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Oz -Bu calismada Ggiitiilmiis misir Grneklerinde toplam antosiyanin ve fenolik igeriklerinin yaki kizil Gtesi (NIR)
spektroskopisi ile tespitine yonelik gelistirilmis kalibrasyon modellerinde, spektral 6n islem ve dalga boyu se¢im
yontemlerinin tahmin basarisina etkisi aragtirilmistir. Aragtirma materyali olarak 200 farkli misir 6rnegi kullanilmistir.
Calismada 6n islem olarak; birinci tirev (FD), ikinci tiirev (SD), standart normal degisim (SNV) ve bu yontemlerin
birlikte kullanildig: 2 farkli kombinasyon karsilastirilmigtir. Spektral veriler 2 farkli dalga boyu se¢im yontemi (VIP
ve SR) ile ayr1 ayri isleme alinmustir. On islem ve dalga boyu segim yontemlerinin uygulanmasindan sonra hedef
degiskenlerin tahmini i¢in iki farkli model olusturma tekniginden (PLS ve SVMR) faydalanilmistir. Boylelikle,
calismada toplam fenolik ve toplam antosiyanin igerigi i¢in 36’ar model kiyaslanmigtir. Olusturulan modeller dis
dogrulama islemine tabi tutularak model giivenilirlikleri test edilmistir. Caliyjma sonucunda musir tanesinde
antosiyanin ve fenolik bilesen iceriginin tespitinde kullanilan kemometrik yontemin, model basarisini arttirdig:
gorillmiistir. Caligmada karsilastirilan modellerden antosiyanin igerigi i¢in FD-SNV-SR kombinasyonu ile
olusturulan modelin (RMSECaF0.0Z, R2c3|20.96, RPDCa|:5.36, RMSEVa|:0.03, RZVaI:O.QO, RPDVa|:3.14) tahmin
basarist yiiksek bulunmustur. Fenolik bilesen igerigi i¢in ise PLS modelleme teknigi daha basarili (RMSEc, =0.06,
R2Cal =0.66, RPDcy;=1.71, RMSEy;=0.07, R?/,=0.46, RPDyy=1.38) bulunmustur. Sonug olarak, uygulanan
kemometrik yontemlerin NIR ile sekonder bilesen tespitine katk: sundugu belirlenmistir.
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Abstract —In this study, the effect of spectral pretreatment and wavelength selection method combinations for
determination of total anthocyanin and phenolic contents by near infrared (NIR) spectroscopy on prediction success
was investigated. Two hundred maize samples were used as experimental material. As a pre-treatment in the study;
First derivative (FD), second derivative (SD), standard normal variate (SNV) were compared with 2 different
combinations using these methods together. Spectral data were processed separately with the combination of 2
different wavelength selection methods (VIP and SR). After applying pretreatment and wavelength selection methods,
two different model generation techniques (PLS and SVMR) were used to estimate the target variables. Thus, 36
different models each were compared for total anthocyanin and phenolic contents in the study. The model reliability
was tested by subjecting the created models to external validation. Results showed that the chemometric method used
to determine the anthocyanin and phenolic component content in corn grain increased the model success. Estimation
of the model (RMSEcm = 002, R2c3| = 096, RPDca = 536, RMSEVN = 003, szm = 090, RPDya = 314) for
anthocyanin content its success was found to be high. For the phenolic content, PLS modeling technique was found
to be more successful (RMSEc, = 0.06, R% = 0.66, RPDcy = 1.71, RMSEVal = 0.07, R%, = 0.46, RPDy, = 1.38).
As aresult, it has been determined that chemometric method applications contribute to secondary component detection
with NIR.
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1. Giris

Sekonder metabolitler diger bitki tiirlerinde oldugu gibi misirda da iriin kalitesini etkileyen Onemli
bilesenlerdir. Bu bilesenler icerisinde antioksidan etkiye sahip olan fenolik bilesikler ve antosiyaninler hem
beslenme hem de saglik acisindan Onemlidir. Flavonolid bilesiklerinin en 6nemli grubunu olusturan
antosiyaninler misir tanesine renk vermektedir. Renkli misir genotipleri ise ¢ok uzun yillardan beridir
tatlandirict ve renklendirici olarak yetistirilmekte ve tiiketilmektedir (Jing vd., 2005). Fenolik bilesikler ise
biyokimyasal olaylarda oksidatif etkileri azaltan ve bitkinin hayatsal faaliyetlerinde rolleri olan
biyokimyasallardir. Yulaf, bugday ve pring ile kiyaslandiginda en yiiksek antioksidan etki ve fenolik bilesen
icerigi misirdadir (Adom ve Liu, 2002). Misirin beslenmedeki payr dikkate alindiginda bu bilesenlerin
artirtlmast arzu edilmektedir. Bu amagla son yillarda antioksidan kapasitesi yiiksek misir genotiplerinin
gelistirilmesi i¢in dnemli bir caba harcanmaktadir (Ji vd., 2010). Bu yonde yapilan arastirmalarda ise kullanilan
orneklerde antosiyanin ve fenolik bilesenlerin analiz edilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Antosiyanin analizlerinde genel olarak 6ziitleme isleminin ardindan farkli 6l¢lim cihazlar1 ve yontemleri
kullanilmaktadir. Bu yéntemlerin basinda yiiksek basingli sivi kromotografisi, ince tabaka kagit kromotografisi
ve son yillarda giincel hale gelen niikleer manyetik rezonans spektroskopisi gelmektedir (Keles, 2015). Fenolik
bilesenler de antosiyaninlere benzer sekilde oOziitleme sonrasinda kromotografik ya da UV-goriiniir
spektroskopik yontemler kullanilarak analiz edilebilmektedir. Ancak bu analiz yontemleri uzun zaman
harcanan, yiiksek emek ve is giicii gerektiren, kimyasal sarfinin yiiksek islemlere ihtiyag duymaktadir. Bu
nedenle antosiyanin ve fenolik bilesenlerin kisa siirede ve kimyasal harcanmayan ¢evreci analiz yontemlerinin
gelistirilmesi gerekmektedir. Bu konuda yakin kizil 6tesi spektroskopisi (NIR) 6nemli alternatiflerden birisidir.
Zira NIR spektroskopisi tahil iirtinlerinde farkli biyokimysal bilesenlerin tespitinde basarili sonuglar vermistir.
Bu kapsamda misir ununda farkli biyokimyasal bilesenlerin tespiti (Baye vd., 2006; Egesel ve Kahriman, 2012;
Egesel vd., 2016; Kahriman vd., 2019; Kahriman vd., 2020) i¢in NIR spektroskopisinin kullanildig1 ¢esitli
arastirmalar yiiriitilmiistiir. Bu calismalarin yani sira misirda antosiyanin igeriginin belirlenmesi amaciyla
tahmin modellerinin gelistirilmesini konu edinen 6rnek caligmalar yapilmistir (Mangalvedhe vd., 2015).
Ayrica gelistirilen NIR kalibrasyon modellerinin farkli misir genotipleri karakterize etmek amaciyla bazi
arastirmalar yapilmistir (Redaelli vd., 2016). Ozellikle misir tanesinde diger biyokimyasal bilesenler iizerine
cok sayida aragtirma yiiriitiilmiis olmasina karsin, toplam fenolik ve antosiyanin igerinin NIR ile tespitini konu
edinen sinirh sayida aragtirmaya rastlanmigtir (Mangalvedhe vd., 2015; Meng vd., 2015; Redaelli vd., 2016).
Bu aragtirmalarin  biiyiikk kismi modelleme teknigi olarak klasik yaklagimlarin kullanilmig oldugu
arastirmalardir. Bunlarin yani sira antosiyanin ve fenolik iceriginin tespitini konu edinen mevcut
aragtirmalarda kemometrik yontemlerin ¢esitliliginin ve model basarisina etkisini kapsamli olarak ele
alimmamustir.

Kemometrik uygulamalar, spektral verilerdeki diizensizliklerin giderilmesi, hedef degiskenle iligkili dalga
boylarmin secilmesi, se¢ilen dalga boyuna sahip tahmin modellerinin gelistirilmesi ve dogrulanmasi gibi ii¢
temel adimi igermektedir (Kahriman ve Egesel, 2018). Spektral verideki istenmeyen degisimlerin ortadan
kaldirilmast i¢in uygulanan birinci adimda kullanilan tekniklerden bazilari, birinci tiirev (FD), ikinci tiirev
(SD), Coklu Sagilma Diizeltmesi (MSC), Standart Normal Degisim (SNV) ve farkli degisken se¢im yontemleri
gibi ¢esitli geleneksel yontemlerdir (Yi vd., 2016). FD ve SD gibi tiirev alma iglemleri {ist {iste binen spektral
piklerin diizeltilmesi ile sinyal diizeltmesi saglayan yontemlerdir (Agelet ve Hurgburg Jr., 2010). MSC ve SNV
ise reflektans 6l¢iimlerinde 151k sagilmindan kaynakli bozulmalar1 gidermek amaciyla yaygin olarak kullanilan
yontemlerdir (Agelet ve Hurgburg Jr., 2010). Kemometrik uygulamalar i¢erisinde degisken se¢imi amaciyla
yaygin olarak kullanilan yontemler ise; Ardisik Projeksiyonlar Algoritmasi (SPA), Rekabet¢i Uyarlanabilir
Yeniden Agirliklandirilmis Ornekleme (CARS), Rassal Orman (RF), Degisken Onemlilik Projeksiyonlari
(VIP), Segicilik Orani (SR) yontemleridir (Lao vd., 2020). Bunlar, spektral veride yer alan degiskenlerin
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kalibrasyona konu olan degiskenlerle ilgili olanlar1 veya iligkisiz olanlar1 belirlemeye imkan vermektedir.
Degisken se¢im yontemlerinin kullanilmasi spektral veride hedef degisken ile en fazla iligkili olan dalga
boylarinin modelde kullanilmasina ve daha dogru tahmin sonuglari alinmasina imkan vermektedir. Klasik
yontemler olan kabul edilen modelleme tekniklerinin baslicalar1 ise Coklu Dogrusal Regresyon (MLR) Temel
Bilesen Regresyonu (PCR) ve Kismi En Kiigiik Kareler Regresyonu (PLSR) yontemleridir ancak bu yontemler
151k ile madde arasinda dogrusal olmayan iliskileri yeterince agiklayamamaktadir (Pasquini, 2003). Klasik
yontemlere alternatif olarak gelistirilen ve dogrusal olmayan modelleme teknikleri ise daha ¢ok makine
O0grenmesine dayali yaklasimlara dayanmaktadir ve 6n 6grenmeli ya da 6n 6grenmesiz olarak siniflandirilir.
Ogrenme tabanli olmayan modeller, spektral verilerin genel yapisini anlamak igin kullanilirken, 6grenme bazli
modeller 6nceden bilinen veri yapilarina dayanmaktadir (Yi vd., 2016). Bu yontemler i¢erisinde Yapay Sinir
Aglar1 (ANN), Destek Vektor Makineleri (DVM) gibi yontemler sepktral model gelistirme amaciyla yaygin
kullanilan tekniklerdendir (Agelet ve Hurgburg Jr., 2010). Spektral model gelistirme adimlarinda kemometrik
yontemlerin cesitli kombinasyonlariin kullanimi, tarimsal {iriinlerde biyokimyasal bilesenlerin analizinde
NIR cihazlarindan yararlanma imkanint artirmaktadir. Bu nedenle NIR tahmin modellerinde hedef degiskene
gore uygun kemometrik uygulamalarin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.

Bilimsel literatiirdeki calismalar dikkate alindiginda, antosiyanin ve fenolik bilesenler gibi sekonder
metabolitlerin NIR ile tespitinde kemometrik yontemlerin etkisinin yeteri diizeyde arastirllmadigi goriilmistiir.
Ulkemiz kaynakli literatiirde ise NIR ile toplam antosiyanin ve fenolik igeriginin belirlenmesini konu edinen
herhangi bir ¢aligmaya ulasilamamistir. Bu arastirma 6giitiilmiis misirlarda antosiyanin ve fenolik bilesenlerin
NIR ile tespitinde farkli 6n islem (On islemsiz, FD, SD, SNV, FD+SNV, SD+SNV), dalga boyu se¢im
yontemleri (Tim spektrum, VIP ve SR) ve modelleme tekniklerinin (PLS ve SVM) etkisini ortaya koymak
amacityla yiiriitiilmiistiir. Ayrica bu calismada hedef degiskenler ile spektral veri toplanan bolgedeki dalga
boylarinin iligkisi de incelenmistir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Materyal

Caligmada toplam 200 farkli dane misir 6rnegi kullanilmigtir. Bu 6rneklerin tamami Canakkale Onsekiz
Mart Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii’'nde 2019 yilinda yiiriitilen musir 1slah
caligmalarindan elde edilmistir. Kullanilan 6rnekler tane rengi bakimindan farkli 6zelliklere (beyaz, sari,
turuncu, mor) sahip genotiplere ait olsa da biiyiik kismi1 misirda yaygin goriilen tane rengi 6zelliklerini
tasimaktadir. Misir ornekleri, analize kadar laboratuvarda +4 °C’de muhafaza edilmistir. Analiz edilecek
ornekler laboratuvar degirmeninde 0.5 mm’lik elekle 6giitiilmiistiir.

2.2. Olgiimlenen Ozellikler

Toplam Antosiyanin Icerigi (mg/kg): Orneklerin antosiyanin icerikleri Abdel-Aal ve Hucl (1999)
tarafindan 6nerilen yonteme gore tespit edilmistir. Bu amagla 500 mg 6giitiilmiis numune 10 ml 1N metanolik
HCI (%85:15) igerisinde 30 dk oda sicakliginda ¢alkalanmistir. Daha sonra 6rnekler 8000 g’de 20 dk santrifiij
edilmistir. Her bir 6rnegin {ist fazindan 200 mikrolitre alinarak 96 kuyucuklu mikroplaya konulmus ve 535 nm
ve 700 nm absorbans degerleri alinarak cyanidin 3-glucoside esdegeri cinsinden (mg/kg CGE) antosiyanin
igerikleri belirlenmistir.

Toplam Fenolik Bilesen igerigi (%): Toplam fenolik bilesen analizlerinde Uluslararast Bugday ve Misir
Arastirmalar Merkezi (CIMMYT) tarafindan gelistirilen metot kullanilmistir (Galicia vd., 2009). Bu amagla
20 mg ogiitiilmiis 6rnek {izerine 1.3 ml 1.2 M HCI-Metanol ¢ozeltisi eklenerek 42°C’de 1100 rmp’de 30 dk
calkalanmustir. Ornekler oda sicakligma geldikten sonra 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. 500
mikrolitre list faz alinarak yeni bir ependorf tiipiine konulmus ve evaporatérde kurutulmustur. Kurutulan 6rnek
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1.3 m metanol igerisinde ¢oziilerek kolorimetrik reaksiyona tabi tutulmustur. Bu amagla, her bir 6rnekten 50
mikrolitre almarak 96 gozenekli mikroplakaya konulmustur. Orneklerin {izerine 40 mikrolitre %25°lik Folin-
Ciolalteu soliisyonu eklenmis, ardindan 110 mikrolitre 400 mM Na,COs ilave edilmistir. Mikroplaka 800
rmp’de 10 saniye calkalandiktan sonra 6rnekler 42 °C’de 9 dakika inkiibasyona tabi tutulmustur. Ardindan
orneklerin 765 nm’de absorbans degerleri alinarak gallik asit ile olusturulan standart kiirve yardimiyla
orneklerin fenolik bilesen igerikleri gallik asit esdegeri (GAE) tespit edilmistir.

2.3. Spektral Modellerin Gelistirilmesi ve Dogrulanmasi

Ogiitiilmiis 6rnekler masaiistii NIRS cihazinin (Spectrastar 2400D, Unity Scientific, ABD) déner kap modu
kullanilarak, 1200-2400 nm arasinda her bir dalga boyuna ait spektral veri almmustir. Orneklerden spektral
veri toplanirken toplam 48 farkli noktadan 6l¢iim yapilmis ve bu dl¢iimlerin ortalamasi 6rnek spektrumu olarak
kaydedilmistir. Ornek spektrumlar1 jdx formatinda birlestirilerek kalibrasyon olusturma calismalarinda
kullanilmak iizere metin (.txt) dosyalarina doniistiiriilmiistiir. Tahmin modelleri olusturulmadan 6nce tiim veri
seti kullanarak tip dis1 6rnekler uzaklastirilmis ve kalan 200 adet 6rnek kalibrasyon (n=150) ve dis dogrulama
seti (n=50) olmak iizere iki alt gruba ayrilmistir. Bu ayrim igleminde Kennard-Stone algoritmasindan
yararlanilmigtir. Calismada 6 farkli 6n islem, 3 farkli secim yontemi ve 2 farkli modelleme teknigi
kullanilmistir (Tablo 1). Her 6nisleme ait spektral veri her bir dalga boyu se¢im yontemi ile muamele edildikten
sonra, her bir modelleme yontemi ile ayr1 ayri analiz edilmistir. Boylelikle incelenen her bir 6zellik i¢in toplam
36 farkli model olusturulmus ve degerlendirmeye almmustir. Caligmada kullanilan 6nislemler spektral
modelleme ¢aligmalarinda yaygin kullanilan yontemlerden secilmis olup, bu yontemlerle ilgili bilgiler giris
boliimiinde sunulmustur.

-(E;tljll;mlada kullanilan kemometrik teknikler ve modelleme yontemleri

On Islem Dalga Boyu Se¢im Yontemi Modelleme Teknigi

1) On Islemsiz 1) Tiim Spektral Veri 1) Kismi En Kiigiik Kareler Reg.
2) Birinci Tiirev (FD) 2) Degisken Onemlilik Projeksiyon. (ZF)) I]_)Se)stek Vektér Makin. (SVM)
3) ikinci Tiirev (SD) 3) Secicilik Orani (SR)

4) Standart Normal Degisim (SNV)

5) FD+SNV

6) SD+SNV

Onislemler ve modelleme ¢alismalarinda R programinda (R Core Team, 2019) gelistirilen SelectWave web
uygulamast  (Kahriman  ve  Liland, 2021)  kullanilmistir.  SelectWave  uygulamasi  (
https://bafr.shinyapps.io/SelectWave/) internet tizerinden farkli kemometrik uygulamalar ile tahmin modeli
gelistirmeye imkan veren bir uygulamadir. Bu uygulamaya yiiklenen spektral veri ve referans analiz
sonuglarindan elde edilen modeller igin kalibrasyon setine (n=150) ait RMSEca, R%ca Ve RPDca degerleri ile
kalibrasyon seti disinda (n=50) 6rneklerle yapilan dis dogrulama setinde RMSEvai, R%va ve RPDyg istatistikleri
hesaplanmigtir. Olusturulan modeller bu istatistiklere gore degerlendirilmis olup, RMSE degeri diisiik, R? ve
RPD degerleri yiiksek modeller basarili tahmin veren modeller olarak kabul edilmistir. RPD degerleri Sans vd.
(2020) tarafindan 6nerilen skalaya gore yapilmistir. Bu skalada modeller iyi (RPD > 2), orta (1.4 < RPD <2),
zay1if (RPD < 1.4) olmak iizere ii¢ sinifa ayrilmistir. Degerlendirme yapilirken 6nce kalibrasyon setine ve dig
dogrulama setine ait istatistiklerin her ikisi i¢in de yukaridaki sart1 saglayan modeller basarili kabul edilmistir.
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3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Antosiyanin ve Fenolik icerigi Bakimindan Ornek Setindeki Degisim

Bu calismada kalibrasyon ve dis dogrulama setinde bulunan istatistikler Tablo 2°de gosterilmistir.
Antosiyanin igerigi bakimindan kalibrasyon setinde bulunan aralik (%0.02 CGE ve %0.47 CGE) degerlerine
gore dis dogrulama setindeki 6rneklerin antosiyanin igerigi setine ait sinirlar i¢erisindedir. Antosiyaninler misir
tanesinde renk olusumuna neden olan bilesenlerdir ve genellikle mor-kirmizi renk olustururlar (Lago vd.,
2014). Calismamizda kullanilan 6giitiilmiis misir 6rneklerinin beyaz, sari, turuncu, mor ve kirmizi tane renkli
misirlar bulunmaktadir. Bu durum antosiyanin igerigine yonelik analiz sonuglarin1 ve tanimlayici istatistikleri
dogrudan etkilemistir.

Fenolik bilesenler misir ununda antioksidan etkiye sahip olan biyokimyasallardir. Kalibrasyon seti ve dig
dogrulama setinde fenolik asit i¢eriginin ¢ok yakin ortalama sahip oldugu buna karsin dis dogrulama setindeki
degisimin kalibrasyon setinden daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Tablo 2). Lopez-Martinez vd. (2009) misir
ununda ortalama fenolik asit igerigini 343 mg GAE/100 g (%0.343) olarak rapor etmistir. Caligmamizda elde
edilen ortalamanin bu degerin iizerinde oldugu tespit edilmistir. Bu durum g¢alismamizda kullanilan genotip
sayisinin fazla olmasma ve kullanilan materyalde genetik cesitlilik bakimindan yiiksek bir varyasyon
bulundurmasina baglanabilir. Nitekim az sayida ve genetik gesitlilik bakimindan sinmirli degisim gosteren
materyallerle yiiriitiilen bir ¢calismada toplam fenol igerigi 112.05- 244.90 ng GAE/g (%0.11-%0.25 GAE)
arasinda bulunmustur (Sabanci, 2016).

Z?ltt):)c;iianin ve fenolik bilesenler i¢in 6rnek setlerinde tanimlayici istatistikler.
Antosiyanin (mg CGE/Kkg) Fenolik Bilesen (% GAE)
Ornek Seti Kalibrasyon Dig Dogrulama Kalibrasyon Dis Dogrulama
N 150 50 150 50
Ortalama 0.14 0.12 0.67 0.67
S. Sapma 0.09 0.08 0.09 0.09
Minimum 0.02 0.01 0.41 0.52
Maksimum  0.47 0.37 0.96 0.91

3.2. Kalibrasyon Modellerinin Degerlendirilmesi

Antosiyanin igerigine yonelik olusturulan PLS tahmin modelleri i¢in bulunan degerler Tablo 3’de, SVM
model degerlendirme sonuglar1 ise Tablo 4’de gosterilmistir. PLS yonteminde, FD+SNV o6nislemi ve VIP
dalga boyu kombinasyonundan (RMSEca=0.03, R%ca=0.87, RPDca =2.88, RMSEva=0.05, R%/=0.74,
RPDva=1.97) diger veri seti kombinasyonlarindan daha basarili sonuglar elde edilmistir. SVM modelleri
icinde FD+SNV+SR kombinasyonu ile olusturulan modelin diger modellerden daha iyi sonug¢ verdigi
goriilmiistiir. Diisiik hata ve yiiksek R?> ve RPD degeri veren bu modelin (RMSEca=0.02, R%:.=0.96,
RPDcs=5.36, RMSEva=0.03, R?%,=0.90, RPDva=3.14) antosiyanin iceriginin belirlenmesinde
kullanilabilecegi saptanmustir (Tablo 3, Sekil 1). Tiim spektral verinin herhangi bir 6n islem uygulanmadan
kullamldigi PLS modeli (R?%ca=0.15, R%/2=0.10) ile bu modelin R? degerleri kiyaslandiginda (R?ca=0.96,
R2/2=0.90), spektral veriden yararlanilarak antosiyanin igeriginin agiklanabilmesi bakimindan kalibrasyon
setinde yaklasik 6 kat, dis dogrulama setinde ise 9 kat daha artis oldugunu sdylemek miimkiindiir (Tablo 3).
Tiim spektral veriye 6nislem uygulanmasinin tahmin basarisini dikkate deger sekilde artirdigi goriilse de, dalga
boyu se¢im yontemi uygulanmasi halinde modele iliskin tahmin giicliniin yiikseldigi gorilmektedir.

Antosiyanin igeriginin misir tanesinde NIR spektroskopisi tespitine yonelik bir aragtirmada (Mangalvedhe vd.,
2015) olusturulan kalibrasyon modeline ait R? degeri 0.72 dis dogrulama setine iliskin R? ise 0.93 olarak
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hesaplanmigtir. Arastirmamizda gelistirilen modellerden kalibrasyon seti igin benzer sonuglara ulagilmig ancak
dis dogrulamaya iliskin R? degerleri bu calismadan daha diisiik bulunmustur. Bu durumun baslica nedeni
kullanilan o6rneklerdeki antosiyanin miktarindaki degismeler ve kullanilan spektroskopi cihazlarindaki
farkliliklardir. Mangalvedhe vd. (2015) tarafinda yiiriitiilen arastirmada 0-900 mg/kg’lik genis bir varyasyon
var iken, kullanilan cihaz ise 900-1650 nm arasini taramaktadir. Arastirmamizda ise antosiyanin igerigine
iligkin varyasyon daha diisiik olmakla birlikte kullanilan cihazin tarama araligi (2100-2400 nm) daha genistir.
Antosiyanin igerigi i¢in spektral veriye 6n islem uygulanmasi halinde 6l¢iim basarisinin arttigi gézlenmistir.
Kemometrik yontem uygulamalarinin spektral model basarisina olumlu yonde etki ettigini gosteren farkl
caligmalar vardir (Alfieri vd. 2019; Kahriman, 2017). Calismamizdan elde edilen sonuglar da bu bulgular
dogrular niteliktedir.

a) Kalibrasyon Sefi b) Dis Dogrulama Seti G) Kalibrasyon Seti d) Dig Dogrulama Seti

Model Tahmini
Model Tahmini

Model Tahmini
Model Tahmini

Referans Analiz Referans Analiz Referans Analiz Referans Analiz

Sekil 1. Antosiyanin igerigi icin PLS yonteminde (a, b) ve SVM yonteminde (c, d) en iyi tahmin sonucu veren
kalibrasyon ve dis dogrulama setlerine ait tahmin grafikleri

¥2zll(a)m?;.antosiyanin icerigine yonelik NIR tahmin modellerine ait degerlendirme istatistikleri
Onislem Se¢im Yontemi RM RMSEca RZ%a RPDca  RMSEva Ry RPDval
On islemsiz ~ Tiim Spektrum  PLS 0.09 0.15 1.09 0.09 0.10 1.06
FD Tiim Spektrum ~ PLS 0.04 0.85 2.66 0.05 0.70 1.85
SD Tiim Spektrum  PLS 0.04 0.82 2.37 0.06 0.65 1.71
SNV Tiim Spektrum  PLS 0.03 0.88 2.92 0.05 0.69 1.83
FD+SNV Tiim Spektrum ~ PLS 0.06 0.58 1.55 0.07 0.48 1.40
SD+SNV Tiim Spektrum  PLS 0.04 0.82 2.38 0.06 0.64 1.68
OnIslemsiz  VIP PLS 0.09 0.15 1.09 0.09 0.10 1.06
FD VIP PLS 0.04 0.85 2.61 0.05 0.72 1.91
SD VIP PLS 0.04 0.82 2.37 0.05 0.68 1.79
SNV VIP PLS 0.03 0.87 2.88 0.05 0.74 1.97
FD+SNV VIP PLS 0.03 0.86 2.72 0.05 0.71 1.88
SD+SNV VIP PLS 0.05 0.75 2.03 0.06 0.62 1.64
On Islemsiz SR PLS 0.09 0.15 1.09 0.09 0.10 1.06
FD SR PLS 0.04 0.85 2.65 0.05 0.70 1.83

FD: Birinci tiirev; SD: Ikinci tiirev; SNV: Standart normal degisim; RM: Regresyon metodu; VIP: Degisken
onemlilik projeksiyonu; SR: Seg¢icilik orani.
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Tablo 3 (devamu).
Toplam antosiyanin icerigine yonelik NIR tahmin modellerine ait degerlendirme istatistikleri

Onislem Se¢im Yontemi  RM RMSEca RZ%a RPDca RMSEva R?va RPDva

SD SR PLS 0.04 0.82 2.37 0.06 0.65 1.71
SNV SR PLS 0.07 0.51 1.43 0.07 0.40 1.30
FD+SNV SR PLS 0.06 0.57 1.53 0.07 0.47 1.39
SD+SNV SR PLS 0.04 0.81 2.36 0.06 0.63 1.66
Onislemsiz  Tiim Spektrum SVM  0.04 0.82 2.39 0.05 0.64 1.69
FD Tim Spektrum  SVM  0.02 0.97 5.47 0.03 0.88 2.93
SD Tim Spektrum  SVM  0.02 0.96 5.27 0.03 0.88 2.93
SNV Tim Spektrum  SVM  0.02 0.96 5.16 0.03 0.88 2.92
FD+SNV Tim Spektrum  SVM  0.02 0.97 5.39 0.03 0.88 2.92
SD+SNV Tim Spektrum  SVM  0.02 0.96 521 0.03 0.88 2.94
On islemsiz  VIP SVM  0.10 0.10 0.96 0.08 0.20 1.00
FD VIP SVM  0.02 0.97 5.37 0.03 0.89 3.09
SD VIP SVM  0.02 0.97 5.50 0.03 0.89 3.11
SNV VIP SVM  0.03 0.89 2.99 0.04 0.72 1.92
FD+SNV VIP SVM  0.02 0.96 4.85 0.03 0.89 3.09
SD+SNV VIP SVM  0.02 0.97 5.46 0.03 0.90 3.13
On islemsiz SR SVM  0.10 0.10 0.96 0.08 0.20 1.00
FD SR SVM  0.02 0.97 5.54 0.03 0.89 3.10
SD SR SVM  0.02 0.97 5.48 0.03 0.89 3.12
SNV SR SVM  0.03 0.90 3.12 0.04 0.80 2.25
FD+SNV SR SVM  0.02 0.96 5.36 0.03 0.90 3.14
SD+SNV SR SVM  0.02 0.97 5.42 0.03 0.90 3.13

FD: Birinci tiirev; SD: Ikinci tiirev; SNV: Standart normal degisim; RM: Regresyon metodu; VIP: Degisken
onemlilik projeksiyonu; SR: Segicilik oran.

Toplam fenolik igerigi igin olusturulan PLS ve SVM model degerlendirme sonuglari ise Tablo 4’de
gosterilmistir. Kullanilan her iki modelleme tekniginde de 6n islemsiz spektral verinin VIP dalga boyu se¢im
yoOntemine uygulanmasi ile olusturulan modellerin, digerlerinden daha basarili sonug verdigi gozlenmistir. Bu
modelere ait degerlendirme istatistikleri birbiri ile kiyaslandiginda ise PLS tekniginde basarili bulunan ve 6n
islem uygulanmadan VIP dalga boyu se¢imi yapilan modelin (RMSEca=0.05, R%c4=0.71, RPDca=1.87,
RMSEva=0.06, R%2=0.66, RPDva=1.72) SVM tekniginde basarili bulunan ve 6n islem uygulanmadan VIP
dalga boyu se¢imi yapilan modelden (RMSEca =0.06, R%ca =0.66, RPDca=1.71, RMSEv4=0.07, R%/2=0.46,
RPDva=1.38) nispeten daha basarili sonug verdigi izlenmektedir (Tablo 4, Sekil 2). Ancak toplam fenolik
icerigi i¢in olusturulan bu modellerin RPD degerlerine gore modellerin orta diizeyde (1.4 < RPD < 2)
giivenilirlige sahip oldugu anlasilmaktadir.

Meng vd. (2015) ogiitiilmemis ve ogiitilmis misir tanesi numunelerinde fenolik bilesen tespitine yonelik
geligtirdikleri NIR kalibrasyon modellerinde R? degeri %90’in iizerinde olan modellerin oldugunu
bildirmislerdir. Mevcut ¢alismada gelistirilmis modellerin R? degerleri Meng vd (2015) tarafindan ¢alismada
gelistirilmis modellerden diisiik bulunmustur. Bu durumun baslica nedenlerinden birisi kullanilan 6rnek setinin
fenolik madde icerigi bakimindan ¢ok biiyiik bir degisime sahip olmasidir. Aragtirmamizda bu biyokimyasal
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bilesen igin tespit edilen sinir degerler nispeten dar bulunmustur. Bu durum gelistirilen kalibrasyon
modellerinin degerlendirme istatistiklerine yansimustir.

Tablo 4.

Toplam fenolik igerigine yénelik NIR tahmin modellerine ait degerlendirme istatistikleri

On Islem Secim Yontemi  RM RMSEca R%a RPDca RMSEva R%a  RPDya
On islemsiz ~ Tiim Spektrum PLS 0.05 0.71 1.87 0.06 0.65 1.71
FD Tiim Spektrum PLS 0.06 0.67 1.75 0.06 0.60 1.60
SD Tiim Spektrum PLS 0.05 0.72 1.91 0.07 0.48 1.40
SNV Tiim Spektrum PLS 0.06 0.67 1.77 0.06 0.60 1.60
FD+SNV Tiim Spektrum PLS 0.06 066 1.73 0.06 0.60 1.59
SD+SNV Tim Spektrum PLS 0.06 0.62 1.64 0.07 0.45 1.36
On islemsiz ~ VIP PLS 0.05 0.71 1.87 0.06 0.66 1.72
FD VIP PLS 0.06 0.67 1.75 0.06 0.60 1.61
SD VIP PLS 0.04 0.83 245 0.07 0.55 1.50
SNV VIP PLS 0.06 0.68 1.78 0.06 0.61 1.62
FD+SNV VIP PLS 0.06 0.66 1.74 0.06 0.60 1.61
SD+SNV VIP PLS 0.04 0.80 225 0.07 0.53 1.48
On Islemsiz SR PLS 0.05 0.71 1.87 0.06 0.65 1.71
FD SR PLS 0.06 0.67 1.75 0.06 0.60 1.60
SD SR PLS 0.05 0.72 1.91 0.07 0.47 1.39
SNV SR PLS 0.06 0.67 1.77 0.06 0.60 1.60
FD+SNV SR PLS 0.06 0.66 1.73 0.06 0.60 1.59
SD+SNV SR PLS 0.06 0.62 1.64 0.07 0.45 1.36
On Islemsiz ~ Tiim Spektrum SVM 0.04 083 244 0.09 0.34 1.25
FD Tiim Spektrum SVM 0.01 0.99 12.21 0.09 0.43 1.34
SD Tiim Spektrum SVM 0.01 0.99 10.95 0.09 0.43 1.34
SNV Tiim Spektrum SVM 0.01 0.99 11.59 0.09 0.43 1.34
FD+SNV Tiim Spektrum SVM 0.01 0.99 13.92 0.09 0.43 1.34
SD+SNV Tiim Spektrum SVM 0.01 0.99 12.21 0.09 0.43 1.34
On islemsiz ~ VIP SVM 0.06 0.66 1.71 0.07 0.46 1.38
FD VIP SVM 0.02 095 441 0.08 0.31 1.22
SD VIP SVM 0.01 0.99 12.54 0.09 0.22 1.14
SNV VIP SVM 0.05 0.79 219 0.07 0.45 1.37
FD+SNV VIP SVM 0.03 0.88 2.89 0.07 0.43 1.34
SD+SNV VIP SVM 0.01 099 9.36 0.09 0.22 1.15

FD: Birinci tiirev; SD: Ikinci tiirev; SNV: Standart normal degisim; RM: Regresyon metodu; VIP: Degisken
onemlilik projeksiyonu; SR: Segicilik orani.
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Tablo 4 (devami).

Toplam fenolik igerigine yonelik NIR tahmin modellerine ait degerlendirme istatistikleri

On Islem Secim Yontemi  RM RMSEca R%a RPDca RMSEva R%a  RPDya

On Islemsiz SR SVM 0.10 0.20 1.00 0.10 0.10 1.00
FD SR SVM 0.01 099 855 0.08 0.28 1.19
SD SR SVM 0.01 0.99 10.99 0.09 0.22 1.15
SNV SR SVM 0.04 0.83 243 0.07 0.43 1.33
FD+SNV SR SVM 0.02 098 6.36 0.08 0.33 1.23
SD+SNV SR SVM 0.01 099 11.84 0.09 0.22 1.14

FD: Birinci tiirev; SD: Ikinci tiirev; SNV: Standart normal degisim; RM: Regresyon metodu; VIP: Degisken
onemlilik projeksiyonu; SR: Segicilik orani.

a) Kalibrasvon Seti b) Dis Dodrulama Seti C) Kalibrasvon Seti d) Dis Dodrulama Seti

Model Tahmini
Model Tahmini
Model Tahmini
Model Tahmini

Referans Analiz Referans Analiz Referans Analiz Referans Analiz
Sekil 2. Fenolik bilesen igerigi i¢in PLS yonteminde (a, b) ve SVM yonteminde (c, d) en iyi tahmin sonucu
veren kalibrasyon ve dis dogrulama setlerine ait tahmin grafikleri

3.3. Modellerde Etkili Dalga Boylari

Elektromanyetik spektrumda NIR bolgesindeki dalga boylarinin 151k enerjisi ile etkilesimi komplike bir
yapidadir. Maddelerin yapisinda bulunan C-H, O-H, N-H ve S-H gibi kimyasal baglarm 151k ile etkilesimi
sonucunda bu baglar esneme, biikiilme gibi hareketler yapmaktadir (Pasquini, 2003). NIR spektroskopisinde,
elektromanyetik spektrumda temel yakin kizil 6tesi bolgesi (750-2500) ile organik bilesenlerin yapisindaki
alifatik ve aromatik (C-H), karboksil (C-O), hidroksil (O-H) ve amin-amid (N-H) baglarinin enerji
diizeylerindeki degisimin olgiilmesine dayanmaktadir (Williams ve Norris, 1987). Fenolik bilesenler ve
antosiyaninler temel olarak C-H, O-H baglar1 bulunduran biyokimyasal bilesenlerdir. Bu bag yapilar1 genel
olarak fenolik maddelerle iliskilendirilmektedir (Nicolai vd., 2007).

Antosiyanin igerigi i¢in olusturulan PLS ve SVM modellerinde etkili bulunan dalga boylarin1 gdsteren grafik
Sekil 3’te gosterilmistir. Modelleme teknigine gore etkili bulunan dalga boylarimin degisim gdsterdigi
anlagilmaktadir. PLS modelinde etkili bulunan dalga boyu sayist SVM modelinden daha az sayidadir. PLS
modelinde etkili dalga boylar1 1200 nm, 1400 nm, 1700 nm ve 1900-2400 nm arasindaki bdlgelerde yer
almistir (Sekil 3a). SVM modelinde 1750 nm ve 2050 nm’ye yakin bolgeler disinda kalan bolgelerdeki dalga
boylarinin tahminleyici olarak yer aldigi goriilmektedir (Sekil 3b). Mariani vd. (2015) bitkisel 6rneklerde
antosiyanin igeriginin NIR spektral bolgesinde yer alan 1232-1279 nm, 1319-1522 nm, 1792-2009 nm ve
2245-2387 nm dalga boylarinda olustugunu bildirmislerdir. Antosiyaninlerin kimyasal yapisi dikkate
alindiginda hidroksil grubun birinci overton bolgesi 1400-1600 nm arasi bolge ile etkilesimde oldugu, C-O ve
O-H baglarinin deformasyon bolgesi olan 2100 nm ve O-H, C-C baglarinin kombinasyon bant bdlgesi olan
2276 nm’ye yakin bolgeler de antosiyaninlerle iliskili oldugu bildirilmistir (Noah vd., 1997). Antosiyaninler
suda ¢oziinebilen bilesenlerdir bu sebeple ornek igerisindeki nem igerigi ile iliski olan dalga boylarmin da
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dikkate alinmasinda yarar vardir. Su ile NIR bolgesinde iliskili oldugu bilinen bantlar 760, 970, 1190, 1450 ve
1940 nm dalga boylaridir (Paulsen ve Singh, 1994). Calismamizda tarama yapilan bolgede (1200-2400 nm) su
ile iligkili bulunan dalga boylarinin da tahmin modellerinde yer aldigi goriilmektedir. Bu durum antosiyanin
miktarinin s6z konusu bantlar tarafindan maskelenmesine neden olabilir ve basarili bulunan modellerde s6z
konusu bdlgelerin elemine edildigi goriilmektedir.

a) b

Deger

1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

Dalga Boyu (nm) Dalga Boyu (nm)

Sekil 3. Antosiyanin i¢in en iyi tahmin sonucu veren PLS (a) ve SVM (b) modellerde etkili bulunan dalga
boylarini gdsteren grafikler

Fenolik bilesenlerin tespitinde PLS ve SVM yontemlerinde basarili bulunan modeller i¢in taranan spektral
aralikta (1200-2400 nm) ayn1 bolgelerin etkili oldugu saptanmustir (Sekil 4). Olusturulan PLS ve SVM yontemi
icin 1200 nm, 1500 nm, 1800 nm, 2100 nm ve 2200 nm bolgelerindeki dalga boylarinin etkili oldugu
goriilmektedir (Sekil 4). Literatiirde fenolik bilesenlerin NIR spektral bolgesinde farkli bolgelerle ilgili oldugu
rapor edilmistir. Miller (2001) NIR spektrumunda 1415 nm’den 1512 nm’ye ve 1955 nm’den 2035 nm’ye
kadar olan boélgelerin fenolik bilesenlerle ilgili karakteristik bantlar bulundurdugunu rapor etmistir. Diger
fonksiyonel bag tepkileri igerisinde, O-H hidroksil grubu (1514 nm), C-O baglarinin etkili oldugu 2056 nm ve
C-H baglarimin birinci overtone bolgesindeki 1762 nm, 2142 nm ve 2170 nm’deki dalga boylarinin fenolik
bilesenlerle iliskili oldugu bildirilmistir (Osborne, 1993). Sorgumda yiiriitiilen bir ¢alismada 400-2500 nm
arasinda taranan spektral aralikta 508 nm, 608 nm, 114 nm, 1304 nm, 1680 nm, 1904 nm, 2104 nm, 2230 nm
ve 2244 nm dalga boylarinin tahmin modellerinde etkili oldugu bildirilmistir (Alfieri vd., 2019). Calismamizda
fenolik bilesenlere yonelik modellerde etkili bulunan bdlgeler bilimsel ¢alismalardaki séz konusu spektral
araliklar1 igermektedir.

a) / b)

o

08
08

Deger
06
Deger
06

04
04

02
02

T T T T T T T T T T
1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

Dalga Boyu (nm) Dalga Boyu (nm)

Sekil 4. Fenolik bilesenler i¢in en iyi tahmin sonucu veren PLS (a) ve SVM (b) modellerde etkili bulunan
dalga boylarinm gosteren grafikler
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4. Sonuclar

Misir orneklerinde toplam antosiyanin ve fenolik igeriginin tespitinde NIR spektroskopisi cihazindan
yararlanilabilecegi goriilmiistiir. Bu cihazda gelistirilen kalibrasyon modellerinde kullanilan kemometrik
yontemlerin model basarisina dnemli etkisi oldugu anlasilmistir. Arastirmada her 6zellik icin gelistirilen 36
ayr1t modelden basarili bulunan modellerin spektral 6nislem ve dalga boyu se¢im yontemlerinin kullanildig
modeller oldugu dikkat cekmistir. Antosiyanin igerigi icin FD+SNV+SR kombinasyonu ile SVM modelleme
yontemi olusturulan modelin tahmin basarisinin diger modellerden daha yiiksek oldugu gézlenmistir. Toplam
fenolik bilesen icin 6n iglem uygulanmadan VIP dalga boyu se¢im yontemi diger kombinasyonlardan daha
yiiksek basari saglasa da, bu modellerin tahmin giivenilirlikleri orta diizeyde kalmistir. Antosiyanin igerigi i¢in
PLS ve SVM modelleme yontemlerinde farkli dalga boylarinin etkili oldugu goriilmiis ve SVM ydnteminde
tarama yapilan spektral aralikta daha fazla sayida bolge tahmin modeline dahil olmustur. Buna karsin toplam
fenolik igerigi icin ise her iki modelleme yonteminde de etkili dalga boylariin ayni oldugu goriilmiistiir.
Ileride bu bilesenlere yonelik calismalarda farkli kemometrik yéntemlerin de kullanilmasi faydali olacaktir.
Kullanilacak 6rnek setinde hedef degiskenler bakimindan varyasyonun 6rnek sayis1 ve biyokimyasal igerik
bakimindan degisimin artirilmasi da model basarisini olumlu yonde etkileyebilir. Antosiyanin ve fenolik
bilesenlerin yam sira diger sekonder metabolitlerin NIR ile tespitinde kemometrik yontemlerin etkisine yonelik
calismalar da yapilmalidir.
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