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Abstract

This study was investigated to determine a NIR calibration in the direction of the NDF
value of a total of 320 (three hundred twenty) corn samples taken from seven different
regions of Turkey. The corn samples used in the study were purchased and brought to the
laboratory from the ones where corn production was intense in Turkey. The corn samples
brought to the laboratory were ground and the spectra were taken. NDF analyzes were then
carried out using chemical substances in the laboratory. The calibration set generated is R
=0.3353; R2 = 0.1124 Standard Deviation = 3.4691, R = 0.3447 from the validation set; R2
= 0.1188 Standard Deviation = 3.1730 values were obtained. In this study, the calibration
interval was 5.415 and the validation interval was 6.538. As a result, with this research, there
is a need to work with more samples in order to give scientifically correct results of NDF
calibrations in FT-NIR device in corn, representing all regions of Turkey
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Tane Misirda Yakin Kizilotesi Spektroskopi [NIR) Kullanarak Nétral Deterjan Fiber
(NDF) Degeri icin Kalibrasyon Olusturulmasi

Ozet

Bu arastirma, Tiirkiye’nin yedi farkli bolgesinden getirilen toplam 320 (ii¢ yiiz yirmi) adet
tane musir numuneside NDF degeri yontinden NIR kalibrasyonu olusturulmasi amaciyla
gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan misir numuneleri, Ttirkiye’de musir tiretiminin
yogun oldugu illerden satin alinarak laboratuvara getirilmistir. Laboratuara getirilen musir
numuneleri ogfitlilerek spektralar alinmistir. Daha sonra laboratuarda kimyasal maddeler
kullanilarak NDF analizleri gerceklestirilmistir. Olusturulan kalibrasyon setinin R=0.3353;
R2= 0.1124 Standart Sapma = 3.4691 seklinde degerleri alinmus, validasyon setinden ise
R=0.3447; R2= 0.1188 Standart Sapma = 3.1730 degerleri elde edilmistir. Arastirmada
kalibrasyon araligi 5.415 olarak bulunurken, validasyon araligi ise 6.538 olarak tesbit
edilmistir. Sonug olarak, bu arastirma ile Ttirkiye nin biitiin bolgelerini temsil edecek sekilde
musir tanesinde FT-NIR cihazinda NDF kalibrasyonlarinin bilimsel agidan dogru sonugclar
vermesi adina daha fazla numune ile calismalarin yapilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: NIR, Kalibrasyon, Misir tanesi, NDF
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Giris

Son yillarda klasik analiz yontemlerine alternatif olarak c¢ok cesitli teknolojiler
kullanilmakta ve gelistirilmektedir. Bunun nedeni, hayvan beslemesi icin {iretim
kademesinde ve analizlerinde hizli, giivenilir ve ¢evreye dost olan teknolojilere ilginin
glin gectikee artis gostermesidir. Bu teknolojilerden biri de yaygin olarak kullanilan yakin
kizilbtesi (NIR) spektroskopisidir (Cen ve He, 2007 ). Ozellikle gida analizlerinde kullanilan
bu teknoloji, diger tekniklerle karsilastirildiginda, NIR'n kullaniminin kolaylig: ve buna
bagli olarak endiistriyel kuruluma uygun olmasi, ekipman tedariginin ve ¢alisiimasinin daha
rahat olmasi gibi nedenler avantaj saglamaktadir. Kalibrasyon modelleri gida endiistrisinde
bu cihazlara hazir olarak yiiklenmektedir. NIR spektroskopisi yaygin olarak gida
analizlerinde kullanilmasinin yaninda kimya sanayisi, eczacilik ve tarim gibi baska alanlarda
da kullanilabilmektedir. NIR spektroskopisi son zamanlarda hizla kullanim: yayginlasan
kimyasal madde kullandirmayan alternatif yontemlerden bir tanesidir. NIR analizlerinde
kimyasal madde kullanilmamasi, analiz maliyetlerinin ve siirecinin diistik olmas,
analiz sonrasinda 6l¢timii yapilan yem numunelerinin baska analizler icin tekrar tekrar
kullanilabilmesi ve analiz i¢cin az miktarda 6rnegin yeterli olmasit bu yéntemin en énemli
tsttinliiklerdir (Ertugay ve Baslar, 2011). NIR yontemi uzun yillardir tahil endiistrisinde
kalite kontrolii agisindan yapilagelmektedir. NIR analiz teknikleri 1980°li yillarin basindan
itibaren uluslararasi standart kuruluslarinin referans yontemleri arasina eklenmis akabinde
NIR yontemlerinin kullaniminda artislar gozlemlenmistir (Osborne, 2000). Baker,(1983)
farkh tahul tiirlerinde NIR cihazi yardimiyla NDF degerleri tizerine kalibrasyon gelistirmeye
calistigr arastirmasinda, tahil tiirlerinin NDF tahminleme giictinii 0.977 bulurken, seliiloz
standart eror degerini %1.5 olarak tesbit etmistir. Ayni arastirict calismasint 50 6rnek
tizerinde gerceklestirmistir. Calismada misirin kalibrasyon 6rnegi olarak NDF degerlerini
% 0.6-2.1 arahginda oldugu da ayrica rapor edilmistir. Fassio ve ark.(2014), 61 adet musir
kocani iizerinde gerceklestirdikleri arastirmalarinda, misir koganinda ADF, NDF ve organik
madde sindirilebilirligini NIR kalibrasyonu olusturarak tahminlemeye cahsmuslardir.
Arastirmada musir kogcaninin ortalama NDF degerini % 54.77, standart deviasyon degerini
12.35 olarak bulurken R2 degerini 0.92 olarak tesbit etmislerdir. Bai ve ark.(2004), farklh
bolgelerde yetisen ve farkli tiirlere ait 600 adet misir kocani tizerinde iki y1l boyunca NIR
kalibrasyonu gelistirmek amactyla arastirma gerceklestirmislerdir. Arastiricilar, kalibrasyon
gelistirirken PLS regresyon analizini kullanmislardir. Sonug olarak NDF icin R2 degeri
olarak 0.94 ve standart hata degeri icin ise %1.49-1.81 araliginda degerler tesbit edilmistir.
Konuyla ilgili olarak yapilan baska bir calismada (Fang ve ark.,2011), yakin kizil6tesi yansima
spektroskopisi ile musir bilesiminin tahminlenmesi amaclanmistir. Calismada ayrica NDF
degeri olarak kimyasal metotta 9.71 bulunurken, NIR ile bu deger 9.72 olarak tesbit edilmis,
R2 degeri ise NDF icin 0.94 katsayist bulunmustur. Bu calismanin sonuglari, Misir besin
degerlerinin NIRS tarafindan hizli ve dogru bir sekilde tahmin edilebilecegini gdstermistir.

Verilen bilgiler 1s1g1nda, bu arastirma, Tiirkiye’nin farkl illerinden getirilen tane misir'mn
NDF (Nétral Deterjan fiber ) analizinin yapilmasi ve NIR(Yakin Kizilétesi Spektroskopisi)
cihazinda ulusal bir kalibrasyon modelinin olusturulmasi amactyla gerceklestirilmistir.

Materyal ve Metot

Cahsma, Tirkiye'nin yedi farkh bolgesinde Toprak Mahsulleri Ofisi (TMO) Satin
Alma birimlerine getirilen toplam 320 (ii¢ yliz yirmi) adet tane misir numunesi tizerinde
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yUriitiilmisttir. zmir, Konya, Adana, Diyarbakir, Gaziantep, Iskenderun, ve Sanliurfa bolge
TMO satin alma ajanslarinin bagh oldugu subelerden dogrudan tane misir numuneleri
alnmustir. Her bir misir numunesinin sahibi olan {ireticilerin kimlik bilgileri, misirin
yetistirildigi bolge bilgileri (sehir, ilce, kasaba vs) numune alma sirasinda tek tek kayit altina
alinmustir. Alinan her bir numune gereken kayitlarinin yapilmasindan sonra, hava almayan
naylon posetlere yerlestirilmis ve Yem Analiz Laboratuvari’'na ulastirilmistir. Laboratuvarda
her bir tane musir numunesi ultra santriftijlii rotorlu ogiitiicti ile ogttilmis (ZM200,
Retsch Ltd.,Diisseldorf, Almanya) ve 1 mm capindaki eleklerden gegirilmistir. Ogjitiilen
ve elenen musir numuneleri tekrar ayr1 hava almayan baska naylon posetlere alinarak
ayrilmistir. Ogiitme isleminin hemen ardindan her bir misir numunesinden ayr ayri spektra
toplanmistir. Spektra toplama islemi esnasinda cam petrilere alinan misir numuneleri, NIR
cihazinin (NIRMaster®, BiichiLabortechnik AG, Flawil, Isvicre) otomatik rotor kismina
yerlestirilerek, her bir numuneden {i¢ kez spektra alinmak suretiyle spektralar toplanmuistir.
Toplanan spektralar NIR cihazina entegre olan sahsi bilgisayarda Kalibrasyonu tireten
firmanin sagladigt NIRCAL isimli ayn: program ile uyumlu olacak bir bicimde elektronik
ortamda depolanmustir. Direkt spektralari toplanan musir numuneleri tekrar ayrilarak yas
kimyasal metotla NDF analizleri yapilincaya kadar -20 C’de derin dondurucuda muhafaza
edilmistir. Bu numunelerde daha sonra NDF (notral deterjan fiber) analizleri yapilmustir.
NDF analizleri Van Soest (1994) yontemine gore yapilmistir. Her bir numune icin elde edilen
yas kimya NDF sonugclarina ait veriler NIR Master i¢inde bulunan operatér programina
kaydedilmistir. Elde edilen spektralar ve yas kimya analiz verileri {izerinden olusturulan
kalibrasyon ve istatistik degerlendirmeler NIRCAL progranu (BiichiLabortechnik AG, Flawil,
Isvicre) ile degerlendirilmistir. Spektralarin kalibrasyon ve validasyon setleri kendi icerisinde
program yardimu ile ayrilmistir. Elde edilen spektralar PLS (Partial Least Square) yontemi
ile ikincil tiirev tizerinden (second derivative) degerlendirilmistir. Normalizasyon calismast
yapilan verilerde SNV (Standard Normal Variate) metodu uygulanmustir. Ayrica birinci
dereceden tiirev alinarak (1st Derivation B Cap 5 Points Gap 2) veriler regresyona hazir hale
getirilmistir. Outlier degerleri kalibrasyon setinden cikarilarak normallestirilen spektralara
lineer regresyon uygulanmus ve kalibrasyon kalite parametreleri ortaya cikarilmustir. Bu
asamada R2 degeri, Validasyon ve Kalibrasyon setinin standart sapmalart hesaplanmustir.
Reflektanslara gore Regresyon Katsayilari ile elde edilen grafiksel ¢iktilar alinmistir. Ayrica
validasyon setinin tahminleme rezidiial hatasinin kareler toplamu da (V-Set PRESS) ortaya
cikarlmistir. Outlier degerleri program tarafindan belirlenmis ve kalibrasyon kalitesini
diistirmesinden dolay1 calismaya dahil edilmemistir.

Bulgular

Spektralara uygulanan 6n uygulamalar sonucu reflektans goriintimleri (1/log) ve
normallestirilmis spektralar Grafik 1.’de gosterilmistir.
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Grafik 1. Normalizasyon uygulanmus spektra seti
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Uygulama sonrasinda elde edilen fonksiyonel spektralarin 9000-4000 nm/cm dalga
boylarinda elde edildigi gorilmustir.

Elde edilen validasyon setinin tahminleme rezidtial hatasinin kareler toplam: grafigi
(V-Set PRESS) sayesinde temel bilesen degeri (Principal Components) 4 civarinda olmustur.
V-Set PRESS iizerinden temel bilesen degerleri Grafik 2.’de gosterilmistir.

Grafik 2. Tahminleme Rezid{ial Hatasinin Kareler Toplamu
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Elde edilen regresyon tutarhligi kalibrasyonun standart hata degerinin (SEC) tahminleme
standart hatasma boliinmesi (SEP) sonucunda elde edilmistir. Tutarlilik degeri 80 ile 120
arasinda belirlenmistir. Tutarhlik analizi sonuglart Grafik 3.’te gdsterilmistir.

Grafik 3. Kalibrasyon setinin tutarlihk analizleri
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Kalibrasyon ve validasyon setlerinden elde edilen dogrusal regresyon degerlerine ait
cikt1 Grafik 4.’te gosterilmistir.

Predicted Property NDF

Grafik 4. Kalibrasyon ve validasyon seti modelleri
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Regresyon analizine kalibrasyon setinde 635, validasyon setinde 307 olgtim dahil
edilmistir. Analiz sonucunda Kalibrasyon ve Validasyon setlerine ait model asagidaki
sekilde olusturulmustur:

Kalibrasyon seti
R=0.3353; R%= 0.1124 Standart Sapma = 3.4691
Validasyon seti
R=0.3447; R%=0.1188 Standart Sapma = 3.1730

Arastirmada kalibrasyon araligi 5.415 olarak bulunurken, validasyon aralig ise 6.538
olarak tesbit edilmistir.

Tartisma

Sunulan ¢alismada, tane misir numunelerinden toplamda 942 adet spektra alinmustir.
Bunlarin 635 tanesi spektra kalibrasyon setinde, 307 tanesi ise validasyon setinde yer
almistir. Validasyon setinde elde edilen ortalama haricinde kalan 18 spektra degerlendirme
disinda birakilmustir. Bu konuda yapilan diger bazi calismalarda elde edilen spektra ve
numune sayist ve tahminleme giclerini gdsteren veriler tablo. 1’de gosterilmistir.

Tablo 1- Konu ile ilgili yapilan bazi ¢calismalardan 6rnekler

Misir Ornek | Analiz edilen besin | R2 degeri Referans
sayist | maddesi

Tane 2160 Protein, nisasta, palmitik asit,Oleik | 0.90, 0.86, 0.85, 0.66, 0.68, 0.85 Baye ve ark.,2006
asit, linoleik asit, Enerji

Tane 62 Nem,Ham protein,NDF,ADF,Gros | 0.96,0.97,0.97, 0.98, 0.98 Choi ve ark.,2014
enerji

Kogan 600 NDF, ADF 0.94, 0.92 Bai ve ark.,2004

Tane 495 Nem,yag 0.66-0.87, 0.38-0.55 Cogdill ve ark.,2004

Kogan 66 in vitro organik madde | 0.91,0.92,0.90,0.78 Zimmer ve ark.,1990
sindirilebilirligi, NDF,ADF, ADL

Tane 65 NDF 0.94 Fang ve ark., 2011
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Arastirmada yas NDF analizlerine ait degerler tablo 2’de gosterilmistir.
Tablo 2- Misir tanesinde yas kimya sonuglart

NDF yas kimya analiz sonuclari betimleyici istatistikler

Minimum deger, % 8,066
Maksimum deger, % 19,8260
Ortalama+SEM 13,1604+0,1861
Standart sapma 3,186

Tablo 2" de de goriildiigii tizere, sunulan calismada olduke¢a genis bir arahkta veri
seti bulunmustur. Bu durum, farkli bolgelerden getirilen misir numunelerinde genis bir
varyasyonda NDF degerleri iceriginden kaynaklanmuis olabilir. Diinyada da musir tanelerinin
NDF icerikleri oldukca genis bir araliktadir (Buckner ve ark.,2013). Sunulan arastirmada
yas kimyasal (kemometrik) yontemle elde edilen tane musir NDF degerleri % 8,066-
19,8260 araligindadir. Bulunan bu degerler, Diinyada ve Tiirkiyede musir tanesindeki NDF
degerleriyle uyum icerisindedir (Tahir ve ark.,2012; Ergiin ve ark.,2004; Urriola ve ark.,2014).
Bu calismada yapilan yas kimya (laboratuar) analizleri 320 6rnek tizerinde yapilmus ve 3.186
standart eror (sapma) degeri elde edilmistir. Bulunan bu deger bazi ¢alismalarda (Buckner
ve ark.2013) elde edilen standart sapma degerleriyle uyum icerisindedir. Templeton ve ark.,
(1983), kaba yemlerde standard error degerlerini NDF i¢in % 1.40, ADFi¢in % 1.70, Lignin
icinise % 0.90 olarak belirlemislerdir. Melchinger ve ark.,(1986), Standard error degerlerini
tane musirda protein, seliiloz ve suda eriyebilen karbonhidratlarla, misir kocaninda protein
ve ADF degerleri acisindan NIR analizi ile sirasiyla 0% .16, 0.11, 0.21, 0.28 and 0.46
degerleri olarak tesbit etmisler ve bu degerleri kimyasal analizlerden % 6 - 22 oraninda
daha yiiksek bulmuslardir. Tane Misirn protein icerigi icin ortalama deger % 11 ve R? degeri
0.96 bildirilirken (Melchinger, ve ark.,1990), ham seltiloz ortalama degeri % 4.5 ve R2: 0.90,
nisasta ortalama deger % 68.3 ve R20.94, misir kocant ADF degeri % 34.9 ve R%0.94, NDF
degeri ortalama %65.4 ve R?0.95 olarak bildirilmektedir (Zimmer ve 1990).

Sunulan arastirmada, elde edilen spektralara pretreatment olarak birinci tiirev gap
2(first derivate gap2) standart normal varyasyon (SNV) ve carpimsal dagiim diizeltmesi
(multiplicative scatter correction,MSC) uygulanmustir. Bu parametrelerin spektralarinimn
degerlendirilmesinde yaygin bir bicimde kullanildigi rapor edilmistir (Gallagher ve ark.,
2005). Multiplicative scatter correction ve standart normal varyasyon uygulamalarmin
belirlenemeyen yol uzunlugu ve 1sin sacilmasi (path length ve light scattering) gibi
donamimsal spektrofotometri hatalarim gidermede son derece basarih oldugu bildirilmistir
(Gallagher ve ark., 2005). Ortam veya cevre 1sist degisiklikleri, 6rnek farklihklar, ya da
detektorden kaynaklanan dis kaynakli baslangic spektralarinin varyasyonlart farklilik
gosterebilir (Bokobza,1998). Sifir baslangic etkisinin engellenmesi amaciyla ve baslangic
etkisini ortadan kaldirarak yas kimyasal analizlerle olusturulan kemometrik grafigin
degiskenliklerini minimal seviyeye indirerek yanls bir degerlendirme yapilmasin
onlenmesi i¢in birinci ve ikinci tiirevlerin (first-second derivative) kullanilmasi 6nerilmektedir
(Mark ve Workman,2003).

Sunulan calismada, spektralarin degerlendirilmesinde, Kismi en kiiciik kareler yontemi
(PLS) kullamilmstir. Bu metot NIRS kalibrasyonlarinda yaygin olarak kullanilmakta ve en
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fonksiyonel yontemlerden biri oldugu rapor edilmektedir (Mouazen ve ark., 2006; Blanco
ve Peguero,2011) Bu metot (PLS) ile, aralarinda ¢oklu dogrusal baginti olan aciklayic
degiskenler, algoritmalar yardimiyla hem bagimli degiskendeki degisim hem de aciklayict
degiskenlerdeki degisim agiklanabilmektedir (Bulut ve Alin, 2009).

Tahminleme giiciiniin hesap edilmesinde R? (belirleme katsayisi) degeri kullanilmaktadir.
Bu deger, regresyon katsayist olan R degerinin karesi alinarak bulunmaktadir (Ding,2007).
Bu deger yani R? degeri 0 ve 1 rakamlar arasmdadir. Bu deger aym zamanda 1 degerine ne
kadar yakinsa o kadar giiclii olarak kabul edilir (Gujarati,2015). Sunulan ¢alismada NDF
degeri icin kalibrasyon setinin R degeri 0.3353 ve R? degeri 0.1124, validasyon setinin R
degeri 0.3447 ve R? degeri 0.1188 olarak saptanmustir. Choi ve ark.,(2014), nusir tanesinde
NIRS teknigi kullanarak yaptiklari ahsmalarmda NDF degeri icin R? degerini 0.97 olarak
bulmuslardir. Benzer sekilde Bai ve ark.,(2004) musir kocaninda NDF degeri i¢in R? degerini
0.94 olarak saptamuslardir. Literatiirlerde verilen bu degerler, ¢alismamizdaki NDF icin
deegerinden oldukea ytiksek bulunmustur. Bu durum musirin yetistirildigi toprak cesidi,
iklimsel farklihiklar, yeterli numune sayisina ulasilamamast ve en 6nemlisi musir irki
farklihigindan kaynaklanmus olabilir.

Sonuc

Ttirkiyede ilk defa 7 ayr1 bolgeden elde edilen tane misirlar kullanilarak FT-NIR cihazt
yardimiyla ulusal kalibrasyonlar olusturma kapsaminda, NDF kalibrasyonu olusturulmaya
yonelik olarak yapilan bu calismada, sonug olarak, NDF kalibrasyonlarmin daha giivenilir
ve saglikli sonuglar vermesi adina daha fazla numuneyle calisiimast en azindan 500 ve tizeri
saylda numune kullanilmas: kanaatine varilmistir.

Tesekkiir: Makale yazarlart AKU-BAPK a tesekkiir ederler. Proje no:14 Sagbil. 22
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