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YOGURT URETIMINDE TRANSGLUTAMINAZ KULLANIMININ TESPIiTi
ICIN HIZLI ANALIZ YONTEMIi GELiSTIRILMESI

OZET

Yogurt, siitte bulunan laktozu laktik aside doniistiiren bakteriler kullanarak siitiin
fermantasyonu ile olusan pihtidir. Laktik asit fermantasyonu sonucunda siit
proteinleri koagiile olur ve yogurda kendine 6zgii dokusunu ve asidik 6zelligini
kazandirir. Diinya genelinde yaygin olarak tiiketilen yogurt, insan sagliginin
korunmasi ve sindirim sistemi sorunlarmi giderme gibi ¢esitli iyilestirici etkiler ile
iliskilendirilmistir.

Yogurt tiretiminde, sicaklik ve diger fiziksel faktorlerin etkisiyle protein agindaki
suyun ayrilmasi énemli bir sorun olusturmaktadir. Bu sorunu ¢ézmek i¢in yogurda
mTGaz enzimi eklenebilmektedir. mTGaz, hidrofilik protein baglarinin etkilesimini
tesvik ederek jelin su tutma kapasitesini artirir ve bu da yogurt jelinin dayanikliliginm
ve viskozitesini iyilestirmektedir.

Transglutaminaz enzimi transferaz ailesinin bir Gyesidir. Transglutaminaz, bir peptid
bagl glutamin kalintisinin y-karboksiamid grubu ile lizin amino grubu dahil ¢esitli
primer aminler arasindaki bir agil transfer reaksiyonunu katalize eder. Bu da
proteinler, peptitler ve primer aminler arasinda kovalent ¢apraz bag olusturur.

Mikrobiyal transglutaminaz, ABD, Kanada, Japonya, Brezilya ve Cin gibi bircok
ulkede gida iiretiminde yasal olarak kullanilmaktadir. Genellikle giivenli kabul edilen
(GRAS) transglutaminaz enzimi, Avrupa Birligi'nde gida isleme yardimci maddesi
olarak onaylanmigtir ve siit {irlinleri iretiminde igerik listesinde belirtilmeden
kullanilabilmektedir. Baslangicta hayvan dokularindan elde edilen transglutaminaz,
giinimuzde genellikle mikrobiyal kaynaklardan elde edilmektedir.

Son yillarda yogurt {iretiminde mikrobiyal transglutaminaz enziminin kullanimi,
tirtiniin kivami, yapisal dayanikliligi, su tutma kapasitesi ve genel kalite 6zelliklerini
gelistirmesinden dolay: artig gostermektedir.

Mikrobiyal transglutaminaz, yogurda iki yontemle eklenir: Birinci yontemde, enzim
stitiin i¢ine eklenir ve ardindan siitiin sicaklig1, enzimin etkinliginin duracagi noktaya
yiikseltilerek inaktive edilir. Daha sonra starter kiiltiirii eklenir. Ikinci yontemde ise
mTGaz aktivitesi durdurulmadan, ayn1 anda starter kiiltiiriyle birlikte siitlin igine
eklenir.

Su ana kadar siit iiriinlerinde kullanilan transglutaminaz (mTGaz) enziminin varligini
veya miktarini giivenilir bir sekilde tespit edebilecek herhangi bir spesifik yontem
mevcut degildir. Bu calismanin amaci yogurttaki transglutaminazin kullanimini,
durumunu (aktif veya inaktif) ve konsantrasyon seviyelerini tespit edebilecek hizli,
uygun ve giivenilir bir modelin IR spektroskopisi kullanilarak gelistirilmesidir. Bu
calisma yogurtta mikrobiyal transglutaminaz kullaniminin tespitine yOnelik
literatiirdeki ilk caligma olacaktir. Bu c¢alismada, yogurt ornekleri orta ve yakin
kizil6tesi spektroskopisi ile analiz edilmistir.
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Deneysel yogurtlarda iki farkli mikrobiyal transglutaminaz enziminin konsantrasyon
seviyeleri test edilmistir. Bu konsantrasyon seviyeleri, 1 iinite ve 2 iinite olmak iizere
belirlenmis ve her iki konsantrasyon seviyelerinin, yogurtlar {izerinde olusturdugu
farkli etkiler analiz edilmistir. Yogurtta bulunan mikrobiyal transglutaminaz
enziminin durumunu aktif veya inaktif olarak tespit edebilmek amaciyla {iretilen
orneklerinin yarisinda enzim 1s1l igslem ile inaktive edilmistir.

Hem yakin kizilotesi (NIR) spektroskopisi hem de orta kizilotesi (MIR)
spektroskopisi i¢in, sinif analojisinin yumusak bagimsiz modellemesi (SIMCA) ve
kismi en kiclk kareler diskriminant analizi (PLS-DA) yaklasimlari, aktif mikrobiyal
transglutaminaz enzimi igeren yogurt drneklerinden kontrol drnegini ve enzimin aktif
ve inaktiflik durumunu siniflandirabilmistir. Ancak SIMCA ve PLS-DA yaklasimlari
hem NIR, hem de MIR spektroskopisi i¢in enzim konsantrasyonunu ayirt
edememistir. Makine Ogrenimi analizleri, yogurt Orneklerindeki mikrobiyal
transglutaminaz enziminin varligi, aktif veya inaktif durumunu ve konsantrasyon
seviyelerini basaril bir sekilde tespit etmistir.

Sonug olarak, yogurtta mikrobiyal transglutaminaz enziminin kullanimi ve aktif veya
inaktif durumu, kullanilan tiim kemometrik yaklasimlarla birlikte NIR spektroskopisi
ve MIR spektroskopisi MIR kullanilarak basarili bir sekilde tespit edilmistir. Makine
Ogrenimi analizleri ise, smif analojisi SIMCA ve PLS-DA modelleriyle
karsilastirildiginda yogurtlarda tespit edilen enzim konsantrasyon seviyelerinin ayirt
edilmesi konusunda {istlin bir performans gostermistir. Makine 6grenimi modelinin
istlin performansi, verilerdeki karmasik ve dogrusal olmayan iliskileri ele alma
yetenegine dayandirilabilir. Bu durum, modeli farkli konsantrasyon seviyelerine
daha uyumlu hale getirerek, 6zellikle enzim seviyelerinin kontrolii ve tutarli {iriin
kalitesinin saglanmas1 agisindan yogurt iiretim siireclerinin iyilestirilmesi i¢in dnemli
bir firsat sunmaktadir.
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DEVELOPMENT OF A RAPID ANALYSiS METHOD FOR THE
DETECTIiON OF TRANSGLUTAMINASE USED IN YOGHURT
PRODUCTION

SUMMARY

Yogurt is a fermented dairy product formed by the action of bacteria that convert the
lactose in milk into lactic acid. This fermentation process causes the milk proteins to
coagulate, giving yogurt its distinctive texture and acidic properties. Yogurt is
considered one of the most popular dairy products worldwide and has become an
important part of the diet for individuals adopting a healthier lifestyle. It has been
associated with various healing effects, such as supporting human health,
strengthening immunity, promoting bone health, and alleviating digestive system
issues.

One of the most critical challenges in yogurt production is the separation of water
entrapped within the protein network, which occurs as a result of temperature
fluctuations or other physical factors. To address the problem of water separation
trapped within the protein network, mTGase can be added to yogurt. This enzyme
increases the water retention capacity of the gel by promoting the interaction of
hydrophilic protein bonds.

Transglutaminase enzyme is a member of the transferase family and is found in
animals, plants, and microorganisms. Transglutaminase catalyzes an acyl transfer
reaction between the y-carboxyamide group of a peptide-linked glutamine residue
(acyl donors) and various primary amines, including the amino group of lysine (acyl
acceptors). This forms covalent cross-links between proteins, peptides, and primary
amines.

Microbial transglutaminase is widely approved for use in food production in various
countries, such as the United States, Canada, Japan, Brazil, and China. It is classified
as Generally Recognized as Safe (GRAS) and is authorized as a food processing aid
in the European Union. When used as a processing aid, transglutaminase can be
applied in dairy production without the need to be declared as an ingredient on the
product label. Commercial production of transglutaminase enzyme was initially
carried out by extraction from animal tissues, but today it is usually obtained from
microbial sources.

In recent years, the use of microbial transglutaminase enzyme in yogurt production
has seen a notable increase, primarily due to their proven ability to enhance multiple
aspects of the production process and the quality of the final product. Microbial
transglutaminase enzyme is particularly effective in improving the consistency of the
yogurt and strengthening the gel structure, which are critical factors in determining
the overall texture. Additionally, they play a significant role in increasing the water-
holding capacity of the product, thereby minimizing syneresis, which is the
separation of liquid whey. Collectively, these improvements contribute to elevating
the overall quality and consumer acceptance of the final yogurt product.
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In yogurt production, microbial transglutaminase (mTGas) can be added through two
main methods, each differing in the timing and handling of the enzyme and starter
culture. In the first method, the enzyme is added to the milk, and the milk is
subsequently heated to a specific temperature that ensures the enzyme becomes
inactive, effectively stopping its activity before the fermentation process begins.
Once the enzyme is inactivated, the starter culture is introduced to initiate
fermentation. In the second method, the enzyme is not inactivated before the addition
of the starter culture, allowing it to remain active throughout the fermentation
process. During incubation, the starter culture lowers the pH level, and the enzyme
continues its activity, contributing to the coagulation and texture development of the
yogurt.

To date, a specific and reliable method for detecting the presence or measuring the
amount of transglutaminase enzyme in dairy products has not yet been established.
This study aims to develop a model that is both rapid and practical, while also
ensuring a high degree of reliability in identifying the utilization of transglutaminase
enzyme in yogurt. The objective of this study is to develop a model that is not only
rapid and practical but also highly reliable in detecting the use of transglutaminase
enzyme in yogurt. This model aims to determine its utilization, assess its status
(whether it is active or inactive), and measure its concentration levels. By utilizing
infrared spectroscopy, this research will fill a significant gap in the field and,
furthermore, will be the first study to reveal the application of microbial
transglutaminase in yogurt within the existing literature.

In this study, yogurt samples were analyzed using mid- and near-infrared
spectroscopy, which provides a faster and more reliable way to analyze food samples
compared to traditional methods. Infrared spectroscopy is a well-known analytical
technique that efficiently and accurately identifies the chemical composition and
molecular structure of a sample. This makes it especially useful in food analysis, as it
offers a non-destructive and quick alternative to conventional testing methods,
improving both the speed and accuracy of the analysis.

In the experimental yogurt, two different concentration levels of the microbial
transglutaminase enzymes were tested in order to evaluate their effects. These
concentration levels were determined to be unit 1 and unit 2 to ensure clarity during
analysis. This allowed for a clearer understanding of how each concentration level
influenced the yogurt properties. In half of the samples produced, the activity of
microbial transglutaminase enzyme was inactivated. This was done to evaluate the
status of the enzyme, specifically to determine whether it was in an active or inactive
state.

For near-infrared (NIR) and mid-infrared (MIR) spectroscopy, both the class-
independent analogy modeling approach (SIMCA) and partial least squares
discriminant analysis (PLS-DA) were able to classify the control sample from active
mTGase - containing yogurt samples. Both the class-independent analogy modeling
approach (SIMCA) and partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) were
successful in classifying the samples based on their microbial transglutaminase
enzyme status, effectively differentiate between the active and inactive states of the
mTGase. However, the class-independent analogy modeling approach (SIMCA) and
partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) were unable to differentiate
between enzyme concentration levels using mid-infrared )MIR) and near-infrared
spectroscopy (NIR) techniques.
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On the other hand, machine learning analysis technique successfully identified not
only the utilization of the microbial transglutaminase enzyme but also its active or
inactive state, as well as the concentration level in the yogurt samples. These
advanced analytical techniques provided a more accurate and reliable means of
assessing the enzyme’s characteristics in the yogurt.

In conclusion, the utilization, as well as the active or inactive state of mTGase
enzyme in yogurt, was successfully detected through the application of near-infrared
(NIR) and mid-infrared (MIR) spectroscopy techniques. These methods, along with
the various chemometric approaches applied in this study, provided an effective
means of analyzing the enzyme’s status in the yogurt samples. The use of NIR and
MIR spectroscopy enabled a precise identification of the enzyme’s activity, allowing
for a clear differentiation between its active and inactive state. Furthermore, the
integration of chemometric techniques contributed significantly to the analysis,
enhancing the reliability and accuracy of the results obtained. The machine learning
analysis showed better performance in differentiate enzyme concentration levels in
yogurt compared to SIMCA and PLS-DA models. The machine learning model
achieved high accuracy in identifying the different enzyme concentration levels,
allowing for better and more precise classification. The improved performance of the
machine learning model can be attributed to its ability to handle complex, non-linear
relationships in the data. This makes it more adaptable to different concentration
levels. This advancement provides a valuable opportunity to improve yogurt
production, especially in terms of controlling enzyme levels and ensuring consistent
product quality.
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1. GIRIS VE AMAC

Fermente siit iirlinleri, binlerce yildir insanlar tarafindan tiiketilen en eski gida
triinlerindendir. Ayrica fermantasyon muhafaza amagh kullanilan en Onemli
yontemler arasinda yer alir. Cok sayida g¢aligma, fermente gidalarin 6zellikle de
fermente siit iirlinlerinin insan saghg {lizerindeki olumlu etkilerini gostermistir
(Savaiano ve Hutkins, 2021). Fermente siit iirlinleri genellikle 1s1l islem sonrasi
starter kiiltiir eklenerek {iretilir ve ardindan belirli bir sicaklikta inklbe edilerek pH

seviyesi dugiiriliir.

Yogurt, diinya genelinde en yaygin siit tirlinlerinden biri olarak kabul edilir ve daha
saglikli bir yasam tarzin1 benimseyen bireylerin diyetinin O6nemli bir parcasi
olmustur. Yogurt insan sagliginin korunmasi, bagisikligin gtglendirilmesi, kemik
sagliginin desteklenmesi ve sindirim sistemi sorunlarini giderme gibi ¢esitli
tyilestirici etkiler ile iliskilendirilmistir (Donovan ve Shamir, 2014). Yogurt, siit
proteini icin daha yiiksek bir biyolojik deger ve viicudun ihtiya¢ duydugu bir¢ok
temel amino asidi saglar (Yadav ve ark., 2015). Ebeveynler ayrica yogurdu,
cocuklart i¢in yiiksek kalorili atigtirmaliklara bir alternatif olarak gormektedir

(Colson and Gretibus, 2017; Marette and Picard-Deland, 2014; Spence ve ark., 2011)

Yogurt, siitte bulunan laktozu laktik aside doniistiiren bakteriler kullanarak siitiin
fermantasyonu ile olusan pihtidir. Laktik asit fermantasyonu sonucunda siit
proteinleri koagiile olur ve yogurda kendine 6zgii dokusunu ve asidik 6zelligini

kazandirir (Donovan ve Shamir, 2014).

Yogurt iiretiminde karsilasilan en Onemli sorunlardan biri, sicaklik veya diger
fiziksel faktorlerdeki degisiklikler nedeniyle protein aginda hapsolan suyun yapidan

ayrilmasidir.

Transglutaminaz enzimi transferaz ailesinin bir Gyesidir ve hayvanlarda, bitkilerde ve
mikroorganizmalarda bulunmaktadir (Akbari et al., 2021). Transglutaminaz (TGase;
protein-glutamine y-glutamyltransferase, EC 2.3.2.13), bir peptid bagl glutamin
kalintisinin (agil dondrleri) y-karboksiamid grubu ile lizin amino grubu dahil ¢esitli

primer aminler (agil alicilar1) arasindaki bir agil transfer reaksiyonunu katalize eder.



Bu da proteinler, peptitler ve primer aminler arasinda kovalent ¢apraz bag olusturur

(Motoki ve Seguro, 1998).

Mikrobiyal transglutaminaz, ABD, Kanada, Japonya, Brezilya ve Cin dahil olmak
tizere bircok iilkede gida iiretiminde yasal olarak kullanilabilmektedir (Ajinomoto,
2024). Transglutaminaz enzimi genellikle glvenli olarak kabul edilir (GRAS) ve
Avrupa Birligi'nde bir gida isleme yardime1r maddesi olarak kullanimi onaylanmaistir.
(Ajinomoto, 2024). Islemeye yardimic1 (processing aid) olarak kullanildiginda, TGaz
siit irlinlerinin tiretiminde igerik listesinde yer almadan kullanilabilmektedir. Diger
islem yardimcilarinda benzer sekilde, mTGaz'nin maksimum kullanim seviyesi i¢in
bir sinir belirlenmemistir (Kaufmann ve ark., 2012). Fransa ve Danimarka gibi bazi
Avrupa iilkelerinin gida endiistrisinde kullanilan enzimlere iliskin diizenlemeleri
vardir (Ajinomoto, 2024). Fransa'da mTGaz enzimi iiretimde kullanilabilmesine

ragmen, enzimin son {iriinde inaktif olmas1 gerekmektedir (Legifrance, 2024).

Transglutaminaz enziminin ticari Uretiminde baslangigta hayvan dokularindan

ekstraksiyon gerceklestirilse de giinlimiizde genellikle mikrobiyal kaynaklardan elde
edilmektedir (Romeih ve Walker, 2017).

Protein aginda hapsolan suyun ayrilma sorununu ¢ézmek i¢in yogurda mTGaz
eklenebilmektedir . Bu enzim, hidrofilik protein baglarinin etkilesimini tesvik ederek
jelin su tutma kapasitesini artirir. mTGaz eklenmesi, yogurt jelinin dayanikliligi ve
viskozitesi Uzerinde olumlu bir etkiye sahiptir (Gharibzahedi and Chronakis, 2018;
Loveday ve ark., 2013; Ozer ve ark., 2013; ve ark., 2020). Ayrica stabilizatrlerin
gereksinimini en aza indirerek veya tamamen ortadan kaldirarak tiretim maliyetlerini

azaltmaya katki saglar.

Yogurt iiretiminde mTGaz iki yontemle eklenebilmektedir; birinci yontemde enzim
stite eklenir ve daha sonra siitlin sicaklig1 enzimin inaktif hale gelecegi noktaya kadar
yikseltilerek aktivitesi durdurulur ve daha sonra starter kiiltiir eklenir. Ikinci
yontemde enzimin aktivitesi durdurulmadan starter kiltur eklenir ve pH seviyesinin
diistiriilmesi ve yogurt pithtilagmasinin saglanmasi i¢in inkiibasyon yapilir (Romeih

ve Walker, 2017).

Et ve balik irtinlerinde mTGaz kullaniminin bildirilmesi gerektiginden, Onceki
caligmalar bu {iriinlerde mTGase'nin tespitine odaklanmistir. Kaufmann ve ark.

(2012), ticari mTGaz'de bakteriyel DNA'min bir kisminin kalmig olabilecegini



varsayarak, et drinlerinde mTGaz'nin tespiti icin Enzim Baglantili immiinosorbent
Analizi temelli bir yaklagim kullanmistir. Reform edilmis et tiriinlerinde mTGaz igin
kromatografik tespit yontemleri daha once rapor edilmistir (Jira ve ark., 2017a; Jira
ve ark.,, 2017b; Kaufmann ve ark., 2012). Bu ydntemler, enzimin hidrolize
fraksiyonlarinin tespitine dayanmaktadir. Anlasilir bir sekilde ifade etmek gerekirse,
yogurtta mTGaz 'nin tespiti i¢in heniiz yerlesik bir yontem bulunmamaktadir, ¢linkii

enzimin kullaniminin beyan edilmesi gerekmemektedir.

Mikrobiyal transglutaminaz ¢ok sayida teknolojik avantaj sunmasina ragmen, son
zamanlarda ozellikle alerjisi veya hassasiyeti olan kisiler icin mTGaz kullanimina
iligkin endiseler ortaya ¢ikmistir. mTGaz kullaniminin olasi olumsuz etkileri Lerner
ve Benzvi (2021) tarafindan incelenmistir. Gidalardaki mTGaz'in Colyak hastaligi,
Herpetiform dermatit, nérodejeneratif hastaliklar, Parkinson hastaligi, Alzheimer
hastaligi, Huntington hastaligi, gluten ataksisi, alerjik hastaliklar, Campylobacter
jejuni ile iliskili hastaliklar ile iligkili oldugunu bildirmislerdir (Lerner and Benzvi,

2021).

Mikrobiyal transglutaminazin olumsuz saglik etkilerine iliskin son calismalara
dayanarak, etikette bir sinirlama veya bildirimin belirli bireyler (6rnegin, ¢cocuklar ve
alerjisi olan kisiler) icin kisa siire iginde zorunlu hale getirilebilecegi belirtilebilir. IR
spektroskopisi ge¢cmiste siit liriinlerinin ¢esitli 6zelliklerinin belirlenmesinde basaril
bir sekilde kullanilmistir (Ayvaz ve ark., 2022). Su anda siit {iriinlerinde mTGaz
kullanimin1 tespit edecek bir yontem bulunmamaktadir. Bu g¢alismada, yogurtta
mTGaz in varligini, aktif/inaktif durumunu ve konsantrasyonunu tespit edebilecek
hizli, uygun ve giivenilir bir modelin IR spektroskopisi kullanilarak gelistirilmesi
amaglanmistir. Bu calismada, yogurt numuneleri orta ve yakin kizilGtesi
spektroskopisi ile analiz edilmistir. Bu yontem geleneksel yontemlere kiyasla gida
numunelerini analiz etmek i¢in daha hizli ve giivenilir bir yontemdir (Valand ve ark.,
2020). Infrared Spektroskopisi, bir érnegin kimyasal bilesimini ve yapisini hizli ve
giivenilir bir sekilde belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir analiz yontemidir.
Bu calisma yogurtta mTGaz kullaniminin tespitine yonelik literatiirdeki ilk ¢alisma

olacaktir.






2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Yogurt

Tirk Gida Kodeksi Fermente Siitler Tebligi’ne gore yogurt, siitiin Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus starter kultirleri
kullanilarak fermente edilmesiyle elde edilen koagiile bir siit Uriiniidiir. Teblige gore
tiim yogurt siniflarinda protein orani en az 3% olmalidir. Siit yag: oranlari ise, tam
yagli yogurtta en az %3,80, yarim yagli yogurtta en az %1,50, yagsiz yogurtta en
fazla %0,50 olmas1 gerekmektedir. Titre edilebilir asitlik orami (% laktik asit
cinsinden) tiim yogurt smiflart i¢in en az %0,60, ve en fazla %1,50 gerektigi
belirlenmektedir. TS 1330 standardina gore, yogurt; pastorize edilmis siitiin, belirli
bakteri kiiltiirlerinin eklenmesi ve uygun islemlerden gecirilmesiyle elde edilen bir
tiriin olarak tanimlanmaktadir. Yogurt, genellikle siitiin fermente edilmesiyle elde
edilen, yogun kivamli ve fermente bir siit tirlintidiir (TSE, 2021; TGK, 2022). Yogurt
yapiminda Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus thermophilus bakteriler
kullanilir  (Nagaoka, 2019). Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ve
Streptococcus thermophilus arasinda simbiyotik bir iligki bulunmaktadir. S.
thermophilus, fermantasyonun baslangicinda hizla ¢ogalir ve piriivik asit, formik asit
ve karbon dioksit iretir, bu da asitligi arttirir ve L. bulgaricus'un gelismesini fegvik
eder. L. bulgaricus proteolitik etkiye sahip oldugundan siitteki proteinleri hidrolize
eder, onlar peptitlere ve amino asitlere doniistiiriir. Dontistliren peptitler ve amino
asitler, S. Thermophilus gelismesini saglar (Senol ve Elvan, 2014). Fermentasyon
stirecinde starter kiiltiir, siitte bulunan laktozu laktik aside donustiirerek pH'y1 azaltir.
Bu asit Uretimi, sut proteinlerin koagiile olmasina neden olur ve yogurt jelinin
olugmasini saglar (Lee ve Lucey, 2010). Siit bilesenleri, fermantasyon siirecinde
karbonil bilesiklerine, ugucu olmayan ve ugucu asitlere doniigiir. Bunlar arasinda
asetaldehit, aseton, asetoin, diasetil ve asetat gibi maddeler bulunur. Bu bilesikler,

yogurdun karakteristik lezzetini olusturur.



2.1.1. Yogurdun tarihi

Fermantasyon, insanlar tarafindan siiti koruma yontemi olarak kullanilmistir.
Fermente siit iirlinlerinin Fenikeliler gelmeden 6nce Orta Dogu'da ortaya ciktigi
belirtilmektedir. Misir'da ayran ve laban khad gibi geleneksel fermente siitiin
tiikketiminin tarihi M.O. 7000 yillarina kadar uzanmaktadir. Veda (dadhi) modern
yogurda benzeyen ve Hindistan'a 6zgu iiriindiir ve tarihi M.O. 5000 yillarina kadar
uzanmaktadir. Yogurdun onemli besin Ozellikleri bulunmaktadir ve Giiney Asya
beslenmesinin énemli bir parcasi olarak kabul edilir. Cogu Hindistanl aile tarafindan
giinliik olarak dretilip tliketilmektedir. Yogurt teriminin ilk olarak 8. yiizyilda
Tiirkler tarafindan kullanildigina inanilmaktadir. Giliney Asya ve Giineybati Asya
(Hindistan, Pakistan, Nepal, iran, Irak, Balkanlar, Tiirkiye ve Suriye dahil) fermente
stit tiriinleri, 6zellikle yogurt iiretimi konusunda en biiylik iiretici ve tiiketicilerden
biri olarak kabul edilir. Yogurdun diinyanin diger bolgelerine yayilmasi, Mogollarin,
Tatarlarin ve diger Asyali hiikiimdarlarin Rusya ve Avrupa'y1 istila etmelerinin
sonucunda olmustur. Yogurt, Avrupa, Avustralya ve diger bir¢ok diinya bdlgesinde
popiiler bir iiriin haline gelmis ve beslenme aligkanliklarinin 6nemli bir parcasi haline
gelmistir. Ticari Uiretimi genis bir sekilde diinya ¢apinda yayilmis olmasina ragmen,

bircok bélgede hala geleneksel Gretim yontemleri tercih edilmektedir (Shah, 2017).

2.1.2. Yogurdun kimyasal bilesimi

Yogurdun kimyasal bilesimi, kullanilan siite ve yapilan islemlere bagli olarak
farklilik gosterebilir (Kizilaslan ve Solak, 2016). Siitten {iiretilen yogurt, siit ile
benzer bir kimyasal bilesime sahiptir; ancak, yogurt iiretim siirecinde, kullanilan
siitin bilesimine gore cesitli farkliliklar ortaya c¢ikmaktadir. Yogurt iiretiminde
goriilen farkliliklar, siitlin islenmesi sirasinda yapilan islemler, eklenen maddelerin
tirii ve miktari, ve bakteriyel fermantasyon siirecinde meydana gelen degisiklikler
gibi faktorlere baglidir. Kuru madde artis1 i¢in kullanilan yontemlere bagli olarak siit
bilesenlerindeki artis oranlar1 degisebilir. Laktik asit bakterilerinin fermantasyon
stireci sonucunda, orijinal siitiin icerdigi laktoz laktik aside, proteinler peptitlere ve
amino asitlere, yaglar da yag asitlerine doniisiir (Cakiroglu, 2003). Yogurdun genel
kompozisyonu %80-86 su, %2-8 yag, %4-8 protein, %14-20 kuru madde, %2-5
laktoz, %0.8-1.2 mineral ve %0,9 asit icermektedir (Kizilaslan ve Solak, 2016).



2.1.3. Yogurt iiretimi

Yogurt iiretimi, ¢esitli hayvanlarin siitlerinin kullanilmasiyla gerceklestirilebilir.
Inek, keci, koyun, manda gibi farkli hayvan tiirlerinin siitleriyle yogurt iiretilebilir .
Farkli hayvan siitlerinden iiretilen yogurtlar, cesitli besleyici ozelliklere sahiptir.
Yogurt, set, stirred ve igilebilir olarak farkli sekillerde iretilebilir (Kose ve ark.,
2018). Set tipi yogurt (pthtis1 kirilmamus) tiretiminde, sute starter kultr ekledikten
sonra yogurt siitii ambalaj kaplarima doldurulmakta ve fermantasyon islemi bu
kaplarda ger¢eklesmektedir (Nagaoka, 2019). Stirred yogurt (pthtist kirilmis yogurt),
fermantasyon islemi bir tank icerisinde gerceklestirilir ve inkiibasyonun sonunda
pithtinin parcalanmasi amaciyla kanstirilir. Bu islem sonucunda piiriizsiiz ve
dokiilebilir bir iriin elde edilir; {irtin, dolum noktasina pompa ile iletilmektedir
(Walstra ve ark., 2005). igilebilir yogurt iiretimi, stirred yogurda benzer sekilde
yapilmaktadir, fakat toplam kuru madde orani daha diisiiktiir (Bulut ve Nihat, 2012).

Yogurt iiretiminde geleneksel ve endiistriyel yontemler kullanilmaktadir. Geleneksel
yontemler genellikle dogal fermantasyona dayanirken, endiistriyel iiretimde daha
hassas kontrollerle biiyiik miktarlarda tiretim yapilir. Geleneksel yontemde, siit, bez
filtre kullanilarak siiziiliir ve orta ateste isitilarak kaynatilir ve 1lik hale gelinceye
kadar karigtirilir. Isitilan siite dnceden hazirlanmig bir bardak yogurt ilave edilir ve
oda sicakliginda bir gece boyunca inkiibe edilir. Sonrasinda yogurt, fermantasyonun
durdurulmasi i¢in 4 dereceye kadar sogutulur ve muhafaza edilir (Kose ve ark.,
2018).

2.1.3.1. Endiistriyel yogurt iiretimi

Endiistriyel yogurt iiretiminde standartlastirilmis prosesler kullanilir.

Satdn secimi

Yogurdun endiistriyel {iiretiminde farkli memelilerin siitleri kullanilabilir, ancak
genellikle inek sutl tercih edilmektedir. Farkli hayvanlardan gelen siitlerin bilesim
degerleri farklilik gosterir (Sfakianakis ve Tzia, 2014). Genel olarak, tiim siit tiirleri

su, protein, laktoz, yag, mineraller, vitaminler, enzimler ve diger iz elementleri igerir.



Tablo 2.1. Inek siitiiniin tipik bilesimi (Walstra ve ark., 2005).

Bilesen Siitteki ortalama icerigi (% w/w)
Su 87,1
Yagsiz Kuru madde 8,9
Yag 4,0
Protein 3,3
Kazein 2,6
Laktoz 4,6
Mineral maddeler 0,7
Organik asitler 0,17

Sutln temizlemesi

Siite sagim sirasinda, hayvanin ¢evresinden veya siitiin isletmeye nakli sirasinda
cesitli yabanci maddeler karisabilir. Bu maddeler, hem organik hem de inorganik
olabilir. Siitiin temizlenmesi, siitiin kalitesini ve giivenligini artirmak i¢in dnemlidir.

Bu amagla kullanilan baslica yontemler siizme ve klarifikasyondur.

1. Siizme islemi, siitte bulunan biiyiik partikiillerin ve yabanct maddelerin
uzaklastirilmasi amaciyla gerceklestirilen ilk adimdir. Bu islem, genellikle genis
stizgegler veya elekler kullanilarak yapilir.

2. Klarifikasyon : Bu islem, siitiin bilesenlerini yogunluk farklarina gore ayirarak
kat1 maddelerin sividan ayrilmasini saglar.

Bu islemler, siitte bulunan yabanci maddelerin etkin bir sekilde uzaklastirilmasina ve

stun daha glvenli hale gelmesine katkida bulunur (Walstra ve ark., 2005).

Sutdn standardizasyonu
Yogurt iiretiminde kullanilan ¢ig siitlerin bilesimleri farklilik gostermektedir. Farkli
yag ve yagsiz kuru madde igeriklerine sahip siitler, farkli tat ve kivamlarda

yogurtlarmn Uretilmesine neden olabilir.

Standardizasyon: Standardizasyon, iireticilerin kaliteyi koruyarak siirekli olarak ayni
kalitede iiriin sunmalarin1 saglar. Bu siireg, tiiketicilerin tercih ettikleri yag icerigi
veya besin profiline sahip yogurtlar1 bulabilmelerini miimkiin kilar. Uriin tutarliligimi
saglamanin yani sira, pazarlama ve tiiketici beklentilerini karsilamak i¢in de
onemlidir. Belirli bir yag seviyesine ulasmak amaciyla, yagsiz siit veya siit yagi

eklenir ya da siitten yag, santrifiij yontemiyle ayrilir (Sfakianakis ve Tzia, 2014).

Yagsiz kuru madde igerigi, genellikle yogurdun besin degerini ve kivamini etkiler.
Bu madde igeriginin standartlastirilmasi, siit tozu, peynir alt1 suyu tozu, peynir alti

suyu konsantresi, peynir alti suyu proteini tozu (WPP), peynir alti suyu protein



konsantresi (WPC) veya kazeinat eklenmesiyle gerceklestirilir. Ayrica, kaynatma,
evaporasyon ve membran filtrasyon gibi diger yontemler de siit standardizasyonunda

kullanilabilir (Yildiz, 2016).

Homojenizasyon

Siit yagi, yagsiz siite kiyasla daha diisiik bir yogunluga sahiptir. Bu yogunluk farki
nedeniyle, zamanla yag globiilleri siit yiizeyinde birikerek kaplarin yiizeyinde bir
kaymak tabakas1 olusturur. Siitlin sicakligi arttik¢a, bu yag globiillerinin siit yiizeyine
dogru hareketi hizlanir. Kaymaksiz yogurt iiretiminde siit homojenizasyonu, siitiin
yag parcaciklarinin boyutlarimin kii¢tiltiilmesini ve dagilimasimi saglar. Yogurt
tiretiminde, elde edilmek istenen iirlin 6zelliklerine gore, siit belirli bir sicaklikta (55-
60°C) ve yiiksek basing altinda (100-200 kg/cm?) homojenize edilir (Kose ve ark.,
2018). Homojenizasyon, yogurdun kivamini, dokusunu ve kalitesini iyilestirir. Bu
islem, siitteki yagin daha iyi dagilmasini saglayarak yogurdun daha piiriizsiiz bir
dokuya sahip olmasina yardimei olur ve {irliniin raf émriinii uzatir. Ayrica, katki
maddeleri ve diger bilesenlerin yogurda eklenmesi durumunda, bu bilesenlerin
homojen bir sekilde dagilmasi ve birbirleriyle uyumlu bir yap1 olusturmasi gereklidir.
Homojenizasyon, bu bilesenlerin esit dagilimini ve yogurt icerisinde stabil bir yap1
olusturmasin1 saglar. Homojenizasyon yogurt iiretiminde zorunlu bir basamak

olmay1p geleneksel kaymakli yogurt iiretiminde kullanilmaz.

Isil islem

Yogurt iiretiminde uygulanan 1sil islemler, patojen mikroorganizmalarin sayisini
azaltmak ve tuketici sagligin1 korumak i¢in 6nemlidir (Sfakianakis ve Tzia, 2014).
Bu islem, istenmeyen mikroorganizmalarin yok edilmesinin yanmi sira, yogurt
tretiminde kullanilan yararli bakterilerin gelisimini tesvik ederek, uygun bir ortam

olusturur (Yildiz, 2016).

Yogurdun karakteristik yapisini ve 6zelliklerini olusturmak i¢in, yogurt siitiine belirli
bir sicaklikta ve siirede 1s1l islem uygulanmasi 6nemlidir. Bu islem, genellikle 85-
90°C'de 20-30 dakika veya 90-95°C'de 5-10 dakika olarak gergeklestirilir. Isil islem,
sutiin serum proteinlerinin denatiirasyounun saglayarak, yogurdun kivamini,
dokusunu ve lezzetini olusturan temel unsurlar1 ortaya ¢ikarir (Yildiz, 2016). Yogurt

tiretiminde genellikle plakali 1s1 degistiriciler kullanilir. Bu sistemler, siitlin istenen



sicaklikta tutulmasimi saglayarak, yogurdun istenen kalite standartlarina ulagmasina

yardimci olur.

Sogutma ve inokiilasyon

Isil iglem uygulandiktan sonra, yogurt {iretiminde kullanilacak kiiltiirlerin
gelisebilmesi icin siit uygun sicakliga sogutulur. Bu amagcla kullanilan siit, genellikle
42-45°C'ye sogutulur ve starter kiiltiir ile inokiile edilir (Kose ve ark., 2018).Yogurt
tiretiminde laktik asit bakterilerinin kullanimi, son {iriiniin tadi, yapisi, goriiniimii ve
genel ozellikleri Gzerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. L. delbrueckii subsp. bulgaricus
ve S. thermophilus, yogurt ve yogurt benzeri iiriinlerin tiretiminde sik¢a kullanilan
bakteri tiirleridir. Ticari yogurt iiretiminde, her iki organizmanin birden fazla susu
kullanilir. Bu bakteriler arasinda bir simbiyotik iliski bulundugundan, genellikle 1:1
oraninda inokiile edilirler (Das ve ark., 2019). Inokiile edilen yogurt, pH degeri
4,6'ya ulasana kadar inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresinin ardindan yogurt numuneleri

4°C'de sogutularak saklanir.

Kullanilan Cig siit temizlenmesi

N/

Siitiin Standardizasyonu

S

15-20 ¢/MPa ve 55-60°C’de Homojenizasyon

;

80-85 C’de 30 dk veya 90-95 C’de 5 dk pastorizasiyon

&

Inkiibasiyon sicakligina sogutma (40 -45 C’de)

K

Starter kiiltiir asilama (2-3%)

K

Ambalaj

;

Inkiibasiyon

<

Sogutma ve depolama

Sekil 2.1. Set tipi kaymaksiz yogurt liretim semas1 (Lee ve Lucey, 2010).
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2.1.4. Yogurt kalitesini etkileyen faktorler
Yogurt tiretimi i¢in kullanilacak siitlin kalitesi, kaliteli yogurt iiretiminde en énemli
unsurlar arasinda yer almaktadir. Siitlin kalitesi, yogurdun tadi, yapisi, rengi, aromasi

ve kivami gibi 6zelliklerini etkilemektedir (Mavus ve ark., 2020).

Yogurt liretiminde kullanilan hammadde ve katki maddeleri, son {iriiniin kalitesini
belirleyen diger oOnemli faktorlerdir. Bu nedenle, her zaman yiiksek kaliteli

malzemelerin kullanilmasi biiylik 6zen gerektirir.

Yogurdun aromasi, c¢esitli bilesenlerin etkilesimiyle ortaya c¢ikar ve {riiniin
kalitesinin bir dl¢iisii olarak kabul edilir. Starter kiiltiir organizmalarinin belirli enzim
aktiviteleri, asetaldehit ve diger aroma bilesenlerinin olusumunda etkilidir. Bu
spesifik enzim aktiviteleri, karbonil bilesenlerinin olusumunu etkileyen Onemli

faktorlerden biridir (Senol ve Elvan, 2014).

Yogurdun tekstiirli, kalite agisindan ¢ok onemli bir faktordiir. Yogurdun dokusunu
etkileyen faktorler arasinda kullanilan malzemeler, kullaniliyorsa stabilizator tiirii ve
kullanim seviyeleri, yag icerigi ve homojenizasyon islemi ve kosullari, siite
uygulanan 1s1l islem kosullari, starter kiiltliriin tiirii ve asit gelisim hizi, inkiibasyon
sicaklig, pH degeri, sogutma kosullar1 ve depolama kosullar1 yer almaktadir. Bu
faktorler, yogurdun istenen kalite standardina ulagsmasinda kritik bir rol

oynamaktadir (Ozcan, 2013).

Isil islem ve inkiibasyon, yogurdun kalitesini etkileyen en Onemli faktdrlerden
biridir. Yiiksek sicakliklarda uzun siireli inkiibasyon, bakterilerin daha fazla
¢ogalmasina ve iriinde asitlik gelismesine neden olabilir (Mavus ve ark., 2020). Bu
pismis tat, yogun laktik asit aromasi, yiiksek asetaldehit aromasi, renk degisimleri ve
serum ayrilmasina sebep olabilir (Bulut ve Nihat, 2012). Ayn1 zamanda, inkiibasyon
sicakliginin altinda inkiibe edilmesi de olumsuz sonuglara yol agabilir. Inkiibasyon
siiresinin ve sicakligin yetersiz olmasi, aroma yetersizligine ve zayif yapili veya sulu

bir yogurt iiretilmesine neden olur.

Yogurt iiretimi sirasinda hijyenik kosullar cok onemlidir. Temiz ekipmanlar, steril
kaplar ve dogru saklama yontemleri yogurdun kalitesini etkiler. Koliform bakteriler
gibi istenmeyen mikroorganizmalarin varligi, yogurdun i¢inde gaz olusumuna neden

olabilir. Bu durum, istenmeyen kabarciklarin olusmasina yol agabilir.
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Yogurdun tadi ve aromasi, depolama siiresi boyunca degisebilir. Sogutma ve
depolama siirecinin baglangicinda, 6zel aroma bilesenleri olusurken yogurdun yapisi
sertlesir ve bu, {riiniin tadini, kivamimi ve viskozitesini iyilestirebilir. Ancak,
depolama siiresi ilerledikge, sonradan olusan asitlik artis1 tadi ve aromayi

maskelemektedir (Mavus ve ark., 2020).

Sonug olarak, kaliteli siit se¢imi ve siit analizleri, yogurt iiretim siirecinin temelini
olusturur. Siitiin hazirlanmasi, standardize edilmesi ve homojenize edilmesi,
yogurdun istenilen kivama ve parlak goriiniime sahip olmasini saglar. En onemli
noktalardan biri, kiiltiir miktar1 ve inkiibasyon sartlaridir. Hijyenik inkiibasyon
ortami, hassas sicaklik kontrolii ve homojen hava akisi, yogurt kalitesini artirir.
Inkiibasyon sonrasi hizli sogutma, kalite kayiplarin1 azaltarak iiretim verimliligini
artirir. Depolama siirecinde uygun bagil nem seviyesi, yogurdun yiizeylerinin

kurumamasini saglamak i¢in énemlidir. (Mavus ve ark., 2020).

2.2. Transglutaminaz

Transglutaminaz (protein-glutamin gamma-glutamyltransferase, EC 2.3.2.13), acil
transfer, capraz baglama ve deaminasyon reaksiyonlarini katalizleyen bir transferaz
grubu enzimidir (Sekil 2.1). Transglutaminaz (TGaz), protein molekiillerindeki
birinci dereceden e-amin gruplari (alict) ile glutamin (verici) kalintilarinin y-amino
karbonil gruplar: arasinda isopeptid baglarinin olusumunu katalizleyerek agil transfer
reaksiyonlarmi gerceklestirir. (Kieliszek ve Misiewicz, 2014). Eger bir protein
molekdlunde lisin amino asidi acil olarak bulunuyorsa, polipeptid zincirindeki lisin
kalintilar1 arasinda agil transferi gergeklesebilir. Bu durum, molekiiller aras1 veya
molekiil i¢i ¢apraz baglanma reaksiyonlarmin (e-Glu)Lys seklinde baslamasina yol
acar (Kashiwagi ve ark., 2002). Serbest amino gruplarinin bulunmazsa, su
molekiilleri acil alicist olarak davranarak deaminasyon reaksiyonlarini gergeklestirir
(Motoki ve Seguro, 1998). Transglutaminaz (TGaz), proteinlerde 6nemli degisimlere
yol acarak gidalarin dokusunu ve stabilitesini iyilestiren bir enzimdir. Bu
reaksiyonlar sonucunda pH, renk, tat-koku ve besinsel kalitede herhangi bir olumsuz
etki olmaksizin, gidalarin doku ve stabilitesinde, 6rnegin termal stabilite, viskozite,
sinerizis, emiilsifikasyon, jellesme, su tutma kapasitesi gibi Ozelliklerde Onemli

degisimler gerceklesir (Kuraishi ve ark., 2001; Kieliszek ve Misiewicz, 2014).
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Sekil 2.2. Transglutaminaz enziminin katalizledigi reaksiyonlar (a) Acil transfer
reaksiyonu (b) Protein veya peptitlerde bulunan glutamin ve lisin
kalintilar1 arasinda c¢apraz baglanma reaksiyonu (c) Deaminasyon
(Kieliszek ve Misiewicz, 2014).

TGaz genellikle memeli dokularinda, mikrobiyal hiicrelerde, omurgasizlarda ve
bitkisel dokularda (soya, yer elmasi gibi) bulunur. Bu enzim, organizmadaki cesitli
fizyolojik fonksiyonlarda rol oynar; kan pihtilasmasi, bagisiklik sistemi ve fotosentez
gibi 6nemli sureclerde etkilidir (Kashiwagi ve ark., 2002; Cui ve ark., 2007).
Hayvansal ve bitkisel transglutaminazlar, mikrobiyal transglutaminaz (mTGaz) ile
tam olarak benzer olmasa da, katalitik aktiviteleri ve biyokimyasal 6zellikleri
acisindan birbirlerine ¢cok benzerler (Luciano ve Arntfield, 2012). Transglutaminaz'in
gida endiistrisindeki kullanimi, baslangigta hayvan dokularindan izole edilmesiyle
baslamistir. Ancak, kit kaynaklar, karmasik ayirma ve saflastirma prosediirleri,
enzimin aktif hale gelebilmesi icin trombine ve kalsiyum (Ca®") iyonuna ihtiyac
duymasi gibi faktorler, hem maliyet hem de teknik zorluklar yaratmistir. Bu nedenle,
hayvan dokularindan izole edilen TGaz'in sanayideki uygulamasi sinirlanmis ve daha

verimli alternatiflerin arastirilmasina yol agmistir (Yiiksel ve Erdem, 2007).

2.2.1. Mikrobiyal transglutaminaz (mTGaz) enzimi

Yiiksek iiretim maliyetleri, hayvan ve bitki kdkenli transglutaminazi inceleyen bilim
insanlarm1 yeni enzim kaynaklari aramaya yonlendirmistir. Mikroorganizmalar
tarafindan dretilen transglutaminazlar, genellikle maliyet acgisindan daha
ekonomiktir. Ayrica, mikroorganizmalardan elde edilen transglutaminazlar, 6zellikle
endustriyel uygulamalarda daha genis bir kullanim alanina sahip olup, g¢esitli

kosullarda daha iyi stabilite gostermislerdir (Kieliszek ve Misiewicz, 2014). Ando ve
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ark. (1989), topraktan elde ettikleri Streptoverticillium S—8112 susundan mTGaz
enzimini basartyla izole etmislerdir. Japon sirketi Ajinomoto Co., Inc., bu enzimi
endiistriyel Olgekte {iireten ilk sirket olmus ve maliyetini azaltarak ticari
uygulamalarmi gelistirmistir (de Gdes-Favoni ve Bueno, 2014). Uretilen enzimin
fonksiyonlart arasinda yogurt ve dondurmalarin dokusal 6zelliklerini iyilestirmek,
diisiik yagli ve tam yagh yogurtlarda pihti kirilma mukavemetini artirmak ve
stabilizator kullanimini azaltmak bulunmaktadir. Mikrobiyal transglutaminaz enzimi,
1998 yilindan beri ABD Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA) tarafindan insan tiiketimi igin
giivenli olarak kabul edilmistir. Bu onay, enzimin gida endiistrisi i¢in son derece
¢ekici bir bilesen haline gelmesine katkida bulunmustur (Aalami ve Leelavathi,
2008).

Transglutaminazlarin ¢ogu, enzimatik aktivitelerini gostermek igin kalsiyum
iyonlarma (Ca?*) ihtiya¢ duyar. Ancak, Streptoverticillium mobarense'den elde
edilen mTGaz Ca?* iyonlarina ihtiyag duymaz. Mikrobiyal transglutaminazin Ca**
bagimsiz olmasi, gida proteinlerinin modifikasyonu agisindan 6nemli bir avantaj
saglar. Bu durum, Ozellikle kazein gibi Ca?* duyarli gida proteinlerinin
fonksiyonlarinin uyarlanmasina imkan saglar (Zhang ve ark., 2009). Sonug olarak,
mTGaz'm bu o6zelligi ve diisiik tretim maliyeti, ticari onemini biiylik Olgiide

artirmistir.

2.2.1.1. Mikrobiyal TGaz enziminin kimyasal yapisi ve ozellikleri

Mikrobiyal transglutaminazin izoelektrik noktast pH 8.9 civarindadir. Molekiil
agirhig, farkl 6l¢iim yontemleri kullanildiginda yaklasik olarak 40 kDa olarak tespit
edilmistir. Daha hassas ol¢limler sonucunda molekiil agirliginin yaklasik olarak 38
kDa oldugu belirlenmistir. Ayrica MTGaz'm protein diziliminin primer yapisi,
Edman yontemi ve kiitle spektrometrisi kullanilarak belirlenmis ve yaklasik olarak
331 amino asitten ve tek bir polipeptid (monomerik) zincirden olustugu saptanmustir.
Amino asit kompozisyonundan hesaplanan molekiiler agirligi 37.842 kDa olarak
bulunmus ve bu deger diger dl¢iim yontemleriyle bulunan 38 kDa degerine oldukca
yakin ¢ikmistir (Motoki ve Seguro, 1998; Yiiksel ve Erdem, 2007). Mikrobiyal
transglutaminaz, ticari amaclar icin degerli kabul edilen biyokimyasal 6zellikler
gosterir; bu Ozellikler arasinda daha yiliksek katalitik aktivite, daha genis substrat
cesitliligi, daha kiiciik boyut ve daha diisiik deamidasyon aktivitesi bulunmaktadir
(Kashiwagi ve ark., 2002).
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Mikrobiyal transglutaminaz enzimi, tiyol grubu ailesinin bir yesi olarak kabul edilir.
Enzim, katalitik aktiviteden sorumlu olan serbest (-SH) grubuna sahip tek bir sistein
(Cys-**) kalintis1 igermektedir. Mikrobiyal transglutaminaz disk benzeri bir yapiya
sahiptitr ve aktif bolge ise bu diskin kenarinda derin bir yarigin altinda
bulunmaktadir (de Goes ve Bueno, 2014). mTG, 11 adet a-heliks ve 8 adet - sheet
iceren o+f katlama sinifina aittir. Bu katlanma yapisi, proteinin {i¢ boyutlu yapisini

belirleyen 6nemli bir 6zelliktir (Yokoyama ve Kikuchi, 2004).

Sekil 2.3. Mikrobiyal TGaz enziminin {i¢ boyutlu protein yapisi.

2.2.1.2. mTGaz enziminin sit endustrisinde Kullanim

Proteinler, gida iriinlerinin 6nemli bir bilesenini olusturur ve gidanin dokusunda
onemli bir rol oynar. TGaz'n (transglutaminaz) gida proteinlerine ¢apraz baglanarak
fonksiyonel oOzelliklerini (jellesme, su tutma kapasitesi, emiilsiyon olusturma
kapasitesi, viskozite ve elastikiyet gibi) gelistirmek ve degistirmek amaciyla
kullanilmas1 1980'lerin basinda baslamistir (Luciano ve Arntfield, 2012). Kazein, siit
tirlinlerinde mTGaz i¢in milkkemmel bir substrat olmasinin nedeni, acik bir zincir
yapisina sahip olmasidir. Bu durum, diisiik ti¢iinciil yap1 derecesi, esneklik ve as ve
B-kazeinlerde herhangi bir disiilfit baginin bulunmamasidir. Bu 6zellikler, mTGaz'a
maruz kalan reaktif gruplarin varligina izin verir (Romeih ve Walker, 2017). Disulfid
baglariyla stabilize edilen serum proteinleri ise c¢apraz baglanma reaksiyonlarina
daha az egilimlidir. Bu durumda, enzimatik capraz baglanmanin gerceklesebilmesi
icin modifikasyon gereklidir. Modifikasyon, 1s1 denatiirasyonu, dithiothreitol gibi

indirgen ajanlarin kullanilmasi, pH degerinin artirilmasi veya yiiksek hidrostatik
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basing uygulanmasi ile gergeklestirilebilir (Motoki ve Seguro, 1998; Jaros ve ark.,

2006).

Sut endustrisinde transglutaminaz, bircok Grtiniin Uretiminde, 6zellikle yogurtlarda
sineresisin Onlenmesi veya dokusunun gelistirilmesi amaciyla kullanilmaktadir
(Lorenzen ve ark., 2002). Transglutaminaz ile modifiye edilmis kazein, siit
tirlinlerinin yapisini ve kivamini iyilestirir. Bu yontem genellikle yogurt iiretiminde
kullanilir ve sonu¢ olarak daha homojen, piiriizsiiz ve diisiik sineresis gosteren bir
iriin elde edilir. Bu tiir yogurtlar, krema, dondurulmus tathilar, dondurma, siit
icecekleri ve soslar gibi ¢esitli iiriinlerin liretiminde temel bir bilesen olarak

kullanilabilir (Kieliszek ve Misiewicz, 2014).

Tablo 2.2. mTGaz enziminin gida endiistrisinde kullanim1 (Kieliszek veMisiewicz,

2014).

Kaynak Urin Etki
. Yeniden yapilandirilmis etin dokusu ve

Et Yeniden yapilandirilmis et deriisi cxfli e sertlik.
Balik Balik ezmesi, yeniden yapilandirilmig Arttirilmig sertlik.
Sut Krema, tatlilar,siit igecekler,soslar Gelistirilmis kalite ve doku.
Kazein ¢apraz baglh protein Alerjinite azaltma.
Bugday Firmlanmus yiyecekler Gelistirilmis doku ve yiiksek hacim.
Jelatin Tath yiyecekler lyi dokuya ve esneklige sahip diisiik

kalorili gidalar.

Yogurt, laktik starter ile asidik fermantasyon sonucu olusan bir siit jelidir. Ancak,
sicaklik degisimleri veya fiziksel etkilerle serum ayrilma sorunu yasayabilir. mTGaz,
jelin su tutma kapasitesini artirabildigi icin bu problemi azaltabilir veya ¢ozebilir
(Motoki ve Seguro, 1998; Karahan, 2015). Bu azalmanin sebebi, enzim tarafindan
katalize edilen siit proteinlerinin ¢apraz bag olusturarak jelin gegirgenliginde

meydana gelen azalmadir (Karahan, 2015).

Mikrobiyal transglutaminaz kullanimi, sadece yogurdun besin degerini ve
fonksiyonel 6zelliklerini iyilestirmekle kalmaz, ayn1 zamanda formiilasyondaki yag,
stabilizator ve hatta yagsiz siit tozu gibi icerikleri azaltarak Gretim maliyetini
disiirebilir (Akbari ve ark., 2021).

Mikrobiyal transglutaminaz, yogurda iki yontemle eklenir: Birinci yontemde, enzim
siitlin i¢ine eklenir ve ardindan siitiin sicakligi, enzimin etkinliginin duracagi noktaya
yilkseltilerek inaktive edilir. Daha sonra starter kiiltiirii eklenir. Ikinci yontemde ise

mTGaz aktivitesi durdurulmadan, aym1 anda starter kiiltiiriiyle birlikte siitlin i¢ine
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eklenir (Romeih ve Walker, 2017). Bu durumda enzim depolama siiresince aktif kalir
ve raf dmrii boyunca olumsuz dokusal degisikliklere neden olabilir (Akbari ve ark.,
2021).

2.2.1.3. Mikrobiyal TGaz aktivitesini etkileyen faktorler

Mikrobiyal transglutaminazin olusum hizi, aktivitesi ve verimliligi c¢evresel
faktorlere ve ortam bilesimine bagli olarak degisebilir. pH seviyesi, sicaklik ve
¢Ozlinmis oksijen miktar1 gibi parametreler, mTGaz iiretimi lizerinde énemli bir rol

oynamaktadir. Bu faktorler, enzim aktivitesini ve verimliligini etkileyebilir.

Gida endistrisinde mTGaz enzimi iretiminde Streptomyces tirleri biyik 6neme
sahiptir. Ozellikle Streptomyces mobaraensis suslari, ticari mTGaz iiretiminde biiyiik
bir rol oynamaktadir ve bu alanda yaygin olarak kullanilan bir mikroorganizma susu
olarak bilinir (Ando ve ark., 1989). Ayrica, mTGaz enzimi {reten diger
mikroorganizma tiirleri de arastirilmis ve tretici kiiltiirler arasina dahil edilmistir.
S6z konusu tiirler arasinda S. cinnamoneum, S. ladakanum, S. lividans, S. platensis,
S. sioyaensis, S. hygroscopicus, Bacillus subtilis, Pseudomonas putida ve Zygomonas
mobilis gibi mikroorganizmalar bulunmaktadir. Streptomycetaceae, Micrococaceae,
Bacillaceae ve Pseudomonadaceae gibi bakteri aileleri, yiksek miktarda mTGaz
iireten Onemli aileler arasinda yer alir (Zhu ve ark., 1995; Cui ve ark., 2007;

Kieliszek ve Misiewicz, 2014).

Her bir enzimin farkli optimum aktivite sartlari goriilebilir.  Ornegin,
Streptoverticillium ladakanum susundan ve Streptomyces sp.'den izole edilen TGaz
orneklerinde farklilik gosterebilir. Streptoverticillium ladakanum susundan izole
edilen TGaz'in katalitik aktivitesinin optimum sicakligt 40°C'dir. Streptomyces
sp.'den izole edilen TGaz ise genellikle digerlerinden farkli olarak 45°C gibi biraz
daha yiiksek sicaklikta daha etkin calisir ve sifira yakin sicakliklarda da aktivitesini
stirdiiriir (Kieliszek ve Blazejak, 2017).

Mikrobiyal transglutaminazin optimum aktivasyon pH araligi 5 ile 8 arasindadir,
ancak pH 4 ile pH 9 arasinda degisen diizeylerde enzimatik aktivite gosterir.
Enzimatik aktivite icin en uygun sicaklik 50°C'dir ve bu sicaklikta 10 dakika
bekletildiginde enzim aktivitesi belirgin bir sekilde artis gostermektedir. Bununla

birlikte, sicakligin 70°C'ye yiikselmesi, enzim aktivitesinin birka¢ dakika i¢inde
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kaybolmasina neden olabilir. Mikrobiyal transglutaminaz, 10°C'de ve donma

noktasinda da belirli bir aktiviteye sahiptir (Motoki ve Seguro, 1998).

Mikrobiyal transglutaminaz enzimi, etanoliin varliginda 1siya karsi hassasken,
maltodekstrin, sakkaroz, mannoz gibi karbonhidratlarin bulunmasi termal
stabilitesini 6nemli olgiide artirir (Cui ve ark., 2008). Kazein proteinleri, mTGaz
enzimini hiicre dist proteolitik enzimlerin etkilerine karsi korur (Lorenzen ve ark.,

2002).

Cu?, Zn**, Pb** ve Li'* gibi metaller, mTGaz enzimini onemli 6lciide inhibe
etmektedir. Bu durum, agir metallerin sistein uglarindaki tiyol gruplarina
baglanmasiyla gergeklesir (Yiiksel ve Erdem, 2007). Mikrobiyal transglutaminaz
enzimi , Co®*, Ba®* ve K** iyonlarinin varliginda ise aktivitesini artirabilir. Ayrica,
bir¢cok gida proteini (globiilinler, gluten, albiimin, aktin, miyosin, fibrin, kazein, a-
laktoalbumin ve B-laktoglobulin gibi ¢esitli proteinler), bu enzimin substrati olarak

capraz baglanma modifikasyon reaksiyonlarinda aktif bir rol oynamaktadir.

2.2.2. Transglutaminazin saghk iizerine olumsuz etkileri

Transglutaminazin gida iriinlerine eklenmesi, iriinlerin dokusunu, lezzetini ve
reolojik ozelliklerini iyilestirirken, baz1 durumlarda tiiketicilerin de sagligi tizerinde
olumlu etkisi vardir. Ancak bu enzimin gidalara eklenmesinin ozellikle ¢olyak
hastalig1, sindirim sistemi bozukluklar1 ve ndrolojik hastaliklari olan kisiler tizerinde
zararh etkileri olduguna dair bircok calisma bulunmaktadir (Amirdivani ve ark.,
2018; Lerner ve Benzvi, 2021). Bu calismalar, mikrobiyal enzim transglutaminazin
gida iiretiminde kullanilmasinin, gluten duyarliligi olan kisilerde bagisiklik sistemi
tepkilerini tetikleyebilecegini ve yeni gluten peptitleri olugsmasma neden
olabilmektedir. Bu arastirmalar ¢dlyak hastalarinin mTGaz'a karsi antikorlar
olusturdugunu ortaya ¢ikmustir (Lerner ve Matthias, 2015). Bu nedenle, bu enzimin
islenmis gidalara eklenmesi konusunda tiiketicilerin bilgilendirilmesi ve sec¢imin

onlara birakilmasi Onerilmektedir.

2.3. Yakin ve orta Infrared Spektroskopisi

IR spektroskopisi genellikle {i¢ farkli alt bolgeye ayrilir: Yakin IR (14000 — 4000
cm™), Orta IR (4000 — 400 cm™) ve Uzak IR (400 — 30 cm™). NIRS, sit
endistrisinde yaygin olarak kullanilan bir spektroskopik yontemdir. NIRS,

18



elektromanyetik spektrumun yakin kizilétesi (NIR) bolgesini (800-2500 nm dalga
boyu araligi, 12500-4000 cm™ dalga sayis1 araligi) kullanarak 6rnege 151k goénderir
ve bu 1s181in Ornekle etkilesiminden yansiyan veya gegen 1s18in yogunlugunu
Olcmektedir. Yakin kizilotesi spektroskopisi (NIRS), siit ve siit tirlinlerinin nicel ve
nitel analizinde uzun bir ge¢mise sahiptir. Bu yontem, siit bilesenlerinin (or; yag,
laktoz, protein) belirlenmesinde ve ayni zamanda peynir {iretimi siirecinin
kontroliinde veya yogurdun fermantasyonunun izlenmesinde kullanilmistir. NIRS,
non-invaziv bir yontem oldugu ic¢in sit Grdnlerinin analizinde 6nemli bir yéntem

olmustur (Muncan ve ark., 2020).

Orta kizilotesi (MIR) spektroskopisi, siit bilesenlerinin organik fonksiyonel
gruplarini, yag, protein ve laktoz gibi temel bilesenleri niteliksel ve niceliksel olarak
tanimlamak ve analiz etmek icin etkili bir yontem olarak kullanilmaktadir. Orta
kizil6tesi spektroskopisi, yakin kizilétesine kiyasla analiz i¢in daha az miktarda siit
ornegi kullanmaktadir. Ancak en Onemli dezavantajlardan, yiliksek maliyeti ve
yilksek nem igerigi siit gibi Urlinlerin analizine MIR kullaninca Orneklerin
hazirlanmas1 gerekmektedir. Yakin kizilotesi (NIR) spektroskopisi ise, siit iiriinleri
analizinde giinliik kullanim i¢in daha ekonomik ve uygundur. NIR spektroskopisi,
yuksek nemli Grtnler igin daha uygun ve CO,’den etkilenmez, boylece cihazlarin

temizlenmesine ihtiya¢ kalmadan kullanilabilmektedir (Pereira ve ark., 2020).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Bu ¢alismada, farkli marka ve partilerden ticari yarim yagl (1.5% yag (w/w) )UHT
siit numuneleri (n = 20) kullanilmigtir. Sakarya'daki yerel marketlerden temin edilen
UHT siit numunelerinin sagim donemleri Ocak-Nisan 2023 aylar1 arasindadir. Bu
UHT siit numuneleri, yogurt iiretimi i¢in diisiik ekzopolisakkarit ireten liyofilize

DVS kanisik laktik kiltiir olan Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus (CHR-Hansen, YoFlex® CH-1) ile islenmistir.
Deneysel yogurtlarda ise 1U ve 2U/gram protein mikrobiyal transglutaminaz

(Activa® YG, Ajinomoto, Fransa) kullanilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Enzimin eklenmesi

mTG 1 ve 2 U/g protein oranlariyla kullanilmistir. Siitiin 100 ml'sinde 3,4 g protein
bulunmaktadir. Kullandigimiz mTGaz enzimi aktivitesi 100 U'dur. 1 U/g protein i¢in
1 litre sutte 0,34 gr mTGaz enzimi, 2 U/g protein icin ise 0,68 gr mTGaz enzimi

kullanilmastir.

1U ve 2U/g protein mTGaz miktarlar1 i¢in hazirlanan 6rneklerde, 1U i¢in 15 mL'lik
bir santriftyj tliptine 0,005 gr mTG, 2U i¢in ise ayni hacimdeki bir tiipe 0,01 gr
mTGaz eklenmistir. Ancak bu diisiikk miktarlar1 dogrudan eklemek zor oldugundan,
stit ile mTGaz sollisyonu hazirlanmistir. Santrifiyj tliplerine 1U i¢in 13.5 mL siit, 2U
icin ise 13 mL siit eklenmistir. 2.5 g mTG 250 mL'ye siit ile seyreltilmistir.
Hazirlanan ¢6zeltiden, 1U i¢in 0,5 mL, 2U ig¢in ise 1 mL santrif(j tlplerine
eklenmistir. Sonrasinda, enzim aktivitesinin optimize edilmesi, istenilen yapisal

degisikliklerin tamamlanmasi i¢in 6rnekler buzdolabinda 24 saat bekletilmistir.

3.2.2. Yogurt iiretimi
Deneysel yogurtlarin iiretim protokolii Sekil 3.2°’de verilmistir. Yogurdun iiretimi
icin Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus'un

diisiik ekzopolisakkarit {iireten dondurularak kurutulmus, dogrudan kiivette



ayarlanmig karigik laktik kiltiri (CHR-Hansen, YoFlex® CH-1) UHT sutte
seyreltilmis ve her tiipe 1:10000 (w:w, kiiltiir: siit) oraninda eklenmistir. Kontrol ve
aktif 6rneklerinin yogurtlarinmi iiretmek igin, 14 mL siit iceren santrifiij tiiplerini su
banyosunda 43°C'ye 1sitilmistir. Daha sonra su banyosundaki her tiipe 1'er mL kiiltiir

karisimi eklenerek 2,5 - 3 saat inkiibasyona birakilmistir.

Enzimin aktivitesini durdurmak ve inaktif mTGaz yogurtlarinin {iretimi i¢in, mTGaz
eklenmis siitii baslangicta su banyosunda 85°C'de 1 dakika boyunca 1sil islem
uygulanmistir. Daha sonra Ornekler, su banyosunda sicakligin 43°C'ye
disiiriilmesiyle, onceki orneklerde oldugu gibi kiiltiirii eklenip ve inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra &rnekler sogutulmustur ve 4°C'de depolanmistir. Numuneler,
IR spektroskopisi kullanilarak 1, 15. ve 30. giinde ayn1 adimlar tekrarlanarak analiz

edilmistir.

Sekil 3.1. mTGaz ile Uretilen yogurt drnekleri.
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UHT SUTU (n = 20)

1U mTGase eklenmesi 1 U mTGase eklenmesi 2 UmTGase eklenmesi 2 U mTGase eklenmesi
(gram protein bagina) (gram protein bagina) (gram protein bagina) (gram protein bagina)
S v soeth s s 4°C'de bir gece
4'C df bir gece 4.C df bir gece 4'C de bir gece inkiibasyon
inkiibasyon inkiibasyon inkiibasyon
e 85°Cde | dakika
inaktivasyon Ll
inaktivasyon
’ v
43°C'de 1:10000 43° C'de 1:10000 43 °C'de 1:10000 43° C'de 1:10000 43°C'de 1:10000
(w:v) dozunda (w:v) dozunda yogurt (w:v) dozunda yogurt (w:v) dozunda yogurt (w:v) dozunda yogurt
yogurt kiltrd ile kiiltiiri ile killtiirii ile kiiltiirii ile killtiirii ile
inokiilasyon inokiilasyon inokiilasyon inokiilasyon

inokiilasyon

V v v \’ V

43°Cde 3 saat (pH ~4.7) 43°Cde 3 saat (pH ~4.7)  43°Cide 3 saat (pH ~4.7) 43°Clde3 saat (pH ~4.7) 43" Cde 3saat (pH ~4.7)

inkiibasyon inkiibasyon inkiibasyon inkiibasyon inkiibasyon
4°Cde 4°Cide 4°Cide 4°C'de 4°Cde
sofutma ve depolama  sofutma ve depolama sofutma ve depolama sofutma ve depolama  sofutma ve depolama
Control yogurt 1U aktif enzim iceren 1 U inaktif enzim 2'U aktif enzim 3 U inaktif enzim
(0=20) yogurt (n=20) iceren yogurt iceren yogurt iceren yogurt
(n=20) (n=20) (n=20)

Sekil 3.2. Deneysel yogurtlarin {iretim akis semasi.

3.2.3. infrared spektroskopisinin dlguimleri
Bu calismada, yogurt numunelerinin yakin kizil6tesi (NIR) ve orta kizilotesi (MIR)

spektrumlar toplanmistir.

3.2.3.1. FT-NIR spektrumlarinin toplanmasi

Yogurt numunelerinin NIR spektrumlarini toplamak i¢in FT-NIR daginik yansima ile
donatilmis Nicolet 1S50 Flex Gold Kizilotesi Spektrometresi (Thermo Fisher
Scientific, Madison, WI, ABD) kullanilmistir. Bu amagla, Ge- kapli KBr 151n boliicii
ve Indiyum Galyum Arsenik (InGaAs) dedektdriinden olusan Nicolet iS50 cihazinin

NIR modiili kullanilmigtir. Olgiimler sirasinda 4 cm™

spektral ¢Ozinarlik
kullanilmis ve sinyal-giiriiltii oranmni arttirmak i¢in 10000-4000 cm™ dalga sayisi

araliginda Ol¢iim basina 64 spektrum toplanmaigtir.
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Numunelerin NIR spektrumlari dogrudan transreflektans modunda toplanmaistir.
Transreflektanslt NIR spektroskopisi, yansima ve iletim olgiimlerini birlestirerek
15181 dagilmis kismini giivenilir bir sekilde yakalar. Transmisyon modunda, geri
sacilan 151k Olgiilmezken, transreflektans modunda, geri sagilan radyasyon seramige
ulasmadan Once toplanir. Sicaklik spektrumlart etkilediginden, spektrumlari
toplamadan 6nce numunelerin oda sicakliginda (25 + 2 °C) yaklasik 30 dakika
dengeye gelmesine kadar birakilmistir. Cam petri kabina az miktarda yogurt
konulmus ve iistline metal bir reflektor yerlestirilmistir. Daha sonra tiim 6rneklerin
spektrumlart toplanmistir. Her numunenin Ol¢limiinden once ortamin arka plan
spektrumu toplanmig ve absorpsiyon spektrumu, numunenin spektrumunun arka plan
spektrumuna orani olarak elde edilmistir. Her numune i¢in NIR spektrumlar iki kez
toplanmis (her Ol¢iimde numune degistirilerek) ve her bir numunenin nihai
spektrumu, bu iki dl¢iimiin ortalamasi alinarak elde edilmistir. Olgiimler arasinda
cam petri kab1 Once saf su ile, sonra %70 etanol/saf su (v/v) ile temizlenmistir. Tim
spektrumlar, Omnic 9 spektroskopik analiz yazilimi (Thermo Fisher Scientific,
Madison, WI, ABD) kullanilarak kisisel bir bilgisayara SPC formatinda
kaydedilmistir.

3.2.3.2. FT-MIR spektrumlarimin toplanmasi

ATR ile donatilmig Spectrum Two model FT-IR spektrometresi (Perkin Elmer-
Spectrum Two, ABD) kullanilmis ve 6lgiimler 4000 ve 400 cm™ araliginda
kaydedilmistir. Ol¢iimler sirasinda 4 cm™ spektral ¢ozilniirliik kullanilmis ve sinyal-
giiriiltii oranini arttirmak igin 10000-4000 cm™ dalga sayisi araliginda 6lgiim bagina
64 spektrum toplanmistir. Numunelerin MIR spektrumlart dogrudan transreflektans
modunda toplanmistir. Her numunenin Ol¢limiinden once ortamin arka plan
spektrumu toplanmis ve absorpsiyon spektrumu, numunenin spektrumunun arka plan
spektrumuna orani olarak elde edilmistir. Her numune i¢in MIR spektrumlar iki kez
toplanmis (her Ol¢iimde numune degistirilerek) ve her bir numunenin nihai
spektrumu, bu iki dl¢iimiin ortalamasi alinarak elde edilmistir. Olgiimler arasinda

kristal 6nce saf su ile, sonra %70 etanol/saf su (v/v) ile temizlenmeistir.
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3.2.4. Veri analizi

3.2.4.1. SIMCA (Sumif Analojisinin Yumusak Bagimsiz Modellenmesi)

Bu c¢alismada, yogurt Orneklerinin toplanan spektrumlarini analiz etmek igin
denetlenen kemometrik smiflandirma teknigi (SIMCA) kullanilmistir. SIMCA,
Temel Bilesen Analizinin (PCA) kullanarak 6rnek kiimelerin gorsellestirilmesini
kolaylastirir  ve spektral oOzelliklerine gore farkli simiflandirmalara olanak
tanimaktadir (Wold, 1976). SIMCA modelini olusturmak igin, faktdr sayisi (x-
ekseni) ile varyans azalmasi (y-ekseni) arasindaki iliskinin degerlendirilmesiyle
optimum temel bilesen (principal components (PC)) sayis1 belirlenmistir. Bu yontem,
en alakali temel bilesenlerin se¢ilmesine yardimci olur ve asirt uyum riskini en aza
indirirken 6nemli veri varyasyonunun yakalanmasini saglar (Wold, 1976; Wold and
Sjostrom, 1977). iki sinif arasindaki benzerlik veya farkliligi degerlendirmek igin
nicel bir 6l¢li olarak Siniflar Arasi Mesafe (Inter-Class Distance (ICD)) de analiz
edilmistir. Tipik olarak, 3'ten biiyiik bir ICD degeri, %95 giiven araliginda siniflar

arasinda 6nemli bir fark oldugunu gostermektedir (Massart et al., 1988).

Ayrica, titresim bantlarini vurgulayan ayrimci giic grafigi, siniflarin ayrilmasia en
cok katkida bulunan spektral bolgeleri belirlemek i¢in incelenmistir. SIMCA
modellerinin performans ve dogrulugunu degerlendirmek i¢in duyarlilik ve 6zgiilliik
hesaplanmistir. Duyarlilik, modelin hedef sinifa ait ornekleri (ger¢ek pozitifler)
dogru bir sekilde smiflandirma yetenegini dlgerken, 6zgiilliik, modelin hedef sinifa
ait olmayan ornekleri (gercek negatifler) dogru bir sekilde tanimlama yetenegini
Olgmektedir. Yanlis negatifler (false negatives (FN)), hedef siniftaki orneklerin
yanlighkla diger siiflara ait olarak smiflandirilmasidir. Yanlis pozitifler (false
positives (FP)) ise diger smiflardaki 6rneklerin yanlislikla hedef sinifa ait olarak
siniflandirilmasidir.  Dogrulama i¢in, kalibrasyon modelinin igsel olarak
dogrulanmasi icin bir yogurt 6rneginin spektrumunun sirayla hari¢ tutuldugu bir tek
birakma yaklagimi1 kullanilmistir. Daha sonra hari¢ tutulan 6rnek, gelistirilen
kalibrasyon modeli kullanilarak tahmin edilmis ve bu islem, tiim 6rnekler dogrulama

icin test edilene kadar tekrarlanmistir.

3.2.4.2. PLS-DA (kismi en Kkiiciik kareler ayirici analizi)
PLS-DA, Kismi En Kiigiik Kareler (PLS) regresyonunun 6zelliklerini ayirict analizle
birlestiren bir denetlenen siniflandirma teknigidir. Bu teknik 6zellikle dngoriculer

oldukca esdogrusal oldugunda veya Ongoriicii sayis1 gozlem sayisini astiginda,
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karmagik veri kiimelerini siniflandirmak i¢in kemometrik ve diger alanlarda yaygin
olarak kullanilmaktadir. PLS-DA, siniflandirma igin en alakali varyansi yakalayan
gizli degiskenleri bularak, énceden tahmin edilmis siniflar arasindaki ayrimi en tist
diizeye ¢ikaran yeni bir uzaya veriyi yansitmaktadir. Bu yontem, 6zellikle giirtiltiilii
veya yiiksek boyutlu verilerin islenmesinde etkilidir ve bu da onu spektral analiz,
biyobelirte¢ kesfi ve gruplar arasinda ayrim yapmanin onemli oldugu diger

uygulamalar gibi gorevler icin glclu bir teknik haline getirmektedir.

3.2.4.3. Makine 6grenmesi analizi ve kosullu entropi

Bu ¢alismada, makine 0greniminde model egitimi i¢in minimum kosullu entropi
arama algoritmas1 kullanilarak referans degerle iligkili dalga sayilar1 secilmistir. Bu
secim yonteminde, dalga sayilarinin dogrusal Olgeklenmesine dayanan PCA'daki
yeni boyut bilesenlerinden farkli olarak, referans degere iligkin belirli bir dalga sayis1
kiimesi elde edilmistir. Kiimelenme, referans degeri iizerindeki belirsizligi kosullu
entropi kullanarak azaltan dalga sayilar segilerek olusturulmustur. Kosullu entropi

asagidaki sekilde hesaplanmaktadir.

p(xy)
p(y)

H(X]Y) = p(x y) log2

XeX,yeY

Burada, X ve Y referans degeri ve dalga sayisi degiskenleridir, a ve y bir numunenin
referans degerini ve belirtilen dalga sayisindaki absorbans degerini temsil etmektedir.
p(.) ayn1 zamanda olasilik kiitle fonksiyonudur (probability mass function (PMF)).

Bu fonksiyon, 6l¢tim sonuglarinin histogramini bularak elde edilmistir.

Dalga sayis1 secimi asamasinda, her dalga sayisi i¢in tek bir kosul olarak kosullu
entropi hesaplanmaktadir. En kii¢iik kosullu entropiyi veren dalga sayisi1 kosul
kiimesine dahil edilir. Daha sonra, her dalga sayisi igin ayri ayri ikinci bir kosul
olarak kosullu entropi hesaplamasi yapilir ve en kiiciik kosullu entropiyi veren ikinci
dalga sayis1 kiimeye eklenmektedir. Bu siire¢, bir veya daha fazla sifir veya sifira
yakin kosullu entropi gozlemlendiginde tamamlanir. Son eklenen dalga sayisiyla
kiime, referans degerindeki belirsizligi ortadan kaldiran dalga sayilarini icermektedir.

Daha sonra kiime, model egitiminde kullanilmaktadir.

Modelin olusturulmast i¢in MATLAB R2022a miihendislik programindaki

‘Classification Learner' ve 'Regression Learner' uygulamalari kullanilmistir.
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Uygulamalar; Karar Agaci, Ayrimci Analiz, Lojistik Regresyon, Naive Bayes,
Destek Vektor Makinesi, En Yakin Komsu ve Topluluk Yontemi gibi birgok modeli

egitmek i¢in ¢alistirilmaktadir.

Model egitiminde ilk olarak veri secilir. Veriler egitime ii¢ sekilde dahil edilir: tim
spektrum bilesenleri, PCA bilesenleri ve kosullu kiime. Modelin verileri
ezberlemesini Onlemek i¢in 5 katli dogrulama segilir. Daha sonra uygulamalarda
mevcut olan tim modeller igin egitim gergeklestirilmektedir. %90 dogruluk veya R2
= 0,9 gibi model performans kriterlerine gore en iyi performansa sahip model,
egitime dahil edilmeyen Orneklem verileriyle test edilmek iizere disari

aktarilmaktadir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Spektral Bilgiler

Yogurt Orneklerinden toplanan NIR spektrumlarmin ortalamasit Sekil 4.la'da
gosterilmistir ve Onemli titresim bantlarinin tanimlanmasi Temizkan ve ark.
(2020)’ye gore yapilmistir. 8650 ila 8300 cm™ dalga sayis1 arasindaki pikler O—H
gerilmesinin birinci overtonuna ve C—H gerilmesinin ikinci overtonuna atfedilmistir.
7430 cm™deki pik, N-H'nin birinci overtonu ve kombinasyon bantlariyla iliskilidir.
6900 cm™ ve 5180 cm™ civarindaki pikler sirasiyla serbest O-H ve O-H
kombinasyon bantlarimin ilk overtonundan kaynaklanmaktadir. 5560 cm™ deki
absorbsiyonlar, lipitlerin ve karbonhidratlarin C-H gerilme titresimlerinin ilk
overtonuyla iliskilendirilmistir. 4500 cm™’deki pikler, lipit ve proteinlerin CH3
gruplarindaki C-H ve C-O gerilme titresimlerinin kombinasyon bantlarindan

kaynaklanmaktadir.

Yogurt oOrneklerinden toplanan MIR spektrumlarinin ortalamast Sekil 4.1b'de
gosterilmistir ve Onemli titresim bantlarinin tanimlanmasit Fagan ve ark. (2007),
Rodriguez-Saona ve ark. (2006) ve Rodriguez-Saona ve ark. (2017)'ye gore
yapilmustir. 3320 cm™ deki pik, sudaki O—H gerilme titresimlerine karsilik gelirken,
3000 ila 2800 cm™ araligi uzun zincirli yag asitlerindeki C—H gerilme titresimleriyle
iligkilidir. 1740 cm™ piki, yag asidi esterlerinin C=O gerilme titresimleriyle
baglantilidir ve 1630 cm™ piki, CN, CNN ve NH gerilmesi de dahil olmak Uizere
proteinlerdeki C-O gerilmesiyle iliskilidir. 1540 cm™deki bant proteinlerdeki Amid
IT bandindan kaynaklanmaktadir. 1455 cm ™’ deki absorbsiyon, yaglarda bulunan C-H
egilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. 1455 cm™ ile 1250 cm™ arasindaki
diisik yogunluklu absorbsiyonlar, O-C-H, C-C-H ve C-O-H'nin egilme
titresimlerine atfedilmektedir. 1250 cm™ ile 1050 cm™ arasindaki minimum

absorbsiyonlar C-O ve C—C gerilme titresimleriyle iliskilidir.
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Sekil 4.1. Yogurt 6rneklerinin (a) FT-NIR (10000 — 4000 cm™) ve (b) FT-MIR (4000
— 650 cm™), spektrumun ortalamasmin Slgiimleri ve Snemli titresim
bantlari.

4.2. Enzim Varhgma Goére Simiflandirma

SIMCA, PLS-DA ve Makine o6grenmesi yaklasimlart hem NIR hem de MIR

spektrumlarina uygulanmis ve siniflandirma modelleri buna gore gelistirilmistir.

NIR spektrumlarinda, kontrol ve tiim enzim katkili yogurt numunelerini (aktif ve
inaktif olmasina bakilmaksizin) ayirt eden SIMCA modeli siniflar arasinda giivenilir

bir ayrim saglayamamustir.

Sekil 4.2a, NIR cihazindan edinilen spektral veriler kullanilarak olusturulan SIMCA
modelini gostermektedir. Spektral sinyaller X degiskenleri olarak kullanilirken, Y
degiskenleri kontrol ve aktif enzim igeren Ornekler olmak {izere iki sinifi temsil
etmistir. Ham veriler, ortalama merkezleme ve ikinci tlirevden olusan bir dizi On
isleme adimina uygulanmistir. Ayrica 35 noktali pencereye sahip ikinci dereceden
polinom filtresi kullanilarak diizgiin bir islem uygulanmistir. Sekil 4.2a'daki SIMCA
3 boyutlu skoru grafiginde gosterildigi gibi, ortaya ¢ikan model iki smif (kontrol ve
aktif enzimli Ornekler) arasinda basarili bir sekilde ayrim yapmustir. Smiflar
arasindaki ayrimi saglayan belirli spektral araliklar1 saptamak i¢in de ayrim giicii
gelistirilmistir. 10000 ile 7600 cm™ arasindaki belirli bolgeler, modelle ilgisi
olmadig1 veya sinirlt etkili oldugu i¢in verilerden hari¢ tutulmustur . 7230 em ™V deki
pik, N-H'nin ilk overtonu ve kombinasyon bantlariyla iligkili olabilmektedir. Bu
beklenen bir durumdur c¢iinkii mTGaz, glutaminin amino kalintilar1 ile lizin

kalintilarinin €-amino grubu arasinda enzimatik ¢apraz bag olusturarak bir N-H
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capraz bagi olusturur ve bir mol amonyak aciga ¢ikarmaktadir. 5370 ve 5260 cm’
"deki pikler, C-H gerilmesinin ve O—-H kombinasyon bantlarimin ilk overtonuna
atfedilmektedir. Bu durum yogurt jel yapisindaki gézeneklerin daha kiigiik olmas1 ve
jelin daha kompakt mikro yapisinin ag igerisinde su tutulmasmi artirmasiyla
aciklanabilmektedir. Ercili-Cura ve ark. (2013), mTGaz isleminin homojen protein
aglarma ve daha kiiclik gozeneklere sahip yogurt jelleri olusturdugunu ve su
tutulmasini iyilestirdigini bildirmistir. SIMCA modelinde siniflandirma, duyarlilik,
ozgilliik, kesinlik ve dogruluk olmak iizere bes degisken kullanilarak %98'1 asan

olaganiistii bir performansa ulagsmistir.

Sekil 4.2b, aymi iki smf (kontrol ve aktif enzim igeren o©rnekler) icin NIR
spektrumlarinin PLS-DA modelini gostermektedir. SIMCA modelinde yapildig: gibi,
NIR cihazindan elde edilen ham verilere de ayni1 6n isleme teknikleri uygulanmistir.
PLS-DA modeli, SIMCA modeliyle oldukca benzer sonuglar vermistir. PLS-DA
modeli kontrol ile aktif ve inaktif enzim kombine 6rneklerini ayirt edememistir ancak
kontrol yogurtlarin1 aktif enzim iceren yogurt Orneklerinden ayirmada basarili
olmustur. PLS-DA regresyon vektorii, ayrica SIMCA diskriminant giicii grafiginde
tanimlanan pikleri de gézlemlemektedir. Ilk ii¢ degisken varyansimn yaklasik %81'ini
aciklamistir.  PLS-DA  modelinde, dort degisken kullanilarak simiflandirma
miilkemmel bir performans gostermis, duyarlilik, ozgiilliik, kesinlik ve dogruluk

%99'u agsmustir.
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Sekil 4.2. Kontrol ve aktif enzim igeren yogurtlar1 karsilagtiran NIR
spektrometresinden elde edilen spektral veriler (a) SIMCA modeli ve
ayirma giici, (b) PLS-DA modeli ve regresyon vektord.

Kosullu entropi ve makine Ogrenmesi kullanilarak, kontrol grubunun NIR
spektrumlari, enzimi iceren orneklerle (aktif ve inaktif birlikte) de karsilagtirilmistir.
Dogrusal Ayirimcr (Lineat Discriminant (LD)) algoritmalar1 kullanilarak, veriler
normallestirildiginde %95,7 dogruluk elde edilmistir. Bu durumda, 6zellikler Temel
Bilesen Analizi (PCA) ve Kosullu Entropi (Conditional Entropy (CE)) ile secilmistir.
Dort ozellikli PCA, Lojistik Regresyon (LR) algoritmalariyla %89,7 dogruluk
saglamistir. Daha sonra ozellikleri belirlemek i¢in Kosullu Entropi fonksiyonlari
kullanilmustir. Siniflandirmada 7632, 7388, 7106 ve 6944 cm™ dalga sayilar1 sorumlu
olup, Destek Vektor Makinesi (SVM) algoritmalari ile %92 dogruluk saglanmistir.

Diger taraftan, ham MIR verileri, ortalama merkezleme ve ikinci tiirev den olusan bir
dizi 6n isleme adimma uygulanmistir. Ayrica 35 noktali pencereye sahip ikinci

dereceden polinom filtresi kullanilarak diizgiin bir islem uygulanmistir. Bu diizenek,
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ornekelerin smif tyeligini (sinif 1 veya 2) belirlemek i¢in kullanilmigtir. MIR
spektral verilerinden elde edilen modeller icin, 4000 ile 1800 cm™ arasindaki ve 822
ile 650 cm™ arasindaki bolgeler hari¢ tutulmustur ¢ilinkii bu bolgelerin modele ¢ok az
veya hi¢ katkis1 olmamustir Sekil 4.3a, SIMCA 3-D grafigini ve kontrol grubu ile
aktif enzim iceren Orneklerinin siniflandirilmasindan sorumlu bdlgeleri iceren ayirt
edici guclnl gostermektedir. Kontrol ornekleri ve aktif enzim igeren drnekler (bir
veya iki iinite enzim igermesine bakilmaksizin) MIR spektrumlar1 kullanilarak
siniflandirilmaya calisilmistir. Ornekler ¢ok belirgin bir sekilde kiimelenmistir.
Ayirim giiciine gore siiflandirmadan 1740 cm™ ile 1600 cm™ civari arasindaki bolge
ve 1200 cm™ ile 1100 cm™ arasindaki bolge sorumludur. Daha énce agiklandigi gibi,
bu bolgeler proteinlerdeki C—O gerilmesiyle iligkilidir; buna CN, CNN ve NH
gerilmesi ve sirasiyla C-O ve C-C gerilme titresimleri dahildir. Aktif enzim
orneklerinin iretim ve depolama sirasinda kazeinler arasinda ¢apraz baglar
olusturmast nedeniyle bu sonuclar beklenmektedir. SIMCA, mikemmel bir
simiflandirmanin elde edildigini gosteren 3.22 ICD saglamistir. Dokuz degiskenin
kullanildig1 modelde de, %100 duyarlilik, 6zgiilliik, kesinlik ve dogruluk elde
edilmistir. Ote yandan inaktif enzim igeren yogurt drnekleri, kontrol drneklerinden

ayirmamistir.

Sekil 4.3b, MIR spektrumlarina goére kontrol yogurtlar1 ile aktif enzim igeren
yogurtlarin PLS-DA modeli ve siniflandirmasindan sorumlu regresyon vektoriinii
gostermektedir. MIR spektrumlarinin  SIMCA modeliyle tutarli olarak benzer
sonuclar gozlemlenmektedir. PLS-DA modelinde ilk {i¢ degisken varyansin %96’sin1
aciklamistir. Bu modelin sadece bu ii¢ degiskenle kullanilmasi, kontrol grubu ile
aktif enzim iceren grubu ayirt etmede %100 duyarlilik, 6zgiillik, kesinlik ve
dogrulukla sonu¢lanmigtir. Kontrol grubunun ve enzimi iceren (aktif veya inaktif)
orneklerin MIR spektrumlari da kosullu entropi ve makine 6grenmesi kullanilarak
karsilastirilmistir. Dogrusal Ayrimer (LD) algoritmalart kullanilarak, verilerde 6n
isleme olmadiginda %97,2 dogruluk elde edilmistir. Bu durumda, 6zellikler Temel
Bilesen Analizi (PCA) ile secilmis ve dort 6zellikli PCA, KNN algoritmalariyla
%91,3 dogruluk saglamistir. Daha sonra 6zellikleri belirlemek i¢cin Kosullu Entropi
fonksiyonlar1 kullanilmistir. Siniflandirmada 3117, 1406, 1060 ve 1545 cm™ dalga
sayilar1 kullanilmis olup, KNN algoritmalari ile %92,3 dogruluk saglanmistir.
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Sekil 4.3. Kontrol ve aktif enzim igeren yogurtlart karsilagtiran MIR
spektrometresinden elde edilen spektral veriler (a) SIMCA modeli ve
ayirma giicii, (b) PLS-DA modeli ve regresyon vektoru.

4.3. Enzim Aktivitesine Gore Siniflandirma

Bazi iilkelerde (6rnegin Fransa) mevzuata uyum saglamak i¢in yogurt Uretiminden
sonra mTGaz'in inaktive edilmesinin zorunlu olmas1 nedeniyle, aktif ve inaktif enzim
iceren yogurt Orneklerinin NIR spektrumlar1 smiflandirilmigtir. Daha 6nce
aciklandigr gibi ham verilere ayn1 6n isleme adimlar1 uygulanmistir. Sekil 4.4a,
SIMCA modelini ve onun ayirt edici giiclinii gostermektedir. Sekil 4.4b, PLS-DA
modelini ve smiflandirmadan sorumlu regresyon vektoriinii gostermektedir. Bu
durumda 10000 ile 6090 cm-1 arasindaki ve 4600 ile 4000 cm-! arasindaki bolgeler
modele pozitif katki saglamadigi icin hari¢ tutulmustur. SIMCA ve PLS-DA
modelleri, siniflandirmadan sorumlu kritik faktoriin 5783 cm1 dalga sayis1 oldugunu
tespit etmistir. Belirtilen dalga sayisi, CH, ve CH gerilme titresimlerinin ilk

overtonuyla iliskilendirilebilir. Bu ilgingtir ¢linkii CH, ve CH gerilme titresimleri,
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mTGaz'in dogrudan degistirmedigi yagdaki yapisal degisiklikleri gostermektedir.
Deneysel yogurt 6rnekleri dogrudan UHT siitten tiretildiginden (toplam kuru madde
igerigi artirllmadan) ve iretimden sonra homojenize edilmediginden, siit yaginin
zayif jel aginda siirh hareketliligi vardir. mTGaz'nin aktif 6rneklerde siirekli etkisi,
daha saglam bir protein agi olusturarak hareketliligi sinirlayabilir ve boylece yag
kiirecikleri arasindaki etkilesimi azaltabilmektedir. Bu durum, aktif ve inaktif
ornekler arasindaki CH; ve CH gerilme titresimlerindeki farkliliklarin
gbézlemlenmesinden sorumlu oldugu diisliniilmektedir. SIMCA modeli %94
duyarhilik, %96 ozgiillik, %95 kesinlik ve %95 dogruluk saglamistir. PLS-DA
modeli, %99'u asan duyarlilik, 6zgiilliik, kesinlik ve dogruluk saglayarak SIMCA

modelinden Ustindr.
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Sekil 4.4. Aktif ve inaktif enzim iceren yogurtlar1 karsilastiran NIR
spektrometresinden elde edilen spektral veriler (a) SIMCA modeli ve
ayirma giicii, (b) PLS-DA modeli ve regresyon vektoru.
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Aktif enzim iceren yogurt Orneklerinin NIR spektrumlarini, inaktif enzim igeren
orneklerle karsilastirmak i¢in kosullu entropi ve makine 6grenmesi kullanilmistir. Bu
durumda SVM algoritmasi tiim 6zellikleri kullanarak %85 dogruluk saglamis; ancak,
dort ozelligi olan PCA dogrulugu %74,6'ya diislirmiis ve dort ozelligi olan CE
dogrulugu %70,8'e diisiirmiistiir. Daha sonra sadece inaktif enzim igeren Ornekler
simiflandirilmaya c¢alisilmigtir. Depolanan giin sayisindan bagimsiz olarak, LD
algoritmasi kullanildiginda en iyi dogruluk elde edilmis ve tiim 6zelliklerle %85,8
dogruluk saglanmistir. Dort 6zellikli PCA'nin kullanilmasi dogrulugu 6nemli dlgiide
%64,2'ye diigiiriirken, dort ozellikli CE dogrulugu %68,3'e yikseltmektedir. Bu
durumda iyi bir siniflandirma elde edilememistir. Ancak 30 giin boyunca saklanan ve
inaktif enzimler iceren Orneklerde iyi bir smiflandirma gozlemlenmistir. Bu
durumda, LD kullanilarak tim o6zelliklerle %87,5 dogruluk elde edilmistir. Dort
ozellikli PCA ve Kuadratik Ayirt Edici (QD) birlikte kullanildiginda %75 dogruluk
elde edilirken, dort ozellikli CE ve QD birlikte kullanildiginda %80 dogruluk elde
edilmigtir. Onem sirasma goére siniflandirmadan sorumlu dalga sayilari sirasiyla
5014, 4339, 6412 ve 7208 cm™dir. Aktif ve inaktif enzim iceren rneklerin MIR
spektrumlart siniflandirilmaya calisilmistir. Sekil 4.5a, SIMCA modelini ve onun
ayirt edici giictinii gostermektedir ve Sekil 4.5b, PLS-DA modelini ve onun
regresyon vektorinu gostermektedir. Bu durumda, SIMCA 2.02 ICD saglamis , bu
da iyi bir siiflandirmanin gézlemlendigini ve %100 duyarlilik, 6zgiilltik, kesinlik ve
dogruluk elde edildigini gostermektedir. 1633 cm ve 1100 cm-t'deki pikler,
proteinlerin Amid I titresimiyle birlikte var olan O-H bagiyla iligkili olabilmektedir.
Aktif numunelerde depolama sirasinda uzun siireli enzim aktivitesi, aktif ve inaktif
ornekler arasinda gozlenen Amid I titresimindeki farkliliga olabilmektedir. Aktif
enzim iceren yogurt orneklerinin MIR spektrumlari, kosullu entropi ve makine
O0grenmesi kullanilarak inaktif enzim igeren Orneklerle karsilastirildiginda, LD
algoritmas1 tiim Ozellikler kullanilarak %97,3 dogruluk saglamistir. Dort 6zellikli
PCA, SVM algoritmasiyla dogrulugu %68,1'e diistiriirken, dort 6zellikli CE, SVM
algoritmasiyla dogrulugu %66,2'ye diisiirmektedir. Siniflandirmadan 3217, 1430,
1065 ve 1534 cm-1 dalga sayilart sorumludur. Hem PCA hem de CE algoritmalari

1yi bir siniflandirma saglamamastir.
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Sekil 4.5. Aktif ve inaktif enzim igeren yogurtlar1 karsilastiran MIR
spektrometresinden elde edilen spektral veriler (a) SIMCA modeli ve
ayirma giicti, (b) PLS-DA modeli ve regresyon vektord.

4.4. Enzim Konsantrasyonuna Gore Siniflandirma

Ne SIMCA ne de PLS-DA modelleri NIR spektrumlart kullanilarak 1 ve 2 enzim

linitesi arasinda iyi bir ayrim saglamamaigtir.

Kosullu entropi ve makine 6grenimi ile 1 veya 2 U aktif enzim iceren yogurt
orneklerinin  NIR spektrumlarina dayali siniflandirmast umut verici sonuglar
vermistir. Tiim 6zellikler kullanildiginda Dogrusal Ayirim (LD) algoritmalar1 %78,3
dogruluk saglamigtir. KNN algoritmalar1 kullanilarak dort 6zellikli PCA %67,5
dogruluk gostermis ve bu Ozellikler CE i¢in kullanildiginda %70,8 dogruluk
saglamistir. Onem sirasina gore smiflandirmadan sorumlu dalga sayilari sirasiyla

4647, 8765, 5070 ve 5224 cm’ dir. Ilging bir sekilde, smiflandirma igin yalnizca 30
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giin boyunca saklanan Ornekler secildiginde dogruluk daha yiiksekmis. LD
algoritmalar1 ile tiim 6zellikler %92,5 dogruluk, dort 6zellik ile PCA %75 dogruluk
ve dort 6zellik ile CE %72,5 dogruluk saglamistir.

Ayrica 1 ve 2 iinite aktif enzim igeren yogurt drneklerinin MIR spektrumlarinda
enzim konsantrasyonuna gore farklilik olup olmadigini siniflandirmaya ¢aligilmistir.
Sekil 4.6a ve Sekil 4.6b sirasiyla SIMCA ve PLS-DA modellerini gostermektedir.
Ilging bir sekilde, iyi bir siiflandirma elde edilememesine ragmen, 30 giin boyunca
saklanan ornekler diger orneklerden farkli desenler sergilemistir. Reolojik acidan
bakildiginda, yogurt gibi zayif kivamindaki bir jel i¢in 30 giinliik depolama uzun bir
stiredir; agda hapsolan bir miktar su sizabilir (yogurdun suyunun ayrigmasi), bu da 30
giinliik depolamada farkli oriintiilerin gozlenmesini agiklayabilmektedir. Ayrica, 1
veya 2 iinite aktif veya inaktif enzim igeren yogurt 6rneklerinin MIR spektrumlarinin
siiflandirilmas:  kosullu entropi ve makine Ogrenmesi ile denenmistir. Tim
ozellikler kullanildiginda Dogrusal Ayrimci1 (LD) algoritmalar1 %86,2 dogruluk
saglamistir. Dort 6zellik ile PCA, SVM algoritmalar1 kullanilarak %67,4 dogruluk
gdstermis ve bu dzellikler CE igin kullanildiginda %66,0 dogruluk saglamistir. Onem
sirasina gore, bu smiflandirmadan sorumlu dalga sayilari sirasiyla 2974, 1546, 1400
ve 3228 cm™ dir. Ayrica aktif veya inaktif bir enzimin secilmesine bakilmaksizin
ornekleri depolama giinlerine gore siniflandirmaya ¢alismistik ve Bu durumda LD
algoritmast %99,4 dogruluk saglamistir. Dort 6zellikli PCA'nin SVM algoritmasiyla
birlestirilmesi dogrulugu %72,2'ye disirmiistiir. Ancak, SVM ile birlestirilen CE
dogrulugu %82,5'e ¢ikarmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

FT-NIR ve FT-MIR spektral verilerinden elde edilen siniflandirma modellerinin
istatistiksel verilerinin 6zeti Tablo 5.1'de verilmistir. Bu ¢alisma, NIR ve MIR
spektroskopisinin kullaniminin yogurt érneklerinde mTGaz kullaniminin, enzimin
aktif/inaktif durumunun ve enzim konsantrasyonlarmin (1U, 2U) siniflandirilmasi
icin umut verici oldugunu etkili bir sekilde gostermistir. Hem NIR hem de MIR
teknikleri, aktif enzim igeren numuneleri kontrolden ayirt edebilmistir ve MIR
spektroskopisi aktif ve inaktif enzim durumlar arasinda ayrim yapmada biraz daha
istlin bir performans gostermistir. Hem SIMCA hem de PLS-DA, kemometrik
modelleri  karsilagtinnrken  yogurt  Orneklerini  enzim  aktivitesine  gore
smiflandirabilmistir. Ancak, PLS-DA, 6zellikle kontrol ve enzimle muamele edilmis
ornekler arasinda ve farkli enzim konsantrasyonlart (1U ve 2U) arasinda ayrim
yaparken, siniflandirma dogrulugu acisindan SIMCA'dan daha iyi performans
gostermistir. PLS-DA'min smiflar arasindaki ayrimi optimize etme yetenegi,
karmasik veri setini ele almada onu daha etkili hale getirirken, SIMCA'nin sinif

oo

farklilastirmasi, 6zellikle enzim konsantrasyonu degistiginde daha sinirlidir.

Dogrusal Ayirict (LD) ve Destek Vektor Makinesi (SVM) algoritmalar1 igeren
makine 6grenimi modelleri, 6zellikle aktif ve inaktif enzim 6rnekleri arasinda ayrim
yaparken kuvvetli smiflandirma performans: saglamistir. Makine 0Ogrenmesi
modelleri, yogurttaki aktif enzimlerle sinirli kalmadan, mTGaz enzim varligin1 da
ayirt edebilmistir. Makine 6grenimi modelleri, 6zellikle 1U ve 2U aktif enzim
ornekleri gibi daha karmasik karsilastirmalar icin smiflandirma dogrulugunu

lyilestirme potansiyelini gostermistir.

Sonug olarak, bu ¢alisma, ileri siniflandirma teknikleri ile birlikte kullanilan NIR ve
MIR spektroskopisinin yogurttaki enzim varhigini etkili bir sekilde tespit edebildigini
ve enzim aktivitesini ve konsantrasyonlarini siiflandirabildigini gostermistir. Bu
yontemlerin entegre edilmesi, gida kalitesinin izlenmesini ve enzim aktivitesine
iliskin diizenlemelere uyumu destekleyerek, gida endiistrisi i¢in hizli ve giivenilir bir

ara¢ saglayabilmektedir.
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Tablo 5.1. FT-NIR ve FT-MIR spektral verilerinden elde edilen siniflandirma modellerinin istatistiksel verilerinin dzeti.

Cihaz Grup Metot Faktor ICD Yans Duyarlihik%  Ozgillik % Dogruluk%  Kesinlik%
siniflandirma
Cvs A 5 6.27 3/180 >08 >08 >08 >08
Avs | SIMCA 3 2.88 71240 94 96 95 95
IU vs 2U N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
CvsA 4 - 1/180 >09 >09 >09 >09
FT -NIR Avsl PLS-DA 4 - 1/240 >99 >99 >99 >09
IU vs 2U N/A _ N/A N/A N/A N/A N/A
CvsA 4 - 24/300 87 98 92 91
Avs | CE 4 - 36/240 83 87 85 86
IU vs 2U 4 - 10/120 83 73 78 76
Cvs A 9 3.22 1/180 100 >99 >99 >99
Avs | SIMCA 9 2.02 0/240 100 100 100 100
IU vs 2U N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Cvs A 7 - 4/180 100 >08 >99 >08
FT -MIR Avs | PLS-DA 3 - 0/240 100 100 100 100
IU vs 2U N/A - N/A N/A N/A N/A N/A
CvsA 4 - 8/300 93 >08 97 93
Avs | CE 4 - 41240 97 >08 97 97
IU vs 2U 4 - 33/240 86 85 86 86

C:Kontrol; A:Aktif; Iinaktif; ICD:Smmflar Arast Mesafe; CE:Kosullu Entropi;

N/A:Uygulanamaz
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