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SIMGELER ve KISALTMALAR
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OZET

MISIRDA ONEMLI KALITE PARAMETRELERINE YONELIK BiR NIRS
KALIBRASYONUNUN GELISTIRILMESI

Abdurrahman ARIKAN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Cem Omer EGESEL

01.07.2011, 39

Misir, insan ve hayvan beslenmede kullanim potansiyeli yiiksek olan ve endiistriyel
alanda genis kullanim alanlar1 bulunan 6nemli bir tarimsal iirtindiir. Tanenin kalite
ozellikleri tirlinlin kullanim alanini belirlemeleri nedeniyle cogu zaman verim kadar 6nemli
unsurlardir. Gerek endiistriyel tirlinlerin kalite durumlarmin belirlenmesi gerekse musir
1slah caligmalarinda genetik kaynaklarin incelenmesi amaciyla kullanilan laboratuar analiz
metotlariin yerine daha kolay, hizli ve ucuz yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagla
son yillarda kullanimi gittikce yayginlasan NIRs teknigi onemli bir alternatiftir. Bu
calismada musir orneklerinde karbonhidrat, yag, protein ve nem oranmnin FT-NIR cihazi
kullanilarak belirlenmesi amaciyla En Kiigiik Kareler (PLS) Regresyon modeline gore
tahmin modelleri gelistirilmistir. Arastirmada 150 farkli misir genoptipine ait 6rneklerde
NIR spektrumlar1 alinmis ve referans analiz sonugclari ile bu spektrumlar iliskilendirilerek
tane ve Ogiitiilmiis orneklerde ayr1 ayri tahmin modelleri olusturulmustur. Ayrica protein
oranini belirlemek amaciyla yaygm olarak kullanilan iki ayr1 metodun NIR spektrumlarina
dayali modellerde tahmin giigleri karsilastirilmistir. Arastirma bulgular1 olusturulan biitiin
kalibrasyon modellerinde 6giitiilmiis 6rneklerden (Kjeldahl i¢in r=0,84; elemental analiz
icin r=0,92; yag orani i¢in r=0,73; karbonhidrat orani i¢in r=0,70; nem orani1 i¢in r=0,77)
tane orneklerine gore (Kjeldahl i¢in r=0,65; elemental analiz i¢in r=0,84; yag orani i¢in
r=0,63; karbonhidrat orani i¢in r=0,65; nem orani i¢in r=0,54) daha iy1 sonuglar alindigini
gostermistir.  Olusturulan modellerde en dogru tahmin sonucu veren modeller protein

oranindan elde edilmistir. S6z konusu modelde elemental analiz yonteminin sonuglarina
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dayali olusturulan regresyon modelinin Kjeldahl yontemine gore olusturulan modelden
daha dogru sonuglar verebilecegi goriilmiistiir. Bu calisma sonuglarma gore FT-NIR
spektroskopisi kullanilarak protein oranmna ydnelik tahminlerin kabul edilebilir diizeyde
oldugu diger kalibrasyon modellerinde yer alan 6zelliklere ait modellerin tahmin giiciiniin

artirilmasi i¢in farkli yontemler veya metotlarin gelistirilmesinin gerektigi anlagiimistir.

Anahtar Sozciikler: En kiiclik kareler regresyon modeli, Yag, Protein, Karbonhidrat, Nem
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A NIRS CALIBRATION FOR IMPORTANT QUALITY
PARAMETERS IN MAIZE

Abdurrahman ARIKAN
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School
Chair of Field Crops, Thesis of Master of Science
Advisor: Assist. Prof. Dr. Cem Omer EGESEL

01.07.2011, 39

Maize is an important crop having a high potential of use in human and animal
feeding as well as in industrial areas. The grain’s quality traits are often as important as the
yield since they determine the area of end use. Easier, faster and cheaper methods are
needed in place of standard laboratory procedures both in industry to determine the quality
aspects of the products and in breeding programs to evaluate the genetic stocks. In this
respect, NIRs technique has been emerged as an important alternative. In this study,
development of calibration models were attempted based on partial least squares (PLS)
regression model to estimate carbohydrate, oil, protein, and moisture ratios in maize grain
using FT-NIR instrument. NIR spectra were measured on intact and ground seed samples
from 150 maize genotypes, and these data were correlated in order to develop calibration
models. Also, estimation accuracies of two different commonly used protein analyses
methods in NIR spectra based models were compared. Results showed that, in all
calibration models, ground seed samples yielded (for Kjeldahl r=0.84; for elemental
analysis r=0.92; for oil ratio r=0.73; for carbohydrate ratio r=0.70; for moisture ratio
r=0.77) better estimations than intact seed samples (for Kjeldahl r=0.65; for elemental
analysis r=0.84; for oil ratio r=0.63; for carbohydrate ratio r=0.65; for moisture ratio

r=0.54). The most accurate estimations were obtained with the models for protein ratio. To
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estimate protein ratio, regression model developed based on elemental analysis was more
successful than that based on Kjeldahl method. The result suggested that protein ratio
estimations using FT-NIR spectroscopy were in acceptable accuracy levels, while,
different methods needed to be developed to increase the power of calibration models for

the other traits.

Keywords: Partial least squares regression model, oil, protein, carbohydrate, moisture
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BOLUM 1- GiRIS Abdurrahman ARIKAN

BOLUM 1
GIRIS
Teknoloji ve bilimin ilerleme hizi dogrultusunda iiretim ve tiiketim sekilleri
farklilasip degismekte ve her gegen giin yeni gelismelerin ortaya ¢iktig1 gliniimiizde, diinya
niifusundaki artis da devam etmektedir. Bu durum, var olan smirli dogal kaynaklardan en
mitkemmel sekilde yararlanilmasini, bunun yaninda yeterli ve dengeli beslenebilme

imkanlar1 lizerinde de ¢alisilmasini zorunlu kilmaktadir.

Gilintimiizde diinyada gida iiretimi yeterli goriinse de, iiretim ve tiiketim dagilimdaki
bozukluklar nedeniyle, bircok iilkede insanlar aclik tehlikesiyle kars1 karsiyadir. insanlarin
ve hayvanlarm beslenme ihtiyacini karsilamada tahillar biliyilk 6nem tasimaktadir. Zira
diinya niifusunun biiyiik bir kismi bitkisel kaynakli gida maddesi yoniinden genel olarak
tahillara (bugday, ¢eltik, misir) bagimhidir. Nitekim, insanoglu giinliik gereksinim duydugu
enerjinin % 50’sinden fazlasini tahillardan karsilamaktadir (Gengtan ve ark. 1995; Kirtok,

1998).

Bugdaygiller (Poaceae) familyasinin Maydeae oymagma giren misir (Zea mays L.),
diinyada tiim serin iklim ve sicak iklim tahillar1 icerisinde en yiiksek verimi saglamasi,
ayni zamanda giines enerjisini sindirilebilir enerjiye ¢evirme acisindan da doganin en
miikemmel bitkilerinden birisidir. Dogrudan insan ve hayvan beslenmesinde
kullanilmasinin yaninda, hizla genisleyen endiistriyel kullanim alanlariyla da bugiin tarima
dayal1 endiistrinin de en Onemli ham maddelerinden birisi konumuna gelmistir

(Yiirtirdurmaz, 2007).

Insanlar beslenme gereksiniminin biiyiik bir ¢ogunlugunu dogrudan veya dolayl
olarak tahil Uiriinlerinden karsilamaktadir. Misir, tlizerinde yapilan yogun 1slah ¢alismalari
ve kullanim alanlarinin genislemesiyle, bugiin diinyada tahil ekilis alan1 itibari ile bugday
ve ¢eltikten sonra iiglincii, iretim miktar1 bakimindan ise birinci sirada yer alan 6nemli bir
tahil bitkisidir (Anonim, 2010 a). Diinyada insan beslenmesinde tiiketilen giinliik kalorinin
yaklasik % 11’1 misirdan saglanmakta ve bu oran gelismis iilkelerde % 27’ye kadar
cikabilmektedir (Arioglu, 2008). Bu oranlardan da anlasilacagi iizere besin ihtiyacinin
karsilanmasinda yiiksek kullanim potansiyeline sahip olan musir, sanayide hammadde
(nisasta ve tiirevleri) olarak da fazla miktarda kullanilmaktadir. Diinyada iiretilen toplam
musirin yaklagik olarak % 70’1 hayvan beslenmesinde, % 25’1 insan beslenmesinde, % 5’1

de endiistride hammadde olarak kullanilmaktadir (Tekkanat ve Soylu, 2005).
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Bunun yani sira misirin yagi cikarildiktan sonra kalan artiklar endiistriyel alanda
ciddi bir kullanim potansiyeline sahiptir. Ornegin, yag1 cikarilmis artiklar nisasta
sanayinde, etanol iiretiminde ve hayvan yemi olarak degerlendirilmektedir (Arioglu, 2008).
Ulkemizde de 2008 yili itibariyle yaklasik 4 milyon tondan fazla {iretimi olan (Anonim,
2010b) misirm ekonomik degeri ve kullanim alanlar1 giin gectikce artmaktadir. Misir
isleyen sanayi (nisasta ve glikoz) tesislerinin kurulmasiyla birlikte misira duyulan talep de
artmistir. Nitekim gelismis tlilkelerdeki marketlerde misirin girdigi binin iizerinde yiyecek
maddesinin bulundugu bildirilmistir (Arioglu, 2008).

Misir 1slah ¢aligmalari ile verimli ¢esitlerinin gelistirilmesiyle birlikte, birim alandan
elde edilen iirlinde 6nemli artiglar saglanmis ve bu nedenle de, misir liretim alanlar1 tiim
diinyada hizli bir artis gdstermistir. Misir son derece onemli bir kiiltiir bitkisidir. Misirda
verim unsurlarini gelistirmek amaciyla yiiriitiilen ¢caligmalarin yani sira kalite 6zelliklerinin

artirilmasi amactyla da birgok ¢alisma yiiriitiilmektedir.

Misir tanesinin en 6nemli kalite 6zelliklerinin basinda yag orami ve protein orant
gelmektedir. Misir tanesi yaklasik % 70 nisasta, % 10 protein, % 5 yag, % 2 kiil ihtiva
etmektedir (Kirtok, 1998). Misir yagi endiistriyel alanda kullaniminin yani sira insan
beslenmesinde ve oOzellikle kanatli hayvan yetistiriciliginde biliylikk Oneme sahiptir.
Ulkemizde yetistirilen musirin tohumluk ihtiyaci yiiksek oranda yabanci firmalardan
karsilanmakta ve misir iiretim biitgesinin dnemli bir kismi da tohumluk i¢in ayrilmaktadir.
Bu bakimdan misir 1slah calismalarinin gelismis tlkelerdeki stratejilere uygun olarak
gelistirilmesi gerekmektedir. Bunun yani sira, Tiirkiye’de toplam yag tiiketiminin yaklasik
% 10-15’1ik bir kism1 misir 6zii yagindan karsilanmaktadir (Yayar ve Bal, 2007). Misir 6zl
yagi, ayc¢icegi ve zeytinyagindan sonra en fazla tiiketilen bitkisel yag durumundadir. Bu
bakimdan musir kalitesini artirmaya yonelik arastirmalar iilkemiz i¢in ayr1 bir dneme
sahiptir. Misir yaginin kalitesi yag asitleri kompozisyonu (Poneleit ve Bauman, 1970) ve
baz1 antioksidan maddelerin varligi ile iligkilendirilmektedir (White, 1992; Egesel ve ark.
2003). Giinliik yag ihtiyacinin karsilanmamasi durumunda 6nemli bir saglik problemi
yasanmamasina karsin, esansiyel yag asitlerinin ve yagda eriyen vitaminlerin (A, D, E, K)
yetersiz olarak viicuda alimi ciddi saglik sorunlarina neden olabilmektedir. Saglikli bir
yetiskinde giinliik yag ihtiyaci i¢erisinde doymamais yaglarin 5 g/giin olmasi gerektigi rapor

edilmistir (McNutt ve McNutt, 1978). Misirda protein orani direkt olarak besin ve iiriin
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kalitesine etki etmektedir. Karbonhidrat orani ise verimi direkt olarak etkilemektedir

(Boyer ve Hannah, 2001).

Misir tanesinin yapisini  gelistirmek amaciyla yiiriitiilen 1slah c¢alismalarinda
seleksiyon isleminin hiz1 ve etkinligi caligmalarin hizli sonug¢ vermesi agisindan 6nemli bir
unsurdur. Misirda protein ve yag oram ile ilgili arastirmalarda kullanilan laboratuar
analizleri ¢ok uzun zaman almakta ve ekonomik olmamaktadir. Bu noktadan hareketle
gozlemlenen 6zellikler hakkinda hizli sonug alinabilmesini saglayan yeni tekniklere ihtiyag
duyulmaya baglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda Yakin Kizil Otesi Spektroskopisi (NIRs)
s0z konusu ihtiyaci karsilamada en etkin ¢6ziim yolu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Keys
ve Barton, 2007). Yakm Kizil Otesi Spektroskopi teknigi teknolojisinin en yogun olarak
kullanildig1 alanlardan birisi tarimdir. Bu teknolojinin giiniimiizde ulastigi noktaya
gelmesine olanak saglayan arastirmalar ¢ogunlukla tarim ile ilgili alanlarda yapilmstir.
Yakm Kizil Otesi Spektrumu 1960’11 yillarda Amerika Tarim Bakanlhiginda Karl Norris
tarafindan gelistirilmis olan bir tekniktir. Karl Norris NIRs ile yaptig1 ilk caligmada
tarimsal triinlerdeki nem miktarmi 6lgmek i¢cin yeni bir metot gelistirmeyi amacglamistir
(Pasquini, 2003). Protein ve yag oraninin spektroskopi yOntemleri ile belirlenmesi
glinimiizde yaygin olarak kullanilan bir uygulama haline gelmistir. Maddelerin
kompozisyonunda var olan spektral yansimalardaki degisimler maddenin yapisindaki C-H,
N-H, O-H ve S-H fonksiyonel gruplarinda kimyasal baglarin durumu ve elektromanyetik
sepktruma verdikleri tepki ile direkt olarak iliskilidir (Sandorfy ve ark., 2007). NIRs
cthazinda analiz edilen 6zelliklerin dogru sekilde tahmini yiliksek oranda analiz yapilan
kalibrasyonun giivenilirligine baghdir. NIR spektrumlarmin etkin sekilde kullanilmasini ve
sonu¢ tahminlerinde dogruluk oranmni artrmak amaciyla farkli kalibrasyon gelistirme

teknikleri lizerine arastirmalar yapilmistir.

NIR spektroskopi yontemi kullanilarak bir tahmin modeli (kalibrasyon) olusturmak
amaciyla izlenecek yol 6zetle su sekildedir: Kalibrasyon modelinin olusturmasinda birincil
asama kalibrasyon setinde yer alan Orneklerden ham spektrumlarin alinmasidir. Ham
spektrumlar1 alman Orneklerde zaman kaybetmeden referans analizler yapilmalidir.
Ugiincii asamada referans analiz sonuglar1 ve her bir 6rnege ait doniistiiriilmiis spektrumlar
eslestirilerek 6zel istatistik metotlar kullanilmak suretiyle tahmin modelleri gelistirilir. Son

olarak olusturulan kalibrasyon modelinin tahmin giiciinii test edilmesi amaciyla
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kalibrasyon setinde yer almayan harici 6rnekler kullanilarak dogrulama islemi (validasyon)

gergeklestirilir (Sekil 1).

==
—__41 —- _ Kalibrasyon seti
[_f._ _CJ === Validasyon seti

Ornekler
: l /\/\/\
-
[ U _____ ,l ______ On isleme
i !
Spektroskopi Spektral veri |

i ]

ol v
% - Ij] ™ Validasyon
r_ 7 LS Kalibrasyon modeli t

Referans metodu

Sekil 1. NIRs kalibrasyon gelistirme semas1 (Agelet ve ark., 2010).

Kalibrasyon olusturmada bazi hususlara dikkat edilmesi gerekmektedir. Oncelikle
spektrumlarin alindig1 6rneklerin birbirleri ile karigsmamasi i¢in numaralandirilmali veya
isimlendirilmelidir. Kalibrasyon olusturma isimlendirmede herhangi bir karigiklik
olmamali ve her bir 6rnegin referans analiz sonucuyla o 6rnege ait spektrum dogru sekilde
eslestirilmelidir. Kalibrasyon olusturmanin temel prensibi, spektral veriler ile analiz edilen
ozellikler arasinda iliski kurulabilmesine dayanmaktadir. Ham spektrumlar tahmin edilecek
ozellige ve kullanilan cihaza bagl olarak tutulma (absorbans), yansima (reflektans) veya
gecirme (transmittans) degerlerine doniistiiriilmektedir. Incelenen 6zellikle hangi spektrum
tipt iligkili ise o spektrum tipi kullanilmalidir. Kalibrasyonun giivenilirligi agisindan,
kullanilan referans analiz yontemleri uluslar arasi literatiirde kabul gormiis standart
metotlar olmalidir. Ornekler ham spektrum alma esnasinda verilen etikete gore
isimlendirilmeli ve sonuglar ayri1 ayr1 kaydedilmelidir. Giiniimiizde NIRs cihazlarinda
kullanilan kalibrasyonlar MLR (Coklu Dogrusal Regresyon), PLSR (Kismi En Kiiciik
Kareler Regresyon), PCA (Temel Bilesen Analizi) gibi farkli istatistik tekniklerden
faydalanilarak gelistirilmektedir (Balabin ve ark., 2007).

Misir 1slah ¢aligmalarinda spektrofotometrik cihazlarm kullanimi ile ilgili bir¢ok
ornek calisma bulunmaktadir. Misirda protein ve yag oranmnin degistirilmesi amaciyla

yiiriitiilen Illinois Uzun Siireli Se¢im arastirmasinda NIT, NIR ve NMR cihazlarindan

4
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faydalanilmis ve seleksiyon islemlerinde 6nemli bir hiz kazanilmistir (Moose ve ark.,
2004). Benzer sekilde, farkli misir populasyonlarinda yag oranmin artirilmas: amaciyla
yiiriitiilen calismalarda NIRs tekniginden faydalanilmistir (Orman ve Schumann 1991).
Diger bitkilerde yiiriitillen 1slah ¢alismalarinda benzer amaclarla NIRs teknikleri
kullanilmistir (Rudolphi ve ark. 2006; Kim ve ark., 2007). S6z konusu cihazlarin
arastirmalara entegrasyonunun yani sira, bu cihazlarda ticari kalibrasyonlarin diginda
bilimsel amagl yiiriitiilen ¢alismalari sonuglarinin yer aldig1 yaymlar da bulunmaktadir.
Ozellikle musir gibi bitkilerde 1slah materyalinin yapis1 bozulmadan analiz edilmesi 6nemli
avantajlar saglayabildiginden, hedef ozellikler ile ilgili 6giitiilmemis tohumdan tahmin
edilebilecek 6zellikler lizerine arastirmalar yapilmistir (Jiang ve ark., 2007).

Bu calismanin baslica amaglari: 1) 150 farkli genotip musir 6rnegi kullanilarak,
misirda yag, karbonhidrat, protein ve nem oranimnin FT-NIR spektroskopi cihazinda tespit
edilmesi amaciyla bir kalibrasyon modelinin gelistirilmesi; ii) protein oranmi belirlemek
amaciyla olusturulan NIRs kalibrasyon modellerinde referans analiz olarak kullanilan iki
yontemden (Kjeldahl ve Elemental Analiz) hangisinin daha uygun olacaginin belirlenmesi;
111) 0gutilmiis ve tane drneklerinden alinan spekturumlara dayali olusturulan modellerin

karsilagtirilarak iistiin olan yontemin tespit edilmesi olarak siralanabilir.
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BOLUM 2
ONCEKIi CALISMALAR

Misirda tane kalitesi olarak bilimsel literatiirde ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir.
Misirt konu alan tilkemiz kaynakli bilimsel yayinlarda kullanilan genotip sayilar1 sinirh
olup gozlemlenen ozellikler bakimindan da kalite 6zeliklerine ¢ok fazla yer verilmedigi
gdze carpmaktadrr. Onceki yillarda yapilan calismalardan bazi Ornekler asagida

sunulmustur.

Melchinger ve ark. (1986) tarafindan yiiriitilen bir calismada, farkli misir
genotiplerine ait 110 tane ve 135 sap 6rneginden spektral yansima alinarak ¢oklu dogrusal
regresyon (MLR) modeline uygun bir NIRs kalibrasyonu gelistirilmistir. Tanede ham
protein, ham yag, nisasta ve suda ¢oziinebilir karbonhidrat miktar: ile ilgili gézlemler
yapilmis ve bu gozlemlere dayali olusturulan kalibrasyonda tanede protein miktarinin
tahminine yonelik belirtme katsayist 0,94 olarak bulunmustur. Arastirmacilar NIRs
cthazmin 1slah caligmalarindaki 6rneklerin analizlerinde hizli ve giivenilir bir yontem

olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Misirda protein, yag ve nisasta oranm belirmek i¢in gelistirilen {ic farkli
kalibrasyonda, 1100-2500 nm arasinda 6giitiilmiis tanede yansima, 1100-2500 nm arasinda
ogiitiilmemis tanede yansima ve 680-1235 nm arasinda 6giitiilmemis tanede gegirilme
degerleri kullanilmistir. Arastirma sonucunda en iyi tahmin degerinin ¢giitiilmiis misirdan
aliman yansima degerlerinden olusturulan kalibrasyondan elde edildigi rapor edilmistir. Bu
kalibrasyonlarin standart hatalar1 kullanilan referans metotlarin standart hatalar1 ile
kiyaslanmis ve belirtme katsayis1 degerleri 0,7 den daha biiylik olarak bulunmustur. Biitiin
ve Ogiitiilmiis taneden elde edilen kalibrasyon modelleri kiyaslandiginda, ogiitiilmemis
orneklerden elde edilen modelde protein i¢in tahminin standart hata degerinin (SEP)
yiiksek oldugu ve yag ile karbonhidrat miktarinda ilgili modelin daha diisiik r* degerlerine

sahip oldugu bulunmustur (Orman ve Schumann, 1991).

Misirda nisasta igeriginin NIRs cihazi ile belirlenmesi amaciyla, toplam 940 adet
ornek tzerinde en kiigiik kareler regresyon (PLSR) modeli kullanilarak yapilan bir
calismada, olusturulan kalibrasyona ait tahminin standart hatast (SEP) 1,06; belirtme
katsayist (r?) ise 0,77 olarak bulunmustur. Olusturulan kalibrasyonun gegerliligini test

etmek amaciyla 304 adet Ornekte dogrulama islemi gercgeklestirilmis ve kullanilan
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orneklerin % 95’inde yaklasik +% 2,1’°lik bir sapma ile dogru sekilde tahmin yapilabildigi
rapor edilmistir (Paulsen ve ark., 2003).

Baye ve ark. (2005) farkli ¢evrelerde yetistirilen farklt misir genotiplerinden elde
ettikleri 110 ayr1 ornekte NIR spektrumlar1 alarak PLSR modeline gore kalibrasyon
olusturmuslar ve olusturduklar1 kalibrasyonu dogrulama islemine tabi tutmuslardir.
Arastirmacilar tanede protein, nisasta, palmitik asit oleik asit ve linoleik asit igerigi ile
ilgili dl¢timler yapmuglar ve bu dlgiimleri mutlak deger ve yiizde olarak hesaplamislardir.
Hesapladiklar1 bu degerler ile tek taneden aldiklar1 NIR spektrumlarini kullanarak NIRs
kalibrasyonu gelistirmislerdir. Gozlemlenen 6zelliklerin ylizde degerleri {izerinden
olusturulan kalibrasyon modelinin zayif tahmin verdigi, tane basma her bilesenin tam
miktarina bagli olarak gelistirilen kalibrasyonun ise 1yi tahmin giicii verdigi rapor

edilmistir.

Jiang ve ark. (2007) protein, nisasta ve yag icerigi bakimmdan 109 adet nitelikli
muistr hatt1 ile 200 adet hibrit populasyonundan aldiklar1 toplam 309 kocan 6rneginde 10’ar
adet 6giitiilmemis tek tanede nisasta, yag ve protein igerigini tespit etmek amaciyla NIRs
kalibrasyon modeli gelistirmistir. Arastirmacilar kalibrasyon denklemlerinde PLSR
metodunu kullanmiglardir. Olusturduklar1 kalibrasyon modelini dogrulamak amaciyla teste
tabi tutmuslar ve referans metotlarla belirlenen degerler ile NIRs tarafindan tahmin edilen
degerleri arasinda yiiksek iligkiler oldugunu belirlemislerdir. Arastirmacilar NIRs cithazinin
ozellikle 1slah programlarinda nisasta, protein ve yag iceriklerini belirlemek amaciyla

basariyla kullanilabilecegini onermistir.

Yang ve ark. (2009) 294 adet normal sathat, yliksek yagl sathat ve yliksek yaglh
rekombinant saf hattan olusan ornek setinden yararlanarak PLSR modelini kullanarak,
tanede yag orani, palmitik, stearik, oleik ve linoleik asit miktarlarini belirlemek amaciyla
bir kalibrasyon olusturmuslardir. Olusturduklar1t NIRs modellerinin, yag miktar1 ile oleik
ve linoleik asit oranlarmi belirlemede etkin olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.
Palmitik ve stearik asit miktarimin belirlenmesinde olusturduklart modellerin ise yetersiz
oldugunu rapor etmiglerdir. Ayrica arastirmacilar NIRs modellerinin misirda yag orani ve
kalitesini gelistirmek amaciyla yiiriitiilen 1slah calismalarinda ¢ok sayida Ornegin

analizinde kullanilabilecek yararl teknikler oldugunu vurgulamigslardir.

Rudolphi ve ark. (2006) yapmis olduklar1 calismada NIRs kullanarak aspir

tohumunda yag icerigini hizli ve zarar vermeden belirlemeyi amaglamiglardir. Toplamda
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203 adet ogiitiilmiis ve ogiitlilmemis tohum 6rneginde NIR spektrumlar1 alinarak toplam
yag igerigini belirlemek amaciyla kalibrasyon modelleri olusturulmustur. Kalibrasyon i¢in
referans degerleri soxhalet metodu kullanilarak elde edilmistir. Orneklerde soxhalet
yontemi ile belirlenen yag igeriginin % 10 ile % 29,6 arasinda oldugu belirlenmistir. NIRs
tarama degerleri kalibrasyon olusturmada o6giitiilmiis tohumun, 6gitiilmemis tohumdan
daha giivenilir oldugunu gdstermistir. Arastirmacilar bu sonuglardan aspir yag icerigini

hizli sekilde tahmin etmek amaciyla NIRs yonteminin kullanilabilece§ini rapor etmistir.

Ogiitiilmemis kolza tohumu o6rneklerinde yag asidi kompozisyonunu belirlemek
amaciyla, NIRs kullanilan bir ¢aligmada 349 adet 6rnegin yansima degerleri almarak yag
asidi kompozisyonu i¢in referans degerleri gaz kromatografi cihazi ile belirlenmistir.
Analiz edilen yag asitleri i¢in kalibrasyon denklemleri olusturmak amaciyla modifiye
edilmis PLSR yontemi kullanilmistir. Denklemler, palmitik ve eicosenoic asit diginda diger
yag asitlerinin yiiksek kalibrasyon belirtme katsayis1 degerleri (> 0,8) ve diisik SECV
(capraz dogrulama standart hatalar1) degerlerine sahip oldugunu gostermistir. Bu ¢aligmada
kolza tohumunda yag asiti kompozisyonunun belirlenmesi amaciyla gilivenilir bir

kalibrasyon modeli elde edilmistir (Kim ve ark., 2007).
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Laboratuar Analizleri
3.1.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan 6rnekler Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Tarla
Bitkiler1 Boliimii’nde yiriitiilen misir 1slah caligmalarinda kullanilan saf hatlardan ve
Agromar Marmara Tarim Uriinleri Sanayi ve Ticaret A.S.” den temin edilen genotiplerden
olusan toplam 150 adet misir genotipini kapsamaktadir. Tarla denemelerinden alinan kogan
ornekleri kese kagitlar1 igerisinde birbirlerine karigmayacak sekilde muhafaza edilmis ve
her kogana ait Oornek ayri ayri tanelenmistir. Bu Orneklerden laboratuar analizlerinin
gerceklestirilebilmesi i¢cin yaklagik 100-120 gr tane alinarak laboratuar degirmeninde
(Fritsch pulversitee 14) 0,5 mm’lik elek kullanilarak ogiitiilmiistiir. Ogiitiilen drnekler

analizler baglayincaya kadar uygun sartlarda (3-7 °C) muhafaza edilmistir.
3.1.2. Nem Oram (%)

Orneklerin nem oranmi belirlemek amaciyla kullamlacak petri kaplarmin agirlig
hassas terazide tartilarak kaydedilmistir. Bu petrilerin darasi alindiktan sonra her bir
ornekten 50-60 gram Ornek petri kaplarina konulmustur. Bu 6rnekler 70 °C’de 24 saat
siireyle etiivde (Venticell 404, Almanya) bekletilmistir. Etiivden ¢ikarilan 6rnekler nem
almalarin1 onlemek amaciyla desikatore yerlestirilmistir. Desikatdorden alinan 6rnekler
tartilarak degerleri kaydedilmistir. Nem orani, kaydedilen veriler kullanilarak asagidaki

formiile gore belirlenmistir.

Nem Orant (%) = 100 — [(Kurutma Sonrast Agirhk — Petri Agirhigr) / (Ornek
Agirlhigr) x 100]

Hesaplanan nem degerleri laboratuar analizlerinde kullanilan yontemlerde 6rneklerin
baslangi¢ agirliklarinin nem oranina gore diizeltilmesi ve 1lgili hesaplamalarin daha dogru

sekilde yapilabilmesi amaciyla kullanilmistir.
3.1.3. Yag Orani (%)

Yag analizi AACC (1982) metoduna uygun olarak yapilmistir. Bu amagla kuru

madde miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilan kuru 6rneklerden 2’ser gram tartilarak filtre
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kagitlarina konulmustur. Soxhalet (Sekil 2) O6rnek {initelerinin igine 10’ar tane G6rnek
yerlestirilmistir. Soxhalet cihazinda (Elektromag MX625, Tiirkiye) ekstraksiyon
balonlarinin iglerine 185 mL n-hexan konularak her bir 6rnek {initesi i¢in 6 saat siireyle 70
°C’de yag c¢ikarma islemi gergeklestirilmistir. Yag ¢ikarma islemi tamamlandiktan sonra
orneklerde fazladan kalan n-hexani ugurmak amaciyla 6rnekler alinarak daha dnce 125 °C’
ye getirilmis etiivde (Venticell 404, Almanya) 45 dk bekletilmistir. Etliivden ¢ikarilan
orneklerin nem almasmi Onlemek amaciyla tartim islemi yapilana kadar ornekler
desikatorde bekletilmistir. Desikatorden alinan Ornekler hassas terazide tartilip degerleri
kaydedilmistir. Yag ¢ikarma isleminden sonra asagidaki fomiile gore genotiplerin yag

icerikleri tespit edilmistir.

Yag Orami (%) = (Ornek ve filtre kagidmin toplam agirhigi — Ektraksiyon sonrasi
toplam agirlik) / (Ornek Agirligr) x 100

Sekil 2. Soxhalet Cihazi.

3.1.4. Protein Oram (%)

Misir 6rneklerinde protein orani yaygin olarak kullanilan iki farkli yonteme gore
tespit edilmistir. Kjeldahl (CRA, 1986) yontemine gore yapilan analizlerde o6giitiilmiis
misir Orneklerinden 1’er gr alinarak yakma tiiplerinin igerisine konulmustur. Daha sonra
tiiplerin icerisine yakma tabletiyle (bakir-selenyum karigimi) birlikte 15’er mL siilfirik asit
eklenmis ve ornekler 1 gece boyunca tiiplerin igerisinde bekletilmistir. Silfirik asit
icerisinde bekletilen Ornekler daha sonra yakma finitesinde (Gerhardt Vapodest 40,
Almanya) yakma islemine tabi tutulmustur (Sekil 3). Yakma islemi, sicakligin 50 °C’den
baslanarak belli araliklarla artirmak suretiyle 395 °C’ye kadar c¢ikarilmasiyla
gergeklestirilmistir. Yakma islemi tamamlandiktan sonra (O6rnekler cam gobegi rengini

alinca) alinan Ornekler distilasyon Tlnitesinde distile edilmistir (Sekil 4). Distilasyon
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isleminde tiip igerisindeki 6rnekler distilasyon iinitesinin igerisine dnceden hazirlanmis 50
mL’lik borik asitle birlikte yerlestirilmistir. Burada her bir 6rnek 40 mL sodyumhidroksit
(N=10) ile notralize edilerek 4 dakika boyunca titrasyon islemine tabi tutulmustur.
Distilasyonun ardindan erlen mayer igerisindeki soliisyonun renginin yesilden kirmiziya
dondiigii noktaya kadar standart siilfiirikasit (N=0,1) kullanilarak geriye titrasyon islemi
gergeklestirilmistir. Titrasyonda harcanan asit miktart mL olarak kaydedilmistir. Elde
edilen titrasyon degeri ve 0rnek agirliklari ile ilgili veriler kullanilarak asagidaki formiile
gore toplam azot igerigi belirlenmistir. Bu formiile gore elde edilen azot orani 6,25

katsayistyla ¢arpilarak drneklerin toplam protein orani tespit edilmistir.

Toplam Azot (%)= (Ornek- Sahit x Normalite x 1,4) / Ornek agirligi

Sekil 3. Yakma Unitesi. Sekil 4. Distilasyon Unitesi.

Elemental analiz yontemine gore toplam protein orani belirlenmek amaciyla tek
reaktor sistemli elemental analiz cihazi (EA 3000, Eurovector, Italya) kullanilmistir. Cihaz
iretici  firmanin Onerileri dogrultusunda Onceden sartlandirilmistir.  Sartlandirma
asamasinda reaktor ve gaz kolonu sicakliklari sirasiyla 105 °C ve 1020 °C’ye
ayarlanmistir. Cihazin bu kosullarda sicaklik ve basing kosullar1 dengeleninceye kadar
beklenilmistir. Analizlerde tasiyici gaz olarak yiiksek saflikta Helyum (78 kPa), yakici gaz
olarak ise yiiksek saflikta O, gazi kullanilmistir. Analizlere baslamadan azot igerigi bilinen
bir standart madde olarak L-cystine kullanilarak bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur.
Ogiitiilmiis misir drnekleri C/N analizleri i¢in 6rnek kaplar1 igine 0,5-1,5 mg arasinda
tartilmistir. Orneklerle ilgili bilgiler elemental analiz cihazmnm kontrolii icin kullanilan

Callidus V.40 programina girilmis ve analiz sonucunda elde edilen Orneklere ait azot

11
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icerigi Dbelirlenmistir. Hesaplanan azot degerlerinden faydalanilarak protein oranini

hesaplamak i¢in bu degerler 6,25 katsayisi ile carpilmistir.

Sekil 5. Protein analizinde kullanilan elemental analiz cihazi (EA 3000 Eurovector).
3.1.5. Karbonhidrat Orani (%)

Toplam karbonhidrat oran1 Gerhardt ve ark. (1994)’nin gelistirdigi spektrofotometrik
metoda gore gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon 0,5 mg misir 6rneginin 5 mL 2,5 N HCI ile
100 °C sicaklik uygulanarak 3 saat siireyle hidroliz edilmesiyle gerceklestirilmistir. Ornek
tiipleri oda sicakligmna gelinceye kadar beklenilmis ve kopilirme duruncaya kadar kati
sodyum karbonat eklenerek notralize edilmistir. Daha sonra siizme isleminden gegirilen
ornekler 100 mL’lik balon jojelere konularak saf su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.
Ekstraksiyon edilen her bir 6rnekten 1 mL alinarak COD tiiplerine konulmustur. Transfer
isleminden sonra tiipler racka konularak buz banyosuna yerlestirilmistir. Buz banyosu
icerisinde sogutulan % 75’°lik H,SO4 soliisyonundan her bir tiipe 2 mL eklenmis ve tiiplerin
kapaklar1 kapatilarak 3-4 sn vortekslenmistir. Daha sonra her tlipe buz banyosunda
bekletilen ve taze olarak hazirlanmis antron (C;4H;0O) soliisyonundan 4 mL eklenmistir.
Tipler daha 6nceden hazirlanan 100 °C’deki su banyosuna rack icerisinde aktarilmis ve 15
dk bu sartlarda tutulmustur. Bu islemden sonra tiipler ¢ikarilarak yaklasik 45 dk oda

sicakligina ulagincaya kadar bekletilmistir.

Spektrofotometre Olgiimleri i¢in en az 30 dakika Onceden acilan spektrofotometre
cihazi (PG T60 UV-VIS, Ingiltere) kullanilmistir (Sekil 6). Her bir 6rnek ve standarttan

yeterli miktarda soliisyon alinarak semi mikro kiivetlere transfer edilmistir. iki adet kiivet
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ddl H,O (iki kez distile edilmis su) ile doldurularak spektrofotometrenin kantitatif
modunda 578 nm’de okumalar yapilmistir. Standart kiirveden faydalanilarak ornekler

icerisindeki toplam karbonhidrat miktar1 tespit edilmistir.

3

Sekil 6. Karbonhidrat analizinin gergeklestirildigi spektrofotometre cihazi (PG T60 UV-
VIS).

3.2. NIRs Kalibrasyonlarinin Olusturulmasi ve Verilerin Analizi
3.2.1. Spektrumlarin Alinmasi

Laboratuar analizleri yapilmadan 6nce kalibrasyon setinde yer alan 150 farkli misir
genotipine ait tohum ornekleri ayri ayr1 100 mL’lik kaplara konulmustur. Her genotipe ait
tane Orneklerinden ham spektrumlar alinmig ve bu islemde Bruker marka MPA (Multi-
Purpose Analyzer) model FT-NIR spektrometre (Bruker Optik, GmbH, Ettlingen,
Almanya) cihazi kullanilmistir. Bu Olglimlerde InGaAs 151k dedektorii ve yiiksek
yogunluklu tungsten-halogen NIR 151k kaynagi (20 watts) kullanilmistir. Cihazla ait 6lgtim
seceneklerinden olan fiber optik algilayict (prob) kap icerisindeki Ornek igerisine

daldirilmus, 12500-4000 cm™ arasinda ham spekturmlar alinarak cihaza bagl bilgisayar
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yazilimi (OPUS) kullanilmak iizere kaydedilmistir. Ham spektrumlari alinan o&rnekler
ogiitiildiikten sonra yine 12500-4000 cm™ arasinda 8 cm™ aralikla ham spektrumlari alnip
bilgisayarda farkli bir klasore kaydedilmistir. Ham spektrumlar1 alman 6rneklerin zaman
kaybetmeden laboratuar analizleri yapilmistir. Bu spektrometre ile spektral olglimde
reflektans (yansima) 6l¢iim sistemi kullanilmaktadir.

Yansima spektrumu her bir 6rnek i¢in hem referanstan (Spectralon) hem de misir
orneginden olmak iizere iki dl¢iimle gergeklestirilmistir. Olgiimler sirasinda fiber optik
algilayici, tane ve Ogiitiilmiis misir Orneklerinin bulundugu kabmn ortasina temas
ettirilmistir. Fiber optik algilayicinin ucunda, 1sik kaynagindan gelen ve dedektore giden
fiberler bir karisim halinde bulunmaktadir ve yaklasik 11,7 mm®lik bir dlciim alani

olusturmaktadir (Sekil 7a, b)

(a) (b)
Sekil 7. (a) FT-NIR spektrometre ve (b) fiber optik algilayici.

3.2.2. Spektrumlara Yapilan On Uygulamalar

Kalibrasyon gelistirmek amaciyla Unscrambler X 10.1 programi kullanilmigtir
(Camo, Oslo, Norveg). Bu programda ham spekturumlar absorbansa doniistiiriilmiistiir
(Sekil 8). Daha sonra bu spekturmlar birinci tiirev ve SNV (Standart Normal Degisim)

transformasyonuna tabi tutulmustur (Sekil 9).

14



BOLUM 3- MATERYAL VE YONTEM Abdurrahman ARIKAN

mEN TR M TR

-5 =y

01
12793967 12311 831 11621 980 11332130 10842.279 10352 429 9885721 9449.570 9014.019 8574 311 5135460 7698.751 7262 900 6327 049 6357.341 5951.490 5511.781 5075930 4636.222 4200 371
Dalga Boyu (cm-1)

Sekil 8. Ham spekturumlar.
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Sekil 9. Birinci tiirev ve SNV (Standart Normal Degisim) transformasyonuna tabi tutulmus

spekturumlar.

3.3. Modellerin Olusturulmasi ve Degerlendirilmesi

Transformasyonu gerceklestirilen spektrumlar ve referans analiz sonuglari

kullanilarak en kii¢lik kareler (PLS) regresyon modeline dayali kalibrasyon modelleri
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olusturulmustur. Bu regresyon modellerinde Orneklere ait referans analizlerin sonuglari
bagimli degisken (X), orneklere ait 12500-4000 cm’ arasinda transforme edilmis
spektrumlar ise bagimsiz degiskenler (Y) olarak alinmistr. PLSR analizlerinin
olusturulmasinda Unscrambler X 10.1 (Camo, Oslo, Norve¢) yazilimi kullanilmistir.

Kalibrasyon degerlendirme parametreleri asagidaki formiillere gére hesaplanmastir.

> (Ypred — Yref)2
n

RMSEC = \/

Bias = Ypred — Yref

SEE = \/Ll (RMSEC? - Bias®)
n p—

STDref
SEpred

RPD =

Bu formiillerde, RMSEC, tahminin kareler ortalamasmin karekokii; Ypred,

kalibrasyon modelinde hesaplanan deger; Ypr ed’ kalibrasyon modelinde hesaplanan
degerlerin ortalamasi; Yref, kalibrasyon modelinde standart analizlere ait elde edilen deger;

Yref , kalibrasyon modelinde standart analizlerin ortalamasi; n, gozlem sayisi; Bias,

tahmin edilen ve standart analizler ile elde edilen degerler arasindaki ortalama fark; RPD,
oransal tahmin sapmasi, SEE, tahminin standart hatasi; STDref, referans analizlere ait
standart sapma ve SEpred, tahmin degerlerinin standart hatasidir.

PLS regresyon modellerinin tahmin giiciiniin belirlenmesi i¢in ic¢sel (internal)
dogrulama islemi gerceklestirilmistir. Bu islemde kalibrasyon setinde kullanilan 150
ornege ait referans analiz sonuglar1 ve spekturumlardan faydalanilmistir. Validasyon
sonuclarmin degerlendirilmesinde modelin determinasyon katsayis1 (R?), korelasyon

katsayisinin (r) ve tahmin degerlerinin standart sapmasindan yararlanilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Genel

NIRs kalibrasyonlarinin degerlendirilmesi amaciyla bazi istatistik parametrelerden
faydalanilmaktadir. Olusturulan bir modelin giivenilir oldugunun kabul edilmesi icin,
tahmine ait standart hata degerinin diisiik olmas1 ve referans analizler ile tahmin degerleri
arasindaki korelasyon katsayisinin yiiksek (r=0,75 ve lizeri) olmasi istenmektedir (CWS
Manual, 2003). Bu 6zelliklerin yani sira literatiirde yer alan birgok ¢alismada tahmin edilen
ve referans analizlerle belirlenen degerler arasindaki determinasyon katsayisi (%) ile
regresyon modelinin determinasyon katsayisinm (R”) da yiiksek (0,70 ve iizeri) olmasi
istenen istatistiksel degerlendirme parametrelerindendir. NIRs kalibrasyonlarinda referans
analizlerdeki degisimin yeterli olup olmadigini gosteren onemli bir parametre de RPD
(oransal tahmin sapmasi) degeridir. Diller (2002) tarafindan bu degerin 2’nin altinda
olmas1 durumunda olusturulan kalibrasyonlarm kullanima uygun olmadig, 2 ve 3 arasinda
olur ise sinirli, 3 ve 5 arasinda ise yeterli, 5 ve yukarisinda ise yliksek derecede giivenilir
oldugu rapor edilmistir.

NIRs kalibrasyon modellerinin yalnizca bu degerlendirme parametrelerine gore
incelenmesi dogru degildir. Bir kalibrasyon setinin giivenilirligi aslinda bu kalibrasyon
setinin dogrulama degerlerine baglidir. NIRs kalibrasyon modellerinin giivenilirligi
konusunda iki farkli dogrulama yontemi kullanilabilir. PLS regresyon modellerinde yogun
olarak kullanilan i¢sel dogrulama, kalibrasyon setinde yer alan iki veya daha ¢ok spektrum
ornegine modelin uygulanmasidir. Digsal dogrulama isleminde ise kalibrasyon setinde yer
almayan spektrum Orneklerine olusturulan model uygulanmakta ve tahmin degerleri ile
aynt Orneklerin referans analizleri arasindaki sapmalar dikkate alinmaktadir. Digsal
dogrulama islemi cihazin ortam sartlarinda ve diger ¢evresel etmenlerden etkilenmesi
sonucu ortaya ¢ikacak aksakliklar1 da degerlendirme imkéni sagladigindan tercih edilen bir
yontemdir. Dissal dogrulamada modele dayali hesaplamanin standart hatasi (SEE) ve
capraz dogrulama standart hatasinin karekok degerine (RMSEP) goére olusturulan
kalibrasyonun tahmin giicii ile ilgili degerlendirmeler yapilmaktadir. Kalibrasyonun tahmin
giiciiniin yiiksek oldugunun kabul edilmesi i¢in s6z konusu bu degerlerin diisiik olmasi
istenmektedir. Bizim calismamizda PLS regresyon modeli kullamilmig ve orneklerin

tamamina i¢sel dogrulama amaciyla olusturulan model uygulanmistir. Model olusturma
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esnasinda 300 farkl genotip misir 6rnegi setinden referans analizleri ve spektrumlari en iyi
sonuglar1 veren 150 farkli gonotip misir 6rnegi ile 6giitlilmiis ve tane olarak iki ayr1 set
olusturulup kalibrasyon modelleri de ayr1 ayr1 olusturulmustur. PLS regresyon modeline
gore olusturulan kalibrasyon ve validasyon setlerine ait sonuglar Ek Cizelge 1 de

gosterilmistir.
4.2. Protein Oram ile Tlgili Modellerin Degerlendirilmesi
4.2.1. Kjeldahl Yontemine Gore Olusturulan Modellerin Degerlendirilmesi

Protein oranini belirlemek amaciyla yapilan referans analizler ile ilgili frekans
grafiklerine gore (Sekil 10a,b) 6giitlilmiis ve tane Orneklerinin normal dagilima yakin bir
frekans tablosu olusturdugu goriilmektedir. Ogiitiilmiis orneklerde kullanilan referans
analiz sonuclar1 % 5,3 ile % 13 arasinda degisim gosterirken tane 0rneklerine ait sonuglar
% 5,9 ile % 10,6 arasinda degisim gostermistir. Ogiitiilmiis drneklerde genel ortalama %
8,4 standart sapma degeri % 1,39 bulunmusken tane 6rneklerine ait genel ortalama % 7,9

ve standart sapmast % 0,99 olarak bulunmustur.

40 45
35 4 40
35 4
30 4
0s 30 4
2 £ 25 1
2 20 1 =
@ 220+
[N
15 + 15 4
10 + 10 4
5 5
0 0
5 7 9 1 13 5 7 9 1
Protein Oram (%) (a) Protein Oram (%) (b}

Sekil 10. Ogiitiilmiis (a) ve tane (b) drneklerinin protein oranlarindaki (%) frekans dagilim
grafikleri.

Ogiitiilmiis ve tane musirda protein oranmi tahminlemek icin Kjeldahl yontemine
gore olusturulan PLSR modelinde toplam 150 misir 6rnegine ait spektrumlar ile referans
analiz sonuglar1 iliskilendirilmistir. Ogiitiilmiis nusirda olusturulan PLS modelinde
korelasyon katsayis1 r=0,84, standart hatas1 % 0,74, determinasyon katsayisi (R2=0,71),
RPD degeri 1,86 ve optimum faktor sayis1 ise 7 olarak belirlenmistir (Sekil 11). Tane
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musirda korelasyon katsayist r=0,65, determinasyon katsayist (R*=0,42), olusturulan
modelin standart hatas1 % 0,75 optimum faktdr sayis1t 1 ve bunun yam sira RPD degeri
1,32 olarak belirlenmistir (Sekil 12). Orman ve Schumann (1991) ogiitiilmiis misir
kullanarak yapmis olduklari calismada PLSR modelinde r*=0,97, kalibrasyonun standart

hatas1 % 0,26 ve olusturulan modelin standart hatasin1 % 0,75 olarak bulmuslardir.

i Elemanis: 160

12 ] Slops: 0.7111776
T Offset: 2.432462 2
£ 11] comelation: 0,8433114 . ; i
s R-Square: 0,71118 £

104 RMSEC:  0,742432
SEC: 0,74491892 ‘
g | Bias: -2,5431e-0 —_

A - ARE
P,
B
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b= ]
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o 5+
4 L T T T T 13 T T T T
5 5] ¥ & 8 10 11 12 13
Refarance Y Factor-T

Sekil 11. Ogiitiilmiis &rnekte Kjeldahl yontemine gore olusturulan modelde tahmin

degerleri ve referans analizler arasindaki iligkiler.

10 -
Elemeanis: 160
= Slope: 0, 422757
£ 931 offset: 4,5575252 . .
o Correlation: 0,6502081 g s agi
L gJ R-Squars: 0,42272 . )

RMSEC: 0. 7475484
SEC: 0, 7500528 Lt
Bias: -3,0863e-0 * L

Predicted ¥

5 G T 8 g 10 11
Referenca % Factor-1

Sekil 12. Tane misirda Kjeldahl yontemine gore olusturulan modelde tahmin degerleri ve

referans analizler arasindaki iligkiler.
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Tallada ve ark. (2009) tarafindan tane misirda protein oranmi belirlemek i¢in NIR
spektroskopi cihazi kullanilarak gelistirilen PLSR kalibrasyon modelinde R*=0,75,
SEP=0,47 ve RPD=2,02 olarak bulunmustur. Bizim ¢alismamizda elde edilen degerlerin
literatiirde yer alan degerlerden diisiik oldugu gbéze carpmaktadir. Bu degerler dikkate
alimdiginda olusturulan modelin orta diizeyde gilivenilirlige sahip oldugu sdylenebilir.

Olusturulan modelin giivenirliligini belirlemek i¢cin Ogiitiilmiis misirda PLSR
modelinde ig¢sel validasyon yapilmistir. Modelin korelasyon katsayisi r=0,76,
determinasyon katsayis1 (R*=0,58) bulunmus ve olusturulan modelin standart hatasi ise %
0,89 olarak bulunmugtur. Tane musirda olusturulan validasyonun korelasyon katsayisi
1=0,63, determinasyon katsayist (R’=0,41), olurken standart hatast % 0,76 olarak

bulunmustur.

4.2.1.1. Tarama Yapilan Elektromanyetik Spektrum Arahg1 ve Kjeldahl Analiz
Yontemi Sonuclan Arasindaki iliskiler

NIRs kalibrasyonlarinda hedeflenen 6zelligin yapisinda yer alan kimyasal baglarin
elektromanyetik spektrumda farkli dalga boylarindaki enerji diizeylerine verdikleri tepkiler
farkli olmaktadir. Bu durumun bir sonucu olarak kimyasal yapiyla iligkili olan dalga
boylarmin regresyon modeline katkist diger dalga boylarindan daha etkili bir hal
almaktadir. Ogiitiilmiis ornekte protein oranini belirlemek amaciyla olusturulan PLSR
modelinde yiiksek regresyon katsayisna sahip dalga boylarmni gosteren grafige gore,
yaklasik 12793 cm’den 7700 cm” dalga boyuna kadar yer alan dalga boylarinin
regresyon denklemine katkismin diisiik oldugu goriilmektedir. Bu araliktan sonra ise 7
farkli dalga boyunun (7212 cm™, 5326 cm™, 4400 cm™, 6927 cm™, 5218 cm™', 4470 cm™,
4312 cm™) pozitif veya negatif yiiksek regresyon katsayisina sahip oldugu gériilmektedir
(Sekil 13). Tane misirda protein oranini belirlemek amaciyla olusturulan PLSR modelinde
yiiksek regresyon katsayisina sahip dalga boylarimi gosteren grafige gore yaklasik 12793
cm’den 7600 cm™ dalga boyuna kadar yer alan dalga boylarimin regresyon denklemine
katkisinin diisiik oldugu goriilmektedir. Bu araliktan sonra pozitif veya negatif 6 farkli
dalga boyunun (5341 cm'l, 4447 cm'], 4076 cm'l, 7120 cm'l, 5315 cm'], 5126 cm'l) yiiksek
regresyon katsayisina sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 14). Bitkisel dokularda protein
orami ile azot icerigi arasinda dogrusal bir iliski vardir. Dolayisiyla bitkisel dokularda
protein yapisinda bulunan azotlu baglarin elektromanyetik spektruma verdikleri tepki ile
protein orani arasinda siki bir iliski vardir. Protein orani ile iliskili olan N-H baglarinin

1040, 1210, 1496, 2050 ve 2140’tan 2180’e kadar olan dalga boylar ile iliskili oldugu
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bildirilmistir (Chen ve ark., 2008). Sadece 6927 cm’ dalga boyunun yakmn oldugu
goriilmektedir. S6z konusu bu iligkiler olusturulan regresyon modelinde tarama yapilan

spektral aralik ve referans analiz sonuglari ile yiliksek oranda iliskilidir (Butkute, 2005).

=
]

Regression Coefficients (B)

_ s———— o  ———
12793 067 11733267 10657 139 9635 010 8674 585 7710323 6749007 5TA5.635 4825218
X-Variables Factor-7, B0:10,B6517T

Sekil 13. Ogiitiilmiis musir drneklerine gore olusturulan modelde tarama yapilan spektrum

bolgesi ile protein orani arasindaki olan iliskiler.

0,01 -

Regression Coefficients (B)
=}

-0,01 R e e e ey L R e e S P g N O T e e S L e R e et B RO
12793 067 11TAT B30 10622 425 9588 725 8600024 7633181 GEST 337 56T7.636 4701.763
X-Variablas Factor-1, BO:B.11588

Sekil 14. Tane musir Orneklerine gore olusturulan modelde tarama yapilan spektrum

bdlgesi ile protein orani arasindaki olan iliskiler.

NIRs kullanilarak tane miswrda protein oranmi belirlemek i¢in Jiang ve ark.

(2007)’nin yapmis oldugu calismada 8978,9-5446 cm’ ve 4605,2-4242,6 cm” dalga
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boylarinin protein tahmini i¢in olusturulan modellerde diger bolgelerden daha etkili oldugu
rapor edilmistir. Bizim calismamizda yalnizca 4447 cm” ve 4076 cm’! dalga boylarmin
literatiirde protein orani ile iliskili oldugu rapor edilen 4605,2-4242,6 cm™ dalga boylarma
yakin oldugu goriilmektedir. S6z konusu bu iliskiler olusturulan regresyon modelinde
tarama yapilan spektral aralik ve referans analiz sonuglar1 ile yliksek oranda iliskilidir.
Literatiirde yer alan degerlerle bizim tespit ettigimiz dalga boylar1 arasindaki farklar bu

durum sonucunda ortaya ¢ikmis olabilir.

4.2.2. FElemental Analiz Yontemine Gore Olusturulan Modellerin

Degerlendirilmesi

Ogiitiilmiis misir drneklerinde elemental analiz yonteminde yapilan protein orani
referans analizler ile ilgili frekans grafigine gore (Sekil 15a) 6rneklerin normal dagilim
gosterdigi belirlenmistir. Bu o6zellik ile ilgili ogiitiilmiis O6rneklerde referans analiz
sonuglar1 % 7,35 ile % 21,1 arasinda degisim gdstermis olup genel ortalama % 11,17
olarak bulunmustur. Bu ortalamaya ait standart sapma degeri % 2,52 hesaplanmistir. Tane
misir ile ilgili frekans grafigine gore (Sekil 15b) bu o6zellik ile ilgili referans analiz
sonuglar1 % 7,8 ile % 21,1 arasinda degisim gostermis olup genel ortalama % 10,9 olarak

bulunmustur. Bu degerlerin standart sapmasi ise % 2,1 olarak belirlenmistir.

g0 an
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Sekil 15. Ogiitiilmiis (a) ve tane (b) drneklerinin protein oranlarindaki (%) frekans dagilim
grafikleri.

Elemental analiz yontemine gére modelin olusturulmas: i¢in kullanilan 6giitiilmiis
misir Orneklerine ait spektrumlar ile referans analiz sonuglarmin iliskilendirildigi PLS

regresyon modelinin korelasyon katsayis1 r=0,92, determinasyon katsayis1 R’=0,85 olarak
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bulunmustur. Olusturulan modelin standart hatas1 % 0,97, modelin RPD degeri 2,60 ve
optimum faktér sayisi ise 7 olarak tespit edilmistir (Sekil 16). Tane misir orneklerinin
verilerine dayali olusturulan model ise Kjeldahl yonteminde oldugu gibi ogiitiilmiis
orneklerden daha disiik (r=0,84; R2=0,70; SEE=% 1,16; RPD=1,8) degerlere sahip

olmustur. Optimum faktor sayisi ise 5 olarak bulunmustur (Sekil 17).
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Sekil 16. Ogiitiilmiis misirda elemental analiz ydntemine gore olusturulan modelde tahmin

degerleri ve referans analizler arasindaki iligkiler.
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Sekil 17. Tane misirda elemental analiz yontemine gore olusturulan modelde tahmin

degerleri ve referans analizler arasindaki iligkiler.
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Tallada ve ark. (2009) tarafindan NIR spektroskopi cihazi kullanilarak gelistirilen
tane Orneklerine dayali PLSR kalibrasyon modelinde R?*=0,75; SEP=0,42 ve RPD=2,02

olarak belirlenmistir.

Ogiitiilmiis misirda PLSR modeline gdre modelin giivenirliligi test etmek igin
yapilan dogrulama isleminde hesaplanan korelasyon katsayisi r=0,88; R*=0,78, tahminin
standart hatasi ise % 1,16 olarak hesaplanmistir. Tane misirda ise dogrulamada kullanilan
orneklerin referans analizleri ve tahmin degerleri arasindaki korelasyon katsayisi r=0,81,
modelin determinasyon katsayist R’=0,66 bulunmustur. Tahmin degerlerinin standart

hatas1 (% 1,25) ogiitiilmiis 6rneklerden daha yiiksek bulunmustur.

4.2.2.1. Tarama Yapilan Elektromanyetik Spektrum Arahg1 ve Elemental

Analiz Yontemi Sonuclar Arasindaki fliskiler

Ogiitiilmiis ve tane misirda protein oranmi belirlemek amaciyla olusturulan PLSR
modelinde yiiksek regresyon katsayisina sahip dalga boylarmi gosteren grafiklere gore
(Sekil 18 ve 19), 12973 cm™ dalga boyundan 7700 cm™ dalga boyuna kadar var olan dalga
boylarinin yiiksek regresyon katsayisina sahip olmadiklar1 goriilmiistiir. Buna karsin s6z
konusu bdlgeden 4000 cm” dalga boyuna kadar olan aralikta yaklasik 7 farkli dalga
boyunun (7212 cm™, 5326 cm™, 4910 cm™, 4400 cm™, 7251 cm™, 5180 cm™, 4478 cm™)
yiiksek regresyon katsayisina sahip oldugu acikca goriilmektedir.
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Sekil 18. Ogiitiilmiis muisir drneklerine gore olusturulan modelde tarama yapilan spektrum

bolgesi ile protein orani arasindaki olan iligkiler.
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0,1 1

Regression Coefficients [B)

0.1
12793967 11733267 10657139 9635010 8674 595 7710323 6749907 5785.635 4825219
X-Variables Factor-5, B0: 1405098

Sekil 19. Tane musir Orneklerine gore olusturulan modelde tarama yapilan spektrum

bdlgesi ile protein orani arasindaki olan iliskiler.

Tane misirda ayni spektral aralikta (7700 cm™’den 4000 cm™ dalga boyuna kadar
olan aralikta) yaklasik 8 farkli dalga boyunun (7039 cm™, 5932¢m™, 4902 cm™, 4400cm™,
7208 cm™, 5268 cm’, 4489 cm™, 4300 cm™) yiiksek regresyon katsayisma sahip oldugu
goriilmiistiir. Regresyon modelinde yiiksek regresyon degerine sahip olan dalga
boylarindan 5326 cm™ ve 4478 cm™ disinda diger dalga boylarmm protein orani ile iliskili
oldugu Arngren ve Pedersen (2009) tarafindan da rapor edilmistir. Her iki yontemde de
(Kjeldahl ve elemental analiz) hedef 6zelligin protein miktar1 olmasina karsin elemental
analiz yonteminde olusturulan modelde daha fazla spektral bolgenin hedef 6zellik ile

iligkili oldugu s6ylenebilir.
4.3. Yag Oranmina Gore Olusturulan Modellerin Degerlendirilmesi

Yag oranmi belirlemek amaciyla yapilan referans analizlerde ogiitiilmiis 6rnekler %
2,41 ile % 6,28 arasinda degisim gostermis ve genel ortalama % 4,36 olarak bulunmustur.
Bu ortalamaya ait standart sapma degeri % 0,81 bulunmustur. Tane misir 6rneklerinde ise
bu 6zellik ile ilgili referans analiz sonuglar1 % 2,14 ile % 6,24 arasinda de§isim gostermis
ve genel ortalama % 4,04 olarak bulunmustur. Bu degerlerin standart sapmasi ise % 0,78
olarak bulunmustur. Yag orani bakimimdan o6rneklerin frekans dagilimlar1 Sekil 20 a ve

b’de verilmistir.
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Sekil 20. Ogiitiilmiis (a) ve tane (b) drneklerinin yag oranlarindaki (%) frekans dagilim
grafikleri

Yag oranmin belirlenmesi amaciyla olusturulan PLSR modellerinde, 6giitiilmiis
orneklerin (Sekil 21) spektrumlart kullanilarak olusturulan modelin (r=0,73; R2=0,54;
SEE=% 0,55; RPD=1,5) tane orneklerine gore (r=0,63; R2=0,40; SEE; % 0,60; RPD=1,32)
daha iy1 sonuglar verdigi gorilmiistiir (Sekil 22). Her iki 6rnek setinden elde edilen
sonuclardan tane Orneklerine dayali modelin literatiirde yer alan degerlerden yiiksek,
ogiitiilmiis orneklere dayali modelin ise literatiire yakin degerler verdigi goriilmiistiir.
Ogiitiilmiis 6rneklere gore olusturulan modelin optimum faktdr sayis1 5, tane drneklerine
gore olusturulan modelin optimum faktor sayisi ise 1 olarak tespit edilmistir.

Orman ve Schumann (1991) tarafindan ogiitiilmiis misir Ornekleri kullanilarak
yapilan calismada olusturulan PLSR modelinde determinasyon Kkatsayisi 1r’=0,76
kalibrasyonun standart hatasi ise % 0,22 olarak tespit edilmistir. Modelin RPD degeri ise
1,5 olarak bulunmustur. Tallada ve ark. (2009) tarafindan NIR spektroskopi cihazi
kullanilarak tane misirda yag oranmi tahminlemek i¢in gelistirilen PLSR kalibrasyon
modelinde R?=0,28, SEP=0,46 ve RPD=1,22 olarak bulunmustur. Bu calismalarda
kullanilan cithaz ve tarama yapilan alanlarin farkliliklar1 nedeniyle buna benzer sonug
farkliliklarin ortaya ¢ikmasi dogal olarak beklenen bir durumdur.

Yag oranini belirlemek amaciyla olusturulan modellerin i¢gsel dogrulama sonuglari,
diger ozelliklerde oldugu gibi tane 6rneklerine gore olusturulan model ile kiyaslandiginda
(r=0,62; R2=0.39; SEE=% 0,60) 6giitiilmiis 6rneklere dayali olusturulan modelden (r=0,66;
R?=0,44; SEE=% 0,60) daha dogru tahminler elde edilebilecegini gdstermektedir.
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Sekil 21. Ogiitiilmiis misirda yag oranma gére olusturulan modelde tahmin degerleri ve

referans analizler arasindaki iligkiler.
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Sekil 22. Tane misirda yag oranina gore olusturulan modelde tahmin degerleri ve referans

analizler arasindaki iligkiler

4.3.1. Tarama Yapilan Elektromanyetik Spektrum Arah@ ve Yag Oram
Arasindaki iliskiler

Ogiitiilmiis 6rneklerde yag orani ile ilgili olusturulan PLSR modelinde yiiksek
regresyon katsayisma sahip dalga boylarin1 gosteren grafige (Sekil 23) gore, yaklasik
12774 cm™den 5843 cm’ dalga boyuna kadar yer alan dalga boylarnin regresyon
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denklemine katkisinin diisiik oldugu goriilmektedir. C-H-O-N elementleri arasinda
kimyasal baglarla elektromanyetik spektrum bolgeleri arasinda olan iligki, dalga boylarmin
regresyon modeline katkisinda biiyiik rol oynamaktadir. Ogiitiilmiis &rneklerin verileri
kullanilarak olusturulan modelde 11 farkli dalga boyunun (5770 cm™, 5326 cm™, 5095 cm
], 4913 cm'l, 4640 cm'l, 4431 cm'], 5874 cm'], 5222 cm'], 4832 cm'], 4481 cm'l, 4350 cm’
" pozitif veya negatif yiiksek regrasyon katsayisina sahip oldugu goriilmektedir. Tane
musir drneklerine dayali modelde ise, 12793 cm™ ile yaklasik 7500 cm™ dalga boyuna
kadar yer alan dalga boylarmin regresyon denklemine katkisinin diisik oldugu
goriilmektedir. S6z konusu modelde 4 farkli dalga boyunun (7124 cm™, 5315 cm™, 5241
cm’, 4038 cm’) pozitif veya negatif yiiksek regrasyon katsayisma sahip oldugu
goriilmektedir (Sekil 24). Misir tanesinde yag oranini tespit etmek i¢in NIRs ile yapmis
olduklar1 bir ¢alismada Jiang ve ark. (2007) 7505,6-5446 cm™ ve 4605,2-4242,6 cm™ dalga
boylarmm yag oranint belirlemede katkisi yiiksek olan dalga boylar1 oldugunu
bildirmislerdir. Literatirdeki degerlere bizim ¢alismamizda yalnizca 5315 cm’ dalga

boyunun yakin oldugu goriilmektedir.
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12774.681 11725.553 10660.996 9650.430 8697738 7745.036 6796.192 5843.491 4890,790

X-Variablas Factor-5, B0:-2 6632

Sekil 23. Ogiitiilmiis muisir drneklerine gore olusturulan modelde tarama yapilan spektrum

bolgesi ile yag orani arasindaki olan iliskiler.
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X-\ariables Factor-1, B0:4 12028
Sekil 24. Tane musir Orneklerine gore olusturulan modelde tarama yapilan spektrum

bolgesi ile yag orani arasindaki olan iligkiler.
4.4. Karbonhidrat Oranina Gore Olusturulan Modellerin Degerlendirilmesi

Ogiitiilmiis misir 6rneklerinin karbonhidrat icerikleri % 48,4 ile % 77,7 arasinda
degisim gostermis ve genel ortalama % 63,5 olarak bulunmustur. Bu ortalamaya ait
standart sapma degeri % 6,8 bulunmustur. Tane 6rneklerinin karbonhidrat icerikleri % 42,8
ile % 73,3 arasinda degisim gostermis ve genel ortalama % 62,7 olarak bulunmustur. Tane

orneklerine ait ortalamanin standart sapmasi 5,9 olarak hesaplanmistir (Sekil 25a,b).

35
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Sekil 25. Ogiitiilmiis (a) ve tane (b) rneklerinin karbonhidrat oranlarindaki (%) frekans
dagilim grafikleri.
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Ogiitiilmiis musir Orneklerinin materyal olarak kullamildigit PLSR modelinde
tahminlenen degerler ve referans analiz sonuclar1 arasinda zayif bir iliski (r=0,70; R2=0,59;
SEE:%4,30) oldugu belirlenmistir. RPD degeri 1,57 ve optimum faktér sayisi ise 4
bulunmustur (Sekil 26). Ogiitiilmemis tane 6rneklerinde ise &giitiilmiis drneklerden de
diisik bulunan korelasyon (r=0,65), kalibrasyona ait belirtme katsayilari (R*=0,43)
modelin tahmin giiciiniin zay1f oldugunu gostermistir (Sekil 27). Bunun yani sira regresyon
modeli ile tahminlenen degerlerin standart hatasinin yiiksek olusu (SEE=% 4,44) ve RPD
degerinin diisiik (1,51) olmasi da bu durumu desteklemistir. Modelin optimum faktor sayisi
ise 3 olarak bulunmustur. Karbonhidrat miktarini1 tahminlemek i¢in Orman ve Schumann
(1991)’1n ogiitiilmiis misirda yapmis olduklar1 calismada tahmin degerleri ve referans
analizler arasindaki belirtme katsayisi r’=0,73 bulunmustur. Bu arastrma ile bizim
sonuglarimiz karsilastirildiginda arastirmamizdaki sonuglarin diisiik olmasinin nedeni
calismamizda antron yontemi kullanmamiza karsilik bahsi gecen calismada enzimatik
hidroliz (CRA, 1986) yontemi kullanilmis olmasi olabilir. Tallada ve ark. (2009) tarafindan
NIR spektroskopi cihazi kullanilarak ¢giitiilmemis misir 6rneklerinde karbonhidrat oranini
tahminlemek i¢in gelistirilen PLSR kalibrasyon modelinde R2=0,20; SEE=1.4 ve
RPD=0,76 olarak bulunmustur. PLS regresyon modelinde optimum faktor sayisi ise 6
olarak belirlenen bu model ile bizim ¢aligmamizdaki bulgular karsilastirildiginda, bizim
tarafimizdan olusturulan modelin giivenirliligi bu c¢alismadan yiiksek bulunmustur. Bu
durum kalibrasyonlarda kullanilan referans analizin ve tarama yapilan elektromanyetik
spektrum bolgesindeki farkliliklarin sonuglar iizerinde 6nemli derecede etkili oldugunu

Onermektedir.

Ogiitiilmiis musirda olusturulan modelin dogrulanmas: ile korelasyon katsayisi
1=0,66; kalibrasyonun belirtme katsayis1 R*=0,44 ve tahmin degerlerine ait standart hata %
0,60 bulunmustur. Ogiitiilmemis misirda bu oranlar bir miktar daha diisiik (r=0,60;
R?=0,38) ve standart hatasi bir hayli yiiksek (SEE=% 4,7) bulunmustur. Bu calismada
kullanilan karbonhidrat analiz yontemi 6rnekte glikoz bazli toplam karbonhidrat oraninin
belirlenmesine dayanmaktadir. NIRs kalibrasyon modeli olusturma amaciyla yiiriitiilen
calismalarda bu yontemden daha gilivenilir bir yOntemin tercth edilmesi gerektigi
gozitkmektedir. Karbonhidrat oraninin NIRs yOntemi ile tahmin edilmesinin gii¢ olusu

daha once Spielbauer ve ark. (2009) tarafindan da bildirilmistir.
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Sekil 26. Ogiitiilmiis musirda karbonhidrat oranma gére olusturulan modelde tahmin

degerleri ve referans analizler arasindaki iligkiler
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Sekil 27. Tane misirda karbonhidrat oranina gore olusturulan modelde tahmin degerleri ve

referans analizler arasindaki iligkiler

4.4.1. Tarama Yapilan Elektromanyetik Spektrum Arahg ve Karbonhidrat
Oram Arasindaki iliskiler

Karbonhidratlarin yapisinda yer alan kimyasal baglarin elektromanyetik spektrumda
farkl dalga boylarindaki enerji diizeylerine verdikleri tepkiler farkli olmaktadir. Bitkisel

dokularda karbonhidrat orani ile glikoz (CsH20¢) igerigi arasinda dogrusal bir iligki vardir.
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Ogiitiilmiis drneklerin referans analizlerine gore olusturulan PLSR modelinde yaklasik
12793 cm™’den 7700 cm” dalga boyuna kadar yer alan dalga boylarmin regresyon
denklemine katkismin diisiik oldugu dikkati cekmektedir (Sekil 28). Bu araliktan sonra ise
10 farkli dalga boyunun (7394 cm™, 7251 cm™, 7178 cm™, 5507 cm™, 4397 ecm™, 7097 cm
' 5326 cm™, 4929 cm™, 4466 cm™, 4312 cm™) pozitif veya negatif yiiksek regresyon

katsayisina sahip oldugu belirlenmistir.
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Regression Coefficients (B)
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'1 P Y e Y R P e e . s T
12793 067 11733 267 10657130 9635 010 8674 505 770,223 6740007 5785635 4825210
X-\ariables Factor-4, B0:47 21719

Sekil 28. Ogiitiilmiis muisir drneklerine gore olusturulan modelde tarama yapilan spektrum

bolgesi ile karbonhidrat orani arasindaki olan iliskiler.

01 4

Regression Coefficients (B

‘9.1 T e P e N ey S N
12793 967 11733267 10657139 9635010 8674 .505 ¥710.323 6749907 5785635 4825219
X-\arables Factor-3, BO:58 42753

Sekil 29. Tane musir Orneklerine gore olusturulan modelde tarama yapilan spektrum

bolgesi ile karbonhidrat orani arasindaki olan iliskiler.
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Tane O0rneklerine ait veriler kullanilarak olusturulan PLSR modelinde de 6giitiilmiis
orneklere benzer sekilde 12793 cm™’den 7700 cm™ dalga boyuna kadar yer alan dalga
boylarinin regresyon denklemine katkisinin diisiik oldugu dikkati ¢ekmektedir (Sekil 29).
Bu araliktan sonra ise 8 farkli dalga boyunun (7166 cm™, 4501 cm™, 4316 cm™, 7016 cm™,
5924 cm™, 5280 cm™, 4902 cm’, 4424 cm™) pozitif veya negatif yiiksek regresyon

katsayisina sahip oldugu belirlenmistir.
4.5. Nem Oranina Gore Olusturulan Modellerin Degerlendirilmesi

Ogiitiilmiis 6rneklerin nem oraninmn tahminlenmesi amaciyla olusturulan modellerde
referans analizlere ait degerler dikkate alindiginda 6rneklerin analiz sonuglar1 % 8,8 ile %
16,5 arasinda degisim gostermis ve genel ortalama % 10,6 olarak bulunmus ve bu
ortalamaya ait standart sapma degeri ise % 1,0 oldugu tespit edilmistir. Tane misir
orneklerinde bu 6zellik ile ilgili referans analiz sonuglar1 % 9,0 ile % 12,5 arasinda degisim
gostermis ve genel ortalama % 10,7 olarak bulunmustur. Tane misir Orneklerinin

ortalamasina ait standart sapma % 0,67 olarak bulunmustur (Sekil 30a,b).
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Sekil 30. Ogiitiilmiis (a) ve tane (b) 6rneklerinin nem oranlarindaki (%) frekans dagilim
grafikleri.

Nem oranmin FT-NIR spektroskopi teknigi kullanilarak tahmini amaciyla gelistirilen
PLS regresyon modelinde, 6giitiilmiis 6rneklerden (Sekil 31) elde edilen verilere dayali
olusturulan modelin (r=0,77; R2=0,60; SEE=%0,62) tane Orneklerine gore (r=0,54;
R?=0,29; SEE:%0,56) daha dogru tahmin saglayacag1 goriilmektedir (Sekil 32). Buna
karsin her iki modelinde degerlendirme parametreleri bakimindan diisiik degerlere sahip

olusu (ogiitiilmiis 6rnekler icin RPD=1,61, tane ornekleri i¢in RPD=1,19) her iki 6rnek
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grubundan olusturulan modelin tahmin giicliniin zayif oldugunu gostermektedir.
Ogiitiilmiis 6rneklere gore olusturulan modelin optimum faktdr sayisi1 2, tane drneklerine

gore olusturulan modelin optimum faktor sayisi ise 3 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 31. Ogiitiilmiis misirda nem oranma gore olusturulan modelde tahmin degerleri ve

referans analizler arasindaki iligkiler.
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Sekil 32. Tane misirda nem oranima gore olusturulan modelde tahmin degerleri ve referans

analizler arasindaki iligkiler.
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Melchinge ve ark. (2006) tarafindan yapilan c¢alismada Ogiitiilmiis tane musir
kullanilarak olusturulan modelde tahmin degerleri ve referans analizler arasindaki
korelasyon katsayis1 1=0,99 ve determinasyon katsayisi R2=0,98 bulunmus, olusturulan
modelin standart hatasi ise % 1,0 olarak tespit edilmistir. S6z konusu degerler dikkate
alimdiginda bizim c¢alisgmamizda olusturulan modellerin giivenilirliginin diisiik diizeye

sahip oldugu soylenebilir.

Ogiitiilmiis 6rneklere dayali olusturulan modellerin dogrulanma isleminde tahmin
degerleri ve referans analizler arasindaki korelasyon katsayis1 r=0,73 ve determinasyon
katsayis1 R?=0,54 bulunmustur. Validasyonun standart hatasi ise % 0,67 olarak tespit
edilmistir. Tane Orneklerine dayali olusturulan modelin dogrulama isleminde ise
korelasyon katsayisi r=0,47 ve determinasyon katsayist R?=0,22 bulunmustur. Dogrulama
isleminde tahminlenen ve referans analizler arasinda hesaplanan standart hata ise % 0,60

olarak tespit edilmistir.
4.5.1. Nem Oram ile Tarama Yapilan Dalga Boylar1 Arasindaki iliskiler

Ogiitiilmiis 6rneklere ait PLSR modelinde yiiksek regresyon katsayisina sahip dalga
boylarin1 gdsteren grafige (Sekil 33) gore, yaklasik 12793 cm™’den 7700 cm™ dalga
boyuna kadar yer alan dalga boylarmmimn regresyon denklemine katkisinin diisiik oldugu
dikkati cekmektedir. Bu araliktan sonra ise 8 farkli dalga boyunun (7077 cm™, 4917 cm™,
4435 cml, 7251 cm'l, 5353 cm'l, 5218 cm'l, 4701 cm'l, 4246 cm'l) diger bolgelerden
pozitif veya negatif yiiksek regresyon katsayisma sahip oldugu goriilmektedir. Tane
orneklerine ait PLS regresyon modelinde ise 8196 cm’, 5766 cm™, 4397 cm™, 4319 cm™,
8705 cm™, 5878 cm™, 4358 cm™ dalga boylarinin regresyon katsayisinin diger bolgelerden
yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 34). Ayrica tane Orneklerine ait modelde yiiksek
regresyon katsayisina sahip dalga boylari, o6giitiilmiis Orneklere ait modelden 6nemli

diizeyde farklar gostermistir.
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Regression Coefficients {B)

02
12793 967 11T33.267 10657139 9635010 8674 595 7710.323 6749907 5785635 4825219
X-Variables Factor-2, B0:12,68105

Sekil 33. Ogiitiilmiis muisir drneklerine gdre olusturulan modelde tarama yapilan spektrum

bolgesi ile nem orani arasindaki olan iligkiler.
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Regression Coefficients (B)
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12793 967 117T17.839 10622 425 9588 725 8609024 7633.181 6E5T.337 5677.636 4701.793
X-Variables Factor-3, B0O:9,6771

Sekil 34. Tane misir Orneklerine gore olusturulan modelde tarama yapilan spektrum

bolgesi ile karbonhidrat orani arasindaki olan iliskiler.
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BOLUM 5
SONUCLAR VE ONERILER

Bu arastirma bulgularina goére PLS regresyon modeli ile olusturulan biitiin 6zellikler
icin Ogiitiilmiis Orneklerin tane Orneklerine goére daha giivenilir sonucglar verdigi
belirlenmistir. NIRs teknigi tarimsal {irlinlerde tohumun yapisinda yer alan bilesenlerin
analizinde siklikla kullanilmakta olup tohumda yer alan bilesenlerin daha {iniform olmas1
nedeniyle kiiclik tohumlu bitkilerde (kolza, bugday, aycicegi vb.) biiyiik tohumlu bitkilere
gore daha dogru sonuclar elde edilebilecegi bildirilmistir (Spielbauer ve ark., 2009). Tahil
iirlinlerinin ¢ogunda endospermde nisasta, embriyoda ise yag oram yiiksektir. Misir tanesi
diger tahillar ile kiyaslandiginda daha iri tanelidir ve tane bilesenleri olan protein, nisasta
ve yag tane igerisinde asimetrik bir dagilim gostermektedir (Spielbauer ve ark., 2009).
Literatiirde dikkat ¢ekilen bu unsurlar g6z oniinde bulunduruldugunda, tane Orneklerine
dayali modellerin tahmin giicliniin zayif olmasmin nedenleri anlasilabilir. Ayrica burada
kullanilan 6l¢iim yonteminde, toplu halde bulunan bir tane Ornegine O6l¢glim probu
daldirilmig ve bu sekilde orneklerden spektrumlar alinmistir. Gerek Ogiitiilmiis gerekse
tane orneklerinde reflektans probdan gonderilen 1sinlarin tekrar reseptorlere diizgiin sekilde
ulagmasini engelleyen (tane aralarindaki bosluklar, 6rnegin yeterli diizeyde karismamasi,
1sinin tane orneklerine tam olarak ge¢memesi vb.) unsurlarin da olusturulan modellerin

sonuclarini olumsuz etkileyen faktorler olabilecegi 6ngoriilebilir.

Olusturulan kalibrasyon modelleri arasinda hem ogiitiilmiis hem de tane
orneklerinden en dogru tahmin giicli saglayan modeller protein oranindan elde edilmistir.
Protein oran1 NIRs dl¢limlerinde artik rutin hale gelen ve bir¢ok tarimsal iirlin i¢in yaygin
olarak kullanilan bir 6zellik oldugundan bu bulgunun beklenen bir sonug¢ oldugu
sOylenebilir. Yag orani gerek referans analiz siiresinin ¢ok uzun olmasi (6 Ornek i¢in
toplam 6 saat) gerekse referans analizin az sayida Ornek seti ile gerceklestirilmesi
nedeniyle NIRs kalibrasyonlarinda tahmin giiciiniin yiiksek olmasi istenen bir 6zelliktir.
Calismamizda elde edilen bulgular, literatiirdeki sonuglar ile kiyaslandiginda, yag oranini
tahminlemek amaciyla FT-NIR cihazindan daha dogru sonuglar elde edilebilecegini
gosterse de olusturulan modelin tahmin giicliniin bu 6zellik i¢in zayif oldugu dikkat
cekicidir. Karbonhidrat oranina ait kalibrasyon modellerinin de degerlendirme 6zellikleri
bakimidan yag oranina yakin degerlere sahip olan ve zayif tahmin giicii bulunan modeller

oldugu goriilmiistiir. Karbonhidrat oranini belirlemek amaciyla uluslar aras1 anlamda kabul
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goren birka¢ farkli analiz yontemi bulunmaktadir. Bizim ¢aliymamizda kullanilan
yontemin (Anthron) sonuglar1 ile NIR spektrumlari arasinda zayif bir baglant1 oldugu ve
FT-NIR cihazinda olusturulacak kalibrasyon modellerinde farkli referans analiz
yontemlerinin denenmesinin gerektigi anlasilmistir. Nem oranmin belirlenmesi amaciyla
olusturulan PLS regresyon modelinin literatiirde yer alan bilgilere gore beklenen tahmin
giiciinden daha disiik degerlere sahip oldugu goriilmiistiir. Bu durum da yine kullanilan
referans analiz (Etliv) yonteminin yerine baska tayin yOntemlerinin (Karl-Fischer vb.)
denenmesinin gerektigini gostermektedir. Bu degerlendirmeler dikkate alindiginda
regresyon modellerinin sonuglarmi 6nemli diizeyde etkileyen referans analizlerin farklh
yontemlere gore kiyaslamali olarak gerceklestirilmesinin faydali olacagi diistiniilebilir. Bu
duruma Ornek olarak; caligmamizda protein oranini belirlemek amaciyla kullanilan iki
farkli yontemin sonuglar1 dikkate alindigindan elemental analiz metodunun sonuglarina
gore olusturulan regresyon modellerinin hem 6giitiilmiis hem de tane 6rneklerinde Kjeldahl
yontemine gore daha dogru tahmin potansiyelinin olmasi gdsterilebilir. Bu tip ¢calismalarda
insan etkisinin az oldugu referans analiz yontemlerinin kullanilmasi durumunda

olusturulacak regresyon modellerinin tahmin gii¢lerinde artis olabilecegi soylenebilir.

Diger 6nemli bir konu ise kalibrasyon gelistirilen 6zellik ile elektromanyetik
spektrumda yer alan dalga boylarinin iligkisidir. Daha 6nce de belirtildigi gibi bu iligkiler
hedef 6zelligin yapisinda bulunan kimyasal baglarin elektromanyetik spektruma verdikleri
tepkiler tarafindan kontrol edilmektedir. Bu c¢alismada ele alinan ozelliklerde tane ve
ogiitiilmiis orneklerin verileri kullanilarak olusturulan modeller karsilastirildiginda bu iki
ornek grubuna ait PLS regresyon modellerinde etkili olan dalga boylarinin farkli oldugu
dikkat g¢ekicidir. Literatiirde yer alan dalga boylar1 ile arastirmamizda tespit edilen dalga
boylar1 arasinda bazi 6zelliklerde farkliliklar oldugu goériilmiistiir. Bu farkhiliklar bir dl¢tide
calismalarda kullanilan cihazlarin farkli dalga boylarinda 6l¢iim yapmasma ve regresyon

modellerinde bagimsiz degiskenler serisindeki degisimler olmasina atfedilebilir.

NIR spektroskopisi bir¢ok farkli alanda kullanimi yayginlasan alternatif analiz
yontemlerindendir. Bu yontem kullanilarak gelistirilen metotlarin giivenilirligini artirmak
ve kullanimin1 yaygimlastirmak i¢in yogun ¢aba sarf edilmektedir. Uluslar aras1 alanda gida
ve tarim iirlinlerinin analizinde baz1 6zellikler i¢in artik kabul goren ve uygulamada rutin
olarak kullanilmaya bagslayan bu teknigin gelistirilmesine yonelik yapilan caligmalar
dikkate alindiginda iilkemiz kaynakli ¢alismalarin sinirlhh oldugu dikkat ¢cekmektedir. Bu

bakimdan bu ¢alismaya benzer ¢aligmalarin artirilmasi s6z konusu alanda ulusal bilgi
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birikimimizi artrmak acisindan 6nem arz etmektedir. Arastirma sonucunda ele alinan
ozelliklerden protein orami disinda kalan yag orani, karbonhidrat orani ve nem oraninin
kullanilan yontem ile belirlenmesinde bazi sorunlar olabilecegi ve NIR spektroskopisi ile
elde edilecek tahminlerin yeterli giiven simirlar1 iginde yer alamayacagi tespit edilmistir.
Sonug olarak, bu calismada kullanilan yontemin daha da gelistirilmesi ve olusturulacak

modellerin tahmin giiclerini artrmak amaciyla yeni ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi

anlasilmistir.
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