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OZET

GIDALARDA iINCE TABAKA KROMATOGRAFISI iLE
AFLATOKSINLERIN KANTITATIF TAYININDEGORUNTU ANALIZINIiN
KULLANILMASI

AYDENIZ, Rukyete
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Mithendisligi Anabilim Dali
Tez Danismani : Prof. Dr. Fikret Nafi COKSOYLER
Ocak 2017, 44 sayfa

Ince tabaka karomatografisinde (TLC) aflatoksinlerin miktar tayininde
“densitometreler” kullanilmaktadir. Pahali olan bu cihaz yerine, numune beneklerinin
standart benekleri ile goz ile karsilastirilmasi (GK) seklinde yar1 kantitatif bir tayin ¢ok
daha yaygindir. Bu ¢aligmadaTLC’de miktar tayininde goz ile analizin (GA) GK’ya
nazaran basarist ortaya konulmaya calisilmistir. GA i¢in, plakalarin dijital goriintiilerini
elde etmede bir jel elektroforezi goriintiileme cihazi, ceptelefonu kamerasi ve iki farkli
DSLR (Dijital Single Reflex) kamera karsilagtirilmistir. Daha sonra ¢aligmaya tek bir
DSLR kamera ile devam edilmistir. GK “duyusal” bir test oldugu i¢in,karsilastirmada
siralama ve tiggen testi gibi duyusal teknikler kullanilmis ve ayrica kalibrasyon kurvesi
ile miktar tayini de denenmistir. Giirlintii analizinde ticari bir jel elektoroforezi programi
(JEP) ile bu proje i¢in 6zel hazirlanan bir yazilim (OY) kullanilmistir. GK igin 10 kisilik
bir panelist gorev yapmistir. Siralamalarin, gergek siralamaya karsi regresyonuna ait
dogrusal korelasyon katsayilari; kisilerin GK’sinda R? 0,02-1arasinda JEP ile yapilan
siralamalarda 0,87-0,96 arasinda ve OY ile yapilan siralamalarda 0,93-1 arasinda
degismistir. Uggen testi seklinde uygulanan farklilik testlerinde panelistlerin tamami
ancak %50 diizeyindeki farkliligi belirlerken, goriintii analizi programlart ise %10’a
kadar farkliliklar1 istatistiki ©nemlilikte belirleyebilmislerdir. JEP ve OY’nin
kalibrasyon kurvelerine ait R? degerleri sirasiyla 0,98 ve 0,96 olurken goz ile yapilan
tayinlerde bu deger hem ¢ok geride hemde kisilere bagimli olarak degisken
olmustur.Sonu¢ olarak GA gozle tayinden daha pratik, hi¢ bir ilave yiikk getirmeyen
“tam kantitatif” bir yaklagimdir.

Anahtar kelimeler: Aflatoksin, Gériintii analizi, ince tabaka kromatografisi,

Kantitatif tayin, Uggen testi






ABSTRACT

USE OF VISUAL ANALYSIS FOR QUATITATIVE DETERMINATION
OF AFLATOXINS BY THIN LAYER CHROMATOGRAPHY IN FOODS

AYDENIZ, Rukyete
M.Sc Thesis, Department of Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Fikret Nafi COKSOYLER
January 2017, 44 pages

Densitometers are used in quantification of aflatoxins on Thin Layer
Chromatography (TLC). Instead of expensive equipment, a semi-quantitative evaluation
is also much more common in comparison with visual inspection. The promising
technique, image processing is not widespread in TLC. There has not been conducted a
study about quantification by image processing of aflatoxins on TLC in our department
so far. This study is performedin order to demonstrate whether the performance of
image processing is higher than visual inspection for quantification of aflatoxin spots on
TLC plate. The digital images of plates obtained by a gel imaging equipment, mobile
phone camera and two different DSLR cameras. DSLR cameras detected pale spots
better than the others. Although the visual inspection is a kind of sensory analysis,
sensory methods such as “ranking” and “triangle tests” are used for comparison.
Additionally, quantification by calibration curve is also performed by image processing.
In image processing two different software, as an gel electrophoreses program and a
specially prepared soft ware for this thesis are used. To evaluate ranking performance of
visual inspection and image processing regression analysis is performed. Ranking by
image processing is found better than the ranking by visual inspection. At difference
tests, visual inspection is only successful at the %50 differences, but image processing

identified lower degree differences.

Keywords: Aflatoxin, Image processing, Quantification, Thin layer

chromatography, Triangle test






ON SOZ

Aflatoksinler gidalarda en tehlikeli bulasanlardan kabul edilmektedir. Ozellikle
Tirkiye’nin geleneksel ihrag iiriinleri olan kuru meyveler aflatoksin olusumuna maruz
kalmakta ve bu da ihracatinin en 6nemli darbogazlarindan birisi olmaktadir. Aflatoksin
analizleri “giintimiizde” HPLC ile yapilmaktadir ve bu nedenle ¢ok pahalidir ve
ozellikle KOBI gida isletmeleri tarafindan yapilamadigi/yaptirilamadig1 icin isletmeler
kendi oto kontrollerini yapamamakta ve ihra¢ iriinlerinin aflatoksin nedeniyle geri
gonderilmeleri hala devam etmektedir. Bundan 20-30 yil 6nce kullanilan TLC ise gok
ekonomik olmasia karsilik, ozellikle “densitometre” olmaksizin, goz ile yapilan
numune ve standart karsilastirmasi sonucu tam kantitatif bir sonug¢ vermemesi, teshis
limitinin HPLC kadar diisiik olmamasi nedeniyle tercih edilmemektedir Her alanda
kantitatif degerlendirmelerde yaygin olarak kullanilan “goriintii analizi” tekniginin
neden TLC plakalar iizerinde miktar tayininde yayginlasmadig tarafimizdan anlagsilir
bir konu olmamuistir. Hele TLC ile aflatoksin tayininde goriintii analizi ile miktar tayini
yapan higbir bilimsel calismaya -Bolimiimiizde bir yiiksek lisans tezi diginda-
rastlanmamustir. Bu ¢alisma aflatoksin analizlerini ekonomik hale getirme ile ilgili bir
projenin bir pargasidir. Goriintii analizi ile TLC plakasi ilizerinde miktar tayini
yapilabilecegini gostermek, densitometrik analiz kadar olmasa bile goz ile yapilan
tayine karsin daha basarili olabilecegini ortaya koymak, dijital kameralarin mobil
telefonun bir pargast oldugu gilinlimiizde goriintii iizerinden yapilan tayinin gozle
incelemenin yerini kolaylikla ve basari ile alabilecegini gostermek igin yapilmustir.

Bu tez ¢alismasinda, her tiirlii ilgi ve yardimlarini esirgemeyen, diisiinceleriyle,
caligmalariyla her zaman bana destek veren ve emekli olduktan sonra bile 6grencilerine
sahip c¢ikan danmismamim Saymn Prof. Dr. Fikret Nafi COKSOYLER’e ¢ok tesekkiir
ederim.
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Fakiiltesi Temel T1ip Boliimii’nden Dog. Dr. Hiiseyin Giidiiciioglu’na, Canon 5D Mark 11
kamerasi ile ¢alismama katki saglayan Savas Onur SEN’e ve Fujifilm kamerasini
kullandigimiz Siimeyye KARAya, panelist olarak gorev alan YYU Gida Miihendisligi
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1. GIRIS

Aflatoksinler; esas olarak Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tiirleri
tarafindan olusturulan bir mikotoksin grubudur. Aflatoksin sorunu, insan sagligi i¢in
bliyiik bir tehlike olusturmasinin yanisira, birgok iilke i¢in ekonomik yonden de onem
tasimaktadir. Aflatoksinle kontamine olan gidalari ihra¢ etmek miimkiin olmamakta ve
cogu kez iiriin imha edilmek zorunda kalmakta veya denetim mekanizmasi yetersiz olan
tilkelerde i¢ pazarda tiiketime sunulmaktadir. Bu durum agir ekonomik kayiplara yol
acmakta ve s6z konusu iilkelerde insan saglig1 acisindan tehdit olusturmaktadir. Ayrica
yemlerde bulunan aflatoksin de, hayvanlarda 6liime kadar giden ¢ok ¢esitli etkilerinin
yanisira verim diisiikliigiine yol agarak ekonomik sorunlara neden olabilmektedir. Biitiin
bu nedenlerle, gida ve yemlerde aflatoksin olusumunun Onlenmesi biiyilk Onem
tasimaktadir (Abbas, 2005).

Sorunun ¢6ziimiiniin énemli bir pargasi isletmelerde ham maddeden mamule
kadar tiim asamalarda aflatoksin analizleri ile kontroldiir. Giliniimiizde aflatoksinlerin
tayininde metanol su ile ekstraksiyon, ekstraktin immuno affinite kolon ile temizlenmesi
HPLC ile ters faz kromatografik ayrim, kolon sonrasi tiirevlendirme ve floresans
dedektor ile teshis ve tayin tek yontem haline gelmistir. HPLC ¢ok pahal1 bir cihazdir ve
sarf malzemeleri de pahalidir. Bu nedenle orta ve kii¢lik isletmeler kurulmasi miimkiin
olamamaktadir. Bundan 20-30 yil Oncesine kadar kullanilan TLC, c¢ok ekonomik
olmakla birlikte; kromatografik ayrimin yetersizligi, teshis ve tayin limitlerinin
yeterince diisiik olmamasi ve TLC’de kantitatif tayini yapacak ve kromatogramdaki
beneklerin floresans yogunluklarin1 okuyan densitometreler ¢ok pahali olmasi
densitometresiz, gozle yapilan numune ve standart beneklerinin karsilastiriimasi
seklindeki miktar tayininin yetersiz kalmasi gibi nedenlerle giiniimiiziin ihtiyaglarini
karsilayamama gibi 6nemli sorunlart vardir. Bu nedenle aflatoksin tayinlerinde
tilkemizde ve bati iilkelerinde HPLC metotlar1 resmi metotlar haline gelmistir. Ancak
hem bu cihazin fiyati ve hemde kullandig1 sarf malzemelerinin ¢ok pahali olmasi
nedeniyle aflatoksin sorunu olan KOBI isletmeleri bu analizleri yeterince
yapamamakta/yaptiramamakta ve dolayisiyla aflatoksin yoniinden otokontrollerini

yapamamaktadirlar.



Tezin temel amaci klasik olarak aflatoksin miktarinin TLC iizerinde gozle tayini
(TSE,1985) ile aymi sartlarda elde edilen plaka goriintiisii lizerinde yapilan goriintii
analizi ile miktar tayini karsilastirilarak goriintii ile miktar tayininin ne kadar daha
basarili ve yiiksek performansl olabilecegini ortaya koymak ve bu hipotezi bilimsel bir
calisma ile ispatlamaktir. Ayrica gozle yapilan miktar tayininde goziin géremedigi
diizeyler dogal olarak miktar tayini simirlari igine girmemektedir (Teshis limitinin
altinda, tayinin altinda gibi). Oysaki giiniimiizde herhangi bir dijital kamerayla ¢ekilen
plaka goriintiisiinde bu diisiik diizeydeki benekler goriiliir hale gelebilmekte ve
dolayisiyla goriintii iizerinde yapilan miktar tayininde teshis ve tayin limitleri daha da
diisebilmektedir. Boylece tezin bir diger amaci da UV altinda plakanin fotograf
¢ekiminin parametreleri (diyafram agikligi, enstantane, hassasiyet vb.) iizerinde
degisiklikler yaparak gozle goriinemeyen benekleri goriiniir hale getirmek ve metodun
teshis ve tayin limitini diisiirmektir. Boylece bir dl¢tide TLC’nin performanst HPLC’nin
performansina yaklastirilmis olur.

Yukarida sayilan ama¢ ve hedeflerle plaka tizerinden gézle yapilan tayinden
daha bagarili bir kantitatif degerlendirme yapilarak, giiniimiiz popiiler teknolojisinin

laboratuvar teknolojisinde nasil kullanilabilecegi gosterilmistir.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

2.1. Aflatoksinler hakkinda genel bilgi

Mikotoksin kelimesi, Yunanca fungus anlamina gelen “Mycos” ve latince zehir
anlamma gelen “Toxikon” kelimelerinin bilesiminden olusmustur. Mikotoksikosis,
mikotoksinler ile kontamine olmus gida ve yemleri tiiketen insan ve hayvanlarda
meydana gelen hastaliga verilen isimdir. Mikotoksinlerden {izerinde en ¢ok g¢alisma
yapilan mikotoksinler aflatoksinlerdir. Toksinin asil etmeninin Aspergillus flavus adli
bir fungus oldugu belirlenmistir. Bu nedenle kesfedilen bu toksine Aspergillus flavus
toksin yani, aflatoksin ad1 verilmistir.

Toksinin, kanathilarda bir gesit karaciger kanserine neden olmasi ve ayni etkiyi
diger deney hayvanlarinda da gostermesi, insan i¢in de benzer bir karsinojen etken
olabilecegi kaygisini yaratmistir. Iste bu bilesikler gida ile viicuda alindiginda
kanserojen, mutajen, teratojen, tremojen, hemoraljen, dermatojen, neurotojen, netrojen
etkileri olup; karaciger, bobrek, kas, sinir dokularinda ve hormon sisteminde onemli
kronik zararlamalar yaparlar ve zaman zaman da akut 6liimciil etkileri de goriilmektedir.
Mikotoksinlerin en dnemli 6zelligi, viicutta biriken toksisitesi olmasi ve zamana bagl
olarak geri doniisiimii olmayan bozukluklar birakmasidir. Bu zararlar kisilerin
beslenme, yas, stres durumlari ile etkilesim halindedir. Yasin toksin hassasiyeti ile ters
orantili oldugu bildirilmektedir (Coksdyler,1996).

Bilinen mikotoksinler i¢inde en fazla toksik etkiye sahip olup, dogada yaygin
olarak bulunan Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus funguslarinin metabolitleri
olan aflatoksinlerdir. Aflatoksinler esas olarak bu tiirler tarafindan olusturulan ve
birbirine yakin bilesimde 17 kadar mikotoksine verilen genel isimdir (FAO,1990). Bu
aflatoksinlerden en 6nemli formu AFB;, AFG;, AFB,, AFG; olup gidalarda en ¢ok bu
aflatoksinler aranmaktadir. Aflatoksin igeren yemlerle beslenen siit sigirlarinda
aflatoksinler, AFM; ve AFM, seklinde iki farkli yapiya doniisiirler. Aflatoksin B;1’den
daha kiiciik Rf’e sahip ve UV 15181 altinda mavi menekse renk veren bu faktore siit
toksini ad1 verilmistir (Abbas, 2005).

Bitkisel gida ve yem maddelerinde en sik rastlanan dort farkli aflatoksinin

kimyasal yapis1 asagida verilmistir
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Sekil 2.1. Baz1 aflatoksinlerin kimyasal yapilar1 (Ozkaya ve Temiz, 2003).

Mikotoksinler —miisaade edilebilir limit diizeylerinin  belirlenmesinde
mikotoksinlerin toksik etkileri yaninda; o fiilkedeki iiriinlerde mikotoksin diizeyi;
pratikte kullanilabilir analiz metotlarin1 giivenli olarak tayin edebilecekleri minimum
toksin diizeyi, mikotoksinlerin {liriinlerde dagiliminin getirdigi problemler ve iilke ici-
dis1 ticaret ve ilgili mevzuat etkili olabilmektedir. Bunun yaninda halk sagligi ve
ekonomik kayiplar diisiiniilerek aflatoksinlerin gidalarda bulunma diizeylerine ¢ok
sayida llke tarafindan yasal smirlamalar getirilmistir. Gilinlimiizde Tiirkiye’de gida
tirtinlerinde izin verilen aflatoksin B; igin alt ve iist limitler 0,10-12 ug/kg, toplam
aflatoksinin (AFB;+AFB,+AFG;+AFG,) kabul edilebilir alt ve tist limitleri 4-15 pg/kg,
aflatoksin My i¢in alt ve iist limitler 0,025-0,050 pg/kg arasindadir.

Boylesine eser miktarda olan kontaminasyon seviyelerinin tespiti, cok duyarl ve

kesin sonuglar veren metotlarin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Bu amacla degisik



gida maddelerinden mikotoksinlerin ayirimi ve teshisi i¢in birgok farkli metot
gelistirilmistir. Bunlar TLC, HPTLC, HPLC, Mini kolon kromatografisi, ELISA,
Kapiler Elektroforez vb. gibi yontemlerdir. Bunlarin bir kismi kantitatif, bir kism1 da
kalitatif yontemlerdir (Coksdyler,1996).

Yaygin kullanilan HPLC ve TLC metotlar1 dogrulama ve referans metot
ozelliginde iken, ELISA metotlar1 tarama metodu 6zelligindedir ve ¢apraz reaksiyonlar
nedeniyle sahte pozitifleri olabilmektedir. Bu nedenle pozitif bulgular1 mutlaka
kromatografik bir yontem ile dogrulanmalidir ancak daha da onemlisi sahte negatifleri
olabilmektedir (Anklamvd, 2002).

Ince Tabaka Kromatografisi (TLC), Yiiksek Performanshi Ince Tabaka
Kromatografisi (HPTLC) ile aflatoksin tayin metotlar1 1970’li yillardan itibaren AOAC
International’in yayinladigi resmi metotlar i¢inde yer almistir. Ancak teshis ve tayin
limitlerinin siit ve hububat gibi iiriinlerde giiniimiiz aflatoksin/mikotoksin kodeks
limitlerini (MRL) karsilayamamasi, tekrarlanabilirliginin HPLC’nin gerisinde kalmasi
ve kromatografi Oncesi ekstrakt temizleme islemlerinin fazlaligi nedeniyle bati

tilkelerinde son aflatoksin tayini metotlarinin hemen hemen hepsi HPLC metodudur.

2.2. Ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Kromatografi, bir ayrim teknigi olarak, ilk defa 1903 yilinda Rus botanik¢i
Tswett tarafindan bitki ekstraktindaki maddelerin ayrimi i¢in kullanilmis ve renk renk
ayrisan bantlar nedeni ile teknige “kromatografi” adi verilmistir. Ilk ince tabaka
uygulamasi 1938’de Izmailov ve Shraiber tarafindan, daha az sorbent ve daha az
numune Kkullanan pratik bir metot arayisi nedeniyle gergeklestirilmistir (Sherma ve
Fried, 2005).

Asil gelisme 1946-1956 yillan arasinda olmus ve giiniimiiz TLC teknigi (tank
icinde plaka ve dipteki solventin kapilarite ile yukariya dogru ilerlemesi ve plakaya
onceden uygulanmis olan beneklerdeki bilesenlerin plaka iizerinde ilerleyen solvent ile
ayrimi) sekillenmistir. Bu yillarda yontemin adi “Thin Layer Chromatography, TLC”
olarak sekillenmigtir. TLC 60’11 yillarda bilinen en giicli ayrim teknigidir.
Aminoasitlerden sekerlere, organik asitlere vb. her tiirlii kimyasal gurubun ayrimi igin
metotlar gelistirilmistir. 1969°da yayinlanan Stahl’m ikinci kitabinda tim metotlar

bulunmaktadir. 1970'lerde hazir plakalar ve 1980'lerde yiiksek performanshl plakalar



(HPTLC) gelistirilmistir. Glinimiizde “Ultra” ince plakalarin seperasyon kimyasinin
gelecegini olusturacag distiniilmektedir (Olesik vd, 2014).

Klasik TLC sistemi; 10x22x22 cm boyutlarinda kapakli bir kromatografi odasi
(chamber) veya tanki, plakaya numune uygulama diizenegi ve plaka tizerindeki ayrimi
goriintiileyebilmek icin bir UV lambasi veya kabini ve kullanilip atilan kromatografi
plakalarindan olugsmaktadir. Aflatoksinlerin kesfedildigi 1960 yilindan itibaren TLC tek
tayin yontemi olarak 1980’li yillara kadar kullanila gelmistir. Halen diinyanin ¢ok
sayida iilkesinde resmi yontemler TLC’ye dayanan yontemlerdir. Klasik TLC’nin
performansi daha iyi ayrim, plaka lizerinden miktar tayini ve daha kiiciik miktarlar
teshis yoni ile gelistirilebilir, pratikligi artirilabilir, maliyeti disiiriilebilir ve bdylece
otokontrolde kullanim1 daha kolay kabul goriir. Modern TLC teknikleri bu 6zelliklere
sahiptir ancak ¢ok daha pahalidir (Coksoyler, 1996).

TLC ile aflatoksinin miktar tayininde kullanilan densitometreler ¢ok pahali bir
sistem oldugundan dolayr densitometre yerine Goriintii Analiz Teknigi kullanilarak

daha pratik ve ucuz bir yontemin kullanilabilecegini gosteren ¢alismalar mevcuttur.

2.3. Goriintii ve Goz ile Analiz

Gilinlimiizde hizl1 teknolojik gelisim igerisinde canlilardaki yapilar incelenerek
bulunan yeni 6zellikler bilgisayar ortamina aktarilmaya ¢aligilmaktadir. Goriintii igleme
acisindan insan algilama sistemi; goriintii yakalama, gruplama ve analiz konusunda
bilinen karmasik sistemdir. Goriintii isleme ise, bir goriintiiden baska bir gériintiiniin
elde edilmesi igin kullanilan tekniklerin bitiiniidir. Gorinti isleme teknikleri,
goriintiiniin insan veya bilgisayar tarafindan anlasilabilmesi ya da yorumlanabilmesini
saglamay1 hedeflemektedir (Hisar, 2011).

Ruiz ve Ochoa (1997) tek boyutlu TLC ile ayirdiklar lipitlerin miktarini goriintii
analizi ile belirlemislerdir. Bu yolla lipidlerin miktarlarini nanomol diizeyinde
belirleyebilmislerdir.

Hung ve Tie-xin (2008), Echinacea purpurea (L.) Moench (ekinezya, kirpi otu)
bitkisinde sikorik asit tayininde TLC miktar tayininde goriintii analizini kullanmiglardir.
Arastiricilar, bu yolla miktar tayininin ¢ok ekonomik oldugu ve metot performansinin

da iyi oldugunu belirtmislerdir. Yaptiklar ¢alismada kalibrasyon kurvesinin 0.25-1.0 pg



araliginda dogrusal olup R? degerinin 0.9917 oldugunu ve tayinin teshis limitinin 0. 067
ug olarak hesaplandigini bildirmislerdir.

Bansan ve ark. (2008), ¢ok basit bir goriintii analizi algoritmasi kullanarak
(beneklerin 2 bit’lik goriintiilerini olusturup miktarla orantili giden benek alaninin
hesaplanmasi) biyodizel igindeki %0.1 diizeyindeki gliserolin miktar tayinini
yapabilmislerdir.

Goriintii analizi ile densitometrenin karsilastirilmasina ait iki farkli ¢alismanin
birincisinde; Vovk ve Prosek (1997), densitometre ile goriintii analizini TLC
plakalarmin kantitatif degerlendirmesi i¢in karsilastirmiglardir. Yaptiklar1 ¢alismada 2
goriintli analizi sisteminin de hassasiyet yoniinden densitometrik degerlendirmenin ¢ok
gerisinde kaldigii belirtmislerdir. Buna karsilik Ceftriaxonesodium (CFX) miktarinin
TLC {izerinde densitometre ve goriintii analizi ile karsilastirmali yapilan bir diger
calismada hem densitometre hem de goriintii analizi ile elde edilen standart kurvelerin
R? degerleri 0.99°dan yukar1 bulunmus ve goriintii analizinin densitometre ile mukayese
edilebilir sonuglar verdigini, miktar tayini i¢in pahali densitometrelere gerek olmadigini
belirtmislerdir.

Aflatoksinlerin kantitatif tayininde TLC ve goriintii analizinin kullanildig1 ¢ok az
calisma vardir. Bolimiimiizde; Karakas (2014), TLC’de aflatoksinlerin tayininde
goriintii analizinden yararlanmistir. Bu ¢alismada plakaya numune ile birlikte bir seri
aflatoksins tandartlari uygulanmis, plakanin 365 nm UV 15181 altinda dijital kamera ile
gorlintiisti alinmig ve bu gorintiiler Photoshop CS.7 programi kullanilarak renk gri hale
getirilmis ve bir jel elektoforezi degerlendirme programi olan Gel Quant programa ile bu
islenmis goriintli {lizerinden aflatoksin beneklerinin dijital goriintiileri pikler haline
getirilmistir. Program piklerin alanlariin toplam alanin %’si olarak vermektedir. Bu
degerler kullanilarak standart piklerinin relatif alanindan kalibrasyon kurveleri ¢izilmis
ve numunenin rolatif alani kullanilarak kalibrasyon kurvesi {izerinden numune
benegindeki aflatoksin miktar1 hesaplanmistir. Bu ¢alismada kalibrasyon kurvesinin R?
degeri 0.91-0.99 arasinda degismistir.

Goz ile aflatoksin tayinini goriinti analizi ile karsilastiran hicbir bilimsel
caligmaya rastlanmamistir.

GOz ile aflatoksin tayini standart ve numune beneklerine bakarak bunlar

floresans yogunluklar1 yoniinden karsilagtirmaya dayanmaktadir. Bu karsilastirma



secilen numune beneginin hangi standart beneginden daha yogun ve/veya hangi standart
beneginden daha soluk olduguna bakmak seklinde yapilmakta ve farksiz goriilen ile de
ayni kabul edilmektedir (Coksdyler, 1996). Literatiirde adlandirilmamis olmakla birlikte
biz buna duyusal analiz diyebiliriz.

Duyusal analiz, duyu organlarimizla degerlendirmeye dayanir. Duyusal analizin

esik testi, farkliliklarin testi ve dereceleme gibi ¢esitleri vardir (Abbas, 2005).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu c¢alismamizda materyal olarak Sigma firmasindan saglanan Aflatoksin B; saf
standardindan hazirlanan degisik konsantrasyonlarda aflatoksin ¢ozeltileri, 20%20
cm’lik ince tabaka kromatografisi plakalart (Merck 5553) ve Sigma Aldrich marka
10 ul’lik kapilar pipetler, cesitli develope solventleri kullanilmigtir. EKipman olarak
klasik TLC tanki, LVP marka LVP 75 model UV kabini, AMPL firmasindan satin
alinan paket program Gel Quant Jel elektroforezi goriintiileme sistemi, Samsung
GalaxyNote4 Cep telefonu kamerasi, Fujifilm Marka ve Canon 5D mark 11 marka dijital
DSLR kameralar kullanilmistir.Ayrica bu proje icin 6zel olmak {iizere aflatoksin
beneklerini dogrudan ilk kamera goriintiilerini kullanarak sayisallastiran ve sonuglari
listeler halinde veren, hata diizeltme 6zelligi bulunan bir goriintii analizi yazilimi da

hazirlattirilmistir.

3.2.Yontem
3.2.1. Aflatoksin standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

50 adet vial numaralandirilarak kapaklar1 ile birlikte tartilmig, tartimlar
bilgisayara kaydedilmistir. Bos beher agzi aliiminyum folyo ile kapatilip tartilmistir.
(Gr:19,2653). Behere yaklagik olarak 7 ml Asetonitril:toliien (98+2) ilave edilip
tartilmig  (solvent+vial:25,4875) {istine standarttan 1 ml eklenip tartilmistir
(solv+beher+std:26,2054). Daha onceden tarttimi yapilan viallere asetonitril:toluen
(98+2) solventi ilave edilip tartilmigve tartimlar kaydedilmis ve ¢izelge 4.1°de
gosterilmistir. Hazirlanan yeni standarttan degisik konsantrasyonlarda numune elde
edilmistir. Baska bir deyisle tiim ¢ozeltiler gravimetrik olarak hazirlanarak AFB;

konsantrasyonlar1 belli bir ¢ozelti serisi elde edilmistir.
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3.2.2. Cozeltilerin plakaya tatbiki

Calismalarda 10x10 cm ve 20x10 cm’lik silikajel G60 plakalar kullanilmustir.
Plakaya tabandan itibaren 2 c¢cm yukarida hayali bir hat iizerine birer cm araliklarla
kursun kalemle plakaya zarar vermeksizin tatbik noktalar1 isaretlenmistir. Bu noktalara
yukarida madde 3.2.1°de verilen standartlar AFB; ¢6zeltileri kapiler kilcal 10 ul’lik
pipetler kullanarak Ornekler tatbik edilmistir. AFB; ¢ozeltileri pipete 1-2 sn iginde
kapilarite ile 10 pl ¢izgisine kadar alinmis kendi 6zel puari ile yaklasik 0,2 ul’lik
porsiyonlar halinde pipet i¢indeki AFB; ¢ozeltisi uygulanmistir. Uygulamada benek
capinin 0,5 cm civarinda kalmasina 6zellikle dikkat edilmistir. Her uygulanan benegin
tizeri 151k almamasi igin aliiminyum folyo ile Ortiilmiistiir. Tiim ¢alisma 15181 azaltilmig

oda 151¢inda yapilmis spotlar kuruduktan sonra plaka devolope edilmistir.

3.2.3. Plakalarin developesi

Developede klasik kromatografi tanki kullanilmistir (22x22x10). Tanka 0,5cm
yiiksekliginde Karakas (2014) tarafindan kullanilan TBME:metanol:su (480:15:5)
solventi konulmustur. Plaka tanka daldirildiktan sonra devolope edilmistir. Solventin
ilerleme yoniindeki plaka boyu 10 cm oldugu igin klasik TLC’den farkli olarak tepeye
solvent stop ¢izgisi ¢izilmemistir. Plakalar, solvent plakanin tepe noktasina ulasincaya
kadar devolope edilmistir. Plaka iist smira ulastigi anda plaka tanktan gikarilip

kurutulmustur.

3.2.4. Plakalardaki dijital goriintiilerin alinmasi

Devolope sonrasi plakalar kurutulduktan sonra karanlik odada UV kabininde
tstten fujifilm DSLR kamera, Canon 5D mark Il Kamera ve jel elektroforezi
goriintiileme sistemi (Bio-Rad), kamera ve Samsung GalaxyNote4 ile fotograflari
cekilmistir. Bio-Rad cihazi kendi optimizasyonunu yaptig1 i¢in onun ¢ekim sartlarina
miidahale edilememistir. Cep telefonu kamerasinda pozlama degeri ve ISO ayar
degistirilerek smirli bir optimizasyona gidilmistir. Ancak diger DSLR kameralar ile
cesitli ISO, enstantene ve diyafram degerlerinde goriintiiler alinarak en iyi (Soluk

goriintiilerin zeminden farkli olarak goriilebilmesi ve plakadaki en parlak benegin
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yanmamasi, full beyaz gelmemesine dikkat ederek) goriintii optimizasyonu yapilmistir.
Fujifilm kamera ile 1/8 -1/6-1/3-1 sn’lerinde elde edilen goriintiiler Gel Quant programu ile
degerlendirilerek her benege ait miktar degerleri elde edilmistir. Elde edilen degerlerin
gercek degerlere karsi degisimi dogrusal ve logaritmik regresyon ile ortaya konmustur.

Bunlara ait regresyon grafikleri EK 14 ile EK17°de arasinda yer almaktadr.

3.2.5. Plaka iizerinde beneklerin gozle incelenmesi

Plakalarin goriintiileri alindiktan sonra gozle incelemeye gecildi. Plakada
aflatoksinlerin gozle incelenmesi, karsilastirilmas:1 ve miktar tayini 10 kisi (panelist)
tarafindan yapilmistir. Gozle tayinde (Coksoyler, 1996)’da belirtildigi gibi gdzlemci
gozleri karanliga alistiktan sonra standart beneklerin sekillerini, parlaklilarini ve testin
amacma gore de parlaklik ve biyiikliklerinin birbirinden farkliliklarin1 veya

benzerliklerini tespit etmeye ¢alisilmis ve kararlarini yaziciya sdylemislerdir.

3.2.6. Plaka iizerindeki beneklerin dijital goriintiillerinin alinmasi ve goriintiileme
ekipmanlarinin karsilastirilmasi

Bu amagla 20x10cm’lik bir cam TLC plakasina AFB; ¢ozeltilerinden rastgele
secilen 19 tanesi sira ile uygulanmis develope edilen plakanin asagida belirtilen 4
goriintlileme araci ile dijital goriintiileri alinmistir.

Bu goriintiileme cihazlart; tiniversitemiz Tip Fakiiltesi, Temel Tip boliimiinde
bulunan Gel Doc XR+ marka bir jel goriintiileme cihazi, Samsung GalakxyNote4 marka
cep telefonu kamerasi, Fujifilm marka DSLR kamera ve Canon 5D Mark Il marka
profesyonel DSLR kameralaridir. Bunlardan Jel goriintiileme cihazi 6zel alttan aydinlatma
sistemi oldugu i¢in dort goriintiileme cihazinin karsilagtirlmasinda Cam sirtli TLC plakasi
kullanilmistir. Diger ¢alismalar sadece Fujifilm DSLR kamera kullanildigi igin istten

aydinlatmaya uygun olan aliiminyum sirtli TLC plakalar1 kullanilmistir.
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3.2.7. Gel Quant programu ile goriintii analizi

Madde 3.2.6°da belirtilen kameralar ile 10x10 cm ve 20x10cm’lik plakalardan
elde edilen goriintiiler ilk 6nce photoshop CS.7 programi kullanilarak goriintii gri
tonlama (siyah beyaz) hale getirilmis ve BMP formatinda kaydedilmistir. BMP
formatinda kaydedilen goriintii Gel Quant jel elektroforez programinda agilip beneklerin
pikleri ve pik alanlar1 olusturulmustur. Goriintii analizi yapilirken program spot
parlakliginin yetersiz oldugu durumlarda spotu (benegi) pik olarak gérmez veya plakada
varsa bir Kirlilik (toz) pik olarak gordiigii durumlarda elle diizeltme yapilmistir. Pik
alan1 olugmayan benegin pik alani olusturulmus ve programin kirlilik olarak goérdiigi
pikler kaldirilmistir. Program piklerin alanlarinin toplam alanin %’si olarak vermektedir
(Karakas,2014). Goriintiiniin  photoshop CS.7 programinda tonlamanin gri hale
getirilmesi EK 5’te,goriintlideki beneklerin pik alan1 EK 6°da verilmistir.

3.2.8. Gidalarda ince tabaka kromatografisi ile kantitatif tayininde goriintii
analizinin kullanilmasi projesi i¢in hazirlattirilan 6zel yazilim ile tayin

Bu calismamiz igin Ozel gelistirilen programda tayin yaparken ilk olarak
programda goriintii agilmistir. Mavi renk benekler lizerinden islem yapilacagi i¢cin mavi
rengin bulundugu kutu aktif hale getirilmistir. Ardindan soldan saga dogru plakadaki
beneklerin iizerine tiklanip hesaplama islemi yapilmistir. Dogru sonucu aldigimizi
gormek icin benek iki defa tiklanip programdan hesaplama islemi yapilmistir ayni sonug
alindiysa benegin hemen altindan bos alana tiklayip kor nokta da hesaplanmistir

ardindan pik kaydedilmistir. Ayn1 islemler tiim pikler i¢in yapilmastir.

3.2.9. Goz ile yapilan tayin, jel elektroforezi programu ile yapilan tayin ve proje
icin hazirlanan 6zel yazilim ile tayinin karsilastirilmasi

Duyusal bir degerlendirme olan goz ile beneklerin floresan yogunluklarinin
karsilastirilmasi, kisilerin UV kabininde plaka iizerindeki benekleri gozlemleyerek
yogunluklarini karsilagtirma seklinde yapilmistir. Goriintii analizi yontemi olan diger iki
yontem (GelQuant ile projeye Ozel yazdirilan program) ise plakalarin UV altinda
Fujifilm marka DSLR kamerasi ile ¢ekilen dijital goriintiileri kullanilarak yapilmistir.

Karsilastirma ii¢ ayr1 kategoride yapilmistir. Bunlardan ikisi duyusal analizlerde
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kullanilan siralama testi ve farkliliklar1 ortaya koyan iicgen testidir. Ugiincii kategori ise

enstrumental analizlerde kullanilan kalibrasyon kurvesi ile miktar tayinidir.

3.2.9.1. Siralama testi

Bu amagcla 4 adet 10X10 cm’lik plaka {izerine rast gele segilen standartlar ile
9’ar noktaya 10’ar pl AFBI1 ¢ozeltisi tatbik edilmis develope edilen plakalar 10 kisi
tarafindan gozle incelenerek soluktan parlaga dogru beneklerin sira numaralarini siraya
dizmeleri istenmistir. Plakalar her kisi/paneliste ikiser defa siralama i¢in sunulmustur.
Panelistlerin yaptiklar1 siralama beneklerdeki aflatoksin miktarlarinin  gergek sira
numaralarma karst dogrusal regresyon ile degerlendirilmistir. Gorlintii analizi programlari
ile yapilan degerlendirmeler i¢in plakalarin UV altinda cekilen dijital goriintiileri
kullanilmis ve her iki programla da benek floresans yogunluklar1 miktarlara ¢evrilmistir.
Programlarin benekler i¢in belirledigi miktarlarin sira numaralar1 panelistlerde yapildig
gibi gercek miktarlarin  sira numaralarina  karst  dogrusal  regresyon ile
degerlendirilmistir. Bu regresyon analizlerinin grafikleri sekil 3.17-3.20 arasinda

verilmistir.

3.2.9.2. Ucgen testi

Testte 5 farklilik diizeyi test edilmistir. Bu farkliliklar sirasiyla; %50, %30, %20,
%10, %5’tir. Her farklilik diizeyinde hazirlanmis olan ikiser plakalarda biri farkli ve
ikisi ayn1 olmak {iizere liger adet standart uygulamasindan olusan 6 set 20x10 cm’lik
plakaya tatbik edilmistir. Tatbik edilen kombinasyonlar ve bu kombinasyona ait plaka
goriintiileri sadece beneklerin bulundugu kisimlar seritler halinde kesilerek olusturulan
tablo, cizelge 4.3’te verilmistir. Uggen testinde ikisi bir birinin ayni ii¢iinciisii farkl1 olan
tic diizeyden farkli olanin bulunmasi istenmektedir. Eger diizeylerden birine “A” ve
digerine “B” dersek karsimiza AAB, ABA, ABB, BBA, BAB, BAA sekinde 6
kombinasyon ¢ikar. Bu kombinasyonlardan olusan 10 plaka panelistin Oniine rastgele
bir sira ile konulmustur. Her iiglii yapida farkli olanin hangisi oldugu paneliste
sorulmustur ve tek olan1 numarasi ile birlikte sdylemeleri istenmistir (1-2, 2-3, 3-3, 4-1,

5-2 gibi).
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Farkli olanin tamamen tesadiifi olarak bulunma ihtimali 1/3’tiir. Panelist ¢ok
sayida Oniine konulan bu testlerde farkli olan1 yakalama orani 1/3’ten dnemli 6l¢iide
biiyiikse bu diizeydeki farklilik panelistler tarafindan algilaniyor anlamina gelmektedir.
Istatistiki dnemde farkliliklar1 belirleme sayilart Huss (1995) tarafindan verilen tabloda

yer almaktadir. Yaptigimiz ¢alismada n=12"den yararlanilmistir.

Cizelge 3.1. Istaistiki farkliliklar1 belirleme tablosu

Onemlilik diizeyi (%) Onemlilik diizeyi (%)

n 10 5 1 01 n 10 5 1 01
3 3 3 - - 2613 14 15 17
4 4 4 - - 27 13 14 16 18
5 4 4 5 - 28 14 15 16 18

29 14 15 17 19

30 14 15 17 19
6 5 5 6 - 3115 16 18 20
7 5 5 6 7 3215 16 18 20
8 5 6 7 8 331517 18 21
9 6 6 7 8 3416 17 19 21
10 6 7 8 9 35 16 17 19 22
11 7 7 8 10 36 17 18 20 22
12 7 8 9 10 42 19 20 22 25
13 8 8 9 11 48 21 22 25 27
14 8 9 10 11 54 23 25 27 30
15 8 9 10 12 60 26 27 30 33
16 9 9 11 12 66 28 29 32 35
17 9 10 11 13 72 30 32 34 38

N
©
=
o
=
o
=
N
=
w

78 32 34 37 40
84 35 36 39 43
90 37 38 42 45
96 39 41 44 48

N
o ©
= e
o o
el
[EN N
=
w N
=
N

21 11 12 13 15
22 11 12 14 15
23 12 12 14 16
24 12 13 15 16
25 12 13 15 17

Testin yapilist yine Huss (1995) tarafindan oOnerildigi sekilde tim
kombinasyonlar ikiser defa hazirlanmis ve toplam 12 kombinasyon birer kiigiik kagida
yazilmis ve kagitlar baska biri tarafindan karistirilmis ve bu karisimdan kagitlar elle
rastgele alinarak kombinasyonlarin plaka tizerinde siralari belirlenmistir. Cizelge 4.3 te

goriildiigii gibi 12 kombinasyondan en az 8’inin dogru olarak belirlenmesi durumunda
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farklilik p=0.05 diizeyinde 6nemlidir demektir. Degerlendirmelerimizde esas olarak bu
diizey benimsenmigtir. Tiim farklilik diizeylerinde panelistlerin ve programlarin dogru

cevap sayilar ¢izelge 4.4’te verilmistir.

3.2.9.3.Kalibrasyon kurvesi ile miktar tayini

Bu amagla 20X10 cm’lik plakada ilk 6 adedi artan bir seri olacak sekilde 0,02-
0,03-0,05-0,1-0,2-0,3 ng/ul ¢ozeltilerinden 10’ar ul tatbik edilerek her bir benekte sirasiyla
0,2-0,3-0,5-1-2-3 ng AFB; olan bir kalibrasyon kurvesi olusturulmustur. Daha sonraki
benekler rastgele segilen aflatoksin ¢ozeltilerinden 10°ar ul tatbik edilerek karsilagtirma
yapanlar ve programi kullananlar tarafindan bilinmeyen bir seri benek olusturulmustur.
Plaka develope edildikten sonra, plakanin UV kabininde dijital goriintiisii alinmustir.

Kalibrasyon kurvesi ile miktar tayini Gel Quant ve 6zel programla yapilan goriintii
analiz sonuclar i¢in agagidaki gibi kullanilmustir.

Kullandigimiz iki goriinti analiz programi1 ile tim AFB; benekleri
sayisallagtirilmigtir. Her iki programda da ilk 6 standart benek serisine ait AFB;
miktarlarina karsilik o benekler i¢in programlarin verdigi sayisal degerler kullanilarak
Microsoft excel’de bir kalibrasyon kurvesi elde edilmistir. Kurvelerin program tarafindan
denklemleri ve R? degerlerinin yazilmas: saglanmistir. Bu kalibrasyon kurvesi denklikleri
kullanilarak geri kalan 13 benege ait o program tarafindan bulunan degerler aflatoksin

miktarina gevrilmistir. Bu ¢evrimde asagidaki formiil kullanilmistir.

(PA-b)
a

C : Benektekiaflatoksin miktari (ng)

PA: Kullanilan programdan elde edilen o benege ait floresans degeri
b : Kalibrasyon kurvesindeki sabit deger

a : Kalibrasyon kurvesindeki deger

Program ve kalibrasyon kurvesi ile hesaplanan bu miktar degerlerinin gergegi
yansitma durumu YuodunPlot teknigi ile ortaya konulmaya calisilmistir. Bu teknikte

prensip olarak farkli analitik diizeylerde aflatoksin igeren bir seri numunenin bir yarisi
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referans metot ile diger yarisi gelistirilen metot ile analiz edilmistir. Elde edilen sayi gifti
(X,y: referans, gelistirilen) bir x, y grafiginde referans degerin x, gelistirilen metodunki y
degeri olmak lizere islenir. X’ e kars1 Y nin grafigi ve regresyon denkligi bize gelistirilen
metodun performansini gosterir. Bu ¢alismada x degerleri o benekler i¢in tatbik edilen
aflatoksin miktarlar1 y degerleri ise o benekler igin kalibrasyon kurvesi ile hesaplanan
aflatoksin miktarlarini temsil etmektedir.

Goz ile yapilan tayinlerde de Coksoyler (1996)’de belirtilen karsilastirma yontemi
kullanilmistir. Ancak farklilik olarak, standart serisi aralarindaki farkliliklarin %30’a kadar
oldugu 3.5, 5.0 ve 6.5 birimlerini temsil eden 3’lii bir seri olmayip; 0.2, 0.3, 0.5, 1.0, 2.0 ve
3.0 ng AFB;’den olusan altili bir seridir. Plakay1 gozle inceleyen kisi 6. noktadan sonraki
her noktayr bu 6 standart benegi ile ayni olduguna (bu durumda numune benegindeki
AFB; miktar1 o standart benegi ile ayn1 olduguna karar verilecek) veya hangi iki standart
beneginin arasinda olduguna (bu durumda benegin ig¢erdigi AFB; miktarinin arasinda
oldugu iki standart beneginin ortalamasi kadar olduguna) karar vermistir. Gozle tayin

edilen degerlerin gercegi yansitma diizeyi yine regresyon analizi ile yapilmistir.



4. BULGULAR

4.1. Aflatoksin cozeltilerinin hazirlanmasi

Calismamizda rastgele, birbirinden kii¢iik  farkliliklar ~ gosteren  ancak
konsantrasyonlar1 tarafimizdan net olarak bilinen 50 adet 1.5 ml’lik AFB; c¢ozeltisi
hazirlanmistir.  Cozeltilerin - hazirlanmasinda  volumetrik cihazlar degil 0.1 mg
hassasiyetindeki analitik terazi kullanilmistir. Bu ¢ozeltiler her tiirli 6n tahmini (6n
yarglyl) ortadan kaldimak amaciyla rastgele numaralandirlmistir.  Cozeltiler
kullanilmadigr zamanlarda buzlukta muhafaza edilmis kullanilacaklari zaman karanlik
odada oda sicakligina gelmeleri saglanmistir. Kullanilma siirecinde kapaklari en fazla 2 sn
acik kalmig ve kullamim boyunca solvent buharlagsmasi neticesinde konsantrasyon artisina
miimkiin oldugunca miisaade edilmemistir. Herhangi bir nedenle siipheye diisiiniilen
standart iptal edilerek sistemden gikarilmustir. Sekil 4.1°de bu standartlarin muhafaza sekli

cizelge 4.1°de ise bunlarin numaralar1 ve konsantrasyonlar1 goriilmektedir.
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Cizelge 4.1. Standartlarin numara ve konsantrasyonlari.

Vial no Bos vial (g) solvt+bos (g)  Solvent B+so+st Standart Diliisyon orani
1 2,733 3,505 0,772 3,5312 0,0262 0,032823854
2 2,7546 3,2126 0,458 3,4114 0,1988 0,302679659
3 2,7482 3,3335 0,5853 3,4895 0,156 0,210441117
4 2,7524 3,5446 0,7922 3,5773 0,0327 0,039641169
5 2,7148 iptal #DEGER! 0 #DEGER!
6 2,7087 3,3862 0,6775 3,5305 0,1443 0,175590168
7 2,7386 3,5074 0,7688 3,5745 0,0671 0,08027276
8 2,7352 3,3276 0,5924 3,4165 0,0889 0,130485836
9 2,6753 3,2992 0,6239 3,5019 0,2027 0,245221389
10 2,7146 3,5005 0,7859 3,5615 0,061 0,072027394
11 2,7149 3,4073 0,6924 3,5462 0,1389 0,167087694
12 2,7338 3,5612 0,8274 3,5797 0,0185 0,021870197
13 2,7129 3,4478 0,7349 3,626 0,1782 0,195159347
14 2,7488 3,3054 0,5566 3,4196 0,1142 0,170244484
15 2,7015 3,3164 0,6149 3,4545 0,1381 0,183399734
16 2,7547 3,3554 0,6007 3,5642 0,2088 0,257936998
17 2,7153 3,52 0,8047 3,5472 0,0272 0,032696238
18 2,7148 3,0497 0,3349 3,7252 0,6755 0,66854711
19 2,7543 iptal #DEGER! 0 #DEGER!
20 2,7537 3,5127 0,759 3,5732 0,0605 0,073825503
21 2,6992 3,46 0,7608 3,5067 0,0467 0,057832817
22 2,7268 3,327 0,6002 3,5206 0,1936 0,243890149
23 2,7543 3,4904 0,7361 3,5473 0,0569 0,071752837
24 2,7593 3,393 0,6337 3,5525 0,1595 0,201084216
25 2,716 3,4428 0,7268 3,5117 0,0689 0,086590424
26 2,7224 3,0689 0,3465 3,7296 0,6607 0,655976966
27 2,7255 3,1519 0,4264 3,658 0,5061 0,542734584
28 2,7349 3,0277 0,2928 3,7096 0,6819 0,15527724
29 2,7369 3,2276 0,4907 3,5745 0,3469 0,414159503
30 2,7145 3,322 0,6075 3,511 0,189 0,237288136
31 2,753 3,3852 0,6322 3,6116 0,2264 0,263685069
32 2,7537 3,3704 0,6167 3,5627 0,1923 0,237700865
33 2,7419 3,1099 0,368 3,4856 0,3757 0,505176819
34 2,7356 2,9174 0,1818 3,5834 0,666 0,785562633
35 2,7301 3,2265 0,4964 3,4509 0,2244 0,311320755
36 2,7558 3,2295 0,4737 3,4571 0,2276 0,32454014
37 2,7309 3,1476 0,4167 3,5649 0,4173 0,500359712
38 2,7324 3,0567 0,3243 3,7409 0,6842 0,678433317
39 iptal #DEGER! 0 #DEGER!
40 2,7033 3,3783 0,675 -3,3783 1,249694817
41 2,7045 iptal #DEGER! 3,579 #DEGER! #DEGER!
42 2,7423 3,3929 0,6506 3,5499 0,157 0,19440317
43 2,7212 3,4811 0,7599 3,5528 0,0717 0,086219336
44 2,7348 2,7348 0 3,4414 0,7066 1
45 2,7217 3,2526 0,5309 3,5089 0,2563 0,32558435
46 2,7242 2,9445 0,2203 3,5922 0,6477 0,746198157
47 2,7444 3,1675 0,4231 3,4875 0,32 0,430628448
48 2,7169 3,0355 0,3186 3,3565 0,321 0,501876173
49 2,7308 3,55 0,8192 3,9373 0,3873 0,321011189
50 2,7071 3,1538 0,4467 3,556 0,4022 0,47378961
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Tim kargilastirma ve siralama c¢alismalari konsantrasyonlart 0.021-0.785 ng/ul
arasinda degisen 50 aflatoksin B; ¢ozeltisi kullanilarak yapilmistir. Bu ¢ozeltilerden her
benek i¢cin 10’ar pl uygulandigindan plaka {izerindeki beneklerin igerdikleri aflatoksin
miktarlar1 da 0.21-7.85 ng arasinda degismistir.

Sekil 4.1. Konsantrasyonlarin hazirlanmasi.

4.2. Plaka iizerindeki beneklerin dijital goriintiilerinin alinmasi ve goriintiileme
ekipmanlarimin karsilastirilmasi

Bu amagla Bio_Rad jel goriintiileme cihazi, Samsung GalakxyNote4 marka cep
telefonu kamerasi, Fujifilm marka DSLR kamera ve Canon 5D Mark Il marka DSLR
kameralar1 kullanilmistir. Bu cihazlardan sadece jel goriintiileme cihazinin 1g1k kaynagi
alttan UV verme seklinde oldugu i¢in bu dortlii karsilastirmada cam sirth TLC plakasi
kullanilmustir. Plakaya vial numaralarina gore kabaca konsantrasyonu diisiik olan
standarttan baslanarak 19 benek plakaya tatbik edilmistir. Jel elektroforez goriintiileme
cihazi komple bir sistem oldugu i¢in goriintii o cihazdan bilgisayar ¢iktisi olarak alinmistir.
Diger ii¢ plakanin dort goriintilleme cihazinda iistten aydinlatma yapan boliimiimiizde var
olan UV lambasi(365 nm, 30 W) altinda 365 nm UV 15181 acilmis olarak gozleme
penceresindeki saydam plaka ¢ikarilip yerine fotograf makinesi koyarak goriintii alinmistir.
Bu sartlarda kaba gelecek ¢evre 1siklarini engellemek igin gevre tamamen Karartilmustir.
Kabin ve makinenin birlesim noktasi siyah kumaslarla sarilmistir.Canon5D mark Il

makinasinda yapilan ¢alismada ozel tripod kullanilmustir. Fujifilm DSLR kamera ve cep
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telefonu kamerasi elle tutularak goriintii alinmustir. Bunlara ait goriintiiler sekil 4.2-4.5” te

verilmistir. Bu dort gorilintiiye ait regresyon grafikleri sekil 4.6-4.9°da verilmistir.

Sekil 4.3. Canon 5D Mark Il kamera ile ¢ekilen goriintii.

Sekil 4.4. Samsung Galaxy Note4 cep telefonu kamerastyla ¢ekilen goriintii.
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Sekil 4.5. Fujifilm kamera ile gekilen goriintii.

Cizelge 4.2.Jel goriintiileyicisi, Canon 5D MARK Il DSLR kamera, cep telefonu, Fujifilm
DSLR kamera ile aflatoksin konsantrasyonuna karsit GEL QUANT pik alanlari

konsantrasyon jel goriintiileyicisi ~ Canon 5D Mark |1 Samsung GalaxyNote4 Fujifilm
0,3 2,84 2,71 0,673 1,59
3 7,74 8,5 9,6 9,59
2,1 6,36 6,65 8,22 6,9
0,4 3,24 3,21 1,7 2,15
1,6 5,54 6,5 6,93 6,2
0,8 5,16 3,02 5,18 3,32
1,3 5,86 5,49 5,57 4,86
2,5 8,07 7,49 8,9 8,85
0,7 2,77 4,18 2,89 3,31
1,7 6 6,04 6,31 6,1
0,2 2,63 2,42 1,94 1,4

2 8,02 7,32 10,4 8,03
1,7 6,17 6,6 6,16 6,35
1,8 6,29 6,73 6,43 6,5
0,3 2,36 2,65 0,898 0,654

6,7 12,2 11,2 14,3 1,58
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20
18 y =2,2658x + 1,9417
16 R?2=0,805
14
12
1(8) y =3,869In(x) + 5,2258
R2=0,8756
6
4
2
0 -7
20 1 2 3 4 5 6 7 8
& alantel ——Dogrusal (alan tel)
—— Dogrusal (alan tel) —— Log. (alan tel)

Sekil 4.6. Samsung Gakaxy Note4 cep telefonu kameras: ile ¢ekilen goriintiiniin
regresyon grafigi.

14
y = 1,4596x + 3,1666
R> = 0,8538

12

10

y = 2,4868In(x) + 5,2826
R>=0,9246

0 1 2 3 4 5 6 7 8

@ alansavas ——Dogrusal (alan savas) ——Log. (alan savas)

Sekil 4.7. Canon 5D mark II camera ile ¢ekilen goriintiiniin regresyon garafigi.
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16
14 y =1,5846x + 2,9403
R2=0,8699
12 2
10
8 y = 2,5842In(x) + 5,2464
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6
4
2
0
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& alanjelgdor ——Dogrusal (alanjel gor) ——Log. (alan jel gor)

Sekil 4.8. Bio_Rad jel goriintii cihazi ile gekilen goriintiiniin regresyon grafigi.

25
20 y=2,672x + 1,2998
R2=10,974 L 2
15
10
y =4,0258In(x) + 5,2131
5 R2=10,8248
0 7
T 1 2 3 4 5 6 7 8
-5
& alanfuji ——Dogrusal (alan fuji)j ——Log. (alan fuji)

Sekil 4.9. Fujifilm DSLR kamera ile ¢ekilen goriintiiniin regresyon grafigi.

Canon 5D DSLR kamerasindan cekilen goriintiiye ait regresyon analizinde R?
degeri 0,85, Jel gorintiileme cihazindan ¢ekilen goriintiiniin regresyon analizinde R? degeri
0,86, cep telefonu ile ¢ekilen goriintiiye ait regresyon grafiginin R? degeri 0,80°dir,
Fujijilm kamera ile ¢ekilen goriintiiniin R? degeri ise 0,97 bulunmustur.

Cep telefonu kamerast ile ¢ekilen goriintiilerde en soluk beneklerin goriilmemesi ve
miktarlar ile floresans parlakligi arasindaki hesaplanan korelasyon katsayisinin 0,80 gibi
analitik amagclar icin ¢ok diisiik bir deger olmasi nedeniyle cep telefonu goriintiisii

kullanimindan vazgegilmistir. Diger iki DSLR kamera arasinda 6nemli bir farklilik
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olmamasi nedeniyle kullanimi daha kolay, pratik ve uygulayici oldugundan Fujifilm
kamera ile ¢alismaya devam edilmistir. Fujifilm kameranin da farkli parametrelerde
cekilen gorilintilerin pik alanlar1 olusturularak regresyon analizlerine bakilmistir.
Parametrelerin dogrusal ve logaritmik regresyon grafikleri Ek 14-17 arasinda verilmistir.
Elde edilen regresyon analizlerine bakildiginda ISO 400 1/6 3.6 f parametrelerinde sonug
basarili bulunulmus ve bundan sonraki bdoliimlerinde bu parametreler kullanilarak

goriintiiler alinmastir.

4.3. Goz ile yapilan tayin, Gel Quant jel elektroforezi programu ile yapilan tayin ve
proje icin hazirlanan 6zel yazilim ile tayinin karsilastirilmasi

Duyusal bir degerlendirme olan g6z ile beneklerin floresan yogunluklarinin
karsilastirilmasi, kisilerin UV kabininde plaka tizerindeki benekleri gézlemleyerek
yogunluklarini karsilagtirma seklinde yapilmistir. Goriintii analizi yontemi olan diger iki
yontem (GelQuant ile projeye Ozel yazdirilan program) ise plakalarin UV altinda
Fujifilm marka DSLR kamerasi ile ¢ekilen dijital goriintiileri kullanilarak yapilmustir.
Kargilagtirma {i¢ ayr1 kategoride yapilmistir. Bunlardan ikisi duyusal analizlerde
kullanilan siralama testi ve farkliliklar ortaya koyan iiggen testidir. Ugiincii kategori ise

Enstrumental analizlerde kullanilan kalibrasyon kurvesi ile miktar tayinidir.

4.3.1. Siralama Testi

Bu amagla 4 adet 10X10 cm’lik plaka tizerine rastgele segilen standartlar ile 9’ar
noktaya 10’ar ul AFB; ¢ozeltisi tatbik edilmis develope edilen plakalar 10 kisi tarafindan
gozle incelenerek soluktan parlaga dogru beneklerin sira numaralarini siraya dizmeleri
istenmistir. Her panelistin verdigi cevaplar kaydedilmistir. Plakalar her kisi/paneliste ikiger
defa siralama i¢in sunulmustur Panelistlerin yaptiklar1 siralama beneklerdeki aflatoksin
miktarlarinin gercek sira numaralarina karsit dogrusal regresyon ile degerlendirilmistir.
Ikinci defa panelistlere verilen plakalarin incelenmesinde farkli cevaplar almmustir. Bu da
g0ziin plakay1 incelerken yaniltici olabilecegini gostermistir. Siralamaya ait bir panelistin
ayni plakaya iki defalik gozle tayinin regresyon grafikleri sekil 4.13-4.14’te gosterilmistir.
Goriintiilerin goriintii analiz teknikleri tayininde gozle tayinden basarili bulunuldugunu

gosteren regresyon grafikleri sirasiyla sekil 4.10-4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.10. Gel Quant programinin siralama regresyon grafigi.
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Sekil 4.11. Ozel olarak gelistirilen programin siralama regresyon grafigi.
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Sekil 4.12.Ugiincii panelistin siralama regresyon garafigi.
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Sekil 4.13. Birincipanelistin plakaya ilk gozle tayinin regresyon sonucu.
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Sekil 4.14. Birinci panelistin plakaya ikinci kez yaptig1 gozle tayin regresyon grafigi

4.3.2. Uggen testi

Uggen testi i¢in 20x10 cm’lik plaka iizerine alt1 adet iiglii set ile 6 kombinasyon
halinde plakaya tatbik yapilmistir. Her farklilik diizeyi igin ikiser plaka hazirlanmistir.
Verilen cevaplar dogrultusunda iki plakadan ¢ikan sonuctan kagar tane dogru cevap
verilmesi tizerinden degerlendirme yapilmistir. Panelistlerin yaptigi karsilastirma Huss
(1995) tarafindan belirtildigi gibi yapilmistir. Kombinasyonlarin dizilis siras1 ve plakalara
ait gortintiiler cizelge 4.3°te verilmistir. Panelistlerin verdigi dogru cevaplar ¢izelge 4.4’te
verilmistir.

Gorilintli analizi programlar1 ayn1 veya farkli ifadesini kullanmamakta ve sadece
bize miktarlar sayisal olarak vermektedir. Bu durumda birbirine digerinden daha yakin

olan iki deger ayni, digeri farkl olarak degerlendirilmistir.



Ucgen testi i¢in segilen kombinasyonlar ve benek goriintiileri

Cizelge 4.3.
Test Pla
edilen. ka

farklilik No

Kombinasyonlar

diizeyi
%50 1 BAA;AAB;ABB;
A:3ng ABB,BAB;BAB
B:2ng 2 BBA;AAB;ABA,
ABA;BAA;BBA
%30 1 ABA;BBA;ABB;
A:2,6ng BAB;AAB;AAB
B:2ng 2 BAA;:BAA:BBA;
BAB;ABA;ABB
%20 1 ABB;ABA;AAB;
A:2,4ng ABA;AAB;BAB
B:2ng 2 BAA;BBA;ABB,;
BBA;BAA;BAB
%10 1 BBA;BAA;BAB,;
A:2,3ng ABBABA;AAB
B:2,1lng 2 ABB;AAB;BAB;
BAA;BBA;ABA
%5 1 BAB;AAB;AAB;
A:1,8ng ABB;ABA;ABB
B:L.7g 2 BAA;ABA;BBA;
BAB;BBA;BAA

o
o
=
o
()]
g:
::
-+
[=H]
7}
[=H
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Cizelge 4.4 Panelistlerin 12 kombinasyonda verdikleri dogru cevaplar

Panelist 12 kombinasyonda dogru cevap sayilart
veya program %50 %30 %20 %10 %5
Farklilik Farklilik Farklilik Farklilik
Farklilik
10*** 8* 7 2
1. Panelist 11***
2. Panelist 10*** 7 6 3
11***
3. Panelist 8* 7 6 3
8*
4. Panelist 4 4 5 4
10***
5. Panelist 7 4 3 2
8*
6. Panelist 6 7 5 1
12***
7. Panelist 10%** 10%** 4 1
11***
8. Panelist 6 6 4 1
9**
9. Panelist 5 7 3 2
11***
10. Panelist 8* 8* 3 2
11***
GelQuant prg. 127%** 12%** 12%** 10*** 6
Projeye 6zel Prg. 12%** 12%** 10%** g** 2

*p=0.05dlizeyinde 6nemli
**p=0.01 diizeyinde 6nemli

**%p=0.001 diizeyinde 6nemli
4.3.3 Kalibrasyon kurvesi ile miktar tayini

Bu calisma 20X10 cm’lik plakada ilk 6 adedi artan seride olmak iizere diger 13
adedi rastgele secilerek tatbik edilen plakada 10 kisilik panelist grubu tarafindan yapilan
karsilastirma analizinde panelistlerin verdigi cevaplar dogrultusunda elde edilen verilerle
gorlintii analiz teknikleriyle elde edilen verilen Microsoft excel programinda madde
3.2.9.3’te belirtildigi gibi yapilmistir. Calisma sonucunda gozle analiz teknigi goriintii

analiz tekniklerinin gerisinde kalinmis, goriintii analiz tekniklerinden Gel Quant ile yapilan
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analiz sonucu 0zel gelistirilen program sonucundan daha basarili bulunmustur. Géz ve

goriintii analiz tekniklerinin regresyon grafikleri sekil 4.14-4.17°de gosterilmistir.

3 y = 1,1004x + 0,041
R>=0,9676_—~®

@ prog ——Dogrusal (prog)

Sekil 4.15. Ozel gelistirilen programda YuodunPlot teknigi ile miktar tayinin regresyon
grafigi.

y =1,118x + 0,186
3 R>=0,9817

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

& GelQuant ——Dogrusal (GelQuant)

Sekil 4.16. Gel Quant programinin YuodunPlot teknigi ile miktar tayinin regresyon grafigi.
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3,5
y=1,214x - 0,0271

3 R2=09569 ¢ *
2,5

2
1,5

1
0,5

0

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
& g6z1 ——Dogrusal (goz1)

Sekil 4.17. Panelistlerden en iyi goziin gérdiigii miktar tayinin regresyon grafigi.

3,5

3 4
2,5 y =0,969x - 0,051

R2=10,689

2 2
1,5

1
0,5 4

0

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
& g6z8 ——Dogrusal (goz 8)

Sekil 4.18. Panelistlerden kotii goziin gordiigii miktar tayinin regresyon grafigi.



5. TARTISMA VE SONUC

Gozle yapilan karsilagtirma tayininde panelistlerle yapilan analizlerin R?
degerleri 0,68-0,95 arasinda degismektedir. Gel Quant ile yapilan karsilastirma
analizinde R? degeri 0,98, 6zel olarak gelistirilen programm R? degeri 0,96 olarak
belirlenmistir.

Siralama testinde panelistlerin R? degerleri 0,1-1 arasinda degismektedir. Gel
Quant ile yapilan siralama analizinde R? degerleri 0,87-0,96 arasi dzel olarak gelistirilen
programda R? degerleri 0,72-1 arasinda degismektedir.

Siralama ve karsilagtirma analizlerinin R? degerlerine bakildiginda goriintii
analizleri ile yapilan sonuglar gbéz ile yapilan sonuctan ¢ok daha iyi oldugunu
gostermektedir.

Panelistlerin hepsi %50 diizeyindeki farklilig1 belirlemislerdir. Ancak bunlardan
2 tanesi %5 diizeyinde, biri %1 diizeyinde, geri kalan kisiler %0.1 diizeyinde farklilig
belirlemiglerdir.  Panelistlerden higbiri %10 ve %5 diizeyindeki farklilig:
gozlemleyememistir, belirleyememistir (p>0.05).

Gozle aflatoksin tayininde %30 diizeyi gozle goriiliir bir tayin olarak
goriilebilmektedir (Coksoyler, 1995). Bu ¢alismada %30 diizeyinde dort panelist
farkliliklar1 belirlemis ayni panelistlerin tigli %20 diizeyindeki farkliliklar1 %5 ve % 0.1
diizeyinde belirleyebilmislerdir.

Her iki goriintii analiz programi da %10’a kadar olan farkliliklar1 belirlemis, %5
farkliligr ise belirleyememistir (p>0.05). Yiizde on diizeyinde ise Gel Quant programi
p=0.001 diizeyinde basarili olurken 6zel olarak gelistirilen programin basaris1 p=%]1
diizeyinde olmustur. Sonug olarak es yapma denemelerine gore goriinti analizleri ile
farkliliklar1 belirleme gozle yapilan karsilagtirmanin ¢ok ilerisindedir ve ondan ¢ok daha
basarilidir. Sadece bu tez projesi igin yazilan smirl bir programin gozle tayinden bu
derece onemli farklilik gdstermesi goriintii analizinin ¢ok kolaylikla ve pratik bir sekilde
gozle tayinin yerini alabilecegini gostermektedir.

TLC’de aflatoksinin miktar tayininde goriintii ile tayinde Gel Quant R? degeri
0,98, 6zel olarak gelistirilen programin R® degeri 0,96,g6z ile tayinde R? degeri 0,95-
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0,68 arasinda degismektedir. Bu durum kullanilan her iki goriintii programinin miktar
tayin sonuglar1 gozle tayinden basarili bulundugunu gostermektedir.

Bu tez ¢alismasinda yapilan ¢alismalarda Aflatoksinin TLC’de miktar tayininde
goriintii ile tayinin gozle tayinden basarili bulundugu gosterilmistir. Bu kadar
ekonomik, ilave higbir yiik getirmeyen, gozle tayinden hem ¢ok daha pratik, hem de ¢cok
daha basarili olan bu yOntemin bu tez ¢aligmasinin yayinlanmasi ve/veya bu tezden
hazirlanan makalenin yayilanmasi sonucu iilkemizde ve diinyada hizla yayginlasacagi
diisiiniilmektedir. Ozellikle HPLC alamayan gelismekte olan iilke kurumlar1 ve KOBI
gida igletmelerinin bu yontemi kullanabilmeleri i¢in tez hemen herkes tarafindan
indirilebilir olarak siniflandirilacaktir. Elde edilen bilimsel ve teknolojik sonuglarin bir
kar amaci giidiilmeden ihtiya¢ sahiplerine ulasmasinin 6niinde engel olusmamasi igin

sonugclar patent ile koruma altina alinmayacaktir.
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EKLER

EK 1: Standart hazirlama

EK 3: 20x10’luk karsilastirma plakas1
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EK 4: 10x10’luk Siralama Plakalar1

EK 5:Gel Quant analizi 6ncesi goriintiiniin photoshopCS.7 programinda grilestirilmesi

1€ Adobe Photoshop
File Edit Layer Select Filter View Window Help

4 ‘ Style: [Normal

Adjustments

Duplicate... Indexed Color...
Apply Image... v RGEB Color
Calculations. .. CMYK Color

Lab Color

mENE NS Multichannel

Canvas Size...
Rotate Canvas » v & Bits{Channel

Trim....
Reveal all
Assign Profile...

Hist
istogram. Convert to Profile...

s Baslat
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EK 6: Karsilastirma plakasina ait gel Quant ile beneklerin pik ve pik alanlari

EK 7: Karsilastirma plakasina ait Gel Quant regresyon grafigi

3,5
y=1,118x + 0,186

3 R2=10,9817
2,5

2
1,5

1
0,5

0 ¢

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
& GelQuant ——Dogrusal (GelQuant)
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EK 8: Ozel olarak gelistirilen programin ¢alistirilmasi

i 23 R
it '
it
GIDALARDA INCE TABAKA_KR_QMA_TOGRAFISI.ILE AFLATOKSINLERIN
KANTITATIF TAYININDE GORUNTU ANALIZININ KULLANILMASI projesinde
kantitatif analiz ve kantitatif kargilagtirmalar icindir.
ff | Baska amagla kullanilmaz!
f
t
|
5 S A
EK 9: Programda goriintiiniin agilmasi ve hesaplama
i GIDALARDA INCE TABAKA KROMATOGRAFISI ILE AFLATOKSINLERIN KANTITATIF TAVININDE GORUNTU ANALIZININ KULLANILMA
| Ana Sayfa \:Tarama Alani Tablosu [Kgyvt éaﬁé&‘
Kayt Srasi: |18 Noktay Kaydet ‘

fterasyon Sayisi: 8
X: 4252526

Y 1861.303
Adik Merkezi : 228

Medyan : 200
Yesi Tarama Alam : |40
[¥] Mavi Tolerans : 5

KorX: 4253
i Kor Hesapla

KorY: 1861
Kor Degeri: 11453192
Kor o: 161,3498¢

[ Dosya




40

EK 10: Karsilagtirmaya plakasina ait 6zel program regresyon grafigi

3,5
3
2,5
2
1,5
1

0,5

y =1,1004x + 0,041

R>=0,9676

0

-0,5 (P

& prog ——Dogrusal (prog)

2,5

EK 11: Karsilastirma Plakasina ait en iyi goziin regresyon grafigi

3,5
3
2,5
2
1,5
1

0,5

y =1,214x - 0,0271

R?=0,9569 ¢

0,5

1 1,5 2

& g6zl ——Dogrusal (goz1)

2,5
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EK 12: Karsilagtirma plakasina ait Kotii goziin regresyon grafigi

3,5

3 4
2,5 y =0,969x - 0,051

' R2 =0,6892

2 4
1,5

1
0,5 L g

0

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
& g6z8 ——Dogrusal (goz 8)

EK 13: Siralamaya ait 2.plakanin Gel Quantprogrami ile beneklerin pik ve pik alani
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EK 14:Siralamaya ait 2. plakanin Gel Quant programu ile tayin regresyon grafigi

10
9 y =0,9833x + 0,0833
8 R2=0,9669
7
6
5
4
3
2
1
0
0 2 4 6 8 10
@ gelquant2 ——Dogrusal (gelquant2)

EK:15Siralamaya ait 2. Plakanin 10. panelistin gozle tayin regresyon garafigi

10
9 L g
y = 0,5333x + 2,3333
8 R2=0,2844
7 L
6 2
5 L g
4 L
3
2 L g
1 L g
0
0 2 4 6 8 10
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EK 16: Fujifilm DSLR kamera ile ASA 400, 1/6 sn, 3.6 f

25

20

15

10

y = 2,672x + 1,2998
R>=0974_—&

1 2 3

4 5 6

& fujiflm ——Dogrusal (fujifilm)

EK 17: Fujifilm ASA400, 1 sn

20
18
16
14
12
10

O N B OO ©©

y =2,5465x + 1,5027
R2=10,9764

0 1 2 3

@ alan fuji

4 5 6

—— Dogrusal (alan fuji)
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EK 18: Fujifilm DSLR kamera ASA 400, 1/3 sn, 3.6 f

20
18 y =2,5959x + 1,4325
16 R*=0,9654
14
12
10
8
6
4
2
0
0 1 2 3 4 5 6
¢ Fujfilm  ——Dogrusal (Fujifilm)

EK 19: Fujifilm kamera ASA400, 8 sn, 3.2 f

18
16 y =2,1396x + 2,1425
14
12
10

8

6

4

2

0

0 1 2 3 4 5 6
@ alanfuji ——Dogrusal (alan fuji)
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