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ÖZET

Yüksek Lisans Tezi

TEKİRDAĞ İLİNDE YETİŞTİRİLEN YAPINCAK ÜZÜM ÇEŞİDİNİN
YAPRAKLARINDA SALAMURA ÖNCESİ VE SONRASI FUNGİSİT KA LINTI

MİKTARLARI

Ali ERTÜRK

Namık Kemal Üniversitesi
Fen Bilimleri Enstitüsü

 Bitki Koruma Anabilim Dalı

Danışman: Prof. Dr. NURAY ÖZER

Tekirdağ ilinde yetiştirilen Yapıncak üzüm çeşidinin yaprakları taze ve salamura şeklinde

'sarma (geleneksel Akdeniz yemeği)' yapımında kullanılmaktadır. Yapraklar, toplanma

dönemine kadar külleme, mildiyö ve ölü kol hastalıklarına karşı kullanılan myclobutanil,

triadimenol, triadimefon captan, dichlofluanid fenarimol ve fo lpet etkili maddeli fungisitlere

maruz kalmaktadırlar. Bu çalışmada Tekirdağ ilinin Merkez ve Şarköy ilçelerindeki üretici

bağlarından alınan taze ve salamura yapılmış Yapıncak üzüm çeşidi yapraklarında bu

fungisitlerin kalıntı miktarları tespit edilmiştir. Salamura yaprak elde etmek için yaprak

örnekleri % 10 oranında tuz (NaCl) içeren suya yerleştirilmiş ve oda sıcaklığında ü ç ay süre

fermentasyona tabii tutulmuştur. Taze yaprak örneklerinin çoğunluğunda Triadimenol

kalıntısı bulunmuştur. Az sayıda yaprak örneğinde Dichlofluanid ve Folpet'e rastlanmıştır.

Salamura yapılmış yapraklarda söz konusu fungisitlerin kalıntı miktarlar ı büyük oranda

azalmıştır. Bununla birlikte bazı salamura yapraklardaki triadimenol kalıntısı maksimum

kalıntı sınırının üzerinde olmuştur. Bu çalışma Yapıncak üzüm çeşidinde külleme

hastalığına karşı savaşımda triadimenol etkili maddeli fungisitlerin kull anımında dikkatli

olunması gerektiğini göstermiştir.

Anahtar kelimeler: Yemeklik asma yaprağı, fungisit kalıntısı, salamura

2009,29  sayfa
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ABSTRACT

MSc. Thesis

DETERMINATION OF FUNGICIDE RESIDUES IN GRAPE LEAVES (CV.
YAPINCAK) GROWN IN TEKİRDAĞ PROVINCE, BEFORE AND AFTER PICKLING

Ali ERTÜRK

Namık Kemal University
Institute of Natural and Applied Sciences

 Plant Protection Department

Supervisor: Prof. Dr. NURAY ÖZER

The fresh and pickled leaves of grape (cv. Yapıncak), which was grown in Teki rdağ

province, have been using for making 'dolma (traditional Mediterranean food)'. These leaves

have been subjected to the fungicides with active ingredients with myclobutanil,

triadimenol, triadimefon captan, dichlofluanid fenarimol and folpet to control downy

mildew, powdery mildew and Phomopsis cane and leaf spot until their harvest time. In this

study, the residues of these fungicides were determined in the fresh and pickling leaves of

the cv. Yapıncak collected from vineyards of the growers at Central  and Şarköy distinct of

Tekirdağ province. To make pickling leaves, leaf samples were put in the water containing

salt (NaCl) of 10% and they were subjected to fermentation at room temperature for 3

months. The residue of triadimenol was present in most of  the fresh leaf samples. The

residues of Dichlofluanid and Folpet were observed in few of the samples. The residue s of

these fungicides were decreased in the samples pickled leaves. However, the residue of

triadimenol in some of pickled leaves was higher t han maximum residue limits (MRL). This

study showed that growers mus t be careful for the use of triadimenol during control of

powdery mildew in the cv. Yapıncak.

Key words: Edible grape leave, fungicide residue, pickling

2009, 29 pp
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1. GİRİŞ

Dünya nüfusunun hızlı artışına bağlı olarak gıda maddesi ihtiyacı da gün geçtikçe

artmaktadır. Bu bağlamda gıda çeşitliliği büyük önem taşımaktadır. Bu çeşitlilik içerisinde

özellikle Akdeniz ülkelerinde kullanılan ve farklı gıda maddelerinin yaprak içerisine

yerleştirilmesi ile hazırlanan ‘sarma’ yemeği insanlar için a lternatif besin kaynağı

durumundadır. Yapılan incelemelerde 100 g  zeytinyağlı dolmada 2,68 g protein, 11,19 g

yağ, 13,80 g karbonhidrat, 21, 68 mg kalsiyum, 341 mg sodyum, 1, 90 mg C vitamini ve

1041 IU A vitamininin bulunduğu tespit edilmiştir (El Nehir ve ark. 1997).

Sarmalık olarak kullanılan asma yaprakları taze veya salamura formunda tüketilmektedir.

Ülkemizde yaprakları sarma yapımında kullanılan üzüm yetiştiriciliğinde en fazla tercih

edilen çeşitler arasında Ege Bölgesi'nde 'Sultani Çekirdeksiz', To kat yöresinde 'Narince',

Marmara ve Trakya Bölgesi'nde 'Yapıncak' yer almaktadır. Tekirdağ ilinde üretilen

Yapıncak üzüm çeşidi aynı zamanda şaraplık ve sofralık olarak da kullanılmaktadır. Bu

çeşidin genç yapraklarındaki (Resim 1.1) damarlar arası genelli kle tüysüz olup, nadiren

seyrek tüylülük göstermektedir. Yaprak sapı ceplerinin mesafe uzunluğu orta düzeyde

olduğundan az dilimli bütün yapraklara sahiptir (Anonim 2008). Bu özellikleriyle yaprakları

yemeklik olarak değerlendirme bakımından istenilen özel liklere sahiptir. Yemeklik yaprak

hasadı, yaprakların tam büyüklüklerinin 2/3 'ünü aldıkları dönemde yapılmaktadır (Göktürk

ve ark, 1997; Sat ve ark. 2002).

Resim 1.1. Yapıncak çeşidine ait yaprak ve salkım (Anonim 1990)
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Üzüm yetiştiriciliğinde önemli bölgelerden birisi olan Trakya Bölgesi'nde Tarım ve

Köyişleri Bakanlığı Tekirdağ Bağcılık Araştırma Enstitüsü'nce belirlenen resmi olmayan

kayıtlara göre 2006 yılında yaklaşık 8680 hektarlık bağ alanının 6500 hektarı

Tekirdağ'dadır. Bu alanın 5000 hektarı ise Tekirdağ'ın Şarköy ilçesinde bulunmaktadır.  1983

yılında Tekirdağ ili Şarköy ilçesinde satılan üzüm çeşitleri arasında Yapıncak çeşidinin

oranı %46,39 olmuştur (Osmanoğlu ve ark. 1983). 1996 yılında Trakya Bölgesinde 121

bağcılık işletmesinde yapılan anketler ile pazarlanan üzüm çeşitlerine göre dağılımda

Yapıncak üzüm çeşidinin oranı %28,7 olarak belirlenmiştir  (Delice 1996). Daha sonraki

yıllarda bölgede yapılan çalışmalarda çeşidin oranı %37,6' ya yükselmiştir. Yapıncak

bağlarının son yıllarda özellikle şaraplık olarak yetiştirilen tipinin pazar değeri nin düşük

olması nedeniyle yoğun olarak sökülmekte olduğu bildirilmiştir. Bununla birlikte salamura

asma yaprağı son yıllarda önemli bir ihraç ürünü haline gelmiştir (Anonim 2005). Bu durum

bağcılıkla uğraşan çiftçilerin gelir düzeyinin arttırılması yönünden büyük önem

taşımaktadır. Asma yaprağı dış ticaretinin artış ve devamlılığında, salamura yaprakların gıda

güvenliği önemli bir yer tutmaktadır.

Gıda güvenliği çerçevesinde insan sağlığı aç ısından büyük bir tehlike oluşturan pestisit

kalıntıları, incelenmesi gereken önemli kriterlerden birisidir. Bölgede hâkim olan nemli

iklim koşulları; sofralık, şaraplık ve yaprakları için üretimi yapılan asmalarda  çok sayıda

fungal hastalık etmenlerinin  gelişimi için uygun olmakta ve meydana gelen hastalıklar a

karşı savaşımda yoğun bir şekilde fungisit kullanılarak kimyasal s avaşım yöntemi

uygulanmaktadır. Yapıncak üzüm çeşidi de, yaprakların  toplanma dönemine kadar, külleme,

mildiyö ve ölü kol gibi hastalıklara  karşı kullanılan fungisitlere maruz kalmaktadır.

Tekirdağ ilinde myclobutanil, triadimenol, triadimefon  ve fenarimol (külleme hastalığına

karşı), captan (mildiyö hastalığına karşı), dichlofluanid (mildiyö ve külleme hastalıklarına

karşı), folpet (mildiyö ve ölü kol hastalıklarına  karşı) yoğun kullanılan etkili maddelerdir

(Yücer 2009). Tekirdağ Tarım İl Müdürlüğü kayıtlarında 2006 yılında Tekirdağ il genelinde

238,8 kg captan, 8,7 kg fenarimol, 237 kg folpet, 11,8 kg myclobutanil, 1349,5 kg

triadimenol, 144,2 kg triadimefon etkili maddeli fungisitlerin bayilerden üreticiye satıldığı

bildirilmektedir (Anonim 2006 ).

Bağlarda kullanılan fungisitlerin kalıntılarına yönelik çalışmalar daha ziyade üzüm meyvesi

ve üzümlerden elde edilen şaraplarda yoğunlaş mış, fermentasyon olayı süresince şaraplarda

fungisit kalıntılarının azaldığı belirlenmiştir ( Vasilieva ve ark. 1991; Garcia Cazorla ve
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Xirau-Vayreda; 1994; Cabras ve ark.  1997, 1998 ve 2001; Viviani-Nauer ve ark. 1997;

Allinson ve ark. 1999; Scarponi ve Martinetti 1999; Cus ve ark.  2007). İnsan beslenmesinde

üzüm kadar önemli rol oynayan sarmalık asma yaprakları salamura  yapıldığında yaprakta

bulunan karbonhidrat, protein ve diğer organik maddeler mikroorganizmalar tarafından

biyokimyasal değişime uğratılm akta ve fermentasyon meydana gelmektedir (Gülcü ve ark .

2009). Daha önceki çalışmalar incelendiğinde salamura yapraklardaki fungisit kalıntılarına

yönelik olarak yapılmış bir araştırma ile karşılaşılmamıştır. Bu nedenle çalışmada Tekirdağ

ili Merkez ve Şarköy ilçelerinde yemeklik olarak tüketilen Yapıncak üzüm çeşidi

yapraklarında salamura öncesi (taze yaprak) ve salamura sonrasındaki fungisit kalıntılarının

belirlenmesi ve böylelikle salamura yapraklardaki fungisit kalıntı miktarındaki değişimlerin

ortaya çıkarılması amaçlanmıştır.
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2. KAYNAK ÖZETLERİ

Yemeklik olarak kullanılan ve salamura yapılarak saklanılan asma yapraklarındaki fungisit

kalıntıları ile ilgili olarak yapılmış çalışmaya rastlanamamıştır. Bununla birlikte

araştırmamıza ışık tutacağı kanısı ile asma yaprağında tespit edilen fungisit kalıntılarına ve

üzüm meyvesinin fermentasyon ürünü olan şarapta fungisit kalıntı miktarının azalmasına

ilişkin daha önce yapılmış çalışmaların incelenmesinin gerekli olduğu düşünülmüş ve sö z

konusu çalışmalar aşağıda özetlenmiştir.

Vasilieva ve ark. (1991), Slovakya’da metalaxyl etkili maddeli fungisiti bağda farklı

dozlarda kullanarak kalıntı miktarını belirlemişlerdir. Araştırmacılar 0,25 kg/ha ve 2,5 kg/ha

dozlarındaki uygulamalardan bir  ay sonra fungisitin yapraklarda kalıntısının bulunmadığını,

100 gün sonra şaraptaki kalıntısının sırasıyla 0,004 ve 0,04 mg/L olduğunu

bildirmektedirler.

Garcia-Cazorla ve Xirau-Vayreda (1994), üzüm tanelerinde, şırada ve şaraplarda iprodione,

procymidone ve vinclozolin'in kalıntı miktarlarını belirlemişlerdir. Araştırmacılar, bir ay

aralıklarla 3 kez söz konusu fungisitlerle uygulama yaptıklarında üzüm, şıra ve şarapta her

bir fungisitin kalıntı miktarlarını sırasıyla: iprodione için 1,01 -0,12, 0,72-0,15, 0,55-0,10

mg/kg; procymidone için 0,78-0,20, 0,50-0,12, 0,17-0,05 mg/kg, vinclozolin için 0,37 -0,06,

0,22-0,11, ve 0,089-0,03 mg/kg olarak tespit etmişler, şarap yapımı sırasında her üç

fungisitin kalıntı miktarlarının azaldığını ileri bildirmişlerdir.

Cabras ve ark. (1997), bağda, cyprodinil, fludioxonil, pyrimethanil ve tebuconazole etkili

maddeli fungisitler ile muamele edilen üzümler ile yapılan şaraplarda cyprodinil, fludioxonil

ve tebuconazole'ün kalıntı miktarlarının sırasıyla %80, %70 ve %50 oran larında azaldığını

ancak pyrimethanil'in kalıntı miktarında herhangi bir azalma olmadığını belirlemişlerdir.

Ayrıca  çalışmada maserasyonlu (tane kabuğunu çatlatarak kabuk ile birlikte fermentasyona

bırakma) ve maserasyonsuz (direkt olarak tane suyunu sıka rak fermentasyona bırakma)

şarap yapma teknikleri, kalıntı açısından değerlendirmişlerdir Fungisitlerin kalıntı

miktarlarının fludioxonil dışında kullanılan tekniğe göre değişmediği, fludioxonil'in

macerasyonlu şarap yapımında kalıntı miktarının en yüksek oranda azaldığı ortaya

çıkarılmıştır.
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Viviani-Nauer ve ark. (1997), taze olarak preslenmiş şırada folpet'in yüksek miktarlarda,

folpet'in metaboliti olan phthalamide'in ise düşük miktarlarda bulunduğunu tespit

etmişlerdir. 24 saat sonra folpet'in maya hüc releri tarafından adsorbe olması nedeniyle

kalıntısının kalmadığını, ancak phthalamid konsantrasyonunun günlük olarak arttığını tespit

etmişlerdir. Araştırmacılar filtre edilmiş şaraplarda ise fungisit kalıntısının olmadığını

sadece iz miktarlarda phthalam ide'in bulunduğunu belirlemişlerdir.

Cabras ve ark. (1998), azoxystrobin, fluazinam, kresoxim -methyl, mepanipyrim ve

tetraconazole etkili maddeli fungisitlerin kullanıldığı bağlardaki üzümlerden yapılan

şaraplarda, tanedeki miktarlarına göre daha az kalın tı meydana geldiğini tespit etmişlerdir.

Araştırmacılar fluazinam ve mepanipyrim'deki azalmanın fermentasyon nedeniyle,

tetraconazole'deki azalmanın ise şıra oluşumu süresince meydana geldiğini ileri

sürmektedirler.

Allinson ve ark. (1999), Güney Avustralya'da yetiştirilen 'Pinot Noir', 'Bastardo', 'Rkaziteli'

ve 'Semillion' şaraplık üzüm çeşitlerinde dithianon etkili maddeli fungisiti kullanmışlar,

uygulamadan 8 gün sonra üzümleri hasat ederek şarap yapmışlardır. Araştırmacılar, üzüm

tanelerinde önemli düzeyde dithianon kalıntısını tespit ettiklerini, üzüm suyunda, dane

parçalanmasından sonraki kabukta, üzüm tortusunda, şarapta ve genç omcada kalıntı

bulunmadığını bildirmektedirler.

Scarponi ve Martinetti (1999), 'Barbera', 'Cabernet Sauvignon', 'Grumello ', 'Moscato', 'Tocai

Friulano' ve 'Verdicchio' şaraplık üzüm çeşitlerinde hasattan 4 hafta önce

cyprodinil+fludioxonil etkili maddeli fungisitle ilaçlama yapıldıktan sonra yapılan

şaraplarda fludioxonil'in <0,001 ppm'den 0,07 ppm'e ve cyprodinil'in <0,01 p pm'den  0,05

ppm'e kadar değişen oranlarda kalıntı bıraktığını ancak bu miktarların üzüm tanelerindeki

maksimum kalıntı sınırından (maximum residue limit-MRL) düşük olduğunu, bu nedenle

herhangi bir tehlike oluşturmadığını tespit etmişlerdir.

Cabras ve ark. (2001), İtalya'da üretilen üzümlerde ve bu üzümlerden üretilen şaraplarda

fenhaxamid'in kalıntı düzeyini tespit etmek amacıyla, söz konusu fungisiti bağda

uygulamışlardır. Birinci haftadan itibaren söz konusu fungisitin üzümlerdeki kalıntı

düzeyinin başlangıçtaki düzeyin 1/3’ü oranında azaldığını, ikinci  haftada ise sabit bir
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şekilde kaldığını belirlemişlerdir. Hasat sonrasında kabuklu ve kabuksuz üzümlerden elde

edilen şaraplarda ise kalıntı miktarının sırasıyla % 49 ve % 62 oranlarında azaldığını tesp it

etmişlerdir.

Zambonin ve ark. (2002), triadimefon ve propiconazole ile muamele edilen üzümlerden

yapılan şaraplarda kalıntı miktarları propiconazole için 30 ng/kg, triadimefon için 100 ng/kg

olarak belirlemişlerdir. Araştırmacılar söz konusu miktarları n Avrupa Birliği üyeleri için

belirlenen sınırların altında olduğunu bildirmektedirler.

Di Bella ve ark. (2003), İtalya'da şarap yapımı süresince azoxystrobin, dinocap, fenarimol,

penconazole ve quinoxyfen isimli etkili maddelerin gaz kromatografisi ile t espitine yönelik

çalışmalarında, tespit edilen kalıntı miktarlarının İtalya'da belirlenen resmi MRL

değerlerinden düşük olduğunu belirlemişlerdir. Araştırmacılar ayrıca quinoxyfen etkili

maddeli fungisidin diğer fungisitlere göre hızlı bir şekilde azaldığı nı ileri sürmektedirler.

Nasr ve ark. (2003), bağda 25 mL/100 L su oranında penconazole etkili maddeli fungisit ile

ilaçlama yapmışlardır. Uygulamadan 1, 3, 5, 12, 15 ve 18 gün sonra yaprakları, 120 gün

sonra ise taneleri toplayarak kaynatma, ısıya ve ult raviyole ışığına maruz bırakarak söz

konusu fungisitin kalıntı miktarını belirlemişlerdir. Kaynatılmış yapraklarda kalıntı

miktarının azaldığını, direkt güneş ışığına maruz kalmış örneklerdeki kalıntı kayıplarının

UV radyasyona tabi tutulanlardan daha fazl a olduğunu tespit etmişlerdir.

Batta ve ark. (2005), penconazole etkili maddeli fungisit ile uygulama yapılmış şaraplık

üzüm bağlarından alınan üzüm yaprak ve tanelerinde söz konusu fungisitin kalıntı

bıraktığını ancak kalıntı miktarlarının MRL sınırların dan düşük olduğunu belirlemişlerdir.

Araştırmacılar penconazole'nin tane korteks tabakasında daha fazla miktarlarda

bulunduğunu ve su ile yıkama durumunda dahi pestisitin yok olmadığı ileri sürülmektedir.

De Melo-Abreu ve ark. (2006), bağ mildiyösü hasta lığına karşı kullanılan fomoxadone

isimli etkili maddeyi bağda önerilen dozlarda uygulamışlar ve uygulama sonrasında

üzümlerde ve şaraplarda bıraktığı kalıntı miktarını tespit etmişlerdir. Araştırmacılar üzümde

söz konusu fungisitin kalıntı miktarının Avru pa için belirlenen MRL değerinden (2 mg/kg)

düşük olduğunu, şaraplarda ise teşhis limitlerinin altında bulunduğunu bildirmektedirler.
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Calhelha ve ark. (2006), Portekiz'deki iki şarap üretim alanlarından aldıkları kırmızı ve

beyaz şarap örneklerinde dichlo fluanid, benomyl, iprodione, procymidone ve vinclozolin'in

varlığını tespit etmişler, tüm test edilen fungisitlerin şarapta kullanılan mayalara toksik etki

yaptığını ileri sürmüşlerdir.

Cus ve ark. (2007), hasat edilmiş ve hasattan 20 gün önceki üzüm tan elerinde, şırada,

presleme işleminden sonra üzüm kabuklarında, arındırmadan sonraki şırada, şarapta, alkolik

fermentasyonu tamamlanmış tortuda, inceltme işlemi yapılmış şarapta ve filtre edilmiş

şarapta fenhexamid, pyrimethanil, metalaxyl, cyprodinil, folp et, fludioxonil ve

trifloxystrobin etkili maddeli fungisitlerin kalıntı miktarlarını belirlemişlerdir. Yaptıkları bu

çalışma ile tüm üzüm örneklerinde cyprodinil (0.32 mg/kg) ve fludioxonil (0.06 mg/kg)

dışında diğer fungisitlerin kalıntı miktarlarının MRL  değerlerinin altında olduğu, üzümün

preslenmesi sırasında üzüm kabukların da trifloxystrobin ve metalaxyl' in kalıntı

miktarlarının arttığı, üzüm şırasında saflaştırma işleminden sonra sadece fenhexamid

kalıntısının olduğu, tortularda fenhexamid ve pyrimeth anil kalıntısının en yüksek oranda

olduğu, şarap yapma işlemi esnasında fungisit kalıntılarının azaldığı ancak düşük

konsanstrasyonda dahi olsa fenhexamid 'in filtre edilmiş şarapta dahi bulunabildiği tespit

etmişlerdir.

Vinas ve ark. (2008) üzüm suyu ve şarapta test edilen 6 fungisitten (famoxadone,

chlozolinate, drazoxolon, hymexazol, vinclozolin and oxadixyl) sadece drazoxolon'un

kalıntı bıraktığını belirlemişlerdir.
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3. MATERYAL VE YÖNTEM

3.1. Materyal

Bu çalışmada, Tekirdağ ilinde yetiştirilen Yapıncak çeşidinden kurulmuş bağların

yaprakları, yemeklik yaprakları n toplanma dönemine kadar il genelin de kullanılan

myclobutanil, folpet, triadimefon, triadimenol, captan, fenarimol, dichlofluanid etkili

maddelere ait Dr. Ehrenstorfer GmbH marka katı veya sıvı fungisit standartları materyal

olarak kullanılmıştır.

3.2. Yöntem

3.2.1. Örneklerin toplanılması ve saklanması

Yaprak örnekleri 2007 yılında Tekirdağ ilinde en fazla bağ üretim alanına sahip Tekirdağ

Merkez ve Şarköy ilçelerinde bulunan sı rasıyla 9 ve 26 adet üretici bağlarından toplanmıştır.

Bu amaçla en az 2 dönümlük bağlarda, kenardaki omcalar örnekleme dışı bırakılarak

çaprazlama şeklinde yürünmüş ve tesadüfi olarak alınan 1 kg'lık yaprak örnekleri naylon

torbalara yerleştirilerek laboratuara taşınmıştır.

3.2.2. Örneklerin saklanması

Her bir parselden alınan örnekler paçal yapılarak 2 kısma ayrılmış, yarısı taze yapraktaki

fungisit kalıntılarının sabit durumda tutulabilmesi için 18oC'deki derin dondurucuda analiz

yapılana dek muhafaza edilmiştir (Resim 3.1). Diğer yarısı ise salamura yapılmıştır.

3.2.3. Salamuranın hazırlanış yöntemi

Salamura yapımında % 10' luk NaCI çözeltisi kullanılmış tır. Cam kavanozlara doldurulan

yaprakların (Resim 3.2.) üzerlerini tamamen örtecek ve hava kalmayacak şekilde % 10'luk

NaCl çözeltisi ilave edilmiş, güneş almayan yerde oda sıcaklığında (20-24oC) 3 ay süre ile

fermentasyona tabii tutulmuştur.
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Resim 3.1. Taze yaprak örneklerinin derin dondurucuda muhafazası

Resim 3.2. Salamura yapılmış yaprak örnekleri
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3.2.4. Fungisit Analizi

3.2.4.1. Örneklerin ekstraksiyonu

Ekstraksiyon metodu olarak modifiye edilmiş QuEchERS metodu kullanılmıştır

(Anastassiades 2005). Örnekler öncelikli olarak bıçak ve blender yardımı ile parçalanarak

Resim 3.3.'de görüldüğü gibi homojen hale getirilmiştir . İçinde 6 g Magnezyum sülfat

(MgSO4) ve 1,5 g Sodyum asetat (CH 3COONa) bulunan 50 ml'lik teflon tüplere 15 g

homojenize edilmiş örnek ve 15 ml % 1 oranında asetik asit içeren asetonitril ilave

edilmiştir. Hazırlanan karışım önce el ile daha sonra vortekste 1 dak. süre ile çalkalanarak

kimyasalların karışması sağlanmıştır. Bu karışım daha sonra soğutmalı santrifüjde 4000

devir/da'de 4 dak. süre ile santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrasında üstte kalan sıvıdan

(Resim 3.4.) 4 ml alınarak, içinde 0,6 g MgSO4 ve 0,2 g Primer Sekonder Amin (PSA)

bulunan 10 ml'lik cam santrifüj tüplerine boşaltılmıştır. Karışımı içeren santrifüj tüpleri önce

el ile daha sonra vortekste 1 dak. süre ile karıştırılmış, soğutmalı santrifüjde 500 0

devir/dak'de 1 dak. santrifüj edilmiştir. Üst kısımda kalan sıvı  viyallere alınmış ve fungisit

kalıntı miktarının tespit edilmesi için GC-MS/NPD/ECD (Resim 3.5.) cihazına enjekte

edilmiştir. Kalıntı miktarları ppb ( μg/kg) olarak belirlenmiştir. Ülkemizde bağda kullanılan

fungisitlerin maksimum kalıntı sınırları (MRL) sadece üzüm meyvesi için belirlenmiştir.

Üzüm yapraklarının gıda maddesi olarak kullanılması durumu dikkate alınarak

çalışmamızda elde edilen kalıntı miktarları üzümde belirlenen MRL değerler i dikkate

alınarak yorumlanmıştır. Ayrıca, “Taze yapraktaki fungisit kalıntı miktarı (A) salamura

yapraktaki kalıntı miktarı/A X 100” formülü kullanılarak salamura yapılmış yapraklarda

taze olanlarına oranla fungisit kalıntı miktarındaki azalmalar belirlen miştir.

Resim 3.3. Homojen hale getirilmiş yaprak örnekleri
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Resim 3.4. Teflon tüplerdeki yaprak örneklerinin santrifüj sonrası ekstraktın görünümü

Resim 3.5 Agilent marka GC(N 5973)-MS(N6890)/NPD/ECD cihazının görünümü
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3.2.4.2. Kromotografi şartları

Agilent marka gaz kromatografi cihazı üzerinde bulunan 10 μl'lik enjektör ile Split/splitless

enjeksiyon bloğuna 2 μl enjeksiyon yapılmış, enjeksiyon blok sıcaklıkları 250 ºC olarak

seçilmiştir. Cihazlarda HB5-MS, DB35 ve DB1701 kapiler kol on, taşıyıcı gaz olarak da

yüksek saflıkta Helyum gazı kullanılmış ve akış hızı ise 1,3 ml/dak. olarak seçilmiştir. Fırın

sıcaklık artışı ise 70 ºC'den başlatılmış ve 280 ºC'de sonlandırılmıştır.

3.2.4.3. Teşhis limitlerinin oluşturulması

Teşhis limitlerinin belirlenmesi için yapılan laboratuar çalışmalarında fungisit

kalıntısı içermeyen domates örnekleri kullanılmıştır. Domates örnekleri homojenize

edildikten sonra 3.2.4.1.'de anlatılan eksraksiyon işlemi sırasında teflon tüplere tartılan

domates örneği içerisine her bir fungisit için maksimum kalıntı sınırının (MRL) en az yarısı

kadar miktarda fungisit standardı yerleştirilmiş, üzerine 15 ml % 1'lik asetik asit içeren

asetonitril ilave edilmiştir. Ekstraksiyon işlemi sonrasında elde edilen sıvı GC -MS’e enjekte

edilmiş ve okumalar yapılmıştır. Bu okumalar sonucunda her bir fungisitin tespit edilebilir

düzeyleri (TED) belirlenmiş, bu düzeylerin altındaki değerler dikkate alınmamış ve 'teşhis

edilebilir düzeyde bulunmamıştır (TEDB)' şeklinde ifade edilmiştir .

3.2.4.4. Geri alım oranlarının tespiti

Kalıntı analizinin güvenilirliliğini belirlemek amacıyla tespit edilen fungisitlerin geri alım

çalışmaları yapılmıştır. Bu amaçla içinde 15 g yaprak örneği bulunan teflon tüplere aseton

içinde çözdürülmüş 1000 ppb 'lik fungisit standardı ilave edilmiş ve % 1 oranında asetik asit

içeren asetonitril ile 15 ml'ye tamamlanmıştır. 3.2.4 .2. 'de anlatılan modifiye edilmiş

QuEchERS metodu kullanılarak ekstraksiyon yapılmış ve GC -MS ile fungisit miktarları

tespit edilmiştir.
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4. ARAŞTIRMA SONUÇLARI VE TARTIŞMA

4.1. Taze ve Salamura Yaprak Örneklerindeki Fungisit Kalıntı Miktarları

Tekirdağ Merkez ilçede 9 farklı bağ üretim alanından alınan yaprak örnekleri taze olarak

test edildiğinde örneklerin 6 tanesinde triadimenol kalıntısına rastlanmış, 5 örnekteki (2, 3,

5, 6 ve 7 nolu örnekler) kalıntı miktarlarının ise MRL değerinin üzerinde olduğu tespit

edilmiştir (Çizelge 4.1.). Folpet ve triadimefon kalıntıları örneklerin çoğunda tespit edilebilir

düzeyde olmamış, tespit edildikleri örneklerdeki kalıntı miktarları ise (sırasıyla 6 ve 5 nolu

örnekler) MRL değerinin altında olduğu görülmüştür. Salamura yapılmış yaprak

örneklerinde fungisitlerin kalıntı miktarlarının azaldığ ı, ancak bazılarında (3, 5, 6, 7 nolu)

triadimenol kalıntısının MRL değerinin  altına düşmediği belirlenmiştir  (Şekil 4.1.). Ayrıca,

her ne kadar MRL değerinin altında olsa da 1 ve 4 nolu yaprak örneklerinin salamura

yapılması halinde triadimenol kalıntı miktarının artışı dikkati çekmiştir . Test edilen diğer

fungisitlerin kalıntı miktarları tespit edilebilir düzeylerinin altında olmuştur (TED :

Myclobutanil, 10 ppb; Captan, 10 ppb; Fenarimol, 10 ppb; Dichlofluanid, 20 ppb).

Çizelge 4.1. Tekirdağ Merkez ilçeden alınan taze ve salamura yaprak örneklerinde tespi t
edilen fungisit kalıntı miktarları ppb ( μg/kg)

Taze Yaprak Salamura Yaprak

Örnek no Folpet Tria.nol Tria.fon Folpet Tria.nol Tria.fon

1 TEDB TEDB TEDB TEDB 86 TEDB

2 TEDB 238 TEDB TEDB 19 TEDB

3 TEDB 1205 TEDB TEDB 407 TEDB

4 TEDB 19 TEDB TEDB 27 TEDB

5 TEDB 7348 137 TEDB 913 10

6 1722 2980 TEDB TEDB 957 TEDB

7 TEDB 5025 TEDB TEDB 1803 TEDB

8 TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB

9 TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB
Tria. nol: Triadimenol; Tria.fon: Triadimefon
TEDB: Tespit edilebilir düzeyde bulunamamıştır.
Teşhis Limitleri: Folpet, 500 ppb; Triadimenol, 10 ppb; Triadimefon, 10 ppb
MRL (Üzümde): Folpet, 15 000 ppb; Triadimenol, 100 ppb: Triadimefon, 200 ppb
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Şekil 4.1. Tekirdağ Merkez ilçeden alınan taze ve salamura yaprak örneklerinde tespit edilen
Triadimenol'ün kalıntı miktarları

Tekirdağ Şarköy ilçesinden alınan taze yaprak örneklerinde yine kalıntısına en çok

rastlanılan fungisit triadimenol olmuş (Çizelge 4.2.), t est edilen 26 örneğin yedisindeki (1 -3,

12, 13, 18-19 nolu örnekler) kalıntı miktarları MRL değerinin üzerinde seyretmişti r.

Örneklerin dördünde (20, 22 -24 nolu örnekler) dichlofluanid kalıntısına MRL değerinin

altındaki düzeylerde rastlanmıştır. İlçeden a lınan bağ yaprakları salamura şeklinde

yapıldığında, triadimenol kalıntısı azalmış, sadece 1 örnekte (13 nolu) MRL  değerinin

üzerinde saptanmış (Şekil 4.2.), dichlofluanid miktarında da azalma gözlenmiştir (Şekil

4.3.).  Ayrıca, taze iken teşhis edilebilir  düzeyde bulunmamasına rağmen, 14, 20, 23-24  nolu

salamura yaprak örneklerinde  düşük miktarlarda triadimenol kalıntısı tespit edilmiştir.

Ayrıca teze yapraklarda 22 ve 14 numaralı örneklerde düşük miktarlarda  tespit edilen

triadimenol miktarlarının salamu ra yapraklarındaki miktarında  az da olsa artış olduğu

belirlenmiştir.

Çalışmamızda test edilen fungisitlerin kalıntılarının taze yapraklara göre salamura

yapraklardaki azalış oranları Çizelge 4.3.'de verilmiştir. Çizelge 4.3.'de de görüldüğü gibi,

sadece bir taze yaprak örneğinde bulunan folpet ve triadimefon'un kalıntı miktarları (6 ve 5

nolu örnekler), aynı örneklerin salamura yapılması durumunda sırasıyla % 100 ve % 92,7

oranlarında azalmıştır. Her iki ilçe bazında incelendiğinde taze yapraklardaki t riadimenol

kalıntısı, salamura yapraklarda % 25,4 ila % 100 arasında değişen oranlarda azalma

göstermiştir. Bununla birlikte bazı örneklerde (Merkez ilçe 1, 4 n olu örnekler; Şarköy 14,
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20, 22-24 nolu örnekler) küçük miktarlarda olsa da söz konusu fungisiti n kalıntı miktarında

artış gözlenmiştir.

Daha önce yapılan çalışmalarda araştırmacılar bağda belirlenen dozlarda fungisit

uygulamasından sonra, fungisitlerin yapraklardaki kalıntılarını belirlemişlerdir. Söz konusu

çalışmalarda metalaxyl ve penconazole uy gulaması yapılmış bağlardan alınan yapraklarda

metalaxyl kalıntısının bulunmadığı, penconazole'ün kalıntı miktarının ise MRL değerinin

altında olduğu tespit edilmiştir (Vasilieva ve ark. 1997; Batta ve ark. 2005). Araştırmamızda

ise üreticiler tarafından fungisit uygulaması yapılmış bağlardan yaprak örnekleri alınmış,

böylelikle yemeklik olarak pazara sunulan yaprakların kalıntı açısından ne derece risk

taşıdığı belirlenmeye çalışılmıştır. Gerek Tekirdağ Merkez ilçe, gerekse Şarköy ilçesinden

alınan taze yaprak örneklerinin çoğunda külleme hastalığına karşı kullanılan triadimenol

kalıntısına rastlanmış, söz konusu fungisitin kalıntı miktarlarının genellikle Merkez ilçeden

alınan yaprak örneklerinde daha yüksek olduğu görülmüştür. Öte yandan triadimenol'ün ta ze

yapraklardaki kalıntı miktarının bazı örneklerde MRL değerinden yüksek bulunması, yörede

külleme hastalığına karşı yoğun bir şekilde ilaçlama yapıldığını göstermektedir.
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Çizelge 4.2. Tekirdağ Şarköy ilçesinden alınan taze ve salamura  yaprak örneklerinde tespit
edilen fungisit kalıntı miktarları  ( μg/kg)

Taze Yaprak Salamura Yaprak

Örnek no Dichlofluanid Triadimenol Dichlofluani

d

Triadimenol

1 TEDB   138 TEDB TEDB

2 TEDB   408 TEDB TEDB

3 TEDB 1017 TEDB 57

4 TEDB TEDB TEDB TEDB

5 TEDB TEDB TEDB TEDB

6 TEDB TEDB TEDB TEDB

7 TEDB     16 TEDB TEDB

8 TEDB     18 TEDB 12

9 TEDB     36 TEDB 16

10 TEDB TEDB TEDB TEDB

11 TEDB TEDB TEDB TEDB

12 TEDB   128 TEDB TEDB

13 TEDB  415 TEDB 308

14 TEDB     19 TEDB 27

15 TEDB TEDB TEDB TEDB

16 TEDB TEDB TEDB TEDB

17 TEDB TEDB TEDB TEDB

18 TEDB   239 TEDB 11

19 TEDB   113 TEDB 25

20  129 TEDB 56 10

21 TEDB TEDB TEDB TEDB

22   80     10 TEDB 14

23   36 TEDB TEDB 10

24 122 TEDB TEDB 23

25 TEDB TEDB TEDB TEDB

26 TEDB TEDB TEDB TEDB
TEDB: Tespit edilebilir düzeyde bulunamamıştır.
Teşhis Limiti: Dichlofluanid, 20 ppb; Triadimenol, 10 ppb
MRL (Üzümde): Dichlofluanid, 10 000 ppb; Triadimenol, 100 ppb
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Şekil 4.2. Tekirdağ Şarköy ilçesinden alınan taze ve salamura yaprak örneklerinde tespit
edilen Triadimenol'ün kalıntı miktarları
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Şekil 4.3. Tekirdağ Şarköy ilçesinden alınan taze ve salamura yaprak örnekle rinde tespit
edilen Dichlofluanid'in kalıntı miktarları
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Çizelge 4.3. Tekirdağ Merkez ve Şarköy ilçelerine ait salamura yaprak örneklerinde fungisit
kalıntı miktarındaki azalma (%)

Merkez İlçe Şarköy

Örnek no Folpet Tria.nol Tria.fon Örnek no Dich. Tria.nol

1  +  1  100,0

2  92,0  2  100,0

3  66,2  3  94,4

4 +  4  

5  87,6 92,7 5  

6 100,0 67,9  6  

7  64,1  7  

8    8  33,3

9    9  55,5

10  

11  

12  100,0

13  25,4

14  +

15  

16  

17  

18  95,4

19  77,8

20 56,6 +

21  

22 100,0 +

23 100,0 +

24 100,0 +

25  

26  

Dich: Dichlofluanid; Tria. nol: Triadimenol; Tria.fon: Triadimefon
: Değişiklik yok.
+: Artış var.
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Üzüm yaprakları yemeklik olarak kullanım sırasında önce yıkanmakta daha sonra s ıcak su

ile haşlanmaktadır. Triadimenol'ün kalıntı miktarının yıkama ve haşlama işlemleri

sırasındaki değişimi henüz bilinmemektedir. Bununla birlikte yapılan çalışmalarda

penconazole'ün su ile yıkama durumunda yok olmadığı (Batta ve ark. 2005), ancak

kaynatılmış yapraklarda kalıntı miktarının azaldığı (Nasr ve ark. 2003) belirlenmiştir. Her ne

kadar çalışmamızda test edilen triadimenol, penconazole ile aynı grupta (Triazoles) bulunsa

da yıkama ve kaynatma sırasında kalıntı miktarındaki değişim bilinmedikçe  insan sağlığı

açısından risk taşımaktadır. Bağlarda mildiyö ve ölü kol hastalıklarının kontrolünde

kullanılan folpet ve külleme hastalığına karşı kullanılan triadimefon kalıntılarına sadece

Merkez ilçeden alınan bir örnekte, yine mildiyö ve külleme hastal ıklarına karşı kullanılan

dichofluanid kalıntısına Şarköy ilçesinden alınan 4 adet örnekte rastlanmıştır. Ancak her üç

fungisitin kalıntı miktarları MRL değerlerinin altında olmuştur. Daha önce yapılmış

çalışmalarda bu fungisitlerden dichlofluanid'in kırmı zı ve beyaz şaraplarda bulunduğu ve

şarapta bulunan mayalara toksik etki yaptığı ileri sürülmektedir (Calhelha ve ark. 2006).

Her iki ilçeden alınan taze yaprak örnekleri fermentasyona tabii tutularak salamura

yapıldığında, taze oldukları formlarında sıklıkla kalıntısına rastlanan t riadimenol kalıntı

miktarında azalmalar olduğu görülmüştür. Her ne  kadar triadimenol ile çalışılmamış ise de

bir fermentasyon ürünü olan şarapta değişik fungisitlerin kalıntılarının üzümdeki miktarına

göre azaldığı bildirilmektedir (Vasilieva ve ark. 1991; Garcia -Cazorla ve Xirau-Vayreda,

1994; Cabras ve ark. 1997, 1998 ve 2001; Viviani -Nauer ve ark. 1997; Allinson ve ark.

1999; de Melo-Abreu ve ark. 2006; Cus ve ark. 2007). Fermentasyon sırasında fungisit

kalıntılarının azalmasının nedeninin araştırıldığı bir çalışmada, folpet'in mayalar tarafından

absorbe olması nedeniyle şaraplarda kalıntısının kalmadığı belirlenmiştir (Viviani -Nauer ve

ark. 1997). Benzer şekilde çalışmamızda bir taze yaprak örneğinde bulunan folpet kalıntısı,

salamura sırasında % 100 oranında azalma göstermiştir. Asma yaprakları üzerinde epifitik

mayaların bulunduğu bilinmektedir (Dimakopoulou ve ark. 2008).  Araştırmamızda folpet

kalıntısı için elde edilen % 100'lük azalmanın nedeni olarak fermentesyonda görevl i

bakterilerin folpet'i adsorbe etmesinden kaynaklanabileceği düşünülmektedir.

Az sayıda taze yaprak örneğinde bulunan ve kalıntı miktarları MRL değerinin altında

bulunan diclofluanid ve triadimefon salamura yaprak örneklerinde %50'nin üzerinde
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azalmıştır. Söz konusu fungisitler açısından gerek taze, gerekse salamura yapraklarda insan

sağlığı açısından herhangi bir risk bulunmamaktadır. Bununla birlikte dichlofluanid etkili

maddeli pestisitlerin Avrupa Birliği ülkelerine yapılan üzüm  ihracatında 2009  yıl ında Türk

Gıda Kodeksi’nin Ek-3 de yer alan MRL listesinden çıkarılmas ı ile yasaklanmış

bulunmaktadır (Anonim 2009).

Salamura yapraklarda tespit edilen triadimenol kalıntısındaki azalmalar %25.4 ila %100

arasında değişen oranlarda olmuştur. Bununla birlik te söz konusu fungisitin yoğun olarak

kullanıldığı ve kalıntı miktarının yüksek olduğu yaprak örnekleri salamura yapıldığında

kalıntı miktarı yüksek oranda azalsa dahi MRL değerinin altına düşmediği görülmüştür.

Triadimenol etkili maddeli fungisitlerin ins an periferal lenfositlerinde genotoksik etki

yaptıkları ve kardeş kromatidlerde değişmeler meydana getirerek kromozom

anormalliklerine neden oldukları bilinmektedir (Demir 2005). Bu durum yöremizde

kullanılan bazı salamura yaprakların insan sağlığı açısınd an oldukça tehlikeli olabileceğini

göstermektedir.

Bazı salamura yaprak örneklerindeki fungisit kalıntı miktarının taze yapraklardakine göre az

da olsa artış göstermesi, bağda bu fungisitlerin homojen bir şekilde dağılmamasından

kaynaklanmaktadır.

4.2. Geri alım oranlarının tespiti

Kalıntı analizinin güvenilirliliğini belirlemek amacıyla yapılan geri alım çalışmalarında

kalıntıları belirlenen fungisitlerin % 95'in üzerinde geri alınabildiği görülmüştür (Çizelge

4.4.). Pestisit kalıntı analizlerinde met otların geçerli kılınması ile ilgili çalışmalarda 0,50

mg/kg ve daha fazla miktarlarda zenginleştirme yapılan örneklerden pestisitlerin geri alım

oranlarının % 80-110 aralığında olması gerektiği bildirilmekte, bu aralıkta olmayan geri

alım oranları elde edildiğinde kalıntı değerlerinin düzeltilerek verilmesinin uygun olacağı

belirtilmektedir (Tiryaki ve Aysal 2003). Çalışmamızda elde edilen geri alım oranları

istenilen değerlerle uyum içerisinde olmuş, bu nedenle kalıntı miktarları düzeltilmeden

verilmiştir.
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Çizelge 4.4. Örneklerde tespit edilen fungisitlerin geri alım oranları (%)

Pestisit Numunedeki miktarı

(µg/kg)

Okunan miktar

(µg/kg)

Geri alım

(%)

Folpet 1000 989 98,9

Triadimenol 1000 1022 102,2

Triadimefon 1000 1083 108,3

Dichlofluanid 1000 958 95,8
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER

Bitki hastalıklarını önlemek amacıyla bilinçsiz bir şekilde fungisit kullanımı sonucunda

ürünler üzerinde kalan fungisit kalıntıları, bu ürünleri gıda maddesi olarak kullanan

insanlarda önemli sağlık problemlerine yol açmaktadır. Üretici tarafından fungisit

kullanımının doğru bir şekilde yapılması açısından ürünlerdeki kalıntı miktarlarının tespiti

büyük önem taşımaktadır. Çok sayıda hastalık etmenine maruz kalması nedeni ile f ungisit

kullanımının yoğun olarak gerçekleştiği bitkilerden birisi de asmadır. Hastalık etmenleri için

uygun iklim koşullarına sahip bölgelerde ise meydana gelen hastalıkları önlemek için

kullanılan fungisitlerin miktarı daha da artmaktadır. Bu durum insan lar tarafından tüketilen

üzümde ve üzümlerden yapılan şaraplarda fungisitlerin kalıntı bırakmasına neden

olmaktadır. Yemeklik olarak kullanılan taze ve salamura asma yapraklarındaki fungisit

kalıntılarının incelendiği bu çalışma, gerek taze gerekse salamur a yapraklarda MRL

değerinin üzerinde kalıntı bırakabilen triadimenol etkili maddeli fungisitlerin kullanımında

yapraklararın hasat tarihleri ile  ilaçların parçalanma süreleri dikkate alınarak ilaçlama

zamanlarının belirlenmesi gerekmektedir. Bağlarda ilaçl ama planlaması yapılırken

triadimenol etkili maddeli ilaçların kullanımında parçalanma zamanı içersinde yaprak hasadı

çakışacak ise triadimenol yerine parçalanma süreler i daha kısa olan ilaçlar seçilmelidir.
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EKLER

 Fungisitlerin Gaz Kromatografisinde Görünümleri

EK 1

       GC-MS’de Triadimefon kromatogram görünümü  ve iyon dağılımı
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EK 2

GC-MS’de Folpet kromatogram görünüm ve iyon dağılımı
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EK 3

GC-MS’de Dichlofluanid kromatogram görünümü ve iyon dağılımı
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EK 4

GC-MS’de Triadimenol kromatogram görünümü ve iyon dağılımı
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