumu
20°C’ye kadar artmis, 65°’ye kadar ise sabit kalmistir. Buna kargin klorofil b’nin
sicaklik artigina karsilik floresans degeri yavagca azalmugtir. Triton-X100 ile
yapilan kararlilik ¢aligmalarinda ise floresans giddeti bir saat kadar degigmemigtir
[51]. Klorofiller ile yapilan c¢aligmalarda Triton-X100, klorofillerin suda
¢Ozlintrligiini arttirmak igin kullanilmaktadir [51,52].

Klorofil tlirevlerinin ¢esitli  ¢oziiciilerdeki UV-Goériiniir  bolge
spektrumlarinin absorbans degerleri agagida verilmistir (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. Klorofil tlirevlerinin ve izomerlerinin UV-Goriiniir bslge spektrumlari absorbans ve

dalga boyu degerleri
No Pigment Coziicii Absorbans (nm) Ref.
1 Klorofila Dietil eter 430, 662 35
Dietil eter 430, 615, 661 6
Aseton 428, 616, 662 6
2 Klorofil a' Dietil eter 428, 614, 661 6
Aseton 428, 616, 662 6
3  Klorofilb Dietil eter 453, 643 35
Dietil eter 453,593,642 6
Aseton 454, 596, 644 6
4  Klorofil b’ Dietil eter 453, 592, 642
Aseton 454, 596, 644
5 Feofitina Dietil eter 408, 667 35
Dietil eter 408, 503, 667 6
Aseton 410, 468, 668 6
6 Feofitinb Dietil eter 525, 599, 654 35
7 Klorofillida  Dietil eter 428, 662 6, 35
Aseton 428,616, 652 6
8 Klorofillid b  Dietil eter 458, 594, 653 35
9  Feoforbit a Dietil eter 408, 665 35
Feoforbit b Aseton 430, 523, 656 35

1.1. Klorofillerin ve Bakterioklorofillerin Kromatografik Yoéntemlerle

Saflastirilmasi

Klorofiller ve bakterioklorofiller alg, bakteri ve bitkilerde fotosentezden

sorumlu porfirin yapisinda pigmentlerdir. Bu pigmentler porfirin yapisinda ve

merkezinde magnezyum atomu igermekle birlikte, diger porfirinlerden farkli

olarak besinci (E) izosiklik karakteristik halkaya ve fitol grubuna sahiptirler.

Bitkilerdeki en 6nemli klorofil tiirleri klorofil a ve klorofil b olup, bu pigmentlerin
bitkilerdeki orani sirasiyla yaklagik 3:1°dir [6,53,54]. Yapraklar, algler ve

bakteriler sadece klorofil tlirevlerini degil, karetenoid ve ksantofil gibi yardime1

pigmentleri de igerirler. Bu pigmentler igin kromatografik yontem segimindeki



giiclik Kklorofillerin kararsiz olusu nedeniyle bozunabilirliklerinden ve zincir
reaksiyonlar1 verebilmelerinden kaynaklamr. Omegin zayif asitle klorofil
muamele edilirse merkez atomu yerinden ¢ikarabilir ve ayrica trans esterlesme
veya fitollin hidrolizi ile ti¢li kromatografik banda sebep olabilir. Oksijenin
varliginda bazla muamele edildiginde ise gesitli kimyasal degisimler goriilebilir.
Yapilan caligmalarda hangi kromatografi tliriinlin segilecegi spesifik ihtiyaca
baghdir. Bu amag klorofilin basitge belirlenmesi, ¢esitli su 6rneklerinde ¢evresel
ihtiyaca gore belirlenmesi, analitik saflikta eldesi veya miligramdan grama kadar
biiytik miktarlarinin izolasyonu olabilir [53].

Klorofilerin saflagtirilmasi igin ince tabaka kromatografisi, kagit
kromatografisi ve HPLC (yiiksek performansli sivi kromatografisi) en uygun
metotlardir. Bu metotlarla saflagtirilan klorofiller daha sonra spektroskopik veya
florometrik metotlarla kamtlanr. Yaprak pigmentlerinin ilk kez saflagtirilmasi
Tswett’in ¢aligmalarinda sunulmustur. Ayrica pigmentlerin renklerine gore
dagilimlari, kolon kromatografisi adi altinda yeni bir saflagtirma metodunun

olusmasini saglamagtir [53].

1.1.1. Dogal Maddelerden Fotosentetik Pigmentlerin Ekstraksiyonu

Pigmentlerin ekstraksiyonunda ¢ok yaygin olarak aseton, metanol veya
etanol kullanulir. Bununla birlikte kloroform, dimetil stilfoksit veya petrol eteri de
kullamlmaktadir. Literatiirdeki c¢alismalara gore metanoliin ¢6ziicli olarak
kullamlmas1 ¢esitli problemlere neden olmaktadir. Omegin metanoliin
kullanilmas1 durumunda klorofillerin aktivasyonu ile klorofillerin bozunmasi
gergeklesir [7].

Cesitli ekstraksiyon yontemlerinde aseton ve metonolii kiyaslayan bir
calismada metanoliin prob sonifikasyon yonteminde g¢ok iyi sonug¢ verirken;
aseton kullanarak both sonifikasyon, mikser ve havanda ezilerek yapilan
ekstraksiyon yontemlerinde metanolden ¢ok daha istlin oldugu goriilmiistiir [7].

Klorofiller ile ilgili yapilan ¢aligmalarda klorofiller en ¢ok 1spanaktan izole
edilmistir [1,5,8,16,26,55-59]. Bunun nedeni 1spanagn yiiksek bir oranda



klorofilleri igermesidir. Ornegin kuru ispanagm % 1’ini klorofiller teskil eder
[60].

Ispanagin dondurularak proteinlerden uzaklastirilmasi ile ekstraksiyonu
yapilan bir c¢aligmada ekstraksiyon ayrintili bir sekilde agiklanmistir [8]:
Dondurularak kurutulan ispanaklar havanda ezilerek toz haline getirilmis daha
sonra tekrar suda coziilerek (1spanak:su, 1:9 v/v) bir giin bekletilmistir. Bu
¢ozeltiye 4 ml soguk aseton katilip suda ¢6ziinmeyen proteinlerin santrifiijleme ile
coktiriilmesi saglanmugtir. Ekstre —18 °C’de 30 dakika karanlikta saklanip
sonifikasyonla proteinlerle birlikte ¢okmiis olan klorofillerin ¢ozeltiye gegmesi
saglanmigtir. Bu sekilde hazirlanan ekstrenin hemen analizi yapilmasi veya
—40°C’de maksimum 48 saat bekletilmesi 6nerilmektedir.

Nematic (ipliksi) bir sivi kristal igindeki klorofil a’nin konum ve hareketini
inceleyen bir ¢calismada Terpstra ve Lambers tarafindan tanimlanan ekstraksiyon
metoduyla klorofil a ispanaktan ekstre edilerek, ince tabaka kromatografisi ile
saflastirilan bir ¢caligma yayinlanmustir [56].

Parale] Faktor (PARAFAC) yontemi ile 1spanak ekstaktindaki klorofil a ve
b’nin bozunma kinetigini inceleyen bir ¢aligmada klorofillerin ekstraksiyonu;
damarlarindan armdirilmis 20 g kadar ispanak numunesi ince seritler halinde
kesildikten sonra uygun miktarda asetonda 30 dakika kadar havanda ezilerek
gerceklestirilmistir [1].

Ispanaktan ince tabaka kromatografisi ile yapilan bir pigment belirleme
islemi s6yle gerceklesmistir [61]: Derin dondurucuda dondurulan ispanaklar,
soguk asetonla havanda hizli bir sekilde ogiitiilerek santrifiijlenmistir. Stv1 kisim
bir ayirma hunisine alinarak lizerine hekzan ve su eklenmistir. Aseton ve sudan
olusan faza pigmentlerin alinmasi ile ekstraksiyon tamamlanmasgtir.

Cilek meyvesindeki klorofillerin bozunmasina peroksidaz enzim
aktivitesinin etkisini inceleyen bir ¢aligmada klorofil a ve b’nin hazirlanmasi i¢in
yapilan ekstraksiyon islemi soyle hazirlanmugtir [16]: Birkag 1spanak yapragi 60
ml aseton iginde mikserle homojenize edilmis ve vakumda siiziilmiistiir. Bu
slizintii ayirma hunisine alinarak 50 ml petrol eteri ve 50 ml doygun NaCl
cozeltisi eklenmis ve eter faz1 diger fazlardan ayrilip, 2 kez doygun NaCl ¢ozeltisi
ile yikanarak ekstraksiyon gerceklestirilmistir.
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Lahana ekstresindeki klorofillerin bozunmasina klorofilliz ve polifenol
oksidaz enzimlerinin aktivitesini inceleyen bir ¢alismada ekstraksiyon islemi
sOyle gergeklestirilmistir [19]: Lahana yapraklari yikanarak siizge¢ kagitlart
arasinda kurutulmus ve 4 °C sicaklifindaki % 80 aseton (suda) eklenerek mikser
yardimiyla hamur haline getirilmigtir. Stizge¢ kagidi arasindan siiziiliip ayirma
hunisine konulan ekstre iizerine dietil eterle distile su eklenmigtir. Sonra su ve
asetondan olugan faz atilmis ve su ile birkag kez eter fazi yikanmugtir. Daha sonra
eter fazina Na;SO4 ile eterin suyu kurutularak ekstraksiyon islemi
tamamlanmuistir.

Zeytin meyvesindeki klorofil ve karatonoid tiirevlerindeki degisimi
inceleyen bir galigmada zeytin meyvesindeki pigmentlerin ekstraksiyonu soyle
gergeklesmistir [2]: Pigmentler ¢ekirdegi gikartilip homojenize edilen zeytinden
dimetil formamid ile Minguez-Mosquera ve Garrido Fernandez metoduyla ekstre
edilmistir. Bu metot ekstredeki pigmentlerin dimetil formamid ile hekzan
fazindaki farkli ¢oziiniirliiklerine dayanir. Hekzan fazinda yaglar, karotenler ve
diesteriye ksantofiller yer alirken; dimetil formamid fazi klorofillerle serbest ve
mono esterifiye ksantofilleri icerir. Karatonoidler sabunlagma ile esterifiye
ksantofillerden ayrilmigtir. Daha sonra ince tabaka kromatografisi ile izole
edilecek olan dimetil formamid fazindaki pigmentler 100 ml dietil eterde
¢cozlilmiig, % 20 KOH (metanolde) ile bir saat muameleden sonra distile su ile faz
ayrimu olusturulmustur. Boylece pigmentler eter fazina gecerken sabun formlar:
sulu fazda yer almigtir. Eter fazi ii¢ kez su ile yikanms, {i¢ kez de Na,SOy ile
nétrallestirilmistir. Daha sonra 30 °C’nin altinda bir sicaklikta kuruluga kadar
derisiklestirilmis ve -30 °C’de karanlikta saklanmigtir. Bu galigmada tiim islemler
yesil 151k altinda yapilmigtir.

Zeytindeki klorofil bozunmasini inceleyen bagka bir ¢alismada da klorofil
a ve b yine 1spanaktan asetonla ekstre edilmistir [5].

HPLC ile tallus alglerinden Kklorofillerin ve karotenoidlerin
kromatografisini inceleyen bir ¢aligmada, tallus alglerinden yapilan ekstraksiyon
sOyle gergeklestirilmistir [3]: Tallus algleri birkag¢ saniye i¢inde Whatman marka
stizgeg kagidi ile kurutulmug ve tartilmigtir. Tallus alglerindeki pigmentlerin foto
oksidatif bozunmalarini 6nlemek i¢in soguk ve karanlik bir ortamda, klorofilin
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bozunma olasiligina karsi, bunu 6nlemek i¢in de kiigik bir miktar MgCO;
eklenmistir. Daha sonra tallus algleri % 100 asetonla renksiz kalincaya kadar
ekstre edilerek gergeklestirilmigtir. Bu sekilde hazirlanan ekstre 25 °Cde
derisiklestirilip kiigiik bir hacim organik ¢oziiclide ¢ozillip uygun bir
kromatografik metotla analizi yapilacak duruma getirilmistir.

Sararan yapraklardaki klorofillerin degisimini inceleyen bir galismada
aseton:metanol (3:1 v/v) karigimi kulianarak ilk ekstraksiyon yapildiktan sonra
ortam pH= 4’e tamponlanmig ve ikinci ekstraksiyon metilen klorlir ile yapilmigtir
[20].

Yerba Mate bitkisinin kurutulmasi ve kesilmesi iglemlerinden sonra
zamanla klorofil a ve b’nin bozunmasim inceleyen bir ¢aligmada ekstraksiyon
islemi soyle gergeklestirilmigtir [62]: 1 gram yerba mate bitkisi fizerine 10 ml
% 80 aseton (suda) ¢ozeltisi ilave edilerek 25 °C’de ultrasonik banyoda 5 dakika
stireyle tutulmugtur. Daha sonra gézenek boyutu 0,22 pm olan siringa stizgeci ile
ekstre siiziilerek kromatografi i¢in hazir hale getirilmistir.

Brokoli ekstresinin sicaklik ile bozunmasini ve renk degisimini inceleyen
bir ¢alismada brokoli suyundan klorofillerin ekstraksiyonu, % 80 aseton
kullanarak karanlik ortamda yapimugtir [6]. Ekstre 15 dakika sonra siiziiliip
santrifiij edilerek islem tamamlanmusgtir.

Tatli sulardaki klorofil a ve b’nin spektroflorometrik olarak misel
olusumunu arttirarak belirlenmesini inceleyen bir ¢aligmada, deniz ve tath sularda
klorofil a ve b’nin belirlenmesi filtrasyon igleminden sonra bir organik ¢dziicii
yardimiyla (genellikle % 90 aseton (suda)) ekstraksiyonu gergeklestirilmistir [51].

Klorofil a’nin fotooksidasyon kinetigini inceleyen bir ¢alismada klorofil a,
klorofil b’yi ¢ok az igeren mutasyona ugramis klorina f2 alginden % 80 aseton
(suda) kullanilarak ekstre edilmistir [28].

Alg gelisimi sirasinda inhibisyon testlerinde floresans metodla pigment
miktarint belirlemeyi inceleyen bir galismada pigmentlerin ekstraksiyonu, dimetil
stilfoksit /aseton karisimiyla alglerden ekstre edilmigtir [27].

Klorofil a’nin deniz suyunda ve sediment iginde bozunmasini inceleyen bir

calismada, klorofil a % 100 aseton kullanilarak sedimentten ekstre edilmistir [63].
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Bakterioklorofil g’nin klorofil a’ya igik etkisiyle izomerizasyonunu
inceleyen bir calismada da pigmentler H. Chlorum’dan ekstre edilmistir [64].

Brokoli bitkisindeki klorofillerin antioksidant enzim aktivitesi ile
degisimini  inceleyen bagka bir calijmada ise, pigmentlerin bu bitkiden
ekstraksiyonu % 85 aseton kullanilarak gerceklestirilmistir [18].

Arpa yapraklarinin yesillenmesi sirasinda fotosentetik pigmentlerin HPLC
ile degisimini inceleyen bir c¢aligmada, arpa yapraklarindan pigmentlerin
ekstraksiyonu, aseton/metanol (1:1, v/v) karisimi kullanilarak yapilmigtir [38].

Bakteriler fotosentetik pigmentlerini sadece aseton veya metanol gibi bir
organik ¢Oziicli yardimiyla muamele edilerek ¢oziicii fazina birakirlar. Buna
karsin bir alg olan spirulina maxima bu gekilde bir muamelede klorofil a’y1
¢ozlicli fazina vermekte direnir. Bu alg’in dondurulmas: ve daha sonra asetonda
kaynatilmas: ile pigmentler ekstre edilebilir. Bu ekstraksiyon ¢ok enerjik bir
ortamda yapilmamali ve klorofilin 10-hidroksi tiirevi ile aym ortamda
bulundurulmamalidir. Spirulina maxima alginin en biyiik {stiinltigii sadece
klorofil a’y1 igermesidir. Bu yiizden bu alg’den klorofil a biiyiik miktarlarda izole
edilebilir [53].

Klorofillerin spektroskopik olarak belirlenmesinde ve ekstraksiyonundaki
problemleri inceleyen bir c¢aligmada epilitik mikrobial biyofilmlerdeki
pigmentlerin ekstraksiyonu i¢in en etkili ¢6ziictiniin metanol oldugu bulunmustur.
Epilitik mikrobial biyofilmlerdeki pigmentlerin bir ekstraksiyonu igleminde saf
metanol kullanilarak, toplam klorofillerin % 96’s1 ekstre edilebilirken, sicak
etanolle % 86’s1 ve asetonla ise % 50°den daha az1 ekstre edilebilmistir [65].

Bazi ¢aligmalarda ekstraksiyondan sonra klorofiller dioksanla ¢6ktiiriilerek
diger pigmentlerin ¢ogundan ayrilip, daha sonra kendi aralarinda ayrimlari
gergeklestirilmigtir [53,66,67]. Bu sekilde 6n saflagtirma islemi, 6nemli bir
avantaj saglamaktadir. Ayrica mavi ve yesil algler sadece klorofil a’y:
icerdiginden,  klorofil a’mm  bu alglerden eldesi daha  kolay
gerceklestirilebilmektedir.
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1.1.2. Fotosentetik Pigmentlerin Ince Tabaka Kromatografisi ile
Saflastirilmas

Ince tabaka kromatografisinde adsorban olarak seker veya seliiloz
kullanilarak, kagit kromatografisine benzer bir ayrim yapilabilir. Adsorban olarak
silikajel kullamlmas: ile klorofilin bir kismu magnezyum atomunu kaybederek
feofitin olugabilir. Ancak bu durum klorofillerin belirlenmesi i¢in bir avantaj
olusturmaktadir [53].

Ince tabaka kromatografisi metoduyla klorofiller ve tiirevlerinin ters faz
adsorban kullanilarak saflagtirilmasi bir ¢ok makalede yayimlanmis ve oldukga
basarili sonuglar elde edilmistir [2,5,20,28,29,53,54,56].

Klorofil a ve b epimerleri ve bakterioklorofillerin ¢esitli alkollerle
esterlesmesiyle olusan yapilar ince tabaka kromatografisinde trigliserid ve bitki
yag1 ile doyurulmus seliiloz tabakasindan ayrilmistir [53].

Ince tabaka kromatografisinde klorofillerin ve diger pigmentlerin
belirlenmesi i¢in, ¢oziicti karisimi olarak petrol eteri / aseton / dietil amin (10:4:1,
(v/v/v)) kullamlmig; GFass silikajel 0,7 mm kalinliginda 20x20 cam plaka
tizerinde absorblandirilarak hazirlanan plakalarla yapilan saflagtirma yontemi bir
cok calismada kullamlmis ve bagarili sonuglar elde edilmistir [2,5].

Ispanaktan ince tabaka kromatografisi ile yapilan bir pigment belirleme
calismasinda ekstre edilen pigment ¢ozeltisi ince tabaka kromatografisinde % 70
hekzan, % 30 aseton varlifinda yiriitiilmiis ve iyi bir ayrim gergeklestirilmistir.
Silikajel plakada ylirliyen pigmentler sirasiyla karotenler, feofitin a, feofitin b,
klorofil a, klorofil b ve ti¢ spot ta ksantofiller seklinde siralanmigtir [61].

Sararan yapraklardaki klorofillerin bozunmasim inceleyen bir galigmada
pigmentlerin saflastirilmasi, silikajel adsorblanmug tabaka yardimiyla ince tabaka
kromatografisi metoduyla gerceklestirilmistir [20]. Bu islemde yiiriitiicii faz
olarak metilen kloriir:aseton:metanol (8:1:1, v/v/v) kullanilmigtir.

Olgun elma meyvesindeki pigmentlerin fotokararlilik caligmasi i¢inde
pigmentlerin  saflagtirilmasi  ince tabaka kromatografisi  kullanilarak
gerceklestirilmigtir  [29]. Pigmentler, silikajel adsorblandirilmig plakalarda
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aseton/hekzan/benzen  (10:20:1, wv/v/v) yliriitlich  fazinda  yliriitiilerek

saflagtiriimigtir.
1.1.3. Fotosentetik Pigmentlerin Kolon Kromatografisi ile Saflastirilmas:

Kolon kromatografisi daha faz]a miktarda saf pigment elde etmek igin
kullamlmaktadir. Kolon kromatografisinde pigmentlerin saflagtirilmasi igin daha
¢ok toz haline getirilmis seker kullanilmaktadir [66]. Eliisyonda petrol eteri en az
polariteli ¢oziictidiir. Buna benzen veya daha kiigiik molekiil agirlikli alkollerin
eklenmesi klorofilleri karatonoidlerden ve diger pigmentlerden aymnr. Kolon
kromatografisinde adsorban olarak polietilen kullanildiginda ise eliisyon sirasi
tersine doner. Boyle bir kolona % 80 aseton (suda) ¢6zeltisindeki yaprak ekstresi
yiiklendiginde ise klorofil a ve b karotenlerden &nce gelerek saf olarak ayrilirlar
[53].

Cilek meyvesindeki klorofillerin bozunmasina peroksidaz enzim
aktivitesinin etkisini inceleyen bir ¢aliyma kolon kromatografisi ile yapilmustir
[16]. Bu caligmada 1spanaktan ekstre edilen pigmentlerin aseton:hekzan  (1:20,
v/v) ylritlici fazinda geker kolonunda yiiriitiilerek  saflagtirilmalart
gergeklestirilmistir. Bu sekilde yapilan islemde klorofil a ve b sirasiyla % 98 ve
% 93 saflikta elde edilmistir.

Cesitli ¢oziiciilerdeki klorofil a’min floresans sistemlerin modifiye
Kennard-Stepanon analizini inceleyen bir ¢alismada klorofil a, 1spanaktan izole
edilmis ve sabit faz1 geker olan kolon kromatografisi ile saflagtirilmistir [57].

Bir ¢ok caligmada, yaprak ekstresini kolondan yiiriitmeden 6nce dioksanla
muamele edip, klorofilleri ¢oziinmeyen polimerik yapi haline doniistiiriilerek
diger pigmentlerin gogundan ayrilmas: saglanmistir [53,66,67]. Bu sekilde yapilan
bir 6n islem, saflagtirma igin 6nemli bir avantaj olusturur.

Feoforbit a ve b ile feofitin a ve b’nin 20 g’a kadar biiyiik miktarlarinin
saflastirilmasinda Girad’in T belirteci (HoN-NH-COCH,N " (Me)s)
kullanilmaktadir [53]. Bu belirteg, bu pigmentlerin b serileri (karbonil grubuna
sahip oldugu i¢in) ile kompleks yaparken, a serileri ile kompleks yapmadigindan a

serileri kolondan daha hizli gegerken, b serilerinin tutulma siireleri artarak,
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birbirlerinden ayrumlar1 saglanir. a serileri kolondan ayrildiktan sonra ¢ok polar
¢oziicti kullanarak, b serilerinin de kolondan ayrilmalari saglanir ve daha sonra da

kompleks eski haline déntistiiriiliir.

1.1.4. Fotosentetik Pigmentlerin HPLC ile Analizi

Son yillarda pigment analizlerinde HPLC 6nemli bir yer tutmakta olup en
yaygin kullanilan ve en iyi sonuglarin elde edildigi metottur. Ters faz destekle Cg
kolonlar1 kullanilmakla birlikte, 6zellikle basamakli eliisyon kullanitmasi gok iyi
sonuglar vermektedir [3,8,14,15,17,21,23,28,26,51,53,56,58,59,62,63,66].

HPLC ile yapilan bir ¢alijmada P karoten ve klorofillerin ayrilmasi
mikroPaksilika ve ters faz p-Bondapak C;s kolonuyla veya basit sepPak filmi ile
belirlenmistir. Analiz birkag dakika gibi kisa bir siirede gergeklestirilmistir [53].

Silikajel kolonlu izokrotik HPLC’de 20-25 mg kadar klorofila, a' ve b, b'
ve benzer feofitinler izl bir sekilde ayrilmistir. Ayrica mavi ve yesil alglerden
alinan ekstredeki klorofil a’min dioksanla muamelesi ile dioksan kompleksi
yapilarak ¢oktiirtilmiis, ve daha sonra da p-bondapak C;g kolonlu HPLC ile
saflagtinlarak diger standart metotlarla kiyaslanmistir. Ayrica dioksan
komplekslerinin HPLC’si klorofil a ve b’nin ayrilmasi ve belirlenmesinde
kullanilmgtir [53].

HPLC’de A Cy ters faz kolonu klorofil a ve b’nin radyo kimyasal olarak
belirlenmesi ve saflagtirlmasi i¢in  kullamilmistir [1]. Bu metotta diger
kromatografi metotlarindaki kadar girisim ve engelleme gériilmez.

Yapilan bir HPLC analizinde klorofil a ve b, klorofil izomerleri, feofitin a
ve b, a ve P karoten, rutein, violaksantin, lutein-5,6-epoksit, antreksantin,
neoksantin ve ¢esitli karotenler kisa bir zamanda bir enjeksiyonla ayrilmigtir [53].
Klorofil a, 17 pigmentin bulundugu ekstrenin iginden, C;g kolonlu izokrotik
HPLC kullamlarak g¢ok saf olarak elde edilmis ve florimetrik y&ntemle
kanitlanmistir. Bu yontemde 50 pg/L standardin, 10 kez tekrarlanan 6lgiimleri
% 3 dogrulukta ve belirlenme sinir1 klorofil a i¢in 84 pg bulunmustur. Belirli
hizlarda benzer ayirmalar bagarili bir sekilde yapilmis olmakla birlikte, floresans

seciciligi pmol araliginda belirlenmistir.
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Cerimoya (annola cherimola) meyvesinin depolanmasi siiresince
bozunmasimi inceleyen bir c¢aligma, fotodiot dedektdrlii ters faz HPLC
kromatografisi kullanarak incelenmistir [14]. Bu ¢aliymada dogrusal eliisyonla
metanol, aseton ve amonyum asetat ¢6ziicii karigtminda klorofillerin ve bozunma
tirlinlerinin (klorofil, klorofillid, feofitin ve feoforbit pigmentlerinin a ve b

yapilart) analizi yapilmustir.

1.2. Klorofillerin Yapi Kararhihklar

Yap: kararlilipy tizerine yapilan ¢aligmalarda bir porfirin olan klorofillerin
yapt kararliliklarina ilisgkin ayrintih g¢aligmalar bulunmamaktadir. Ancak
porfirinlerle 6zellikle oksidasyon katalizorii olarak kullanilmalari sirasinda yapi
kararliklarima iligkin bazi yayimnlarda nitel veya nicel bazi degerlendirmelere
rastlanmaktadir. Metallo tetraarilporfirinlerin  oksidantlar  tarafindan
parcalanmalarn genellikle oksidantin, tetraarilporfirinin meso konumundaki
karbonlarina saldirmasi veya oksitlenmis metalden oksijenin liganta aktariimasi
sonucu olmaktadir. Ayrica liganttaki azotlarin da oksitlendigi goriilmektedir [68].

Klorofiller asidik ortamda Mg atomunu iki hidrojen atomuyla yer
degistirerek feofitine doniisiirler. Buna karsin bazik ortamda ise hidrolize
ugrayarak fitol grubundan ayrilirlar [10,60,69]. Klorofillerin asit-baz etkisi
disinda enzimatik, sicaklik etkisi, 151k etkisi ve molekiiler oksijenin etkisi gibi
etkenlerle bozunarak c¢esitli triinlere doniistirler. Klorofiller de aydinlikta,
Ozellikle de giinesle dogrudan temasta ¢ok ¢abuk pargalanmaktadir. Bu
parcalanma klorofilin giinesten aldigi fotonla, molekiiler oksijenin varliginda
meydana gelmekte ve C-5, C-10, C-15 atomlarmndan radikalik sekilde
parcalanmalar1 seklinde gerceklesmektedir. Bu pargalanma sonunda bilin tiirevleri
olusmaktadir (Sekil 1.2). Benzer parcalanma asitlerle muamelesi ile de meydana
gelmektedir [67].

Harriman ve ark. bitkilerde suyun O;’ne yiikseltgenmesi ile sonuglanan
fotosentezi in vitro model bir sistemde gerceklestirebilmek icin suda ¢6ziiniir
mangan(Ill)  tetraarilporfirinlerin  yiikseltgenme-indirgenme  dengelerini

aragtirmiglardir [70-73].
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H. Berber’in yaptifn bir g¢aligmada, MnTSPP (5,10,15,20-tetra(4-
stilfonatofenil)porfinatomangan(Ill)  kloriir (sodyum tuzu), MnTDCSPP
(5,10,15,20-tetrakis(2,6-dikloro-3-siilfonatofenil)porfinatomangan(IIT)kloriir
(sodyum tuzu)), MnTDCSPPBry (2,3,7,8,12,13,17,18-oktabromo-5,10,15,20-
tetrakis(2,6-dikloro-3-siilfonatofenil)porfinatomangan(Ill) kloriir (sodyum tuzu)),
MnTSPPBrg (2,3,7,8,12,13,17,18-oktabromo-5,10,15,20-tetrakis(4-
stitfonatofenil)porfinatomangan(Ilf) kloriir (sodyum tuzu)) porfirinlerinin yap1
kararliliklar:, H,O,, NaOCIl, (CH3);COOH peroksitlerinde ¢esitli pH degerlerinde
incelenmis ve ayrica bu porfirinlerin desteklere baglanmasi ile olugan yapilarin
yapt kararliliklar1 ayn1 oksidantlara karsi ve aymi pH degetlerinde incelenmis ve
kiyaslanmagtir [74].

Porfirin bilesikleri bitki ve bakterilerdeki fotosentetik reaksiyon merkezleri
gibi Onemli biyolojik sistemlerin modelleri olduklart kadar, hidrokarbon
oksidasyonu icin katalizor olarak uygulamalar1 da vardir. Metaloporfirinlerin oda
sicakliginda ve atmosfer basimncinda, PhIO ile siklohekzanm yiikseltgenmesi
reaksiyonunda, katalitik davramgini inceleyen bir ¢alismada, asetilglikozlanmis
metaloporfirinlerin katalitik dontigimii, seker grubu igermeyen metaloporfirinlerle
kiyaslandiginda 2 kat daha verimli katalitik etki yaptigi bulunmustur [75].
Metaloporfirinlerle alkanlarin yiikselgenmesi ile ilgili bir ¢alismada; kolloid TiO,
ile Fe-porfirin kompleksinin olusturdugu yapimn, oksijen gazinin varlifinda
alkanlarin ylikseltgenmesinde katalizleme etkisi incelenmigstir [76]. Bu yapi,
alkanlarin ylikseltgenmesine yeni bir reaktivite getirmistir. Ayrica bu demir
porfirin kompleksinin alkollerin ketona yiikseltgenme oranimi arttirdiga
goriilmiistiir.

Traylor ve ark. tarafindan FeTDCPP (5,10,15,20-Tetrakis(2,6-
diklorofenilporfinatodemir)’in yapt kararlilifim test etmek i¢in yapilan bir
¢alijmada FeTDCPP oda sicakligmmda iyodosilbenzenin CH,Cl,’daki
stispansiyonunda 1 saat tutulmus ve bu stirenin sonunda FeTDCPP’in hemen
hemen parcalanmadan kaldifi gortilmistiir [77]. Bir baska deneyde ise
iyodosilbenzen yerine m-kloroperbenzoik asit kullanilmugtir. Oda sicakliginda
yuriitiilen bu deneneyde ise 30 dakika iginde FeTDCPP in Soret pikinde Snemli

azalma goriilmiis, bu anda ortama norbornan ilave edilmis ve 8 giin sonra orjinal
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Soret pikinin % 83 oraminda durdugu goézlenmistir. Bu kosullarda FeTDCPP
yerine FeTPP (5,10,15,20-tetrafenilporfinatodemir(IlDkloriir (sodyum tuzu))
kullanildig1 zaman hemen FeTPP’in pargalandig gézlenmistir [77].

Traylor ve ark. tarafindan daha sonra elde edilmis olan
2,3,7,8,12,13,17,18-oktabromo-5,10,15,20-tetrakis(2,6-
diklorofenil)porfinatodemir(IlT) kloriir, norbornanin pentafloroidosilbenzen ile
oksidasyonunda kataliz6r olarak kullanilmig ve reaksiyon sonunda % 75 verimde
norbornanoller elde edilmigtir. Reaksiyon siiresince bu metallo tetraarilporfirinin
oksidanta karst direngli oldugu ve ‘hi¢ parcalanmadigi goriilmiistiir. Aym
reaksiyon ic¢in ve ayni kosullarda bu metallo tetraarilporfirin yerine 5,10,15,20-
tetrakis(2,6-diklorofenil)porfinatodemir(Ill) klortir kullanildigi zaman bu demir

tetraarilporfirinin % 75 oraninda pargalandig1 gézlenmisgtir [78].

Banfi ve ark. mangan tetraarilporfirin katalizérleri yardimyla 0 °C’de
CH,Cl,-H;O sisteminde NaOCl ile alken epoksidasyonunu c¢aligmiglar ve
kullamlan katalizérlerin katalitik aktiviteleri ile yapisal kararliliklarina iligkin
bulgularin1 yaymlamiglardir [44]. Aragtirmacilar bu sonuglara gére metallo
tetraarilporfirinlerin yapr kararhiliginin sadece sterik etki ile saglanamayacag,

hem sterik hemde elektron ¢ekici etkinin gerekli oldugunu belirtmislerdir [79].

Klorofil ve tiirevlerinin metabolizmasini inceleyen bir ¢aligmada bir
klorofil tiirevi olan 132-S-hidroksi feofitin a, tiimdrler igin fotodinamik terapide
ilag olarak onerilmektedir [59]. Ayrica klorofillerin ve porfirinlerin kanser
tedavisinde fotodinamik terapi (PDT) ajani olarak kullamilmalarinin deneniyor
olmas1 nedeniyle, bu maddelerin oksidasyonla pargalanmasi sonucu olusan
tiriinlerinin neler oldugunun bilinmesinin gerekli oldugu Gaular ve ark.’nin
caligmasinda belirtilmigtir. Bu amag igin bir PDT ajanm1 olan hematoporfirinin
kromik asit ile parcalanmasi g¢aligilmis ve pargalanma iriinlerinin maleimid
tirevleri oldugu belirlenmistir [81]. Klorofillerin ise sirasiyla bozunma
reaksiyonlar1 olan demetalasyonu, defitolasyonu ve metilasetat grubunun ayrilma
reaksiyonlar1 vermesi ile olusan pirofeoforbit’in kromik asitle reaksiyonu
sonucunda halkanin parcalandif: ve bilin tiirevlerinin elde edildigi g6zlenmigtir
[66].
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Metallo tetraarilporfirinlerin sentezi ve H0,, iodozilbenzen ve
pentafloroiodozilbenzene kars: kararliliklar: ile ilgili bir ¢aligma ise 1995 yilinda
yayinlanmigtir [81]. Arastirilan metallo tetraarilporfirinler i¢inde oksidantlara
kars1 en direngli olanlarimin 5,10,15,20-tetrakis(pentaflorofenil)porfinatodemir ile
5,10,15,20-tetrakis(2,6-diklorofenil)porfinatomangan oldugu goriilmiistiir. Buna
karsilik aymi oksidantlara karsi yapi kararliligimin en diigiik oldugu metallo
tetraarilporfirin ise 5,10,15,20-tetrafenilporfinatomangan olarak bulunmustur.

Isik illiminasyonlarinda (floresans 1s1kla muamelesinde) serbest klorofil a
ve klorofil a’min bir kag¢ konjuge yapisinin kararliliklammi inceleyen bir
caligmada, klorofil a konjuge sistemlerin 1gik illiminasyonununda yiiksek
kararliliga sahip oldugu gériilmiistiir. Bu ¢aligmada klorofil a-poli(vinilpirolin)-
smektite konjuge sistemin metil viologenin rediiksiyonunun katalizlenmesi igin
fotoindiiktif aktivitesine sahip oldugu gériilmiistiir [82].

Klorofil a, a,m-diollerle FSM tipi mezoporoz silikaya modifiye edilmis
yaptya adsorbe edilebilmigtir [83]. Bu sonuglar gézenekli madde tasarimlarinda,
fotoaktif molekiil kimyasinda, fotokimya ve fotofizik gibi alanlara katkida
bulunmaktadir.

Asit ve su arayiizeyinde saf su ve ¢esitli yag tabakalarindaki klorofil a’nin
kararliligini Langmuir ve HPLC teknikleri ile inceleyen bir ¢alismada su sonuglar
elde edilmigstir [7]: Saf su ile klorofil a’nin olusturdugu ylizeyde pH 8’den diistik
oldugunda klorofil a’min hizli bir sekilde feofitin a’ya déniistiiti buna kargin
pH 8’den biiyiik oldugu durumda ise hidrolize ugrayarak fitol grubundan ayrildig:
saptanmigtir. Ayrica yag-su yiizeyinde klorofil a’min kararliligina yiikli ve farklt
bas gruplu yaglar, pH 8’den diigikk ve biiyiik degerlerde benzer bag gruplarin
etkisini incelemek igin kullanmilmigtir. Negatif bas gruplu L-a-dioleilposfatidil-DL-
gliserol kullanildiginda hidronyum derisimi artmis ve bunun sonucunda
feofitinizasyon (demetalasyon) goriilmiisken, defitolasyona rastlanmamistir. Buna
karsin  pozitif  yuklii bag gruplu  dioleoil-N-(3-trimetil = amonyum
propil)karbomoilgliserol kullanildifinda defitolasyon goriiliirken feofitinizasyona
rastlanmamistir. Bu ¢alismada oldugu gibi tek tabakali sistemlerde yaygin olarak
klorofil galismalar1 ve benzeri ¢aligmalarla klorofilin asitlie karst kararliligi

cahisilmagtir.
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Porfirinlerde halka par¢alanmasi molekiiler oksijenin varliginda meydana
gelmektedir. Bozunma iiriinleri bilin tiirevleri olarak bilinmektedir. Ornegin
klorofillerin oksidasyon triinlerinin HPLC ile belirlenmesini inceleyen bir
¢alismada, klorofillerin oksidasyonu kromik asitle gergeklestirilmistir [66]: pH
1,2’de gergeklestirilmis olan bu oksidasyon, 25 °C’de % 1 (w/v) CrOj; ¢ozeltisi
i¢inde klorofil a 15 dakikadan 1 saate kadar, klorofil b 1 saatten 15 saate kadar
bekletilerek gerceklestirilmigtir. Klorofil a’mn 1 M H,;SO,’deki oksidasyonu,
25°C’de 1 M H,SO4 igeren % 1 CrOs; ¢ozeltisinde 1 saat bekletilmesi ile
gergeklestirilmigtir. Bu ¢ozeltiye denge hacmi kadar aseton eklenerek klorofiller
¢ozlilmiis, reaksiyondan sonra aseton diigiik basing altinda ugurulmus, oksidasyon
tirtinleri etil eterle ekstre edilmis ve kromatografi i¢in deristirilmistir. Klorofillerin
demetalasyonu, defitolasyonu ve metil asetat (-CO,CH3) grubunu vermesi ile
olusan pirofeoforbitin kromik asitle halka par¢alanma reaksiyonu ve bilin tiirevi

tirtinleri Sekil 1. 2.’de gbsterilmistir.
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Sekil 1.2. Pirofeoforbit a’nin kromik asitle reksiyonu ile bilin tiirevlerinin olusumu

Lahana, zeytin ve salataliktaki klorofillerin bozunmasini inceleyen bir
¢alismada bozunma kinetigi birinci dereceden oldugu bulunmustur [17].
Feofitinizasyon kinetigi 0,54 + 0,06 gin® ile en lzli olarak coleslawda
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goriilmiistiir. Bunu 0,084 + 0,015 gin" ile pickles izlerken en yavag
feofitinizasyon 0,033 + 0,013 giin™ ile zeytin meyvesinde goriilmiistiir.

Yiyecek maddelerindeki klorofilin bozunma ¢aligmalarinda ise klorofilin
feoforbide doniistimiiniin feofitin veya klorofillid olugtuktan sonra meydana
geldigi gosterilmistir (Sekil 1.3). Ancak son yillardaki ¢alismalar, bitkilerdeki
bozunmanin, feoforbitten sonra da devam ederek, renksiz {irtinlere kadar
stirdiiglinti gostermektedir [7].

Meyvelerin olgunlagsmasi1 sirasinda klorofillerin bozunmasi periyodik
olarak meydana gelmektedir. Cesitli enzimlerle katalizlenen reaksiyonlarda bu
bozunma prosesi klorofillerin fitol, magnezyum ve makro ve izosiklik halkasmin

karbometoksi gruplarinin ayrilmasini igerir (Sekil 1.3) [66].

klorofil fitol
MEAT &
/ \ 1.0, YORSEXDERETIM KURULD
feofitin Klorofillid DEKUMANTASYON WEERRE!
Mg
CO,CH;
pirofeofitin fitol feoforbit
ﬁt}\ /<' CO,CH,
pirofeoforbit

Sekil 1.3. Klorofillerin sicaklikla ve ortam asitligi ile meydana gelen bozunma tiriinleri [13]



Ry= HC” X
CHs

Klorofil a; M= Mg
Klorofillid a; M=Mg
Feofitin a; M=2H
Feoforbid a; M=2H
Pirofeofitin a; M=2H
Pirofeoforbid a; M=2H
Klorofil b; M= Mg
Klorofillid b M=Mg
Feofitin b; M=2H
Feoforbid b; M=2H
Pirofeofitin b; M=2H
Pirofeoforbid b; M=2H

Fitil (CyoHs0)
R,= CH, Ry= CyoHzo
R;=CH; Ry=H
Ry=CHj Ry= CyoHao
R;=CH;, R=H
R=CH; Ry= CyoHjo
R=CH; R,=H
R,=CHO R,= CyHjo
R=CHO R,=H
Ri=CHO  Ry=Cyolls
R,=CHO R,=H
R=CHO Ry= CyoHso
R;=CHO R,=H

CHj

R;= CO,CH;
Rs;= CO,CH;,
R;=H
R=H

Sekil 1.4. Klorofil a ve b ile bozunma tirlinlerinin yap1 formtilleri [84]
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Sebze ve meyveler sicaklik ile muamele edildiginde demetalasyon ve
epimerizasyon goriiliir. Sicaklik ile muamele stirdiiriliirse
demetalokarboksilasyona ugrar. Demetalokarboksilasyon ayrica konservelerde de
goriilebilmektedir. Fermantasyon, depolama gibi enzimatik reaksiyonlarda
defitolasyon reaksiyonunun meydana geldigi goriilmiistiir. Defitolasyon sik sik,
demetalasyonla birlikte goriilmiigtiir. Allomerizasyon reaksiyonu da kaynatma
esnasinda meydana gelmektedir [8].

Cilek ekstresinde 50 °C’de yapilan bir demetalasyon aktivite ¢alismasinda
optimum pH, fosfat tamponunda 7;1°’de ve ftris-tripsin tamponunda 8,8’de
gerceklesmektedir. Ayrica iyonik giddet (I) arttikga aktivitenin de arttifn
gorilmiigtiir [9].

(Cerimoya meyvesinin depolanmasi siiresince bozunmasim inceleyen bir
calisma, fotodiot dedektorlii ters faz HPLC kullanarak incelenmigtir [14]. Bu
calismada ekstre, fosfat tamponuyla pH 6,5’a tamponlanmig, % 0,2 Triton-x-100
ile % 33 aseton (suda) eklenerek bozunma kinetigi incelenmis ve bu meyvenin
depolanmas: stirecinde demetalasyon aktivitesinin defitolasyon aktivitesinin %
25-30’u kadar oldugu bulunmustur.

Diinya’da her yil 10° ton klorofilin biyosentezi canlilar tarafindan
yapilmakta ve yok olmaktadir [22]. Ancak hangi ara iirlinlerle pargalandigi uzun
yillar bilinememis ancak klorofilin analogu olan hem molekiiliiniin oksitlenerek
bozunmas: klorofilin bozunmasi hakkinda fikir vermigtir. Yapilan ¢aligmalarda
clirimeye baglayan yapraklarda bozunmanin o karbonundan kopan ¢esitli tirtinlere
dontistiigi  saptanmmgtir  [20,22]. Ornegin  dalindan kopmus Liquidambar
styraciflua ve L. Orientalis bitki yapraklarindaki klorofillerin katabolizma
tirlinlerini inceleyen bir ¢alismada S-formilbilinon’un, ana katabolizma {riinii
oldugu bulunmugtur [20].

Ispanak ekstresindeki klorofil a ve b’nin bozunma kinetigi ile ilgili yapilan
bir ¢aligma, parale] fakt6r yontemi ile incelenmistir [1]. Bu ¢alismada klorofil a ve
b’nin feoforbit a ve b’ye doniislim kinetigi birinci dereceden oldugu
belirlenmisgtir.

Bezelye ekstresindeki klorofil a ve b’nin  ¢esitli sicaklik ve pH

degerlerinde bozunma kinetiginin incelendigi bir ¢aligma yaymlanmistir [11]. Bu



25

calismada pH 5,5-7,5 arasinda 80 °C, 90 °C, 100 °C sicakliklarda klorofil a ve
b’nin bozunmas: incelenmis, kantitatif analizleri HPLC ile yapilmigtir.
Beklenildigi gibi yliksek sicaklik ve diisiik pH degerlerinde daha hizli bozunma
goriilmiistiir. Klorofil a ve b en yavag bozunma degerini ¢alisilan en diisiik
sicaklik olan 80 °C ve en yiiksek pH olan 7,5’ta almigtir. Klorofil a ve b sirasiyla
birince dereceden hiz sabitleri, 0,004 dak™, 0,002 dak™ olarak hesaplanmusgtir.
Ayrica bu ekstrenin pH ve sicaklia bagimli klorofil a ve b bozunma Kkinetigi
incelendiginde klorofil a’min b’den 2,5 kat daha hizli bozunmaya ugradigi
gorilmusgtiir.

Klorofillerin ve tiirevlerinin metabolizmasimi inceleyen bir ¢alismada
tetrapirollerin antioksidant aktivitesi, metal selatlagsmasi ile meydana geldigi
belirtilmigtir. Ornegin 30 °C’de klorofil a’mmn, gok iyi bir antioksidant olarak
bilinen 2 mM’1 2,6-di-t—butil-4-metil4fenol 8BHT’den ¢ok daha etkin oldugu
bulunmugtur [60].

Brokoli suyundaki klorofilin sicaklikliga ve enzim aktivitesine bagl
olarak bozunma kinetiginin incelendigi bir ¢aligmada su sonuglar elde edilmistir
[6]: Bozunma 60 °C’yi asan sicakliklarda incelendiginde klorofil a ve b’nin
bozunma reksiyonu birinci dereceden kinetik reaksiyon oldugu ve klorofil a’nin
sicakliga duyarliliginin klorofil b’den ¢ok daha yiiksek oldugu bulunmustur.
Ornegin 80 °C’de klorofil a ve b’nin birinci derece hiz sabitleri sirasiyla 0,0101
dak™, 0,0055 dak™*dir. Klorofil a ve b’nin bozunma reksiyonlarmin Arrhenius
tarafindan tamimlanan denge sabitleri sirasiyla 71,04 + 4,89 ve 67,11+6,82 kJ/mol
olarak bulunmugtur. Toplam klorofilin, feofitinizasyon kinetigi igin aktivasyon
enerjisi yaklasik 69 kJ/mol olarak belirlenmistir. ikinci basamak olan feofitinlerin
dekompozisyonu igin aktivasyon enerjisi 105,49 + 4,74 kJ/mol olarak
bulunmusgtur.

Yerba Mate bitkisinin kurutulmasi ve kesilmesi islemlerinden sonra
zamanla klorofil a ve b’nin bozunmasin inceleyen bir ¢alismada klorofil a’mn
klorofil b’den ¢ok daha hizli bozundugu belirlenmigtir. Bu ¢alismada 2-4 dakika
stiren kesilme igleminden sonra suyun bozunmay: katalizleyici etkisiyle sicaklik
etkisinden dolay1 klorofil a ve b miktarlar1 % 70-80 oraninda azalmis, daha sonra
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yapilan ilk kurutma igleminde % 20 ve ikinci kurutma igleminde % 45 oraninda
azalma goriilmiistiir [62].

Klorofil b ve allomerlerinin sivi kromatografisi ile ayrmimu ve Kkiitle
spektroskopisi ile belirlenmesini inceleyen bir ¢alismada metanolun oksijeni
nedeniyle tiim klorofillerin C-13%de oksidasyon meydana geldigi belirtilmektedir
[54]. Oksijen baglandig1 halkada B-keto ester yapisi yapar. Bu allomerizasyon
klorofil b’nin C-13%deki karbonuna oksijen baglanmasi ile gerceklesir. Bu
reaksiyonun serbest radikal mekanizmas: ile gergeklestigine dair giiclii deliller
olmasma karsin mekanizmasi hala arastirilmaktadir. Bu ¢alismada klorofil b’nin
allomerizasyon reaksiyonu ise gOyle gerceklestirilmistir: Kat1i  klorofil b
metanolde ¢oéziilerek 2 mg/ml ¢6zeltisi hazirlanarak altiminyum folyo ile kapali
kapta, oda sicakliginda magnetik kanstirici ile yeterli siire karistirilarak
gerceklestirilmigtir.

Bennigton’un uyguladig1 yontem takip edilerek gergeklestirilen benzer bir
allomerizasyon yontemde 0,1 mg klorofil a, saf oksijenle suyundan
uzaklagtirilmug, 3,5 ml metanolde ¢6ziilmiis, karanlikta ve oda sicakliginda yeterli
stire karigtirilarak elde edilmistir [8]. Yapilan bu galigmada saf oksijenle saglanan
susuz metanoldeki allomerizasyon reaksiyonu olduk¢a hizlidir. Ciinkii suyun
bulundugu durumda ilk reaksiyon metanol yerine su ile gergeklesir. Bu durumda
hidrojen baglanmasi nedeniyle enol formunun kararlilig1 artar ve allomerizasyon
reaksiyonu yavaglar.

Yapilan bagka bir ¢aligmada klorofil b’nin allomerisyonu yine metanolde
gerceklestirilmis ve % 8 oraninda bagka bir allomerizasyon {iriinii olan 13%(S)-
Hidroksi-10-Metoksiklorofil b belirlenmis ve bu iirliniin UV-Goriintir, FAB-MS,
'H NMR ve 2D ROESY NMR spektrumlari ile karakterizasyonu yapilmigtir [84].

Klorofil a’nmin illiminasyon ile bozunma kinetigini inceleyen bir
calismada, bozunma gozlenirken, bu esnada epimerizasyona rastlanmamugtir [85].
Yine aym c¢alismada, bozunmanin sicaklikla degisimi incelendiginde, oda
sicaklifinda yiiksek sicakliklardan daha fazla klorofil a’nin epimerizasyon {irtinii
olustugu gozlenmistir. Klorofil a’nin illiminasyonu ise sdyle gerceklesmistir: 3

mg klorofil a, 100 ml asetonda ¢6ziilerek —5,4 °C’de sabit tutulmus ve floresans
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151k altinda gergeklestirilmistir. Illiiminasyonla bozunma reaksiyonu birinci
dereceden hiz kinetigi olup, k=0,084 sa™ bulunmustur.

Cesitli ¢oziicti ortamlarinda klorofil b monomerlerinin ¢6ziicli dinamigini
inceleyen bir ¢aligmada klorofil b’nin kinetik degisimini 6lgmek i¢in gelistirilen
bir yontem 3-metil pentan i¢indeki klorofil b’nin piridinle titre edilmesi seklinde
gerceklestirilmigtir [86].

Klorofil kararlilik degeri (CPI) yardimiyla bitkilerin ¢esitli ortamlardaki
kararlilik kapasitesini gostermektedir. Piring bitkisinin tazelik uyumu CPI ile
anlayabilecegimiz bu konu iizerinde yapilan bir ¢alisma ile gosterilmistir [24].

1 mg 6rnegin 55 °C’de, suda, 1 saat bekletilerek alinan 652 nm spektrumu

CPI=
baslangigtaki 652 nm’deki spektrumu

Yapilan ¢aligmalarda klorofil a ve b ile tlirevleri i¢in standartlar soyle
hazirlanmigtir: feofitin a ve b, klorofil a ve b’nin oksalik asit [14] ve HCI [16] ile
muamelesi ile; klorofillid a ve b, klorofil a ve b’nin enzimatik deesterifikasyonu
ile [14]; feoforbitler, feofitinin enzimatik deesterifikasyonu ile hazirlanmigtir
[14].

Klorofil a ve b’nin ekstre i¢inde saflagtirilmadan kantitatif analizinin
yapilabilmesi i¢in ¢esitli yontemler vardir [6,12,18]. Vernon tarafindan
tanimlandig1 gibi gerceklestirilen islemde, 6nce klorofilleri iceren ¢6zelti iki esit
kisma ayrilmis, birinci kisma % 80 aseton icinde doymus okzalik asit (% 2, suda,
v/v) eklenerek Kklorofillerin feofitine doniigmesi saglanmistir. Asidifiye ve
nonasidifiye pigment ¢6zeltileri 3 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Asidifiye ve
nonasidifiye pigment ¢6zeltilerinde 662 ve 645 nm absorbanslar baz alinmistir.

Daha sonra da asagidaki formiile gore derisimler hesaplanmasgtir.

[Cha] = 25,38AA46 + 3,64 AAgas
[Chb] = 30,38 AAgss— 6,58 AAss
[Toplam klorofil] = 18,80 AAgez + 34,02 AAgss
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Burada AAgs,, 662 nm’deki asidifiye ve nonasidifiye klorofil ¢6zeltilerinin
spektrumlarimin  absorbanslar1 farki, AAgss ise, 645 nm’deki asidifiye ve
nonasidifiye klorofil ¢ozeltilerinin spektrumlarinin absorbanslar farkidir.

Literatiirde bitkilerdeki klorofillerin bozunma prosesini incelemek igin
klorofil metre (SPAD) kullanarak yapilmig olan bir ¢ok ¢alisma vardir [87-91].
Bazi1 caligmalarda ise analitik yOntemlerle klorofil metre Olgiimleri birlikte
yapimis ve cihazin dogrulugu belirlenmistir [87,88,90,91]. Klorofil metre ile huzli
bir sekilde ve bitkiye zarar vermeden Olglimler yapilabildiginden zor ve zaman
alic1 olan analitik yontemlere gore Slg¢limii ¢ok daha kolay olmasma karsin,
dogrulugu analitik yontemlerden daha diisiiktiir ancak ¢ok hassas ¢alisilmiyorsa
kabul edilebilir degerlerdedir.



29

2. DENEYSEL KISIM

2.1 Kimyasal Maddeler ve Reaktifler

Metanol (Merck), petrol eteri (J.T. Baker), aseton (Riadel-de-Haen), dietil
amin (Fluka), fosforik asit (% 85°lik, Merck), hidroklorik asit (% 37’lik, Riedel-
de Haen), sodyum hidroksit (Merck), hidrojen peroksit (% 35°ik, Merck), tert-butil
hidroperoksit (% 70°lik, Merck), sodyum hipoklorit (% 13’lik, Fluka), sodyum
nitrat (Merck), Boraks (Carlo Erba), sodyum fosfat (Aldrich), disodyum hidrojen
fosfat (Merck), sodyum bihidrojen fosfat (Merck) firmalardan saglandiklari
seklinde kullanilmislardir. Ince tabaka kromatografisi i¢in partikiil boyutu 15 um
olan 60 GF3s4 (Merck) marka silikajelle kaplanmig 20x20 boyutunda cam plakalar

kullanilmagtir.

2.2. Aletler ve Analizler

Goriiniir bolge spektrumlarn Shimadzu UV-2101PC UV-Goriintir Bolge
Taramali Spektrofotometre kullamlarak almmistir.  Cihazin kiivet (hiicre)
tutucusunun sicakligi termostath su sirkiilasyonlu banyo (Phywe T/P) kullamlarak
30,0 + 0,1 °C’de tutulmus ve 10 mm 1s1k yollu kuartz kiivetler kullamlarak
spektrumlar alinmistir. Bu spektrumlar cihaza bagli bilgisayarda hafizaya
kaydedilmis ve gerektiginde c¢iktilart alimmustir. Spektrumlardan elde edilen
veriler PC bilgisayarinda SPSS 10,0 ve Minitab 13.20 programlarmn lineer
regresyon programi kullanilarak degerlendirilmis ve bu sekilde her bir deney i¢gin
parcalanma hiz sabiti hesaplanmistir. pH Olgtimleri Orion marka 420 model
pH-metre kullamlarak yapilmustir. Ayrica biitiin stizme islemleri 2, 3, 4 numara
Gooch krozeleri ile yapilmig ve deneylerde laboratuvarda bulunan diger arag ve

geregler kullanilmagtir.
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2.3. Klorofil a ve b ile Feofitin a ve b’nin Hazirlanmasi

2.3.1. Klorofil a ve b’nin Ekstraksiyonu ve Saflastirilmasi

Klorofilin yap: kararliligimin belirlenmesi i¢in kullandigimz klorofil a ve
b’nin bir kism1 1spanak bitkisinden saglanmigtir Taze 1spanaklar damarlarindan
kesilerek ayrnlmus ve slizge¢ kagitlari arasinda kurutulmustur. Havanda asetonla
birlikte ezilerek pigmentlerin asetonla ekstraksiyonu saglanmigs ve bu islem
1spanak iyice renksizlesinceye kadar, ortalama 3-4 kez tekrarlanarak, her bir
islemde 2 numarali Gooch krozesi ile siiziilmiistiir. Aseton ve suyun homojen
fazindan olugan ekstre 100 ml’lik ayirma hunisine konularak petrol eteri ile
pigmentlerin ekstraksiyonu, her defasmnda 30 ml petrol eteri ile {i¢ kez
tekrarlanarak yapilmustir. 30 °C sicaklikta rotari evaporatdrde deristirilen ekstre,
hizh bir sekilde 20x20 boyutundaki, 0,75 mm kalinligindaki silikajel tabakalarda
ince tabaka kromatografisiyle, petrol eteri/aseton/dietil amin (10:4:1, v/v/v)
¢oziicii fazinda ylrtitlilerek, pigmentlerin saflagtirilmas1 saglanmistir [2,5]. Bu
sekilde yapilan ylirlitme isleminde, en 6nde turuncu renkli karotenler tek spot
olarak ytirtimiis, ardindan az miktarda siyahims: renkte feofitin a ve b, daha sonra
mavimsi yesil renkli klorofil a, sarimsi yesil renkli klorofil b en son olarak ta
ksantofiller dort spot olarak sirasiyla turuncu, koyu sari, sar1 ve acik sar1 renkli
olarak plakalarda yer almiglardir [61]. Tabakalardan silikajelle birlikte birbiriyle
karismamus klorofil a ve b plakalardan kazindiktan sonra asetonla klorofil a ve b
silikajellerinden arindirilmigtir. Saflastirilan klorofil a ve b ikinci kez ince tabaka
kromatografisiyle ayn1 yontemle yliriitiilmiis ve tekrar klorofiller asetonla ¢ekilip,
4 numaralt Gooch krozesi ile siiziilmiis ve renkli sise icinde — 20 °© C’de derin

dondurucuda saklanmiglardir.

Klorofilin yap1 kararliliginin belirlenmesi igin kullandigumiz klorofil a ve
b’nin biiylik bir kismi ise ¢im bitkisinden saglanmugtir. Asetonla yeterli miktarda
¢im bitkisi havanda ezilerek, ¢im bitkisi renksiz kalincaya kadar, ortalama 3-4 kez
tekrarlanarak, her bir islemde 2 numarali Gooch krozesi ile siiziilmiistiir. Buradan
elde edilen ekstre, deristirilmeye gerek goriilmeden hizli bir sekilde 20x20
boyutundaki, 0,75 mm kalinligindaki silikajel tabakalarda ince tabaka
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kromatografisiyle, petrol eteri/aseton/dietil amin (10:4:1, v/v/v) ¢0ziicii fazinda
yirtitiilerek, pigmentlerin saflagtiriimas1 saglanmigtir [2,5]. Yiirlitme sirasinda
pigment igerii ve pigmentlerin yiirlitme sirasinda siralaniglari ispanak bitkisi ile
aymt bulunmugtur. Saflagtinlan klorofil a ve b ikinci kez ince tabaka
kromatografisiyle ayn1 yontemle yiiriitiilmiis ve tekrar asetonla ¢ekilip, 4 numaral
Gooch krozesi ile sliziilmiig ve renkli sise iginde -20 ° C’de derin dondurucuda
saklanmiglardir. Ry degerleri ol¢iilerek kaydedilmistir (Cizelge 2.1).

Deneysel ¢aligmalarimiz igin yeterli miktarda klorofil a ve b ¢im ve
ispanak bitkilerinden saglandiktan sonra 30 °C’de rotari evaporatdrde bir kag ml
kalacak sekilde deristirilen klorofil a ve b, vakum etliviinde 30 °C’de 48 saat
kurutulup,  -20 °C’deki derin dondurucuda renkli sise i¢inde saklanmigtir. Saf
olarak elde edilen klorofil a ve b, analizler igin eksiltme yontemiyle buradan

almarak gerekli ¢ozeltileri hazirlanmagtir.

Saflagtirilan  klorofil a ve b’nin UV-Goriiniir bélge spektrumlar
alindiginda, absorbans degerlerinin literatiirdeki degerlerle uyumlu oldugu
gorilmustiir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.1. Cim ve 1spanak bitkilerinden elde edilen ekstrenin ince tabaka kromatografisi ile
yiiriitiilmesi ile pigmentlerin farkl1 yiirtitticii fazlarda hesaplanan R¢ degerleri

No Ad Rengi R¢ degeri, ¢im R¢ degeri, 1spanak

(Petrol eteri, aseton, (Dietil eter, aseton,
dietil amin, 10:4:1, v/v/v) dietil amin, 10:4:1, v/v/v)

1 Karotenler  Turuncu 0,978 1,000

2 Feofitina  Siyahims: gri 0,733 0,750

3 Klorofila  Mavimsi yesil 0,633 0,650

4 Klorofilb  Sarmmsi yesil 0,522 0,580

5 Ksantofil 1 Turuncu 0,422 0,460

6 Ksantofil2 Koyu sari 0,367 0,310

7 Ksantofil 3  Sar 0,333 0,280

8 Ksantofil 4  Agik sar1 0,200 0,186




Cizelge 2.2. Klorofil a ve b’nin gesitli ¢ziictilerdeki absorbans degerleri

No Pigment Coziicti Absorbans (nm) Ref.
I Klorofil a Dietil eter 430, 662 35
Dietil eter 430, 615, 661 6
Petrol eteri 428, 615,5, 663 *
Metanol 422,5, 618,5, 665 *
%15,40 Metanol/Su 431,5, 626, 671 *
Aseton 428, 616, 662 6
2 Klorofilb Dietil eter 453, 643 35
Dietil eter 453,593,642 6
Petrol eteri 449, 638,5 *
Ascton 454, 596, 644 6
Metanol 468,5, 603,5, 653 *
%15,62 Metanol/Su 454,5, 596, 641,5 *
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*  Yaptigimiz ¢aligmada saflagtirilan klorofil a ve b’nin UV-Gortintir bdlge spektrumlarmmn

absorbans degerleridir

2.3.2. Feofitin a ve b’nin Hazirlanmasi

Bolim 2.3.1°de anlatildigr gibi klorofil a ve b saf olarak elde edildikten
sonra, bu pigmentlerin literattirde belirtildigi gibi demetalasyonu ile feofitin a ve b
hazirlanmugtir [92]. Bir miktar klorofil a ve b aliarak, asetonda ¢6ziilmistiir. Her
bir pigment ¢6zeltisinin igine aseton ¢dzeltisinin on kat1 hacminde 1 M HCl ilave
edilerek ¢alkalanmistir. Cozeltilerin renginin yesilden tamamen kahverengiye
dontisiimii saglandiktan sonra her bir defasinda 10 ml petrol eteri ile ii¢ kez aseton
¢Ozeltisinden pigmentler ekstre edilmistir. Sonra ortam asitligi Na,COs ile
nétrallestirilmis ve bes kez saf su ile yikanmigtir. Daha sonra rotari evaporatérde
40 °C’de deristirildikten sonra ince tabaka kromatografisi ile saflagtiriimistir.
Daha sonra klorofiller asetonla silikajelden kurtarilip, 40 °C’de deristirildikten
sonra karanhkta ve oda sicakhifinda 24 saat vakum etiiviinde sabit tartima
gelinceye kadar kurutularak tartilmigtir. Feofitin a ve b’nin gesitli ¢6ziiciiler i¢inde

alinan spektrumlar1 Cizelge 2.3’de verilmistir.
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Cizelge 2.3. Feofitin a ve b’nin UV- Goriiniir bolge spektrumlarinin absorbans degerleri

No Pigment Coziicli Absorbans (nm) Ref.
1 Feofitina Dietil eter 408, 667 35
Dietil eter 408, 503, 667 6
Petrol eteri 410,5, 611, 669,5 *
Aseton 410, 468, 668 6
Aseton 409, 472, 666,5 *
Metanol 409, 505, 666 *
Su 415, 511,5, 677 *
2 Feofitinb Dietil eter 525, 599, 654 35
Petrol eteri 434, 600,5, 656,5 *
Aseton 433, 598, 653 *
Metanol 437, 600, 655 *
Su 439, 603,5, 660 *

* Yaptigimiz ¢alismada ekstre edilerek saflastirilan klorofil a ve b’nin UV-Gérlnlir bolge
spektrumlaridir

2.4. Klorofil a, Klorofil b, Feofitin a ve Feofitin b’nin Yap1 Kararlhibklarinmn

Incelenmesi

Saflagtirilan klorofil a ve b ile bu pigmentlerin demetalasyonu ile olugan
feofitin a ve b’nin H,0,, (CH3);COOH ve NaOCl oksidantlar1 i¢eren ¢ozeltilerde
ve gesitli pH’larda 300-750 nm arasinda UV-Goriiniir bolge spektrumlar: alinmig
ve spektrumlardaki Soret pikinin zamana bagli absorbansindaki azalma izlenerek
bu pigmentlerin par¢calanma hiz sabitleri hesaplanmistir.

Omek bir ¢alisma su sekilde yapilmistir. Deney ¢ozeltisi (CH3);COOH
(2,50x10~2 M; 1,00 ml) ¢ézeltisine NazPO4 (1M; 2,00 ml) ve NaOH (1M; 1,00
ml) ¢ozeltileri ilave edildikten sonra toplam hacim saf suyla 10 ml’ye
tamamlanarak pH = 12,73’e tamponlanmis, iyonik siddet 0,2’den kiigiik
olmayacak sekilde ve (CH3);COOH derigimi klorofil derigiminin 1000 kat1 olacak
sekilde hazirlanmasi saglanmugtir. Oksidant derigiminin 1000 kat1 kullanilmasi
bozunma reaksiyonun yalanci birinci dereceden reaksiyon kinetigi olmas: igindir.

Daha sonra bu ¢ozelti 30 °C’deki su banyosunda sicaklii sabitleninceye kadar
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bekletilmistir. Ardindan bu g6zeltiye 0,100 ml 2,50x10™ M klorofil b ilave edilmig
ve bu an t=0 kabul edilmistir. Oksidant igeren bu ¢ozelti spektrofotometrenin
kiivet tutucusundaki kuvars kiivete aktarilmis ve belli zaman araliklarinda
spektrum alinnustir. Soret pikindeki azalmanin zamana bagli degisimine ait
spektrumlar cihaza bagl bilgisayardaki hafizaya kaydedilmistir. Kér ¢ozeltisi
(CH3);COOH (2,5x102 M; 1 ml), NasPO,; (IM; 2 ml), NaOH (1M; 1 ml) ve
metanol (saf 0,1 ml) ¢6zeltileri karigtirilarak toplam hacim saf su ile 10 ml’ye
seyreltilerek hazirlanmigtir.

Elde edilen spekrumlarin Ama dalga boyundaki absorbanslar igin pikin
tepe noktasi ile taban ¢izgisi arasindaki uzaklik alinmig ve uzaklik absorbans
degerine doniistiiriilerek (Ar-Ax) degeri olarak kaydedilmistir. En kiiglik kareler
yontemi ile In(Ar-Ax)=f(t) fonksiyonuna ait dogru denklemi bulunmus ve
egimden klorofil b’nin pargalanma hiz sabiti (k) belirlenmigtir. Ayrica egimin
standart sapmasindan yararlanarak par¢alanma hiz sabitindeki belirsizlik
belirlenmigtir. Bu hiz sabitleri ile bu sabitlere ait belirsizlik degerleri PC
bilgisayarinda istatiksel programlar olan SPSS 10.0 ve minitab 13.20 programlari

ile hesaplanmagtir.

Par¢alanma hiz sabitinin ve belirsizliginin bulunmasina bir 6rnek olarak
spektrumlar1 $ekil 2.1°te ve absorbans ve zaman verisi Cizelge 2.4’de verilen

klorofil b’nin 14 nolu deneyine ait yapilan islemler asagida verilmisgtir.
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Cizelge 2.4. Klorofil b’nin 14 nolu deneyine ((CH;);COOH oksidantina karsi, pH=12,73’te

30 °C’de ve karanlikta) ait absorbans ve zaman verileri

Spektrum t (ArA.)/Abs In(ArA.,)
1 0 0,546 -0,60514
2 172 sn. 0,551 -0,59602
3 13 dak. 0,544 -0,60881
4 71dak. 0,489 -0,71539
5 131dak. 0,466 -0,76357
6 672 dak. 0,285 -1,25527

7 1566 dak. 0,123 -2,09557

En kiigiik kareler yontemi ile bu verilere ait dogru denklemi:

In(Ar-Ax) = -0,000948t - 0,616
olarak bulunmugtur. Buradaki egim (m) pargalanma hiz sabitinin ters isaretli

degeri oldugundan parcalanma hiz sabiti (k) 9,48x10™ dak™’dir. Hiz sabitindeki

belirsizlik ise

om=1,590x107

olarak hesaplanmstir. Sonugta bu deneye ait par¢alanma hiz sabiti ve bu sabitteki

belirsizlik:

k= (9,475 + 0,159)x10™ dak™!

olarak bulunmugtur. Deneye iligkin, istatiksel bir program olan Minitab 13.20
hesaplamasi, Excelle ¢izilen grafik ve UV-Goriiniir bslge spektrumlar asagidaki
gibidir.
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Sekil 2.1. Klorofil b’nin 14 nolu deneyine ((CH;3);COOH oksidantina karsi, pH=12,73’te 30 "C’de

ve karanlikta) ait UV-Gériiniir bdlge spektrumlar

The regression equation is
InA =- 0,616 -0,000948t

Predictor Coef SE Coef T. P
Constant -0,61599 0,01028 -59,91 0,000
C1 -0,00094753 0,00001590 -59,59 0,000

S=0,02285 R-S9=99,9% R-Sq(adj) =99,8%
Analysis of Variance

Source DF SS MS F P
Regression 11,8533 11,8533 3550,48 0,000
Residual Error 5  0,0026  0,0005

Total 6 1,8559

Unusual Observations
Obs Cl C3 Fit SEFit Residual StResid
7 1566 -2,09557 -2,09983 0,02116 0,00426 0,49 X
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Sekil 2.2. Klorofil b’nin 14 nolu deneyine ((CH;);COOH oksidantina kargi, pH=12,73’te 30 "C’de

ve karanlikta) ait InA = f{t) grafigi
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3. SONUC VE TARTISMA

Bu ¢alismada 1spanak yiiksek oranda klorofil a ve b’yi igerdiginden (kuru
ispanagin % 1’ini klorofil a ve b tegkil eder [13]), ¢im bitkisi ise daha az su
igerdiginden (yaklasik % 75°i sudur ) tercih edilmistir. Klorofil a ve b 1spanak ve
¢im bitkilerinden literattirdeki gibi ekstre edilerek ince tabaka kromatografisi ile
saflagtinlmuig [5]; feofitin a ve b ise Jose' ve arkadaglar1 tarafindan yapilan
yonteme gore klorofil a ve b’nin HCl ile muamelesiyle meydana gelen
demetalasyon reaksiyonu ile hazirlanmistir [92]. Elde edilen klorofil a ve b ile
feofitin a ve b’nin karanlik ve aydinlik ortamlarda aseton, metanol, petrol eteri ve
su g¢oziciilerinde, feofitin a ve b’nin direkt giines 15151 ortaminda aseton ve
metanol ¢dzliciisiinde, klorofil a ve b’nin dogrudan giines 15181 ortaminda % 15
aseton/su ¢ozeltisinde, klorofil a ve b ile feofitin a ve b’nin karanlik ortamda
oksidantsiz ancak pH’a bagli yapi kararliliklar1 ve son olarak ta klorofil a ve b ile
feofitin a ve b’nin karanlik ortamda H,0,, (CH3);COOH ve NaOCl oksidantlarina
kars1 pH’a bagli yap1 kararliliklar: incelenmistir.

Incelenen bu porfirin yapilart suda ¢oziinmediginden, ortama eklenen ¢ok
az metanol veya asetonla bu yapilarin ¢6ziinmesi saglandiktan sonra sulu
¢ozeltileri hazirlanmustir. Aksi halde suda ¢éztinmeyen bu klorin yapilarinin suda
¢Oziinlir oksidantlara kargi yapi kararliliklarimi incelemek i¢in iki fazli bir sistemle
calismak ve ortama faz transfer ajani bulundurmak gerekir. Bu durumda faz
transfer ajanimin karakteri, organik faza oksidantlarin aktarim hizi ve organik
fazdaki oksidantlarn derigimi klorin yapilarinin yapi kararlihgini dolayh olarak

etkileyecektir [73].

3.1. Klorofil a ve b’nin Ekstraksiyonu

Klorofiller fotosentetik pigmentler olup, ekstraksiyon sirasinda gerek
enzimatik, gerekse 1g1k etkisiyle bozunmaya ugrar. Oncelikle ekstraksiyon igin
yiksek oranda klorofil igerifi nedeniyle ispanak bitkisi tercih edilmistir.
Ispanaktan % 100 asetonla havanda ezilerek klorofil a ve b’nin aseton fazina

alnmas1 saglannustir. Ancak 1spanak bitkisi yiiksek oranda su igerdiginden ve
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klorofillerin ~ yiiksek sicaklikta daha kolay bozunmasi nedeniyle rotari
evaporatérde 30 °C’de deristirilmeye c¢aligilmis, bu islemde aseton kolayca
¢ekilirken su ortamda kalip, ortamdaki enzimler ve molekiiler oksijen nedeniyle
klorofillerin bir kism1 bozunmustur. Dolayisiyla bu sekilde elde edilen 1spanak
ekstresi ince tabaka kromatografisi i¢in uygun olmamis, iyi bir ayrim elde
edilememigtir. Ancak daha sonra asetonla yapilan ekstraksiyon tirliniine petrol
eteri ile yapilan ikinci bir ekstraksiyonla pigmentler eter fazina gecerken, suyun
eterdeki diigiik ¢oziiniirltigli nedeniyle su asetonla birlikte kalmustir. Ardindan
ekstre, rotari evaporatorde 30 °C deristirilmis ve i¢cindeki pigmentler ince tabaka
kromatografisi ile saflagtirilmiglardir. Sudan kurtulmak i¢in gelistirdigimiz bir
bagka yontem ise, karanlikta ispanaklarin kurutulmasi ve daha sonra asetonla
¢ekilerek, ekstrenin derin dondurucuda 20 °C’de bir giin bekletilmesi ile
saglanmstir. Derin dondurucuda enzimlerin denatiire olarak ¢6kmesi saglanmis
ve 4 numara gooch krozesi ile siiziilerek uzaklagtirilmigtir. Kuru ispanaktan
ekstraksiyon yapildiginda ekstre oldukga derisik oldugundan deristirilmesine ve
petrol eteri ile ikinci bir ekstraksiyonuna gerek goriilmemistir. Kurutma sirasinda
da klorofillerin bir kismimin bozunmas: nedeniyle daha kolay ve daha gabuk bir
yontem aragtinlmugtir. Bu amag igin ¢im bitkisinden yararlanilmistir. Cim
bitkisinin su yiizdesi 1spanaktan ¢ok daha diigiik oldugundan, hizli bir sekilde
asetonla yapilan ekstraksiyondan sonra deristirilmesine ve petrol eteri ile ikinci bir
ekstraksiyonuna gerek goriilmeden o sirada hazir bulunan plakalara yiiklenerek
izl bir gekilde saflagtinlmistir. 1k yapilan ekstraksiyon tiriinii yiiksek oranda su
icerdiginden ve ¢imin tizerindeki safsizliklardan kurtulmak amaciyla dokiilmiis,
ardindan ¢im bitkisi renksiz kalincaya kadar, lig-dért kez, ekstraksiyon
yapimigtir. Ekstrenin uzun stire bekletilmesi halinde klorofillerin dimerlesme ile
yviizeyde birikebilecegi ve bir kisminin da bozunabileceginden hizli bir sekilde
ince tabaka kromatografisi ile saflagtirilmiglardir. Ayrica tiim ¢alismalarda 1515m
bozucu etkisinden sakinmak igin karanlikta calisilmaya dikkat edilmistir.
Yeterince ¢im bitkisinin kesilmesi ile ince tabaka kromatografine yiiklenmesine

kadar gegen tiim agamalar 15-20 dakika gibi kisa siirede yapilmstir.
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3.2. Klorofil a ve b’nin Saflagtiriimasi

Yaptigimiz g¢aligmalarda fotosentetik pigmentlerin saflagtirilmast islemi
ince tabaka kromatografisi kullanilarak yapilmustir. Ispanak veya ¢im ekstreleri
cok sayida pigment icerdiginden ve klorofillerin hizli bozunmalari nedeniyle
saflagtirilmalar1 oldukga zordur. Ayrica benzer yapilar olan klorofil a ve klorofil
b’nin birbirinden ayrilmalarinin zorlugu nedeniyle birden fazla yiiriitme islemine
gerek olmast ve bu sirada klorofillerin biiyiikk bir kisminin bozunmas: oldukga
biiyik bir problemdir. Bu ylizden uygun bir ¢6zelti karisimiyla miimkiin
oldugunca az basamakta saflagtiriima yonteminin bulunmasimna g¢aligilmistir. Bu
amag icin Oncelikle ekstraksiyonda kullandigimiz aseton denenmis ancak ayrim
gergeklestirilememigtir. Benzer gekilde metanol, dietil eter, benzen, n-hekzan,
N,N-dimetil formamid saf bir sekilde ylirlitlicti faz olarak kullanildiginda da
saflagtirllamamiglardir. Daha sonra yukaridaki ¢oziictilerin farkli oranlarinda ikili
karigimlan ytirtitiicti faz olarak denenmigtir. Ancak bu durumda da karotenler
veya ksantofiller gibi bazi pigmentler ayrilsa da klorofillerin saflastiriimast
gerceklestirilememigtir. Bunun tizerine literatiirdeki gibi, ¢6ziicti karisimi olarak
petrol eteri / aseton / dietil amin (10:4:1 (v/v/v)) oraminda kullanilmis; GFjs4
silikajel 0,75 mm kalinlifinda 20x20 cam plaka tizerinde yiiklenerek hazirlanan
plakalarla ytiriitlilmiis ve iyi sonuglar elde edilmistir [2,5]. Bu yiiriitme isleminde
pigmentlerin Re degerleri not edilmigtir (Cizelge 2.1). Baglangicta yukarida
verilen ¢oziici karigimindaki petrol eteri yerine dietil eter kullanilmis ve zaman
zaman bagarili ayrimlar gergeklestirilmistir. Bu karigimdaki Ry degerleri de not
edilmigtir (Cizelge 2.1). Ancak bu ¢oziicti karigiminda petrol eteri dietil eterden
daha iyi sonuglar verdiginden petrol eteri tercih edilmistir. Yiiriitmeler sirasinda
klorofillerin 1g1ikta bozunmamasi igin karanlik ortamda yiirtitme yapilmigtir. Bu
islemlerle saf olarak elde edilen klorofil a ve b yine aym yiiriitlicli fazinda ince
tabaka kromatografisinde ikinci kez yiiriitiilerek tamamen saf hale getirilmigtir.
Daha sonra kinetik ¢aligmalarimiz i¢in yeterli miktarda klorofil a ve b elde edilene
kadar —20 °C’de derin dondurucuda biriktirilen klorofil a ve b, rotari evaporatérde
30 ° C’de ¢oziiciislinlin ugurulmas: saglanmis, karanlikta ve oda sicakliginda 24
saat vakum etiiviinde sabit tartima gelinceye kadar kurutulmustur. Ardindan saf
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olarak elde edilen mavimsi yesil renkli klorofil a ve sarims1 yesil renkli klorofil
b’nin UV-Goriiniir bolge spektrumu alindiginda, literatiirdeki degerlerle uyumlu
oldugu goriilmiistiir (Cizelge 2.2).

3. 3. Feofitin a ve b’nin Hazirlanmasi

Klorofil a ve b Bolim 2.3.1°de belirtildigi gibi saf olarak elde edildikten
sonra, bu pigmentlerin demetalasyonu ile feofitin a ve b hazirlanmigtir [92]: Buna
gore bir miktar klorofil a ve b asetonda ¢6ziilmiis ve her bir pigment ¢6zeltisinin
icine aseton ¢dzeltisinin on kat1 hacminde 1 M HCI ilave edilerek galkalanmugtir.
Cozeltilerin renginin yesilden tamamen kahve rengine doniigiimii saglandiktan
sonra her bir defasinda 10 ml petrol eteri kullanarak ¢ kez tekrarlanmak tizere
pigmentler aseton c¢o6zeltisinden ekstre edilmigtir. Co6zeltinin renginin kahve
rengine doniistimii, demetalasyonun bittigininin gostergesidir. Sonra ortam asitligi
Na,COs ile notrallestilmis ve bes kez saf su ile yikanmigtir. Daha sonra rotari
evaporatérde 40 °C’de miimkiin olan en kiiciik hacime kadar deristirilmis,
ardindan karanlikta ve oda sicaklifinda 24 saat vakum etiiviinde sabit tartima
gelinceye kadar kurutularak tartilmistir. Daha sonra standart ¢ozeltisi hazirlanarak
-20 °C’de saklanmiglardir. Feofitin a ve b’nin asetondaki spektrumlarinin
absorbanslarinin, literatlirdeki degerlerle uyumlu oldugu goriilmiistiir (Cizelge
2.3).

3.4. Klorofil a ve b ile Feofitin a ve b’nin Yapi Kararliiklar:

Bu ¢aligmada Oncelikle klorofil a ve b ile feofin a ve b’nin karanlik ve
aydinlikta aseton, metanol, petrol eteri ve su ¢oziiciilerinde yapi kararliliklari
incelenmistir. Ardindan feofitin a ve b’nin dogrudan giines 15181 ortaminda aseton
ve metanol ¢oziiciilerinde ve klorofil a ve b’nin dogrudan giines 15181 ortaminda
% 15 metanol/su ¢ozeltisinde yap: kararliliklar incelenmistir. Sonra klorofil a ve
b ile feofitin a ve b’nin karanlik ortamda oksidantsiz ancak pH’a bagl yap:
kararliliklar1 ve son olarak ta klorofil a ve b ile feofitin a ve b’nin karanlikta, sulu
ortamda 1000 kat1 derisiminde bulunan H,0,, (CH3;);COOH ve NaOCI
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oksidantlarima kargi, 30 °C’de pH’a bagh yam kararliliklar: incelenmistir.
Literatiirde yer alan galigmalarda bir porfirin yapisinda olan klorofillerin yap1
kararhliklarina iligkin ayrintih ¢aligmalar bulunmamaktadir. Sadece baz
yayinlarda metallo tetraarilporfirinlerin oksidasyon katalizorii olarak kullanimi
sirasinda  oksidant tarafindan pargalandigi belirtilmektedir [44,77-79,81,93].
Metallo tetraarilporfirinlerin oksidantlar tarafindan parg¢alanmalari genellikle
oksidantin, tetraarilporfirinin meso konumundaki karbonlarina saldirmasiyla veya

oksitlenmis metalden oksijenin liganda aktarilmasiyla olmaktadir.  Ayrica

liganttaki azotlarin da oksitlendigi belirlenmistir. 18, YORSEROBRETIM  KURULU

ASYON N -
Klorofil tlirevlerinde pargalanma molekiiler oksijem.ne wr 1%'1‘r11’da meydana

gelmekte ve C-5, C-10, C-15 atomlarindan radikalik parcalanmalar1 seklinde
gerceklesmektedir.  Bu galigmada klorofil a ve b ile feofitin a ve b’nin hidrojen
peroksit, tert-butilhidroperoksit ve sodyum hipoklorit ortamlarinda yap1
kararliliklarinin ~ incelenmesi UV-Gortiniir bolge spektroskopisi kullanilarak
yapilmustir.  Cesitli pH’larda tamponlanmig klorofiller ile 0,025 M hidrojen
peroksit, 0,025 M fert-butilhidroperoksit ve 0,02 M sodyum hipoklorit igeren
reaksiyon karisimlarinin iyonik giddeti 0,2°ye esit veya biiyiik olarak hazirlanmus,
30 °C’de belli zaman araliklarinda goriiniir bolge spektrumlar1 alinmis ve goriiniir
bolge spektrumunda ilgili klorofil a ve b ile feofitin a ve b’ye ait karakteristik
temel pikin absorbansindaki azalma takip edilmistir. Iyonik siddet NaNO; ile 0,2
degerinden kiiglik olmayacak sekilde ayarlanmig ve tampon olarak pH 1-2 igin
H3PO4/HCI, pH 4-4,5 igin NaH,POy4, pH 6-7,5 i¢in NaH,PO4/Na;HPO,, pH 9-9,5
i¢cin NayB407.10H,0, pH 11-11,5 i¢in Na,HPO4/ NaOH ve pH 12,5-13 i¢in
NazPO4/ NaOH tamponlar1 kullanilmigtir. Ayrica pH 14 i¢in ortam asitligi, 4 M
NaOH ¢ozeltisi ile ayarlanmigtir. Reaksiyonlarda [oksidant]/[pigment] orani 1000
degerinde tutulmus ve bu sekilde reaksiyon hiz denkleminde oksidant derigiminin
degisken olmamasi saglanmistir. Bu reaksiyon kosullarinda, goriiniir bolge
spektrumlarindaki zamana bagli olarak klorofil a ve b ile feofitin a ve b’nin temel
pikindeki azalmanin yalanci-birinci mertebeden reaksiyon hiz denklemine uydugu
belirlenmigtir. Klorofil a ve b ile feofitin a ve b’nin gézlenen pargalanma hiz
sabiti ve spektrumlardan elde edilen verilerin hiz sabitindeki belirsizlik, klorofil a
ve klorofil b igin istatiksel bir yontem olan Minitab 13.20 lineer regresyon
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yontemi ile feofitin a ve feofitin b i¢in ise SPSS 10.0 lineer regresyon y6ntemi

kullanilarak belirlenmistir.
3.4.1. Klorofil a ve b’nin Farkh Céziiciilerdeki Yap: Kararlhihklar:

Klorofil a ve b’nin karanlikta metanol, petrol eteri ve metanol/su ¢oziicii
ve ¢ozeltilerindeki yap1 kararliliklar: incelendiginde, bu pigmentlerin metanol ve
petrol eterinde bozunmadiklar: ancak metanol/su ¢ozeltisinde bozundugu ve
ayrica bu ortamda klorofil a’nin klorofil b’den daha hizli bozundugu saptanmugtir.

Klorofil a ve b’nin aydinlikta metanol/su karigiminda yapi kararliliklart
incelendiginde bozunmamn gergeklestigi ve klorofil b’nin klorofil a’dan daha

hizli bozundugu saptanmisgtir.

Klorofil a ve b’nin dogrudan glines 15181 ortaminda metanol/su karigiminda
yap1 kararhliklari incelendiginde ise klorofilin porfirin halkasinin hizli bir gekilde
pargalandig1 gériilmiis ve bu pargalanma kinetiginin yar1 6mrii klorofil a igin 80
dakika ve klorofil b igin 38 dakika olarak belirlenmistir (Cizelge 3.1 ve 3.2).
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Sekil 3.1. Klorofil a’nm, Soret bantlarmnin absorbans siddetine goére sirasiyla metanol, metanol/su
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Sekil 3.2. Klorofil b’nin, Soret bantlarinin absorbans giddetine gore sirasiyla petrol eteri, metanol
ve metanol/su daki spektrumlar:
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Cizelge 3.1. Klorofil a’min ¢oziiciilere kargt bozunma hiz sabitleri, yarilanma stireleri ve Soret
pikinin Ay, degeri®

No  Cbziicii Ortam k (dak™) tin Aguag/nI0°
1 Petrol eteri Karanlik c 428.0
2 Metanol Karanlik c 4225
3 %15,40 Metanol Karanlk  (2,93£0,45)x10° 164 gin  431,5
4 %15,40 Metanol Aydmlik  (1,59+0,08)x10®* 73 sa. 419,5
5 %15,40 Metanol Giines 15131 (8,70+0,67)x10° 80 dak. 419,0

TKlorofil a]=2,50x10° M; t= 30 °C; V=10 ml
®Soret pikinin maksimum dalga boyu

“Bozunma olmamaktadir

Cizelge 3.2. Klorofil b’nin ¢dziiciilere karsi bozunma hiz sabitleri, yarilanma siireleri ve Soret

pikinin Ay, degeri®

No  Cozicl Ortam k (dak™) tin Apnax/n°
1 Petro eteri Karanlik c 449,0
2 Metanol Karanhk c 468,5
3 %15,62 Metanol ~ Karanlk  (1,63£0,40)x10° 295 glin  454,5
4 %15,62 Metanol ~ Aydinhk  (3,10+0,22)x10*  37sa. 455,
5 %15,62 Metanol ~ Gtines 1131 (1,82+0,10)x102 38 dak.  455,0

Klorofil b]=2,50x10™ M; t= 30 °C; V=10 ml
PSoret pikinin maksimum dalga boyu

‘Bozunma olmamaktadir

3.4.2 Feofitin a’nin Farkh Coziiciilerdeki Yap1 Kararhilhig:

Feofitin a’nin karanlikta petrol eteri, aseton, metanol ve su ¢oziiciilerinde
bozunma kinetigi incelendiginde, bu ¢oziiciilerde su hari¢ bozunmadiklar: ancak
feofitin a’nin dimerlestigi, dimerlesmeye bagli olarak ta feofitin a’nin Soret

pikinin yayvanlagarak omuzlar olustuu goériilmektedir (Sekil 3.1). Ancak ¢6ziicii
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su oldugunda dimerlesme oram ve hizi fazla oldugu bulunmus ve sulu ortamda az
da olsa fitol grubunun aynldifi ve boylece olugsan feoforbid a’min asidik
ozelliginden dolayr ¢ok yavas bir sekilde bozundugu bulunmugtur. Ayn
¢oziiciilerde igslem aydwnlikta tekrarlandiinda feofitin a en hizli suda bozunurken,
diger c¢oziiclilerde sirasiyla aseton, metanol ve petrol eterinde bozunmustur
(Cizelge 3.3). Feofitin a’nin aseton ve metanol ¢oziiciilerinde direkt gilines 15181
ile etkilesimindeki yapi kararliligi incelendiginde halkamn hizli bir sekilde
pargalandig1 gorillmiis ve bu parcalanma kinetigi yar1 6mrii, asetonda 15 dakika,
metanolde ise 564 dakika olarak belirlenmistir (Cizelge 3.3).

2,00 -

1,500

1.000

I =

0,500 -

00,0 6000 00,0 750,0
. Wavelength (nm.)

Sekil 3.3. Feofitin a’nin; su (—), petrol eteri (---), metanol (....), aseton (.-.-) ¢dziiciilerindeki
spektrumlari.
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Cizelge 3.3. Feofitin a’nin ¢ziiclilere karsi bozunma hiz sabitleri, yarilanma siireleri ve Soret
piklerinin Ay, degeri®

Deney  Cozicii Ortam k (dak™) tin Xmu/nmb
1 Petro eteri  Karanlik c 409
2 Aseton Karanlik c 409
3 Metanol Karanlik c 409
4 Su Karanlik (2,64+0,38)x10° 18gin 415
5 Petrol eteri ~ Aydmlik (1,31+0,11)x10® 34 giin 410
6 Aseton Aydmnlik  (2,63+0,53)x10* 44 sa. 409
7 Metanol Aydmlik (2,62+0,24)x10° 18 giin 404
8 Su Aydmlik (3,70£0,16)x10* 31 sa. 415
9 Aseton Giines 1131 (4,54+0,45)x10%  15dak. 409
10 Metanol Giines 1131 (1,23+0,01)x10° 564 dak. 405

*[Feofitin a]=3,32x107> M; t= 30 °C; V=10 ml
®Soret pikinin maksimum dalga boyu

‘bozunma olmamaktadir

3.4.3. Feofitin b’nm Farkh Coziiciilerdeki Yapi Kararhlig:

Feofitin b’nin karanlikta petrol eteri, aseton, metanol ve su ¢6ziiciilerinde
yapt kararliligi incelendiginde, feofitin b’nin bu ¢6zeltilerde su harig
bozunmadigl, ve ayrica bu ortamlarda absorbans siddetinin azaldig1 goriilmiis ve
bu azalmanin dimerlegsmeden ve agregasyondan kaynaklandigi disiiniilmektedir
(Sekil 3.2). Suda fitol grubunun ayrildig ( fitol grubunun ayrilma hiz sabiti (k) =
(2,68:t0,76)x104) ve olusan feoforbid b’nin asidik 6zelliginden dolay1 ¢ok yavas
bir gekilde feoforbid b halkasmin par¢alandig: belirlenmistir. Bu iglem aym
¢oziiclilerde aydinlikta tekrarlandiginda, feofitin b’nin en hizli su ¢6ziictisiinde
sonra sirastyla aseton, petrol eteri ve en yavas ta metanolde bozunmustur (Cizelge
3.4). Asecton ve metanol ¢oziiciilerinde ve gilines ortaminda feofitin b’nin
kararliligi incelendiginde ise halkanin hizli bir sekilde pargalandigt bu
¢oziiciiledeki pargalanma reaksiyonlart hizinin yar1 6miirlerinin asetonda 8 dakika,

metanolde ise 568 dakika oldugu belirlenmigtir (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. Feofitin b’nin ¢oziiciilere karsi bozunma hiz sabitleri, yarilanma siireleri ve Soret

piklerinin A, degeri®

Deney  Coziict Ortam k (dak™) tin kmx/nmb
1 Petrol eteri ~ Karanlik c 436
2 Aseton Karanlik c 436
3 Metanol Karanlik c 437
4 Su Karanlik (2,68+0,76)x10*  43sa. 445
5 Petrol eteri ~ Aydmlik (3,07£021)x10°  16gin 434
6 Aseton Aydmlik (3,30+0,51)x10*  35sa. 435
7 Metanol Aydmlik (3,31£0,44)x10°  15sa. 435
8 Su Aydmlik (1,21£0,14)x10® 573 dak. 439
9 Aseton Giines i1 (9,08£0,81)x10%  8dak. 435
10 Metanol Giines 1151 (1,22+0,14)x1 0? 568 dak. 435
*[Feofitin b]=4,92x10" M; t= 30 °C; V=10 ml
®Soret pikinin maksimum dalga boyu
*bozunma olmamaktadir
1 ,25 T T T T
1,000 ﬁ
A
b
$
) 0,500 -
A :—‘:: = LR e, ,’J:":\:
0,00 ! Hﬁ ——— &‘;’_—"Z':T;-q_.l;f"f NNzsirgessoasiies =
3300 4000 0,0 00,0 700,0
Wavelength (nm.)

750,0

Sekil 3.4. Feofitin b’nin; su (.-.~.), petrol eteri (....), metanol (---), aseton (—) ¢6zilicitlerindeki

spektrumlart
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3.4.4. Klorofil a’min Farkh pH’ lardaki Yap:1 Kararhihig:

Klorofil a’nin karanlikta pH 1-14 arasinda oksidant olmadifi durumda
yap1 kararliligr incelendiginde bu pigment asidik ortamlarda magnezyum metalini
vermigtir. Ayrica pH<10,67 oldugunda klorofil a’min bozundugu belirlenmistir.
Ancak pH>10,67 oldugunda fitol grubu ayrilarak klorofillid a yapisina doniigmiis
ve bu yapin bu pH araliginda kararli oldugu belirlenmistir. Klorofil a pH<10,67
oldugunda dimerlesme olmaksizin klorofil halkasi bozunurken, pH>10,67
oldugunda 6ncelikle dimerlesme hizli bir sekilde gergeklesmekte ve dimerlesme
dengeye ulastiginda fitol grubunun ayrilmasi 6n plana g¢ikmaktadir. Fitol
grubunun ayrilmasi dengeye ulagtifinda ise yayvan pik tek ve keskin pike
doniigmektedir. Ayrica dimerlesmenin  bozulmasiyla UV-Goriniir bolge
spektrumlarinda artig gézlenmigtir. (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5. Klorofil a’nin farkli pH’lardaki par¢alanma hiz sabitleri, yarilanma stireleri ve Soret
pikinin Ay, degerleri®

No pH® k/dak™ tin Amax/M®
1 1,80 (2,54 £ 0,49)x107 27 dak. 422.5
2 4,78 (4,49 £ 0,77)x10° 154 dak. 441,5
3 6,46 (1,55 £ 0,66)x10° 447 dak. 4425
4 9,27 (1,96 + 0,14)x10™ 59 sa. 433,5
5 10,67 e 433,0
6 12,56 e 418,0
10 [OH]=1,2 Md e 419,5

I[Klorofil a]=2,5x10"° M; t= 30 °C; V=10 ml; [=0,2 NaNO; ile
®Deneyler sirasinda kullanilan pH-metrenin duyarlihig: + 0,01°dir
“Soret pikinin maksimum dalga boyu

9pH yerine ortamdaki [OH’] derigimi verilmistir

*Bozunma olmamaktadir

3.4.5. Klorofil b’min Farkli pH’lardaki Yapi Kararhilig:

Klorofil b’nin karanlikta pH 1-14 arasinda ve oksidant olmadig1 durumda
yapt kararlilig1 incelendiginde asidik ortamda magnezyum metalini vermis ve
ayrica pH<11,30 oldugunda klorofil b halkasinin pargalandigi belirlenmistir.
Ancak pH>11,30 oldugunda fitol grubu ayrilarak klorofillid b yapisina doniigmiis
ve bu yapmm pH>11,30 oldugunda kararli odugu belirlenmigtir. Klorofil b,
pH<11,30 oldugunda dimerlesme olmaksizin halkasinin  pargalanmasi
gergeklesirken, pH>11,30 oldugunda oncelikle dimerlesme hizli bir sekilde
gerceklesmektedir. Dimerlesme dengeye ulastiginda ise fitol grubunun ayrilmasi
On plana gikmaktadir. Fitol grubunun ayrilmas: dengeye ulastifinda ise yayvan
pik tek ve keskin pike déniismektedir. Ayrica dimerlesmenin bozulmasiyla UV-
Goriiniir bélge spektrumlarinda artis gézlenmistir. (Cizelge 3.6). Klorofil b’nin

porfirin halkasinin pH>11,30 oldugunda bozunmadig1 belirlenmistir.
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Cizelge 3.6. Klorofil b’nin farkli pH’lardaki pargalanma hiz sabitleri, yarilanma stireleri ve Soret
piklerinin Ay, degeri®

No pH® k/dak™ ti Amax/DM°
1 1,55 (7,14 1,57)x10° 97 dak. 449,5
2 4,67 (3,74 + 0,50)x107 186 dak. 470,5
3 6,52 (6,33 1.19)x10? 109 dak. 473,5
4 9,17 (1,55 + 0,28)x10* 75 sa. 463,5
5 11,30 e 462,0
8 12,96 e 457,0
11 [oH]=12M® e 452,0

*[Klorofil b]= 2,5x10% M; t= 30 °C; V=10 ml; I=0,2 NaNO; ile
Deneyler sirasinda kullanilan pH-metrenin duyarhilig: + 0,01°dir
“Soret pikinin maksimum dalga boyu

%pH yerine ortamdaki [OH'] derisimi verilmistir

*Bozunma olmamaktadir

3.4.6. Feofitin a’min Farkh pH’ larda Yap: Kararlihg:

Feofitin a’nin karanlikta pH 1-14 arasimnda ve oksidant olmadigi durumda
yapt kararliligina bakildiginda, pH<7,00 oldugunda feofitin a halkasinin
pargalandigi, ancak bu pH degerlerinin tizerinde feofitin a’nin bozunmayip fitol
grubunun ayrildig1 ve olusan feoforfid a’min pH 9,25-12,50 arasi kararli oldugu
belirlenmistir (Cizelge 3.7).

Feofitin a’min yap1 kararlilig1 incelendiginde, dncelikle dimerlesme hizli
bir sekilde gerceklesmekte (pH=12,50, k=(5,84+0,10)x10™* dak™), dimerlesme
dengeye ulastifinda fitol grubunun ayrilmasi 6n plana ¢ikmakta (pH 12,50
k=(4,03+0,65)x107 dak™) ve bu da dengeye ulastiginda yayvan pik tek ve keskin
pike doniigmektedir. Olugan feoforbid a’nin da pH 9,25-12,50 de bozunmadig1
ancak [OH] = 1,2 M degerinde bozunma kinetiginin yar1 émrii 27 giin olarak
belirlenmistir (Cizelge 3.7).
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Cizelge 3.7. Feofitin a’min farkli pH’lardaki pargalanma hiz sabitleri, yarilanma siireleri ve Soret
piklerinin A.,, degeri®

No  pH’ k (dak™) tys Aman/M°
1 1,25 (1,30+0,25)x10° 533 dak. 450
2 4,10 (1,16+0,19)x10™ 60 dak. 455
3 7,00 (7,85+0,99)x10™* d 445
4 9,25 (3,01£0,76)x10° d 415
5 10,70 (4,40£0,99)x10” d 406
6 12,50 (4,03+0,65)x10” d 410
7 [OH]=1,2 M® (1,76+0,99)x107 27 glin 410

*[Feofitin a]= 3,32x10™ M; t= 30 °C; V=10 ml; 1=0,2 NaNO; ile
*Deneyler sirasmda kullanilan pH-metrenin duyarlilig1 + 0,01°dir
°Soret pikinin maksimum dalga boyu

4Fitol grubunun ayrilma hiz sabiti

°pH yerine ortamdaki [OH"] derisimi verilmistir

3.4.7. Feofitin b’nin Farkh pH’ larda Yapi Kararhhg:

Feofitin b’nin farkli pH’larda, karanlikta ve oksidant olmadifi ortamda
kararlilig1 incelendiginde, feofitin b halkasinin diigiik pH’larda (pH<7,26)
parcalandif1 ancak pH artik¢a bozunma hizinin yavagladigi, fakat bu bozunma pH
9,70 de en yavas, pH 14 ise en hizli olacak sekilde gergeklsmektedir (Cizelge 3.8).
Ornegin pH 9,70°de 15 giinde ve pH 10,80’de 14 giinde feofitin b halkasimin
yarisinin bozundugu goértilmektedir. Diisiik pH’larda agregasyon olusturmasindan
dolay1 feofitinin oksidantlarla daha az etkileseceginden diigiik pH’larda daha
yavas bozunmaktadir. Ayrica pH arttikga fitol grubunun ayrilmasiyla agregasyon
olusamamaktadir. Fitol grubunun ayrilmasiyla olusan feoforbid b bazik ortamda
(pH 10,80-13,30) yavas bozunmaktadir. Ornegin pH 13,30°da 12,34 giinde ve pH
10,80°de 14,41 giinde feoforbit b’nin yaristnin bozundugu bulunmugstur (Cizelge
3.8).
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Cizelge 3.8. Feofitin b’nin farkli pH’lardaki par¢alanma hiz sabitleri, yarilanma stireleri ve Soret
pikinin A, degeri®

No pH’ k (dak™) tin Amax/nm®
1 1,85 (1,78+0,69)x10° 389 dak. 445
2 4,80 (1,40£0,27)x10% 50 dak. 448
3 7,25 (1,21£0,26)x10° 573 dak. 449
4 9,70 (3,17+0,13)x10°  15gin 445
5 10,80 (3,34£0,45)x10° 14 gin 444
6 13,30 (3,90+0,05)x10°  12gin 440
7 [OHT=1,2M? (7,78£0,91)x10° 15 sa. 440

[Feofitin b]=4,92x10” M; t= 30 °C; V=10 ml; I=0,2 NaNO; ile
®Deneyler sirasinda kullamilan pH-metrenin duyarliligs = 0,01°dir
°Soret pikinin maksimum dalga boyu

9pH yerine ortamdaki [OH] derigimi verilmigtir

3.4.8. Klorofil a’nin Bazi Oksidantlara Kars1 Yapi Kararhilg:

Asidik ortamda klorofil a’min yapir karariign HyO,, NaOCl ve
(CH;3);COOH oksidatlarina kars: pH 1-14 arasinda incelenmistir (Cizelge 3.9).

Klorofil a’nin HyO, oksidantina karsi yapi kararlilifi incelendiginde, en
kararl1 klorofil a yapisimin HyO, oksidantina karst [OH] = 1,2 M’da (k=(2,046+
0,0076)x10™ dak™) oldugu, en kararsiz ise pH 1,51°de (k=(3,859 + 0,511)x102
dak™) oldugu belirlenmistir. Ortam pH > 11,27°den biiyiikk oldugunda 6nce
dimerlesme daha sonra fitol grubunun ayrilmas: ve klorofillid a halkasiun
bozunma reaksiyonlar1 olugsmaktadir. Bu pH aralifinda klorofil a’min H,0,
oksidantina karg1 kararliligi oksidantsiz durumla kiyaslandiginda, asidik bolgede
her ikisininde kararliligi diisiik ve birbirine yakindir. Bazik bolgede ise
oksidantsiz durumda klorofil a kararli iken, H,O, oksidantinda kararsiz ancak

asidik bolgeye kiyasla daha kararli oldugunu goriiriiz.

Klorofil a’min pH 1-14 arasinda (CH3);COOH oksidantina karsi yapi
kararliligmin en iyi [OH] = 1,2 M oldugunda (k=(1,311:£0,142)x10™ dak™) ve en
kararsiz ise pH 4,92’de (k=(8,950 + 0,479)x107 dak'l) oldugu bulunmustur. Bu
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oksidantta da  pH > 12,71 oldugunda 6nce dimerlestigi sonra fitol grubunun
ayrilmas: ve daha sonra da feofitin a halkasinin pargalandig1 belirlenmistir. Bu pH
araliginda klorofil a’nin (CH3)3COOH oksidantina karst kararlilifi oksidantsiz
durumla kiyaslandifinda, asidik bolgede her ikisininde kararlhihign diisik ve
birbirine yakindir. Bazik bolgede ise klorofil a bozunmazken, bu oksidantta asidik
bolgeye gore daha yavas bozunma gergeklesir.

Klorofil a’nn NaOCl oksidant1 varliginda yapi kararlilig1 incelendiginde ise
asidik ortamda olgiilemeyecek kadar hizli bir sekilde klorofil a halkasinin
pargalandig1 belirlenmistir. Bazik ortamda ise yine hizli bir sekilde bozunma
olmus ancak pH = 12,63’te huzl1 bir sekilde olusan dimerlesmenin bozunmasi ile
UV-Goriinlir  bolge spektrumunda bir artiy gozlenmis, daha sonra yapinin
bozunmasi gergeklesmistir. Ayrica NaOCl oksidantina kars1 klorofil a yapisinin
pH = 12,63 degerinde en kararli oldugu belirlenmigtir (k= (4,584+0,326)x107
dak™) (Cizelge 3.9).
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Cizelge 3.9. Klorofil a’nin H,O0,’li, NaOCI’li ve (CH;3);COOH’li ortamda farkli pH’lardaki

pargalanma hiz sabitleri, yarilanma siireleri ve Soret piklerinin Ay, degeri®

No Oksidant pH® Kk/dak™! tys Aamas/M°
1 H,0, 1,51 (3,859 £ 0,511)x10 18 dak. 423,0
2 H,0, 4,15 (2,689 + 1,117)x10 26 dak. 440,5
3 H,0, 5,91 (6,929 + 0,835)x107 100 dak.  441,5
4 H,0, 9,01 (1,204 +0,109)x10° 576 dak.  433,0
5 H,0, 11,27 (1,297 £ 0,375)x1072 d 432,5
6 H,0, 11,27 (6,318 + 1,383)x10* 18 sa. 433,5
7 H,0, 12,73 (1,297 £ 0,375)x10 d 4175
8 H,0, 12,73 (1,596 £ 0,0015)x10® 434 dak.  419,5
9 H,0, [OH=1,2M° (2,046 +0,0076)x10* 56 sa. 414,5
10 (CH3;);COOH 1,92 (5,517 £ 0,924)x107 126 dak.  430,5
11 (CH;);COOH 4,92 (8,950 + 0,479)x10 77 dak. 443,0
12 (CH;);COOH 6,46 (4,987 + 0,650)x107 139 dak. 4425
13 (CH;);COOH 9,31 (7,048 £ 0,711)x10* 983 dak.  432,0
14 (CH;);COOH 10,95 (1,664 = 0,117)x107 417 dak.  432,5
15 (CH;);COOH 12,71 (4,001 = 1,919)x107 d 418,5
16 (CH;);COOH 12,71 (1,313 £0,101)x107 528 dak.  418,5
17 (CH;);COOH  [OHT=12M° (3,402 +0,221)x10° d 422,0
18 (CH;);COOH  [OHT=12M°  (1,3110,142)x10™ 88 dak. 4155
19 NaOCl 1,01 Kararsiz'

20 NaOCl 5,20 Kararsiz'

21 NaOCl 6,21 Kararsiz'

22 NaOClI 9,09 (3,019:0,338)x10™! 138 sn. 4375
23 NaOCl 10,85 (4,894+0,563)x10™ 14 dak. 434,0
24 NaOCl 12,63 (4,249+1,168)x10° d 419,5
25 NaOCl 12,63 (4,584:0,326)x10° 151dak.  421,0
26 NaOCl [OH]=1,2 M®  (1,561+0,219)x107 44 dak. 425,5

*[Klorofil a]= 2,5x10”° M; [NaOCI]=0,025 M; [H20,]=0,025 M; [(CH;);COOH]=0,025 M; t= 30
°C; V=10 ml; I=0,2 NaNO; ile;

*Deneyler sirasinda kullamilan pH-metrenin duyarlilig1 = 0,01°dir

°Soret pikinin maksimum dalga boyu

%Fitol grubunun ayrilma hiz sabiti

°pH yerine ortamdaki [OH] derigimi verilmistir

Soret piki 1 dakikadan daha kisa bir siirede ortadan kaybolmustur
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Asagida yap: kararliligina ait deney sonuglarindan yararlanarak, klorofil a
icin HyO,, (CH3);COOH, NaOCl oksidantlarina karsi en kararli olduklart

belirlenen pH’a ait UV-Goriiniir bélge spektrumlar verilmistir.

11 :
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Sekil 3.5. Klorofil a’nin H,0, ortaminda [OH] = 1,2 M’da, 30 °C’de ve karanlikta bozunmasima
ait UV-Gorliniir bdlge spektrumlar
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Sekil 3.6. Klorofil a’nin (CH;);COOH ortammda [OH] = 1,2 M’da, 30 °C’de ve karanlikta
bozunmasina ait UV-Goriiniir bolge spektrumlari
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Sekil 3.7. Klorofil a’nin NaOCl ortammda pH=12,63"de, 30 °C’de ve karanlikta bozunmasina ait
UV-Goriiniir bdlge spektrumlar
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3.4.9. Klorofil b’min Baz1 Oksidantlara Kars1 Yap1 Kararhihg:

Asidik ortamda klorofil b’nin yapr kararilign HyO,, NaOCl ve
(CH3);COOH oksidatlarina kars: pH 1-14 arasinda incelenmistir (Cizelge 3.10).

Klorofil b’nin H,0, oksidantina kargt yap1 kararliligi incelendiginde, en
kararli klorofil b yapisinin pH 9,02°de (k=(1,89 + 0, 15)x10™ dak™) ve en kararsiz
klorofil b yapisiun ise pH 4,15te (k=(6,50 + 0,92)x10 dak™) oldugu
belirlenmigtir. Ortam pH > 11,30’den biiyiikk oldugunda 6nce dimerlesme daha
sonra fitol grubunun ayrilmasi ve klorofillid a halkasinin bozunma reaksiyonlari
olugsmaktadir. Ancak bu durum pH > 12,73 oldugunda iyice belirgin olmaktadir.
Bu pH araliginda klorofil b’nin H;O, oksidantina kars1 kararliligi oksidantsiz
durumla kiyaslandiginda, asidik bolgede her iki ortamda da kararliligy distik ve
birbirine yakin olmakla birlikte, klorofil b bazik bolgede oksidantsiz
durumdayken kararli oldugunu goriiriiz.

pH 1-14 arasinda (CH3);COOH oksidantina karsi en kararli klorofil b
yapisi [OH] = 1,2 M’da (k=(2,54=+ 0,17)x10™ dak™) ve en kararsiz ise pH 4,84’de
(k=(6,80 + 0,64)x10” dak™) goriilmiistiir. Yine bu pH’ta 6ncelikle hizh bir sekilde
dimerlesme olusmus ve bu dimerlesmenin bozunmasi ile UV-Goriiniir bolge
spektrumunda bir artig g6zlenmistir (Cizelge 3.10). Bu pH aralifinda klorofil
b’nin (CH3);COOH oksidantina karst kararliigi  oksidantsiz  durumla
kiyaslandiginda, asidik bélgede her iki ortamda da kararlilig: diisiik ve birbirine
yakin olmakla birlikte, klorofil b bazik bolgede kararli oldugunu goriiriiz.

pH 1-14 arasinda NaOCl oksidantmna kars:t kararlilifma bakildiginda,
klorofil a’da oldugu gibi asidik ortamda o&lgiileyecek kadar hizli bir gekilde
klorofil b halkas1 tamamen pargalanmistir. Bu oksidanta kars1 klorofil b [OH'] =
1,2 M’da en kararli oldugu belirlenmistir. Bu pH’ta Oncelikle hemen olusan
dimerlesmenin, klorofil b’nin hidrolizi ile fitol grubunun ayrilmasiyla UV-
Goriiniir bolge spektrumunda bir artiy gézlenmis, daha sonra da yapiun

bozunmasi gerceklesmistir.
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Cizelge 3.10. Klorofil b’nin H,O,’li, NaOCTI’li ve (CH;);COOH’li ortamda farkli pH’lardaki

pargalanma hiz sabitleri, yarilanma stireleri ve Soret piklerinin Ay, degeri®

No  Oksidant pH® k/dak™ ti Amax/im°
1 H,0, 1,51 (3,55 + 0,65)x10° 196 dak. 4585
2 H,0, 4,15 (6,50 + 0,92)x10 107 dak. 481,0
3 H,0, 5,92 (6,05 0,57)x10 115 dak. 473,5
4 H,0, 9,02 (1,89 £ 0, 15)x10™ 61 sa. 455,0
5 H,0, 11,30 (3,79+0,09)x10™ 30 sa. 455.5
6 H,0, 12.73 (4,10 £ 0,07)x10* 28 sa. 450,5
7 H,0, [OHT=12M°  (2,15+0,16)x10° d 4540
8 H,0, [OH]=1,2 M® (4,37 £ 0,24)x10™ 26 sa. 450,5
9 (CH;);COOH 1,74 (6,15+ 0,67)x10 113 dak. 449,0
10 (CH;);COOH 4,84 (6,80 + 0,64)x10” 102 dak. 475,0
11 (CH;);COOH 6,83 (5,29 £ 0,65)x10° 131 dak. 473,0
12 (CH;)sCOOH 922 (3,75 +0,32)x10™ 31 sa. 456,0
13 (CH3);COOH 11,06 (9,82 0,40)x10™ 12 sa. 455.5
14 (CH3):;COOH 12,73 (9,47 +0,29)x10™* 12 sa. 452,0
15 (CH;):COOH [OH=12M°  (1,48+0,08)x10° d 452,5
16 (CH3);COOH [OHI=1,2M°  (2,54+ 0,17)x10™ 45 sa. 449,0
17 NaOCl 1,36 Kararsiz'

18 NaOCl 5,32 Kararsiz'

19 NaOCl 6,35 Kararsiz'

20 NaOCl 9,20 (6,82+0,72)x10™ 61 sn. 461,0
21 NaOCl 11,07 (3,28+0,21)x10 21 dak. 457,5
22 NaOCl 12,54 (2,73+0,17)x107 254 dak. 451,5
23 NaOCl [OHT=1,2M°  (1,020,20)x10° d 453,5
24 NaOCl [OHT=1,2 M°  (7,21+1,39)x10™ 16 sa. 452,5

*[Klorofil b]= 2,5x10"° M; [NaOCI]=0,025 M; [H,0,]=0,025 M; [(CH3);COOH]=0,025 M; t= 30
°C; V=10 ml; I=0,2 NaNO; ile

®Deneyler sirasinda kullanilan pH-metrenin duyarliligs + 0,01°dir

*Soret pikinin maksimum dalga boyu

%Fitol grubunun ayrilma hiz sabiti

°pH yerine ortamdaki [OH] derigimi verilmigtir

'Soret piki 1 dakikadan daha kisa bir stirede ortadan kaybolmustur
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Asagida yap: kararliliina ait deney sonuglarindan yararlanarak, klorofil b
icin Hy0,, (CH3);COOH, NaOCl oksidantlarina karsti en kararhh olduklarn

belirlenen pH’a ait UV-Goriiniir bolge spektrumlar: verilmistir.
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Sekil 3.8. Klorofil b’nin H,0O, ortaminda pH=9,02’de, 30 °C’de ve karanlikta bozunmasma ait
UV-Goriintir bolge spektrumlar
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Sekil 3.9. Klorofil b’nin (CH;);COOH ortaminda [OH] = 1,2 M’da, 30 °C’de ve karanlikta
bozunmasina ait UV-Goriiniir bolge spektrumlari
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Sekil 3.10. Klorofil b'nm NaOCl ortaminda [OH] = 1,2 M’da, 30 °C’de ve karanlikta
bozunmasma ait UV-Gériintir bélge spektrumlari
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3.4.10. Feofitin a’nin Baz1 Oksidantlara Kars1 Yap1 Kararhhg:

Asidik ortamda feofitin a’nin bozunmasi nedeniyle H,O,, NaOCl ve
(CH;3);COOH oksidatlarina karsi yapt kararlilign pH 9 ile 14 arasinda
incelenmistir (Cizelge 3.11).

Feofitin a’nin H,;O, oksidantina kars1 yapi kararliligi incelendiginde, en
hizli pH 9,40’da en yavas ise pH 12,95°de yapimun bozundugu belirlenmigtir. pH
9,40-14 araligmnda once dimerlesme daha sonra fitol grubunun ayrilmasi ve
feofitin a halkasinin bozunma reaksiyonlarn olugsmustur. Bu oksidanta karsi pH
11,05°de feofitin a’nin fitol grubunun ayrildign (k=2,15+0,42)x10° dak™) ve
boylece olusan feoforbid a’nin 30 giin takip edildiginde, bu siirede bozunmadig1

gorilmusgtir (Cizelge 3.11).

Feofitin a’min pH 9-14 arasinda (CH3);COOH oksidantina karst kararliligt
incelendiginde en hizli pH 9,40°da ve en yavas ise pH 11,35°de bozundugu
bulunmustur. Bu oksidanta kars1 pH 11,35-12,95°de 6nce dimerlestigi sonra fitol
grubunun ayrilmast ve daha sonra feofitin halkasinin pargalandigi, pH 14’de ise
fitol grubunun daha hizli ayrildigi i¢in dimerlesme goriilmemis ancak olusan
feoforbid a yapisinin bozundugu belirlenmistir (Cizelge 3.11).

Feofitin a’nin NaOCI oksidant1 varlifinda yap:r kararliligi incelendiginde
ise, en hizli pH 9,45’de ve en yavas pH 12,50’de bozundugu belirlenmistir. pH
9,45°de dimerlesmekte ve olusan feofitin a dimeri de bozunmaktadir. pH 11,20-
14 arasinda ise dimerlesme olmamus, sadece fitol grubunun ayrilmis ve halka

bozunmusgtur (Cizelge 3.11).
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Cizelge 3.11. Feofitin a’min H,0,’li, NaOCI'li ve (CH;):;COOH’li ortamda farkli pH’lardaki

pargalanma hiz sabitleri, yarilanma stireleri ve Soret piklerinin Apq, degeria

No Oksidant pH® k (dak™) tin Amax/nm®
1 NaOCl 9,45 (2,46+0,99)x107 20gin 416
2 NaOCl 11,20 (4,230,75)x10° 11gin 416
3 NaOCl 12,80 (2,13+0,39)x10™ 54sa. 410
4 NaOCl 13,51 (7,26+0,01)x10™ 16sa. 415
5 H,0, 9,40 (1,57+0,26)x107 442 sa. 418
6 H,0, 11,05 (2,15+0,42)x107 d 409
7 H,0, 12,95 (2,00+0,31)x10 24 glin 410
8 H,0, 13,61 (2,43+0,30)x10” 20gin 415
9 (CH;);COOH 9,40 (2,08+0,78)x10™ 56sa. 457
10 (CH;);COOH 11,35 (4,62+0,33)x107 10gin 410
11 (CH;);COOH 12,95 (7,54+0,67)x107 153sa. 410
12 (CH3):COOH  [OH]=12M°® (9,17+0,53)x107 127 sa. 405

[Feofitin a]= 3,32x10° M; [NaOCI]=0,033 M; [H,0,]=0,033 M; [(CH;);COOH]=0,033 M;
t=30 °C; V=10 ml; I=0,2 NaNOQ; ile

®Deneyler sirasinda kullanilan pH-metrenin duyarlilig: + 0,01°dir

“Soret pikinin maksimum dalga boyu

%Fitol grubunun ayrilma hiz sabiti

°pH yerine ortamdaki [OH] derigimi verilmigtir

3.4.11. Feofitin b’nin Baz1 Oksidantlara Karsi Yap1 Kararhihgi

Asidik ortamda feafitin b’nin bozunmasi nedeniyle H;O,, NaOCl ve
(CH3);COOH oksidatlarina karsit yapt kararliign pH 9 ile 14 arasinda
incelenmistir (Cizelge 3.12).

Feofitin b’nin pH 9-14 arasinda H,0, oksidantina karsi kararliligt
incelendiginde, feofitin b halkasinin en hizli pH 9,40°de pargalandigi ancak
baziklik arttik¢a fitol grubunun daha hizli ayrildifi ve boylece agregasyonun
olmadig1 goriilmiistiir. Fitol grubunun ayrilmasi dengeye ulagtifinda ise Soret

pikinde olusan omuzlarin tek pike doniistiigii ve absorbans siddetinin arttig
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saptanmugtir. Daha sonra olugan feoforbid b pargalanmaya devam etmis ve bu
parcalanma hiz1 oksidant olmasina ragmen yavas olmustur. Ornegin pH 13,10°de
feoforbidin 78 giinde yarisinin par¢alandig: belirlenmigtir (Gizelge 3.12).

pH 9-14 arasinda NaOCl oksidantina kargi kararliligi incelendiginde pH
11,30 da feofitin b’nin en kararli oldugu ve [OH] = 1,2 M’da ise daha hizli
par¢alandigt bulunmustur. Bu oksidantta da fitol zinciri hizli kirilmakta ve
boylece olusan feoforbid b bozunmaktadir (Cizelge 3.12).

Feofitin b’nin pH 9-14 arasinda (CH3);COOH oksidantina kars1 kararliligi
incelendiginde, pH 9,55’te en hizli, .pH 11,10°da ise en yavag bozunmustur
Feofitin b halkasinin pargalanma reaksiyonunun yart émrii pH 11,10°da 95 saat,
pH 12,85°de 400 dakika olarak belirlenmistir (Cizelge 3.12).

Cizelge 3.12. Feofitin b’nin H,O,’li, NaOCYPli ve (CH;);COOH’li ortamda farkli pH’lardaki

pargalanma hiz sabitleri, yarilanma stireleri ve Soret piklerinin Ay, degeria

No Oksidant pH® k (dak™) typ/dak  Age/nm®
1 H,0, 9,40 (9,13£0,42)x10° 76 dak. 442
2 H,0, 11,30 (3,10+0,30)x10° 16 giin 442
3 H,0, 13,10 (6,21£0,55)x10° 78 gin 443
4 H,0, [OHT=12 M (4,69+0,10)x10° 10gin 445
5 NaOClI 9,81 (1,32+0,16)x10° 36gin 445
6 NaOCl 11,30 (9,64+0,60)x10° 50 gin 442
7 NaOCl 13,05 (8,17+0,77)x10° 141sa. 443
8 NaOCl [OH]=12M® (1,66+0,10)x10* 70 sa. 440
9 (CH3);COOH 9,55 (4,93£0,46)x10° 141 dak. 442
10 (CH3);COOH 11,10 (1,22+0,11)x10* 95 sa 443
11 (CH;);COOH 12,85 (1,73£0,19)x10 401 dak. 441
12 (CH;);COOH [OHT=12M?  (4,67£0,56)x10* 25 sa. 439

U[Feofitin b]=4,92x10" M; [NaOCI]=0,05 M; [H;0,]=0,05 M; [(CH);COOH]=0,05 M; t= 30 °C;
V=10 ml; [=0,2 NaNO; ile

®Deneyler sirasmnda kullanilan pH-metrenin duyarlilig + 0,01°dir

“Soret pikinin maksimum dalga boyu
45H yerine ortamdaki [OH] derigimi verilmistir
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3.5. Klorofil a ve b ile Feofitin a ve b’ye Ait Sonuclar
3.5.1. Klorofil a ve b’ye Ait Sonuglar

Isik absorblayicisi olarak bilinen klorofil a ve b’nin farkli ortamlarda ve
coziiciilerde yapr kararliligini belirlemek igin yapilan deneyler sonucunda
karanlikta su i¢inde hari¢ bozunmadiklari, aydinlikta daha hizli bozunduklari,
dogrudan giines 1s18inda ise diger ortamlara gore ¢ok daha hizli bir sekilde
bozunduklar gézlenmigtir. Coziicii olarak su kullanilmasinin bozunma kinetigi

hizani arttirda@n belirlenmistir.

Klorofil a ve b’nin asidik ortamlarda demetalasyon reaksiyonu ile
magnezyum atomundan ayrilirken, bazik ortamda hidrolize ugrayarak fitol
grubundan ayrildig1 belirlenmistir. Bu durumlar oksidantli veya oksidantsiz tiim
sartlarda gozlenmistir. Ayrica tiim kosullarda bozunma kinetigi birinci dereceden
olarak belirlenmistir.

Klorofil a’nmin farkli pH’lardaki kararlilif1 incelendiginde, pH 6,46’dan
1,80°¢ diistiikge artan hizda halkasinin pargalandigi, pH 10,67 degerinden biiyiik
asitlik degerlerinde porfirin halkasimmin pargalanmadit belirlenmigtir. Klorofil
b’nin farkli pH’lardaki kararliligi incelendiginde ise, pH 6,52°den 1,55’e diistiik¢e
artan hizda halkanin pargalandigi, pH 11,30 degerinden biiyiik degerlerde klorofil
a’nin porfirin halkasinin pargalanmadigi belirlenmigtir. Klorofil a ve b’nin farkli
asitlige sahip ortamlarda yap: kararliliklari yakin olmakla birlikte, genellikle
klorofil b’nin klorofil a’dan daha kararl1 oldugu belirlenmistir.

Klorofil a’min H;O,, NaOCl ve (CH3);COOH oksidantlarimin varliginda,
yaklagik pH 1,5-13,5 araliginda yap: kararlihi incelendiginde (CH3z);COOH’ye
kars1 en dayanikli iken H,O,’ye karsi dayamklilifs azalmakta oldugu ve NaOCl
oksidantina karst en dayamksiz oldugu belirlenmigtir. Ornegin [OHT] = 1,2 M
degerinde, (CH3);COOH ortaminda 88 saatte, [OH] = 1,2 M’da H,0; ortaminda
56 saatte ve pH 12,63°de NaOCl ortammda 151 dakikada yarilandigt
belirlenmistir. Klorofil b’nin pH’a baglh olarak oksidantlardaki kararliligi ise
H,0, oksidantinda en dayanikli oldugu, (CH3);COOH oksidantinda daha az ve
NaOC] oksidantinda ise olduk¢a dayamksiz oldugu goriilmiistiir. Ornegin pH
9,02’de H,O, ortaminda 61 saatte yarilandigi, [OH] = 1,2 M’da (CH3);COOH
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ortaminda 45 saatte yarilandig1 ve [OH] = 1,2 M’da NaOCl ortaminda 26 saatte
yarilandig: belirlenmigtir. Oksidatlara kars: yap1 kararlilig: klorofil a ve b arasinda
kiyaslandiginda, (CH3);COOH oksidantlarinda klorofil a daha kararli iken, H,O,
ve NaOCl oksidantinda klorofil b’nin daha kararli oldugu belirlenmistir.

Klorofil a ve b oksidantsiz durumla, (CH3);COOH ve H,0; oksidantlarina
karg1 kiyaslandiginda asidik ortamdaki yapr kararlhiliklarinin yakin oldugu
belirlenirken, bazik ortamda oksidantsiz durumda bu yapilar kararli iken,
oksidantli durumda kararsiz olduklar1 belirlenmistir. NaOCl oksidantinda ise
klorofil a ve b asidik bolgede ol¢lilemeyecek kadar hizli bozunurken, bazik
bolgede de diisiik kararlilik gostermiglerdir.

3.5.2. Feofitin a ve b’ye Ait Sonuclar

Isik absorblayicisi olarak bilinen feofitin a ve b’nin dogrudan glines
ortaminda farkli ¢oziiciilerdeki kararliligini gormek igin yapilan deneylerde,
feofitin halkasinin ¢ok hizli bir gekilde parcalandifi bulunmugtur. Dogrudan
giines ortamindan uzak fakat aydinliktaki kararliligina bakildiginda feofitin a ve b
sirastyla petrol eteri, metanol, aseton ve suda azalan kararlilik gosterdigi
belirlenmistir. Feofitin a ve b’nin karanlikta aym c¢o6ziiciilerdeki kararliligs
incelendiginde, feofitin a ve b’nin agregasyona ugradig1, ¢oziicii su oldugunda ise
cok az da olsa bozunduklar1 bulunmustur.

Feofitin a’nin farkli pH’lardaki kararlilig1 incelendiginde ise, pH 7,00’den
1,5’e diistiikkge artan hizda halkanin pargalandigi, pH 9,40-12,50 ise halkanin
parcalanmadig: ancak fitol grubunun ayrildig: fakat [OH] = 1,2 M’da ise halkanin
¢ok yavas parcalandigi bulunmustur. Feofitin b’nin farkli pH’lardaki kararlilig:
incelendiginde ise, diisiik pH’larda bozundugu ancak pH arttikca fitol grubunun
ayrildign ve olusan feoforbid b’nin bu bazik ortamda g¢ok yavas bozundugu
bulunmustur.

Feofitin a’nin H,O,, NaOCI ve (CH3);COOH oksidantlarinin varliginda,
pH 11,35-14 araliginda kararliligina bakildiginda H,O,’ye karsi en dayanikli olup,
(CH;3);COOH’ye karst daha az dayanikli ve NaOCl oksidantina karst en
dayaniksiz oldugu belirlenmistir. Omegin pH 12,95’de H,0, ortamuinda 24 giinde
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yarilandigi, pH 12,95°de (CH3)3;COOH oksidantina kargi 153 saatte yarilandigi ve
pH 12,50°de NaOCl oksidantina karsi 54 saatte yarilandii goriilmektedir.
Feofitin b’nin farkli pH’larda oksidantlara karsi kararliligi incelendiginde ise
H;O, oksidantinda en dayanikli, sonra sirasiyla NaOCl oksidantinda daha az
dayamkli ve en dayaniksiz yap1 ise (CH3);COOH oksidantina karsi olmustur.
Ancak yliksek pH’larda oksidant icermeyen ve oksidant igeren ortamlardaki yapt
kararliliklart kiyaslandiginda oksidantlarin fazla etkili olmadigi bulunmustur.
Ornegin pH 13,31°de feofitin b’nin oksidantsiz ortamda 12,34 giinde, NaOCl
oksidantinda pH 11,30’da 49,93 giinde, H,O, oksidantinda pH 13.04’de 77,51
ginde ve (CH3);COOH oksidantinda ise pH 11,10°da 3,95 giinde yarisinin
bozundugu belirlenmisgtir.

Feofitin a ve b oksidantli durumlardaki ile oksidantsiz durumlardaki yap1
kararliliklar1 kiyaslandiginda, feofitin a’nin bazik ortamda oksidantsiz durumda
[OH] = 1,2 M durumu hari¢ bozunmazken, oksidantli durumda bozunmustur.
Feofitin b’nin ise yap1 kararlilig1 oksidantli ve oksidantli durumda birbirine yakin
bulunmus, oksidant varligi ile kararlilinin gok azalmadig: belirlenmistir.

Klorofil a ile feofitin a oksidantlara karg1 kiyaslandiginda, feofitin a’nin
klorofil a’dan her ti¢ oksidanta karg1 da daha kararli oldugu belirlenmistir. Klorofil
b ile feofitin b oksidantlara kars1 kiyaslandifinda ise, (CH3);COOH oksidana kargt
klorofil b, feofitin b’den daha kararli iken, H>O; ve NaOC] oksidantlarma karsi
feofitin b, klorofil b’den daha kararali oldugu belirlenmistir.

Bu sonuglara gore klorofil tlirevleri ile miimkiinse su hari¢ bir organik
¢oziicli icinde ve karanlik ortamda c¢alisilmali, suda c¢alisilmasi gerekiyorsa,
klorofil a ve b ile pH=9"dan biiyiikk degerlerde ¢alisilmasi gerekirken, feofitin a ile
pH 9-12,5 arasinda, feofitin b ile pH 9-10 arasinda ve karanlikta ¢alisiimali ancak
klorofil tiirevleri sentezlenmek isteniyorsa, Oncelikle metalinden ayrilmas: ve
sonra hidrolizle fitol grubundan koparilmasi sonucunda stibstittie klorofillerin elde

edilmesi daha uygun olur.
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