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Ozet

Kizilotesi (IR) absorbsiyon spektroskopisi bir tiir titresim spektroskopisidir; IR 1sinlart molekilin titresim
hareketleri tarafindan sogurulmaktadir. Her dalga boyunu ayri ayri tarama gerekmeksizin hizli ve ylksek
cozuntrlikte spektrumlar elde edilir. Az miktarda 6rnekle bile kisa stirede sonu¢ vermektedir. Bilimin bir
cok dalinda oldugu gibi gida mithendisliginde de mikrobiyal hiicrelerin tanimlanmasi, makromolekillerin
yapisal analizi, organik maddelerin kalitatif ve kantitatif analizi, yapilarinin aydinlatilmasi, stereokimyasal
ozelliklerinin bulunmasi ve saflik kontrolii gibi amaclarla kullanilmaktadir.

Anahtar kelimeler: FTIR, spektroskopi, kalitatif ve kantitatif analiz.

FOURIER TRANSFORM INFRARED (FTIR)
SPECTROSCOPY and UTILIZATION in FOOD

Abstract

Infrared (IR) absorption spectroscopy is a kind of vibrational spektroscopy, IR radiation is absorbed by
the molecule’s vibrational motion. Each wavelength is obtained fast and high resolution spectra without
requiring individually scanning. Even a small amounts of sample are given result in a short time. As in
many branches of science are used in food engineering for such purposes as identification of microbial
cells, the structural analysis of macromolecules, qualitative and quantitative analysis of organic materials,
structural identifications, determination of stereochemistry structures and purity control.

Keywords: FTIR, spectroscopy, qualitative and quantitative analysis.

*Yazismalardan sorumlu yazar / Corresponding author;
@) tubabuyuksirit@hitit.edu.tr, © (+90) 364 227 4535, (+90) 364 227 4533

235



236

T. BUyuksirit, H. Kuleasan

GIRiS

Elektromanyetik 1stmanin organik molekiller
tarafindan sogurulmasi, molekiildeki atomlarin
tirline, dizenlenmesine, molekillerin sekline,
buyukligine bagli oldugundan spektroskopik
yontemler, organik maddelerin kalitatif ve kantitatif
analizi, yapilarinin aydinlatilmasi, stereokimyasal
ozelliklerinin bulunmasi ve saflik kontrolt gibi
cok genis alanda uygulanmaktadir (1, 2). FTIR
cesitli mikroorganizmalarin kimyasal bilesimini
karakterize etmek icin kullanilabilecek hizli,
glvenilir, hassas ve ucuz bir tekniktir (3). Bircok
FTIR calismast grafiklerle desteklenerek spektral
veri analizi yapilmaktadir (4).

Bu calismanin amaci, FTIR spektroskopisi ve bu
yontemin gida alaninda 6zellikle mikrobiyoloji
calismalarinda uygulanmasi hakkinda bilgi
vermektir. Derlemede, mikroorganizmalarin ve
mikroorganizmalar tarafindan Uretilen organik
maddelerin tanimlanmasina yonelik calismalara
deginilmistir.

FTIR SPEKTROSKOPISI
Fourier Transform Infrared Spektroskopisi

Kizilotesi (IR) spektroskopisi, organik veya
inorganik bilesiklerin karakterize edilmesinde
kullanilan bir aractir (5). IR spektrumu, maddeyi
olusturan atomlar arasindaki baglarin titresimiyle
olusan frekanslarina karsilik gelen absorpsiyon
pikleri ile 6rnegin parmak izini gostermektedir
(6). Her maddenin kendine has bir spektrumu
vardir. Bunun tek istisnast optik izomerlerdir.
Organik madde spektrumlarinin 6zellikle de
2000 cm™ den sonra gelen kismi daha ayrintilidir.
Bu bolgeye parmak izi bolgesi denir ve spektrumu
iki kat genisleterek alinir. Boylece madde
hakkinda daha ayrintili bilgi elde edinilmektedir
(7). Veri, farkli molekiler baglardan kaynaklanan
farkl: titresim frekanslarini temsil eder. (4).

FTIR Spektroskopisinin Avantajlari

FTIR sadece mikrobiyal hiicrelerin tanimlanmasinda
(fenotip, tur, alt-tir, patojenite, diren¢ vb.) degil
ayni zamanda makromolekiillerin yapisal analizinde
(dogallik, miktar ve molekiler baglarin
konformasyonu) de kullanidmaktadir (8). Genis
spektrum elde edildigi icin uygulama alanlari
(gida, tarim, tip, biyomedikal uygulamalar, kimya)

genistir (9). Kalibrasyon kaydi, analiz sonuglarinin
dogru, gtivenilir ve kalite glivencesi saglamaktadir.
Tek tusla kalibrasyon yapilmaktadir (10). Ornege
zarar vermeden ve hizli sonu¢ elde edilmesi
geleneksel FTIR kullanimint yayginlastirmistir
(6). Ornege 6n 1sitma yapilabilmektedir ve
ayar gerektirmeden otomatik olarak kendini
temizlemektedir (10). FTIR spektroskopisi
dogrudan ve geri donisli bir yontemdir. Az miktarda
ornekle kisa stirede sonu¢ vermektedir (11).

FTIR spektroskopisi kati, stvi ve gaz 6rneklerin
analizinde kullanilmaktadir. FTIR analizi yapilmast
planlanan kat1 6rnekler icin t¢ farkli hazirlama
teknigi kullanidmaktadir. Bu yontemlerden ilkinde
ornek KBr (130 °C’ de 4 saat kurutularak (12)
elde edilen) ile karnstirilarak ince disk
haline getirilmektedir. Ikinci teknikte ise KBr
kullanilmaksizin 6rnegin kendisi ince bir film
haline getirilmektedir. Uclincii yontem olan
solisyon tekniginde ise Ornek bir ¢dzgen
icerisinde c¢ozilerek analize hazirlanmaktadir
(13). Ince film veya disk tekniginde film formuna
getirilmis maddelerin kalitatif ve kantitatif analizi
yapilmaktadir. Soltisyon tekniginde ise ¢oziinmis
maddelerin kalitatif analizi yapilabilmektedir
(2, 19).

Gidalar temel olarak vyaglar, proteinler,
karbonhidratlar ve sudan olusurlar ki bunlarin
hepsi de infrared spektruma katkida bulunurlar.
Karakteristik absorpsiyon bandlart ile gida
bilesenleri arasinda iliskiler kurulabilmektedir
(15,16). Farkli gruplardan kaynaklanan NH, OH,
CH, C = O, C = C ve C = N bantlar kilit bantlar
olarak adlandirir (17). Karbonil ester ve CH
yaglari; amid grubu proteinleri; COH gruplari
karbonhidratlart ve  HOH baglanmas: da su
absorpsiyonunu gostermektedir. Su, IR
spektrumunda spektrumdan rahatlikla ¢ikarilabilir
veya oranlanabilir (15).

St endustrisinde stit bilesenlerinin geleneksel
analitik yontemlerle analizi, zaman alict ve pahali
oldugundan enstrimantal yontemler gelistirilmistir
(18). FTIR-ATR protein haritalama tekniginin, stit
endstrisinde membran modiillerinin belirlenmesi
icin kullanilabilecek gtivenilir bir yontem oldugu
belirlenmistir (19).

Avrupa da ekonomik ve besleyici olmast icin
yaglara katilan ama %50’den fazla olunca ticari
olarak etikette belirtilen zeytin yagi miktarinin



tespitinde FTIR spektroskopisi ile en kuictik kareler
regresyon analizine (PLSDA) dayali yontem
kullanilarak zeytin yagi hem saf yag 6rneginden
hem de diger yag karisimlarindan ayrilmistir (20).
Ayni zamanda tiketilebilir kati ve sivi yaglarin
ayrilmasinda  spektroskopik  yontemlerin
performanslart karsilastirilmistir. Tlketilebilir kat:
ve sivi yaglar ve doymamislik baglari (C-C) IR
spektrumlari diskriminant analizde kullanilmak
icin tanimlanmustir. FTIR spektroskopisi sivi ve
katt yaglarin simiflandinlmasinda %98 etkili oldugu
tespit edilmistir (21). Zeytinyaginin, aycicek-misir
yaglart karisimi, pamuk ve kolza vyaglarn ile
tagsisi, FTIR verilerinin kemometrik yontemlerle
degerlendirilmesi sonucu tespit edilmistir (22).
Palm yag: karistirdmis sahte sizma zeytinyaginda
saf ve karstirllmis 6rnekler FTIR spektrumlarina
dayali diskriminant analizi ile siniflandirilmistir

(23).

FTIR SPEKTROSKOPISININ KULLANIM
ALANLARI

Fourier transform infrared (FTIR) spektroskopisi,
gida endistrisinde kantitatif bir kontrol yontemi
olarak onemli bir potansiyele sahiptir ve cesitli
gidalarda kimlik dogrulama ve tagsis sorunlari
cozmek icin bugiine kadar basariyla kullanilmistir
(24, 25). Hucreleri olusturan temel biyomolekiiller
hakkinda bilgi vermektedir (26). Proteinleri
olusturan amino asitleri, kofaktor, redoks reaksiyonu,
reaksiyona katilan enzimlerin olusumu ve baglarin
yapisal degisikliklerini incelemek icin kullanilan
bir tekniktir (27).

FTIR Spektroskopisi ile Organik Maddelerin
Tanimlanmasi

FTIR kimyasal siniflarin (yag asitleri, proteinler,
karbonhidratlar, niikleik asitler ve polisakkaridler)
belirlenmesi ve bilesik yapilarin aydinlatilmasi
icin en ¢ok kullanilan ydntemlerden biridir (28,
29). Bu teknik gida bozulmalarinin belirlenmesi,
patojenlerin  tespiti ve stres kosullarinda
bakterilerdeki yapisal degisikliklerin calisilmasi
gibi kompozisyon analizinde ve gida kalite
kontroliinde kullanilmaktadir. Yag asitlerti,
membran ve intraseliler proteinler, polisakkaritler
ve nukleik asitler gibi hiicre bilesenlerinin
spektral karakterlerini gostermektedir (30). Renk
maddelerinin yapiarinin ortaya konmast ve

karakterize edilmesi amaciyla kullanilmistir
(31-33). FTIR teknikleri melanin pigment
yapisinda ana fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi
vermistir (34). Antosiyaninlerin 1630-1640 c¢cm
araliginda pik olusturdugu belirlenmistir (35).

Bircok alanda 6zellikle biyolojik bilimlerde DNA'nin
yapisinin belirlenmesi dnem arz etmektedir. Gen
terapisi ve genetik mithendisligi ¢alismalarinda
ortamin  elektriksel  (katyonik)  yapisinin
degistirilmesinin DNA aktarimlarinin
(transformasyonlarin) gerceklesmesinde 6nemli
bir rol oynadigt belirlenmistir. Bu tarz farkli
elektriksel yiiklere sahip ortamlarda DNA'da olusan
sekilsel farkliliklarin belirlenmesinde FTIR teknigi
pratik bir uygulama olarak kullanilmaktadir. (36).

FTIR spektroskopisi ile kinonlarin IR titresim
bantlari ol¢ilmustir ve kinon tirleri yapisal
olarak aciklanmistir (37). 1ki hidrojen bagi olan
karboksilik asitlerin C=O bantlar1 1703-1710 cm™
araliginda gortldigi bildirilmistir ve bu aralik
icinde bir grubun daha once karboksilik asit
grubundan kaynaklandigi 6ne strtlmustir (27).
Gallik asitin, FTIR spektroskopisi ile analizi
yapildiginda 407.05, 960.40, 931.51, 865.75,
639.70, 509.58, 420.99, 153.78, 97.08, 777.58,
663.54, 601.28, 462.89 cm' araliginda pik olusturdugu
gortlmektedir (38). FTIR yontemi soya proteininin
konformasyonunu incelemek icin kullanilmustir.
Soya fasulyesi proteinleri ekstraksiyon yontemine
gore 400-4000 cm™ araliginda sinyal yogunlugunda
ve/veya IR bantlarinin konumunda degisiklik
gostermistir (39). Bir baska calismada ise serum
albumin ve globulin fraksiyonlarinin pH ve
sicakliga karst duyarliligi FTIR ile belirlenmistir
(40).

FTIR analizi tarcin kabuklari ucucu bilesiklerinin
tespitinde kullanilmistir. Dokuz numunenin
ucucu yag ana bilesiginin (%66,28-81,97) trans-
sinamaldehit oldugunu gostermistir. Hiyerarsik
kiimeleme analizi, benzerlik degerlendirme ve
temel bilesenler analizi dokuz 6rnekten etkin
tanimlama ve degerlendirme imkani saglamistir
“4D).

Kirmizi saraptaki toplam antioksidan kapasitenin
belirlenmesi icin FTIR kullanilmustir. 83 farkls kirmizi
sarap Orneginin FTIR spektrumu, karakteristik
parmak izi bolgesini 965-1543 cm-1 araliginda
gostermistir. Genellikle kirmizi saraplarda cesitli
antioksidanlar (6rnegin; resveratrol, SO,, askorbik

237



238

T. BUyuksirit, H. Kuleasan

asit, polisakaritler) FTIR hassasiyetinin altindaki
konsantrasyonda bulunmakta ve bunlarin toplam
katkis1 Y - Varyans (%44) ile tahmin edilmistir (42).

Hidrojen peroksit tayininde basit ve hizli bir
yontem olan FTIR spektroskopisi kullanilmustir.
NaCl pencerede 669.18 cm ve KBr pencerede
418.48 cmde pik gorilmustiir. Askorbik asit,
riboflavin ve sitrat bufferdan olusan 0.1M
konsantrasyonundaki ¢ozeltide 10 M hidrojen
peroksit belirlenmistir. Bu yontem, sulu ¢ozelti
icinde hidrojen peroksit miktarinin belirlenmesini
saglamistir (43).

FTIR Spektroskopisi ile Mikroorganizmalarin
Tanimlanmasi

Spektroskopik yontemler, molekiler yontemlerin
otesinde suslart karsilastirmak icin ileri strilmustiir.
FTIR spektrumlart tir ve alt tir seviyesinde
mikroorganizmalarin spektroskopik parmak izini
belirlemektedir (8, 44). Ayrica iyi karakterize
edilmis mikroorganizmalar icin genis spektral
kutiphanelerin olusturulmas: tir ya da alt tlr
diizeyinde bilinmeyen izolatlarin belirlenmesini
mimkin kilmaktadir (17). Bakterilerin FTIR
spektrumlari belirli bir sus icin 6zeldir. Ayrica
FTIR teknigi, mayalarin yan sira cesitli patojen ve
bozulmaya neden olan bakterilerin tanimlanmasinda
da uygulanmustir (3, 45).

Bir bakteri hiicresinin belirli bilesenlerinin 6zgtil
absorpsiyon bantlartyla Ortiismesi  sinirlidir.
Mikroorganizmalarin spektrumlar: arasindaki
farklart gozle belirlemek zordur ve bu nedenle
istatistiksel yontemler kullanilmaktadir. Istatistiksel
yontemler kontrolli ve denetimsiz yontemler
olarak iki gruba ayrilmistir (30). Kontrolli
yontemler,  mikroorganizmalara  ait  1sik
dizileri arasindaki benzerlikleri  gostererek
mikroorganizmalarin tanimlanmasint saglamaktadir.
Bu amacla hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA),
temel bilesen analizi (PCA), uyum analizi (CA) ve
aritmetik ortalamaya dayali agirliksiz eslestirme
yontemi  (UPGMA) gibi  yontemlerden
yararlanilmaktadir. Denetimsiz yontemlerde ise
once her 1s1k dizisi belirli bir sinifa dahil edilir,
boylece kalitatif veriler kantitatif spektral verilere
eklenir. Daha sonra eldeki spektral verilerle
olusturulan  smiflar  arasindaki  iliskinin
aydinlatilmasina calisilir (46). Bu yontemler,
calisilan mikroorganizmalar hakkinda bir 6n bilgi
ile bakteri suslarinin ve gruplarinin ayrilmasinda

kullanilmaktadir. Bu sayede, bakterinin kiictik
spektral mesafe de bulunan ama bilinmeyen
FTIR spektrumlari tahmin edilebilmektedir (47).

FTIR spektroskopisi ile bilgisayar tabanli teknik
kullanilarak bakteri 6rneklerinin siniflandirilmasi
ve tanimlanmast yapilmistir. On dort tiire ait
referans spektrumu iceren veri tabani olusturulmus
ve Staphylococcus, Streptococcus, Clostridium,
Legionella ve Escherichia colinin secilmis suslart
tanumlanmustir (48).

Fenotipik, fiziksel (FTIR spektroskopi) ve molekiiler
yontemleri geleneksel Gravyer peynirinden izole
edilen laktik asit bakterilerine uygulanmistir.
Peynir ornegindeki yaygin olan LAB tirlerinin
Lactobacillus casei/paracasei (%68.8), Lactobacillus
plantarum (19.5%), Streptococcus thermophilus
(8.9%), Enterococcus faecium (2.1%) ve Lactococcus
lactis (0.7%) oldugu belirtilmistir (49). Dort yakin
akraba laktobasil turleri olan L. sakei, L. plantarum,
L. curvatusve L. paracaseinin 56 susu kullanilarak
FTIR spektroskopisi ile analizi yapilmistir. Bu
calisma ile FTIR spektroskopisinin hem biytik
veri kiimesi hem de laktobasillerin tiir diizeyinde
tanimlanmast icin son derece uygun oldugu
bildirilmistir (50).

Bir calismada hiyerararsik diizenlenmis modelden
Pseudomonacaenin 42 farkli susu, Bacillusun
33 susu, Staphylococcus'un 46 susu ve maya tiirti
olan Candidanm 24 susu ve 6 tiriinden olusan
dort mikroorganizma tirt ayirt edilmistir. Candida
albicans tirleri antibiyotige karst duyarliliklarina
gore siiflandirilmistir (51). Fourier Transform
Kizilotesi fenotipik yaklasimiyla hastalardan 29
Candida glabrata susu izole edilmistir. 16 sus
arasindan en iyi ayrimut yapacak spektrum penceresi
belirlenmistir. Bulunan bolgelerde spektral
olctimler alinmis ve tanimlama yapimistir (8).
Ayrica Saccharomyces cerevisiae, Debaryonyyces
bhansenii ve Rbodotorula minuta tirine ait
suslarin kirlenme tahmini icin FTIR kullanilmustir
(52). Sigir tiberkiilozu etkeni olan Mycobacterium
bovisin tanisinda FTIR kullanilmistir (53).

Gida guvenligi ile ilgili buytik bir endise
olusturan yaygin gida kaynakli patojen Listeria
monocytogenes alt tiplerinin serotip ve haplotip
seviyelerinde belirlenmesi icin FTIR yansima
mikroskobu kullanilabilen bir yontem gelistirilmistir.
Dort farklt PCR serotiplerine (1/23, 1/2B, 4b, 4c
ve) ait L. monocytogenesin otuz susunun FTIR



tabanli tanimlama ve simniflandirmasi yapilmustir.
Spektrumlarin kanonik degisken analizi (CVA)
ile serotip diizeyinde tanimlamasinin % 96.6 ve
hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA) ile haplotip
diizeyde % 91,7 dogru oldugu gortlmistiir (17).

Bir calismada, FTIR spektroskopisi (fonksiyonel
gruplara gore, 3500-500 cm™ spektral araligi)
farkli mikotoksin Uretme kapasitesine sahip
cinsleri (Ozellikle Aspergillus sp. ve Mucor sp.)
ayirt etmek icin kullanilmistir. Mikotoksin
uretebilen kuf suslarinin her biri icin uygun bir
"parmak izi" elde edilmistir. Bu calismada elde
edilen sonuclar, FTIR'in mikotoksin tretme
yetenegine sahip kiiflerde kalip belirlenmesi icin
buytk bir potansiyel oldugunu gostermistir (3).

SONUC

Teknolojinin gelismesiyle bilimde geleneksel
yontemlerin yerini modern yontemler almistir.
Mikrobiyel hicrelerin tanimlanmasi,
makromolekiillerin yapisal analizi, organik
maddelerin kalitatif ve kantitatif analizi, yapilarinin
aydinlatilmasi, stereokimyasal 06zelliklerinin
bulunmast ve saflik kontrolii gibi bilimin bir
cok alaninda FTIR spektroskopisi kullanim
olanagi bulmustur. Yapilan calismalarla FTIR
spektroskopisinin gida, tarim, tip, biyomedikal
uygulamalar, kimya gibi bir ¢ok alanda
kullanidabilecegi kanitlanmustir.
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