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BEYAZ PEYNIRLERDE KiMYASAL KOMPOZiSYONUN MIiKRO
OLCEKTE DAGILIMININ MiKRO-FTIR iLE BELIRLENMESIi

OZET

Fourier Transform Infrared (FTIR) spektroskopisi, gida kalitesi ve gida bilesenlerinin
analizinde giderek onem kazanmaktadir. Bu spektroskopik teknik hizli ve tahribatsiz
olmasi, ¢ok az veya hi¢g 6n 6rnek hazirlama islemi gerektirmemesi sebebi ile hem
kalitatif hemde kantitatif gida analizleri i¢in ilgi ¢ekici olmaktadir.

Klasik FTIR deneyleri gidanin kimyasal kompozisyonu ve yapisini agiklamaktadir ve
ornek bilesenlerinin  konsantrasyonlarimi  goreceli olarak belirlemek icin
kullanilabilmektedir. Ancak bir¢ok gida {iriinii heterojen bir yapiya sahip oldugundan
yap1 ve konsantrasyon incelemeleri igin geleneksel FTIR spektroskopisi yetersiz
kalir. Gidalarin dinamik bir sistem olmasi ve bolgesel olarak kompozisyon
farkliliklar1 gdstermesi sebebi ile, gerceke¢i bir bilesen analizi i¢in mikro-Olgekte
tanimlanmis bir bolge taranarak sonuclar elde etmek daha agiklayici olacaktir. Son
yillarda optik bir mikroskop ile lineer tarayici ve diizlemsel odakli dizin dedektorler
iceren geleneksel FTIR spektrometrenin bir araya getirilmesi ile, mikro-olgekte
analizler  yapabilecek  mikro-FTIR  olarak  adlandirilan  enstriimentasyon
gelistirilmistir.

Bu tez calismasi beyaz peynir gibi protein ve yagin degisik kompozisyonda ve
geometride dagilim gosterdigi bir gida sisteminin mikro-FTIR ile kimyasal
goriintiilenmesinin gergeklestirilmesi {lizerinedir. Peynirin mikroyapisi dokuyu ve
fonksiyonel 6zellikleri belirleyen 6nemli bir faktordiir ve iirtintin kalitesini dogrudan
sekillendiren parametrelerdendir. Peynirin mikroyapist 200X200 mikron alan
tizerinden her 6.25 mikronda bir sonug elde edilecek sekilde incelenmistir. Deneysel
caligmalarda dort farkli ticari firmadan elde edilen Ezine tipi beyaz peynirlerin her
biri igin bes 6rnek ile ¢alisilmis ve toplam 20 goriintii elde edilmistir. Yag bolgelerini
temsilen IR spektrumun C-H ve C=0O bdlgeleri, protein i¢in amid I ve amid II
bolgeleri secilmistir. Tarali bolgede bu IR absorbsiyon bantlarinin alan oranlamasi ile
kimyasal goriintiiler elde edilmis ve yag ve protein dagilim haritas1 olusturulmustur.

Mikro-FTIR ile peynirdeki bilesenlerin boyutsal dagilimi ayrintili  sekilde
incelenebilmis ve literatiir ile karsilagtirildiginda, peynirin mikroyapisinin protein
matriksi igerisinde dagilmis farkli biiyliklik ve sekillerdeki yag globiillerinden
olusan bir yap1 oldugu gosterilmistir. Dort farkli ticari firmadan elde edilmis Ezine
peynirlerinin mikroyapilari incelenmis ve karsilagtirilmastir.

XV



XVi



DETERMINATION OF CHEMICAL COMPOSITION DISTRIBUTION AT
MICRO-SCALE IN WHITE CHEESES BY MICRO-FTIR

SUMMARY

Cheese is the generic name for a group of fermented milk-based food products,
which is produced in a wide range of flavours and forms throughout the world.
Ezine cheese is a class of white cheese which is produced and consumed in large
amounts in our country. It has own unique characteristic properties due to the quality
of the milk obtained from grazing animals in Ezine region near Dardanelles.

Microstructure is one of the main controlling factors of texture (firmness, softness,
cohesiveness, rubberiness, elasticity, pastiness, crumbliness) and functional
properties of cheese. For this reason, it is inevitable that food microstrucure effects
the product quality and macromolecular properties. The microstructure of cheese
significantly affects processing characteristics, flavour properties and the texture. As
texture and functional properties are significant quality requirements for consumers,
microstructure analysis play an important role in the quality evaluation and
manipulation of the cheese.

Cheese microstructure is the spatial arrangement of the casein particles that join
together into clusters and chains thus forming a protein matrix where water, fat
globules with different sizes and shapes, microorganisms and minerals dispersed in.

Cheese microstructure, has long been an interest to researcher and food industry,
studied extensively using various microscopic techniques such as scanning electron
microscopy, cryo-scanning electron microscopy, confocal laser scanning microscopy
and fluorescence microscopy.

Cheese microstructure examination by scanning electron microscopy (SEM) allows
high-resolution imaging of components such as fat globules, but SEM sample
preparation procedures such as sectioning, fat extraction, chemical fixation are
laborious and may produce artefacts. Cryo-SEM, involving freezing the sample in
liquid nitrogen, has also been employed to imaging of cheese samples. This
technique does not require chemical fixation or fat extraction, hence examination of
high moisture samples becomes readily available. When confocal laser scanning
microscopy was used, laser light penetrates to the surface of the sample without
disturbing the internal structure so this technique can be used for imaging of very
thin optical cross-sections at high resolution. Fluorescence microscopy utilizes very
sensitive and specific fluorescent probes to elucidate chemical and structural data at
relatively high resolution. This technique requires minimal sample preparation,
which makes the technique an attractive tool, but fluorescence microscopy has one
serious drawback; it is sensitive to environmental factors such as temperature, pH,
and ionic strength. Quality characteristics of these techniques can be obtained only
by carefully controlling these environmental factors.
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FT-IR imaging is a recently conceptualized and developed approach that combines
the image analysis ability of light microscopy and powerful chemical analysis by FT-
IR spectroscopy. This combination of light micrsocopy and IR spectroscopy is called
Micro-FTIR imaging system. The base of the system, Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), increasingly gains importance in food quality and food
component analysis, providing information at the molecular level. This spectroscopic
technic is non-destructive, achieve analysis in a short time and requires little or no
sample prepare. As the result of these properties it becomes interesting for both
qualitative and quantitative food analyses. Conventional FTIR experiments reveal
the chemical structure and composition of the food that can be used to predict
concentration of species present in food.

However most of the food products have heterogeneous nature; therefore, it is
difficult to conduct an exact structure and concentration analysis using a
conventional FTIR spectroscopy system. IR spectroscopic imaging is the complete
combination of IR spectroscopy with the optical sample visualization and greatly
enhances the capabilities of the conventional IR spectroscopy. Spectral data can be
presented as a picture or map, presenting chemical information simultaneously from
thousands of pixels at a defined resolution (1.65 or 6.25 micron).

FTIR spectroscopic imaging is a powerful analytical technique and applicable to
analysis a broad range of materials. It's possible to employ this technique in different
scientific areas such as polymer applications, pharmaceutical applications,
biomedical applications and food applications. In the field of polymer research, FTIR
spectroscopic imaging is well suited to elucidate chemical functionality and the
molecular conformation of polymers.

In pharmaceutical applications, by using FTIR imaging it's possible to get spectra
from many different locations in the sample. Drugs exhibit polymorphic changes
upon contact with the dissolution thus FTIR imaging is becoming a unique method
for analyzing the distribution of a drug and its molecular structure as a function of
time during dissolution.

In the biomedical area, FTIR spectroscopic imaging is particularly well suited to
examining biomedical samples, this technique has the potential to provide
significantly more information than standard protocols, samples do not need be
stained or fixed, the technique is nondestructive and the method provides spatial
localization of tissue components with high sensivity.

In the food science and technology area, vibrational spectrocopy has great
importance for analyse of food and food components. Foods are naturally
heterogeneous substances, however by homegenization and repeated point
measurements make the conventional technique work for these samples.
Nonetheless, using the IR imaging technique, there is a opportunity to work with
heterogenous food systems.

The aim of this study is to investigate chemical structure of valuable Ezine cheese
samples by using micro-FTIR, which is capable of obtaining chemical imaging of the
sample in which protein and fat is dispersed in different composition and geometry.
The microstructure of cheese is an important factor that determines functional and
textural properties so the microstructure is one of the most important parameters that
define the product quality directly.
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In this thesis study, the microstructures of four different type Ezine cheeses were
examined by using micro-FTIR imaging system. With the chemical images collected
from the spectroscopic imaging system, dispersion of the main components of cheese
such as protein and fat, throughout cheese microstructure was evaluated. The
experiments were performed by using Perkin Elmer Spectrum 100 FTIR
spectrometer equipped with a spotlight 400 chemical imaging system. This imaging
system incorporates a high quality, intrinsically pure mercury cadmium telluride
(MCT) detector system arranged as 16 individual, gold-wired infrared linear array
fashions. All experiments performed at Attenuated Total Reflectance (ATR) mode
utilizing an ATR imaging accessory with a germanium crystal.

Ezine white cheese samples obtained from four different commercial cheese
manufacturers and for each of them five different samples were analysed. In the
experimental part, cheese samples were sectioned in thin lines before all
measurements. Data was collected over an area of 200 x 200 micron cross-section at
6.25 micron resolution. For the fat component, C-H and C=0 and for the protein
component amide | and amide Il regions of the IR spectra were chosen for the
representation of lipid and protein in cheese structure. Along the scanned region of
sample, applying band area ratio technique to the selected IR absorbtion bands
chemical images mapping the fat and protein dispersion was obtained. For imaging
fat dispersion, C-H and C=0O functional groups associated bands observed in the
1735-1739 cm™ and 2965-2854 cm™ region were utilized, for imaging protein
dispersion, amide | and amide Il functional groups associated bands observed in the
1654-1632 cm™ and 1545-1532 cm™ region were utilized. The same strategy was
applied for all twenty samples and results were provided in detail.

A mapping result as shown in figure 4.1 shows first image A, scanning image
related to the scanned region of the sample cross-section without any data treatment,
second image B, fat dispersion in the microstructure and finally image C, protein
dispersion in the microstructure. When fat dispersion was analyzed, red regions
(strong band related region) within the image B, represents the parts of the cheese
microstructure where fat exists and the violet regions represent the parts of the
cheese microstructure where fat doesn't exist. Similarly, when protein dispersion was
analyzed, red regions within the image C, represents the parts of the cheese
microstructure where protein exists and the violet regions represent the parts of the
cheese microstructure where protein is not present. Comparing these two images
mapped against fat and protein, it has been seen that two images are obviously
complementary with each other.

In conclusion, it is found that the cheese microstructure is a structure that is
composed of fat globues with different size and shapes dispersed in protein matrix
(table 4.2, 4.3, 4.4, 4.5). When we compare all four types of Ezine cheese, for the
first type, fat clusters in small sizes in protein matrix with different dispersing
characteristic and lacks in uniformity. For the second and third types of Ezine
cheeses, relatively larger fat clusters are dispersed in protein matrix and with a better
uniformity. For the fourth type of Ezine cheese, more larger fat clusters were
observed in protein matrix with poor uniformity.

XiX



XX



1. GIRIS VE AMAC

Peynir, diinya genelinde, lezzet, doku ve bi¢im yonilinden genis c¢esitlilikte
iiretilmekte olan fermente olmus siit bazli gida {iriindiir. Peynirin faydali bir besin
niteligine sahip olmasi, kullanimindaki uygunluk, esneklik, lezzet ve yap1 agisindan
genis cesitlilige sahip olmasi gibi bir¢ok sebep peynir tiiketiminde artis meydana
getirmektedir [1].

Ezine peyniri ise beyaz peynir grubundan olup, liretiminin yapildigi cografi bolgenin
kazandirdig1 karakteristik 6zellikler ile birlikte kendine 6zgii, 6zel bir tat ve aromaya
sahiptir. Peynirin  mikroyapisi, peynir dokusunu ve fonksiyonel 6zelliklerini
belirleyici en 6nemli faktorlerden biridir. Dolayisiyla peynirin yapisal organizasyonu

onemli bir faktordiir ve nihai tirtintin kalitesini belirleyici niteliktedir.

Vibrasyonel spektroskopinin gida analizlerindeki basaris1 genel ozelikleri ile
iligkilidir. Bu ozellikler teknigin hizli olmasi, ¢ok az veya hi¢ Ornek On islemi
gerektirmemesi, bir ¢ok uygulamada hem kalitatif hem kantitatif bilgi elde
edilebilmesidir. Mikro-FTIR spektroskopik goriintiileme teknigi kullanilarak cesitli

ezine peynir orneklerinin incelenmesi gergeklestirilmistir.

Mikro-FTIR analizleri ile peynirin yapisindaki baslica bilesenlerinin boyutsal
dagiliminin incelenmesinde Oncelikle tarama goriintiisii elde edilmistir. Peynirin
baslica bilesenleri olan protein ve yagin mikroyapr igerisindeki dagilimi
goriintiilenirken, yag bileseni i¢in C-H ve C=O gruplarindan yararlanilmig, protein
bileseni i¢in amid I ve amid II gruplarindan yararlanilmistir. Gruplarin absorpsiyon
yaptig1 araliklar tarama goriintiileri iizerinde isaretlenerek, mikroyap1 igerisinde

peynir bilesenlerinin dagilimi incelenebilmistir.






2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1 Peynir

Peynir, diinya genelinde, lezzet, doku ve bi¢cim yonlinden genis c¢esitlilikte
iretilmekte olan fermente olmus siit bazli gida iiriinleri grubunun jenerik ismidir.
Peynirin diinya genelinde iiretimi yilda yaklasik olarak 15x10° tondur (toplam siit
tretiminin %35 kadar1) ve son 30 yil icerisinde ortalama yillik artis hizi %4
civarindadir. Peynirin faydali besin niteligine sahip olmasi, kullanimindaki uygunluk,
esneklik, lezzet ve yapi agisindan genis ¢esitlilige sahip olmasi gibi birgok sebep

peynir tiiketimindeki artist meydana getirmektedir [1].

Peynir siit liriinlerinin en ¢ok cesitlilik iceren ve muhtemelen akademik olarak en
ilging ve zor olan grubudur. Bircok siit iirlinii uygun sekilde iiretilip muhafaza
edildigi siirece biyolojik, biyokimyasal ve kimyasal olarak degisim gostermezken
peynirler bunun tersine, biyolojik ve biyokimyasal olarak aktiftirler ve dolayisiyla
depolanma siiresince lezzet, doku, ve fonksiyonellik ac¢isindan degisimlere ugrarlar
[2]. Olgunlagma siiresince olusan peynir lezzeti tiiketici tarafindan degerlendirilen en
onemli karakteristiklerden birisidir ve peynirin kalite ve kabul edilebilirligi yoniinden
onemli bir role sahiptir [3]. Uriiniin kalite ve basaris1 duyusal kalite ile esasl bir

sekilde iliskilidir [4].

2.1.1 Ezine peyniri

Ezine peyniri tam yagli, salamurada olgunlastirilan peynirler grubundan olup beyaz
peynir standardina uygun olarak retilmektedir [5]. Ezine peyniri Kaz Daglarinin
kuzey ve bat1 kesimlerinde yer alan Ezine, Bayrami¢ ve Ayvacik il¢elerinin tamami
ile Can ve Merkez ilgeye bagli baz1 kdyleri kapsayan yorede tiretilmektedir. Ezine
peyniri, belirtilen bu cografyanin dogal bitki Ortiisii ve su kaynaklariyla beslenen
keci, koyun ve ineklerden elde edilen siitlerin mevsime gore belirli oranlarda
karistirilmasiyla elde edilmektedir. Bu oran kegi siitii i¢in en az % 40, koyun siitii

i¢in % 45-55 ve inek siitii i¢in de en fazla % 15 olmaktadir [6].



Duyusal 6zellikleri yoniinden degerlendirildiginde ezine peyniri, beyaza doniik agik
sar1 renkte olup orta sertlikte ve kirllgan olmayan bir yapidadir. Az sayida ve kiiciik
capl gozeneklere sahiptir. Ezine peyniri, koyun, inek ve kegi siitleri olmak iizere her
li¢ tiir sitiinde mevsimine gore beliri oranlarda karistirilmasiyla tretilmektedir.
Uretimin yapildig1 bdlge hem bitki 6rtiisii hemde iklim yoniinden Kaz Daglarindan
etkilenmektedir. Kaz Daglar1 bolgeye bol yagis , zengin bir bitki Ortiisii ve bol
oksijen saglamaktadir. Bitki Ortlisii mercankosk, giiveyi otu, adagayi, tiiylii nane,
ogul otu, ve kekik basta olmak iizere yiizlerce kokulu bitkiyi icermektedir. Siit
hayvanlarinin timii dogal olarak beslenmektedir. Hayvanlarin yedigi yem dogrudan
stitiin tadin1 ve aromasini etkilemektedir dolayisiyla bu durum ezine peynirine ¢ok

6zel ve kendine 6zgii bir tat ve aroma kazandirmaktadir [6].

2.1.1.1 Ezine peyniri iiretimi

Koyun, kegi ve inek siitlerini iceren karisim 67° C* de 30 dk pastdrize edilmektedir.
Pastorize edilmis siit karisimi, buzagilarin midesinden elde edilmis olan sirden
enzimi ile mayalanmaktadir. Mayalanma sonucu olusan pihti kitlesi peynir suyunun
ayrilmast i¢in kesilir ve siiziilmek iizere igcinde 6zel bir bez serili olan kaliplara
yerlestirilir. Stizme isleminin hizlandirilmas1 amaci ile kaliplarin iizerine basing
uygulanir. Bu islemle birlikte olusan pihti kendi igerisinde kaynasir ve teleme
olusumu gergeklesir. Olusan teleme kaliplar halinde kesildikten sonra istenen tat ve
aromanin kazandirilmasi amaciyla deniz tuzundan hazirlanmis olan salamurada
bekletilmektedir. Salamuradan ¢ikarilan peynir kaliplar1 tenekelere dizilir, iizerlerine
kuru tuz serpilir ve 10-12 saat dinlenmeye birakilir. Bu islem sonucunda ayrilan tuz
ortamdan uzaklastirilir, tenekeler dolana kadar peynir dizilir ve {izerine salamura
ilave edilerek tenekeler kapatilir son olarak hava almayacak sekilde lehimlenir.
Peynirin istenen karakteristik, tat ve aromay1 kazanmas1 amaciyla peynir tenekeleri
2-4° C sicakliktaki soguk hava depolarinda en az sekiz ay siireyle olgunlastirilir [6].
Ezine peynirinin tretiminde ke¢i, koyun ve inek siitii karisiminin kullanilmast,
baslatici kiiltiir kullanilmamasi ve {iretiminin geleneksel yontemle gergeklestirilmesi

Ezine peynirini ayricalikli kilan 6zellikleridir [7].



2.1.2 Peynirin mikroyapisi

Mikroyapi, peynir dokusunu (sertlik, yumusaklik, yapiskanlik, elastiklik,
macunsuluk, ufalanabilirlik) ve fonksiyonel 6zelliklerini belirleyici en ©Onemli

faktorlerden biridir. Ayrica fizikokimyasal, tasinimsal ve besinsel peynir 6zelliklerini

de etkilemektedir [8].

Mayalanma ile fretilmis peynir, temel olarak kismen birlesmis para-kazein
topaklarina iliskin iplikgiklerin ¢apraz baglanmasi veya tist iiste gelerek birlesmesi
ile olusmus bir CaPO,- para kazein matriksidir. Matriks gozenekleri igerisinde, yag
globiilleri ( degisen birlesme derecelerinde), nem, ¢oziilmiis maddeler( mineraller,
laktik asit, peptidler ve aminoasitler) ve enzimler( 6rnegin, artan maya ve proteinaz)
sikica tutulmaktadir [9]. Protein matriksinin gorlinlimii, protein matriksi igerisinde
dagilmis halde bulunan degisken biiytliklik ve sekillerdeki cok sayida yag
globiillerini igeren siinger benzeri bir yapi olarak gozlemlenmistir [10]. Peynirin
yapisal organizasyonu Onemli bir faktordiir ve nihai iiriinliin kalitesini belirleyici

niteliktedir [11].

Kisaca, peynirin mikro yapisi kazein misellerinin kiimeler halinde bir araya gelerek,
zincirlenmesi sonucu vizko elastik bir protein aginin olusumu ile meydana gelir. Bu
protein ag1 igerinde dagilmig bir sekilde nem, yag globiilleri, mineraler ve bakteriler

bulunmaktadir [12].

2.1.2.1 Mikroyapi analizi icin kullanilan yontemler

Peynirin mikroyap1 incelemelerinin gergeklestirilmesi amaci ile ¢esitli mikroskopik
teknikler kullanilmaktadir. Yaygin olarak kullanilan teknikler elektron mikroskopisi
ve optik mikroskopisidir. Elektron mikroskopisi, taramali elektron mikroskopi
(SEM), transmisyon elektron mikroskopi (TEM) ve cryo-scanning elektron
mikroskopisi tekniklerini kapsmaktadir. Optik mikroskopisi ise, konfokal lazer
tarama mikroskopisi (CLSM) ve floresan mikroskopisi tekniklerini kapsamaktadir
[13,14].

FTIR gorlintiilem teknigi ise son zamanlarda gelismekte olan bir tekniktir, bu
teknikte optik mikroskopinin goriintii analizi ile FT-IR spektroskopinin kimyasal
analizi birlesmektedir dolayisiyla FTIR goriintiileme teknigi belirli bilesenleri ve bu
bilesenlerin 6rnek icerisindeki lokalizasyonlarini tespit etmek amaci ile basarili bir

sekilde kullanilabilmektedir [14].



Peynirin mikroyapis1 daha ¢ok, taramali elektron mikroskopisi (SEM) ile
incelenmistir. Bu teknik yag globiilleri gibi bilesenleri yiiksek ¢oziiniirliikte
gorlintiilleme imkan1 saglamaktadir. Fakat SEM, zahmetli bir tekniktir ¢linkii 6rnek
hazirlama prosediirleri yag ekstraksiyonu, kimyasal sabitleme gibi islemleri
icermektedir. Ayrica bu teknigin kullanildigi durumlarda protein, yag ve nisasta gibi
cesitli katkilarin kesin bir sekilde belirlenmesi her zaman miimkiin olmayabilir. Bu
teknik kullanilarak ¢esitli calismalar gerceklestirilmistir [13,14]. Karami ve
arkadaslar1 ultra-filtrelenmis beyaz peynirin hizlandirilmis  olgunlastirilmasi
stiresince mikroyapisal 6zelliklerindeki degisimleri incelemislerdir, elde edilen SEM
goriintiilerinde, ti¢ glinliik olgunluga sahip beyaz peynirde, kazein aginin porlu yapisi
ve bu ag tarafindan yag globiillerinin c¢evrelendigi gbzlemlenmistir. Bu
goriintlilerden yola ¢ikarak peynirin yapisindaki yag globiillerinin farkli biiytikliik ve
sekillerde bulundugu kanisina varilmistir. Enzim eklendigi durumda ise yag
globiillerinin sayisinin ve dagilim alanlarinin azaldigr gézlemlenmistir bu durum ise
lipaz enziminin etkisiyle lipolizin hizlanmasi ve yag globiillerinin hidrolizlenmesi ile
iliskilendirilmistir [15]. Madadlou ve arkadaslar1 farkli konsantrasyonlarda maya
kullanilarak yapilmis olan az yagh Iran peynirinin mikroyapisim SEM ile
incelemistir, elde edilen goriintiilerde, tam yagli peynirin yag globiilleri tarafindan
kaplanan bosluklar1 sebebi ile daha agik protein matriksine sahip oldugu, az yagh
peynirdeki yag globiilii sayisinin daha az oldugu ve daha siki bir protein matriksinin
olustugu gozlemlenmistir. Ayrica az yagli peynir i¢in, kullanilan maya
konsantrasyonun iki katina ¢ikarilmasi durumunda duyusal ve dokusal 6zelliklerde
gelisme, eriyebilirlik 6zelliginde ise artma gdzlemlenmistir bu durum ise protoliz
hizindaki artig ile iligskilendirilmistir [16]. Lobato- Calleros ve arkadaslari, Panela
tipi beyaz peynire siit yag1 yerine kullanilabilecek katki maddelerinin ilave edilmesi
durumunda mikroyapisal ve dokusal olarak meydana gelebilecek degisimleri
gbozlemlemislerdir, hem kanola yagi hem diisiik metoksilli pektin kullanildig:
durumda daha siki protein agi, daha kiiciik gdzenek biiyiikliikleri gézlemlenmis, az
yagli peynir ile benzer mikroyap1 goriintiileri elde edilmistir [17]. Alverez ve
arkadaslar1 SEM goriintiileme teknigini kullanarak nisasta ve lesitin ilave edilerek
yapilmis beyaz peynirin yapisal, fizikokimyasal ve duyusal o6zelliklerini
incelemislerdir, mikroyapisal olarak, az yagl ve yag1 azaltilmis, az yagh olup hem
nisasta hemde lesitin ile mofidifye edilmis beyaz peynirlerde biiyiik protein

aggregatlar1 gézlemlenmistir bu durum yagin azaltilmasi sonucu kazein misellerinin
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daha fazla birlesmesi ile iligkilendirilmistir, nisasta SEM goriintiilerinde
gbzlemlenememistir, bu durum ise nigastanin protein matriksi i¢erine gOmiilmiis
olmast ile iligkilendirilmistir, benzer sekilde lesitinde mikroyap1 igerisinde

goriintiilenememistir [18].

Cryo-tarama elektron mikroskopisi SEM ile c¢alisilirken meydana gelebilecek
sorunlara ¢6ziim saglayabilmektedir. Bu teknik ile, nemli 6rnekler ani dondurularak
stabilize edilmektedir, kimyasal sabitleme veya yag ekstraksiyonu gerekmemektedir,
dolayisiyla cryo-SEM i¢in hazirlanmis olan Ornekler sadece kismi olarak su
kaybederler. Sartlar daha kontrollii oldugundan, yiiksek nem igeren bilesenlerin
incelendigi durumlarda daha dogru bilgi elde edilebilmektedir. Bu teknik
kullanilarak ¢esitli calismalar gerceklestirilmistir [13,14]. Hassan ve arkadaglar siit
tirlinlerinde bakteriyel egzopolisakkariti (EPS) cryo-SEM teknigini kullanarak
incelemistir. EPS {ireten ve iiretmeyen kiiltiirler kullanilarak Karish peynirleri
yapilmistir. Bu peynir tiiriinde EPS protein agindan ayrilmis genis porlar icerisinde
lif kiitleleri olarak gozlemlenmistir. EPS iretmeyen kiiltiir kullanilarak beyaz peynir
yapilmis, protein agi igerinde tutulmus yag globiilleri gozlemlenmistir. EPS iireten
kiiltiir kullanilarak yapilan beyaz peynir, genis porlara sahip agik bir yap1 olarak
gozlemlenmis ayrica gozeneklerde kismen veya tamamen ag yapida donmus su
gozlenmistir. EPS {ireten kiiltiirler kullanilmadan yapilan peynirlerin mikroyapilar
genis porlar icermemekte ve siki bir gorlinlim sergilemektedir. Ayrica kazein misel
agregatlar1 daha birlesik yapida, yag globiilleri ise daha az miktarda gozlemlenmistir
[19].

Optik mikroskopisi (LM) gida {iriinlerinin mikroyapilarin1 degerlendirmek amaci ile
laboratuarlarda siklika kullanilmaktadir, LM, globiiller veya lifler gibi yapisal
ayrintilarin hizlica tanimlanmasina ve segici boyama prosediirleri gibi islemlerle
protein ve yag gibi bilesenlerin tanimlanmasina imkan saglamaktadir fakat LM
goriintiilerinin  ¢oziintirligiic SEM ile kiyaslandiginda disiiktiir. Konfokal lazer
tarama mikroskopisi optik mikroskopi teknigidir, gida Orneginin i¢ yapisi
bozulmadan, vyiizeyine penetrasyon saglanarak ince optik kesitlerin yiiksek
¢cozlinirliikte  goriintiilenmesi  saglanir  [13,14].  Peynirin  mikroyapisinin
gorlintiilenmesi amaci ile bu teknik kullanilarak cesitli calismalar gerceklestirilmistir.
Hassan ve arkadaglar1 konfokal lazer tarama mikroskopisi teknigi ile farkl kiiltiirler

kullanilarak yapilan beyaz peynirlerin mikroyapilarini incelemislerdir, ilave edilen



kiiltiir tiirtiniin hem yag globiillerinin hem porlarin biiyiiklik ve dagilimlarini
etkiledigini gdzlemlemislerdir, egzopolisakkarit iireten kiiltiiriin ilave edildigi
durumda biiyiik porlarin, yag globiillerinin ve bliyiik protein agregatlarinin olustugu
gozlemlenmistir [20]. Ding ve Gunasekaran, Cedar peynirinde yag globiillerinin ii¢
boyutlu 6zelliklerini incelemislerdir. Az yagli peynirdeki yag globiillerinin, ¢ok az
yagli peynirdekine gore daha biiylik oldugu fakat ¢ok az yagli peynirde daha fazla
sayida yag globiili oldugu saptanmistir. Globiillerin daireselliginin ise yag
bilesiminin azalmasi ile arttigi gézlemlenmistir. Tam yagli peynirin daha biiytik,
daha az dairesel ve kiiresel yag globiillerine sahip oldugu gozlemlenmistir. Az yagh
peynirlerde ise protein matriksi yapida baskin olarak gozlemlenmis ve yag
globiillerinin daha siki tutuldugu ve hem sekil hemde biiyiikliik olarak degisime
ugramalarinin engellendigi diistiniilmiistiir [21]. Lopez ve arkadaslar1 konfokal lazer
tarama mikroskopisi teknigini kullanarak Emmental peynir iiretimi ve olgunlagmasi
stiresince  siitin  mikroyapisindaki  degisimleri  gozlemlemislerdir Emmental
peynirdeki yagin temel halleri, siit yaginin globiil zar1 ile g¢evrilmis kiiciik yag
globiilleri, yag globiilii kiimeleri ve protein matriksi igerisindeki bosluklar
igerisindeki serbest yag havuzlari olarak gézlemlenmistir [22]. Roger ve arkadaslari
farkli yag bilesimlerinde yapilmis olan ¢edar peynirlerinin reolojik 6zelliklerini ve

mikroyapilarini incelemislerdir [23].

Floresan mikroskopi tekniginde, kimyasal ve yapisal bilgiyi elde etmek amaci ile ok
hassas ve spesifik floresan problar1 kullanmaktadir, yiikksek ¢6ziiniirlik saglanmakta
ve minimum ornek hazirhi@ gerektirmektedir, dolayisiyla uyumlu ve etkin bir
tekniktir. Dezavantajlar1 ise sicaklik, pH, iyonik gerilim gibi c¢evresel faktorlere
hassas olmasidir ve Ornek icerisindeki bilesenlerin belirlenebilmesi i¢in boyama
islemi gerceklestirilmelidir [24]. Bu teknik kullanilarak peynirin mikroyapisinin
incelendigi ¢esitli ¢alismalar  gergeklestirilmistir.  Sutheerawattananonda ve
arkadaslar1 floresan mikroskopiyi kullanarak NazCe¢HsO; ve NaCl kullanilarak
iiretilen peynirin floresan goriintii analizini gergeklestirmislerdir. NazCgHsO7 ve
NaCl kullanildigr durumda, yag globiilii biiytlikliigli ve sekillerinde meydana gelen
degisimler gézlemlenmistir. NaCl kullanildigi durumda yag globiillerinde daha diisiik
dairesellik ve pigirme siiresince degismeyen biiyliklik gozlemlenmistir, NazCsHs07
kullan1ldig1 durumda ise yag globiilleri daha dairesel olarak gézlemlenmis ve pisirme

stiresince biyiikliikleri azalmistir [24].



Sekil 2.1’ de beyaz peynirin mikroyap: goriintiileri verilmistir. Sekildeki a gorlintiisii
elektron tarama mikroskopisi, b ise konfokal lazer tarama mikroskopisi teknigi ile

elde edilmisitir.

Sekil 2.1 Beyaz peynire ait mikroyap1 goriintiileri. (a) SEM. (b) CSLM [18,20].

2.2 Infrared Spektroskopisi

IR spektroskopisi kat1 sivi veya buhar halindeki bir maddeden Kkalitatif ve kantitatif
bilgi elde edilmesi amaci ile kullanilmakta olan analitik bir tekniktir. IR
spektroskopisi, madde ile infrared radyasyonunun, foton frekansinin bir fonksiyonu
olarak etkilesmesi sonucu meydana gelen bir ¢alismadir. Bu etkilesim absorbsiyon,
emisyon, refleksiyon formlarini alabilmektedir. Spektrumun infrared bolgesindeki
elektromanyetik 1simanin, molekiiler olarak sogurumu sonucunda en diisiik (temel)
elektronik enerji seviyesindeki rotasyonel ve vibrasyonel enerji seviyeleri arasindaki
gecisler artmaktadir. Bu vibrasyonel modlar arasindaki gegislerin IR radyasyonu ile
arttirtlabilmesi i¢in vibrasyonel hareket siiresince molekiiler elektriksel dipol

momentte degisim meydana gelmelidir [25,26].

IR bolgesi li¢ kistma ayrilabilmektedir. Bu kisimlar uzak IR bolgesi, orta IR bdlgesi
ve yakin IR bolgesi olarak bilinmektedir. Uzak IR bdlge 20-400 cm™ araligim
kapsamaktadir. Bu bolge C, Np, O, ve F ile daha agir atomlarin doymamis
sistemlerdeki ilave egilme vibrasyonlarin1 igermektedir. Bu bolge izomerlerin
organometaliklerin ve atomlar1 agir ve baglari zayif olan organik bilesenlerin

calisilmasi i¢in elverislidir.



Ozellikle, 400-4000 cm™ araligi, kimyasal analizler agisindan en ok ilgi ¢eken
bolgedir. Bir maddenin orta IR spektrumu etkin olarak essiz bir parmak izidir
boylece referans bir spektrumla kiyaslama yoluyla maddenin belirlenmesi amaciyla
kullanilabilmektedir. Orta IR bolge bir vibrasyonel modun en diisiik enerji halinden
ilk uyarilmis hale gectigi temel gecislere tekabiil etmektedir. Bu bdlge organik
bilesenlerin hemen hemen tiim kimyasal gruplarinin temel vibrasyonlara karsilik
gelen frekanslar igermektedir. Spektrumlar dar ve keskindir bu durum spesifik
ozellige karsilik gelen bir bandin belirlenmesini ve goriintiilenmesini miimkiin
kilmaktadir. Sonug olarak orta IR aralikta gergeklestirilen kantitatif kalibrasyonlar

genellikle agik ve giigliidiir [25,26].

Bir 6rnegin infrared spektrumundaki absorbsiyon bandlari, drnekteki molekiillerin
vibrasyonel modlarmin uyarilmasini1 ifade eder bdylece molekiillerdeki bir¢ok

kimyasal bag ve fonksiyonel grupla iliskilendirilmektedir [26].

Triagilgliseroller ve proteinler gibi gida bilesenleri dikkate alindiginda, yag
asitlerinin agil zinciri baslica 3000-2800 cm™ araligindaki absorbsiyondan
sorumludur, oysaki peptidik bag -C(=O)NH- baslica 1700-1500 cm™ araliginda
gerceklesen absorbsiyondan sorumludur. Orta IR boélgedeki absorbsiyon bantlarinin
cogu belirlenmistir ve kimyasal gruplarla iliskilendirilmistir. Triagilgliserol ester bagi
C-O (~1175 cm™), C=0(~1750 cm™) grubu ve agil zinciri C-H (3000-2800 cm™)
dalgaboylar1 genel olarak yagi belirlemek i¢in kullanilmaktadir. 3000-2800 cm™
bolgesinde goriilen infrared bantlart 6zellikle faydalidir ¢iinkii fosfolipid agil
zincirlerinin konformasyon ve diizenlenisine hassastirlar. Fourier transform infrared
spektroskopisinin geligimi protein yapisi, protein- protein, protein-lipid etkilesimleri
hakkinda essiz bilgi elde edilmesi olanagimi desteklemektedir. Amid I, 1l ve Il
bantlarinin (1700-1500 cm™) proteinin tamamen sahip oldugu konformasyona hassas
oldugu bilinmektedir. Amid I bandi ~1655 cm™, amid II band1 ~1560 cm™, amid 111
bandi ~1300 cm™ frekanslarinda gozlemlenmektedir. Su 3360 cm™(H-O gerilme
bandi) de merkezlenmis, 2130 cm™ (su asosiasyon bandi) ve 1640 cm™ (H-O-H
egilme vibrasyonu) belirgin bantlarla ¢ok giicli bir infrared absorblayicidir.
Karbonhidratlar da gidalarda bulunan diger 6nemli molekiilerdir. Karbonhidratlarin
orta IR spektrumlar1 dort ana absorbans bolgesi gostermektedir. 3220 cm’ civarinda
glukozun O-H bag: geriliminden kaynaklanan yogun bir bant gézlenmektedir. C-H

bag1 1470 cm™ ve 1380 cm™ de asimetrik ve simetrik egilme bantlari gostermektedir.
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C-C ve C-O titresimlerine tekabiil eden bantlar 1100 cm™ de gozlemlenmektedir.
920 cm™ e yakin olan bolgede ise C-O-C asimetrik gerilim vibrasyonlari
gozlemlenmektedir [26].Yakin IR bolge ise elektromanyetik spektrumun goriiniir ve
orta IR bolgeleri arasinda yer almaktadir. Dalgaboyu araligi 4000-14500 cm™? <dir.
Bu bolge bir fotonun temel haldeki normal bir titresim modunu uyarmast ile, ikinci
veya daha yiiksek uyarilmig vibrasyonel hal gecislerinin, ve bir fotonun simultane
olarak iki veya daha fazla vibrasyonel modlar1 ( 6rnegin kombinasyon bantlari)
uyarmasi ile olusan gecislerin meydana geldigi araliktir. Bu bolge genellikle, O-H,
N-H ve C-H sistemleri halinde hidrojen atomlar ile iliskilidir. Kisa dalgaboyu ve
yiiksek enerjiye sahip olmasi sebebiyle yiiksek penetrasyon giiciine sahiptir ve bolge,
biyolojik oOrnekler i¢in ¢ok elverislidir [26]. Cizelge 2.1’ de gidalarin infrared
spektroskopisi ile orta infrared bolgede kantitatif olarak analizinde bazi 6nemli
bilesenlerin absorbsiyon bantlari tablo halinde verilmektedir. Sekil 2.2 de ise klasik
FTIR-ATR teknigi ile elde edilmis ezine peynir orneginin FTIR spektrumu

verilmistir.

Cizelge 2.1: Onemli gida bilesenlerinin orta infrared spektroskopisi ile kantitatif
olarak analizlenmesinde yararlanilan absorbsiyon bandlar1 ve spektral

bolgeler [62].
Bilesen Tiirli Absorbsiyon Frekansi(cm™) Bag Tiirii
Su 3600-3200 O-H Gerilme
Yag 3007-3012 C-H Gerilme
Yag, Karbonhidrat 2980-2800 C-H Gerilme
Yag 1745-1725 C=0 Gerilme(ester bagi)
Protein 1700-1600 Amid |
Su 1650 H-O-H
Protein 1565-1520 Amid I
Yag 967 C=C-H band1
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Sekil 2.2 : Klasik FTIR-ATR teknigi ile elde edilmis peynir 6rnegi FTIR spektrumu.

Peynir kompozisyonun belirlenmesine yonelik mevcut metodlar vakit alan, pahali,
zararli  organik  ¢Oziiciilerin  kullanimin1  gerektiren —metodlardir.  Infrared
spektroskopisi hizli ve masrafsizdir ayrica gida bilesenlerinin yiiksek islem hacmi ile
analizlenmesine elverisli olan hassas bir teknolojiye sahiptir [3]. Bu nedenle peynir
konusunda infrared spektroskopisi kullanilarak genis cesitlilikte caligmalar

gerceklestirilmistir. Calismalarin cogunda FTIR-ATR teknigi kullanilmistir.

Cesitli peynir ireticilerinden elde edilen Gravyer peynirleri ATR teknigi ile
incelenmis, elde edilen spektral bilgiler ile istatiksel bir siniflandirma modeli
kullanilarak, peynir drnekleri duyusal 6zellikleri, iiretici ve iiretim bolgesi yoniinden
ayird edilebilmistir [3]. Gravyer peynirinin olgunlagmasi siiresince yardimci
kiiltiirlerin ~ etkilerinin  incelenmesi amaci1 ile infrared spektroskopsinden
yararlanilmistir, yardimci kiiltiir olarak L.casei kullanildigi durumda, olgunlasma
stirecinde daha belirgin kompozisyonel farkliliklarin olustugu gézlemlenmistir [27].
Onalt1 farkli ¢edar peynir Ornegi iireticilerden temin edilmis 67 gilin boyunca
olgunlastirilmig, ATR-FTIR teknigi kullanilarak incelenmis ve elde edilen spektral
bilgiler kompozisyon ve lezzet ile iligkilendirilmistir ayrica peynirin yag, tuz, nem ve
pH gibi kalite skorlar1 20 dk’dan kisa bir siire i¢erisinde tahmin edilebilmistir [28].
Kamembert tipi kiifle olgunlagsmis yumusak peynirler, olgunlasma olgusunun orta-

infrared spektroskopisi ile incelenme potansiyelinin degerlendirilmesi i¢in ATR-
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FTIR teknigi kullanilarak incelenmistir, istatiksel yontemler ile elde edilmis tahmin
modelleri ile peynirin olgunlasma siiresi yaklasik bir giinlik hata ile tahmin
edilebilmistir. [29]. Hizli ve kolay, ¢Oziicii ektraksiyon metodunun ATR-Fourier
transform infrared spektroskopisi ile kombine edilmesiyle ¢edar peynir Ornekleri
lezzet yoniinden, eksi, fermente, kirli gibi spesifik lezzet notalarma gore
degerlendirilebilmistir [30]. 12 farkli ¢edar peynir 6rnegi 73 giin olgunlastirilmis ve
ornekler 7, 15, 32, 46 ve 73. giinlerde ATR-FTIR teknigi kullanilarak incelenmistir,
20 aminoasit, 3 organik asit, yas ve olgunlasma siiresince meydana gelen
biyokimyasal degisimler gdzlemlenebilmistir [31]. Tam yaglh ¢edar peyniri ve ¢esitli
oranlarda yag1 azaltilmis ¢edar peynirinin spektrumlari yag ve protein bilesenlerinin
belirlenmesi amaci ile olgunlagsma siirecinde infrared spektroskopisi kullanilarak
incelenmistir, peynir Orneklerinin yag ve protein bilesimi belirlenmistir [32].
Peynirde lezzet yoniinden Onemli lezzet kaynagi olan kisa zincirli yag asidi
bilesiminin belirlenmesi amaci ile gravyer peyniri Fourier transform infrared
spektroskopisi ve kemometri kullanilarak, incelenmistir ve peynirin suda ¢oziinen
fraksiyonunda kisa zincirli yag asidi bilesimi dogru bir sekilde tahmin edilmistir
[33]. Islem gormiis deneysel peynir oOrneklerinin  dokusal 6zelliklerini
degerlendirmek iizere yakin-IR spektroskopisinden yararlanilmistir, spektral bilgi
peynir Orneklerinin duyusal ve dokusal ozellikleri ile iliskilendirilmistir [34].
Emmental peynirin cografik kokeninin belirlenmesi amaci ile dort farkl tilkeden
secilen peynir 6rnekleri infrared spektroskopisi ile analizlenmis, istatiksel programlar
kullanilmis ve Isvigre Peyniri, orta-IR transmisyon spektrumlarmin kullanildig

durumda %100 dogruluga sahip bir simiflandirma ile diger peynir tiirlerinden ayird
edilmistir [35].

IR dlgtimleri igin iki farkl tiirde ticari 6l¢tim cihazi mevcuttur. Bunlar dagitici/ filtre

bazli ve Fourier Transform spektrometreleridir.

Dagitict  spektrometreler; 1940’dan beri yakin-IR ve orta-IR bélgede 06lgiim
yapabilmektedir. bir spektrometre 151n kaynagi, monokromatér ve bir dedektdrden
olusmaktadir. Dagitici 151n kaynagi bircok spektrometrede bir globar lambadir, orta
IR bolge icin SiC’den, yakin IR bdlge i¢in ise tungsten halojen lambadan
yapilmistir. Monokromator olarak ise NaCl, KBr gibi maddelerden yapilmis bir

prizma Kullanilmaktadir. Prizmanin amaci ise radyasyonu bilesen dalgaboylarina
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ayrirmaktir. Dedektor orta-IR bolge i¢in deuterated triglycine sulfate (DTGS) ve
yakin-IR boélge i¢in silikon ve PbS’ diir.

Fourier Transform Infrared Spektrometresi; ii¢ temel komponente sahiptir, bunlar bir
151n kaynagi, bir dedektér ve bir Michelson interferometredir. FTIR’ da kullanilan
1s1n kaynagi IR bolge icin seramik bir element ve SiC cubuktur her ikisi de yaklasik
1100°C de caligir. Cogu FTIR spektrometrelerde 1s1n kaynagi olarak SiC element
bulunmaktadir. Yakin-IR bolge i¢in siklikla tungsten halojen lamba kullanilmaktadir,
temel olarak iki farkl tiirde dedektor kullanilmaktadir, orta-IR bolgede DTGS gibi
termal bir dedektér ve HgCdTe dedektor kullanilmaktadir. Yakin IR bolgede

kullanilan dedektor ise silikon ve PbS’dir.

FTIR spektrometrenin dagitict olana goére temel avantaji yliksek sinyal/giiriilti
oranidir. Bunu sebebi tiim radyasyon frekanslarimin dedektore ayni zamanda
ulasmast ve biitiin dalgaboyu elementlerinin siddetlerinin simultane olarak
analizlenmesidir. Diger bir avantaj ise daha kisa siirede spektrum kaydedilmesidir
[11].

2.2.1 Fourier transform IR mikrospektroskopisi

1980°nin baglarinda IR mikro analizinin basaril1 bir sekilde yeniden dogusu Fourier
transform infrared (FT-IR) spektrometrelerinin IR mikroskopu ile birlestirilmesinin
sonucunda meydana gelmistir. Bu zamandan beri IR mikro spektroskopisi izole
olmus kirliliklerin veya daha biiyiik 6rneklerin lokalize alanlarinin analizi yoniinden
kalitatif bir arag olarak hizli bir sekilde kapsamli olarak kabul gérmiistiir. Molekiiler
bilgi ve boylece dogrudan tanimlama sagliyor olmasi en 6nemli faydalarindan biridir.
Saniyeler icerisinde yaklasik 20 mikron biyiikliiglindeki bir 6rnek bdolgesinden
yiiksek kalitede, binlerce piksel iceren ve her goriintii pikselinin tam alanli bir IR
spektrumuna sahip oldugu IR goriintiileri elde edilebilmektedir. Boylece spektral
bilgi binlerce pikselden olusan bir resim olarak sunulabilmektedir. Mikroskoplarin
ilk versiyonlari transmisyon Olclimleri i¢in optimize edilmis olsa da, bugilinkii
versiyonlar refleksiyon-absorbsiyon (absorption), daginik refleksiyon(reflection),
azaltilmis tam yansima(Attenuated Total Reflectance) gibi tiim o6lglimleri makro

ornekleme aksesuarlari birlikteliginde gerceklestirme kapasitesine sahiptir [36].
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2.2.2 Fourier Tranform IR mikrospektroskopisi uygulama alanlar

Klasik infrared spektrumlarindan elde edilen bilgi kimyasal kompozisyonu ve yapiy1
aciklasa da boyutsal ve spektral bilginin vibrasyonel goriintiileme bilgi setlerinde
birlesmesi  veri analizlerinde yeni imkanlar sunmaktadir. Klasik infrared
spektroskopisi ornek bilesenlerinin konsantrasyonlarini goreceli olarak belirlemek
icin kullanilabilmektedir oysaki FTIR goriintiileme, bu bilgilerin gorsel olarak
sunulmasina imkan saglamaktadir. Kompleks maddeler igerisinde komponentlerin
boyutsal olarak dagilimi maddelerin fiziksel ve kimyasal 6zeliklerini gii¢lii bir
sekilde etkilemektedir. Uretilmis olan maddeler hem boyutsal hemde kimyasal olarak
heterojen dagilim gosterdiginden, bu maddelerin incelenmesinde kimyasal

goriintiileme ideal bir yontemdir [36].

2.2.2.1 Polimer uygulamalari

Klasik infrared spektoskopisinin temel uygulamalari polimerlerin kimyasal
fonksiyonelligi ve molekiiler oryantasyonu {iizerinedir. Polimerlerin kimyasal
karakterinin anlasilmasi dayaniklilik, saglamlik, madde hatalarinin sebepleri gibi
kiitle ozellikleri hakkinda bilgi elde edilmesini saglamaktadir. Kopolimerlerin
fiziksel 6zelliklerinde hem boyutsal hemde spektral karigiklik hakim oldugundan, ek
bilgi, goriintileme yontemleri ile elde edilebilmektedir. FTIR spektroskopik
goriintiileme, bu 6zellikleri incelemek i¢in ¢ok uygundur ¢iinkii bir polimerik sistemi
olusturan c¢esitli  bilesenlerin  boyutsal oOzelliklerini  gériintiileme  imkani
saglamaktadir. Polimerlerin incelenmesi yoniinden FTIR goriintiileme uygulamasini

kullanarak ¢esitli arastirmalar gergeklestirmistir [37].

Vogel ve arkadaglar1 yaptiklar1 calismada FTIR goriintiileme spektroskopisini
kullanarak polihidroksibiitirat ( (C4H602)n ) ile polilaktik asit ve polikaprolakton
karisimlarindaki faz ayrismasini inceleyerek FTIR goriintiileme spektroskopisi
sayesinde faz ayrisma olgusunu kompozisyonun bir fonksiyonu olarak
incelemislerdir [38]. Hartwig ve arkadaslar1 FTIR goriintiileme teknigini kullanarak
polihidroksibiitirat ve izotaktik polipropilenoksit jeollerinin dogrusal dikroik
davranigint dogrusal polarize 151k kullanarak incelemis ve klasik infrared
spektroskopisi ile elde edilen bilgilerin yaninda kati1 polimer filmlerine iligkin yap1
hakkinda bilgi elde edilmistir [39]. Wang ve arkadaslar1 poliester iiretan multiblok
kopolimerler ¢alisilarak, FTIR goriintiileme ile boyutsal ve spektral bilgi toplanmis
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morfoloji ve kimyasal kompozisyon incelenmis hem kristalin hemde amorf bolgeler
icin molekiiler zincir oryantasyonu incelenmistir [40]. Koenig ve arkadaslari ¢oziicii
karisimlart ile polimer bozundurulmasmi FTIR goriintileme spektroskopisi ile
incelemislerdir, elde edilen goriintiilerde polimerlerin polimer-¢oziicii arayiizeyinde
homojen bir sekilde bozunmadigi, catlamalarin ve piiriizlenmelerin meydana geldigi
goriilmiistiir [41]. Kazarian ve arkadaslari yiiksek basingli karbondioksit altinda
polimer maddelerdeki faz ayrismasimmi FTIR spektroskopisi ile goriintiilemislerdir
[42]. Fredericks ve arkadaslar1 mikro-ATR FTIR goriintiileme teknigini kullanarak
heterojen polimer oksidasyonunu incelenmistir. Calismada TiO, igeren bir model
polimer sistemi fotookside olmus ve polimerdeki oksitlenmis bolge gelisimi ATR-
FTIR spektroskopisi kullanilarak gorintilenmistir [43]. Koenig ve arkadaslari
calismalarinda, FTIR goriintilleme tekniginin, bir polimer filmindeki ¢apraz bag

yogunlugunun goriintiilenmesi i¢in etkin bir arag oldugunu kanitlamistir [44].

2.2.2.2 Gida uygulamalar:

Vibrasyonel spektroskopi gida ve gida bilesenlerinin analizenmesi yoniinden biiyiik
onem tagimaktadir. Vibrasyonel spektroskopinin gida analizlerindeki basaris1 genel
ozelikleri ile iligkilidir. Bu 6zellikler teknigin hizli olmasi, ¢ok az veya hi¢ drnek 6n
islemi gerektirmemesi, bir ¢cok uygulamada hem kalitatif hem kantitatif bilgi elde
edilebilmesidir. Gidalar dogas1 geregi, genel olarak heterojendirler. Ornegin
homojenize edilmesi ve nokta dlgiimlerinin tekrarlanmasi gibi yontemler kullanilarak
bu durumun {istesinden gelinmeye c¢alisilmistir fakat IR goriintiileme tekniginin
gelisimi ile birlikte hetorejen gida Orneklerinin karakterizasyonunda stirekli bir
gelisim saglanmaktadir. Infrared goriintiileme teknigi kullanilarak ¢esitli gida analiz

caligmalar1 gergeklestirilmistir [45].

Wetzel ve arkadaslari FTIR spektroskopik goriintiileme yontemini kullanarak
endosperme iliskin aleurone hiicrelerini ve pericarp yapisini goriintiilenmislerdir.
Aleurone hiicrelerinin proteince zengin, pericarpin ise lipid yoniinden zengin oldugu
elde edilen goriintiilerle gosterilmistir [46]. Wetzel ve Kog¢ synchrotron infrared
goriintiileme teknigini kullanarak bugdaydaki ¢imlenme prosesi siiresince lokalize
olmus protein ve yag dagiliminda meydana gelen degisimleri incelemistir [47].
Barron ve arkadaglar1 FTIR goriintiileme teknigini kullanarak olgunlagmis bir tanenin

hiicre duvarindaki heterojenligi incelemek iizere endosperm kepeginden merkeze
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kadar olan bolgeyi goriintiilemistir [48]. Himmelsbach ve arkadaslart FTIR
mikrospektroskopik haritalama ile cesitli enzimlerin keten 1slatma prosesindeki
etkilerini mikro spektroskopik olarak goriintiileyerek incelemislerdir [49]. Cremer ve
Kaletung misir ve yulaf unu temelli ekstriizyon iiriinlerininden alinan ince kesitlerde
nigasta, protein ve yag bdlgelerinin boyutsal dagilimi FTIR mikrospektroskopik
haritalama deneyleri ile incelemistir. Tim tahil temelli ekstriizyon {irlinlerinde
nisastanin siirekli bir faz olusturdugu, yagin nisastaya gore daha az, proteinin ise en
az dagilim gosteren bilesen oldugunu saptamislardir [50]. Noronha ve arkadaslar
nisasta igeren imitasyon peynirlerin mikroyapilarinin arastirilmasinda  cesitli
mikroskopi yontemlerini karsilastirmis, 6zellikle FTIR ile net bir sekilde tanimlama
saglanmistir [14]. Kohler ve arkadaslar calismalarinda si8ir eti 6rneklerine 1s1l iglem
uygulanarak farkli sicakliklardaki ve islem uygulanmadigi durumdaki denatiirasyona
iligkin kimyasal yapi goriintiilerini elde etmistir [51]. Kohler ve arkadaslar
olgunlagtirilmis inek kas dokusunun FTIR mikrospektroskopisi ile goriintiilerini elde
etmis ve ¢ok degiskenli goriintii analizi ger¢eklestirmislerdir [52]. Dokken ve Davis
synchrotron infrared mikrospektroskopi teknigi ile aycicegi ve misir kokiiniin
anatomisini incelemislerdir [53]. Wetzel ve arkadaslari 1s1l islem siiresince globiiler
proteinin sekonder yapisinda meydana gelen degisimleri FTIR mikrospektrometre ile
yansitma absorbsiyon modda gdzlemleyerek mikroyapiya iliskin goriintiileri elde

etmislerdir [54].

2.2.2.3 Farmasotik uygulamalar

FTIR gortintiileme teknigi, 6rnegin bir ¢ok farkli noktasindan simultane olarak
spektrum elde etme imkan1 saglamaktadir. Elde edilen FTIR spektrumlari belirli bir
bilesenin konsantrasyonu, kimyasal yapist ve morfolojisi hakkinda bilgi
saglamaktadir. Bu durum ozellikle ilaglar acisindan dnem tasimaktadir ¢ilinkii ilaglar
kompleks bir morfolojiye sahip olabilmekte ve ¢6zelti ortami ile temas halinde
polimorfik degisimler gosterebilmektedirler. Bu sebeple, FTIR goriintiileme, bir
ilacin dagiliminin ve molekiiler yapisinin ¢éziinme siiresince zamanin bir fonksiyonu

olarak analizlenmesi yoniinden essiz bir metoddur [55].

Kazarian ve arkadaslari, kontrolli nem kosullar1 altinda FTIR goriintiileme ile
farmasotik  bir  formiilasyonda su emiliminin heterojen sekilde ilerledigini

gostermislerdir. FTIR goriintiileme tekniginin spesifikliginden yararlanarak érnegin
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farkli bolgelerindeki su emilimini belirleyebilmislerdir [56]. Kazarian ve arkadaslari
polietilenglikoldeki kati bir nifedipin dispersiyonunun ¢oziinmesini FTIR
Spektroskopik goriintiileme ile incelemislerdir. ilag su ile etkilesim halindeyken
morfolojik yapisindaki degisimler farklilandirilmis ayrica hem ilagta hemde
polimerde zamanin bir fonksiyonu olarak boyutsal yapidaki degisimlerin
analizlenmesi saglanmistir [55]. Koenig ve arkadaslari ilag dagilim sistemlerinin
analizi i¢in FTIR goriintileme teknigini kullanmistir. Bu calisma ile elde edilen
sonuglar, FTIR tekniginin ila¢ dagilimi alanindaki uygulanabilirligini kanitlamistir
[57]. Kazarian ve arkadaslart ATR-IR goriintiileme yaklasimi ile hem polimer hem
de ilag su ile etkilesim halindeyken zamanin bir fonksiyonu olarak boyutsal dagilimi
incelemislerdir. Suda ¢0ziinen polimerlerin igerisinde bulunan ilaglarin kati
dagilimlar1 gozlemlenmistir [58]. Koenig ve arkadaslari kontrollii ila¢ salinim

uygulamalarinin karakterizasyonu i¢in FTIR goriintiileme teknigini kullanmistir [59].

2.2.2.4 Biyomedikal uygulamalar

FTIR spektroskopik goriintiileme 6zellikle biyomedikal 6rneklerin incelenmesi i¢in
uygundur ¢ilinkii var olan patolojik ve histokimyasal protokoller yogun bir sekilde
Ornegin gorlintiilenmesine dayanmaktadir. Dolayisiyla FTIR goriintiileme rahatlikla
s0z konusu metodlarla Dbirlestirilebilir. Teknik, belirgin sekilde standart
protokollerden daha fazla bilgi saglamaktadir ¢iinkii 6rnek morfolojisi, spesifik
biyokimyasal smirlar1 ve degisimleri vurgulayan kantitatif spektroskopik
parametreler tarafindan sorgulanabilmektedir. Ayrica karsilagtirma ig¢seldir sadece
vibrasyonel absorbsiyon bandinin varligi veya yoklugu ile ilgilidir dolayisiyla
ornekler boyanmay1 veya hazirlanmayi gerektirmemektedir. IR radyasyonun nispeten
diisiik enerjisi sebebi ile de yikici olmayan bir tekniktir ve boylece 6rnek biitiinliigii
korunmaktadir. Metod hem yliksek hassasiyette doku komponentlerinin boyutsal
lokalizasyonunun belirlenmesi yoniinden hem de kantitatif sonuglar kimyasal
analizlerle elde edilenlerle kiyaslanabilir oldugundan bir ¢ok biyomedikal uygulama
icin giliglii bir aragtir. Bu sebeble teknik bir¢ok arastirmada kullanilmistir [37].
Fabian ve arkadaslar1 gogiis tiimor dokusunu orta infrared spektroskopisi ile
incelemistir. Yiksek hassasiyetteki IR yaklasimi ile doku biyokimyasindaki
degisimler gogiis dokusunun yapisindaki farklilagsma hakkinda bilgi elde edilmistir
[60]. Lasch ve arkadaslari koleraktal kot huylu bobrek tiimoriini FTIR

mikrospektroskopisini kullanarak incelemis ve kiime analizi uygulamistir [61].
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Pezzei ve arkadaslart normal ve koti huylu prostat dokusunu FTIR
mikrospektroskopisi ile karakterize etmistir [62]. Lash, koleraktal timor
incelemelerinde FTIR mikrosepktroskopisinin tani potansiyelini incelemistir. Doku
yapilarinin hizli ve giivenilir bir sekilde gozlemlenmesinde orta-IR teknigi ve
mikrospektroskopisinin biiyiik bir potansiyele sahip oldugu gézlemlenmistir [63].
Tosi ve arkadaslar1 patolojik gogiis dokularindaki normal ve kotii huylu tiimdrler
arasindaki farklilik gozlemlenmistir [64]. Tosi ve arkadaslar1 kireglesmis ateromat6z
karotid plaklarim1 mikro-FTIR goriintiilleme spektroskopisi ile incelemistir [65].
Bhargava ve arkadaslar1 insan derisi ¢aligmalar1 i¢in domuz derisini model olarak
kullanmig ve infrared spektroskopik gorlintiileme yontemini  Kkulanarak
siniflandirmistir [66]. Fabian ve arkadaslari IR mikrospektrokopisini kullanarak
goglis dokusundaki iyi huylu ve kot huylu lezyonlart teshis etmistir[67].
Astassopoulou ve arkadaslar1 gogiis dokusunu mikro spektroskopik olarak incelemis
ve kanser dokusunun normal dokundan belirgin sekilde farkli oldugunu
gbzlemlemislerdir [68]. Piot ve arkadaslar1 parafine gémiilmiis deri 6rneklerinde
FTIR mikrospektroskopsini kullanarak nevus ve melanomun ayird edilmesini

saglamiglardir [69].

2.2.3 Mikro-FTIR ¢alisma prensibi

FTIR spektrometrelerinin bir IR mikroskobu ile birlestirilmesi sonucunda FTIR
goriintilleme sistemleri meydana getirilmistir. Genel olarak, tim mikroskoplarin
sahip oldugu komponent ve fonksiyonlar benzerdir. IR mikroskoplarinin farkli olarak

sahip oldugu 6zellikler ise;

e Interferometreden IR radyasyonu kullanmalari,
e Yansitic1 optikleri kullanmalari,
e Ornek tanimlamast igin birincil goriintii diizleminde bir aralik kullanmalars,

e Infrared duyarli bir dedektor kullanmalaridir.

Bu farkliliklarin disinda IR mikroskobunun c¢alisma prensibi optik mikroskoplar ile
birebir benzerdir. En 6nemlisi de, IR mikroskoplari, analistin 6rnegi islemesine ve
yiiksek biiytikliikte goriintiilemesine olanak saglamak amaci ile optik yollarinda
beyaz 151k mikroskop ile birlestirilmistir. Dolayisiyla Mikro-FTIR kullanilarak hem
goriiniir hem de IR dalgaboylarinda 6rnegin goriintiilenmesi miimkiindiir. Sekil 2.3°

de Mikro-FTIR enstriimentasyonu gosterilmektedir. Mikro-FTIR goriintiileme
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sistemi, klasik FTIR spektrometrelerde oldugu gibi interferometre prensibine gore
calismaktadir. IR kaynagindan gonderilen IR 1sin1, 151n dagiticidan gegerek uygun
flip(dénen) ve dikroik aynalara yonlendirilmekte, cassegrain kondensor (odaklayici
optik) kullanilarak &rnek iizerine odaklanmaktadir. Ornek icerisinden iletilen IR 1511
secici olarak sogurulduktan sonra cassegrain mercek kullanilarak toplanir ve
MCT(HgCdTe) dedektor tarafindan algillanir. IR goOriintii toplama modunda
spektrometreden ayarlanmis IR 15181 6rnegi yukaridan veya asagidan aydinlatabilir. (
ornegin reflektans veya transmisyon islem modu). Transmisyon modunda enerji
genellikle ayarlanabilir olan odaklayici optik kullanilarak ornek tizerine odaklanir.
Refleksiyon modunda cassegrain sistem kullanildiginda 1sin mercek Cassegrain’ in

yarisindan Ornek tizerine odaklanir ve sistemin diger yarisi kullanilarak toplanir

[36,37,70].

MCT
| Dedektor

s
NS f
‘ Dénen Ayna | é)J-)
IR Kaynagi
Cassegrain
Mercek =

Ornek | <===
_— I | &
& '

Cassegrain
Kondensor H
—_— |

, T8

’ Doénen Ayna }

- : Hareketli |
N\ Sabit Ayna |

Ayna

Sekil 2.3: Mikro-FTIR Enstriimentasyonu [37].

2.2.4 Isin kaynag

Siirekli infrared radyasyonunun kaynagi cogunlukla 1100-1400 K civarinda islem
goren direngsel 1sitilmig SiC veya seramik elementtir. Sinyal-giiriilti oran1 IR
gorlintiilleme sistemlerinin anahtar bir performans faktoriidiir. Bir cihazda diger her
sey aymi iken kaynak yogunlugunun arttirilmasimin sinyal-giriltii seviyesini
arttirmaktadir [70].
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2.2.5 interferometre

Bir interferometre, girisim modellerinin veya interferogramlarin kontrollii olarak
iiretimlerine olanak saglayan optik bir sistemdir. Interferometre bir 151n kaynagi, 1s1n
dagitici, sabit bir ayna ve hareketli bir aynadan olugmaktadir. Isin kaynagi i¢inden
elektrik gegmesi halinde IR bolgesinde 151n yaymaktadir, 151n dagitict ise s6z konusu
infrared 11 ikiye bolmektedir. Aynalarin dizilis sekli ayrilmis olan dalgalarin
dagiticida tekrar kombine olmasma izin verecek bir yonde 1sin dalgalarmin
yansitilmasina olanak saglamaktadir. Hareketli ayna 1sin dagiticiya dogru ve 1sin
dagiticidan uzaga dogru olmak iizere eksen boyunca hareket etme 6zelligine sahiptir.
Isigin bir yarist 151n dagiticinin icerisinden gegmekte ve sabit ayna tarafindan 1sin
dagitictya geri yansitilmaktadir. Isigin diger yarisi ise hareketli aynaya yansitilmakta
ve buradan tekrar 151n dagiticiya geri yansimaktadir. Aynalardan yansimis olan iki
1s1nda 151n dagiticida tekrar kombine olmaktadir. Iki 151 demeti tarafindan kat edilen
mesafedeki farklilik, aynanin hareketi sonucunda olusmustur bu durum optik yol
farki veya optik retardasyon olarak adlandirilmaktadir. Optik yol farkinin sonucunda
yapict ve yikict girisim modelleri olusmaktadir. Tekrar birlesmis 1sinlar 6rnegin
igerisinden gegmekte ve son olarak dedektor tarafindan algilanmaktadir [26]. Sekil

2.4’ te interferometrenin sematik gdsterimi verilmistir.

IR 15181 secici olarak Ornek tarafindan absorblandiktan sonra, dedektore ulasan
enerjinin yogunlugundaki dalgalanmalar gergek zamanda sayisallagtirilir ve
interferogram olusur. Interferogram 6rnegin infrared spektrumunu olusturmak igin
gerekli olan tiim bilgiyi icermektedir fakat bu bilgi zaman alanindadir.
Yorumlanabilir bilgiyi elde etmek icin interferogram, Fourier doniisiimleri ile
frekans alanma donistiiriilmelidir. FTIR spektroskopisinde interferogram genellikle
sabit ve hareketli ayna arasindaki yol farkinin bir fonksiyonu olarak siddetin
grafigidir. Retardasyon ise t(zaman) ile orantilidir ¢iinkii hareketli ayna sabit v hizi

ile hareket eder burada retardasyon 6, hiz v, zaman ise t ile gosterilmistir (2.1).

o =2vt (2.1)
I(8) interferogrammin Fourier doniisiimii, x ekseninde dalga boyunun(cm™)

bulundugu I(y) spektrumu ile esitlikteki iligki ile uyumlu olarak ifade edilir (2.2).

1(6) =0.5H(y) I(y)cos2my 6 (2.2)
Burada H(y), enstriimental karakteristikler i¢cin hesaba katilan tek dalgaboyu bagimli

diizeltme faktoriidiir. Cooley-Tukey hizli Fourier Doniisiim algoritmasini kullanarak
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bu operasyonu gerceklestiren bir bilgisayar tiim FTIR enstriimanlarinin bir integral

pargasidir.

FTIR enstriimantasyonun tistlinliiglinlin en biiylik sebebi interferometrelerin getirdigi
onemli avantajlardir. Bunlar, sinyal-giiriiltii oraninda 6nemli gelismeler, tarama
stiresindeki belirgin azalma ve yiliksek ¢oOziintirliiktiir. Veri isleme ve kantitatif
uygulamalar yoniinden diger bir Onemli avantaj ise i¢ referans lazer 1511
kullanilmasiyla dalgaboyu dogrulugunun siirdiiriilmesi ve bodylece dalgaboyu

sapmalarinin elimine edilmesidir [12].
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Hareketli Ayna

c 5 Ornek

1

& > >
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Isin Dagitict

h 4

Dedektor

Sabit Ayna

Sekil 2.4 : Interferometrenin sematik gésterimi [26].

2.2.5.1 Siirekli tarama modu

Verilen bir dalgaboyunda ki sinyalin karakteristik frekansi optik yol farkinin (OPD)
tiretildigi hizin(v) ve dalgaboyunun bir fonksiyonudur ve séz konusu dalgaboyuna
karsilik gelen Fourier frekansi olarak bilinmektedir. Spektrumun cesitli Fourier

frekanslarinda interferometre tarafindan kodlandig: diisiintilebilir.

Interferometre tipik olarak 0.1 ve 5 cm/s arasindaki optik yol fark hizi ile tarama
yapmaktadir boylece Fourier frekanslar1 yaklagik olarak akustik frekans bolgesine
diismektedir ve kolayca sayisallastiriimaktadir. Modeller arasinda nadiren degisiklik
olugsa da genel bir aynanin hiz1 0.16 cm/s ve optik yol farki hiz1 0.32 cm/s olmakla
birlikte SkHz tarama hiz1 olarak da ifade edilebilir. Referans He-Ne lazerinin (633.5

nm) frekans Ol¢iimii temel alinmistir. Siirekli taramali FTIR da, genel tek dedektor
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sinyal drnekleme hizlari, oda sicakligi dedektorler icin 5 kHz, MCT dedektorler icin
20 kHz ve bugiin kinetik c¢aligmalar i¢in 250 kHz kadar hizlidir. Dedektorler
genellikle en 1yl sekilde belirli frekans araliklarinda calismaktadirlar ve
interferometre hizinin optimal dedektdr islem hizi ile eslesmesi Onemli bir

performans faktoriidiir [70].

2.2.5.2 (Step Scan) Adim tarama modu

Bir ¢ok FTIR spektrometre adim tarama modunda ¢alisma 6zelligine sahiptir. Adim
tarama metodu 1990 larin basinda daha popiiler olmustur bunun sebebi tekrarlanan
durumlarin zaman gerektiren calismalarini  ve deneylerin modiilasyonunu
kolaylastirmaktir ve ilk goriintiilleme sistemleri i¢in g¢alisma imkani sagladig

kanitlanmustir.

Adim tarama modunda optik yol farki arttirilmis ve zamanin bir periyodu icin
tutulmugtur. 1 Hz adim hizi1 sunu ifade etmektedir; optik yol farki her saniye
adimlanmis sadece 1 sn alt1 i¢in sabit bir optik yol farki olusmustur bu durum ise kisa
bir yatigma siiresine imkan vermektedir. Bu adimda tutulmus iken bir dizi

dedektdrden bir kare toplanmasini igeren zaman veya frekans bagimsiz dl¢iimler elde

edilebilir.

Interferometrenin  her iki kismininda taraniyor olmasi bir avantaj olarak
degerlendirilmektedir. Bir kisimdaki ayna, tipki siirekli tarama interferometrede
oldugu gibi tiim optik yol fark: iizerinde siirekli olarak hareket etmekte, ikinci kisim
ise ayni hizda daha kisa mesafeler ilizerinde taramaktadir ve sonra hizlica kisa
taramay1 tekrar baslatmak i¢in donmektedir, dedektor tarafindan goriilecek olan optik

yol farkinin etkin olarak adimlanmis hareketi iiretilmek istenmektedir

Buradaki temel nokta, her bir noktada IR modiilasyon frekanslarmin bu sekilde optik
yol fark hizindan etkin olarak ayristirilabiliyor olmasidir bu durum ise zaman hiz

bagimliligini ortadan kaldirmaktadir.

Bu durum dedektorler icin se¢im ve islem sartlar1 acisindan daha fazla esneklik ve
istenilen sartlar altinda daha hizli kinetik ¢aligmalar gergeklestirme potansiyeli
olusturmaktadir [70].

23



2.2.6 Mikro-FTIR optigi

2.2.6.1 Mercekler

Cogu arastirma derecesindeki optik mikroskop sinirli dalgaboyu araliginda
caligmaktadir(~0.5um) ve kromatik, kiiresel ve diger sapma tiirlerine gore
diizeltilmistir. Bu mikroskoplarda 15181 odaklamak baslica refraksiyon ile
gerceklesmektedir. Diger bir yandan IR mikroskoplart tiim sapmalarin kirict
optiklerin kullanilmasiyla diizeltilmesi i¢in ¢ok genis oldugu 12.5 pum degeri
iizerinde islem gormelidir. Oyle ki tim IR mikroskoplar1 IR radyasyonunu
yogunlagtirmak ve toplamak icin kavisli ayna ylizeylerini kullanmaktadir.Goriintii
kalitesi yoniinden endiistride standart olan mercek eksen iizerinde Schwarzchild
mercektir. Bu merceklerde her iki yansitici ylizeyde kiiresel geometriye sahiptir.
Daha biiyiik ¢ap1 olan yiizey birincil ayna ve daha kiigiik ¢ap1 olan yiizey ikincil ayna
olarak ifade edilmistir [36,70].

Sekil 2.5’de optik sistemde yer alan birincil ve ikincil ayna birlikteliginde gosterilmis
olan diger bir parametre ise objektifin arka odak diizlemidir, bityiitiilmiis goriintiiniin
olustugu z ekseni boyunca olan mesafedir. Ikincil kiiciik ayna objektiften capraz
olarak gecen 1$18in minimum agisint  sinirlandirmaktadir.  Meydana gelen
kullanilmamis bolge ise eksen iizerindeki tiim yansitici objektiflerin merkezi kararma
karakteristikleri olarak ifade edilmektedir. Merkezi kararma, ikincil ayna tarafindan
engellenen 151k siddetinin, ikincil aynanin olmadigi durumda birincil ayna tarafindan

alinacak olan 151k siddetine oranidir.

Cogu objektifin merkezi kararma degeri %25 veya daha az bir degere sinirlanmistir.
Merkezi kararma etkisi, 151n orta kismi igerisinde tutulan enerjiyi azaltmak ve bu

enerjiyi daha genis ¢apa sahip olan kisimlara dagitmaktir [36,70].

Birincil Ayna .
Ikincil Ayna

Arka Odak Duzlemi
Odak

Calisma Mesafesi

Sekil 2.5 : Optik sistemde yer alan birincil ve ikincil ayna [36].
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Cogu tiretici 0.6 sayisal aralik degerine sahip objektifleri tedarik etmektedir, bunlar
elmas Ors hiicreleri ve sivi hiicreler gibi aksesuarlarin kullanilmasina imkan
saglamaktadir ve 1liml bir islem mesafesi gerektirmektedir. Bu sayisal aralik igin
tipik biiyiitme her iki 6x ve 15x degerlerini icermektedir. Ureticiler daha yiiksek
biiylitme degerleri olan merceklerde (32x,0.65) tedarik etmektedirler. Bu objektifler
daha kiiciik 6rnekleri goriintillemek icin arttirilmig bir biiylitmeyi saglamaktadirlar

fakat sayisal aralikta 1limli kazang saglamaktadirlar [36,70].

2.2.6.2 Cassegrain optik

Cift kiiresel ayna sisteminden olusan bu yapi yaygin olarak kullanilmaktadir.
Cassegrain optiklerin en Onemli Ozellikleri, sayisal aralik, biiyiitme ve islem
mesafesidir. Bu ii¢ 6zelligin dogru bir sekilde dengelenmesi iyi bir sistem tasarimi
icin cok Onemlidir.Sayisal aralik, IR goriintiileme agisindan Onem tasimaktadir.
Sayisal araligin degeri, goriintii noktasi ve sistemden gecen en u¢ 1sin ile eksen
arasindaki agmin siniisiidiir. Bu durumda daha biiyiikk sayisal aralik degeri daha
biiyiik koni acis1 veya objektifin daha bilyiik 151n toplama giicii demektir.lyi
goriintliler elde etme konusunda goriintli bulanikligindan sakinmak amaciyla
ornekteki her noktanin bir noktaya odaklanmasi gerekmektedir. Bulaniklik, dogrudan
nokta dagilma fonksiyonu ile iliskilidir, bir nokta kaynagi i¢in yansitilan spot
biiyiikliigiinii belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Miikemmel optikler kullanilsa bile bir
nokta kaynagi, 1518 dalga dogasindan otiirii dagilmaya ugramaktadir. Aslinda

yansitilan spot biiyiikliigii koni agisi ile ters orantilidir [70].

Dairesel bir optik icin nokta dagilma fonksiyonu Airy Disk Fonksiyonu olarak
bilinmektedir. Yarim yiikseklikteki tam genislik (FWHH) su sekilde ifade
edilmektedir (2.3).

FWHH=0.614nsin6=0.61A/NA (2.3)

Birincil ve ikincil optiklerin dogru konumlandirilmast sapmalart minimize eder ve
yiikksek biiylitme durumlarinda daha zor hale gelir. 6x ve 32x biiylitme ve 0.6
civarinda sayisal aralik mercekler i¢in genel bir tercihtir. Daha fazla biiyiitme ve
daha biiyiik sayisal araliga sahip olan sistemlerin, daha kiiciik islem mesafesi ve daha
kiiglik goriintii alanlar1 gibi dezavantajlar1 vardir. Dikkate alinmasi gereken diger bir

parametre ise objektifin arka odak diizlemine olan mesafedir [70].
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2.2.6.3 Apertures(Araliklar)

IR mikroskoplari, 6rnek alaninin denetlenmesi amaciyla goriintii diizleminde yer alan
bir araliga sahiptirler. Aralik aslinda, optik bakis agisi itibari ile alan kesicidir. Alan
kesiciler goriintli diizleminde bulunurlar ve Ornek gorintiisiinlin biiyiikliglini
smirlandirirlar. Oyle ki, yakin ¢evreden gelecek 1smlarin smirlandirilarak sadece
ornekten iletilen 15131n dedektdre ulasmasimni saglarlar. Interferometredeki alan
kesiciler genel olarak j-stops olarak bilinmektedirler bunlar kaynagin biiyiikligiinii
ve spektrometreye giden 1s18in agilarini sinirlarlar. Araliklar goriintii diizlemi
disindaki her hangi bir bolgede de bulunabilirler. Pozisyonlarinin sonucu olarak
aralik  kesiciler  gOrlntliniin ~ biyiikligiinii  degil  goriintiiniin  siddetini
sinirlandiracaklardir. Eger hassas Ol¢iim yapilmast isteniyorsa bu durumdan

kacinmak gerekmektedir.

Araliklarin fiziksel yapisi, dort tane birbirinden bagimsiz ayarlanabilir bigak
kenarlardan meydana gelmektedir bu durum kare veya dikdortgen alanlarin

olusturulmasini saglamaktadir.

IR mikroskopisinde sistemin boyutsal ¢oziiniirliigiiniin belirlenmesinde araliklarin
biiylik 6nemi vardir. Aralik kenarlarinin hem kendilerinden kaynaklanan hem de
cassegrain ‘in merkezi kararma bolgesinden kaynaklanan etkiler enerji dagiliminin
nokta dagilim fonksiyonun merkezinden uzaga itilmesine sebep olmaktadir bu durum

ise elde edilebilir boyutsal ¢ozliniirliigi azaltmaktadir [36,70].

2.2.7 Visible goriintii sistemi

IR goriintii toplama islemi Oncesi, 6rnegin dogru konumlandirilmasina yardimei
olmak i¢in ornek genellikle goriintiilenir, ve sistemin igindeki optik mikroskop ile
dogru bir sekilde pozisyonlandirilir. Son yillarda dijital goriintiileme kameralarinin
kullanilmast  diirbiin  gériintiileyicilerin  kullanilmasima nispeten daha popiiler
olmustur. FTIR goriintii sistemlerindeki uygulamalar1 agisindan video kameralar
gelismis kullanim kolayligi ve iiretkenlik potansiyeli ile goriintliniin canli

goriintiilenmesi agisindan yeterli kaliteyi saglamaktadir.

Modern USB kameralar1 arayliz olan video capture Kkartlarimin bilgisayarda
kulanilmasi ihtiyacini elimine ederek visible goriintii sistemini basitlestirmistir. Bu
tarz bir kamera kulanildiginda canli visible goriintiileme i¢in gerekli olan goriintii

alanlar1 0.5-1.5 megapiksel civarindadir eger gerekli boyutsal ¢oziiniirlilkte daha
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biiyiilk gorlintii alanlar1 dedektore yansitilmak isteniyorsa bilgisayar kontrollii
haritalama igin “stage”  kullanilabilmektedir. Boylece Ornegin adimlanmasiyla
mozaik bir yapida her kare birbirine birlestirilerek kompozit bir goriintii
olusturulabilir. Bu tarz bir islem “mozaikleme” olarak ifade edilir. Baslangigta
orneklerden daha biiyiik visible survey olusturmak ic¢in kullanilmistir fakat simdi
daha genis alan Orneklemesinin gerekli oldugu durumlarda hem visible hem IR

gortintiileri igin kullanilmaktadir [70].

2.2.8 Sample stage

Daha biiyiik goriintiiler olusturmak i¢in “mozaikleme” teknigi daha fazla sistemde
kullanilmaktadir. Teknik yaygin olarak benimsenmis ve otomasyona talep artmistir
dolayisiyla bilgisayar kontrollii hassas stage IR goriintiileme sistemlerinde standart

hale gelmistir [70].

2.2.9 Dedektorler

Dizi dedektorlerin kullanildigi sistemlerin gelismesi sonucunda uygulamalar daha
erisilebilir hale gelmis ve IR mikro analizlerine olan ilgi artmistir. Bunun iki sebebi
vardir; dedektor dizilerinin kullanilmasiyla bilgi toplanmasinin paralel dogasina gore,
goriintiiler daha hizli bir sekilde olusturulabilmektedir. Ikincisi, maskeleyici
araliklarin ve bunlarin kirinim etkilerine katkilarinin kaldirilmasi ile daha yiiksek
boyutsal dogruluk saglanabilmektedir. Sonu¢ olarak daha hizli bilgi
toplanabilmesinin faydalari dizilerin kullanimini dogrulamaktadir [45].

IR mikroskoplarinda kullanilan standart dedektdr sivi azot ile sogutulan civa
kadmiyum telliir (HgCdTe) dedektordiir. Bu cihazlar dar, orta ve genis bant
formatlarina sahiptirler. Aralarindaki fark diisiik dalgaboyu kesme ve 6zgiil(spesifik)
algilama(D*) ozelligidir. MCT dedektorler i¢in dalgaboyu kesme 7-14 pm ,(~1400-
700 cm™) olarak tanimlanmustir. [36,70].

2.2.9.1 Dogrusal MCT dizi kullanim

Bir focal plane array kare veya dikdortgen dedektor setidir. Bu dedektorlerin maliyet,
giivenilirlik ve performans gibi 6zellikleri yoniinden alternatif bir yaklasim olarak
dogrusal MCT dedektorler gelistirilmistir. On altt 6geli dogrusal dizilimli MCT
dedektor Perkin Elmer Spotlight tarafindan FTIR goriintileme amac1 ile
yapilandirilmistir. En 1y1 kalitedeki saf, MCT(civa kadmiyum telliir) malzemeden
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tiretilmistir. Tim onalt1 kanal otuz iki kHz degerinde islem gormektedir, bireysel
olarak integre olmus devreler kullanilmaktadir ve tiim onalt1 kanal zamanin yiizde
yiiz etkinlik degerinde fotonlar1 okuma kapasitesine sahiptir. Bunun sonucu olarak
ise daha yiiksek sinyal kalitesi elde edilmektedir dolayisiyla son derece hizh
kareleme yapilabildigi i¢in ¢ok iyi kalitede IR goriintiilerinin elde edilmesi
saglanmistir.Spektroskopik olarak etkileyici bir sinyal/giiriilti performansinin
saglanmasinin yaninda fotoiletken MCT dogrusal diziliminin kullanilmas1 daha genis
dalga boyu araligina ulasilmasini saglamaktadir. Ornegin focal plane array dedektor
1000 cm™ &tesinde yamit vermezken MCT dedektorler rahathkla 720 cm™

civarindaki dalgaboyuna ulagabilmektedirler [36,70].
2.2.10 Uygulamalar ve ornekleme sekilleri

2.2.10.1 Transmisyon mikrospektroskopisi

Transmisyon IR mikrospektroskopisi, diger IR mikroanaliz metodlar1 ile
kiyaslandiginda siiphesiz en yiiksek kalitedeki bilgiyi elde etmektedir. Fakat
fotometrik olarak dogru spektrumlarin elde edilebilmesi i¢cin diger metodlara
nispeten daha iyi 6rnek hazirligi gerektirmektedir. Temel gereklilik, 6rnegin yeteri
kadar ince ve 1sin sagilmalarini 6nleyici 6zellikte olmasidir boylece 0.8” den kiigiik
olan absorbans degerleri elde edilebilecektir. Bir¢ok ornek tiirii genel olarak g6z

onlinde bulunduruldugunda istenilen 6rnek kalinligi 10 pum civarinda olmalidir
[36,70].

Ornek i¢in uygun kalinligin elde edilmesi biiyiik 6l¢iide drnegin fiziksel dzelliklerine
baghdir. Ornegin, toz seklindeki maddeler de istenilen kalinlikta mikro pellet haline
getirilip analizlenebilmektedir. Kristal bir yap1 sergilemeyen izole partikiillerden
olugsmus bir 6rnek kolayca diizlestirilebilir, elastomerler gibi daha zor bir 6rnekle
calisildiginda ise elmas ors hiicreleri  kullanilabilmektedir ancak IR
mikrospektroskopi alanindaki bir¢ok c¢aligmada elmas Ors hiicreleri c¢ok ug
durumlarda kullanilmaktadir. Bazi durumlarda ise 6rnek biitiinliigliniin stirdiirtilmesi
gerekmektedir, oryante olmus polimer filmleri analizleri veya polimerizasyon
Ol¢iimlerinin gerekli oldugu analizler buna Ornektir. BOdyle durumlarda 6rnek
mikrotom kullanilarak istenilen kalinhiga getirilebilir. Ornek uygun kalinliga
getirildikten sonra ise genellikle hem IR hem de goriiniir 151k i¢in seffaf olan bir yap1

tizerine yerlestirilir. Genel olarak kullanilan malzemeler NaCl ve KBr pencerelerdir.
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Bunlar 13 mm ¢apmnda ve 2 mm kalmhgmdadirlar ve 40000-600 cm™ spektral
araligina sahiptirler. Diger bir alternatif ise KCl kullanilmasidir. Bu madde
bugulanmadan kullanilabilir ve metanol ve suyun 50/50 ¢d6zeltisi kullanilarak
kolayca temizlenebilir. Sulu ¢ozeltiler veya doku kesitleri igin ise araligi 50000-740
cm-1 olan BaF, pencereler tercih edilebilir. Analizlenecek olan yapiya uygun olan
ornek hazirlama yontemi secildikten sonra iki husus donanima gore degismektedir.
Ornekler IR 1smmi ileten pencereler iizerine veya sikistirma hiicreleri gibi
ekipmanlara yerlestirildikten sonra refraksiyon etkilerinin bir sonucu olarak dedektor
tizerindeki odag1 kaydirma egilimi gostermektedirler. Bu kayma ornek, substrate ve
hiicre pencerelerine gore degismektedir fakat yiizlerce mikron olabilir. Kondensator
ve dedektdr sistemlerinde nispeten hizli optikler kullanilmaktadir dolayisiyla
dedektordeki sinyal siddetinde 6nemli miktarda etki olusabilir. Bu durumun telafi
edilmesi i¢in genellikle odagin pozisyonun, kondansatoriin pozisyonu veya odaginin
uzakhiginin ayarlanmas1 ile de saglamr. Ikinci bir durum ise transmisyon
goriintiilemede elde edilebilecek c¢oziiniirliigiin belirlenmesinde Ornegin kendisi
biiyiik bir faktordiir olabilir. Bu durum soyle aciklanabilir; Gergek sistemlerde, 151k
Ornegin yiizeyine cesitli agilarla gelmektedir. Bu 1sinlar homojen olmayan bir
ornekteki farkli komponentler arasindaki ylizeylere carpmakta, (6rnegin bir
kaplamadaki farkli kirilma indisine sahip iki polimer) ve bulunduklar1 yere gore
cesitli sekillerde tekrar yonlendirilmektedirler 6rnegin, iletililip ardindan kirilabilirler
veya siirda tamamen icsel olarak kirilima ugrayabilirler. Bu sebeplerden dolay: bir
sistemin boyutsal ¢oziinlirliigii gercek bir 6rnek kullanilarak degil bicak kenar1 gibi

fiziksel bir sinir boyunca alinacak yanit denenerek degerlendirilmektedir [36,70].
2.2.10.2 ATR goriintiileme teknigi

Azaltilmis tam yansima teknigi 1960’larin baslarinda Fahrenfort ve Harrick
Tarafindan bagimsiz olarak gelistirilmistir. Isik yliksek kirilma indisine sahip
ortamda ilerlerken bu ortam ile daha diisiik kirilma indisine sahip olan ortam
arasindaki ylizeye carpar, kismen iletilir ve kismen yansitilir. Yalniz kritik a¢1 olarak
ifade edilen Qc gelis acisinda ve Qc tlizerindeki ag1 degerlerlerinde 15181n higbir kismi
ikinci ortama iletilmez ve tam igsel yansima meydana gelir. Snell yasasi temel
alinarak kritik ac1 ifade edilebilmektedir (2.3). Qc kritik a¢1 degerini n; diisiik kirtlma

indisini n; ise degeri 4 olan biiyiik kirilma indisini ifade etmektedir.
Qc=sin™(n,/ny) (2.3)
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Kirillma indisi diigiik olan ortamda tam igsel yansima durumunda ara ylizeye olan
mesafe ile iligkili olarak {issel bir sekilde siddeti zayiflayan, yavas yavas kaybolan bir
dalga meydana gelir. Kirilma indisi diisiik olan ortamda absorbsiyon gerceklestiginde
bunun yavas yavas kaybolan dalga ile etkilesimi tam ig¢sel yansiyan i1sindan enerji
cekilmesi ile sonuglanir. Tam igsel yansiyan isindaki azalmanin bir dalgaboyu
fonksiyonu olarak dl¢iilmesi kirilma indisi diisiik olan ortamdaki tiirlerin absorbsiyon
spektrumlariin elde edilmesini saglar. ATR reflektans tekniklerinden en basarili
olamidir. i¢ yansima elemani ve &rnek arasinda yeterli temas saglandig siirece birgok
ornege uygulanabilmektedir daha kolay Ornek hazirligi gerektirmesi ve yiiksek
absorblayict Ornekler i¢in azalmis yol uzunlugu faydalarimi saglamaktadir.
Mikroskop konfigurasyonunda ise ek olarak ii¢ yarar saglamaktadir bunlar, tek bir
yansima geometrisi, sinirli temas alani ve transmisyon olgtimlerine nispeten boyutsal
coziinlirliikteki artigtir. Tek yansima ve sinirh ylizey alaninin kombinasyonu
mikrokonfigiirasyon yoniinden degismezlik ve daha yiiksek temas basinci
saglamaktadir. ATR mikroskoplarinin aksesuarlari i¢cin genel olarak temas alani 107
-10" mm? araliginda degismektedir. Azalmis alan ayrica daha sabit basing
saglamaktadir, daha genis i¢ yansitma elemani iizerinde homojen olarak dagilmayan
basing sebebi ile meydana gelen baseline bozulmalarini bdylece elimine etmektedir.
Sayisal aralik 6rnegin 6l¢iildiigli ortamin kirilma indisi ile objektife giren en ug 151n1n
optik eksene gore sinilisiiniin ¢arpimidir. Esit Ornek biyiikligi igin ATR
konfigurasyonu uzak aralik biiyiikiikleri (transmisyon moda gore n kere biiyiik alan)
calisma olasilif1 saglamaktadir ve aym1 zamanda boyutsal biitliniik korunmaktadir.
Dolayisiyla ATR o6l¢iimleri ayni biiyiikliikteki 6rnekte sinyal kaybi olmaksizin
gerceklestirilebilmektedir [36,70].

ATR o6l¢iimlerinin IR mikroskop ile uygulanmasi bir silikon veya germanyum yarim
kiire kullanilarak saglanmaktadir. Bu ic¢sel yansima elemanlart yiiksek kirilma
indisine sahiptir Genel olarak tercih edilen germanyumun yiiksek kirilma indisi
yaklasik olarak dort kat daha iyi ¢oziiniirliik elde edilmesini saglamaktadir. Yiiksek
kirilma indisine ATR o6l¢iimlerinde gerekli olan kritik agiyr saglamak iizere ihtiyag
duyulmaktadir. Goriintiilleme sisteminin merceginden gecen IR 1511 optimize olmus
germanyum kristale yonlendirilir. Diiz 6rnek yiizeyine yatay bir ag1 ile ¢arpar 1sin
toplam i¢ yansima sonucu yiiksek bir etkinlik ile dedektdre geri yansitilir. Bu tam

i¢csel yansima Ornekleme ylizeyinin birka¢ mikron asagisinda kaybolan bir dalga
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olusturur. Buraya yerlestirilen 6rnek bilesenlerine gore enerji absorblamaktadir
bdylece bir IR spektrumu olusacaktir. ATR goriintiileri 6rnegin son derece yliksek

duyarlik ve dogrulukta taranmasi ile olusturulmaktadir [36,70].

Elde edilen bilginin spektral biitlinliigli ve kalitesi siirdiiriilirken ATR kristali
maksimum oOrnekleme alani saglamaktadir. ATR goriintiileme ve taramanin essiz
kombinasyonu Spotlight 400 sistemi ile genis goriintiileme alanlari ve goriintii
blyiikliiglinde maksimum esneklik saglamaktadir. Perkin Elmer’in optimize edilmis
germanyum kristali bilgi kalitesinden 6diin verilmeden en yiiksek ¢oziiniirliigiin elde
edilmesini saglamaktadir. Reflektans ve transmitans gibi yontemlerle goriintiillenmesi
zor olan orneklerle daha kolay calisiimasi saglanmaktadir. Uygulama alaninda artig
1.56p piksel biiyiikliigii ile daha kiigiik 6zellikler ve komponentlerin 6l¢iilebilmesini
saglar. Transmisyon Ol¢limlerinde oldugu gibi ince 6rnek hazirligi gerekmemektedir.
Bu yénden avantaj saglamaktadir. Ornegin i¢ yansima elemanin igerisine gémiilmesi

sonucu kirillma indisinin etkisi ile ¢oziiniirliik iyilesmektedir [36,70].
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3. DENEYSEL CALISMA

3.1 Deneysel Calismanin Amaci

Deneysel ¢alismada mikro-FTIR infrared spektroskopi teknigi kullanilarak dort farkli
ticari firmadan saglanmis, Ezine peynirinin mikroyapilarinin goriintiilenmesi,
peynirin bilesiminde bulunan yag ve protein gibi baslica komponentlerinin boyutsal
dagilminin ve bu komponentler arasindaki etkilesimlerdeki farkliliklarin

gbzlemlenmesi ve degerlendirilmesi amaglanmustir.

3.2 Kullamlan Kimyasallar ve Cihazlar

Deneysel c¢alismada incelenen 6rnekler tam yagli Ezine peynirlerinden olugsmaktadir.
Peynir Orneklerinin 6lgiim yapilan yilizeyden temizlenmesi i¢in hekzan ve etanol
kullanilmistir. Peynir orneklerinin mikroyapilarin1  goriintiilemek ayni zamanda
goriintiilere iliskin spektrumlar elde etmek amaciyla Perkin Elmer Spektrum 100
FTIR spektrometresinin bir optik mikroskop ve motor kontrollii stage {initesine
baglanmasi ile olusmus Perkin Elmer Spotlight 400 FTIR sistemi kullanilmustir.
Olgiimler attenuated total reflectance modunda elde edilmis ve bunun i¢in Ge Kristale

sahip bir ATR aksesuar1 kulanilmistir.

3.3 Ornek Hazirlama ve Mikro-FTIR Deneyleri

Dort farkli ticari firmadan elde edilmis Ezine peyniri ile ¢alisilmistir, incelenecek
olan peynir kesitleri, 4 °C sicakligindaki peynirlerin farkli bolgelerinden her peynir
tiri i¢in 5 adet olmak iizere, bir nester kulanilarak miimkiin oldugunca ince bir
sekilde kesilmis ve herhangi bir deformasyona ugramadan celik dairesel satihlarin
lizerine aktarilarak incelenmistir. Deneyler oda sicakliginda ve ayni giin igerisinde
gerceklestirilmistir. Spektral bilgiler, Perkin Elmer Spektrum 100 spektrometre
birlikteliginde Spotlight 400 Micro-FTIR kimyasal goriintiileme sistemi kullanilarak
elde edilmistir. Goriintiileme sistemi, sivi azot sicakliginda islem goéren, 4000-700

cm™? arah@indaki tiim spektral bolgeyi kapsayan, on alti 6geli dogrusal dizilimli

33



MCT (Civa Kadmiyum Telliir) dedektére sahiptir. Olgiimler ATR Imaging
operasyon modu kullanilarak gergeklestirilmis ve Germanyum kristale sahip olan bir
ATR aksesuart kullanilmistir. Peynir kesiti {lizerindeki 200 pm X 200 pm
blytikliiglindeki bir bolgede tarama gerceklestirilmistir. Spektral ¢oziiniirlik, 16 cm ~
! degerindedir. Kiiciik bir alan iizerinde daha detayl bilgi elde etmek amaci ile
boyutsal piksel biiyiikligii 6.25 pm olarak tercih edilmistir. 4000-744 cm™ infrared
araliginda ¢alisilmis ve bu aralik iizerinde her piksel i¢in gergeklestirilen 2 taramanin
ortalamas1 alimmustir. Her spektrum 128 taramanin sonucunda elde edilmistir.
Kimyasal yapiya iliskin goriintiiler 7.5 dakikada elde edilmistir. Background
spektrumlar1 ise Ornegin bulunmadigi durumda tarama gerceklestirilerek elde

edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Dort Farkh Cesit Ezine Peynirinin Incelenmesine Ait Sonuclar

Mikro-FTIR spektroskopik goriintiileme teknigini kullanarak, peynirin yapisindaki
yag ve protein gibi baslica iki ana bilesenin boyutsal dagilimlarinin belirlenmesi orta-
IR bolgede 400-4000 cm* araliginda molekiiler absorbsiyon bandlarinin toplanmasi
ile baglar. Orta-IR bdlgesinden elde edilen tiim absorpsiyon bandlar1 dedektor
tarafindan tespit edilmis olan band siddetine kars1 x ve y diizlemlerinde sergilenerek
tarama gorintiisii elde edilmektedir. Tarama sonuglart her 6.25 mikron mesafeden bir
IR (650-4000 cm™) spektrumu almaya miisaade etmektedir. Tarama verilerinin
islenmesi, peynirin yag ve protein bilesenlerinin bu spektrumlarda nasil temsil
edildigini anlayabilmek icin kilit 6dnem tasimaktadir. Taranan bolgelerden rastgele
noktalar se¢ilip bunlarin spektrumlarina bakildiginda ¢izelge 4.1’ de verilmis olan
karakteristik bandlar kullanilarak yag ve proteine iligkin gerekli atiflama

yapilabilmektedir.
4.1.1 Spektral bilgi kullanilarak mikroyapinin kimyasal goriintiilenmesi

ATR aksesuar1 ile Mikro-FTIR taramalarindan elde edilen veriler bolgesel olarak
degisim gostren bir sekilde, ayr1 ayr1 protein ve yagi bulundurdugundan, bu
bolgelerden alinan piklerin alan veya siddet oranlamasi, tarali alanda bu molekiillerin
dagilim seklini gosterecektir. Elde edilen tarama goriintiisiinde yag bilesenin
dagilimmini gozlemleyebilmek icin C=0O ve C-H gruplarinin absorbiyon yaptig
bolgelerden yararlanilmistir. Sadece yag bileseni ile iligkili olan, protein bilesenine
dair higbir bilgi tasimayan, C=0 (ester) grubunun absorbsiyon yaptig1 1735-1739
cm™ bolgesi 1700-1800 cm™ araliginda secilmis ve bandin ug¢ noktalarindan
diizeltme yapilarak yaglar1 temsil edecek sekilde alan siddetine gore tarali bolgelerde
isaretlenmesi gergeklestirilmistir. Uc¢ noktalarin diizeltilmesindeki amag 1ilgili
bolgedeki spektral verilerin dis optik etki veya dedektdr davranigindan etkilenmiyor

olmasidir. Ayn1 sekilde yag bileseni ile iligkili olan, C-H grubunun absorbsiyon
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yaptigi 2965-2854 cm™ bolgesi 3000-2800 cm™ araliginda segilmis ve bandin ug
noktalarindan diizeltme yapilarak yaglar temsil edecek sekilde alan siddetine gore
taral1 bolgelerde isaretlenmesi gerceklestirilmistir. Tarama goriintiisiinde protein
bileseninin dagilimim1 gézlemleyebilmek icin ise, sadece protein bileseni ile iliskili
olan yag bilesenine dair hicbir bilgi tasimayan amid I grubunun absorbsiyon yaptigi
1654-1632 cm™ bolgesi ve amid II grubunun absorbsiyon yaptigi 1545-1532 cm™
bolgesi 1480 cm? ve 1700 cm* aralifinda sec¢ilmis ve bandin ug¢ noktalarindan
diizeltme yapilarak proteini temsil edecek sekilde alan siddetine gore taranmis olan

bolgede, incelenen yapinin isaretlenmesi gerceklestirilmistir.

Boylelikle mikro-FTIR tarama goriintiilerinin hem yaga hemde proteine gore ayri
ayr1 kimyasal dagilim haritalar1 ¢ikartilabilmistir. Protein ve yaga gore goriintiileme
yapildiginda, ikili sistem kabulu yapildigindan bir bilesenin kuvvetli olarak
gozlemlendigi bolgede digerinin zayif bir sekilde goézlemlenmesi ve birbirini
tamamlayan bir yap1 sergilemesi gerekmektedir. Bu durumun tespiti ileri boliimde

goriintiiler lizerinde incelenmistir.

Cizelge 4.1 Temel peynir bilesenlerinin orta infrared spektroskopisi ile kantitatif
olarak analizlenmesinde yararlanilan absorbsiyon bandlar1 ve spektral

bolgeler [71,72].
Bilesen Tiirii Absorbsiyon Bag Tiirii
Frekanst (cm™)
Su 3600-3200 O-H Gerilme
Yag,Karbonhidrat ~ 2965-2854 C-H Gerilme
Yag 1735-1739 C=0 Gerilme(ester bag)
Protein 1654-1632 Amid | (peptidlerin C-O gerilme
vibrasyonlart)
Protein 1545-1532 Amid Il (N-H egilme ve C-N gerilme
vibrasyonlart)
Karbonhidrat 1165-1160 C-O Gerilme
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4.1.1.1 1. peynir

Sekil 4.1° de birinci gesit Ezine peynir 6rneginden elde edilmis tarama goriintiisii
verilmektedir. Sekil 4.1° de tarama goriintiisii A ile simgelenmistir. B goriintiisiinde,
yag asitlerinde bulunan C=0 ve C-H fonksiyonel gruplari ile iliskili olan sirasiyla
1735-1739 cm™ ve 2965-2854 cm™ bélgelerindeki absorpsiyon bantlarindan
yararlanilmistir. Bu bolgelerdeki bantlarin altinda kalan alanlarin biiyiikliigline gore
(mavi en =zayif, kirmizi en gii¢lii) skala hazirlanarak, taranan bolgede yag
molekiillerinin dagilimi belirlenmistir. Sekil 4.1 de verilmis olan B goriintiisiinde
yag bileseni dagilimi pembeden mora dogru degisen bir renk skalasi ile
gozlemlenmektedir, yag bilesenin yogun oldugu bolgeler pembe ve kirmizi renkte
gbozlemlenirken yag molekiillerinin  bulunmadigi bolgeler ise mor renkte

gbzlemlenmistir.

Muromaters

Sekil 4.1 : I. peynir 6rnegine ait FTIR mikroyap1 goriintiileri. (A) Tarama goriintiisii.
(B)Yag bileseni dagilim1. (C) Protein bileseni dagilimi.

C goriintiisiinde ise amid I ve amid II gruplan ile iligkili olan sirasiyla 1654-1632

cm? ve 1545-1532 cm™ bolgelerindeki absorpsiyon bantlarindan yararlanilarak
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tarama  gOriintiisiinde  protein  bilesenleri  isaretlenmis, protein  dagilimi
gozlemlenmistir. C goriintiisiinde protein bileseni dagilimi pembeden mora dogru
degisen bir renk skalasi ile gozlemlenmektedir, protein bilesenin yogun oldugu
bolgeler pembe ve kirmizi renkte gozlemlenirken protein bilesenin bulunmadigi

bolgeler ise mor renkte gézlemlenmistir.

Sekil 4.1° de A goriintiisii lizerinde kirmizi noktalar ile secilmis olan bolgeler, ayni
koordinatlarda, B goriintiisiinde kirmizi ok ucu ile, C goriintiisiinde ise siyah ok ucu
ile gosterilmektedir. Gosterilen dort bolgeden dort farkli spektrum alimmistir. Sekil
4.2° de goriintiiler iizerindeki 1, 2, 3 ve 4 bolgelerinden alinmis olan spektrumlar
sirasiyla a, b, ¢, d spektrumlar1 olarak gosterilmektedir. Bu spektrumlardan a, yag
bileseninin yogun olarak goézlemlendigi 1 noktasindan, d spektrumu ise protein
bileseninin yogun olarak gozlemlendigi 4 noktasindan alinmistir. Mikroyap1
goriintiileri ile uyumlu olarak 1 noktasindan alinan spektrumda C-H ve C=0 gruplari
absorbsiyonu gozlemlenirken, 4 noktasindan alinan spektrumda amid I ve amid II

gruplarinin absorbsiyonu baskin olarak gozlemlenmektedir.

Diger spektrumlar incelendiginde ise, b spektrumunda C-H, amid | ve amid I, c
spektrumunda ise C-H, C=0 ve amid | gruplarindan kaynaklanan absorbsiyon

bandlari baskin olarak gézlemlenmistir.
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Sekil 4.2 : |. peynir 6rnegine ait FTIR mikroyap: goriintiilerinden alinmis spektrumlar. (a) Bir noktasindan. (b) iki noktasindan. (c) Ug
noktasindan. (d) Dort noktasindan.
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4.1.1.2 11. peynir

Ikinci gesit Ezine peynir 6rnegi i¢in yukarida anlatildig: gibi spektral bilgilerden
yararlanilarak tarama goriintiisii isaretlenmis, yag ve protein dagilimi incelenmistir.
Sekil 4.3’ teki B goriintiisiinde yag bileseni dagilimi pembeden mora dogru degisen
bir renk skalasi ile gozlemlenmektedir, yag bilesenin yogun oldugu bolgeler pembe
ve kirmiz1 renkte gozlemlenirken yag bilesenin bulunmadigi bolgeler ise mor renkte

gozlemlenmistir.

Mcrometer s

Sekil 4.3 : Il. peynir Ornegine ait FTIR mikroyap1 gorintileri. (A) Tarama
Gorlintiisii. (B)Yag bileseni dagilimi. (C) Protein bileseni dagilima.
Sekil 4.3’ teki C goriintiisiinde ise protein dagilimi gézlemlenmistir. C goriintiisiinde
protein bileseni dagilimi pembeden mora dogru degisen bir renk skalasi ile
gozlemlenmektedir, protein bilesenin yogun oldugu bolgeler pembe ve kirmizi renkte
gozlemlenirken protein bilesenin  bulunmadigi  bolgeler ise mor renkte

gbzlemlenmistir.

Sekil 4.3’te A goriintiisii lizerinde kirmizi noktalar ile se¢ilmis olan bolgeler, ayni

koordinatlarda, B goriintiisiinde kirmizi ok ucu ile C goriintiisiinde ise siyah ok ucu
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ile gosterilmektedir. Gosterilen dort bolgeden dort farkli spektrum alinmigtir. Sekil
4.4’ de gorintiiler iizerindeki 1, 2, 3 ve 4 bolgelerinden alinmis olan spektrumlar
sirasiyla a, b, ¢, d spektrumlar1 olarak gosterilmektedir. Bu spektrumlardan b yag
bileseninin yogun olarak gdézlemlendigi 2 noktasindan, d spektrumu ise protein
bileseninin yogun olarak gozlemlendigi 4 noktasindan almmistir.  Mikroyapi
goriintiileri ile uyumlu olarak 2 noktasindan alinan spektrumda C-H ve C=O gruplari
absorbsiyonu gozlemlenirken, 4 noktasindan alinan spektrumda amid I ve amid II

gruplarinin absorbsiyonu baskin olarak gézlemlenmektedir.

Diger spektrumlar incelendiginde ise, a spektrumunda C-H, C=0, amid | ve amid II,
¢ spektrumunda ise C-H, amid I ve amid II gruplarindan kaynaklanan absorbsiyon

bandlar1 gézlemlenmistir.
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noktasindan. (d) Dort noktasindan.
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4.1.1.3 111. peynir

Ugiincii gesit Ezine peynir 6rnegi icin, L. peynir incelenirken detayli olarak anlatildig
sekilde spektral bilgilerden yararlanilarak tarama goriintiisii isaretlenmis, yag ve
protein dagilimi incelenmistir. Sekil 4.5’ teki B goriintiisiinde yag bileseni dagilimi
pembeden mora dogru degisen bir renk skalasi ile gozlemlenmektedir, yag bilesenin
yogun oldugu bolgeler pembe ve kirmizi renkte gozlemlenirken yag bilesenin

bulunmadigi bolgeler ise mor renkte gézlemlenmistir.

Macromaeter s

0000

Sekil 4.5 : 1l1. peynir 6rnegine ait FTIR mikroyap1 goriintiileri. (A) Tarama
gorlntiisii. (B)Yag bileseni dagilimi. (C) Protein bileseni dagilima.

Sekil 4.5 teki C goriintiistinde ise protein dagilimi gozlemlenmistir. C goriintiisiinde
protein bileseni dagilimi pembeden mora dogru degisen bir renk skalasi ile
gozlemlenmektedir, protein bilesenin yogun oldugu bolgeler pembe ve kirmizi
renkte gozlemlenirken protein bilesenin bulunmadigr bolgeler ise mor renkte
gozlemlenmistir. Sekil 4.5 te A goriintiisii lizerinde kirmizi noktalar ile secilmis olan
bolgeler, ayni koordinatlarda, B goriintiisiinde kirmiz1 ok ucu ile C goriintiisiinde ise

siyah ok ucu ile gosterilmektedir. Gdosterilen dort bolgeden dort farkli spektrum
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alimmustir. Sekil 4.6” da goriintiiler tizerindeki 1, 2, 3 ve 4 bolgelerinden alinmis olan
spektrumlar sirastyla a, b, ¢, d spektrumlari olarak gosterilmektedir. Bu
spektrumlardan ¢ yag bileseninin yogun olarak gozlemlendigi 3 noktasindan, d
spektrumu ise protein bileseninin yogun olarak gozlemlendigi 4 noktasindan
alinmigtir. Mikroyap1 goriintiileri ile uyumlu olarak 3 noktasindan alinan spektrumda
C-H ve C=0O gruplar1 absorbsiyonu gozlemlenirken, 4 noktasindan alinan
spektrumda amid I ve amid II gruplarinin absorbsiyonu baskin olarak

gozlemlenmektedir.

Diger spektrumlar incelendiginde ise, a spektrumunda C-H, C=0, b spektrumunda
ise C-H, amid I ve amid II gruplarindan kaynaklanan absorbsiyon bandlari

gbzlemlenmistir.
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4.1.1.4 1V. peynir

Dordiincii ¢esit Ezine peynir Ornegi icin, I. peynir incelenirken detayli olarak
anlatildig1 sekilde spektral bilgilerden yararlanilarak tarama goriintiisii isaretlenmis,
yag ve protein dagilimi incelenmistir. Sekil 4.7° deki B goriintiisiinde yag bileseni
dagilimi pembeden mora dogru degisen bir renk skalasi ile gdzlemlenmektedir, yag
bilesenin yogun oldugu bdlgeler pembe ve kirmizi renkte gozlemlenirken yag

bilesenin bulunmadig1 bolgeler ise mor renkte gézlemlenmistir

Mcrometers

Murometers

g i (0.

Sekil 4.7 : IV. peynir 6rnegine ait FTIR mikroyap1 goriintiileri. (A) Tarama
goriintiisii. (B)Yag bileseni dagilimi. (C) Protein bileseni dagilima.

Sekil 4.7’ deki C goriintiisiinde ise protein dagilimi gézlemlenmistir. C goriintiisiinde

protein bileseni dagilimi pembeden mora dogru degisen bir renk skalasi ile

gozlemlenmektedir, protein bilesenin yogun oldugu bolgeler pembe renkte

gbzlemlenirken protein bilesenin  bulunmadigi bolgeler ise mor renkte

gozlemlenmistir. Sekil 4.7 deki A goriintiisii lizerinde kirmizi noktalar ile secilmis

olan bolgeler, aym1 koordinatlarda, B goriintiistinde kirmizi ok ucu ile C
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goriintlisiinde ise siyah ok ucu ile gosterilmektedir. Gosterilen dort bolgeden dort
farkli spektrum alimmustir. Sekil 4.8’ de goriintiiler {lizerindeki 1, 2, 3 ve 4
bolgelerinden alinmis olan spektrumlar sirasiyla a, b, ¢, d spektrumlar1 olarak
gosterilmektedir. Bu spektrumlardan a yag bileseninin yogun olarak gozlemlendigi 1
noktasindan, d spektrumu ise protein bileseninin yogun olarak gozlemlendigi 4
noktasindan alinmigtir. Mikroyap1 goriintiileri ile uyumlu olarak 1 noktasindan alinan
spektrumda C-H ve C=0 gruplar1 absorbsiyonu gozlemlenirken, 4 noktasindan
alman spektrumda amid I ve amid II gruplarinin absorbsiyonu baskin olarak

gozlemlenmektedir.

Diger spektrumlar incelendiginde ise, b spektrumunda C-H, C=0, amid I, amid II, ¢
spektrumunda ise C-H, C=0 ve amid I gruplarindan kaynaklanan absorbsiyon

bantlar1 baskin olarak gozlemlenmistir.
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4.1.2 Ezine peynir 6rneklerinin mikroyapilarinin karsilastirilmasi

Bu tez caligmast kapsaminda dort ¢esit ezine peyniri ile ¢alisilmisir. Her bir peynir
cesidi i¢in bes Ornek incelenmistir. Ezine peynirlerinin ilk ornekleri ve yapilan
calisma dordiincii boliim igerisinde ayrintili olarak incelenmis, aciklanmistir. Her bir
peynir ¢esidi i¢in incelenmis olan diger dort goriintii ise ¢izelge olarak verilmistir.
S6z konusu goriintiiler ¢izelge 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5 “te sirastyla birinci, ikinci, ligiincii
ve dordiincii peynirin mikro-FTIR ile elde edilmis goriintiileri olarak verilmistir. Bu
cizelgelerde, peynir Orneklerinden elde edilmis tarama gorintiilerinin  yag
dagilimmin goriintiilenmesi i¢cin C-H ve C=O gruplarina, protein dagiliminin
goriintillenmesi i¢in ise amid I ve amid II gruplarina ait spektral bilgilerin
kullanilarak olusturuldugu yag ve protein dagilim goriintiileri sunulmaktadir. Cizelge
4.2’ de I. peynir ornegine ait Mikro-FTIR ile elde edilmis mikroyap1 gorintiileri
verilmektedir. 1. Peynir Orneklerinin tarama goriintiilerinin yag bilesenine gore
isaretlendigi gorlntiilerde, yag kitlelerinin dagiliminin kiiciik yigilimlar halinde
oldugu gozlenmistir. Yigilmis haldeki yaglarin belli bolgelerde daha yogun olduguna

rastlanmistir.

Cizelge 4.3’ te II. peynir drnegine ait, Cizelge 4.4’ te III. peynir 6rnegine ait Mikro-
FTIR ile elde edilmis mikroyap1 goriintileri verilmektedir. Il. ve Ill. peynir
orneklerinin tarama goriintiilerinin yag bilesenine gore isaretlendigi goriintiilerde,
yag kitlelerinin dagiliminin biiyiik yigilimlar halinde oldugu gozlenmistir, yag
kitlelerinin dagilimmin mikroyap: icerisindeki farkli bolgelerde benzer sekilde

oldugu gozlemlenmistir.

Cizelge 4.5’ te IV. peynir O0rnegine ait Mikro-FTIR ile elde edilmis mikroyap1
goriintiileri verilmektedir. IV. Peynir Orneklerinden elde edilen goriintiilerde yag
kitlelerinin dagilimiin biliylik yigilimlar halinde oldugu goézlenmistir. Yag
kitlelerinin bdlgeden bolgeye farklilik gdsteren bir dagilima sahip oldugu

gozlenmistir.
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Cizelge 4.2 : Mikro-FTIR ile elde edilmis I. Peynire ait mikroyap1 gériintiileri
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Cizelge 4.3 : Mikro-FTIR ile elde edilmis Il. Peynire ait mikroyap1 goriintiileri.
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Cizelge 4.4 : Mikro-FTIR ile elde edilmis I1l. Peynire ait mikroyap1 goriintiileri.
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Cizelge 4.5 : Mikro-FTIR ile elde edilmis IV. Peynire ait mikroyap1 goriintiileri.
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4.2 Tartisma

Literatiirde, ¢esitli mikroyap1 goriintiileme teknikleri kullanilarak peynirin mikro
yapisinin goriintiillenmesine yonelik calismalar gerceklestirilmistir. Bu boliimde
farkli teknikler ile elde edilmis peynire iliskin mikroyap1 goriintiileri ile FTIR mikro-
goriintliileme teknigi ile edilmis ezine beyaz peyniri goriintiilerinin karsilagtirilmasi
yapilmustir. Sekil 4.9” da konfakal lazer tarama mikroskopisi teknigi kullanilarak
elde edilmis, Emmantel peynire ait mikroyap1 goriintiileri ile II. Ezine peynirine ait
mikroyap1 goriintiileri karsilastirilastirilmistir. Sekilde, a ve b goriintiileri sirasiyla
Ezine peynirinin ve Emmantel peynirin protein dagilimint gostermektedir. Benzer
sekilde, ¢ ve d goriintiileri sirasiyla Ezine peynirinin ve Emmantel peynirin yag
dagilimin gostermektedir. FTIR goriintiileme teknigi ile elde edilmis a goriintiisiinde
tiim kirmiz1 bolgelerde protein dagilimi gézlenmekte, siyah ok ucu ile temsili olarak
protein bileseninin bulundugu bir bolge gosterilmektedir, ¢ goriintlisiinde ise tim
kirmiz1 bolgelerde yag dagilimi gozlemlenmekte, beyaz ok ucu ile yag bileseninin
bulundugu bir bolge gosterilmektedir. Konfokal lazer tarama mikroskopisi ile elde
edilmis b goriintiisiinde beyaz bolgeler protein bilesenini, d goriintiisiinde ise beyaz
bolgeler yag bilesenini gostermektedir. Sekildeki b ve d goriintiilerindeki ok uglari

ise sirastyla protein ve yag bileseninin bulundugu bir bolgeyi géstermektedir.

Sekil 4.9 : Peynire ait mikroyap1 goriintiileri. (a, ¢) Ezine peyniri FTIR mikroyapi
goriintiileri. (b, d) Emmantel peynir CSLM mikroyap1 goriintiileri [22].
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Sekil 4.10° da konfakal lazer tarama mikroskopisi teknigi kullanilarak elde edilmis,
Cedar peynirine ait mikroyap1 goriintiileri ile III. Ezine peynirine ait mikroyapi
goriintiileri karsilastirilagtirilmistir.  Sekilde, a ve b goriintiileri sirasiyla Ezine
peynirinin ve Cedar peynirin protein dagilimin1 géstermektedir. Benzer sekilde, ¢ ve
d goriintiileri sirastyla Ezine peynirinin ve Cedar peynirin yag dagilimini
gostermektedir. FTIR goriintiileme teknigi ile elde edilmis a goriintiisiinde tiim
kirmiz1 bolgelerde protein dagilimi gbézlenmekte, siyah ok ucu ile temsili olarak
protein bileseninin bulundugu bir bolge gosterilmektedir, ¢ goriintiisiinde ise tiim
kirmiz1 bolgelerde yag dagilimi gozlemlenmekte, beyaz ok ucu ile yag bileseninin
bulundugu bir bolge gosterilmektedir. Konfokal lazer tarama mikroskopisi ile elde
edilmis b goriintiisiinde beyaz bolgeler protein bilesenini, d goriintiisiinde ise beyaz
bolgeler yag bilesenini gostermektedir. Sekildeki b ve d goriintiilerindeki ok uglar

ise sirastyla protein ve yag bileseninin bulundugu bir bolgeyi géstermektedir.

§ E EE 8 8 88 8§ B

Sekil 4.10 : Peynire ait mikroyap1 goriintiileri. (a, ¢) Ezine peyniri FTIR mikroyap1
goriintiileri. (b, d) Cedar peyniri CSLM mikroyap1 goriintiileri [23].
Sekil 4.9 ve 4.10° da verilen goriintiilerden yola ¢ikarak hem FTIR goriintiileme
teknigi hem de Konfokal lazer tarama mikroskopisi (CLSM) teknigi ile peynirin
mikroyapisi hakkinda benzer bilgi elde edilmistir s6yle ki her iki teknik ile de protein
matriksi icerisinde farkl biiytiklerde, siirekli olarak dagilim gostermis yag bilesenleri

gozlemlenmektedir.

Sekil 4.11° de SEM teknigi kullamilarak elde edilmis, iran Beyaz peynirine ait
mikroyapt gorintiileri ile FTIR goriintileme teknigi ile elde edilmis I. Ezine
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peynirine ait mikroyapr goriintiileri karsilastirilastirilmistir. Sekilde, a goriintiisii
Ezine peynirinin yag dagilmmi gosterirken b goriintiisii Iran Beyaz peynirinin
mikroyapisin1 gostermektedir. Sekil 4.11°de, a goriintiisiindeki kirmizi bolgeler yag

bilesenini, b goriintlisiinde ise kiiresel yapilar yag bilesenini gostermektedir.

Sekil 4.11 : Peynire ait mikroyap1 goriintiileri. (a) Ezine peyniri FTIR mikroyap1
goriintiisii. (b) Iran beyaz peyniri SEM mikroyapi goriintiisii [15].

Sekil 4.11°den yola ¢ikarak hem FTIR goriintiilleme teknigi hem de elektron tarama

mikroskopisi (SEM) teknigi ile peynirin mikroyapisi hakkinda benzer bilgi elde

edildigi soylenebilir. Her iki teknik ile de protein matriksi icerisinde farkli

bliyiiklerde, dagilim gostermis yag bilesenleri gozlemlenmektedir.

Sekil 4.12” de nisasta iceren imitasyon peynirin mikroyapisi ile IV. Ezine peynirinin
mikroyapist karsilastirilmigtir. Sekilde, a ve b goriintiileri sirastyla Ezine peynirinin
ve imitasyon peynirin protein dagilimini gostermektedir. Benzer sekilde, ¢ ve d
goriintiileri sirasiyla Ezine peynirinin ve imitasyon peynirin yag dagilimini
gostermektedir. Her iki peynirinde mikroyapilart FTIR goriintileme teknigi ile
incelenmigtir. Sekil 4.12°de ki a goriintiisiinde tiim kirmizi bdlgelerde protein
dagilimi gozlenmekte, siyah ok ucu ile temsili olarak protein bileseninin bulundugu
bir bolge gosterilmektedir, ¢ goriintlisiinde ise tiim kirmizi bolgelerde yag dagilimi
gozlemlenmekte, beyaz ok ucu ile yag bileseninin bulundugu bir bolge
gosterilmektedir. FTIR gortintiileme teknigi ile incelenmis imitasyon peynire ait b

goriintiisiinde ise yesil bdlgeler protein bilesenini, d goriintiisiinde ki yesil bolgeler
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yag bilesenini gostermektedir. Sekildeki b ve d goriintiilerindeki ok uglar1 ise

sirastyla protein ve yag bileseninin bulundugu bir bolgeyi gostermektedir.

Micrometers

Sekil 4.12 : Peynire ait mikroyapi goriintilleri. (a, ¢) Ezine peyniri FTIR mikroyapi
gorintiileri. (b, d) Imitasyon peynir FTIR mikroyap1 gériintiileri [14].

Ezine peynirinin ve imitasyon peynirinin mikroyapilarinin goriintiilenmesi i¢in FTIR
goriintiileme teknigi kullanilmistir. Imitasyon peynirin mikroyap: goriintiileri
transmisyon modda elde edilmistir. Her iki goriintiide, protein matriksi igerisinde
dagilim gostermis yag bileseni gézlemlenmektedir. Ezine peynirinin mikroyapisinin
incelendigi FTIR gortintiileri, ATR teknigi kullanilarak elde edilmistir dolayisiyla
goriintliler daha yiiksek ¢oziintirliige sahiptir, mikroyap1 icerindeki bilesenler daha
giiclii bir sekilde ayird edilebilmistir.
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5. VARGILAR VE DEGERLENDIRME

Gergeklestirilen deneysel c¢alismalar ile, yeni bir teknik olan Mikro-FTIR
spektroskopik goriintiileme teknigini kullanarak, dort ayri g¢esit peynir Orneginin
mikroyapilar1 kimyasal bilesenlerine gore goriintiilenmistir. Elde edilen kimyasal
goriintliler temel bilesenlerin yap1 igerisindeki boylamsal (uzamsal) dagilimi

sergilemistir.

Yag bisenleri yag asidi zincirindeki C-H kimyasal (kovalent) bag1 ve C=O ester
baglar ile karakterize edilebildiklerinden, bu fonksiyonel gruplarinin absorpsiyon
yaptiklar1 dalgaboyu tizerinde ifadelendirilmistir. Protein dagilimin igin ise amid I ve
amid Il gruplarinin absorpsiyon yaptiklari aralik tanimlanmistir. Bu iki ana peynir
bileseni icin IR spektrumunda ilgili bolgeler kullanarak kimyasal goriintiileme

yapilabilecegi gosterilmistir.

Elde edilen sonuglarin genel degerlendirmesinde, peynirin mikroyapisinin protein
matriksi icerisinde ¢esitli oran ve yigilimlarda (cluster) dagilmis halde bulunan farkl
yag kitlelerinden olustugu gézlemlenmistir. Dort farkl tireticiden temin edilen Ezine
peynirlerinin mikroyapilarinda, protein matriksinde yag molekiillerinin ne tiir

dagilim sergiledikleri ve aralarindan bir farklilik olup olmadig1 incelenmistir.

I. Peynir Orneklerinin tarama goriintiilerinin yag bilesenine gore isaretlendigi
goriintillerde, yag Kkitlelerinin dagilimimin kiicik yigilimlar halinde oldugu
gozlenmistir. YiZilmig halde yaglarin belli bolgelerde daha yogun olduguna

rastlanmistir.

I1. ve Ill. peynir 6rneklerinin tarama goriintiilerinin yag bilesenine gore isaretlendigi
goriintillerde, yag Kkitlelerinin dagiliminin  biiylik yigilimlar halinde oldugu
gozlenmistir, yag Kkitlelerinin dagilimimin mikroyap1 igerisindeki farkli bolgelerde

benzer sekilde oldugu goriilmektedir.

IV. peynir 6rneklerinden elde edilen goriintiilerde yag kitlelerinin dagiliminin biiyiik
y1gilimlar halinde oldugu ve yag kitlelerinin bolgeden bolgeye farklilik gdsteren bir

dagilima sahip oldugu gézlenmistir.
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Kimyasal goriintiiler IR absorpsiyon siddetine gore diizenlendigi icin, yag ve protein
yapilarinin  saf halden bagska karisim halinde bulunduklar1  bolgelerde
gosterilebilmistir. Kimyasal etkilesimin derecesine gére bu dagilimlar goriintiilerde

aciga ¢ikmaktadir.

Biitiin bu sonuglar peynir gibi karmasik bir mikroyapiya sahip gida iiriiniinde bilesen
dagilmi  ve kimyasal etkilesimin mikro-FTIR kullanarak 6.25 mikron
¢Oziinlirliglinde goriintiilenebilecegini  gostermistir. Elde edilen bu mikroyap1
bilgilerinin gidanin makroskopik 06zelliklerinini belirleyici oldugu asikardir. Bu
calismanin devami mikroyapinin, bir gida iriiniiniin makroskopik karaterini,
ozellikle fiziksel ozellikleri nasil etkileyebilecegi yoniinde dnemli sonuglar verecek

niteliktedir.
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