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OZET

SARILOP INCIR (Ficus carica L.) CESIDININ
KURUTULMUS MEYVELERINDE FUMONISIN
VARLIGININ ARASTIRILMASI

VURAL KOSOGLU, ilknur
Doktora Tezi, Bahge Bitkileri Anabilim Dah
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Uygun AKSOY

Temmuz, 2008, 213 sayfa

Fusarium incirde onemli kalite ve {iriin kayiplarina neden olan
endosepsisin (i¢ ciiriikliigii) hastalik etmenidir ve Ege Bdlgesi incir
bahgelerinde yaygin olarak goriilmektedir. Bu calismada iilkemiz incir
yetistiriciliginde Onemli bir paya sahip olan Sarilop incir ¢esidinde
Biiytlik ve Kiigiik Menderes Havzasi’ni temsil eden hurda (H) ve kaliteli
(A) kuru incir orneklerinde, Fusarium sp.’nin mikotoksinlerinden biri
olan fumonisinin varlig1 arastirilmustir. incir i¢in analiz yéntemi modifiye
edilmis ve optimizasyon saglanmistir. Metanol/Acetonitril/Su (25/25/50)
ekstraksiyonu, immunoaffinite kolonla ekstraktin temizlenmesi,
metanol/asetik asit  (99+1,v/v) eliisyonu asamalarindan gegirilen
orneklerde fumonisin Bl ve B2 flouresan dedektorlii yiiksek
performansli sivi kromatografisi cihazi ile (HPLC) analiz edilmistir.
Analiz edilen 262 kuru incir Orneginin %66,7’sinde toksin tespit

edilmistir. Pozitif 6rneklerin %68’inde FB1 0,04-0,32 ng/g, %30,8’inde
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FB1+FB2 0,08-0,39 pg/g konsantrasyon araliginda bulunmustur. Kaliteli
incir sinifina (A smifi) dahil olan 6rneklerin %70’nin, hurda sinifina (H
sinifi) dahil olan 6rneklerin %62’sinin fumonisinle bulasik oldugu ortaya
konmustur. Yillar arasindaki farklilik 6nemli olmustur. 2004 yilinda
toplanan 6rneklerde 0,21-0,40 pg/g konsantrasyon araliginda hi¢ 6rnege
rastlanmazken, 2005 yilinda bu oran %39,5 olmustur. Maksimum
degerler ise 2004 yilinda 0,21pg/g, 2005°te ise 0,39ug/g olarak tespit
edilmisitir.

Metod optimizasyonu i¢in yapilan c¢aligmalarda LOD (Limit of
Detection) ve LOQ (Limit of Quantification) degerleri FB1 i¢in sirasiyla
0,0176 ve 0,176 pg/g, FB2 icin 0,0272 ve 0,272 ug/g olarak tespit
edilmistir. Geri kazanim oranlar1 0,25-2 pg/g spike araliginda FB1 i¢in
%84,8-103,9, FB2 i¢cin %79,2-96,0 arasinda tespit edilmistir. Bagil
standart sapma (RSD) FB1 icin %17,24 ve FB2 i¢in %8,25 bulunmustur.
Anahtar Kelimeler: Ficus carica, kuru incir, Fusarium sp, fumonisin, i¢

curtkligi
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ABSTRACT

RESEARCH ON OCCURENCE OF FUMONISIN IN DRIED FIG
FRUITS OF SARILOP FIG (Ficus carica L.) VARIETY

VURAL KOSOGLU, ilknur
PhD Thesis, in Horticulture
Supervisor: Prof. Dr. Uygun AKSOY
Temmuz, 2008, 213 pages

Fusarium is the agent causing endosepsis (internal rot) in fig fruits
and is widely spread in fig orchards in the Aegean Region. The research
aimed at determining fumonisin, one of Fusarium toxins occurence in
Sarilop (syn. Calimyrna) fruits of two different quality classes, cull (H)
and Class A (A) collected from the Big and Small Meander Valleys. The
analiytical method is modified for dried figs and optimized. The
extraction was done with Methanol/Acetonitrile/Water (25/25/50), clean-
up with immuno affinity column and elution by methanol/acetic acid
(99+1,v/v) and quantification was made by high performance liquid
chromatography using a fluoresecence detector. The occurrence of
fumonisin was investigated in total of 262 dried fig samples. Fumonisin
was detected in 175 samples representing 66,7% of the whole samples. In
the 68,0% of pozitive samples FB1 ranged from 0,04-0,32 pg/g and in
the 30,8% of positive samples FB1+FB2 ranged from 0,08-0,39 ng/g

.The fumonisin contamination was detected in the 70% of Class A (A)
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and 62% of cull (H) class of dried fig samples. Although the highest
incidences of fumonisin positive samples were obtained within the range
0,21-0,40 ng/g for 2005, there was no sample between this concentration
for 2004. The maximum fumonisin concentration was 0,21ug/g in 2004,
0,39ug/g in 2005.

For method optimization determined LOD (Limit of Detection) and
LOQ (Limit of Quantification) levels for FB1 were 0,0176, 0,176 pg/g
and for FB2 were 0,0272, 0,272 ng/g, respectively. The recoveries for
FB1 and FB2 spiked in the ranges of 0,25-2 ng/g were 84,8%-103,9%,
and 79,2%-96,0%, respectively, with average relative standart deviations
17,24 %and 8,25%

Keywords: Ficus carica, fig, Fusarium sp, endosepsis, fumonsin,

internal rot.
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1. GIRIS

Gecmisi insanlik tarihi kadar eski olan, ii¢ kutsal kitapta da
hakkinda ayetler bulunan ve kutsal meyve olarak kabul edilen incir
meyvesi; meyve yapisinin 0zelligi, dollenme biyolojisindeki akil almaz
sirlart ve milkemmel besin igerigi ile giinlimiize kadar insanoglunun

ilgisini gekmekte hakli sebeplere sahip olmustur.

Incir bitkisi, bitkiler aleminin Urticales takimindan, Moraceae
familyasinin Ficus L. cinsine aittir. Bu cinse ait olan en énemli tiir Ficus
carica L.’dir. Suptropik ve 1liman iklim kusagindaki iilkelerde
yetistiriciligi yapilan incirin gen merkezi Anadolu’dur. Ulkemizde Dogu
Anadolu bélgesi hari¢ hemen her bdlgede incir agacina rastlanir. Ustiin
kalitede kurutmalik incir yetistiriciligi, Sarilop incir ¢esidiyle kurutma
donemindeki ekolojik sartlarin uygun olmasi nedeniyle Biiyiik ve Kiigiik
Menderes Havza’larini igine alan bolgede gergeklestirilir. Bdlgenin
Oonemli {tretim alanlarn Biiyilk Menderes Havza’sinda Saraykoy,
Buharkent, Kuyucak, Kosk, Bozdogan, Nazilli, Sultanhisar, Aydin,
Incirliova, Ortaklar, Germencik, Soke, Kiiciik Menderes Havza’sinda ise
Odemis, Tire, Bayindir, Torbali ve Selguk’tur. Bu bélge iilkemiz toplam
incir aga¢ varliginin %70’ine yakin bir boliimiinii kapsamaktadir Diinya
kuru incir iiretiminin yaklagik olarak %60’n1 Tiirkiye, bunun da % 85’ini
Aydin ili kargilamaktadir (Aksoy, 1990a). Il genelinde gerek kapladig
alan, gerekse sahip olduklar1 aga¢ sayilar1 bakimindan Nazilli,
Germencik, Bozdogan, Incirliova, Kosk, Sultanhisar ilk siralarda yer

almaktadir (Cizelge 1.1) (Anonim, 2007).



Cizelge 1.1. Aydin ilinde ilgeler bazinda incir iiretim alanlar1 (da)

Nazilli 92.000
Germencik 88.020
Bozdogan 53.000
Incirliova 38.000
Kosk 24.500
Sultanhisar 23.085
Aydm-merkez 22.295
Kuyucak 16.800
Buharkent 13.000
Yenipazar 5.500
Karacasu 4.000
Kocarli 2.200
Soke 2.182
Kusadasi 1.443
Karpuzlu 210
Didim 135
Cine 92
Toplam 386.462

(Aydin Tarim 11 Miidiirliigii, 2007)

Kislart 1lik ve yagish, yazlar sicak ve kurak gecen, yillik ortalama
sicakligin 18-20C°, ortalama yillik yagisin 625mm oldugu, en diisiik
sicakligin —10C”nin altina diismedigi bolgelerde ekonomik anlamda
incir yetistiriciligi yapilabilir. Kuru incir yetistiriciliginde ise yagislarin
Kasim-Mayis aylarinda olmasi istenirken, hasat ve kurutma periyodu
olan Temmuz-Eyliil aylarinda yagissiz bir donem arzu edilir. Yiiksek
bagil nem meyvede bozulmaya, kalitenin diismesine neden olur. Meyve
olgunlasma ve kurutma doéneminde hava bagil neminin %40-45 arasinda
olmasi arzu edilir. Bu sartlarda meyveler seker ve aromaca istenen
Ozelliklere sahip olurken, agac iizerinde buruklasma ve sergide kuruma

hizl bir sekilde gergeklesir.



Biiyiik ve Kiigiik Menderes Havza’sinda etkili olan riizgar
sistemleri kaliteli kurutmalik incir yetistiriciliginin burada sinirh
kalmasinda en Onemli rolii istlenmistir. Kuzeyden esen ve
“giimiiskanat” ad1 verilen poyraz, incirlerin olgunlagsmasi ve kurumasi
icin ¢cok Onemlidir ve 6gleden Once eser. Batidan esen nemli deniz
rlizgarma “imbat” ismi verilir ve 0Ogleden sonra baslar, meyvenin
irilesmesi ve ince kabuklu olmasinda rol oynarken bu iki riizgarin

nobetlese esmesi arzu edilir (Duyar, 1997).

Incir dollenme biyolojisi agisindan diger meyve tiirlerinden
oldukca farkhidir. Incir, disi ve erkek ¢iceklerin ayr1 agaglarda meydana
geldigi dioik bir bitkidir. Ilek aricig, Blastophaga psenes, bir yil
igersinde erkek agaclarda birbirini izleyen yaz meyvesi ebe, kis meyvesi
boga ve ilkbahar meyvesi ilek igersinde hayat dongiisiinii tamamlar
(Sekil 1.1., Sekil 1.2.) Aricigin hayat dongiisii erkek incir meyvesi
icersinde tamamlanirken bu meyveler igersindeki polenlerin olgunlagma
siireci de bu dongiiyle kusursuz bir bigimde uyum gosterir. Aricigin
yumurtalarmi birakmak icin diger bir meyveye ge¢me zamani ile
ayrilacagl meyvenin polen olgunluk zamani birbiri ile cakisir. Boylece
aricik, polenleri de beraberinde diger meyveye tasimis olur (Sekil 1.3.).
Aricigin dis gevre ile olan tek baglantis1 boylece gerceklesir. Hastalik
etmenlerinin incir meyvesi icersine girisi de bu kisa yolculuk esnasinda
havadan, meyvelerden, yapraklardan, dallardan aricigin iizerine
bulagmasi ile gergeklesir. Aricik, Haziran’in ilk haftalarinda olgunlasan
ilek meyvelerinden ebe meyvelerine gegmeye hazirlanirken bu meyveler

erkek agaclardan toplanarak disi agacglara lizerine asilir (Sekill.4.).
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Boylece yapay olarak disi agaglara getirilmis olan ilek meyvelerinden
cikan polen yiikli ariciklar disi meyvelere girerek dollenme olayini
gerceklestirmis olurlar. Bu olay ilekleme olarak bilinir. Ilekleme
donemindeki ekolojik faktorler-sicaklik, yagis, riizgar- ilek meyvesinin
kalitesi, atilacak ilek miktar1 kuru incir yetistiriciliginde verim ve kalite

acisindan 6nemli bir yer tutmaktadir.

Sekil 1.1. Saglikli ilek meyveleri ve tizerlerindeki ilek aricig1

Blastophaga psenes



Sekil 1.2. Ilek meyvesi ve polen yiiklii Blastophaga psenes

Sekil 1.3. ilekleme olgunluguna gelmis disi incir meyvesi ve

Blastophaga psenes



Sekil 1.4. Disi incir meyvelerine filelerde asilmak tizere hazirlanmis ilek

meyveleri

Sarilop kurutmalik incir ¢esidinin kuru meyve renginin beyaza
yakin sar1, kiiclik ¢ekirdekli, nem oraninin %22-24, seker oraninin %50-
55 civarinda ve ince kabuklu olmasi kalite acisindan bir avantaj
olusturmaktadir. Biiyiik ve Kiiciik Menderes Havza’sinda Aydin ve Izmir
illerini i¢ine alan bolgede optimum iklim istegi karsilanmaktadir. Sarilop
cesidinde agac 7-8 m yiikseklik ve 8-9 metre genislikte olup seyrek

dallanma gosteren, gelisme hiz1 orta, biiyiime hiz1 yiiksektir. Yapraklari
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iri ve ¢ok derin dilimli genellikle bes parcalidir. Uriin verebilmesi igin
mutlak dollenme ihtiyac1 gosteren cesitte ileklemede yapilan hatalar,
ilekleme donemindeki asir1 sicak, soguk, yagmur ve riizgarlar déllenmeyi
olumsuz yonde etkileyebilir. Meyveleri ¢ok iyi goriiniislii, tath
hissedilebilir bir aromaya sahiptir. Taze meyve agirlig1 ortalama 65-70gr,
meyve c¢apt 55-60 mm’dir. Meyve iriligi ortanin isti irilikte yuvarlak ve
basikca sekillidir. Ik olgunlasma ydrede Temmuz sonu, Agustos basinda
baslar Eyliil sonu tamamlanir. Hasat siiresi 40-45 gilindiir (Aksoy, 1981,
Kabasakal, 1983). Meyve kabugu orta derecede dayanikli olup, kolay
soyulur. Ancak bazen bir miktar kabuk ostiole yakin kisimda soyulmadan
kalir. Meyve kabuk kalinlig1 ortalama 1,17-1,03 mm, kabuk rengi sari, et
rengi beyaz-sari, meyve i¢ rengi amber ile sar1 arasindadir. Meyvede
cekirdek orta miktarda ve orta iriliktedir. Meyve i¢ boslugu yoktur.
Ostiol agikligr belirgindir. Meyve olgunlugu doneminde serin hava,
yiiksek nem ve yagislar meyvelerde yarilmaya neden olur. Bir ¢ok
faktore bagli olmakla birlikte taze meyvede ortalama toplam suda
eriyebilir madde %20-22, titre edilebilir asit % 0,13, toplam kuru madde
%23-24, kuru incir meyvelerinde toplam suda eriyebilir madde miktari
%0535,5, titre edilebilir asit (sitrik asit cinsinden) % 0.48, kuru madde %78
civarindadir (Aksoy ve ark., 1987, Aksoy ve ark. 1991).

Kuru incir kalitesine, olgunlasma, hasat ve kurutma esnasinda
maruz kaldig1 bir¢ok sart etkilidir. Agac lizerinde olgunlagsmaya devam
eden incirler yaklasik olarak %30-50 neme ulastiginda “buruk “olarak
nitelendirilen asamada kendiliginden yere diiser. Yere diisen meyveler

toplanir ve nemin %18-20 civarina diismesini saglamak i¢in kurutma
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kerevetlerine konur, hava sartlarina bagli olarak 4-5 giin igersinde
kuruma gerceklesir. Hasat ve kurutma esnasinda yasanacak nemli hava
sartlari, meyvelerin toprak iizerinde ve kerevetlerde kalma siiresinin
uzamasi, kurutma esnasinda toprakla olan temasin kesilmemesi, gece
kerevetlerin iizerlerinin kapatilmamasi, hurda incirlerle iyi incirlerin aym
hasat ve kurutma isleminde ayrilmamasi, tam kuruma saglanmadan

depolama gibi faktorler kalite kayiplarin1 6nemli derecede arttirmaktadir.

Sarillop c¢esidi, kuru meyve kalitesi nedeniyle iiretici iilkeler
arasinda en iyi meyve Ozelliklerine sahip ¢esit olarak bilinmesine ragmen
mikotoksinler yiiziinden bir numaral ihracat¢i iilke konumunda olan
Tiirkiye, ihracat kanalinda 1980°li yillarin sonundan itibaren ciddi

problemler yasamaktadir (Aksoy and Nagler, 1989).

Incir meyvesi gerek yiiksek karbonhidrat igerigi, gerekse ilk
olgunlagma (0.91-0.97 aw) ve buruk meyve donemindeki (0.80-0.89 aw)
yiiksek su aktivitesi ile mikotoksin olusumu i¢in uygun bir substratdir.
Olgunlasma, hasat ve kurutma dénemi boyunca iiretim bdlgelerinde
ortalama sicaklik 27-30°C’dir ve bu sicakliklar da bazi mikotoksinlerin
gelisimi i¢in ¢ok uygundur (Ozay ve Alperden, 1991). Ekonomik
kayiplarin yaninda, mikotoksinlerin insan sagligi iizerindeki olumsuz
etkileri incir meyvesinde mikotoksin c¢alismalarimin 6nemini gittikge
arttirmaktadir. Ik kez 1973 yilinda, Tiirkiye’den ihrag¢ edilen kuru
incirlerin Danimarka’da yapilan analizlerinde 938 ppb diizeylerinde
aflatoksine rastlanmasi sorunun o giinlerde ¢ok boyutlu olarak ele

alimmasini ve ¢alisilmasini zorunlu kilmistir (Demir ve ark., 1991). Kuru
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incirle ilgili olarak 1980°1i yillarin baglarinda yasanmaya baslanan
aflatoksin ve ardindan 90’11 yillarda okratoksin sorununun ¢oziimiine
yonelik bir ¢ok arastirma yapilmistir (Aksoy, 1990b, Aksoy, 2000, Sahin
2003). Demir ve ark. (1991) sergi, liretici deposu ve bahgeden alinan 282
kuru incir Orneginden 16 Ornekte iz-62.9 ppb arasinda degisen
miktarlarda okratoksin A (OTA) bulunmustur. Ozay ve Alperden, (1991)
bahge ve igletmelerden alinan 103 6rnekte OTA diizeyinin 5.20-8.80 ppb
arasinda degistigini ve bulunma sikliginin %3 oldugunu belirtmislerdir.
Aksoy ve ark. (2003) 1999-2001 yillar1 arasinda 238 kuru incir 6rneginde
okratoksin A varligim arastirdiklar1  ¢aligmalarinda  Grneklerin
%38.2’sinin 2-10 ppb arasinda degisen diizeylerde, 3 6rnekte de 1000
ppb’nin iizerinde OTA saptanmuistir.

Fumonisin olduk¢a yeni bulunmasina ragmen insan saglig
lizerindeki etkileri nedeni ile giindemde olan bir mikotoksindir. ilk olarak
1988 yilinda bulunan fumonisinin hayvan ve insan saglig lizerindeki
olumsuz etkileri konusunda giintimiizde tahillar basta olmak iizere tiim
diinyada ve Avrupa Birligi iilkelerinde ¢ok sayida arastirma
yiiriitiilmektedir. incirde Fusarium yaygm olarak bulunmakta ve ig¢
curiikliigiine (endosepsis) neden olmaktadir. Kuru incir Fusarium’ un
yaygin bulunmasi nedeni ile riskli iirlinlerden biri olarak ele alinabilir.
Son yillarda yurt disinda yapilan bazi 6n ¢aligmalarda incirde fumonisine

rastlandig1 bildirilmektedir (Moretti ve Ark, 2000).

Arastirmanin hedefi, halen diinya iiretim ve ticaretinde % 60’1n

tizerinde paya sahip olan iilkemizde 1980°’li yillardan itibaren
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yasanmakta olan aflatoksin, yeni baslayan okratoksin-A sorunu yaninda
fumonisin  riskinin  bulunup bulunmadigint ortaya koymaktir.
Mikotoksinler konusunda iilkemizde yapilan c¢alismalarin yaygin
olmamasi ve incirde fumonisin olusumu konusunda ilk ¢alisma olmasi,
calismanin 6nemini ve Onceligini ortaya koymaktadir. Arastirma, kuru
incirde fumonisin analiz yOnteminin optimize edilerek kuru incir
yetistiriciliginin yapildigi Biiyiik ve Kiigiik Menderes Havzasi (Aydin-
[zmir)’n1 temsil eden hurda ve Kkaliteli incir drneklerinde fumonisin
analizinin yapilarak mikotoksinin varlii, varsa bulunma siklig1 ve diizeyi
hakkinda bilgilerin elde edilmesine yonelik planlanmistir. Mikotoksin
olusumunda substratin ve c¢evre kosullarnin 6nemli roli oldugu
diisiiniildiiglinde her f{irtindeki riskin ayr1 ayr1 degerlendirilmesi
zorunludur. Hurda ve kaliteli incirlerin ayr1 ayr1 6rneklenip analiz edilme
nedeni, Fusarium spp.’nin disi incir meyvelerinde yarattig1 i¢ c¢liriikligi
sonucunda ortaya ¢ikabilecek kalite kaybinin mikotoksin olusumu ile
iliskisini arastirmaya yoneliktir. Elde edilen veriler, sorunun ortaya
cikisina  gore riskin  degerlendirilmesine ve yeni calismalarin

planlanmasina temel veri teskil edecektir.
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2. LITERATUR OZETi

2.1. Mikotoksinler

Degisen giiniimiliz sartlarinda giivenilir besinlere ulagma ve
bunlarin tiiketilebilmesi i¢in ulusal ve uluslar arasi diizeyde karsimiza
¢ikan onemli sorunlardan birini mikotoksinler olusturmaktadir. Bilingsiz
kullanilan kimyasallarin giivenligi biiyiik olglide tehdit ettigi tartisiimaz
bir gergektir. Bunun yaninda 1960’11 yillardan beri tartisilagelen fungus
(mikotoksin) ve alg toksinleri (fikotoksin) ile son yillarda tartisilan bitki
toksinleri (fitotoksin) dogal bulasanlar adi altinda literatiirde yerini
almistir.  Mikotoksinler, Birlesmis Milletler Gida ve Tarim
Organizasyonu’nun (FAO) istatistiklerine gore tarimsal iiretimin %25’ini

tehdit eden en zararh dogal kirleticilerdir (CAST, 2003).

Mikotoksinlerin insan ve hayvan saglig1 tizerinde ne denli olumsuz
etkilerinin oldugu veya olabilecegi konusundaki bilgiler, bilimin
ilerleyisine paralel olarak artmis ve ortaya ¢ikan riskler bazi sinir
degerlerin koyulmasini zorunlu kilmustir. ilk limitler, 1960’11 yillarda
gelmis ve 2003 yilina kadar toplam 100 iilkede gidalarda ve hayvan
yemlerinde limitler getirilmis ve uygulanmaya baslanmistir (CAST,

2003).

Ortacagda mikotoksinlerin neden oldugu “St Anthony’s fire” (St
Anthony’nun atesi) adli hastalik Avrupa’da ilk taninan hastaliklar

arasindadir ve Claviceps purpurea fungusu tarafindan tretilen ergot
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alkoloitleri ile bulasmis ¢cavdarin tiiketilmesi sonucu ortaya ¢ikmistir. Kol
ve bacaklarda sisme ve yanmalarla baslayan ve bu organlarda kangrene
neden olan hastalik, bir¢ok haciyr care olmasi umuduyla Fransa’da
bulunan St Anthony tapmagma getirmistir. Oyle ki dénem
ressamlarindan 1525-1569 yillar1 arasinda yasamis Pieter Bruegel’de

“Dilenciler” isimli tablosunda bunu anlatmistir (Sekil 2.1.).

Sekil 2.1. Pieter Bruegel’in St. Anthony’nun Atesi hastaligini konu alan
“Dilenciler” isimli tablosunun bir boliimii (CAST, 2003).

1900°’lii yillardan &nce Italyan arastirmacilar kiiflii musirlarin
tiiketilmesinin ¢ocuklarda hastalik yaptigina dair kanitlara rastlamislardir.
O yillarda kiiflerin hastalik yaptig1 bulunmus fakat maddeyi izole etme
sanst olmadigi i¢in bilgiler bu diizeyde kalmistir. 1950°li yillarin
baslarinda Amerika’da misir tarlalarinda otlayan yiizlerce yaban

domuzunun hastalanip Glmesi, veteriner ve mikologlar1 bir araya
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getirmisg, sadece kiifler izole edilmis ve hastalik yapan kiifler ortaya
konmustur. Kiiflii tahillarla beslenmenin olumsuz etkileri ¢ok uzun
yillardir bilinmesine ragmen sorunun mikotoksin oldugu 1961 senesinde
tam anlamiyla teshis edilmistir. 1960 senesinde Ingiltere’de 100,000
hindinin 6lmesine neden olan rasyonda kullanilan yer fistig1 ununda
bulunan toksik bir bulasanin, aflatoksinin belirlenmesi doniim noktasi
olmustur. Bu gelisme, mikotoksinlerin olusturdugu potansiyel tehdidin
daha 1yi anlagilmasini saglamis ve ciddi mikotoksin calismalarinin

yapildig1 modern dénemin baslangict olmustur (CAST, 2003).

“Mycotoxin” ismi Yunanca’da “mykes” fungus, Latince’de
“toxicum” zehir anlamina gelmektedir. Bircok fungus, bitkilerde hastalik
meydana getirirken bazi tiirleri de 6li bitki dokular iizerinde yasayarak
dekompozisyona yardim ederler. Antibiyotikler ve diger bir¢ok yararli
kimyasalin meydana gelmesi ile insanliga cok biiylik hizmetlerde
bulunsalar da, 6lim ve hastaliklarin nedeni olan toksik maddeler yine

bazi tiir funguslar tarafindan meydana getirilirler (Hudler,1998).

Kiifler, hif ad1 verilen uzun iplikler iireterek iireyen funguslardir.
Bu organizmalar klorofil icermeyen bitkilerdir ve giin 15181 olmadan
yasayabilirler. Kiifler tek bir hiicreden sagakli bir kiif yumagina
dontisiirler. Genellikle hif, funguslarin yasayabilmesi ve yayilabilmesi
i¢in 6nemlidir. Hifden olusan aga miselyum ad1 verilir. Uriinlerde olusan
kiif funguslar1 ayn1 zamanda depoda oldugu gibi sahada da hava yoluyla
yayilabilen sporlar (conidia) Uiretirler. Kiife karakteristik rengini veren de

genellikle bu spor dbekleridir. Fungus miselleri 3-4 um c¢apinda ipliksi
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yapilardir. Bazi istisnalarin disinda miselyumun sadece birkac terminal
hiicresi biyolojik olarak aktiftir. Mikotoksinler her bir miselyum
gelisirken sondan bir Onceki hiicre tarafindan fretilmektedir. Bunun
anlami1 mikotoksin iiretiminin mikro diizeydeki her bir ipliksi yapida
meydana geldigi, mikotoksin akiimiilasyonunun iiriin iizerindeki
milyonlarca hiicreden gergeklestigidir. Mikotoksin {iretimi zamandan
daha ziyade toplam fungus biomasinin bir fonksiyonudur. Yani
mikotoksinler ¢imlenme aninda milyonlarca hiicrenin {iretilmesi sonucu
olusturulurlar. Kif funguslarinin  {iretilmesi i¢in gerekli sartlar
mikotoksin iiretimini de olumlu ydnde tetikler. Sartlar toksigenik
funguslarin gelismesi yoniinde olursa genetik yapisindan da ileri gelen
Ozellikler nedeniyle bir ya da daha fazla toksin olusturabilir (Tuite,

1994),

Her yerde ve her an hazir bulunan funguslar, gelisme ve tiremeleri
icin gerekli olan besini cansiz organik maddelerden saglarlar, yani
saprofittirler. Funguslar bu materyalleri sindirmeleri esnasinda besin
kaynaginin i¢ine enzim salgilar. Bu enzimler kompleks yapida besin
maddelerini daha basit yapida kullanilabilecek forma pargalayarak
fungusun kullanimi i¢in hazir hale getirirler. Sindirilen besinler iki tip
bilesik meydana getirir; biiylime ve gelisme i¢in gerekli olan enerjiyi
saglayan primer bilesikler ve funguslara diger mikroorganizmalara
istiinliilk saglama avantaji kazandiran sekonder bilesikler. Bununla
birlikte bu maddelerin organizmaya ne kattig1 veya organizmada ne ise
yaradigi tam olarak agiklanamamaktadir. Bu irilinlerin biyosentezi

genellikle hiicre farklilasmasi ve gelismesiyle alakali olup ¢ogu sekonder
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metabolit, filament gelisimi baslayinca yani daha karmasik bir yapiya
ulaginca baslar ve bunun nedeni heniiz bulunamamaistir. Spor olusumunun
sekonder metabolit metabolizmasiyla olan iliskisi 3 sekilde agiklanabilir

(Steyn,1998):

1. Metabolitler spor olusumunu aktive edebilirler,
2. Sporulasyon yapisi i¢in pigmentlere ihtiyag¢ vardir,
3. Toksik metabolitler gelisen koloniler tarafindan sporulasyon

zamaninda meydana getirilirler.

Tiim bunlara ek olarak spor olusturmak icin ihtiyag duyulan
cevresel faktorlerle sekonder metabolit iiretimi igin gerek duyulan
faktorler benzerdir. Su an nedeni anlagilamamakla birlikte bu tiir dogal
bilesiklerin spor olusumunda rol oynadigi bilinmektedir (Steyn,1998).
Mikotoksin {iretimi ve spor olusumu arasindaki iliski birgok
mikotoksigenik tiirde ortaya ¢ikarilmistir. Ornegin A. parasiticus’da spor
olusumunu engelleyen kimyasallarin aflatoksin olusumunu da engelledigi
ortaya cikarilmistir. Yine A. parasiticus ve A. nidulas’da poliamin
biyosentezinin kimyasallarla engellenmesi spor olusumu, aflatoksin ve
sterigmatocystin iiretimini engellemistir. Spor olusturmayan Aspergillus
tirlerinde  aflatoksin  olusumunun  gerceklesmedigi  goriilmiistiir.
Fusarium sp.’de de spor olusumuyla mikotoksin iiretimi arasindaki
genetik baglanti bulunmustur. F. verticillioides FCC1 gen mutantinda
spor olusumunda azalma, FB1 olusumunda diisme goézlenmistir. Birgok
caligmada miseller tarafindan acgiga c¢ikarilan bilesiklerin diger
funguslarin seksuel ve aseksuel spor olusumunda rol aldig1 gosterilmistir.

Bu da tiirlerin ya da g¢esitlerin birbirleri lizerine olan etkilerini
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gostermektedir. Cogu durumda bu bilesikler belirlenememistir ancak
bunlarin misel doneminde meydana gelen dogal bilesikler olduklari
tahmin edilmektedir. Bunlardan bazilar1 iyi bir sekilde karakterize
edilmislerdir. Ornegin F. graminearum’um iirettigi ‘zearalenone’ adi
verilen Ostrojenik mikotoksin, bu fungusta peritesiyal tiretimini etkiler.
Buna ek olarak zearalenonun inhibe edilmesiyle fungusun aseksual
tiremesinin de baski altina alindig1 ortaya ¢ikmistir. Cogu sekonder
metabolit, fungus baslangi¢ gelismesini tamamlayip spor olusturma
asamasina geldigi andan itibaren fungus tarafindan olusturulmaya baslar

(Steyn,1998).

2.1.1.Mikotoksinlerin Ortak Ozellikleri

Mikotoksinlerin iiretilebilmesi i¢in 3 temel faktoriin bir arada
olmas1 gerekir; toksin iiretecek fungusu destekleyebilecek iiriin-besin
ortami-, toksini Tlretecek fungus, fungusun gelismesi ve tokin
tiretebilmesi i¢in gerekli ¢evresel sartlar. Bununla birlikte toksin iireten
fungusun varlig1 otomatik olarak ilgili toksinin bulunacagi anlamina
gelmez. Ciinkii toksin olusumunda birgok faktor rol oynar. Tam tersi
olarak da gozle goriilebilen herhangi bir fungus ya da kiifiin
bulunmamasi da toksin olmayacaginin garantisi degildir. Ciinkii kiif hali
hazirda 6lmiis fakat toksin herhangi bir zarar gormeden duruyor olabilir

(Www.mycotoxins.org).

Her bir mikotoksin bir ya da daha fazla fungus tiirii tarafindan

meydana getirilir. Ornegin aflatoksin, Aspergillus flavus ve Aspergillus
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parasiticus tarafindan meydana getirilebilir. Baz1 durumlarda bir fungus

tiirli birden fazla toksin meydana getirebilir (Cizelge 2.1.2.1).

Cogu mikotoksin, kararli bir yapiya sahip oldugu i¢in depolama ve
isleme sirasinda, 6rnegin yiiksek sicakliklarda yapilan ekmegin yapisinda
dahi bozulmadan kalir. Bu nedenle mikotoksin olusumuna neden olacak,
tetikleyecek sartlardan miimkiin oldugunca kagmmak cok Onemlidir.
Mikotoksin meydana geldikten sonra elimine etmek c¢ok gii¢ oldugu icin
en iyl kontrol, mikotoksin olusumunu engellemektir. Bir ¢ok fungus,
yasamak ve kolonize olmak i¢in ¢ok basit seylere ihtiya¢ duyar. En ¢ok
ihtiya¢ duyulan nemdir. Bu tetikleyici etki olarak bilinir. Kif
gelismesinin baglamasi bazen 24 saat gibi kisa bir siirede gerceklesir.
Funguslar ¢ok farkli nem ve sicaklik kosullarinda yasamlarim
strdiirebilirler. Sicaklik, oksijen, azot gibi c¢evresel faktorler kiif
gelismesi icin gerekli faktorlerdir. Kiifler ayrica organik besin kaynagi

olarak gida maddelerini kullanirlar (Scudamore, 2004).

Olusumlar1  i¢in ¢ok basit sartlara gereksinim duyan
mikotoksinlerin yapilari, bircok icsel ve digsal faktdriin sentezde rol
oynamasl, bir¢ok enzimatik faaliyetin primer yapidan sekonder yapiya
donilismede rol almasi, olayda etken genlerin aktif hale ge¢mesi i¢in fazla
sayida aktivatoriin gerekmesi ve birden fazla genin birlikte rol oynamasi

gibi nedenlerden dolay1 ¢ok komplekstir (Moss, 1998).
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2.1.2.Onemli Mikotoksigenik Funguslar ve Mikotoksinleri

Mikotoksigenik funguslar genel olarak Fusarium, Alternaria,
Aspergillus, ve Penicillium cinslerine aittir. Arastirmacilar tarafindan
funguslar tarla kosullarinda olusanlar ve depolama esnasinda olusanlar
olmak iizere iki grupta siniflandiriliyorken son zamanlarda fungus tiirleri
arasindaki farklilik, sicaklik ve nem gereksinimini vurgulamak amaciyla
kullanilmaya baslanmistir. Ciinkii spesifik bir organizmanin gelisimi i¢in
uygun kosullar tarlada da depoda da olusabilir. Sahada olusan funguslar
iriin daha tarladayken tohumlar1 istila eder ve yiiksek neme ihtiyag
duyarlar (% 20-21). Fusarium, Cladospoirum, Diplodia, Gibberella bu
guruba girer. Depolama esnasinda olusan depo kiifii adi da verilen
funguslar {irtinii depolama asamasinda istila eder. Sahada olusan
funguslara gore daha az neme (% 13-18) ihtiya¢ duyar ve hasattan 6nce
ciddi bir tehlike teskil etmezler. Aspergillus ve Penicillium bu gruba
girmektedir (Cizelge 2.1.) (http:://www.fao.org/docrep).

Cizelge 2.1. Baz1 mikotoksinler ve bunlari iireten funguslar

Mikotoksin Fungus

Acetoxyscirpenediol Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum, F. Avenaceum, F.

roseum, and F. Nivale

Acetyldeoxynivalenol |Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum, F. Avenaceum, F.

roseum, and F. Nivale

Acetylneosolaniol Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum, F. Avenaceum, F.

roseum, and F. Nivale

Acetyl T-2 toxin Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum, F. Avenaceum, F.

roseum, and F. Nivale

Aflatoxin Aspergillus flavus, A. Parasiticus

Aflatrem Aspergillus flavus
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Altenuic acid

Alternaria alternata

Austdiol Aspergillus ustus

Austamide Aspergillus ustus

Austocystin Aspergillus ustus

Avenacein Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum, F. Avenaceum, F.
roseum, and F. Nivale

Beauvericin Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum, F. Avenaceum, F.
roseum, and F. Nivale

Bentenolide Monographella nivalis

Brevianamide Aspergillus ustus

Butenolide Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum, F. Avenaceum, F.
roseum, and F. Nivale

Calonectrin Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum, F. Avenaceum, F.
roseum, and F. Nivale

Chaetoglobosin Chaetomium globosum

Citrinin Aspergillus carneus, A. terreus, Penicillium citrinum, P. hirsutum, P. Verrucosum

Citreoviridin Aspergillus terreus, Penicillium citreoviride

Cochliodinol Chaetomium cochliodes

Crotocin [Acremonium crotocinigenum

Cytochalasin E Aspergillus clavatus

Cyclopiazonic acid

(Aspergillus versicolor

Deacetylcalonectrin Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum, F. Avenaceum, F.
roseum, and F. Nivale

Deoxynivalenol Fusarium moniliforme, and F. Nivale

diacetate

Deoxynivalenol Fusarium moniliforme, F. culmorum, F. avenaceum, F. roseum, and F. Nivale

monoacetate

Diacetoxyscirpenol Fusarium moniliforme, F. Equiseti

Destruxin B Aspergillus ochraceus

Enniatins Fusarium moniliforme, F. avenaceum, F. roseum, F. solani, and F. Nivale

Fructigenin ™'

Fusarium moniliforme, F. culmorum, F. avenaceum, and F. Roseum

Fumagilin

Aspergillus fumigatus

Fumonisin B,

Fusarium moniliforme, F. culmorum, F. avenaceum, and F. Nivale

Fusaric acid

Fusarium moniliforme
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Fusarin Fusarium moniliforme

Gliotoxin Alternaria, Aspergillus fumigatus, Penicillium

HT-2 toxin [Fusarium moniliforme, F. culmorum, F. avenaceum, and F. Nivale
Ipomeanine [Fusarium moniliforme, F. culmorum, F. avenaceum, and F. Nivale
Islanditoxin |Penicillium islandicum

Lateritin ™!

Fusarium moniliforme, F. culmorum, F. avenaceum, and F. Nivale

Lycomarasmin *!

Fusarium moniliforme

Malformin

Aspergillus niger

Maltoryzine

Aspergillus spp.

Moniliformin

Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum, F. Avenaceum, F.

roseum, and F. Nivale

Monoacetoxyscirpenol

Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum, F. Avenaceum, F.

roseum, and F. Nivale

Neosolaniol

Fusarium moniliforme, F. solani, F. culmorum, F. avenaceum, and F. Roseum

Nivalenol Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum, F. Avenaceum, F.
roseum, and F. Nivale

NT-1 toxin Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum, F. Avenaceum, F.
roseum, and F. Nivale

NT-2 toxin Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum, F., F. solani,
avenaceum, F. roseum, and F. Nivale

Ochratoxin Aspergillus ochraceus, Penicillium verrucosum

Oxalic acid Aspergillus niger

Patulin Aspergillus clavatus, Penicillium expansum, Botrytis,

P. roquefortii, P. claviforme, P. Griseofulvum

Penicillic acid

Aspergillus ochraceus

Penitrem Penicillium crustosum

Roridin E Myrothecium roridum, M. verrucaria, Dendrodochium spp., Cylindrocarpon spp.,
Stachybotrys spp.

Rubratoxin Penicillium rubrum

Rubroskyrin Penicillium spp.

Rubrosulphin Penicillium viridicatum

Rugulosin Penicillium brunneum, P. kloeckeri, P. rugulosum

Sambucynin *!

Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum, F. solani, F.

avenaceum, F. roseum, and F. Nivale
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Satratoxins, F,G,H

Stachybotrys chartarum, Trichoderma viridi

Scirpentriol Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. oxysporum, F. culmorum, F. solani, F.
avenaceum, F. roseum, and F. Nivale

Slaframine Rhizoctonia leguminicola

Sterigmatocystin (Aspergillus flavus, A. nidulans, A. versicolor, Penicillium rugulosum

T-1 toxin Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. culmorum, F. solani, F. avenaceum, F.
roseum, and F. Nivale

T-2 toxin Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. culmorum, F. solani, F. avenaceum, F.
roseum, and F. Nivale

Triacetoxyscirpendiol  |Fusarium moniliforme, F. equiseti, F. avenaceum, F. roseum, and F. Nivale

Trichodermin Trichoderma viride

Trichothecin Trichothecium roseum

Trichoverrins Stachybotrys chartarum

Trichoverrols Stachybotrys chartarum

Tryptoquivalene Aspergillus clavatus

Verrucarin Myrothecium verrucaria, Dendrodochium spp., Stachybotrys chartarum

Verruculogen Aspergillus fumigatus, Stachybotrys chartarum

Viopurpurin Trichophyton spp., Penicillium viridicatum

Viomellein (Aspergillus spp., Penicillium aurantiogriseum, P. crustosum, P. Viridicatum

Viriditoxin (Aspergillus fumigatus

Xanthocillin Eurotium chevalieri

Yavanicin ! Fusarium culmorum, F. graminearum, F. oxysporum, F. roseum, F. moniliforme, F.
avenaceum, F. equiseti, and F. Nivale

Zearalenone Fusarium culmorum, F. graminearum, F. oxysporum, F. roseum, F. moniliforme, F.

avenaceum, F. equiseti, and F. Nivale

Kaynak: (http:://www.fao.org/docrep/x5036¢)

2.1.3.Meyve ve Sebzelerde Mikotoksinler

Mikotoksinleri konu alan ¢alismalarin biiyiik cogunlugu depolanan

iriin grubu olarak tahillar1 ve yagli tohumlu bitkileri kapsamaktadir. Son
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yillarda taze veya kurutulmus sebze ve meyvelerde kolonize olan hastalik
etmeni toksigenik funguslarin iirettigi mikotoksinlerle ilgili ¢aligmalara

hiz verilmistir.

Kuru bezelyede Saber ve arkadaslari (1998) tarafindan yapilan
arastirmada bir¢cok Fusarium tiirii ve T2 toksini tespit edilirken Misir’da
farkli bolgelerden hasat edilen ay¢icegi tohumlarinda F. semitectum ve F.
acuminatum tarafindan tiretilen zearalenone (ZEA) ve diacetoxyscirpenol

(DAS) toksinine rastlanmistir (Abdel-Malek ve ark. 1994).

Bottalico ve Logrieco’nun (1998) domatesde yaptiklar1 ¢aligmada
domates siyah kiif hastaligina neden olan A. alternata toksinleri
arastirilmis ve Giiney Italya’dan toplanan &rneklerde 7200 ng/g’a kadar
tenuazonic asid (TA), 270 ng/g’a kadar alternariol monomethyl ether

(AME) ve 1300 ng/g alternariol (AOH) tespit edilmistir.

Havug bitkisinde Alternaria sp. toksinlerinin arastirildigi ¢alismada
Alternaria radicina’nin neden oldugu radicinin (RAD) toksini 266
ornegin 3’1 disinda 0,10—13,9 mg/kg konsantrasyon aralifinda tespit
edilmistir (Solfrizzo, 2004).

Visconti ve arkadaslari (1986) Italya’nmin Apulia bolgesinden
topladiklar1 kiiflii ve hasarli zeytin 6rneklerinde zeytin siyah ¢iirtikliigi
etmeni A.alternata nin toksinlerinden AOH, AME, altertoxins (ATXI) ve
TA bulunmustur. Cok hasarli meyvelerde 2900 ng/g AME, 2300 ng/g
AOH, 1400 ng/g altenuene (ALT) ve 260 ng/g TA tespit edilmistir. Buna
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karsilik  zeytinyaginda insan sagligina zararli mikotoksinlere

rastlanmamusgtir.

Siyah ve gri ciiriiklik gosteren mandarin Orneklerinde siyah
cliriikliik gosterenlerden 87 mg/kg TA, 1,4 mg/kg AME, 5,2 mg/kg AOH
izole edilirken gri clriiklik gosteren meyvelerde  diisiik
konsantrasyonlarda TA’ya rastlanmistir. Yine 4. alternata’nin biberde
neden oldugu siyah leke hastaligina yakalanmis 6rneklerin analizinde 54
ng/g TA, 49 ng/g AME, 640 ng/g AOH mikotoksinine rastlanmistir.
Kavun siyah kiifii hastalig1 etmeniyle bulagik meyvelerden 8 ng/g TA ve
5,1 ng/g AME tespit edilmistir (Bottalico ve Logrieco, 2001).

Uziimlerde siyah ciiriikliik hastali1 etmeni A. niger’in toksinleriyle
ilgili beyaz ve kirmiz1 saraplarda yiiksek miktarda (7600 mg/l’ye kadar)
okratoksin A’ya (OTA) rastlanmistir (Visconti ve ark, 1999). Fransa,
Italya ve Ispanya’da yapilan birgok calisma bu sonuglar1 dogrular

niteliktedir.

Arict ve arkadaslar1 (2004) tarafindan kiiflii liziimlerden elde
edilmis pekmezde yapilan c¢alismada 2.1 ve 9.8 pg/L arasinda OTA
bulunmustur. Bu miktar iiziim suyunda bulunan miktarin 4-5 kat daha

fazlasidir.

Gokmen ve Acar (1998) ticari olarak satilan 70 adet elma
konsantresinde  yaptiklar1  ¢aligmada 67-216ug/L  konsantrasyon
araliginda patulin, 1,7-9,5 pg/Laralifinda da fumarik asitte tespit

etmislerdir.
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Penicillium tiirlerinin neden oldugu patulin de yine yas
meyvelerden elma, muz, ananas, liziim, seftali kayis1 ve bunlarin yan
tiriinlerinde  bulunmustur. Fakat patulin, alkolik fermantasyonla
parcalandigi i¢cin bu meyve sularindan elde edilen saraplarda

rastlanmamistir (Logrieco, 2003).

2.1.4.Mikotoksinlerin Besin Zincirinde Olusumlar1 ve Kontrolii

Birka¢ giinden fazla saklanan her {iirin, fungusun mikotoksin
olusumu i¢in hedefleri arasina girmesine neden olur. Ozellikle tahil ve
yagli tohumlar gibi tarimsal {riinleri bitki gelisimi sirasinda, hasat
sirasinda ve hasat sonrasinda depoda enfekte edebilirler. Mikotoksinler,
bulasik {irtinler ve bu drlinlerin islenmesiyle meydana gelen yan
tirlinlerde O6rnegin bira, un ve sarapta; kontamine olmus iirlinlerden
yapilan yemle beslenen hayvanlar vasitasiyla siit, yumurta peynir gibi

tiriinlerle besin zincirine katilirlar (Logrieco, 2003).

Gerek islenmis ya da islenmemis bitkisel ve hayvansal iiriinlerde
gerekse de hayvan yemlerindeki mikotoksinler bir yandan insan ve
hayvan sagligin1 tehdit ederken diger yandan ciddi ekonomik kayiplara
neden olmaktadirlar. Mikotoksin kontaminasyonunun diizeyi yildan yila,
tiriinden tirline ve bolgeden bolgeye degisiklik gosterir. Ekolojik sartlarin
yaninda Kkiiltiirel uygulamalar, hasat teknigi, depolama teknolojisini
kullanabilme, insektisit ve fungisit uygulayabilme imkanlarini saglayan
ekonomik faktérler de olusumda etkilidir. Mikotoksin {iretimi
organizmanin gelismesi i¢in uygun, lzerlerinde gelistikleri {irliniin

gelismesi ya da depolanabilmesi iginse uygun olmayan sartlar
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gergeklestigi taktirde baslar. Mikotoksin probleminin riski ne zaman,
nerede ve hangi {irlin iizerinde olustuguna baglidir. Funguslarin gelisimi
icin gereken kosullar fungusun tiirline gore farklilik gosterir, ancak
kiiflerin genellikle yiiksek sicaklik ve neme ihtiyaclar1 vardir. Fungus
olusumu her zaman ¢iplak gozle goriilemez. Fungus olusumundaki ilk
satha mikroskobiktir. Saha kosullarindaki stres ve buna bagli olarak
azalan direng, bitkiyi toksijenik fungus istilasina ve kolonizasyonuna agik
hale getirir. Depolanan iiriindeki fungus bulagmasi ve mikotoksin tliretimi
nem, sicaklik, {iriin bilesimi, oksijen ve karbondioksit konsantrasyonu,
bocekler ve fungus populasyonunun ¢oklugu gibi faktorlerin karmagik
etkilesiminin bir sonucudur. Sporlar riizgdr ve yagmur yoluyla pasif
olarak tasinirken bocekler de bu sporlar viicutlar ile transfer ederek
tastyic1 gorevi yapabilirler. Bocekler ayni zamanda {iriiniin yiizeyindeki
koruyucu tabakay1 zayiflatarak, funguslarin gelismesi i¢in gerekli olan
ylizey alanini genisletirler. Sporlar fungus olusumu i¢in gerekli kosullar
olusana dek aylarca ya da yillarca uyur pozisyonda kalabilirler

(http://.fao.org/docrep/x5036e.htm).

Iklim kontrol altinda tutulamayacagina gore hasat 6ncesi dénemde
kiif olusumunu ©6nlemek pek de miimkiin olmamaktadir. Uriiniin
yetismesi esnasinda kritik donemlerde yagisin yetersiz veya gereginden
fazla olmasi da kiif olusumuna, {iriiniin zarar gérmesine ve mikotoksin
olusumuna neden olabilir. Ancak hasat sonrasi donemde kiif olusumu ve
sonuglarinin dnlenmesi {irtiniin dogru uygulamalara tabi tutulmasi ile

miimkiin olmaktadir. Uriiniin &zenle kurutulmas: ve dogru kosullarda
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saklanmasi, hasat sonrasinda fungal olusumlari, dolayis: ile mikotoksin

tiremesini en aza indirgeyecektir (Shephard, 2007).

Kiif kolonizasyonunun boyutunu belirleyen, sicaklik, O, ve CO;
konsantrasyonlar1 ile nem faktorleri arasindaki etkilesimdir. Funguslar
yasamak i¢in genelde 20-30 C° arasindaki sicakliklara ihtiya¢ duyar.
Uriin, hasat asamasindayken yiiksek sicakliga maruz kalirsa depolama
linitesi sogutma ekipmanina sahip olsa bile {irlin giinlerce ya da
haftalarca sicakligin1 koruyabilir. Normalde saklama esnasinda funguslar
nem oran1 %13-18’e ulasinca ortaya cikar. Ancak yiiksek oranda yag
iceren iriinlerde nem %7 gibi diisilk bir oranda iken bile fungus
gelisimine rastlanabilir. Bazen de fungusun gelismesini azaltmaya
yonelik olarak alinan tedbirler tam tersine enfeksiyon potansiyelini
arttirir. Buna en giizel 6rnek tahilin ytiksek sicakliklarda kurutulmasidir.
Clinkii bu esnada tahil tanesini koruyan ince zar yirtilir ve endosperm kiif

istilasina agik hale gelir (Muschen ve Frank, 1994).

Ozetle mikotoksin meydana geldikten sonra elimine etmek ¢ok giic
oldugu i¢in en iyi kontrol mikotoksin olusumunu engellemektir. Bunu
saglamak i¢in dayanikli tiirler, toprak islemede alternatif yontemler,
farkli kurutma ve depolama sartlart gelistirilmistir. Son zamanlarda
HACCP prensipleri dogrultusunda kritik kontaminasyon noktalar
saptanarak bulasmanin Onlenmesi konusunda ¢alismalara devam
edilmektedir (www.mycotoxins.org). Uriinlerde kiif ve mikotoksin

olusumunu engellemek icin gereken uygulamalar, asagida tahil gurubu
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triinler dikkate alinarak siralansa da tiim iriin gruplarinda genel kural

olarak ele alinabilir, bunlar:

Hasat Oncesi

Uriinlerin saghikli kalmalarmi saglayan iyi tarim ve isleme
uygulamalar1 hasat Oncesi mikotoksin kontaminasyonunu azaltabilir
ancak yok etmez. Ornegin Bacillus thuringiensis Berliner kristal
proteinini tasiyan gen ile modifiye edilmis musir (BT musir1) gibi
boceklere dayanikli genotiplerde fumonisin varligi daha az olabilir. Yer
fistiginin sulanmasi, yer fistiklarinda fungus kontaminasyonuna yol agtig1
bilinen kuraklik stresini biiyiik olasilikla engelleyerek gergekte aflatoksin
kontaminasyonunu Onlemektedir. Bununla beraber, maliyet, cografi
konum veya lretim sisteminin dogasi nedeniyle her zaman miimkiin

degildir (Cleveland ve ark., 2003).

Kiif ve/veya mikotoksin sorununun oldugu bdlgelerde miimkiinse
daha dayanikli ¢esitlerin ekimi yapilmalidir. Uygun ¢esitler se¢ilmeden
Once yaygin patojenlerin saptanmasi gerekir. Ekimden sonra, kiif ile bag
etmede temel strateji, bitki stresini en az diizeye indirmektir. Mikotoksin
kontaminasyonunu azaltmada etkili olabilecek diger bir strateji de zararh
toksinleri iireten taksonomik grup ya da tiirden elde edilen ve mikotoksin
iiretmeyen fungus tiirlerinin uygulanmasidir. Giinlimiiziin biyokontrol
stratejileri, toksin iiretmeyen tiirlerin baskin hale gegerek toksin iireten
tirlere tarimsal ortamda yasama hakki tanimamasina dayanmaktadir

(Cleveland ve ark. 2003).
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Hasat Donemi

Hasat tekniklerini gelistirerek {irlinlin yapisina uygun hasat
yontemlerini uygulayarak, hasat esnasinda zararlanmay1 en aza indirmeyi
amaclar. Boylece kontaminasyon kaynaklar1 elemine edilebilir. Cok
erken ve ¢ok ge¢ hasatlarda iirlin yine fungus istilasina hassas bir yap1
kazanir. Cok erken hasatta yagmurlu gecen mevsim, {iriinde istenmeyen
neme neden olur ve depolama sirasindaki risklerin artmasina neden olur
(Sanders, 1981). Hasatta ge¢ kalinmasi iiriiniin su stresiyle karsi karsiya
kalmasina neden olarak fungus istilasina agik hale getirir. Ge¢ kalinmis

hasatta {iriin, mekanik zararlanmaya kars1 daha hassastir (Jones, 1981).

Hasat Sonrasi

Depolanan {iriinlerde kiif olusumunu kontrol edebilmek i¢in tiim
depo binalar1 diizenli olarak denetlenmelidir. Kiifler bir depolama
biriminde nadiren bir 6rnek gelisir zira sicak noktalarin olusumu sik
goriilen bir durumdur. Denetleme yapabilmek i¢in her depolama tesisinin
farkli fiziksel kosullarinda gecgerli olacak sistematik bir numune alim
yontemi gelistirilmesini  gerektirir. Fungus gelisimini Onlemek icin
depolama tesisinde tiim noktalarin kontrol edilmesi 6nemlidir ¢iinkii
ambarlar, yem degirmeni, karma yem ambarlar1 ve hayvan yemlikleri
dahil her yerde olusabilir. Dogru depolama sicakligin1 ve nem kosullarini
saglamak ve ambar ile ekipmanlari sik sik temizlemek biiyiik 6nem tagir

(Sanders, 1981).

Kiif ve mikotoksin olusum potansiyelini en aza indirmek igin, tiriin

nem icerigi hasattan sonra 48 saat icinde %15’in (lirline bagli olarak)
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altma indirilmelidir. Ozellikle genis kapasiteli pek ¢ok depoda bunu
gergeklestirmek zor olabilir. Ambar i¢inde iyi bir hava sirkiilasyonu

saglamak son derecede 6nemlidir (Jones, 1981).

Hasat esnasinda ve sonrasinda iiriinlin nakliyesi, mekanik hasar1 en
aza indirecek sekilde diizenlenmelidir. Kif patojenlerinin biiytlik
¢ogunlugu dogrudan bitki dokusuna niifuz etse de mekanik hasar,
enfeksiyonun olugmasi ve nakliye ile depolama sirasinda taneden taneye
yayilmasina neden olacak ek giris kanallar1 olusturur. Mekanik hasar gibi
boceklerin verdigi hasar da kiif patojenleri icin ek giris bolgeleri saglar,
enfeksiyona uygun zemin hazirlar ve enfeksiyonun tahil kitlesi boyunca
yayilmasini hizlandirir. Baz1 bocekler patojenler icin vektor rolii oynar.
Bocek zararmin onlenmesi, yetistirme mevsimi boyunca oldugu kadar
hasat sonrasinda da iirlinlin nakliyesi ve depolanmasi esnasinda kiif ve
mikotoksin kontaminasyonunu azaltabilir. Kif bir kez tahila hasar
verdiginde ve/ veya mikotoksin lirettiginde, bu uygulamanin etkisinin
sinirlt oldugunu belirtmek gerekir. Bununla birlikte bazi durumlarda kiif
inhibitorii kullanmak kiif kontrolii i¢in faydali olabilir. Organik asitler
onemli ve etkili kiif inhibitorleridir ve fungusun iiremesini engelleyecek

sekilde gidanin pH’1n1 degistirebilirler (Leeson and Summers, 1991).

2.1.5.Mikotoksinlerin insan Saghgi Uzerine Etkileri

Mikotoksinler yliksek dozda oldiiriicii, diisik dozda kanserojenik
ve ¢ok diisik dozda gidalarin besin degerini diisiiriicii 6zelliklere
sahiptir. Goriilme siklig1 ve oranlari, iklimsel degisiklikler ve bitki

stresine bagli olarak her yil degisim gosterir. 200’lin {izerinde bilinen
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mikotoksinlerin neredeyse tamaminin Oldiiriicii toksik etkiye sahip
oldugu, hiicre membranlarini bozup, RNA, ve DNA gibi hiicre i¢in
yasamsal Oonemi olan maddelerin sentezini engelleyerek zarar yaptigi
arastirmalarla ortaya konmustur. Bu bilesikler, viicutta mikotoksikozis

olarak adlandirilan toksik sendromlar1 olustururlar (Logrieceo, 2002).

Mikotoksinler genelde yapisal olarak birbirlerinden farkli olduklar
i¢in, bircok degisik semptomun goriilmesine neden olabilirler. Insanlar
tizerinde akut etkilerinin goriilebilmesi i¢in ¢ok yiiksek konsantrasyonda
alinmalar1 gereklidir ve bu gibi durumlara daha c¢ok kontrol
mekanizmalarmin yeterli olmadigi az gelismis iilkelerde rastlanir.
Mikotoksinlerin insan sagligi iizerine uzun donemdeki kronik etkileri
diisiindiiriiciidiir. Dolayis1 ile gidalarda diisiik seviyelerde bulunan
mikotoksinleri 6nemli hale getirir. Sik rastlanilan mikotoksinlerden
bazilar1 kanserojendir, bagisiklik sistemi ya da bobrek veya karaciger
gibi organlar1 hedef alabilir. Hayvan yemlerinde mikotoksin bulunmasi
ise, uretkenlikte kayiplara ve ¢esitli saglik problemlerine neden olur.
Uluslar aras1 ve yerel organizasyonlar tarafindan, mikotoksinlerin
insanlar iizerindeki =zararlar1 siirekli olarak arastirnlmaktadir. Bu
calismalar mikotoksinler ig¢in izin verilen maksimum seviyelerin
belirlenmesi ile sonu¢lanmaktadir. Bugiin pek c¢ok iilke, gida
tiriinlerindeki mikotoksin ve yemdeki aflatoksin seviyeleri i¢in yasal
diizenlemeler yapmistir. Belirlenen limitler uluslar arasi diizeyde bir

ornek degildir (Tunail, 2000).
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2.2.Fusarium

Insan ve hayvan sagligi i¢in énemli mikotoksinlerin iireticisi olan
Fusarium’un rolii 1970’11 yillara kadar tam olarak netlik kazanamamustir.
Giiniimiize kadar yapilan calismalarda Fusarium’un “alimentary toxic
aleukia, ATA” nimn (beslenmeye bagl toksik etki ile kanda lokosit
sayisinin diigmesi sonucu olusan losemi) sebebi oldugu tespit edilmistir.
1942 ve 1948 yillar1 arasinda Rusya’da epidemik mikotoksikozun neden
oldugu zannedilen 100,000’den fazla insan Olmiistiir. 1932 ve 1933
yillar1 arasinda ayn1 bdlgede ATA’ya rastlanmis ve bu verilerden yola
cikarak kiiclik bir ihtimal de olsa bu salginin daha onceki yillarda da
gerceklesmis olabilecegi diistiniilmiistiir. Yine ayn1 kaynaga gore ATA
salgminin Ingiltere dahil diger Avrupa iilkelerinde 16. yiizy1l ve 18.

ylizyillarda olmus olabilecegi diisliniilmektedir (Scudamore, 1999).

Aspergillus ve Penicillium tiirleri ¢ok dnemli mikotoksin tireticisi
iken, Fusarium funguslari tim diinyada yayilim gosteren ve ekonomik
acidan en Onemli bitki patojenlerindendir. Tarim i¢in kullanilan
topraklarda c¢ok yliksek degerde saptanabilen Fusarium populasyonlar
arasinda topraktaki bitki kalintilarin1 pargalayan saprofitler gibi ¢iiriime,
solma ve diger bitki hastaliklarina neden olan patojenler bulunur.
Fusarium "un bir ¢ok tiirii bitkiler i¢in ¢ok 6nemli hastaliklara neden olur.
Bunlardan en 6nemlileri solgunluk, tohum, kék ve govde ¢iiriimeleri, fide
yanmasi, meyve clirlimeleridir. Genellikle hasattan 6nce tarlada kolonize
olmalarina ragmen baz tiirleri depolama ve isleme sirasinda da kolonize

olabilir.
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Fusarium tiirlerinin topragin tlizerindeki ya da topraga karigsmis
halde bulunan hastalikli bitki kalintilar1 {izerinde yasamlarin
stirdiirdiikleri (miselyum ya da diger yapilarla) (Sekil 2.2.) ve bunun da
potansiyel bulagsma kaynagini olusturdugu ¢esitli arastiricilar tarafindan
bulunmustur. Fungus sadece hastalikli bitki dokularinda degil diger bitki
ve yabanci otlarin kurumus dokularinda da yasamini siirdiirebilir. Etmen

bu kalintilar tizerinde birgok tipte bulasma kaynag gelistirebilir.
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Sekil 2.2. F.  verticillioides’e ait {ireme yapilar1 (a) koloni, (b)
makrokonidia, (c¢) mikrokonidialar (http://www.pf.chiba-u.ac)

Fungusun gelismesi i¢in ¢ok genis bir sicaklik araligi varsa da
optimum sicaklik 28 C° dir fakat askosporun meydana gelmesi igin
optimum sicaklik 16 C° dir. Fusarium verticillioides bitkilerin vegetatif
tireme organlarin1 endofitik olarak istila eder ve higbir semptom
gostermez. Bocek zararlar1 ve fizyolojik stres, hastaligin gelismesini

tesvik eder (Logrieco, 2002; Munkvold, 2003).
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Fusarium spp. tiirleri toprakta her an her yerde bulunurlar. Fungus,
bircok bulagsma kaynagini iceren hastalik dongiisiine sahiptir. Yani

bulasmasi i¢in muhtemel pek ¢ok yol vardir. Ornegin misirda;

» Tohumdan misir koganina, oradan daneye ve yaprak sapina dogru
olan bulasma,

» Kokten daneye, bu yolla yaprak sapina ve kogana,

» Havadan, sigrayan ¢amurlu sudan fungusun konidialarinin daneye
bulagmasi,

» Boceklerin vektor islevi gormesiyle meydana gelen bulagma,

Fusarium tek bir tire 0zgli patojen degildir. Sorgum, bugday,
pamuk, fasulye, domates, muz, soya fasulyesi, yesil biber, yerfistigi
konugular1 arasindadir. Fakat en ¢ok misirda gozlenir. Bu fungusun
misirda gozlenen hayat dongiisii iki sathadan meydana gelmektedir.

Bunlar:

e Saprofitik donem

e Parazitik donem

Saprofitik donemde fungus, besin ihtiyacini canli olmayan kurumus
dokulardan saglar ve bu siirede hastaligin yayilmasiyla ilgili bulasma
yapilarin1 meydana getirmeye baglar. Hiicreler arasi kolonizasyondan
sonra parazitik donem boyunca besinini yasayan canli dokulardan saglar

(Munkvold ve Desjardins, 1997).
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2.2.1.Incirde Fusarium spp.

Incirde pembe ciiriiklik ya da yumusak giiriiklik olarak da
adlandirilan meyve i¢ clriikliigi hastalik etmeni olarak pek c¢ok
Fusarium tiirii izole edilmistir. Bunlardan bazilar1 F. verticillioides, F.
solani, F. dimerum, F. proliferatum, F. subglutinans, F. lactis, ve F.

ramigenum dur (Moretti et al 2000).

Incir meyvesine bulasan bir¢ok hastalik etmeni arasinda en yaygin
goriilen ikisi Aspergillus ve Fusarium spp. dir. Incirde endosepsise daha
onceleri F. moniliforme Sheldon olarak bilinen F. verticillioides (Sacc)
Nirenberg (Gibberella fujikuroi) ve diger Fusarium spp tiirleri neden
olur. Incir yetistiriciligi yapilan iilkelerde bu etmen ve neden oldugu
hastalik ciddi sorunlara ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Incir
endosepsisinin, Sarilop gibi dollenme isteyen incirlerin yetistirildigi
Yunanistan, Tiirkiye, Macaristan ve A.B.D.’de Kaliforniya’da incir
endistrisi agisindan ¢ok Onemli oldugu belirtilmekte ve son bes yil
igerisinde kuru incir liretiminin %14’{iniin eksime ve kiiflenme nedeniyle
kayba ugradig belirtilmektedir (Michailides ve ark. 1996). Bulagmasi
muhtemel pek ¢ok yolu olan incir i¢ ¢iiriikliigii hastalik etmeninin baglica

bulagma yolar1 sOyle siralanabilir:

» Hastalik etmeninin Blastophaga psenes’e topraktan,
meyve yiizeyinden ya da havadan bulagmasi
» Aricik vasitast ile hastaligin erkek bitkideki iiriin

dongiisiine katilmast
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» Bulasik ilek meyvelerinden disi incir meyvesine taginimi
(Sekil 2.3.)

» Hastalikli erkek ve disi meyvelerin topraga, toz ile ve
diger ajan boceklerle meyve ylizeyine, oradan da aricik ve

tripslerle meyve i¢ine taginmasi (Michailides, 1996).

Etkin bir miicadele metodunun heniiz bulunamamis olmasi
nedeniyle ilek meyvelerinin bulasik olup olmadig1 Kaliforniya’da her yil
yasalarla zorunlu olarak test edilmektedir. Endosepsis, incir meyvesinin
icinde ostiol kapandigi anda gelismeye baglar. Sadece bocekler bu
yapmin igine girip ¢ikabilir ve hastalik etmeni de bu yolla taginir.
Dollenme ihtiyac1 olmayan partenokarpik c¢esitlerde de c¢ok sik
olmamakla birlikte endosepsis goriilmesi sadece ilek aricigr degil ondan
once giren tripslerin de bulagsmaya neden olabilecegi sonucunu
dogurmustur. Kiiltiirii yapilan veya yabani incir agaclarinda c¢icek
yapisinin 6zelliginden dolay1 tozlanma ve déllenmenin olabilmesi i¢in bir
ajana gereksinim vardir. Bocekler vasitasiyla dollenmeye en giizel 6rnegi
teskil eden incirde, bu ajan Blastophaga psenes denen bir ariciktir. Bu
aricitk erkek incir agaglarindaki meyvelerde simbiyoz bir yasam
dongiisiine sahiptir. Aricik 3-4 generasyonu bir yilda erkek incir
agaclarinda tamamlar, buna karsiik erkek incir agacinda bu
generasyonlara yataklik yapacak 3 iirlin meydana gelir. Fungus, erkek
agacin boga iirliniinde kis1 gegirir. Fakat patojenin propagiillerine hem
erkek hem disi agacin meyvelerinin yiizeyinde rastlanmistir. Patojenin
konidialar1 disi ariciklar tarafindan yumurtalarini birakmak igin girdikleri
boga iirliniine sonbaharda taginir. Ayni yontemle patojen, kisi izleyen

baharda kis meyvesi bogadan ilkbahar iiriinii ilege, oradan da yaz {irlinii
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ebeye tasiir ve bu dongii bdylece devam eder. Bu yolla erkek agacin
tiim trilinleri bu etmenle bulagsmig olur. Endosepsis de bdylece yildan yila
yayilarak hem erkek hem de disi incir agaglari i¢in endemik bir hastalik

halini alir (Michailides, 1996).

()

Sekil 2.3. (a) Hastalikli ve saglikl ilek meyvelerin dis goriiniisii, (b)

saglam ilek meyvesi, (c) hastalikli ilek meyvesi

Incir i¢ ¢iirkliigiiniin ilek aricig1 vasitasiyla tasinimiyla ilgili Caldis
(1927) tarafindan yapilan ilk caligmada arastirmaci hastalik etmeninin
aricigin kanatlar1 ile tasindigina iligkin bir goriis ortaya sunmus fakat

daha sonra yapilan arastirmalarda aricigin ostiolden girerken kanatlarinin
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ve antenlerinin biiylik bir boliimiiniin koptugu bu nedenle etmenin
aricigin tasidigl polen ve bacaklari ile meyveye tagindigi saptanmustir.
Polen sporulasyonu olgun ar1 ¢ikisindan once oldugu igin aricik ¢ok
yogun bir sekilde F. verticillioides microkonidialar1 ile enfekte olurlar.
Enfekte olmus meyveden ¢ikan ariciklar saglikli meyvelere tasirlar.
Meyveler daha yesil ve ostiol hala kapali iken disi aricik disi meyveye
girer. Polinasyonun tamamlandigi 2-3 hafta igersinde 6li ariciklarin
etrafindaki stiller altin sarisindan kahverengiye dogru renk degistirir,
genellikle bu sarims1 kahverengi lekeler ostiole dogru bir hat iizerinde
goriiliir. 2-3 hafta sonra endosepsisin semptomlar1 goriilmeden once F.
verticillioides miselleri 6li aricik lizerinde goériinmeye baslar. Temmuz
basinda aricik iizerindeki sporulasyon meyve dokusuna ulasir ve meyve
olgunlasmaya basladiktan sonra yani Agustos aymin baginda aricik
lizerinden meyveye yayilmaya baslar. Sulu bir yap1 kazanan meyvenin
ostiol bolimiinden pembe renkli bir sivi akar (Sekil 2.4.). Bu yapiy1
kazanan meyveler buruklagsma tam gerceklesmeden normal meyvelere
nazaran daha nemli olarak toprak yiizeyine diiserler (Sekil 2.5.). Aricik
bir meyveden digerine gecerken sadece fungusu ve poleni degil
meyvenin ylizeyinde bulunan diger hastalik etmenlerini ve bakterileri de
iceriye tasir. Igeriye tasman bakterilerin neden oldugu fermentasyon
sonucu eksime meydana gelir (Mrak,1942). Fusarium’un olgunlasmamis
meyve dokusu yerine aricik {izerinde biiyiiyiip gelismesi nedeniyle geng
meyvenin bu etmene dayanikli olabilecegi tahmin edilmektedir

(Michailides, 1994).
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@ (b)

Sekil 2.4. Taze Sarilop meyvelerinde I¢ Ciiriikliigii belirtileri
a) Dis goriiniis, b) I¢ goriiniis, c) Ileri satha

Subbarao ve arkadaslarmin 1996’da yaptiklar1 calismada F.
moniliforme’nin neden oldugu endosepsis ve A. niger’in neden oldugu
siyah kiifiin fenolojik olarak gézlemi yapilmistir. Hem erkek hem de disi
meyvenin olgunlagsmadan 7 hafta 6ncesine kadar endosepsise dayanikli
oldugu halde disi incir meyvesinde siyah kiif gelisiminin bulagir
bulasmaz basladigs gozlenmistir. Incir siitiinin F. moniliforme nin
gelisimini engelledigi fakat 4. niger gelisimi iizerinde herhangi bir etkiye
sahip olmadig1 bulunmustur. Yine ayni1 ¢alismada alinan sonuglara gore
incirde baskin olarak bulunan iki tip sekerden glikoz ve fruktozla yapilan
calismada 4. niger fruktozda daha iyi gelisim gosterirken, F. moniliforme
iki tip sekerde de iyi geligmistir.
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Benlioglu ve arkadaglari tarafindan (2004) Aydin ilinde 1999-2003
yillar1 arasinda erkek ve disi incir cesitlerinin “Incir I¢ Ciiriikliigii
Hastalig1” etmeni Fusarium spp. ile bulasikligini tespit etmek amaciyla
yuriitiilen ¢calismada, hastaliga neden olan etmenin Fusarium moniliforme
ve Fusarium solani oldugu, ¢alismanin yiiriitiildiigii ilek bahgesinde boga

meyvelerinin - %70-95 oraninda bu etmenlerle bulasik oldugu

saptanmuistir.

Sekil 2.5. Buruklasmis meyvelerde I¢ Ciiriikliigii belirtileri a) Saglam
meyve, b) Hastalikli meyve, c¢) Hasta ve saglam meyvenin i¢

goruntisu
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Disi Meyvelerde Incir i¢ Ciiriikliigii Erkek Meyvelerde Incir i¢ Ciiriikliigii
Etmeninin Gelisimi Etmeninin Gelisimi

Etmenin B. psenes’e
topraktan, meyve ylizeyinden
havadan bulagmasi

Bqlaslk
l Tlek
B. psenes’le erkek U ¢
dongusiine giris — Ebe

| e

Hastalikh erkek meyvede polenlerin olgunlasmasi

!

Etmenin ilekleme ile disi ilekleme B. psenes vasitasi ile ve polenle
meyvelere girisi &¢--------- etmenin mikrokonidialariin
¢ tasinmasi

v

Temmuz'un ilk haftalarinda sporulasyonun
meyve dokusuna ulagmasi

v

Agustos’un ilk haftasinda meyvede
yayllma

1. Makra ve Mikrakanidialar

Hastalikli erkek ve disi meyvelerin topraga, toz ile ve diger
vektor boceklerle meyve yiizeyine, oradan da aricik ve tripslerle meyve
i¢ine tagimasi

Sekil 2.6. Erkek ve disi incir meyvesinde i¢ ¢iiriikliigli etmeninin hayat
dongiisi  ve gelisimi (Michailides, 1997°den modifiye
edilmistir).
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2.3.Fumonisin

Fumonisin, Fusarium moniliforme tarafindan sentezlendigi ilk
olarak bulunan mikotoksindir. Fumonisinler bir¢ok Fusarium tiiri
tarafindan oOzellikle F. verticillioides (Sacc) Nirenberg (sinonimi F.
moniliforme J. Sheld.; telemorph: Gibberella fujikuroi mating population
A) ve F. proliferatum tarafindan retilen bir  toksindir.
Diacetoxyscirpenol, moniliformin, ve zearalenone yaninda bu iki
Fusarium tiri su anda %90°lik bir payla fumonisinin iiretilmesinden
sorumludur. Bu iki fungus oncelikli iireticisi olsa da literatiirler F.
napiforme, F. dlamini, F. anthophilum F. beomiforme F. globosum, F.
polyphialidicum, F. subglutinans ve F. thapsinum F. oxysporum F.
nygamai’ yi de isaret etmektedir. Tahillar Fusarium’un degisik
genuslartyla bulasmada en biylik paya sahip bitki guruplarindandir.

(http://www.efsa.eu.int).

1988 yilinda Giiney Afrikali Gelderblom ve arkadaslarinin izole
ettigi fumonisin Bl (FB1) ve fumonisin B2 (FB2)’in yapilar
Benzuidenhaut ve arkadaslari tarafindan bulunmustur. ABD’de 1989 ve
1990 yillarinda bugdayla beslenen at ve domuzlarda goriilen salginlar,
tim diinyada bugdayda fumonisinin Olgiilebilir konsantrasyonlarda
bulunmasi1 ve Fusarium spp.’dan kaynaklanan bu fungal toksinin yemek
borusu kanseri ile ilintili oldugunun bulunmasi, fumonisin ve Fusarium
calismalarinda biiyiik patlamaya neden olmustur. 1988 yilindan bu yana
fumonisin baz1 Fusarium tiirlerinden izole edildi. Bunlardan en bilineni
Fusarium verticillioides ve Fusarium proliferatum’dur fakat bunun

yaninda Alternaria alternata f.sp. lycopersici’den de izole edilmistir. Bu
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mikotoksinin atlarda leukocephalomacia’ya (beyin iltihab1), denek
farelerde bobrek yetmezligine ve karaciger kanserine, kanatlilarda
bagisiklik sisteminin baskilanmasina neden oldugu bulunmustur (Bucci
ve Hansen, 1996). Afrika, Kuzey Italya, iran ve Giiney Amerika’da
yapilan ¢aligmalarda kesin sonuglar olmamakla birlikte yemek borusu
kanserinin bulasik bugdaylarin tiiketilmesiyle iliskili olabilecegine dair
bulgulara rastlanmistir (Shephard ve ark. 2000). Yine Cin Halk
Cumhuriyetinde yapilan arastirma sonuglar1 {ilkenin bazi endemik
bolgelerinde akciger kanserinin bulagik bugday tiiketimiyle iliskili
olabilecegine dair ipuclar1 yakalanmistir (Chu ve Li 1994). Uluslararast
Kanser Arastirma Enstitiisiine gore fumonisinler, 2B siifi kanserojenler

igersine dahil edilmistir (WHO-IARC, 1993).

2.3.1.Biyosentezi, Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Birgogunun dogal olarak olustugu gosterilememis olsa dahi bu
giine kadar 15 farkli fumonisin tespit edilmistir. Bunlar 4 ana grupta
kategorize edilmektedir; i) FA1, FA2, FA3, FAKI, ii) FBI1, FB2, FB3,
FB4, iii) FC1, FC2, FC3, FC4, iv) FP1, FP2 ve FP3. Hidroksil gurubuna
sahip olan FB1, FB2, FB3 ve FB4’den farklidir. Fumonisinin en toksik
ve en sik rastlanan formu Fumonisin B1 (FB1)’dir. Kimyasal yapist Sekil
2.7.°de gosterilen FB1 Cs4HsoNO;s seklinde formiilize edilmistir
(propane-1,2,3-tricarboxylic acid’in diesteri ve 2-amino-12,16-dimethyl-
3,5,10,14,15-pentahydroxyeicosane) (Abbas and Shier, 1997; Musser and
Plattner, 1997).
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CHz Ry Ra QOH
W\KV\/K/H/HE
CHa Rz CH, Rs Hs/r\H
R R, R R, E, R,
FR TCA TCA OH OH H C'I[_I
FBE TCA TCA H OH H C'I[_I
FB, TCA TCA OH H H CH,
FB, TCA TCA H H H CH,
FC TCA TCA OH OH H H
FC. TCA TCA H OH H H
FC, TCA TCA OH H H H
FC, TCA TCA H H H H
AP OH OH OH OH H E'I[_I

Tricarballylic Acid (TCA) }\I/L
HO o

Sekil 2.7. Fumonisinlerin kimyasal yapisi (Soriano, 2004)

Bir¢ok proses siiresince FB1’in kimyasal yapist bozulmaksizin
stabil kalir. Ayrica birgok faktdor FB1’in islenmis iirlinlerden ekstrakte
edilmesini zorlastirir. FB1’in kalsiyum hidroksitle hidrolize edilmesi ile
hidrolize FB1 elde edilir. Boylece konsantrasyonun azaltilmis olacag:
diisliniilse de toksik iirlin yok edilemez. Saf halde beyaz renkli,
hidroskobik yapida, su, acetonitrile-su ya da methanol de ¢oziinebilir.
Acetonitrile-suda (1:1) stabil, methanolde stabil degildir. Ayrica besin
isleme sicakligina ve 1s18a karst stabil bir yapist vardir. Ancak isleme
sirasinda 150 C”ye kadar uygulanan 1sil islemler toksin iceriginde
Oonemli azalmaya neden olmustur. Fermentasyon islemi sonucunda ¢ok az

bir par¢alanma gozlenmistir (Flynn et.al.1997).
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2.3.2. Toksin Metabolizmasi

Sphingolipidlerin fumonisine olan yapisal benzerliklerinden dolay1
toksin mekanizmasinin sphingolipid metabolizmasini engellemesi
seklinde olabilecegi tahmin edilmektedir. Bu 6nemli bir saptamadir,
¢linkii bunlarin sentezinin engellenmesi demek hiicre biiylimesinin
farklilagmasinin  degistirilmesi anlamini tasimaktadir. Bunlar hiicre
membraninda bulunan ikinci tip yaglardir ki 6zellikle sinir ve beyin

hiicrelerinin membranlarinda bulunur (Soriano, 2005).

Fumonisinler yapisal olarak sphingolipid molekiiliiniin bir bileseni
olan sphingosinle benzerlik gosterirler. Sphinganine N-aceyltransferase
(ceramide synthetase) enzimini inhibe ederek sphingolipid kompleksinin
sentezini bloke ederler (Sekil 2.8.). Memelilerde sphingolipid biyosentezi
tiim dokularda meydana gelir ve birgok enzim tarafindan diizenlenir ve
katalize edilir. Bunlar tiim eukaryotik hiicrelerin hiicre dis1 ve igi
membranlarinda bulunur. Sphingolipidlerin ara iiriinleri bir¢ok hiicresel
olayda farkli etkilere sahiptir. Sphingosin, hiicre biiyiimesinin
diizenlenmesi, hiicre farklilasmasi, hiicre morfolojisi ve hiicre
gecirgenliginde rol oynar. Glycosphingolipid ceramide yine hiicre
farklilagmasi ve bunun diizenlenmesinde protein parcalanmasinda, hiicre
olgunlugunun uyarilmasinda ve diger dnemli baz1 proseslerde rol oynar.
Karaciger ve bobreklerde sphingolipid metabolizmasinin FB1 tarafindan
engellenmesi direk doku hasarina neden olur. Dokulardan izole edilen
Sphinganine/sphingosine oran1 FB1 varligi hakkinda bilgi verebilir
(Wang ve ark., 1999).
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® : Fumonisinler tarafindan engellenen bolge (Soriana, 2005).
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2.3.3. Fumonisin Olusumunda Etkili Olan Faktorler

Bitki genotipi, yetistirildigi lokasyon, yiikseklik ve yetistirme
sezonu boyunca gozlenen hava sartlari arasindaki interaksiyonlarin
fumonisin tretimini ne derece etkiledigine dair caligmalar &zellikle
siklikla problem yasanan tahillarda son yillarda ivme kazanmustir.
Arastirma sonuglarina gore toprak igleme, bitkinin genotipi, ve g¢evre
faktorlerinin mikotoksin iiretiminde etkili olabilecegi ortaya atilmistir.
Bu tip calismalara diger {iriin guruplarinda da ihtiya¢ oldugu cok acgiktir.
Diger taraftan {irlinlin hasattan sonra maruz kaldig sartlar, isleme ve
depolama kosullart fumonisin olusumunda diger onemli faktorlerdir

(Fandohan, 2004).

Nelson ve arkadaslar1 (1991) farkli cografik bolgelerden 95 F.
moniliforme 1rki toplayarak ve bunlarin fumonisin olusturma durumlarina
bakmiglar ve toksin iiretimi i¢in 1rklarin orijinlerinin {izerlerinde
gelistikleri iirlinden ¢ok daha 6nemli oldugunu bulmuslardir. Dokko ve
arkadaglar1 (1995) Avrupa ve Afrika’dan 98 ornek {izerinde ¢alismislar
ve bunlarin alindiklar1 bolgeye baglh olarak yiiksek ve diisiik diizeyde
fumonisin igeren drnekler olmak {izere iki gurupta siniflandirilabilecegini

belirtmisglerdir.

Camargos ve arkadaslar tarafindan (2001) Brezilya’da yetistirilen
ticari musir gesitlerinde FB1 ve FB2 olusumuna etki eden faktorleri
saptamak iizere iki farkli yilda 3 lokasyonda denemeler kurulmus ve
liretim sezonunun, genotipin ve lokasyonun etkisi aragtirilmigtir. 94/95

tiretim sezonunda 3 lokasyondaki 35 ¢esitten 105 ornek elde edilmis ve
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tiim orneklerde 0,10-6,58 pg/g konsantrasyon araliginda FB1 ve 0,04-
2,15 pg/g konsantrasyon araliginda FB2 tespit edilirken 97/98 iiretim
sezonunda yine 3 farkli lokasyonda yetistirilen 39 cesitten elde edilen 87
ornegin 1,15-43,8 pg/g konsantrasyon araliginda FB1 ve 0,08-11,65 ug/g
konsantrasyon araliginda FB2 tespit edilmistir. Arastirma sonuglarina
gore lretim sezonlari, lokasyon ve c¢esitler arasinda FB1, FB2 ve
FB1+FB2 olusma agisindan fark 6nemli c¢ikmustir. Ozetle fumonisin
olusumu ekolojik sartlarla dogrudan iliskili olup ¢esitlerin genotipik

egilimleri de bunda etkili rol oynamaktadir.

Doko ve Visconti (1994) Italya’da musirla yapilan yiyeceklerde
konsantrasyonlart 500-4700 mg/kg arasinda degisen yiliksek miktarlarda
FB1 bulmuslardir. Yapilan arastirmalarda tahil grubunda arpa ve
bugdayda fumonisin olusumunun ¢ok yaygin olmadigr goriilmiistiir.
Bununla ilgili iki hipotez ortaya atilmistir (Marin et al. 1999). Birincisi
Fusarium un bugday ve arpada misira nazaran daha az bulagma yapiyor
olmasi, ikincisi ise bugday ve arpanin besin igeriginde fumonisin
biyosentezini engelleyen bir maddenin varligi yada misirda fumonisin

gelisimini kolaylastiran bir bilesen olabilecegi hipotezidir.

Torres ve ark. (2001) misirin hangi sartlar altinda yetistirildiginin
Fusarium tirlerinin ortama hakim olmalartyla ilgili oldugunu
saptamiglardir. Yapilan ¢alismalarda artan fumonisin diizeylerinin artan
bolgesel sicaklikla orantili oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Yiiksek sicakliklar

tarlada fungal gelismeyi ve mikotoksin olusumunu etkileyen en énemli
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faktordiir. Ayrica yiiksek nemdeki iiriin kuruya gore Fusarium tiirlerinin

gelismesi i¢in daha uygundur.

Scudamore ve Patel’in (2000) gozlemlerine gore de Gliney
Avrupa’dan toplanan orneklerdeki fumonisin miktar1 daha giineyden
toplananlardan daha fazladir. Lokasyonun enlemi azaldik¢a fumonisin
icerigi artar. Yani Fusarium tiirleri yiiksek sicakliklar1 severler. Velluti ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada (2000) F. verticillioides’in gelisme
hizinin 25 C%de 15 C”den daha fazla oldugu bulunmustur. Aymi
aragtirmacilar bunun yaninda belli bir sicaklikta fungusun biiyiime
hizinin su aktivitesi ile arttigin1 gézlemislerdir. Scott (1993) misirda FB1
liretimi i¢in en uygun sicakligin 20 C° oldugunu, Marin ve arkadaslari
(1999) ise optimal gelisme sicakliginin 30 C° ve su aktivitesinin 0,98

oldugunu belirtmislerdir.

Visconti 1996’da bircok farkli ¢evre sartlarindan topladiklari misir
genotiplerini  fumonisin igerikleri agisindan degerlendirmistir. Bu
calismada dogu Avrupa’da yetistirilen (Romanya, Polonya) misir
genotiplerinde az miktarda fumonisine rastlanirken Arjantin, Bat1 Avrupa
ve Afrika’da yetistirilen genotiplerde daha yiiksek fumonisine
rastlanmistir. Bu arastirmaya gore diisilk fumonisin igeren hibritler

mevcuttur ve bunlar 6zel alanlara adapte edilerek yetistirilebilirler.

Ono ve ark. (2001) yetisme sartlarnin  ve endosperm
karakteristiklerinin tavsiye edilen misir hibritlerinin fumonisine dayanikli
olup olmadigini tahminde rol oynadigini ortaya koymuslardir. Bakan ve

arkadaglan tarafindan (2002) zararlilara dayanikli genetigi degistirilmis
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musirlarda Fusarium gelismesinin geleneksel ¢esitlere oranla nasil oldugu
aragtirtlmistir. Bacillius thuringiensis bakterisinden izole edilen Bt geni
bocekler igin toksik etkiye sahip bir protein olusturarak transfer
edildikleri musirlarda bocek zararmma karsi dayaniklilik kazandirirlar.
Arastirma sonucunda Fusarium tarafindan enfekte edilen bitki yiizdesi
geleneksel varyetelerde genetigi degistirilmislere gore daha fazla
olmustur. Dowd (2001) transgenik hibritlerde gozlenen total fumonisin
miktarinin transgenik olmayanlara nazaran 1,5-1,8 kat daha az oldugunu

tespit etmistir.

Dowd (2001) misirda bocek zararini azalttiginda fumonisin
diizeyinin  diistiriildigiini  belirlemistir.  Fusarium  moniliforme
endofitiktir ve misirda pedisel boyunca koganin icine girer, boslukta
gelismeye baglar ve tohum bdylece bulagmis olur. Medina-Martinez ve
Martinez (2000) fumonisin diizeyi ile tohum zarari, kirlilik, nem, agirlik
ve sicaklik sonucu zararlanmis dane, kirik dane ve kristralize olmus dane
gibi farkli Ozellikler arasindaki korelasyona bakmis ve tamamen
zararlanmis tanelerle fumonisin konsantrasyonu arasinda korelasyon

bulmustur.

Fusarium moniliforme’nin Aspergillus flavus enfeksiyonunu inhibe
edebildigi ve aflatoksin bulagmasini engelleyebildigi diisiiniilmektedir
(Hirooka ve ark.,1996). Fakat diger yandan Chamberlain (1993) misirda
dogal yolla bulasma goriilen oOrneklerde aflatoksin ve FBI1
konsantrasyonlarinin birbirinden bagimsiz oldugunu iddia etmistir. Belli

miktarda Ornekte bu iki mikotoksin arasinda Onemli bir korelasyon



50

bulunmamasina ragmen sonuglar her iki mikotoksinin akiimiilasyonu i¢in
gerekli olan sartlarin hemen hemen ayni oldugunu gostermektedir.
Ustelik pek ¢ok arastirma sonucu FB1’in diger mikotoksinlerle birlikte
bulunma durumunu ortaya cikarmistir. Ornedin  okratoksin A,
beauvericin, deoksinivanol, zearalenone, moniliformin, trichothecenes’in
birlikte bulunmalar1 neticesinde birbirleri lizerine aditif ve sinerjik

etkilerinin oldugu bildirilmektedir (Kubena, 1997).

Marin ve ark. (1999) sicaklik ve su aktivitesinin bir fonksiyonu
olarak fumonisin iretimini polynomial regresyonla tarif eden
aragtirmalarinda F. verticillioides’in FB1 iiretmesi i¢in gerekli olan
optimum sartlarin 30 C° sicaklik ve 0,97 su aktivitesi (aw) oldugu, F.
proliferatum iginse 15 C° sicaklik 0,97 su aktivitesinin (aw) uygun
oldugunu bildirmektedir. Sicaklik ve su aktivitesi arasindaki iligki dnemli
bulunmugstur. Bu iki fungusun gelismesi ve fumonisin {iretimi, su
aktivitesi 0,92 aw civarlarindayken biiyiik 6l¢iide azalmistir. iki fungusun
da ¢imlenmesi i¢in optimal sicaklik 30 C° olarak bulunmus fakat gelisme
i¢in minimum su aktivitesi 0,88 aw iken 0,94 aw ve listii su aktivitesinde

gelisme hiz1 maksimum olmustur.

2.3.4. Fumonisinlerin Insan ve Hayvan Saghg Uzerindeki

Etkileri

Hayvan yemlerinde fumonisin olugumu ile ilgili veriler sinirlidir ve
konsantrasyonlar1 birka¢ ppb’den onlarca ppm’e kadar ¢ikabilir. Bir¢ok
hayvan tiirinde 6zellikle kemirgenlerde, domuz, at, tavuk, tavsan, koyun,

s1gir, vizon iizerinde yapilan toksisite ¢aligmalarinda, FB1’in diisiik oral
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akut toksisiteye sahip oldugu bulunmustur. Calismalarin biiyiik
cogunlugu saf fumonisinden daha ziyade bulagik yemlerle yapilan
caligmalardir. Hemen hemen tiim ¢alismalarda karaciger ve bdbreklerin
en ¢ok etkilenen organlar oldugu bulunmustur. FBI’in tipik ve en
belirgin etkisi domuzlarda goriilen porcine pulmonary edema-akciger
O6demi (PPE) ve atlarda goriilen leukoencephalomalacia-beyin iltihabi

(ELEM)’dir (SCOOP, 2003).

PPE i¢cin NOAEL degeri domuzlarda 5,0 mg FBIl/kg va/giin.
ELEM’in olusmasi igin gerekli olan minimum doz 0,2-0.44 mg FB1/kg
va/gliin  konsantrasyon araligindadir. Atlar i¢in NOAEL 0,2 mg
FB1/kgva/giin’diir. Bobrek tiimoriiniin - olusabilmesi i¢in  gerekli
minimum doz, erkek sicanlarda 2,5 mg/kg va disilerde ise 7.0 mg/kg
va‘dir. Hayvanlarda yapilan ¢aligmalar lireme ve gelisme iizerine toksik
bir etkinin olmadig1 ydniindedir (Reddy, 1996, Penner 1998). Yine
yapilan c¢alismalar FB1’in plasenta ve siite transferinin ya ¢ok az ya da
hi¢ olmadigin1 gdstermistir. Insan plasentas1, sdzii gegcen hayvanlardan
cok farkli bir yapida oldugu i¢in FB1’in transfer olabilecegi ve insanlarda
baz1 gelisimsel ve embryonik etkilerinin s6z konusu olabilecegi

diistiniilmektedir.

Belirlenen norotik ve immunotoksik etkisinin yaninda domuz, esek
ve maymunlarda yapilan arastirmalarda kardiovaskiiler sisteme olan
etkileri aragtirilmis kolestrol oraninin arttig1 ve bobreklerde yaglanmanin
oldugu gozlenmistir. Domuz, inek, ve fareler lizerinde yapilan deneyler,

FB1’in ¢ok az miktarda absorbe edildigi bosaltim sistemiyle ¢abuk bir
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sekilde bagirsaktan atildigini gdstermistir. Insanlar igin boyle bir veri

mevcut degildir. Az da olsa bir miktar karaciger ve bobrekte kalmaktadir.

Giliney Afrika ve Cin’de yemek borusu kanserinin FB1 alimiyla
iliskisi olup olmadigin1 belirlemek amaciyla calismalar yapilmistir.
Benzer bir calisma talya’da yiiriitiilmiis ve herhangi bir korelasyona
rastlanmamigtir. TARC, FBI1, FB2 ve fusarin C’yi muhtemel kanser
etmeni olarak 2B sinifina dahil etmistir. Bu toksinlerin insanlar igin
kanserojenik olduguna dair bulgular yetersizdir (WHO-IARC, 1993).
FB1’in kemirgenlerde bobrek ve karaciger tiimdrlerine neden oldugu
bulunmus fakat genotoksik etkileri {lizerine herhangi bir bilgiye

ulasilmamistir (WHO/FAO, 2002).

Giiney Afrika ve Cin’de iireticilerin yetistirdigi misirlarda yiiksek
konsantrasyonda fumonisin bulunmasina ragmen fumonisinlerin insanlar
tizerindeki akut etkilerini dogrudan ortaya koyan bir arastirma yoktur.
Giliney Afrika’nin Transkei bolgesinde yasayan yerli halkta yiiksek
oranda goriilen yemek borusu kanseri, yiiksek konsantrasyonda FBI1
iceren misirin siirekli olarak tiiketilmesine baglanmis ve F. verticillioides
goriilme sikligr ile iliskili oldugu bircok arastirmayla ortaya c¢ikarilmistir
(WHO-IARC, 1993). Giiney bolgelerde bu kanserin goriilme sikligi her
iki cinsiyet i¢cin de kuzeye kiyasla yiiksektir. Bu iki alan arasinda
yaklasik olarak 200 Km uzaklik vardir ve kuzey bolgesi 500 m daha
yiiksektir. F. verticillioides ve F. graminearum oldukc¢a farkli ekolojik
sartlar altinda musir kogan ciiriikliigiine neden olur. Yemek borusu

kanserinin yaygin olarak goriildiigii Transkei bolgesindeki ekolojik
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sartlar bu hastaligin kolonize olmasi i¢in uygun sartlardir (Jaskiewicz et

al., 1987; Makaula et al., 1996).

Cin’in Henan eyaletine bagl Linxian ve Cixian eyaletlerinde musir,
halk tarafindan tiiketilen temel gidadir (Yoshizawa et al., 1994). Yiiksek
riskin oldugu bolgelerde erkekler i¢in 6liim orani 100000°de 76-161
arasinda degismektir. F. verticillioides in ortaya ¢ikma oraninin yiiksek
risk tasiyan bolgelerde daha fazla oldugu rapor edilmistir (Zhen, 1984).
Yemek borusu kanserinin yaygin oldugu Linxian ve Cixian bolgelerinden
toplanan 31 misir 6rneginde FB1 konsantrasyonu 18-155 mg/kg. arasinda
degismektedir (Chu ve Li 1994). Diger bir arastirma, yine bu kanser
tiriiniin yaygin olarak goriildiigii bolgelerden toplanan 246 Ornekte
gerceklestirilmis ve bu yoredeki insanlarin yiiksek konsantrasyonda
FB1’e maruz kalabilecegi gortilse de ikisi arasinda iligki bulunamamisgtir
(Zhang et al., 1997). Yoshizawa ve arkadaslarinin (1994) yaptig1 benzer
bir calismada da bu kanser tiiriiniin sik ve nadir gortildigi alanlardan
alman Orneklerle FB1 bulunma diizeyleri arasinda bir iliskiye

rastlanmamustir.

Ueno ve arkadaslari (1997) karaciger kanserinin sik ve az
rastlandig1 iki bolgeden aldiklar1 6rneklerin karsilastirilmasina dayanilan
arastirmalarinda, FBI1 konsantrasyonunun yiiksek risk tasiyan
bolgelerden toplanan Orneklerde daha fazla oldugu sonucuna
varmiglardir. Karaciger kanserinin siklikla goriildiigii bolgede fumonisin

diizeyi 120 o6rnegin 80’inde 0.14-34,9 mg/kg, daha az gorildigi
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bolgeden toplanan 120 oOrnegin 54’tinde 0.08-15,1 mg/kg olarak

saptanmistir.

Diger bir analitik calisma Kuzey Italya’da yapilmistir. Pordenone
bolgesi Itlaya’nin kuzey dogusundadir ve agiz, yutak ve yemek borusu
kanserine dayali oliimlerin Italya ve Avrupa’ya oranla daha siklikla
yasandig1 bir bolgedir (Franceschi et al., 1990). Bu kanser tiirlerinde risk
faktorti, alkol ve sigara kullanimi olarak belirlense de musir tiikketimiyle
de 6nemli bir iligki oldugu bulunmustur. Bolgede tiiketilen musir lokal
olarak tretilir ve yoresel ismi polenta olan misir yemegi olarak siklikla
tilketilir. 1993-94 yillarinda yiiriitiilen bir calismada polentadan alinan

orneklerde 0.15-3.76 mg FB1/kg‘e rastlanmistir (Pascale et al., 1995).

2.3.5.Farkl Uriinlerde Fumonisin Olusumu

Fumonisin ile ilgili arastirmalarin biiylik ¢ogunlugu tahil ve tahil
tirtinlerinde yogunlagmistir. Bunun nedeni bu gruptaki iiriinlerin tiiketim
miktarlarinin ¢ok fazla olmasidir. Belgika’da 2003-2004 yillar1 arasinda
205 musir gevregi orneginde yapilan calismada 104 pg/kg FBI1, 12 pg/kg
FB2, 2lug/kg FB3’e rastlanmistir (Paepens, 2005). 2002 yilinda
Hirvatistan’da 49 musir Orneginin hepsinde FB1’e rastlanirken ve
ortalama 459 pg/kg bulunurken, 3 6rnekte -68-3084 ng/kg konsantrasyon
araliginda FB2’ye rastlanmistir (Domijan, 2005). Fas’ta 20 adet musir
orneginde ortalama 1930 pg/kg FB1 bulunmustur (Zinedine, 2006).
Portekiz’de 31 adet musir {iriinliniin 14’0 fumonisin pozitif ¢ikmis ve

diizeylerinin 113-2026 ug/kg arasinda oldugu bulunmustur (Lino, 2006).
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Giiney Afrika’da geleneksel yontemle liretilen birada yapilan ¢aligmada
toplam fumonisinin ortalama 369 ng/mL oldugu ve 43-1329 ng/mL

PR

konsantrasyonlart arasinda degistigi bulunmustur (Shephard, 2005).

Sadece tahil fiirtinlerinde degil heniliz ¢ok fazla bilgiye sahip
olmadigimiz taze sebze ve meyvelerde problem olan toksigenik funguslar
ve bunlarin mikotoksinleriyle ilgili arastirmalarin artarak devam edecigi
tahmin edilmektedir. Sebze ve meyvelerde bulunan konsantrasyonlarinin
diisiik miktarlarda olmasi nedeniyle tayin edilebilmeleri i¢in daha hassas
analizlere ihtiya¢ duyulmasi mikotoksinlerin bu {iriin guruplarinda

calisilmasini engellemektedir.

Kuskonmazda goriillen penge ve kok c¢iiriikliigline neden olan
Fusarium tiirlerinden en sik goriileni F. oxysporum f. Sp. Asparagi ve F.
proliferatum’dur. Hastalikli bitkilerden %72’sinin F. proliferatum ile
%28’inin F. oxysporum f. Sp. Asparagi ile kolonize oldugu saptanmustir.
Bu etmenlerin hangisinin daha oncelikli oldugu goreceli olarak arazinin
cografi konumuna baglidir. Logrieco’nun 1998 yilinda yaptig1 ¢alismada
kuskonmazin ta¢ ve gdvdesinde 0,5mg/kg FB1, 0,1 mg/kg FB2 tespit

edilmistir.

Seefelder ve arkadaslarinin 2002°de yaptig1 calismada amag, liquid
chromatography-electrospray—ionization mass-spectrometry (LC-ESI-
MS) yontemi kullanarak tahillara gére daha diisiik seviyelerde fumonisin
iceren sebzelerde bu miktari tespit edebilecek daha gelismis, hassas bir
analiz metodu gelistirmektir. Dogal yolla kuskonmaz dokusunda

kolonize olan F. proliferatum’um meydana getirdigi fumonisinin insan
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saglig1 agisindan risk olusturdugu belirtilmistir. 10 6rnegin 9’unda 36,4-
4513,7 ng/g araliginda FB1 bulunmustur. Bu ¢alisma, Almanya’da
kuskonmaz siirgiinlerinde dogal yolla meydana gelen FB1’in tespiti i¢in
yapilan ilk arastirmadir. Calismada ayni zamanda sarimsak dislerinin
bulasik oldugu funguslarin FB1 olusturma kapasitelerine bakilmigtir. Bu
amacla sarimsak digleri F. proliferatum ile kontamine olmus topraga
ekilmis ve bu fungusun bulagsma ve FB1 olusturma durumu gézlenmistir.
Tim sarimsak dokularinda fungusa rastlanmis ve hepsinin de 26,0-94,6
ng/g konsantrasyon aralifinda FB1 olusturdugu saptanmistir. Sonuclar
sarimsak bitkisinin de fumonisin olusturma ac¢isindan risk tasidigi

konusunda ipuglar1 vermektedir.

Rizzo ve arkadaglar1 (2004) Arjantin’de ila¢ sanayiinde hammadde
olarak kullanilan 56 tibbi bitki tiiriinden 152 Ornekle yaptiklari
calismada, Aspergillus, Penicilium ve Fusarium cinslerinin toksigenik
wrklar1 arastirilmistir. Orneklerin %16’smin Fusarium spp.’la bulasik
oldugu tespit edilmistir. Buna goére toplam 29 irkin %28’1 Fusarium
verticillioides ve F. proliferatum’ a ait oldugu ve bunlarin 20-22000 pg/g
FB1 ve 5-3000 pg/g FB2 lirettigi tespit edilmistir.

Martins ve arkadaslar1 (2001) tarafindan Portekiz’in Lizbon
sehrindeki marketlerden toplanan 18 siyah cay ve dort cesit tibbi bitkiyi
kapsayan (portakal agaci yapraklari, thlamur, papatya) 69 ornekte, FB1
ve FB2 olusma durumlarini arastirmiglardir. En fazla pozitif 6rnege siyah
cayda rastlanmigtir (80 ile 280 pg/kg arasinda). Portakal agaci
yapraklarinda 350-700pg/kg, 1hlamur yapraklarinda 20-200pg/kg
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konsantrasyon araligimda FB1’e rastlanmustir. Orneklerin higbirinde

FB2’ye rastlanmamustir.

Logrieco ve arkadaslarinin (1998) bulasik kuskonmaz bitkilerinde
yaptiklar1 FB1 ve FB2 analizlerinde pengelerde 7.4 mug/g FBI1, 0.46 mu
g/g FB2, koklerde 0.83 mug/g FB1 0.06 mug/g FB2 tespit edilmistir.

Tiirkiye’de ise fumonisin ile ilgili yapilan ¢alisma sonuglar1 2000°1i
yillarda yayinlanmaya baslamistir. Omurtag ve arkadaslarmin (2001)
temizleme i¢in SAX kartuslar1 ve tlirevlendirme i¢in OPA kullanarak
HPLC metoduyla Tiirkiye’de yetistirilen bugday ve lirlinlerinde FB1 ve
FB2 varligin tespit etmek iizere yaptiklar1 arastirmada 82 6rnek analize
tabi tutulmustur. Orneklerin %25’inde FB1 0,25 ppm ile 2,66 ppm
arasinda bulunurken FB2 0,55 ppm olarak sadece bir Ornekte
bulunmustur. Omurtag ve Yazicioglu tarafindan 2004°de 115 adet bitki
caymda ve tibbi bitkide yapilan ¢aligmada yine ayni yontemle 2 drnekte
FB1 tespit edilmis (0,160 ve 1,487 ug/g), FB2 higbir Ornekte tespit
edilememistir. Bu aragtirma, Tiirkiye’de bu alanda yapilan ilk ¢aligmadir
ve tibbi bitkilerin gerek saglik gerekse ihracat yonii diisiiniiliirse

arastirmanin sonuglar1 daha fazla 6nem kazanmaktadir.

Park ve arkadaslar1 Kore’de (2005) yetistirilen piringlerde fungal
mikoflora ve bunlarin toksinleri {lizerine aragtirma yapmislar ve F.
proliferatumun en yaygin Fusarium spp. tirii oldugunu bulumuslardir.
Toplanan 88 ornekten sadece 2 tanesinde 48,2-60,6 ng/g oraninda FB1’e

rastlanmustir.
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Incir i¢ ¢iiriikliigii, yumusak ciiriikliik olarak da adlandirilan,
1920°’de  Kalifornia’da  tanimlanan incirin en Onemli fungal
hastaliklarindan biridir. Etmenleri arasinda F. verticillioides (Sacc.)
Nirenb. (syn. F. moniliforme Sheldon), F.solani, F.dimerun F.
proliferatum, F. subglutinans, F. lactis ve F. ramigenum yer alir
(Michailides, 1996, Nirenberg, 1998). Giiney italya’da incir yetistiriciligi
acisindan 6nemli bir bolge konumunda olan Apulia Bolgesinde Moretti
ve arkadaglar1 (2000) tarafindan yapilan arastirmada ydreden toplanan
hurda incirlerden 120 Fusarium 1rki1 izole edilmistir. Farkli incir
tiirlerinden 9 farkli lokasyondan 87 6rnek toplanmis ve her bir 6rnek 15
meyveden olugsmustur. Morfolojik kriterlerine bakilarak 3 baskin tiir
bulunmustur. Bunlar F. ramigenum, F.solani ve F. subglutinans’dir.
Bunun yaninda diisiik frekansta da olsa F. proliferatum’a rastlanmigtir.
Irklarin toksin olusturma potansiyellerinin arastirilmasiyla beauvericin,
fumonisin Bl ve B2 ve fusaproliferin HPLC analiziyle fusaric asid ise
GC analizi ile bulunmustur. Sonuglara gore fusaric acid, tiim tiirler
tarafindan c¢ok diisiik miktarlarda {iretilirken sadece F. subglutinans
tarafinda ytliksek miktarda tiretilmistir. Hurda incirlerden izole edilen bazi
irklarin toksigenik oldugu tespit edilmistir. Meyvede gerceklestirilen
toksin analizlerinde baz1 oOrneklerde diisiik seviyede fumonisine
rastlanmistir. Sonug olarak arastirmaya konu olan Apulia Bolgesinde
Fusarium kontaminasyonu yiiksek diizeyde bulunmustur. Fusarium
tiiriine ait birgok toksigenik irkin izole edilmesi kuru incirde Fusarium

toksinleri ile karsilagilma olasilig1 oldugunu gostermektedir.
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Kirag (2006) tarafindan hurda ve A smifi kuru incirlerde yapilan
calismada okratoksigenik fungus tiirleri ve bunlarin OTA toksisiteleri
arastirilmistir. Aragtirma sonunda Fusarium spp.ye hurda sinifi incirlerde
hi¢ rastlanmamustir. Fusarium tiirleri Aspergillus ve Penicillium tiirlerine
gore daha yiiksek su aktivitelerinde yasamaktadirlar. Kurutma ve
depolama sirasinda su aktivitesinde meydana gelen degisiklikler sebebi
ile incirin kiif florasinda degismeler oldugu i¢in bu sonucun elde edilmis

oldugu diisiiniilmektedir.

Misir’da sekerpancarinda 73 ng/ml’ye kadar F. verticillioides
tarafindan tiretilen FB1 tespit edilmistir. (Ziedan ve Hegazy, 2002).

Fusarium toksinleri az miktarda da olsa fasulye, sarmisak, tar¢in,
siyah c¢ay, yerfistigi, zencefil, kori ve daha birgok tibbi bitkide
bulunmustur. Ancak bu {iriinlerin tiikketimi ¢ok fazla olmadigi i¢in su
anda ¢ok ciddi bir saglik riski olusturmadiklar distiniilmektedir.
Fusarium toksinleri ile ilgili toksikolojik c¢alismalar heniiz yeterli
diizeyde degildir. Ornegin bir¢ok iiriinde (muz, mango ananas, patates,
kirmiz1 yonca) dnemli patojen oldugu bilinen toksigenik Fusarium tiirii
icin ve bu meyvelerden elde edilen iriinlerde olusabilecek

mikotoksinlerle ilgili yeterli calisma yoktur (Logrieco, 2003).

2.3.6. Yemlerde Fumonisin Olusumu

Mikotoksinler icinde fumonisin, kesfedildikleri giinden itibaren
misirin - en  Onemli kontaminanti olmaya baslamistir. Arastirma

sonuglarina gore musirlarin biiyiik ¢cogunlugunun fumonisinle bulagik
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oldugu bulunmustur (Placinta et al., 1999). Bulagmanin olmadig1 misirin
bulunmasinin ¢ok gii¢ oldugu, bulasma ¢ok 6nemli diizeylerde olmayip
cok diisiik konsantrasyonlarda bile olsa, bulunabilecegi, yapilan
arastirmalardan elde edilmistir. Fumonisin kontaminasyonunun oldugu
orneklerde konsantrasyonlar genelde 0,02 mg/kg (¢ogu arastirmada LOD
degeridir) —10 mg/kg arasindadir. Afrika, Kuzey ve Giiney Amerika,
Asya ve Avrupa’da 21 iilkede FB1 konsantrasyonu 0,02-25,9 mg/kg iken
FB2 ile birlikte bulunduklar1 konsantrasyon 0,05-11,3 mg/kg’dir
(Placinta et al., 1999). Danimarka’da yapilan arastirmada toplam FBI1,
FB2 ve FB3 diizeyi 0.025 ve 1.93 mg/kg arasindadir. Giiney Afrika’da
hayvan yemlerinde 4.0 -11.0 mg/kg, Uruguay’da 0.2 to 6.3 mg/kg, FB1
tespit edilmistir (Pineiro et al. 1997). Hindistan’da tavuk yemlerinde az
miktarda (0.02-0.26 mg/kg) FB1’e rastlanmistir (Shetty and Bhat, 1997).
Fransa’da kiigiik tiretici bahgelerinde yetistirilen misirlardan elde edilen
35 adet domuz yeminde 2.1 mg/kg FB1 ve 0.9 mgkg FB2 tespit
edilmistir (Dragoni et al., 1996). Benzer sonuclar yine ayni ekibin
1997°de yaptiklar1 caligmada musir gluteni ilavesi yapilmis yemlerden
alimmig, 32 Ornegin 28’inde 0.1-4.5 mg/kg diizeylerinde FBI1

bulunmustur (Scudamore et al., 1997).

2.3.7.Fumonisinlerin Parcalanmasin1 Saglayan Uygulamalar

Misirin tortilla hamuru olarak islenmesi siiresince Ca(OH)2 ve 1s1
ile muamele edilerek FB1 konsantrasyonu azaltilabilir. Fakat hidrolize
olmus FB1’in en az FB1 kadar tehlikeli oldugu bulunmustur. Bira
fermantasyonu boyunca fumonisinlerin stabil kaldigr bilinmektedir.

Diger mikotoksinler gibi fumonisinler de sicakliga kars1 kararli bir
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yapidadir. 150C”nin altindaki sicakliklarda FB1 ve FB2’de ¢ok kiigiik
degisiklikler —gozlenirken bunun {izerindeki sicakliklar toksinin
par¢alanmasinda etkilidir. Kuru ya da nemli bugdayda 60 dk 200 C°
derece sicaklik islemine gerek duyulmaktadir. Keklerin 220 C° derecede
25 dk firinda pisirilmesi ile kismi bir parcalanma s6z konusu olmustur.
Farkli misir {iriinlerinin konserve olarak islenmesi fumonisin miktarinda

onemli bir degisiklige neden olmamistir (Park et al., 1997).

2.3.8. Fumonisinin Goriilme Siklig1 ve Sinir Degerler

Uluslararas1 ve yerel organizasyonlar mikotoksinlerin insanlar
tizerindeki zararlarin1 siirekli olarak arastirmakta ve calismalar
cogunlukla mikotoksinler i¢in izin verilen maksimum seviyelerin
belirlenmesi ile sonuglanmaktadir. Bugilin pek c¢ok {lke gida
triinlerindeki mikotoksin seviyeleri i¢in yasal diizenlemeler yapmustir
fakat belirlenen limitler uluslararasi diizeyde bir 6rnek degildir. Doksanl
yillarin aflatoksini olarak adlandirilan fumonisinler basta tahil gurubu ve
yan Uriinleri olmak iizere bir¢ok iirtinde bulunmustur. 2003 yili itibari ile
99 iilkede mikotoksinlerle ilgili diizenlemeler getirilmistir ki bu {ilkeler
diinya niifusunun % 87’sini  olusturmaktadir. 1995 yili ile

karsilastirildiginda % 30’luk bir artis s6z konusundur (Shephard 2007).

FAO’nun 1997 verilerine gore 1995 yilinda sadece bir iilkede
fumonisinle ilgili diizenlemeler getirilirken 2004 senesi itibari ile bu say1
6’ya ylikselmistir. Avrupa’da, Bulgaristan’da misir ve musir lriinlerinde,
Fransa’da bugday ve iiriinlerinde, Isvigre’de misirda diizenlemeler

getirilmig limitler belirlenmistir. ABD’de FDA tarafindan insan
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gidalarinda ve yemlerde 2001 yilinda FBI+FB2+FB3 icin limitler
belirlenmistir. Buna gore toplam fumonisin insanlar tarafindan tiiketilen
misir, misir unu ve triinlerinde limitler 2-4 ppm hayvan yemlerinde ise 5

ile 100 ppm arasinda belirlenmistir (Arranz, 2004).

Fumonisinlerin diinyanin pek ¢ok yerinde 6érnegin A.B.D., Kanada,
Giliney Afrika, Endenozya, Nepal, Tayland, Filipinler, Endonezya,
Meksika, Fransa, Italya, Polonya, Ispanya’da misir ve musir yan
trlinlerinde dogal kontaminant olarak bulundugu rapor edilmistir
(Eriksen and Alexander, 1998). Bir¢cok iilkede tahil {irlinlerinde
fumonisinlerin bulunuglar1 ile ilgili veriler toplanmaya baglanmigtir. 9
Avrupa iilkesini kapsayan gidalardaki Fusarium toksinleri ile ilgili,

SCOOP raporu 2003 yilinda yayinlanmistir (EC, 2003).

FB1’in musir ve irlinlerinde meydana gelisleriyle ilgili yapilan
arastirma sonuglarina gore analize tabi tutulan 5211 6rnegin % 60’nin
bulasik oldugu saptanmistir. En yiiksek bulasikliga Okyanusya iilkerinde
(82 oOrnegin %82 sinde) ve Afrika’da (383 Ornekte %77), Latin
Amerika’da (266 6rnegin %85), Giliney Amerika’da (1662 6rnegin %63),
Avrupa’da (1918 ornegin % 53) ve Asya’da (900 oOrnekten % 52)
rastlanmistir. Elde edilen veriler misir ve yan irilinlerinin bulagma
diizeyinin kaynagina gore farklilik gosterdigini ortaya koymaktadir. En
yiiksek bulagsma, misir yeminde goriiliirken bunu yan iirlinleri ya da
islenmis {riinlerinden un, polenta, irmik ve diger islenmis {iriinleri
izlemektedir. FB1 diizeyi hayvan yemlerinde maksimum seviyelere

yaklagsmistir. Ornegin Kuzey Amerika’da 330, Avrupa’da (Italya) 70,
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Latin Amerika’da (Brezilya) 38, Afrika (Gliney Afrika) 9 ve Asya
(Tayland) 2 mg/kg FB1’e rastlanmistir Shephard, 2007).

Birlesmis Devletler Gida ve Ilag Dairesi tarafindan fumonisinler
icin insan ve hayvan gidalarinda tavsiye edilen maksimum diizeyler
verilmis olup bu diizeylerin de iyi tarim ve {liretim uygulamalar ile

kolayca bagedilebilecegi vurgulanmistir (FDA, 2001).

Tolare edilebilir maksimum seviyeler o iilkede yasayan insanlarin
bu yiyecegi ne kadar siklikla tiikettigi ile ilintili oldugu i¢in bu seviyeler
iilkeden iilkeye degisebilir. Analize tabi tutulan hayvanlarin dokularinda
iz miktarda toksine rastlanmig ancak hayvanlarin siit, yumurta ve et gibi

iriinlerinde herhangi bir probleme rastlanmamistir (Murphy et al., 1996).

Cizelge 2.2.’de farkl iilkelerden toplanan 6rneklerde saptanan FB1
konsantrasyonlarinin maksimum seviyeleri ve pozitif 6rnek miktarlar

verilmigtir.
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Cizelge 2.2. Farkli iilkelerden toplanan misir érneklerinde fumonisin

miktarlar1 (Munkvold,1997)

Fumonisin B1 (ig/g)

Ulke Ornek Ornek  Pozitif Maks. Ort. Belirleme
Sayisi Ornek (ug/g)  Limiti(ng/g)
Yiizdesi
A.B.D. Yem-PPE® 83 88 330 63 1
A.B.D. Yem- 98 87 126 29 1
ELEM °
A.B.D. Taramalar 160 100 239 21 0,1
Cin Misi-EC ¢ 31 100 155 54 1
Giiney Yiiksek EC 12 92 118 28 0,05
Afrika
Gliney Yiksek EC 24 100 47 13 0,05
Afrika
Brezilya Yem 21 67 38 9 1
Kenya Misir 33 18 47 15 0,1
Brezilya Misir 48 100 18 2-11 0,1
ftalya Misir 33 58 5 2 0,1
Italya Yiyecek 29 62 6 3 0,1
A.B.D. Misir 22 73 15 2 0,1
A.B.D. Misir 49 67 28 3 0,1
A.B.D. Misir 59 88 19 3 0,1
A.B.D. Misir 50 96 16 3 0,1
A.B.D. Misir 230 22 6 0,5
A.B.D. Misir 245 11 10 0,5
A.B.D. Misir 639 46 24 1-2 0,5
A.B.D. Yem 51 37 9 4 1
Giiney Diisiik EC 23 52 19 3 0,05
Afrika
Giiney Diisiik EC 15 87 11 2 0,05
Afrika
ABD Yiyecek 20 50 7 2 0,1
A.B.D Yiyecek 35 86 3 1 0,05
Giliney Yiyecek 81 72 0,5 0,1 0,05
Afrika
Isvigre Yiyecek 120 37 0,8 0,1 0,05
(a) PPE: porcine pulmonary
edema.

(b) ELEM: equine
leucoencephalomalacia.
(c) EC: Insanlarda girtlak kanseri

Avrupa Birligi tlkelerinde FBI1 riskine maruz kalma ile ilgili

sistematik veri toplanmasima iliskin veriler 2003 yilinda yayinlanan
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SCOOP analizi sonuglarina dayanmaktadir. Fusarium tiirlerinin en fazla
zarar verdigi Urlin gruplarindan olan musir, bugday ve bunlarin yan
iriinlerinden olusan Ornekler iizerinde ¢alisilmistir. SCOOP analizi
sonuglarina gore 13 Avrupa llkesinde Fusarium toksinlerinden 3 ana
grup lzerinde g¢alisma yogunlastirilmis bunlar trichothecenes,
zearalenone ve fumonisinlerdir. 9 iilkeden toplanan 3863 6rnegin %46 s1
FB1, 6 iilkeden toplanan 1010 6rnegin %42’sinde FB2, bir iilkeden
alinan 239 6rnegin %36’sinda FB3 bulunmustur. Uriin gruplarina gore
FB1 ogiitilmemis musir Orneklerinin - %66’sinda, misir ununun
%79’unda, musir cipsinin % 46’sinda bugdayin %79’unda ve FB2
ogiitilmemis musir Orneklerinin %51’inde tespit edilmistir. Raporun
sonucunda giinliikk alinan ortalama miktarlar giinliik tolere edilebilir
miktarin (2 pg/kg) hayli altinda olmasina ragmen ¢ocuk ve genclerde

daha yiiksektir (%22).

Misir ve musir iriinlerinde rapor edilen konsantrasyonlar Latin
Amerika’da 0.07-38.5 mg/kg, Kuzey Amerika’da 0.004-330 mg/kg,
Afrika’da 0.02-8.85 mg/kg, Asya’da 0.01-153 mg/kg, Avrupa’da 0.007-
250 mg/kg’dir. Insanlarin maruz kaldig1 risk agisindan Kanada’da
yapilan aragtirma 0.017-0.089 pg/kg va/giin, Amerika’da 0.08 pg/kg
va/giin. Isvicre’de 0.03 pg/kg va/giin, Isvigre’de giinde almabilecek
tahmin edilen ortalama miktar 0.03 pg/kg va/giin Hollanda’da 0.006-7.1
ng/kg va/glin arasinda Giiney Afrika’da 14-440 pg/kg va/giin arasindadir
(EHC, 2000).
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1 Ekim 2007 tarihinde yiiriirliige giren yeni diizenlemeyle herhangi
bir degisiklik yada baglayicilik olmadig:i takdirde AB iilkeleri igin
Fusarium toksinleri maksimum seviyeleri belirlenmis (Europen
Commission Regulation, 2007) ve bu diizenlemeye gore bir ¢ok liriinde
Fusarium toksinleri limitleri 6ngdriilen degerlerin {istiinde tutulmus ve
musirin ¢esitli partikiil biiyiikliiklerindeki 6gtitme fraksiyonlar1 i¢in limit
degerler belirlenmistir (Cizelge 2.3.8.2). Tiirkiye’de musir ve iirlinleri i¢in
17 May1s 2008 tarih, 26879 sayilili Resmi Gazetede yayinlanan 2008/26
nolu teblige gore ise maksimum FB1+FB2 limitler islenmemis misirda
4000 pg/kg, misir unu ve misir bazl tirtinlerde 1000 pg/kg, misir bazlh
kahvaltilik tahillar ve cerezlerde 800 pg/kg, bebek mamalarinda 200
ng/kg olarak tespit edilmistir.

Cizelge 2.3. Avrupa Birligi Komisyon karar1 geregince ile FB1+FB2

maksimum diizeyleri

Maksimum Diizey

Uriin FB1+FB2 (ng/kg)
Islenmemis musir 2000 pg/kg
Misir unu 1000 pg/kg
Misir iiriinleri 400 pg/kg
Bebek mamalari 200 pg/kg

2.3.9. Fumonisin Analizi

Fumonisinlerin misir urinlerinde fazla miktarda bulunmasi ve
insan ve hayvan saglig iizerindeki olumsuz etkilerinin saptanmasindan

sonra bu mikotoksinin nitel ve nicel olarak tespit edilebilmesi i¢in
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yontem gelistirme, tlim mikotoksinlerde oldugu gibi temel calismalarin
basinda gelmistir. Gidalarda ve yemlerde fumonisin analizi
kromotografik yontemlere dayanmaktadir. Tayin i¢in birgok analitik
metot kullanilmistir. Bunlar; ince tabaka kromatografisi (TLC), sivi
kromatografisi (LC), mass spektrometri (MS), post —hidrolize gaz
kromatografi, immuno kimyasal ve elektroforetik ydntemlerdir
(Shephard, 1998). En bagarili sonuglar HPLC kullanarak floresan tiirevini
dedektor yardimiyla okuyan likid kromotografik yontemde alinmistir ve
calismalarin  %90’1 bu konu {izerinde yogunlasmistir. Fumonisin
molekiiliinde floresan dedektérde okunmasina izin veren kromofor yapist
olmadig1 i¢in tiirevlendirme, yani HPLC cihazinda okunabilmesi igin
ekstrakt p-anisaldehyde, fluorescamine ya da o-phthaldialdehyde gibi
kimyasallarla muamele edilmelidir. Her metodun zayif bir noktasi veya
eksik bir yani bulunmakla birlikte sec¢ilecek metod, amaca gore farklilik
gosterebilir. Ince tabaka kromatografisi (TLC) nicelik olarak fumosin
diizeyi hakkinda bilgi verirken miktar konusunda yeterli bilgi vermez.
Yiiksek performansli likid kromatografi (HPLC) yontemi fumonisin
analizlerinin c¢ogunda kullanilan bir yontemdir. Ancak fumonisinin
Olciilebilmesi florasan 151k altinda okunabilmesini saglayacak bir
kimyasalin makinaya konmadan 6nce eklenmesi ile miimkiin olmaktadir.
Bu metodun eksik tarafi, baz1 6rneklerde diisiik seviyelerde de olsa n-
acylated fumonisin tiirevini tespit edememesidir. Diger bir olumsuz tarafi
ise temizleme agsamasinin ¢ok iyi yapilmasinin gerekliligidir. Gaz-
kromatografi/kitle spektrometrisi (GC/MS) yontemi kullanildiginda
esterize olmus yan zincirlerin hidrolize olmasina dayanan yontemde

tirevlendirme i¢in trimethylsilyl yada trifluoroacetate kullanilir. Cok
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hassas olan bu yontem oldukg¢a pahali alet ekipmani gerektirdigi icin
cazip degildir. Uygulamasi kolay ve pahali ekipman gerektirmeyen bir
yontem olan ELISA, fumonisini sadece nicelik olarak belirleyebilir.
Capillary zone electrophoresis, fumonisinin florasan 6zelligi veren bir
kimyasalla muamelesini zorunlu kilar ve tespit limiti 50 ppb dir. GC/MS,
liquid secondary ion mass spectrometry, immunosorbent assays
thermospray mass spectrometry ve electrospray mass spectrometry
metodlar1 plazma, lire gibi fizyolojik Orneklerin analizinde kullanilir
(Shephard et al., 1994). Fumonisinlerin suda ¢oziilebilirligi dogasi ve
metabolitlerinin 6zellikleri, HPLC metodunun en ideal metod oldugu
konusunda arastirmacilart birlestirmistir. Fumonisinin bu yontemle tayin
caligmalar1 Shephard (1998) tarafindan tanimlanmis ve yine ayni
arastirmaci tarafindan metod gelistirme caligmalar1 yapilmistir. Elde
edilen sonuglar fumonisinin bazi durumlarda matriksde seker ve
proteinlere bagli olabilecegini ve ekstraksiyonun bu anlamda zor
olabilegini gostermistir (Seefelder et al., 2003; Humpf and Voss, 2004).
Yiiksek oranda geri kazanim saglanmasi i¢in ekstraksiyon sartlarinin ¢ok

1yi saglanmasi ve takip edilmesi gereklidir (Park et al., 2004).

Ekstraksiyon: Fumonisinlerin analizinde ilk asama digerlerinde
oldugu gibi etkili bir ekstraksiyon islemi ile bunlarin kullanilan
ekstraksiyon solventine kayipsiz bir sekilde transfer edilmesidir.
Ekstraksiyon, asetonitril-su (1:1, v/v) yada %70-80 su igeren methanol —
su karisimi ile yapilmakta bu oranlar analize tabi tutulan 6rnegin tiiriine
gore degisiklik gostermektedir. Uygulanacak ekstraksiyon iglemi, analizi

yapilacak materyalin niteliklerine, mikotoksin tiirline ve polarite gibi
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kimyasal 0Ozelliklerine baglhidir. Fumonisinlerin iiriinden ekstrakte
edilmesinde asetonitril-su, methanol-su yada bu ikisinin belirli oranlarda
karistirilmast ile elde edilen ¢ozgenler vasitasiyla olmaktadir. 1996
yilinda Avrupa’da birgok laboratuvarin katilimi ile gergeklestirilen ortak
caligmada (Visconti et al., 1996) misirda 30 dakika karistirmanin
blendirla muameleden daha etkin oldugu geri kazanimin karistirmada
%85’lerde iken blendirda %60’larda oldugu bulunmustur. Yine ayni
arastirmada solvent miktarinin numune miktarina gore daha fazla olmasi
da geri kazanim oranini arttirmistir. Asetat-ACN ya da trichloromethane-
MeOH gibi karisimlar da bazi aragtirmalarda kullanilmig ve olumlu
sonuclar alinmustir. Yapilan bir ¢ok arastirmada (Doko and Visconti,
1994; Scott and Lawrence, 1994 Shephard et al., 1990) ekstraksiyonda
¢oziicli olarak Metanol-su (3:1) kullanimi ve uzun siire ¢alkalama yada
blendirda homojenizasyon kabul edilmistir. Ancak bazi arastirmalarda
bunun tersi olarak da asetonitril-su karigiminin daha etkili sonug¢ verdigi
bulunmustur (Sydenham et al.,, 1992). Etkin ekstraksiyon icin
uygulanmas1 gereken sartlar kendi arasinda varyasyon gostermekle
birlikte en az bunun kadar Onemli diger bir konu da farkli iiriin
guruplarina gore en iyi ekstraksiyon ¢dzgeninin bulunmasidir.
Fumonisinler nispeten stabil yapidadirlar. Birgok faktor, onlarin islenmis
iiriinlerden ekstrakte edilmesini zorlastirabilir (Bullerman & Tsai, 1994).
FB1’in oda sicakliginda ve daha iist sicakliklarda misira baglanmasi
gergeklesebilir. Bazi iglemler sirasinda eklenen demir de geri kazanim
tizerine etkilidir. Cozliimlenemeyen isleme faktorleri yada gida igerikleri

tahillarda geri kazanim oranmin etkileyebilir. Yiikselen sicakliklarda
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fumonisinlerin indirgen sekerlerle reaksiyona girdikleri bulunmustur

(Murphy et al., 1996).

Temizleme (Clean-Up, Yikama, Arindirma): Mikotoksin
analizinde diger énemli bir islem asamasidir ¢linkii ekstraksiyon islemi
sonucunda elde edilen ekstrakt, sadece mikotoksinleri icermez. Ornegin
icerdigi tiim seker ve organik asitler analiz sirasinda interferans yaparak
yaniltici sonuglara yol acabilir. Numuneden ekstraksiyon solventinin
icine tagiman fumonisin, temizleme islemi ile numuneyle gelen diger
kalintilardan da temizlenir. C18 zit faz, SAX, IMA gibi ekipmanlar
kullanilarak yapilabilir. SAX kartuslari, zit faz C18’e gore daha iistiin bir
temizleme saglar fakat bu yontem okuma i¢in 6rnek ekstraktinin pH’sinin
5,8’in iistiinde olmasi ve akis hizinin maksimum dakikada 1 ml olacak
sekilde kontrol edilmesi gerekir. SAX kartuslar1 hidrolize olmus
aminopolyol fumonisini tespit edemez. C18 kartuslarindaki adsorbanlarla
fumonisinlerin aktif bdolgeleri reaksiyona girer. IMA kolonlarmin
kapasiteleri siirhidir ve ekstraksiyon isleminin ¢ok iyi yapilmasi
gereklidir. Bunlar siitte, birada, tatli misirda ve misirda kullanilmiglardir

(Samapundo, 2006).

Tiirevlendirme prosediirii: Fumonisin molekiili floresan
dedektorde okunmasini saglayacak kromoformlardan yoksundur. Bu
nedenle HPLC analizinden 6nce 6rnegin i¢indeki fumonisin molekiiliiniin
amin grubu ile reaksiyona girip onun dedektorde okunabilir hale
gelmesini saglayacak bir kimyasalla muameleye ihtiyag vardir. Ornege

floresan Ozellik kazandirmak i¢in bir¢ok kimyasal kullanilir. Bunlar
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fluorescamine naphthalene-2,3-dicarboxaldehyde/potassium cyanide, 4-
fluoro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazole, (Scott & Lawrence, 1994), 6-
aminoquinolyl  N-hydroxysuccinimidylcarbamate, 9-fluorenylmethyl
chloroformat e ve o-phthaldialdehyde (OPA) (Shephard et al., 1990;
Sydenham et al.,, 1992). Bunlardan en sik kullanilani OPA’dir
(Samapundo, 2006). Tiirevlendirme i¢in bir¢ok laboratuvarin kullandigi
OPA, 50 ng/g ve daha diisiik konsantrasyonlarda fumonisinin tespitine
izin verir. OPA’nin igine eklenen 2-mercaptoethanol oda sicakliginda
hizli bir sekilde reaksiyona girip 6rnege floresan 6zellik kazandirabilir
ancak stabilitesi ¢ok diisiiktiir (Scudamore and Patel, 2000). OPA’nin
elue edilen soliisyona eklenmesinden yaklasik 2 dk sonra (Sydenham et
al., 1996), fumonisin ile reaksiyona girmesi tamamlanir fakat hemen
makinaya enjekte edilmesi gereklidir. Hazirlandiktan yaklasik 4 dakika
sonra OPA’nin tlirevlendirme 6zelligini kaybetmeye bagladigini yapilan
aragtirmalar gostermistir (Shephard, 1998). Sydenham ve arkadaslar
(1996) OPA’nin oda sicakliginda 1sitk almayan bir ortamda 1 hafta
depolanabilecegi, ACN-su karigimi iginde ise 6 ay boyunca 4 C°de
stabilitelerini koruyabilileceklerini bulmuslardir. 2-mercaptoethanol’e
alternatif stabilitesi yiiksek bircok kimyasal arastirmalar sonucu
bulunmustur (Stroka ve ark. 2002) . Bunlardan en uygun ve kullanilabilir
olanlar1 3-mercopto-propionic asid (3-MPA), N-acetyl-cystein (N-AC) ve
2-thioglycerol (2-TG)’dur.

OPA’nin yaninda baska kimyasallar da tlirevlendirici olarak
kullanilabilir. Bunlar naphthalene-2,3-dicarboxaldehyde potassium

cyanide—reagent yiiksek oranda floresan ozelligi gosterir, 24 saatten
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fazla stabilitelerini koruyabilir ve 50 pg/mg konsantrasyonlara kadar
analiz etme sansi vardir (Bennett and Richard, 1994.). Bu ajani
kullanarak siitteki FB1 ve FB2’nin tespitinde gelistirilen metodda tespit
limiti 5 ng/ml olarak bulunmustur. Fakat bu tiirevlendirme metodunda
kullanilan siyaniir ¢ok toksiktir ve insan saghigi igin tehdit olusturur.
Scott ve Lawrence (1994) tiirevlendirme ajam1 olarak 4-fluoro-7-
nitrobenzofurazan (NBD-F) ve HPLC kullanarak ¢ok hassas bir metod
gelistirmiglerdir. Fakat kullanilan ajanin ¢ok stabil olmadigi ve tespit
limiti 100 ng/g oldugu belirtilmistir. 1-dimethylaminonaphthalene-5-
sulphonyl chloride (dansyl chloride) formlar1 giiglii birer florasan
tiirevlendirici olarak kullanilsa da misirda uygulamada problemler ortaya
cikmistir. Holcomb ve arkadaglar1 (1998) 72 saat stabilitesini koruyabilen
(9-fluorenylmethyl) chloroformate (FMOC) tiirevlendirici olarak

kullanarak reaksiyon zamanini 1 dakikaya indirmislerdir.

OPA referans metodunda 200 u1 OPA 50 ul 6rnege eklenir hizlica
kanistirtlir ve bu karisimdan 2 dakika sonra HPLC sistemine 20 ul
enjekte edilir (Arranz, 2004). OPA uluslar arasi isbirligi cergevesinde
yapilan ortak projelerde en sik kullanilan metoddur. Sydenham ve
arkadaglan tarafindan 1996 yilinda yapilan arastirmada kismen tatmin
edici sonuglara ulasilmis ve FB1 0,5-8,0 mg/kg. konsantrasyon araliginda
bulunmustur. Laboratuvar icinde tekrar edilebilirligin relatif standart
sapmast %5,8 ile %13,2, labarotuvarlar arasinda 13,9% - % 22,2
bulunmustur. 7 6rnek i¢in HORRAT oranlar1 0,75 ile 1,73 arasinda
degismektedir. 2’den diisiik oranlar kabul edilebilir sinirlar i¢indedir. Bu

arastirmada elde edilen veriler sonucunda misirda FB1 tespitinde resmi
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method olarak kabul edilmistir (Sydenham et al. 1996). Halen farklh
uriinlerdeki fumonisini tayin etmek i¢in standart metodlar heniiz
oturtulmamistir. Biradan FB1’in ekstrakte edilmesi ve miktar tayini i¢in

de benzer bir ¢calisma yapilmistir (Scott et al. 1996).

2006 yilinda Samapundo ve arkadaglari tarafindan yapilan
calismada mobil fazin pH’sinin, kolon sicakliginin, tlirevlendirme
zamaninin ve ekstraksiyon yonteminin florasan ozelligine ve geri
kazanim iizerine olan etkisi aragtirilmistir. Fumonisin analizi Shephard ve
arkadaslarinin  (1990) musir igin gelistirdikleri yontem c¢ok az
degistirilerek referans olarak alinmigtir. Elde edilen sonuglara gore
florasan tepkisi ile kolon sicakligi arasinda negatif ve tiirevlendirme
zamani ile pozitif korelasyon oldugu bulunmustur. Ekstraksiyon
asamasinda ultraturaks karistirict kullanimiyla rotary karigtiriciya gore
daha yiiksek geri kazanim saglanmistir. Diger arastirmalarin aksine
maksimum florasan tepkisi tiirevlendirmeden 8 dakika sonra meydana

gelmistir.

Chelule ve arkadaslarinin (2001) Giiney Afrika’da hem sehir, hem
de kirsal alanda yasayan populasyonun misir ve misir iriinlerini
tilketerek maruz kaldiklar1 FB1 tehdidini belirlemek {izere yaptiklari
calismada elde edilen sonuglar kirsal alanda yasayan populasyonun
FB1’e maruz kalma riskinin sehir de yasayanlardan daha fazla oldugunu
ortaya koymaktadir. Kirsal alandan toplanan 50 6rnegin %32’sinde FB1
konsantarasyonu 0,1-22,2 mg/kg bulunurken kentsel bolgelerden

toplanan 49 Ornegin %6’sinda 0,2-5 mg/kg konsantrasyonlarinda
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rastlanmistir. Calismanin bir diger 6nemi analiz asamasinda elde edilen
geri kazanim oraniyla ilgili probleme ¢éziim getirmesidir. Misirla yapilan
ve yore halki tarafindan c¢ok siklikla tiiketilen “phutu” ismi verilen
geleneksel bir yemek c¢esidinde ve islenmemis misirda yapilan geri
kazanim ¢alismalarinda islenmemis misirda geri kazanim orani ortalama
%97 seviyelerindeyken ayni yontemin misirin iglenmis formundan
meydana gelen phutu 6rneklerinde geri kazanim oranlarinin %36’lar da
kaldigi bulunmustur. Isleme ve pisirme tekniklerinin FB1’in geri
kazanim oranlar1 {iizerindeki etkileri nedeniyle arastirmacilar IAC
kolonda tutulan fumonisini geri almak i¢in viallere toplama asamasinda
methanoliin icersine %1 lik asetik asit ¢ozeltisi ekleyerek geri kazanim

oranini %36’lar dan %90 lara ¢ikarmislardir.

Solfrizzo ve arkadaslar1 tarafindan 2004 yilinda yapilan ¢alismada
analiz i¢in HPLC ve temizleme i¢in IMA metodu kullanilarak misir
cipslerinde FB1 ve FB2 varligina bakilmigtir. Bugday ic¢in gelistirilen
standart metod, daha kompleks yapidaki misir cipsinde istenen sonucu
vermemis bu ylizden yontemde bazi degisikliklere gidilmesi zorunlulugu
dogmustur. Metodu gelistirmek icin yapilan 6n ¢alismada ekstraksiyon
solventinin cinsi, miktari, sekli, 6rnek miktar1 ve yonteminin etkisine
bakilmistir. Bunlardan ekstraksiyon solventinin tipi ve prosediiriiniin
metod performansi lizerine etkisi oldugu tespit edilmisitir. Geri kazanim
oranlarinda IMA temizleme SAX’a gore Onemli derecede iistiin
bulunurken ACN-su (50:50) ekstraksiyon solventi MeOH-su‘ya gore
daha yiiksek geri kazanim saglamistir. Buna ragmen yine de bu solvent

kompozisyonunun misir cipsi i¢in uygun olmadig, filtrasyondan sonra
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ortaya 2 fazli bir soliiyon ¢iktig1 ve bu iki fazdan az olaninda fumonisinin
%96-100’lintin bulundugu tespit edilmistir. Faz ayriminit 6nlemek igin
onerilen karigim ACM-MeOH-su (25:25:50)’dir. On galismalarin
1518inda musir cipsi igin gelistirilen metotdan elde edilen ortalama geri
kazanim oranlar1 FB1 i¢in 0,33-2,80 pg/g araliginda %102,6, FB2 icin
0,17-1,40 pg/g araliginda %95,1 olarak bulunmustur. Ortalama relatif
standart sapma FBI1 icin %9, FB2 i¢in %8, tespit edilebilir en diisiik
miktar 0,005 pg/g olarak bulunmustur.

Lino ve arkadaslar1 (2006), Portekiz’de tiiketilen misir ve
triinlerinde FB1, FB2 bulunma durumlarimi ortaya koymak {izere
immuno afinite temizleme kolonu ve dedekt6r kullanarak, HPLC floresan
dedektérde okumalar1 yapilan analiz metodunu optimize etmeyi
amaclayan bir arastirma yuriitmiislerdir. Optimize edilen metodta
ekstraksiyon methanol/su (80:20) karigimiyla, temizleme immunoafinite
kolonla yapilmistir. Tiirevlendirme icin OPA ve NDA (o-
phthaldialdehyde ve naphthalene-2,3-dicarboxaldehyde) kullanilmigtir.
NDA’nin stabilitesinin OPA ya gore ¢ok daha uzun olmasi ve diisiik
konsantrasyonlarda daha iyi florasan 6zellik vermesi nedeniyle NDA
kullanim1 metodda yerini almistir. Farkli kromatografik sartlarin etkileri
arastirilmig, bu anlamda mobil faz komposizyonunun alikonma zamanina
etkisine bakilmistir. Sonucglara gore soliisyondaki acetonitril orani
arttikca alikkonma zamamnmn azaldigi bulunmustur. Ornegin A
kompozisyonu, ACN/H,O/CH3COOH (49.5:49.5:1.0), B kompozisyonu
ACN/H,O/CH3;COOH (59.0:40.0:1.0)’dur. Mobil faz A kompozisyonda
olursa alikonulma zamami 12.57 dk. FB1 ve 33.10 dk. FB2. B
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kompozisyonda olursa 5.49 dk. FBI i¢in ve 10.09 dk. FB2 i¢in
saptanmistir.  Optimize edilen metodda ise ACN/H,O/CH3;COOH
(61:38:1) oranlar1 kullanilmistir. Analizlerden elde edilen sonuglara gore
tespit limiti FB1 icin 20 pg kg-1, FB2 i¢in 15 pg kg-1 geri kazanim
oranlar1 ise %79-99,6 arasindadir. 31 ornekten 14’tinde 113- 2,026 ug

kg-1. konsantrasyon araliginda FB1 ve FB2’ye rastlanmstir.

De Girolamo ve arkadaslar1 (2001) yaptiklar1 calismada misir ve
triinleri i¢in farkli ekstraksiyon ve temizleme yOntemlerini
karsilagtirmiglardir. Fumonisinlerin geri kazanim oranlar1 {izerine
kullanilan temizleme yontemi etkili olmus ancak geri kazanima en fazla
etki {riinlin kendisinden gelmis, bunu ekstraksiyon solventi ve

ekstraksiyon bi¢iminin takip ettigi belirtilmistir.

Fumonisin tayininde referans olarak alinan Visconti (2001) ve
arkadaslarinin yayinladigi bugday i¢in gelistirilen 2001.04 Sayili AOAC
resmi metodu ile Ornekteki fumonisin methanol-acetonitrile-su

(25+25+50, V/V/V) ile ekstrakte edilir. Analizin dayandig: prensipler,

o Filtre edilen ve seyreltilen ekstrakt toksine karsi monoklonal
antikor igeren immunoaffinite kolonundan gegcirilir.

e Methanol ile elue edilir ve elde edilen ekstraktin suyu ugurulur.

e FElde edilen ekstrakt tekrar acetonitrile-su ¢ozeltisi (50+50, V/V)
ile ¢oziliir.

e Ortho-phtalaldehyde ve mercaptoethanol eklenen bu ¢ozelti
HPLC’de zit faz ilkesine gore ayrilir.
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e Florasan dedektérde standardinin alan1 ile karsilastirilarak

konsantrasyonu hesaplanir

Ekstraksiyona baglamadan once 6rnegin oda sicakligina ulasmasi
saglanir. 0,1-20 g. 6rnek 50 ml ekstraksiyon solventi methanol-
acetonitrile-su (25+25+50, V/V/V) ile 20 dakika karistiricida galkalanir
daha sonra 10 dakika 2500 devirde santrifiije konur. Elde edilen ¢ozelti
kagt filtreden siiziiliir. Kalan kat1 faza tekrar 50 ml ekstraksiyon solventi
eklenerek 20 dakika karistiricida ¢alkalanir daha sonra 10 dakika 2500
devirde santrifiije konur ve siiziiliir. Daha sonra bu iki ekstrakt birbirine
kanistirilir. Karigimdan 10 ml alinarak siiziiliir ve bir kapta toplanir. 40 ml
fosfat tuzu ile seyreltilip (PBS) iyice karstirilir. Seyreltilen ekstrakt

filtreden gecirilerek 10 ml’si affinite kolondan gegirilmek iizere alinir.

Immune Affinite Kolonu; 10 ml ekstrakt saniyede 1-2 damla
olacak sekilde affinity kolondan gecirilerek mikotoksinin antikorlar
tarafindan tutulmasi saglanir Kolon 10 ml PBS ile tekrar yikanir kolonda
tutulan antikorlardan fumonisini ayirmak i¢in kolon 1,5 ml HPLC grade

methanol ile saniyede 1 damla gegecek sekilde yikanir. Elde edilen

ekstraktin azot gazi altinda 60 CO’de nemi ugurulur.

Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi;; Yazilim  progranu
kullanilarak, kalibrasyon standartlarinin konsantrasyonlarina karst (x-
ekseni) sinyal birim (pik alanlari, y-ekseni) ile orijinden gecen
kalibrasyon egrisi ¢izdirilir. Kalibrasyon solusyonu 0.025-2.000 pg/g
arasinda FB1, 0.0125-1.000pg/g arasinda FB2 igerir. Lineer regresyon

y=ax+b kullanilarak kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayisi
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hesaplanir. Kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayis1 en az 0,99

olmalidir.

HPLC Sartlari; Mobil Faz: Methanol: 0,IM sodium phosphate
monobasic (NaH2PO4.H20) (77:23), o-phosphoric acid ile pH 3,3; akis
Hizi: 0,8 ml/dakika; tespit edilebilen dalgaboyu: 335 nm (ortaya ¢ikis
dalga boyu) 440 nm (yayilma dalga boyu) olarak ayarlanir.

HPLC Analizi; kurutulan ekstrakt 200ul acetonitrile-su
(50+50,V/V)ile ¢oziiliir. Bundan 50pl gekilerek 50ul ortho-phtalaldehyde
(OPA) eklenerek 30 saniye karistirilir. Bu ajani ekledikten yaklagik 3
dakika sonra hazirlanan bu ¢ozeltiden 20ul alimarak HPLC kolonuna
enjekte edilerek miktar tayini yapilir. FB1 i¢in alikonulma zamani

yaklasik 6 dakika FB2 i¢in 15 dakikadir.

Avrupa Birligi EC No 401/2006 nolu yeni mikotoksin kanununda
Fumonisin B1 ve B2 i¢in belirlenen performans Ol¢iitleri asagidaki gibi

belirlenmisitir (Cizelge 2.4.).

Cizelge 2.4. Fumonisin B1 ve B2 i¢in EC 401/2006’ya gore belirlenmis

performans olgiitleri (http://europa.eu.int)

Fumonisin B1 yada B2
Diizey ig/kg RSDr % RSDR % Gerikazanim %
<500 <30 <60 60 -120
> 500 <20 <30 70-110

RSDr: Laboratuvar iginde tekrar edilebilirligin relatif standart sapmasi

RSDR: Labarotuvarlar arasinda tekrar edilebilirligin relatif standart sapmasi
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Materyal
3.1.1.Bitki Materyali

Arastirma materyali Ege Bolgesi Biiyilk ve Kiiciik Menderes
Havzalarinda yetistirilen ve iilkemiz kuru incir dis satiminin tamamini
karsilayan Sarilop (Ficus carica L.) incir ¢esididir. Bolgedeki iiretimi
temsil etmek tizere 2004 ve 2005 iiretim sezonunda kuru incir 6rnekleri,
Taris’e ait Incir Tarim Satis Kooperatiflerine teslim edilen partilerden
temin edilmistir. Her kooperatiften aliman Ornek sayist alim yapilan
miktarlar oraninda belirlenmistir (Cizelge 3.1). Nazilli ve yoresi incir
tiretim alani olarak en fazla paya sahip olmasi ile birlikte (Cizelge 1.1.)
kooperatifin bolgede yoreyi temsil edecek miktarda alim yapmamasi

nedeniyle bu bdlgeden istenen sayida 6rnek temin edilememistir.

Taris Incir Tarim Satis Kooperatiflerinde 20/08/2000 tarih 19/16
sayili 2000 iriinii kuru incir alim esaslarina gore 6zel alim kurallar
uygulanarak alinmis ve simiflandirilmis kuru incirlerden ornekleme
yoluyla is mali (A Serisi) ve hurda (endiistriyel) olarak ayrilmis farkl
kalite siniflarindaki partilerden 2 kg’lik agregat drnekler olusturulmustur
(Anonymus, 2005, Taris 2005-2006 Uriinii Kuru Incir Isleri Alim,
Ekspertiz ve Depolama Y onetmeligi). Bu yonetmelige gore kuru incirler
4 grupta simiflamaya tabi tutulup, A Serisi (i mali), B Serisi (kiirek
mali), C Serisi (balli kara lekeli) ve hurda (endiistriyel) seklinde

degerlendirilir.
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(A) Serisi (Is mali) Incirler: Balli, yumusak, kabugu normal
kalinlikta, temiz lekesiz, diizgiin ve tabi renkli incirlerdir. Bu nitelikleri
tagtyan incirler partinin %80’ ini olusturmasi halinde ig mali olarak
degerlendirilir. Ayrica bu serideki incirler kalitesi ne olursa olsun
hastalikli, az lekeli, kavurya, oriimcekli, eksi, az yarik, az balli, kus ve

kurt yenikli, kurtlu ve giin yanikli olanlar rufuz sayilir.

(B) Serisi (Kiirek mah) Incirler: Az ball, kalin kabuklu, kismen
esmer renkli, lekeli ve sert incirlerdir. Bu nitelikleri tasiyan incirler,
partinin %80’ini olusturmasi halinde kiirek mali olarak degerlendirilir.
Ayrica, bu serideki incirler kalitesi ne olursa olsun hastalikli, lekeli,
kavurya, eksi, yarik, balsiz, kus ve kurt yenikli ve kurtlu olanlar rufuz

sayilir.

(C) Serisi (Ballikara-lekeli) Incirler: Bu tip incirler, genelde
glikoz oraninin yiikksek olmast ve hurda incirlerden ayr1 bir
degerlendirmeye alinmasi nedeniyle, yeni bir grup olusturan (C) serisi
olarak tanimlanmustir. Bu incirler, mantari bir hastaliktan dolay1 balini
disar1 kusmus, kabugu incelmis, rengi kararmis, distan bakildiginda
kismen ¢ekirdegi goriilen, morarmis, eksimeye miisait ve c¢abuk
topaklasan 6zellikli incirlerdir. Igersinde yaklasik %25 oraninda hurda
incir mevcut ise bu incirlerin tamami hurda (endiistriyel) muamelesi

gorur.

Hurda (Endiistriyel) Incirler: (A) Serisi, (B) Serisi, (C) Serisi
grubuna girmeyen, c¢ok diisiik kalitedeki incirleri kapsar. Tam

olgunlagsmadan agac¢tan diismiis, agac altinda veya sergide fazla ¢ige
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maruz kalarak mubhtelif hastalik ve zararlilarin etkisi ile bozulmus, kara
bogaz olmus, sergide tam kurumadan pagala karigmig, mor tamamen
lekeli siyah renkli veya kilodaki adadi (100)’1 asan incirlerdir.

Ayni yonetmelikte riifuzlarin tarifi s0yle yapilmaktadir:

Hastahkh; kanli balsira kiif kara ballik ve ¢esitli renklerde goriilen

mantari hastaliklara tutulmus incirlerdir.

Az lekeli; Yagmur ve ¢igden dolay: lizerinde 1/3 oraninda benek

olusan incirlerdir.

Lekeli: Terli, yapiskan, kabugu mukavemetsiz, gozden itibaren
sapa dogru erime nedeniyle koyulagsan ve % 50’den fazlasi benekli olan

incirlerdir.

Kavurya: Agacin yaprak dokmesinden dolay1 gelisemeyen ve
giines vurmasit nedeniyle balinin 1/3’linii  kaybetmis, yanik ve

olgunlagsmadan kurumus incirlerdir.

Oriimcekli: Oriimcek tarafindan zedelenmis, gigegi disar ¢ikmus

incirlerdir.
Eksi: Yarildiginda kokusu ve lezzeti eksi mat renkli incirlerdir.

Yarik: Goz ile sap arasindaki mesafenin yarisindan fazlasi yarilmis

inciler.
Az balli: Balinin 1/3’1inii kaybetmis incirler
Balsiz: Balinin 2/3’{linli kaybetmis incirler

Kus yenikli: Kus tarafindan bariz sekilde tahrip edilmis incirler
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Kurt yenikli: incir kurdu tarafindan tahrip edilmis incirler
Kurtlu: I¢inde 6lii veya canli kurt bulunan incirlerdir.

Giin yamigr: Herhangi bir sebeple, kabugun 1/3’iinlinden fazlasi

elastikiyetini kaybetmis ve sertlesmis incirlerdir.

Cizelge 3.1. 2004 ve 2005 yillarinda Taris Incir Tarim Satis

Kooperatiflerinin alim yaptiklari incir miktarlari

2004 2005
Kooperatif Incir Hurda Incir Hurda
(Kg.) (Kg.) (Kg.) (Kg.)

Germencik 2.103326 | 5.665 1,750,527 56,535
Ortaklar 1,277,435 19,735 955,899 51,179
Buharkent 531,757 860 476,107 9,069
Erbeyli 453,594 185 376,758 5,709
Tire 364,287 64 335,076 1,954
Horsunlu 444171 2.049 290,519 8.291
Incirliova 311,100 0 267,799 1,314
Sultanhisar 275,315 1,140 249,820 670
Soke 149,498 3,867 126,420 3,175
Pamukoren 93,672 1,618 101,336 4,334
Nazilli 40,965 0 77,823 0
Kosk 122,252 0 70,067 888
Selguk 138,013 0 90,560
Edremit 1,824 0 361
Tepekdy 31,031 0 20,300
TOPLAM 6,338,240 35,183 5,189,381 143,118

Cizelge 3.2.°de iki farkli {iretim sezonunda Ornek alinan Ornek
sayilar1 ve alindiklar1 kooperatifler belirtilmistir. Buna goére 2004
sezonunda 8 (Germencik, Ortaklar, Incirliova, Erbeyli, Buharkent,
Horsunlu, Sultanhisar, Soke), 2005 sezonunda 11 (Germencik, Ortaklar,

Incirliova, Erbeyli, Buharkent, Horsunlu, Sultanhisar, Kosk, Pamukéren,
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Tire, Sel¢uk) kooperatiften temin edilen 144 adedi A smifina 117 adedi
hurda sinifina ait olmak iizere toplam 262 Ornekle ¢alisma

gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.2. Calisma materyalinin temin edildigi kooperatifler ve kalite

siniflarina ait miktarlar

Incir Ornekleri (n)

2004 2005
Kooperatif A Smifi Hurda A Smifi Hurda

Germencik 26 26 16 16
Ortaklar 16 10 11 11
incirliova 5 N 4 5
Erbeyli 6 5 4 4
Buharkent 4 4 4 4
Horsunlu 6 6 5 5
Tire _ _ 14 6
Kosk _ _ 5 _
Sultanhisar 5 _ 4 4
Pamukoren _ _ 4

Sel¢uk _ _ 7 _
Soke 3 3 _ _
Toplam 71 54 78 59

_: Ornek temin edilemedi



84

3.1.2. Fumonisinin Kantitatif  Olarak Saptanmasinda

Kullanilan EKkipman

Cam malzemeler (huni, beher, erlen, 2 ve 5 ml’lik vialler)

Otomatik pipet (20-200 pl, 100-1000ul, 1-5 ml)

Analitik terazi (0,001 g hassasiyetli)

Waring blendir

Filtre kagitlarnn (Kath filtre kagidi Watman No:4, 12cm;
Mikrofiber cam filitre kagidi, Watman GF/A, 9cm)

Fumonitest immunoaffinite kolonlar1 (VICAM Firmasindan
temin edilmistir.

Plastik siringalar (10ml’lik)

Ultrasonik banyo

HPLC sistemi; Shimadzu, Isocratic pompa, manuel enjeksiyon
portu, (20 ul enjeksiyon hacimli), florasan dedektor (ortaya ¢ikis dalga
boyu (eksitasyon) 335 nm, yayilma dalga boyu 440 nm (yayilma dalga
boyu) olarak ayarlandi), oto 6rnekleyici, HPLC sistemine bagh bilgisayar
ve yazici bilgisayar programi1 CLASS-VP V 6.13 SP1

HPLC kolon; (ACE 5 C 18 150X4,6 mm Cl18), 150 mm
uzunlugunda celik tiip ve i¢ ¢ap1 4,6 m, dolgu maddesi 5 mikrometre
capinda, oktadesilin formunda 922-23 karbon ihtiva eden silika
partikiilleri,

Likid kromatogram; 1 ml/dak. Sabit akis hizina sahip ve

enjeksiyon sistemi 20 ul’ye kalibre edilmis.
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3.1.3. Fumonisin Analizi icin Gerekli Olan Ayiraclar,

Cozeltiler ve Diger Kimyasallar

Metanol (HPLC saflikta), Asetonitril (HPLC saflikta), o-
Phthaldialdehyde (OPA), 2- Merkaptoetanol (MCE).

Sodyum dihidrojen fosfat solusyonu: 0,IM. 15,6g

NaH,P04.2H,0 saf su ile ¢oziiliir ve 1 L’ye tamamlanur.

Sodyum tetraborat soliisyonu: 0,1M. 3,8g Na,;B40O7.10H,0 saf su

ile ¢oziliir ve 100 mL.’ye tamamlanir.
Hidroklorik asit : 2M. HCI1 (12M) 1+5 saf su ile seyreltilir

Ekstraksiyon solventi: Asetonitril-metanol-su (25+25+50,v/v/v)
Eliisyon Solventi: 100 ul asetik asit methanol ile 10 ml’ye tamamlanip

%1°lik ¢ozelti elde edilir.
Asetonitril-su: (50+50, hacim/hacim)

Fosfat tuzu (PBS): 8 g NaCl, 1,2 g Na,HPOy, 0,2 g KH,PO4, 0,2 g
KLC 990 MI suda ¢oziiliir. pH’1 2 M HCL ile 7’ye ayarlanir ve 1 L. ye

tamamlanir.

HPLC mobil faz: Metanol + 0,1IM NaH,PO, (77+23,
hacim/hacim) Ph H3;POj ile 3,35’e¢ ayarlanir. Soliisyon 0,45 pm’lik
membran filtreden gecirilir. Ultrasonik banyoda 10 dk. Tutularak
¢ozilinmenin tam olmast saglanir.] ml/dk akis hizinda pompalanir ve

kolon sicakligi 22C° ayarlanur.



86

OPA ayrraci: 40 mg OPA 1ml metanol i¢inde ¢oziiliir. 5 ml 0,1M
NayB407 ile seyreltilir. 50 ul MCE eklenir. Karanlik ortamda bir hafta

stiresince oda sicakliginda vialler i¢inde saklanabilir

Fumonisin B1 ve B2 standart o6zellikleri: (FumoniTest, VICAM,
Watertown, MA, U.S.A), Fumonisin B1 ve B2 standartlarinin herbiri 50
ng/mL ACN:su (1:1) iginde 5 mL

LC icin fumonisin stok soliisyonlarin hazirlanmasi: 5 ml
ACN/su karisimi icinde 48,4 ug/ml FB1 ve 51,7 pug/ml FB2 igeren ana

stoktan:

1. Stok Standart Soliisyonunun Hazirlanmasi: 5 ppm FBI1 ve
FB2 iceren 2000ul stok soliisyon hazirlayabilmek icin FB1’e ait ana
stoktan 206ul FB2’ye ait ana stoktan 193ul ¢ekilip 1600ul ACN+ su
karisimi (50+50,v/v) ile 2000ul’ye tamamlanir.

2. Stok Standart Soliisyonunun Hazirlanmas1 (Calisma
Standartlar1 i¢in Kullanilan Stok Soliisyonlar): Her biri 1000ul olacak ve
stirastyla 0,025ppm, 0,125ppm, 0,50ppm, 1ppm, 2ppm, 4ppm FB1 ve
FB2 icerecek 6 adet vial 1. stok ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanir (Cizelge
3.3).



Cizelge 3.3. Fumonisin B1 ve B2 kalibrasyonu icin ¢alisma

sollisyonlarmin hazirlanmasi
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Calisma Calisma Cekilen Eklenen Alman | Eklenen | Tiirevlen. Son
Kalibrasyon | Soliisyonu | 1. Stok ACN-su (ul) OPA (ul) Kon. (ppm)
Soliisyonu (ppm) Hacmi | 50:50(ul)
(uh)
1 0,025 5 995 200 200 0,0125
2 0,125 25 975 200 200 0,0625
3 0,50 100 900 200 200 0,25
4 1 200 800 200 200 0,5
5 2 400 600 200 200 1
6 4 800 200 200 200 2
3.2.Yontem

Kimyasal analiz yontemleri ile alinan kuru incir Orneklerinde
fumonisin Bl ve B2 degerleri tespit edilmistir. Kooperatiflerin alimda
sorumlu olduklar1 cografi bolgeler gbz Oniine alinarak iiretim bolgeleri,
iiretim sezonu, kalite parametreleri ve kalite simiflar1 farkli 6rneklerde
fumonisin B1 ve B2 olusum siklig1 ve diizeyleri pg/mL (ppm) olarak
saptanmis ve aralarindaki iliskinin varhigi istatistik olarak belirlenmeye

calisilmustir.

3.2.1.Meyve Kalite Parametreleri

Meyve iriligi (adet/kg): Alinan 6rnek tartilmig ve meyve sayimi

yapilarak ortalama meyve agirligi hesaplanmstir.
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Giines yamikhh kuru incir oram (%): Herhangi bir sebeple
kabugunun iicte birinden fazlasi elastikiyetini kaybetmis, sertlesmis,

giines yaniklig1 (Sekil 3.1) olmus kuru incirlerin oranlar tespit edilmistir.

Sekil 3.1. Kuru incir meyvelerinde giines yanikligi hasari. (a): Giines
yanikliginin agagta baglamasi (b): 1/3’den fazlasi giines

yaniklig1 zarar1 olan meyveler

Catlak, yarik ve yirtik kuru incir oram (%): Kuru incir sap1 ile
arasindaki uzunlugunun iicte birinden fazlasi1 catlak, yirtik veya yarik

olan kuru incir orani tespit edilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Catlak (a ve b) ve kus yenigi (c) hasar1 olan kuru incir

Sertlik: Duyusal olarak degerlendirilen meyve sertliginde sertlik
smif degerleri olusturularak her numune bu degerler icersinde
siiflamaya tabi tutulmus daha sonra her bir 6rnek igin ortalama sertlik
sinif degeri belirlenmistir. Buna gore olusturulan skalada sert meyvelerin
olusturdugu guruba 1, orta yumusakliktaki meyvelerin olusturdugu
guruba 2, yumusak meyvelerin olusturdugu guruba da 3 degeri verilmis
ve her bir guruba giren meyve sayilar tespit edilmistir. Her sinifa giren
meyve sayisi sinif degeri ile ¢arpilarak toplam deger belirlenmis, toplam

meyve sayisina boliinerek ortalama sinif degerleri hesaplanmistir

Renk, Duyusal olarak degerlendirilen meyve rengi i¢in, renk sinif
degerleri olusturularak her numune siniflamaya tabi tutulmus daha sonra
her bir 6rnek i¢in ortalama renk sinif degeri belirlenmistir. Buna gore
olusturulan skalada ¢ok acik renkli meyvelerden olusan guruba 5, agik
renkli gruba 4, orta renkli guruba 3, koyu renkli guruba 2, ¢cok koyu
renkli guruba ise 1 degeri verilmis ve her bir guruba ait olan meyve

sayilari tespit edilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Duyusal olarak olusturulan kuru incir renk siniflar

Suda ¢oziinmiis toplam kuru madde (%): 2kg olarak temin
edilen kuru incir 6rnekleri homojen bir sekilde karismasi i¢in iyice
karigtirilir, parcalara ayrilir, daha sonra kiyma makinesinden gegirilip
ezme haline getirilir (Sekil 3.4). Bu ezmeden 20 gr tartilip saf su ile 120
ml’ye tamamlanarak blendirda karistirildi ve kaba filtre kagidindan
gecirilip analize hazir duruma getirildi. Hazirlanan ¢ozeltide suda
¢Oziinmiis kuru madde orani el refraktometresi ile tespit edilmis, okunan

deger sulandirma oraniyla ¢arpilmasi ile gercek degere ulagilmigtir.
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(b) (c)

Sekil 3.4. Kimyasal analizler i¢in 6rnegin hazirlanmasi. (a) Pagal partinin

iyice karistirilmasi, (b) par¢alama, (¢) ezme haline getirme.

pH: Suda ¢6ziinmiis toplam kuru madde analizi i¢in hazirlanan
kuru incir Orneklerinde filitre edilmeden Once pH-metre ile 6l¢iim

yapilmustir.

Titre edilebilir asit miktar1: Piire haline getirilmis kuru incir
orneklerinden 20 gr alinip saf su ile 120ml’ye tamamlanarak karistirilip
bir gece bekletilmigtir. Bu karisim blendirdan gegcirilildikten sonra
¢ozeltiden 10 ml alinip saf su ile 30 ml’ye tamamlanmistir. 0,1N NaOH
¢ozeltisi ile fenol fitaleyn indikatorliigiinde titre edilmistir. Formiil
tizerinde sitrik asit cinsinden hesaplamalar yapilirken sulandirma faktori

dikkate alinmistir.
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3.2.2. Fumonisin Analizi

Fumonisin tayininde Visconti (2001) ve arkadaslarinin yayimnladigi
bugday icin gelistirilen 2001.04 Sayili AOAC Resmi Metodu referans
alinmis ve lriiniin 6zelligine bagh olarak bazi degisiklikler yapilmistir.
2kg.lik alt partileri olusturan her bir 6rnek homojen bir dagilim igin
kiyma makinesinden karistirilarak gegirilmis ve ornekler fumonisin

analizine hazir hale getirilmistir.

Prensip; Ornekteki fumonisin methanol-acetonitrile-su (25+25+50,
V/V/V) ile ekstrakte edildi. Filtre edilen ve seyreltilen ekstrakt toksine
kars1 monoklonal antikor igeren immunoaffinite kolonundan gecirildikten
sonra asetik asitt+methanol ile elue edilir. Elde edilen ekstraktin suyu
ucurularak, tekrar acetonitrile-su cozeltisi (50+50, V/V) ile c¢oziiliir.
Ortho-phtalaldehyde ve mercaptoethanol eklenen bu ¢ozelti HPLC’de zit
faz ilkesine gore ayrilarak ve florasan detektorde standardin alanmi ile

karsilagtirilarak konsantrasyonu hesaplanmaistir.

Ekstraksiyon; Ekstraksiyona baslamadan Once Ornegin oda
sicakligina ulagmasi saglandi. 20g analiz Ornegi tartildi ve {izerine
acetonitril-metanol-sudan  olusan (25+25+50, V/V/V) 100 mL
ekstraksiyon solventi eklendi. Karigim 10 dk. blendirda karistirilip ve
kagit filtreden (Whatman No.4,12 cm) siiziildii. Bu siiziintiiden 10 mL.
aliip 40 mL fosfat tuzu (PBS) ile seyreltilip iyice karistirildi. Seyreltilen
ekstrakt mikrofiber cam filtreden (Whatman GF/A. 9cm) siiziilerek

affinite kolondan ge¢meye hazir hale getirildi.
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Temizleme: Oda sicakligina ulagsmasi1 beklenen kolonlar vakum
manifold diizenegine yerlestirildi ve {izerlerine 20 ml hacminde siringalar
monte edildi. 10 mL ekstrakt saniyede 1-2 damla olacak sekilde affiniti
kolondan (FumoniTest, VICAM, Watertown, MA, U.S.A) gecirilerek
mikotoksinin antikor tarafindan tutulmasi saglandi. Kolon 10 ml PBS ile
saniyede 1-2 damla olacak sekilde tekrar yikandi ve son damlalarin da

alinmasi i¢in siringa ile hava verildi (Sekil 3.5).

Elusyon: Tiplerin i¢inden 6nce 1,5 ml elusyon solventi (HPLC
saflikta metanol+ asetik asit c¢ozeltisi) gecirilerek fumonisinin
kendiliginden tiip i¢cine akmasi1 saglandi ve siringa ile hava verilerek son
damlanin da alinmasi temin edildi. Vialler i¢inde toplanan ekstraktin azot
gaz1 altinda 60°C’de methanolii ucuruldu ve analiz asamasma kadar

4°C’de tutuldu.

Sekil 3.5. Immunoaffinity kolon ( IAC ) ¢alisma prensibi

A. Immunoaffinity kolonlar 6zel bir monoklonal antikor icerir

B. Mikotoksin i¢eren drnek ya da drnek ekstrakti kolondan gegirilir

C. Antikor izole halde kalir, mikotoksinler kolonda tutulur

D. Gegen eluent kolonda antikoru denatiire eder, toksinler elusyon ¢dziiciisiine gecer, HPLC de
analize alinir
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Tiirevlendirme: Methanolii ugurulan 6rnek 200 pL acetonitril+su
(50+50, V/V) karistmyla ¢oziildii. Uzerine 200 nLOPA eklenerek 30
saniye kanstirildi. Bu ajan eklendikten yaklasik 3 dk. sonra bu
karisimdan 20uL 6rnek alinarak HPLC kolonuna enjekte edildi.

HPLC Sartlar;; ACES C18 (150x4,6 mm) kolonu akis hizi: 0,8
ml/dakika olarak ayarlanarak kullanildi. Mobil faz, metanol: 0,1 M
sodium phosphate monobasic (NaH2PO4.H20) (77:23, hacim/hacim),
oranlarinda karistirilarak elde edildi, o-phosphoric acid ile pH 3,3’e
ayarlandi. Mobil fazi dagitmak i¢in kullanilan isocratic HPLC pompast
akis hizi dakikada 1 ml maksimum 250 kgf basing altinda ¢alisacak
sekilde ayarlandi. Florasan dedektor ortaya ¢ikis dalga boyu 335 nm,
yayilma dalga boyu 440 nm olarak ayarlandi.

HPLC Analizi; kurutulan ekstrakt 200ul acetonitrile-su
(50+50,V/V) ile ¢oziildii. Uzerine 200ul ortho-phtalaldehyde (OPA)
eklenerek 30 saniye karigtirildi. Bu ajani ekledikten yaklasik 3 dakika
sonra hazirlanan c¢o6zeltiden 20ul alinarak HPLC kolonuna enjekte
edilerek miktar tayini yapildi. FB1 i¢in alikonulma zamani yaklasik 6
dakika, FB2 i¢cin 15 dakika tespit edildi.

Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi; Kalibrasyon egrisi
mikotoksin miktarinin  belirlenmesinde kullanilan ve korelasyon
katsayisinin hesaplandigi egridir. CLASS-VP V 6.13 SP1 HPLC yazilim
programi kullanilarak, kalibrasyon standartlarinin konsantrasyonlarina

(ng/ml) (x-eksen) karsi sinyal birim ile (pik alanlar1) (y-eksen) ile
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orijinden gegen kalibrasyon egrisi 0.0125-2.000 pg/g arasinda FBlve
FB2 igeren kalibrasyon solusyonu ile ¢izdirildi. Lineer regresyon y=ax+b
kullanilarak kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayisi, FB1 i¢in 0.997,
FB2 i¢in ise 0,998 olarak hesaplandi.

3.2.3.Geri Kazanim Denemeleri

Fumonisin ekstraksiyon yonteminin verimini belirlemek amaci ile
her bir fumonisin tipi i¢in kontaminasyon diizeyi, ayn1 yontem ve cihaz
kullanilarak onceden belirlenmis 3 adet 6rnege konsantrasyonlari bilinen
fumonisin standart ¢ozeltilerinden belli miktarlarda ilave edildi ve

HPLC’de okutularak geri kazanim oranlar1 belirlendi.

Geri kazanim i¢in temizligi dogrulanmis 6rnek, yumusamasi igin su
banyosunda 1sitildi ve kalibrasyonu yapilan makinede okutuldu.
Numuneye 2 ppm, 1 ppm, 0,5 ppm, 0,25 ppm, 0,0625 ppm, ve
diizeylerinde FB1 ve FB2 spike edilmek istendiginde gerekli olan stok

sollisyon hacimleri Cizelge 3.4.’de verilmistir.
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Cizelge 3.4. Geri kazanim caligmalar1 i¢in soliisyonlarin hazirlanmasi

asamasinda ana stoktan alinan miktarlar ve spike edilen

konsantrasyonlar
Spike Edilmek Istenen Fumonisin Ana Stoktan Alinmasi Gereken
Kon. (ppm) Miktar (ul)
2 FB1 832
1 FB1 416
0,5 FB1 208
0,25 FB1 104
0,0625 FB1 26
2 FB2 774
1 FB2 387
0,5 FB2 193,5
0,25 FB2 96,75
0,0625 FB2 24,18

3.2.4. En Diisiik Gozlem (LOD) ve Raporlama Limitlerinin
Belirlenmesi (LOQ)

En disiik gozleme st bu g¢alismada sistemde okuyabilecegimiz
minimum konsantrasyonun bulunmasi, bulunan bu konsantrasyonla spike
edilmis 9 temiz ornekle okumalarin yapilmasi ve bunlarin standart
sapmalarinin hesaplanarak 3 standart sapmanin eklenmesi ile elde edilen
konsantrasyon LOD degerini vermistir. LOD degerinin 10 ile ¢arpilmasi

ile elde edilen deger LOQ olarak hesaplanmistir (Holcombe, 1998).
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3.2.5.istatistik Analiz

FB1, FB2 ve FB1+FB2 nin olusum siklig1 ve diizeyleri iizerine iki
farkli iretim sezonunun, farkli iiretim bdlgelerini temsil eden
kooperatiflerin, iki farkli kalite sinifinin, istatiksel olarak etkisi JUMP
istatistik programi kullanarak parametrik olmayan tek yonlii test
yapilarak ortaya konmustur. Ayrica bu bagimsiz degiskenlerin drneklerin
titre edilebilir asitligi, meyve iriligi, meyve renk ve sertligi, suda ¢oziiniir
toplam kuru maddesi ve ph’s1 iizerine olan etkisi yine ayni program ve
test kullanilarak incelenmis bu kalite parametreleri ile FB1 ve FB2
olusumu arasindaki korelasyon da yine JUMP istatistik programinda

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1.Arastirma Bolgesi-iklim Verileri

Arastirmaya konu olan fumonisinin Fusarium spp. tlirlerinin neden
oldugu bir mikotoksin oldugu bilinmektedir. Calismadaki konukgusu
erkek ve disi incir agact ve meyveleridir. Hastalik etmeninin {iriin
dongiisiine katilmasi, hava, agacin toprak iistii kisimlar1 toprak iisti, bitki
artiklart ve diger kaynaklardan ilek aricigina ve diger ajanlara bulasmasi
yoluyla meydana gelmekte bdylece erkek incir agaglarinda (iriin
dongiisiine, ilekleme yoluyla da disi incir agaclarma tasimmaktadir

(Michailides, 1996).

Erkek ve disi incir bitkisinin gelisme donemleri ve bazi kiiltiirel
uygulamalar ile hastalik etmeninin iliskisi g6z Oniine alinarak kritik
donemler saptanmis ve dort farklt donem belirlenmistir. Birbirini izleyen
bu donemlerden Mart—Nisan ayma rastlayan birinci donem ilek
meyvesinin dogusu, boga meyvesinin olgunlagsmasi ve aricigin bogadan
ilek meyvesine gegisini temsil eder. ilek meyvesinin olgunlasmasi ve disi
agaclara asilmasi periyodu Ege Bolgesi kosullarinda Mayis ve Haziran
aylarinda gerceklesir ve ikinci dénem olarak adlandirilmustir. Ugiincii
donem meyve olgunlugunun basladig1 ve hasadin yapildigi Temmuz ve
Agustos aylarini, dordiincii donem kurutmanin yapildigr zaman dilimini
temsil edecek sekilde isaretlenmistir (Sekil 4.1). iklim faktdrlerinin
hastalik etmeninin gelismesinde ve mikotoksin iiretiminde dnemli bir rol
oynadig1 gercegi, arastirmanin yuritildiigi cografi bolgedeki iklim

verilerinin degerlendirilmesini zorunlu kilmistir. Bu amagla 1930-2006
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yillar arasmi kapsayan iklim verileri Aydin Meteoroloji Istasyonu’ndan
elde edilmis ve Ek 6’da verilmistir. Bu donemlerdeki 2004, 2005 ve uzun
yillar yagis ortalamalar1 verilerine gore 2005 yilinda birinci, ikinci ve
ticlincii donemlerde diisen ortalama yagis miktar1 2004 yilina gore daha
yiiksektir. Ornegin birinci donemde diisen ortalama yagis miktar1 2004
yilinda 30,5mm 2005 yilinda 66,2mm’dir. Ikinci dénemde 2004 yilinda
3,6mm olan toplam yagis 2005 yilinda 34,5mm’ye ulasmustir. Ugiincii
donemde 2005 yilinda 10,5mm yagis diiserken 2004°de hi¢c yagis
olmamistir. Donemlere ait ortalama sicaklik degerlerinde yillar arasinda
yagista oldugu gibi dalgalanmalar gézlenmemistir. 2005 yili nisbi nem
degerleri de benzer sekilde tiim donemlerde hem 2004 degerlerinden hem

de uzun yillar ortalamalarindan daha yiiksektir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. 2004 ve 2005 iiretim sezonunda dénemlere ait ortalama

iklimsel veriler

iklim Parametreleri Donem 2004 2005 Uzun Yillar
Ort. Ort. Ort.
Sicaklik (C°)
I. Mart-Nisan 14,1 13,9 13,2
II. Mayis-Haziran 23,3 23,2 22,5
III. Temmuz —Agustos 28,1 28,5 27,0
IV. Eyliil-Ekim 23,9 23,5 22,
Yagis (mm)
1. Mart-Nisan 30,5 66,2 58,9
II. Mayis-Haziran 3,6 34,5 31,1
III. Temmuz —Agustos 0 10,9 17,3
IV. Eyliil-Ekim 7,3 0,5 37,5
Nisbi Nem (%)

1. Mart-Nisan 64,4 69,2 62,6
II. Mayis-Haziran 56,4 62,6 52,0
III. Temmuz —Agustos 53,1 61,3 49,1
IV. Eyliil-Ekim 59,3 64,1 54,0

Toprak Ustii Sic.(C°)
1. Mart-Nisan 5,5 5,6 5,9
IL. . Mayis-Haziran 13,3 13,2 13,2
III. Temmuz —Agustos 16,1 18,2 18,1
IV. Eylil-Ekim 12,4 14,1 13,5

5 em Toprak Sic. (C%)
I. Mart-Nisan 14,9 14,8 14,8
I1. Mayis-Haziran 27,9 26,2 27,0
III. Temmuz —Agustos 344 33,2 31,2
IV. Eylil-Ekim 28,5 28,0 28,0

10 cm Toprak Sic. (C°)
1. Mart-Nisan 15,1 15,0 14,8
I1. Mayis-Haziran 27,6 26,0 26,5
III. Temmuz —Agustos 33,7 32,6 32,7
IV. Eylil-Ekim 28,7 29,1 27,8

I. Donem: Mart-Nisan: Bogadan ilege aricigin gegisi
1. Dénem: Mayis-Haziran: flekleme

III. Dénem:Temmuz —Agustos: Meyve olgunlugu, hasat

IV. Dénem: Eyliil-Ekim: Kurutma
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4.2.Kuru Incir Meyvelerinin Kalite Ozellikleri

2004 sezonunda 8 (Germencik, Ortaklar, Incirliova, Erbeyli,
Buharkent, Horsunlu, Sultanhisar, Soke), 2005 sezonunda 11
(Germencik, Ortaklar, Incirliova, Erbeyli, Buharkent, Horsunlu,
Sultanhisar, Kosk, Pamukdren, Tire, Selcuk) kooperatiften temin edilen
144 adedi A smifina 117 adedi hurda sinifina dahil olmak iizere toplam
262 ornekle c¢alisma gergeklestirilmistir. Sekil 4.2.°de  6rneklerin
kooperatiflere gore orant belirtilmistir. Buna gore tiim Orneklerin
yaklasik olarak %50’si Germencik ve Ortaklar kooperatifinden elde

edilmistir.

35% 7359,
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20% |- 19%
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Sekil 4.2. Arastirmada kullanilan 6rneklerin temin edildikleri Taris Incir

Tarim Satig Kooperatiflerine gore dagilimi

Kooperatiflerin alimda sorumlu olduklar1 cografi bolgeler goz

Oniline alinarak tiretim bolgeleri, liretim sezonu ve kalite siniflar1 farkl
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olan d6rneklerde, kuru meyve kalitesi ile ilgili temel analiz ve gézlemler
yapilmugtir. Orneklerin meyve iriligi (adet/kg), giines yamkl, ¢atlak,
yarik ve yirtik incir orani (%), sertlik, renk, suda ¢oziinmiis kuru madde
(%), pH, titre edilebilir asit miktar1 (%) degerleri Ek Cizelge.5’de
verilmistir. A sinifina ait olan Orneklerin kooperatiflere ve yillara gore
ortalama degerleri Cizelge 4.2. ve Cizelge 4.3.’de, hurda sinifina ait
orneklerin kooperatiflere ve yillara gore ortalama degerleri Cizelge 4.4.
ve Cizelge 4.5.de verilmistir. Ornekler meyve iriligi acisindan
incelendiginde 2004 yilinda ortalama 20,4 adet iken 2005 yilinda 17,8
adet olmustur. Suda ¢6zlinmiis toplam kuru madde 2004 ve 2005 yilina
ait orneklerde sirasiyla ortalama %59,69 ve 9%63,91 olarak tespit
edilmistir. 2004 yili 6rneklerinde ortalama titre edilebilir asitlik %0,79
iken 2005 orneklerinde 9%0,96’dir. Her iki yila ait ortalama renk smif
degerleri yine sirayla 3,14 ve 2,99, sertlik smif degerleri 1,83 ve 2,07
olarak bulunmustur. Catlak meyve ve giines yanikli meyve orani
degerleri sadece 2005 yillarina ait ve sirayla ortalama 3,6 ve 46,43 olarak

gerceklesmistir (Cizelge 4.3).

A smifina dahil olan Ornekler kalite Ozellikleri agisindan
kooperatiflere gore degerlendirildiginde kooperatifler arasinda pH
acisindan c¢ok fazla farka rastlanmazken, meyve iriligi 16,0 ile 20,8
arasinda degismis olup en iri meyveler Sultanhisar kooperatifinden
gelmistir. Suda ¢6ziinmiis toplam kuru madde agisindan minimum ve
maksimum degerler sirastyla Buharkent ve Erbeyli’ye ait olurken %43,05
ile %67,08 arasinda degismistir. Titre edilebilir asitlik degeri agisindan
9%0,94 ortalama degeriyle Germencik kooperatifinden alinan 6rnekler en

yiiksek degere sahip olurken, Buharkent’ten alinan 6rnekler %0,69’1a en
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diisik degeri almistir. Ortalama renk smif degerleri agisindan
kooperatiflere ait 6rnekler birbirlerine yakin degerler alirken, sertlik sinif
degerleri acisindan 1,54 ile 2,33 arasinda degisen degerler ile sirayla
Soke ve Selguk kooperatiflerinden gelen Orneklere ait olmustur. Catlak
meyve orani acisindan Horsunlu kooperatifine ait drnekler % 8 ile ilk
sirada yer alirken Soke’den gelen Orneklerde hi¢ catlak meyveye
rastlanmamis bunu %1,15 ile Kosk ornekleri izlemistir. Glines yanigi
orani %56,10 ile Buharkent en yiiksek degeri alirken, 9%19,42 ile Selguk
en diisiik degere sahip olmustur (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. A Sinifina dahil olan kuru incir 6rneklerinde kooperatiflere

gore meyve kalitesi ile ilgili ortalama veriler

. Giines
Asit  SCTKM Mey. Iri. Catlak  Yamkh@
Kooperatif (%) (%) pH  Adet/kg Renk*  Sertlik**  *%%(%)  *¥*¥%(%)
Germencik 0,94 64,50 4,64 19,30 3,03 1,97 3,56 49,73
Ortaklar 0,94 65,40 4,51 18,20 3,02 1,87 4,86 45,88
Incirliova 0,72 49,80 4,60 19,08 3,07 2,26 3,26 52,77
Erbeyli 0,93 67,08 4,70 20,80 3,22 2,05 3,20 51,42
Buharkent 0,69 43,05 4,50 18,50 3,11 1,66 3,43 56,10
Horsunlu 0,76 53,94 4,70 19,00 3,23 1,70 8,03 52,07
Soke 0,81 65,22 4,70 20,70 3,04 1,54 0,00 0,00
Tire 0,92 65,40 4,60 19,20 2,96 2,02 2,60 47,80
Kosk 0,94 64,44 4,60 16,60 2,96 2,06 1,15 41,03
Sultanhisar 0,92 63,90 4,50 16,00 3,00 2,16 3,66 46,62
Selguk 0,72 63,25 4,40 19,70 3,13 2,33 3,48 19,42
Pamukoren 0,85 64,55 4,50 17,03 3,03 2,02 2,50 55,82

*: Renk, 1 (¢ok koyu)’den 5 (¢ok acik)’e kadar degisen renk siniflarina giren
meyvelerin ortalama sinif degeri olarak hesaplanmustir.

**: Sertlik 1 (sert)’den 3 (yumusak)’e kadar degisen sertlik degerine giren meyvelerin
ortalama siif degeri olarak hesaplanmstir.

*#%: % catlak meyve orani sadece 2005 y1li 6rneklerine aittir.

*E*%: 0% giines yanikligi orani sadece 2005 yili 6rneklerine aittir.

SCTKM: Suda ¢6ziiniir toplam kuru madde
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Cizelge 4.3. A Sinifina dahil olan kuru incir 6rneklerinde yillara gore

meyve kalitesi ile ilgili ortalama veriler

Giines
Asitlik SCTKM Mey. iri. Catlak Yan.
Yil (%) (%) pH (Adet/kg) Renk*  Sertlik**  **%(%)  *¥**¥(%)
2004 0,79 59,69 4,70 20,35 3,14 1,83 - -
2005 0,96 63,91 4,56 17,76 2,99 2,07 3,6 46,43

*: Renk, 1 (¢ok koyu)’den 5 (¢ok acik)’e kadar degisen renk siniflarina giren
meyvelerin ortalama sinif degeri olarak hesaplanmuistir.

**: Sertlik 1 (sert)’den 3 (yumusak)’e kadar degisen sertlik degerine giren meyvelerin
ortalama smif degeri olarak hesaplanmistir.

**%: % catlak meyve orani sadece 2005 yili 6rneklerine aittir.

*Hkx: 06 glines yanikligi orani sadece 2005 yili 6rneklerine aittir.

SCTKM: Suda ¢oziiniir toplam kuru madde

Hurda sinifina dahil olan 6rneklerde yapilan analiz sonunuglarina
gore suda c¢oOziinmils toplam kuru madde miktarlar1 agisindan
kooperatiflere ait drnekler %52-68 arasinda degisen ortalama degerleri
alirken, pH ise kooperatifler bazinda ¢ok fazla degismemistir (Cizelge
4.4). Titre edilebilir asit %0,99 ile %2,15 degerleri arasinda degismistir.

Yillar arasinda ise sadece suda ¢oziinmiis toplam kuru madde miktarlari
arasinda bir fark gozlenirken 2004 yilinda %66,08, 2005 yilinda ise %60,03 olmustur
(Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.4. Hurda simifina dahil olan kuru incir 6rneklerinde meyve

kalitesinin kooperatiflere gore degerlendirilmesi

Kooperatif Asitlik (%) SCTKM (%) Ph
Germencik 1,62 65,71 4,19
Ortaklar 1,73 65,91 4,20
Erbeyli 1,63 68,46 4,35
Buharkent 1,91 65,32 422
Horsunlu 1,90 65,61 431
Soke 1,06 65,00 4,45
Sultanhisar 0,99 52,53 441
Incirliova 2,15 64,44 4,11
Tire 0,99 65,10 4,50
Pamukoéren 2,11 66,30 4,24

SCTKM: Suda ¢oziiniir toplam kuru madde

Cizelge 4.5. Hurda sinifina dahil olan kuru incir 6rneklerinde meyve

kalitesinin yillara gore degerlendirilmesi

Y1l Asitlik (%) SCTKM (%) Ph
2004 1,55 66,08 4,25
2005 1,79 60,03 4,26

SCGTKM: Suda ¢oziinur toplam kuru madde

4.3.Fumonisin

Fumonisine iliskin boliim iki alt boliimden olusmaktadir. Birinci

boliim kuru incirde Fumonisin analizi i¢in yOntem optimizasyonuna ait
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sonuglari, ikinci boliim ise optimize edilen yontemle analize tabi tutulan
2004 ve 2005 iiretim sezonuna ait 262 Ornegin analiz sonuglarinin

degerlendirilmesini igermektedir.

4.3.1.incirde Fumonisin Analiz Yonteminin Optimizasyonu

Fumonisin tayininde Visconti (2001) ve arkadaslarinin yaymladig:
bugday icin gelistirilen 2001.04 Sayili AOAC Resmi Yontem’i referans
alimmig ve irliniin 6zelligine bagh olarak bazi degisiklikler yapilmistir.
Calisilan referans yontemde elde edilen geri kazanim oranlarinin c¢ok
diisiik olmasi, baz1 degisiklikleri giindeme getirmis, geri kazanim oranlari
tizerine ekstraksiyon solventinin bilesiminin ve yikama prosediiriiniin
etkili olabilecegi dislinlilmiistiir. Geri kazanim oranlari {izerine
ekstraksiyon solventinin etkisini arastirmak {lizere solventteki asetonitril
orani arttirilmig, metanol oranmi diisiiriilmiistiir (Cizelge 4.6). Elde edilen
sonuclara gore bu islemin geri kazanim orani {izerinde etkisi istenilen
diizeyde olmamis, FBI1 igin %36, FB2 icin %34 gibi ¢ok diisiik geri

kazanim oranlar1 elde edilmistir.

Cizelge 4.6. Farkl1 oranlardaki ekstraksiyon solventinin geri kazanim

orani uzerine etkisi

Geri Kazanim Yiizdesi

Ekstraksiyon solventi FB1 FB2
M:ACN:SU (15:35:50) %36 %34
M:ACN:SU (25:25:50) %30 %20

*3 tekrarin ortalamasi
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Saflastirma prosediiriiniin etkisini arastirmak tizere, ekstraksiyon
solventi olarak metanol:asetonitril:su, (25:25:50) kullanilmis, elusyon
isleminde %1’lik metanol+asetik asid soliisyonu kullanilmistir (Cizelge
4.7). Elde edilen sonuglara gore asetik asidin eklenmesi geri kazanim
oranlarinda istenilen artis1 saglamis, kontrolde FBI1 i¢in geri kazanim
oran1 %30 iken, uygulamada bu oran %84’e, FB2 i¢in %20 iken %82’ye

yiikselmistir.

Cizelge 4.7. Saflagtirma prosediiriiniin geri kazanim orani {izerine olan

etkisi
Geri Kazanim
Yiizdesi
Ekstraksiyon Solventi Eliisyon Solventi FB1 FB2
M:ACN:SU (25:25:50) methanol + asetik asit %84 %82
M:ACN:SU (25:25:50) methanol %30 %20

*3 tekrarin ortalamasi

4.3.1.1. Geri Alma Calismalari

Fumonisin ekstraksiyon yonteminin performansin1 belirlemek
amaci ile temiz oldugu Onceden belirlenmis 6rnege 0,0625 ppm-2 ppm
konsantrasyonlari arasinda 5 tekrarli olmak iizere sirasiyla 0,0625, 0,250,
0,50, 1 ve 2 ppm (ung/g) FB1 ve FB2 standart ¢ozeltilerinden ilave edildi.
Ayni yontem ve cihaz kullanilarak HPLC’de (yiiksek basingli sivi
kromatografi) okumalar yapildi ve geri kazanim oranlar1 belirlendi
(Cizelge 4.8). Farkli spike miktarlarinda ortalama geri almalar FB1 i¢in
%103-85, FB2 i¢in %96-79 arasinda bulunmustur. Cizelge 4.9.’da ise
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geri alma denemelerinde elde edilen sonuglar, sonuglarin ortalamasi ve %

bagil standart sapmalar gosterilmistir (RSD).

Cizelge 4.8. Kuru incirde optimize edilen fumonisin analiz yonteminde

geri alma performansi

Spike Edilen
Miktar(ng/g) Tekrar Sayis1  Geri Alma Orami
FB1 (%)
0,0625 5 101,2
0,25 5 103,94
0,5 5 84,8
1 5 97,6
2 5 90,6
FB2
0,0625 5 98,2
0,25 5 96,0
0,5 5 79,2
1 5 92,2
2 5 86,9
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Cizelge 4.9. Kuru incirde optimize edilen fumonisin analiz yonteminin

standart sapma ve % bagil standart sapma degeri

Spike Edilen FB1 Miktar Spike Edilen FB2 Miktar

Tekerriir (ng/g) (ng/g)
Sayisi 0,25 0,5 1 2 0,25 0,5 1 2
1 024 045 102 185 022 041 096 1,75
2 025 039 097 187 022 038 092 1,75
3 026 044 098 1,66 026 041 092 1,68
4 025 041 096 183 022 039 091 1,74
5 03 043 095 188 028 039 09 1,77
Ort. 026 044 098 185 024 040 092 1,74
S.S. 0,02 002 003 009 003 001 002 003

% B.S.S. 9,08 5,52 2,76 489 11,79 3,39 2,47 1,97

Ort: Ortalama
S.S.: Standart Sapma
%B.S.S.: % Bagil Standart Sapma

4.3.1.2. En Diisiik Gozlem ve Raporlama Limitlerinin

Belirlenmesi

Belirlenebilecek minimum konsantrasyon olarak da bilinen en
diisiik goézlem sinir1 (Limit of Detection (LOD)) bu calismada sistemde
okuyabilecegimiz minimum konsantrasyonun bulunmasi, bulunan bu
konsantrasyonla spike edilmis 9 temiz 6rnekle okumalarin yapilmasi ve
bunlarin standart sapmalarimin hesaplanarak 3 standart sapmanin
eklenmesi ile elde edilen konsantrasyon, LOD degerini vermistir. LOD
degerinin 10 ile carpilmasi ile elde edilen deger raporlama limiti (Limit

of Qantification (LOQ)) olarak hesaplanmistir (Holcombe, 1998).
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Sistemde okunabilen en diisiik konsantrasyon FBI i¢in 0,0125 (ng/g),
FB2 i¢in 0,0250 (ng/g) olarak tespit edilmistir. Sirastyla FB1 ve FB2 icin
LOD degerleri 0,0176 ve 0,0272, LOQ degerleri 0,176 ve 0,272 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Kuru incirde optimize edilen fumonisin analiz yonteminin

en diisiik gézlem (LOD) ve raporlama limitleri (LOQ)

Tekerriir Numarasi FB1 (ng/g) FB2 (ng/g)

1 0,0120 0,024

2 0,0115 0,019

3 0,0092 0,021

4 0,0096 0,0223

5 0,0123 0,0221
6 0,0120 0,0212

7 0,016 0,0211

8 0,0102 0,025

9 0,0112 0,0203
Ortalama 0,0116 0,0218
Standart Sapma 0,002 0,0018

% B.S.S. 17,24 8,25

LOD 0,0176 0,0272
LOQ 0,176 0,272

% B.S.S.: % Bagil Standart Sapma (RSD)
LOD: En diisiik gézlem limiti
LOQ: En diisiik raporlama limiti
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Kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayis1 FB1 igin r’=0,99792,
FB2 i¢in r’=0,998565 olarak hesaplandi (Ek 3 ve 4). FB1 in alikonulma
zamani yaklasik olarak 5,88 dk. FB2 nin 13,3 dk. olarak tespit edilmistir.

4.3.2. Fumonisin Olusumu

4.3.2.1. Yillara, Kooperatiflere ve Kalite Siniflarina Gore

Fumonisin Dagilim

2004 ve 2005 iiretim sezonuna ait toplam 262 ornekte fumonisin
analizi yapilmistir. Bu 6rneklerden 144’1 A simifina, 118’1 hurda sinifa
dahildir. Cizelge 4.11°de de gorildugi {tizere iki yil birlikte
degerlendirildiginde pozitif Orneklerin toplam Ornek icindeki pay1
%66,7’dir. Pozitif orneklerin %70,1’1 A sinifina dahil olan 6rneklerden
%62,7’s1 ise hurda simifina dahil olan 6rneklerden olusmaktadir. Pozitif
orneklerin %68’inde FB1, %2’sinde FB2 bulunurken, FB1 ve FB2’nin
birlikte bulundugu 6rneklerin toplam i¢indeki pay1 %30,8’dir.

Bolgedeki iiretimi temsil etmek iizere kuru incir drnekleri, Taris’e
ait Incir Tarim Satis Kooperatiflerine teslim edilen partilerden temin
edilmistir. Her kooperatiften alinan 6rnek sayisi o bdlgenin toplam
tiretime olan katkisi oraninda belirlenmistir. Kooperatifler bazinda
toplam pozitif 6rneklerin oran1 Cizelge 4.12.’de verilmistir. Buna gore
Tire, Kosk, Selcuk‘tan alinan 6rneklerin hepsi farkl diizeyde fumonisin
icerirken Ortaklar’dan alinan drneklerin %901, Incirliova’dan alinanlarin
%71’inde fumonisin pozitif sonuclar vermistir. Incelenen o6rnekler
arasinda Buharkent’e ait pozitif 6rnek oran1 % 12,5 ile son sirada yer

almistir.
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Cizelge 4.11. A smnifi ve hurda sinifinda tespit edilen pozitif 6rnek

sayilari
Ornek Pozitif Ornek Sayisi
Simf Miktarn1 (FB1,FB2, FB1+FB2) FB1 FB2 FB1+FB2
A 144 101 (%70,1) 67 (%663)  1(%1) 33 (%32.6)
H 118 74 (%62,7) 52(%703)  1(%13) 21 (%28.4)
TOP 262 175 (%66,7) 119 (%68.0) 2 (%1,1) 54 (%30,8)

Yillar ayri ayr1 degerlendirildiginde 2004 yilinda toplanan 125

ornegin %>52’sinde, 2005 yilinda 137 Ornegin %79,5’inde fumonisin

saptanmigtir.

Cizelge 4.12. Kooperatiflere gore 2004 ve 2005 iiretim sezonuna ait

toplam (Hurda+A sinifi) fumonisin pozitif 6rnek sayilar

2004 2005
Kooperatif Ornek Pozitif Ornek Ornek Pozitif Ornek Toplam Pozitif
Sayisi Sayis1 (%) Sayis1 Sayis1 (%) Ornek Sayis1 (%)
Germencik 52 25 (%48,0) 32 27 (%84.3) 52 (%62,0)
Ortaklar 26 22 (%84,6) 22 21 (%95.,4) 43 (%89,5)
incirliova 5 2 (%40,0) 9 8 (%88,8) 10 (%71,4)
Erbeyli 11 3 (%27,2) 8 8 (%100,0) 11 (%57,8)
Buharkent 8 2 (%25,0) 8 0 2 (%12,5)
Horsunlu 12 3 (%25,0) 10 5 (%50,0) 8 (%36,3)
Tire - 20 20 (%100,0) 20 (%100,0)
Kosk - 5 5 (%100,0) 5 (%100,0)
Sultanhisar 5 4 (%80,0) 8 5 (%62,5) 9 (%69,0)
Pamukoren - 8 3 (%37,5) 3 (%37.5)
Selcuk - 7 7 (%100,0) 7 (%100,0)
Soke 6 4 (%66,06) 4 (%66,6)
TOPLAM 125 65 (%52,0) 137 109 (%79,5) 174 (%66,4)
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4.3.2.2. Yillara, Kooperatiflere ve Kalite Siniflarina gore

Fumonisin Diizeyleri

Cizelge 4.13“de yillara gore farkli konsantrasyon araliklarinda FBI1,
FB2 ve FB1+FB2’nin bulundugu 6rnek sayilar1 ve yiizdeleri verilmistir.
Buna gore 2004 yilinda FB1 o6rneklerin %90’ninda 0,08 nug/g ve daha
asag1 konsantrasyonlarda olugurken sadece %10’luk bir bdliimiinde 0,09-
0,15 pg/g diizeylerinde bulunmustur. Yine ayni y1l FBI+FB2 meydana
geldigi orneklerin %72’sinde 0,09-0,15 pg/g konsantrasyon araliginda
bulunurken, %18’ 0,16-0,20 ng/g diizeylerinde bulunmustur. 2005
yilinda FB1 meydana geldigi orneklerin %84’iinde 0,08 pg/g ve daha
diisik konsantrasyonlarda bulunurken, %11’inde 0,09-0,15 png/g,
%?2’sinde 0,16ug/g’dan daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunmustur.
Bu yil igersinde FB1+FB2 tespit edilen 6rneklerin %44’ 0,09-0,15ug/g
konsantrasyon araliginda bulunurken, %55°1 0,16 pg/g’dan daha yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmustur. Her iki yilda sadece FB2 olusturan

ornek sayisi toplam 3’tiir.

Cizelge 4.14’de 2004 yilinda kooperatiflerden alinan farkli kalite
simiflarina ait 6rneklerde fumonisin diizeyleri gosterilmistir. Buna gore
2004 yilinda FB1, incirliova kooperatifi, A simfi drneklerde elde edilen
0,08 ng/g’ ortalama degeri ile en yiiksek konsantrasyona sahip olurken,
maksimum deger Germencik kooperatifinden gelen Hurda smifi ve
Ortaklar’dan gelen A sinifi 6rneklerden elde edilmis olup 0,12 pg/g’dir.
Yine ayni yil toplam fumonisin degerleri incelendiginde en yiiksek
ortalamanin 0,18 pg/g ‘la Ortaklar kooperatifinden hurda Orneklere ait
oldugu ve yine aym kooperatifin 0,21 pg/g ile en yiiksek maksimum
diizeye sahip oldugu tespit edilmistir.
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2005 yili verileri incelendiginde (Cizelge 4.15.) FB1 agisinda
Buharkent A smifi 6rnekleri 0,18 pg/g ortalamayla en yiiksek degere
sahip olurken maksimum deger yine ayni kooperatif ve sinifa ait olup
0,32pug/g’dir. En yiiksek ortalama toplam fumonisin 0,27ug/g ile Erbeyli
Kooperatifinden elde edilen A sinifi 6rneklerden elde edilirken, 0,39
ng/g degeriyle maksimum toplam fumonisin yine ayni kooperatif ve

sinifa ait olmustur.

Cizelge 4.13. Yillara gore farkli konsantrasyon araliklarinda FB1, FB2
ve FB1+FB2’nin belirlendigi 6rnek sayilar1 ve yiizde

oranlar1
2004 2005

Fumonisn

Diizeyleri FB1 FB2 FB1+FB2 FB1 FB2 FB1+FB2

(ngle) O.S. % 0O.8. % 0.5 % |O.S % 0.5 % 0.5 %
LOD<0,06 30 56,6 1 100 0 0,0 23 343 2 100 0 0,0
0,06-0,08 18 339 0 0,0 1 9,1 34 50,7 0 00 0 0,0
0,09-0,15 5 94 0 00 8 722 |8 1,9 0 0,0 19 442
0,16-0,20 0 0,0 0 00 2 18,2 |1 1,5 0 0,0 7 16,3
0,21-0,40 O 00 O 00 O 0 1 1,5 0 0,0 17 39,5
Toplam 53 100 1 100 11 100 |67  100,0 2 100 43 100

LOD: En diisiik gézlem limiti (FB1 i¢in LOD, 0,0176 pg/g, FB2i¢in 0,0272 pg/g)
0.S.: Ornek Sayist
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2004 2005 o: FB1+FB2
KALITE ve YIL

Sekil 4.3. 2004 ve 2005 yillarinda farkli kalite siniflarina ait 6rneklerde

FBI, FB2 ve FB1+FB2’nin minimum ve maksimum degerleri

Her iki yilda da maksimum FBI1 diizeyi A sinifinda, FB1+FB2
maksimum seviyesi 2004 yilinda hurda siifinda, 2005 yilinda A
sinifinda belirlenmistir. Tiim veriler birlikte degerlendirildiginde A sinifi
incirlerin FB1 ve FB1+FB2 olusturma agisindan Hurda sinifi incirlerden
daha uygun oldugu saptanmistir (Sekil 4.3). Yine ayni verilerden yola
cikilarak yillar arasinda fumonisin olusturma diizeyleri agisindan farkin

oldugunu s6ylemek miimkiindiir (Sekil 4.4).
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Fumonisin Diizeyleri (ug/g)

0,1
00 l-—._l—lj
A SINIFI HURDA A SINIFI HURDA
2004 . 2005
KALITE ve YIL B FB1
B FB2+FB1

Sekil 4.4. 2004 ve 2005 yillarinda farkl kalite siniflarinda meydana

gelen ortalama fumonisin degerleri
4.4.Meyve Kalitesi ve Fumonisin Iliskisi

Istatistik analizler JUMP istatistik progranmu kullanilarak yapilan
parametrik olmayan tek yonlii test sonuglar1 Cizelge 4.16’da, bagimh
degiskenler arasindaki iligkilerin korelasyonunu veren analiz sonuglar1 da
Cizelge 4.17°de verilmistir. 0,05’in altinda 6nem derecesine sahip ikili
kargilagtirmalar, aradaki korelasyonun oOnemli oldugu, korelasyon
katsayisinin negatif yada pozitif deger almasi bu iligkinin yoniini

belirlemektedir.

Analiz sonuglaria gore FB1 ve FB1+FB2 olusumu, titre edilebilir

asit, ortalama meyve agirligi, meyve renk ve sertligi acisindan 2004 ve
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2005y1lr  Ornekleri arasindaki fark istatistiki acidan Onemlidir.
Kooperatifler arasinda da FB1 ve FB1+FB2 olusumu, titre edilebilir asit,
meyve iriligi, meyve renk ve sertligi, pH agisindan gozlenen fark
onemlidir. A ve hurda smifna dahil olan ornekler arasinda FBI1 ve
FB1+FB2, titre edilebilir asit ve pH acisindan istatistiki olarak fark vardir
(Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16. Istatistik analiz sonuglari

Kareler Ortalamasi

V.K.
S.D. FB1 FB1+FB2 | SCTKM | K.M. pH MLIL Renk | Sertlik
YIL 1 | 43,00%* | 19,20%* 9,38** 0,07 2,07 32,46%* | 11,64%* | 23,53%*
KOOP. 11 | 71,42%* | 38,74%* 42,07** 11,20 | 31,5%% | 23,04%* | 24,94%* | 47 48%*
KALITE 1 10,92%* | 15,44%* | 154,44%* | 0,65 155,0%* - - -
SINIFI

V.K.: Varyasyon Kaynag1

**: Tek-Yonlii Test sonuglara gore %1 diizeyinde 6nemli
TA: Titre edilebilir asit miktar1

SCTKM.: Suda ¢oziiniir toplam kuru madde

M.1.: Meyve Iriligi

Korelasyon analizi sonuglarina gore titre edilebilir asit, meyve
iriligi ve renk smif degeri ile FB1 bulunma arasinda negatif bir
korelasyon varken, sertlik sinif degeri ile FB1 arasinda pozitif bir
korelasyon ardir. FB1+FB2 bulunma durumu ile renk sinif degerleri
arasinda negatif, sertlik sinif degerleri arasinda da pozitif bir korelasyon

s0z konusudur (Cizelge 17).



Cizelge 4.17. Korelasyon analizi sonuglari
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Degisken Degisken |Korelasyon |Onem Diizeyi
Katsayisi

TA FB1 -0,1984 0,0017
TA FB1+FB2 [0,0147 0,8176
KURU MADDE FB1 -0,0575 0,3685
KURU MADDE FBI+FB2 |-0,1075 0,0917
PH FB1 0,0890 0,1625
PH FB1+FB2 |-0,0474 0,4575
MEYVE iRILIGi FB1 -0,2440 0,0033
MEY VE IRILIGI FBI+FB2 [-0,0363 0,6670
RENK SINIF DEGERi  |FB1 -0,2711 0,0011
RENK SINIF DEGERi  |[FB1+FB2 [-0,2478 0,0029
SERTLIK SINIF FB1 0,2698 0,0011
DEGERI

SERTLIK SINIF FB1+FB2 [0,1948 0,0193

DEGERI
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5. TARTISMA

Farkli cografi bolgelerdeki bircok cevresel faktér fumonisinlerin
bulagsmasinda ve konsantrasyonlarinin artmasinda dnemli rol oynar. Bu
faktorlerden sicaklik nem, sicaklik stresi, hasattan Once ve hasat
doneminde olan yagislar en Onemlileridir. Tiim bunlara bagli olarak
mikotoksin kontaminasyonunun diizeyi yildan yila, {iriinden iiriine ve
bolgeden bolgeye degisiklik gosterir. Mikotoksin probleminin ciddiyeti
ne zaman, nerede ve hangi {iriin ilizerinde olustuguna baghdir. Fungus
gelisimi ve mikotoksin olusumu birgok faktoriin karmasik etkilesimi
sonucu meydana gelmesine ragmen, her bir faktorii anlamaya calismak,
fungus zararimi ve toksin olugsumunu tahmin etmek, bu risklere karsi
{iriinii korumak icin gereklidir. iklimsel faktdrler de bunlardan en
onemlileri olup fungal gelisme ve mikotoksigenezis epidemiyolojisinde

onemli rol oynar (FDA, 2001).

5.1.Yillar Arasi Fark

Arastirmaya konu olan ornekler i¢cin FB1 ve FB1+FB2 olusturma
acisindan yillar arasinda fark istatistiki a¢idan Onemli bulunmustur.
Birbirini izleyen bu iki yilda da 6rneklerin alindigi kooperatiflerin ve
ornek alma kriterlerinin degismedigi gbz Oniine alinacak olursa toksin
olusturma acisindan gozlenen bu farkliligin iklimsel kosullardaki
farkliliktan kaynaklanabilecegini sdylemek miimkiin olacaktir. Buna gore
2004 yilinda oOrneklerin %52’sinde fumonisine rastlanirken bu say1
2005°de %80 olmustur. 2004 ve 2005 yillarindaki pozitif Ornek

sayilarindaki farklilik fumonisinlerin diizeyleri agisindan da bulunmustur.
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Ornegin 2004 yilinda 0,21-0,40ug/g konsantrasyon araliginda FB1+FB2
iceren Ornek sayist sifir iken, 2005 yilinda bu say1 17’ye ytikselmistir. En
yiksek FB1 (0,32 pg/g) ve toplam fumonisin (FB1+FB2, 0,39 png/g)

konsantrasyonu 2005 yilinda toplanan 6rneklerde tespit edilmistir.

Ayn1 kooperatiflerden alinan iki {iretim sezonuna ait Orneklerin
toksin diizeyleri agisindan 6nemli derecede farkli ¢ikmasi nedeniyle iki
yila ait iklimsel veriler degerlendirmeye alinmistir. Erkek ve disi incirin
gelisme donemleri ve bazi kiiltlirel uygulamalar ile hastalik etmeninin
iliskisi goz Oniine alinarak saptanan kritik donemlere ait ortalama
sicaklik, nem ve yagis degerleri hesaplanmistir. Yapilan degerlendirmede
2005 yilinda Mart ve Nisan aylarim1 kapsayan, bogadan ilege aricigin
gecis zamanina rastlayan donem olan birinci donemdeki ortalama yagis
miktarinin 2004 yilindaki miktarin iki kati1 ve uzun yillar ortalamasindan
da daha yiiksek oldugu saptanmistir. Bunu takip eden ikinci dénem
ileklemenin yapildigi dénemdir. Bu dénemde de 2005 yilinda diisen
ortalama yagis miktar1t hemen hemen 10 kat1 gibi bir farka ulasmistir ki
bu deger de uzun yillar ortalamasina esittir. Meyve bilylimesini ve
olgunlagsmay1 temsil eden figiincii donem de 2005 {iretim sezonunda,
2004 yilina gore daha yagish gegmistir. Karsimiza ¢ikan bu tablo, 2004
yil1 verilerinin uzun yillar ortalamalariyla da karsilastirildiginda oldukga
kurak oldugu, 2005 yilinin ise olduk¢a yagish gectigini gostermistir.
Buna bagli olarak tiim donemlere ait ortalama nisbi nem oranlart da hem
2004 yili hem de wuzun yillar ortalamalarindan daha yiiksek
gerceklesmistir. ki y1l arasindaki yagis miktarmin farkli olmasia karsin

donemlere ait sicaklik ortalamalarinda 6nemli bir farkliliga
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rastlanmamuistir. Birinci donemde ortalama 13-14 °C, ikinci donemde 21-
22 °C, tigiincii dénemde 26-27 °C sicaklik degerleri saptanmustir. Yiiksek
nem ve sicakligin fungusun toksin tiiretebilmesi i¢in gerekli oldugu
bilinmektedir. Ozellikle Fusarium tiirleri yasamak, ¢ogaltmak ve toksin
tretmek icin yiiksek neme ihtiyag duyan funguslardir. Yapilan
arastirmalar sonucunda Fusarium tiirlerinin mikotoksin liretmek i¢in 20-
30 C° gibi yitksek sicakliklara ve 0,98 aw gibi yiiksek su aktivitesine
gerek duydugu, ascosporun meydana gelmesi icin ise 16 C° optimum
sicakligin yeterli oldugu bulunmustur (Logrieco, 2002; Munkvold, 2003).
Marin ve ark (1999) sicaklik ve su aktivitesinin bir fonksiyonu olarak
fumonisin tiretimini tarif eden arastirmalarinda F. verticillioides’in FB1
liretmesi i¢in gerekli olan optimum sartlarin 30 C° sicaklik ve 0,97 aw su
aktivitesi oldugunu belirtmislerdir. Torres ve ark. (2001) misirda
yaptiklar1 ¢alismada yiliksek nemdeki iiriiniin kuruya gore Fusarium

tiirlerinin gelismesi i¢in daha uygun oldugunu bulmuslardir.

Tim bu veriler 15181nda iki iiretim sezonunda fumonisin olusturma
acisindan gozlenen farkliligin iklimsel farkliliktan kaynaklanabilecegini
sOylemek miimkiindiir. 2005 sezonunda aricigin ilege gecisi sirasinda
gbzlenen yagish hava gerek meyve yiizeyinde gerekse bitki artiklarinda
ve agacin diger boliimlerinde hastalik etmeninin inokulum yogunlugunun
artmast i¢in uygun sartlari meydana getirmistir. Aym1 yil ilekleme
doneminde devam eden uygun hava sartlari, ilek meyvelerinden ¢ikan
ariciklarin  disi meyveye gegisleri sirasinda etmen lehine ortam
olusturmustur. Meyve i¢ine penetrasyonunun oldugu ve sporulasyonun

gerceklestigi, olgunlagma ile birlikte semptomlarinin goriilmeye basladigi
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ticlincli donemdeki yagishi ve nemli havanin da fumonisin olusumunu
tetikledigi diisiiniilmektedir. incirde fumonisinle ilgili ¢alismalarin yeni
olmasi nedeniyle meyvede fungus bulagmasi ile toksin olsumu arasinda
gecen zaman dilimi konusunda bir bilgiye rastlanmamis olmasina ragmen
diger trlinlerde yapilan caligmalardan elde edilen sonuglar yol gosterir
niteliktedir. Daha 6nce misirda yapilan calismalarda (Payne, 2004) F.
verticillioides’in polinasyondan 4-5 hafta sonra bulastigi, fumonisin
olusumunun hastalik etmeninin goriilmeye baslandiktan 1 hafta i¢inde
gerceklestigi ve sonraki 2-3 hafta siiresince maksimum konsantrasyona
ulagtigt  bulunmustur. Fumonisin konsantrasyonu tanenin fizyolojik
olgunlugundan hasat tarihine kadar artis gOstermistir. Kesin verilere
dayanmamakla birlikte incirde de meyve olgunlugunun baglamasi ile
hastalik etmeninin belirtilerinin ortaya ¢ikti§i donem cakigsmakta (3.
donem) ve olgunluk ilerledikge belirtiler belirginlesmektedir. Yani
belirtiler ileklemeden sonraki yaklasik olarak 4-5 hafta igersinde ortaya
cikmaktadir. Bu yiizden 3. donem incirde (Sekil 4.1.) fumonisin
olusmasinda kritik donem olarak kabul edilebilir ancak bu konuda kesin

bilgilere ulasmak adina daha detayli arastirmalara gerek vardir.

Ozetle 2005 iiretim sezonunun basindan sonuna kadar hastaligin
inokulum kaynaginin artmasi ve toksin olusturmasi i¢in iklim sartlari
ozellikle yagis ve hava bagil nemi optimum sartlarda kendini

gostermistir.
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5.2.Kooperatifler Arasi Fark

Fumonisin olusturma ac¢isindan kooperatifler arasindaki fark
istatistiki olarak ©nemli bulunmustur. Pozitif oOrneklerin oraninin
kooperatiflere gore dagilimi incelendiginde Biiyiik Menderes Havzasinda
daha i¢ kisimlarda yer alan Buharkent, Horsunlu ve Pamukdren’den
toplanan Orneklerin, kiy1 etkisine daha agik olan Ortaklar, Germencik,
Incirliova ve Erbeyli kooperatiflerine ait drneklere gore hayli diisiik
miktarda oldugu goriilmektedir. Fumonisin olusumunun ¢evre sartlari ile
dogrudan iligkili oldugu arastirmalar sonucu ortaya ¢ikarilmistir, drnegin
Camargos ve arkadaglar tarafindan (2001) Brezilya’da yetistirilen ticari
misir ¢esitlerinde FB1 ve FB2 olusumuna etki eden faktorleri saptamak
tizere iki farkli yilda 3 lokasyonda iiretim sezonunun ve lokasyonun
etkisinin arastirildigr calismada {iretim sezonlarinin ve lokasyonlarin
FB1, FB2 ve FBI+FB2 olusma agisindan 6nemli farka sahip oldugu

bulunmustur.

Bat1 Afrika’da, Benin’de misirlarda yapilan ¢alismada kuzey ve
giiney bolgelere ait farkli agroekolojik zonlardan toplanan Orneklerin
fumonisin igeriginde daha nemli bir iklime sahip olan giiney bolgesinden
kuzeye dogru azaldigi tespit edilmistir (Fandohan 2004). Arjantin’de
Hennige ve arkadaglar1 tarafindan (2000) yapilan calismada musirlarin
fumonisin igeriklerinin yiliksek hava bagil nemi ile iliskisi oldugu
bulunmustur. Her iki calismada da yillar arasinda yagislardan
kaynaklanan konsantrasyon farkini yakalamak miimkiin olmus yagish

gecen sezon Orneklerinde dnemli bir artig gézlenmistir.
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Menderes havzasinda yliriitiilen arastirmada farkl tiretim ydrelerini
temsil eden kooperatifler bazinda farkliliklar saptanmistir. Ancak
nedenlerinin agiklanabilmesi i¢in en azindan kooperatiflerin sorumlu
olduklar1 alim bélgelerine ait ekolojik verilere sahip olunmalidir. Konu
lizerinde ayr1 bir calismanmn yapilmasi zorunludur. Ote yandan
kooperatifler bazinda da yillar arasindaki farklilik agik bir sekilde
gorlilmektedir. Kooperatiflerin ¢ogunda 2005 iiretim sezonunda pozitif
ornek miktarinda ve konsantrasyolardaki artis cok belirgindir (Sekil 4.3,

Sekil 4.4).

5.3.Kalite Siniflar1 Arasindaki Fark

Kalite siniflar1 arasinda fumonisin olusturma agisindan gozlenen
farklilik istatistiki ag¢idan Onemli c¢ikmustir. Pozitif ornek sayist A
smifinda %71, hurda sinifinda %65 olmustur. Her iki yilda FB1’in
maksimum diizeyine A sinifinda, FB1+FB2 maksimum seviyesine 2004
yilinda hurda smifinda, 2005 yilinda A smifinda ulagilmis olup tiim
veriler birlikte degerlendirildiginde A simifi incirlerin FB1 ve FB1+FB2
olusturma ac¢isinda hurda smifi incirlerden daha yiiksek risk tasidigi
saptanmistir (Sekil 4.3, Sekil 4.4). Kirag (2006) tarafindan hurda ve A
smifi kuru incirlerde mevcut fungus tiirleri ve bunlarin okratoksin A
potansiyellerinin arastirilmasi lizerine yapilan ¢alismada Fusarium spp.ye
hurda smifi incirlerde hi¢ rastlanmamistir. Elde edilen bu sonu¢ bizim
calismamiz ile benzerlik gostermektedir. Fusarium tirleri Aspergillus ve
Penicillium  tirlerine gdre daha yiiksek su  aktivitelerinde
yasamaktadirlar. Kurutma ve depolama sirasinda su aktivitesinde

meydana gelen degisiklikler sebebi ile incirin kiif florasinda degismelerin
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oldugu, hurda incirlerde diisen su aktivitesi nedeniyle ortama Aspergillus
ve diger funguslarin hakim olup Fusarium’u baskilayabilecekleri
diistiniilmektedir. Yine ayni calismada (Kirag, 2006) genel olarak izole
edilen 59 tiriin %78’1 A ve B kalite incirlerden, %52’si ise hurda
incirlerden izole edilmistir. Hurda incirlerden izole edilen kiiflerden
Aspergillus foetidus var. pallidus’un 6rneklerin hepsinden, Aspergillus
flavus ve Aspergillus niger %69’undan, Aspergillus parasiticus
%53’tinden izole edilirken Fusarium’um hi¢ olmadigr bulunmustur.
Erbeyli, Germencik ve Sultanhisar Taris Incir kooperatiflerden alinan
kuru incir drneklerinde Fusarium sp. izole edilirken, hurda incirlerden
hi¢ izole edilmemistir. Farnochi ve arkadaslarinin (2005) musir
tanelerinde F. verticillioides ve F. proliferatum’um fumonisin olusturma
kabiliyetlerinin ortamda bulunan diger funguslardan nasil etkilendigi
konusunda laboratuvar sartlarinda yapmis olduklar1 ¢aligmada fumonisin
diizeyindeki diismenin ortamda bulunan rekabetci Aspergillus ve
Penicillium tlrlerinden kaynaklanabilecegi sonucuna ulagsmislardir.
Fusarium moniliforme’nin misirda 4. flavus’un gelisimini engelledigi
bulunurken, fumonisin icerigi ile aflatoksin igerigi arasinda da negatif bir

korelasyon bulunmustur (Yoshizawa, 1996).

Karigik kiiltiirlerin bir arada bulundugu besi yerlerinde yapilan
calismada diger funguslarin F. verticillioides ve F. proliferatum’um
gelisimlerini engelledikleri, oOzellikle 4. niger ve A. flavus’un bu
funguslarin rekabetci 6zelligini azalttigini bulmuslardir. Sicaklik ve su
aktivitesi Fusarium ile diger funguslar arasindaki interaksiyonda en

onemli rolii oynar. Yiiksek diizeydeki yarayisli su kosullarinda
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Fusarium’un baz1 Aspergillus tiirleri ile etkilesimi sirasinda fumonisin
konsantrasyonunda Onemli artis oldugu gozlenmistir (Marin et.al.,
1998a). Ortama hangi fungus tiiriiniin hakim olacag1 o andaki abiyotik ve
biyotik faktorlere baglidir. Ozellikle sicaklik ve yarayish su en etkilisidir.
Yapilan calismalarda rekabet¢i Fusarium tiirlerinin (F. moniliforme, F.
proliferatum) bu 6zelliklerini genis bir sicaklik ve nem araliginda devam
ettirdikleri bulunmustur (Marin et.al.1998b). Genel anlamda Fusarium
tirleri 15 C° ye yakin sicakliklarda ve yiiksek su aktivitesinde daha
istilact bir yapt kazanirlar. Yapilan bir diger arastirmada misirda
Fusarium tirlerinin  Aspergillus ve Penicillium tiirleri tarafindan
engellenmesinin 25 C°’de basladigi ortaya konmustur Bu ¢alisma
sonuglarina gore F. verticillioides ve F. proliferatum’um diger
funguslarla ayn1 ortamda yetistirildikleri taktirde biiylimelerinin
engellendigi, 6zellikle Aspergillus flavus ve Aspergillus niger’in bunlarin
yarigmaci Ozelliklerini azalttigi, buna karsin Fusarium tiirlerinin 0,98 su
aktivitesinin ve 15 C° sicakhigin saglandigi sartlarda miicadele

yeteneginin arttig1 bulunmustur (Marin, 1998).

Endosepsis (i¢ ciriikliigli) goriilen meyvelerin sulu bir yapi
kazanmastyla (Sekil 2.4.; Sekil 2.5) etmeninin toksin olusturmasi igin
uygun sartlar saglanmis olur. Bu durumdaki meyvelerde buruk sathaya
gecme siiresi uzamakta, etmen toksin olusturmak i¢in ideal sartlarda uzun
siire meyve i¢inde canli kalabilmektedir. Dig ortamda nisbi nemin de
fazla olmasi toksin iretiminin tetiklenmesine, bu siirenin daha da
uzamasina neden olmaktadir. A sinifi incirlerde bu sekildeki meyvelerin

diger meyvelerden ayrilmasi c¢ok kolay olmamakla birlikte meyve
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renginin daha koyu, daha yumusak oldugu, tadinin ve kokusunun ayirt
edici Ozellikte oldugu diisiiniilebilir. Yine bu konuda da kesin verilere

ulagmak icin yapilacak bagka caligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

5.4.Meyve Kalite Kriterleri ile Fumonisin Iliskisi

Meyve kalite kriterleri ve fumonisin bulunma durumlar: arasinda
bir iligkinin olup olmadiginin incelendigi korelasyon analizi sonuglarina
gore catlak meyve orani ile FB1, FB1+FB2 olusumu arasinda negatif bir
korelasyondan soz edilebilir. Ornekteki ¢atlak meyve orani arttik¢a yani
nem kaybettikge fumonisin olusturma olasiliinin  azalabilecegi
diistintilebilir. Hurda sinifina giren incirlerde fumonisin diizeyinin diisiik
olmasiin sebebi hurda incirlerin c¢atlayip kurumasi ile su aktivitesinin
diisiip yiiksek su aktivitesinde calisan Fusarium’un ortam hakimiyetini
kaybetmesinden kaynaklaniyor olabilecegi varsayimi gatlak meyveler

icin de gecerli olabilecegi diisiiniilebilir.

Renk sinif degerleri ve FB1 ve FB1+FB2 olusumu arasinda da
negatif bir korelasyon vardir. Renk siif degeri diistiikce yani renk
koyulastikca fumonisin olusturma egiliminde artis s6z konusu olmustur.
Meyvenin su igeriginin artmast kuruma siiresini uzatmakta ve sonugta

acik renk kaybolarak koyulagmaktadir (Aksoy ve ark.,1987).

Sertlik sinif degeri ile fumonisin olusturma agisindan pozitif bir
korelasyon vardir. Sertlik sinif degeri arttikga yani meyve yumusadik¢a
fumonisin olusumu artmistir. Meyvenin yumusamasi ise yine onun nem

icerigi iliskilidir (Aksoy ve ark., 1987). Tiim bu sonuglar nem igerigi
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yiiksek olan kuru incir meyvelerinin fumonisin olusturma agisindan riskli

guruba girebilecegi sonucunu dogurmaktadir.

2004 ve 2005 iiretim sezonu, kooperatifler ve kalite siniflari
arasinda titre edilebilir asit, ortalama meyve agirligi, renk ve sertlik sinif
degerleri, kuru madde, pH, acisindan istatistiksel degerlendirme
sonuclarinin verildigi Cizelge 4.16. incelendiginde iki {iretim sezonuna
ait ornekler arasinda titre edilebilir asit, ortalama meyve agirligi, renk ve
sertlik  degerleri agisindan istatistiki olarak fark  bulundugu
goriilmektedir. Kooperatifler arasinda titre edilebilir asit, pH, ortalama
meyve agirligl, renk ve sertlik sinif degerleri agisindan fark onemlidir.

Kalite siniflar1 arasinda titre edilebilir asit ve pH agisindan fark vardir.

Kalite kriterlerinin karsilagtirildigi hem istatistik analiz hem de
korelasyon analizi sonuglar1 birbirini destekler 06zelliktedir. Farkl
kooperatiflerden gelen Orneklerin renk, sertlik ve titre edilebilir asit
miktarlart agisindan farkliliklarinin, fumonisin bulunma durumlar
iizerine de etkide bulunmus olabilecegini sdylemek miimkiindiir. Iki yila
ait Orneklerde renk, sertlik, titre edilebilir asit ve meyve iriligi
degerlerinin farklig1 yillar arasinda fumonisin olugsma egilimi arasinda
farkliliklara neden olmustur. 2005 yilinda yasanan ekstrem hava sartlari
meyvelerin kuruma silirecinde problem yasanmasina, buna bagli olarak
meyve renginin koyulagmasina ve sertligin azalmasima, asitligin
artmasimna neden olmustur. Bu gelismelerin yani1 sira fumonisin
konsantrasyonlarinin ve pozitif Ornek sayilarinin artmasinda rol

oynamistir.
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5.5.Metod Optimizasyonu

Fumonisinlerin analizinde ilk agama digerlerinde oldugu gibi etkili
bir ekstraksiyon islemi ile bunlarin kullanilan ekstraksiyon solventine
kayipsiz bir sekilde transfer edilmesidir. Fumonisinler nispeten stabil
yapidadirlar. Bir¢ok faktdr onlarin islenmis iriinlerden ekstrakte
edilmesini zorlastirabilir (Bullerman ve Tsai, 1994). Etkin ekstraksiyon
icin uygulanmasi gereken sartlar kendi arasinda varyasyon gostermekle
birlikte en az bunun kadar 6nemli diger bir konu da farkli {iriin
guruplarina gore en 1iyi ekstraksiyon ¢O6zgeninin bulunmasidir.
Uygulanacak ekstraksiyon islemi, analizi yapilacak materyalin
niteliklerine, mikotoksin tiiriine ve polaritesi gibi kimyasal 6zelliklerine
baghdir. Fumonisinlerin iiriinden ekstrakte edilmesi ya asetonitril-su,
methanol-su ya da bu ikisinin belirli oranlarda karistirilmasi ile elde
edilen ¢ozgenler vasitasiyla olmaktadir. Arastirmada calisilan Referans
yontem kullanilarak elde edilen geri kazanim oranlarinin ¢ok diisiik
olmas1t baz1 degisiklikleri giindeme getirmis, geri kazanim oranlari
tizerine ekstraksiyon solventinin bilesiminin ve saflastirma prosediiriiniin
etkili olabilecegi diisliniilmiistiir. Geri kazanim oranlar1 iizerine
ekstraksiyon solventinin etkisini arastirmak iizere solventteki asetonitril
orani arttirilmis, methanol orami disiiriilmiistiir. Elde edilen sonuglara
gore bu islemin geri kazanim oram iizerinde etkisi istenilen derecede
olmamis, FB1 icin %36, FB2 i¢in %34 gibi ¢ok diisliik geri kazanim
oranlarina ulagilmistir. Saflagtirma prosediiriinlin etkisini arastirmak
lizere, ekstraksiyon solventi olarak methanol:asetonitril:su, ( 25:25:50)
kullanilmis, geri alma (Elusyon) isleminde %]1°lik methanol+asetik asid

soliisyonu kullanilmistir. Elde edilen sonuglara goére asetik asidin
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eklenmesi geri kazanim oranlarinda istenilen artis1 saglamis, kontrolde
FB1 i¢in geri kazanim oran1 %30 iken, uygulamada bu oran %84’e, FB2
icin %20 iken %82’ye yiikselmistir. Benzer bir ¢alisma Chelule ve
arkadaglar1 (2001) tarafindan misirla yapilan “phutu” ismi verilen
geleneksel bir yemek ¢esidinde ve islenmemis misirda yapilmis ve geri
kazanim ¢aligmalarinda islenmemis misirda geri kazanim orani ortalama
%97 seviyelerindeyken ayni yontemin musirin iglenmis formundan
meydana gelen phutu 6rneklerinde geri kazanim oranlariin %36’larda
kaldig1 bulunmustur. Isleme ve pisirme tekniklerinin FB1’in geri
kazanim oranlar lizerinde etkiye sahip oldugunu bilen aragtirmacilar IAC
kolonda tutulan fumonisini geri almak i¢in viallere toplama asamasinda
methanoliin icersine %1 lik asetik asit ¢oOzeltisi ekleyerek sorunu

¢Ozmiisler ve geri kazanim oraninin %36’lar dan %90 lara ¢ikarmiglardir.

Fumonisin ekstraksiyon ydnteminin verimini belirlemek amaci ile
gergeklestirilen geri kazanim ¢alismalarinda geri kazanim oranlari
FB1%84,5-103,9 FB2 i¢in %79-96 arasinda gerceklesmistir. FB1 i¢in ve
FB2 i¢in hesaplanan relatif standart sapma sirasiyla %2,76-9,08 ve %?2,7-
11,79 arasinda olmustur. Bulunan bu sonuglar Avrupa Birligi’nin EC No
401/2006 nolu mikotoksinler konusunda yayinladigi direktifindeki ve
26.04.2007 tarith ve 26504 nolu Resmi Gazete’de Tirk Gida Kodeksi
Yonetmeliginin  2007-21 sayili Gida Maddelerinde Mikotoksinlerin
Seviyesinin Resmi Kontrolii igin Numune Alma, Numune Hazirlama Ve
Analiz Metodu Kriterleri Tebliginde Fumonisin B1 ve B2 i¢in belirlenen
performans Olgiitleriyle uyumludur. Referans metoda (Visconti 2001)

elde edilen geri kazanim oranlarinin FB1 i¢in %76-110 FB2 i.in %72-97
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arasinda degistigi belirtilmis olup elde edilen sonuglarla benzerlik
gosterdigi saptanmustir. Solfrizzo ve arkadaslar tarafindan 2001 yilinda
yapilan caligmada ACN-MeOH-su (25:25:50) ekstraksiyon solventi
olarak kullanilmis, ortalama geri kazanim oranlar1 FB1 %102,6, FB2 i¢in
%095,1 olarak bulunmustur. Bagil standart sapma (RSD) FB1 i¢in %17,24
ve FB2 i¢in %8,25 bulunmustur.

Kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayisi FB1 i¢in 0,99792, FB2
icin 0,998565 olarak hesaplanmis, FB1’in alikonulma zamani yaklasik
olarak 5,88 dk. FB2’nin 13,3 dk. olarak tespit edilmistir.

Lino ve arkadaslar1 (2006) immuno afinity kolon kullanarak, HPLC
florasan dedektor ile musir ve tiriinlerinde FB1, FB2 bulunma durumlarini
ortaya koyan ve hassas, dogru analiz metodunu optimize etmeyi
amaglayan bir arastirma yliriitmislerdir. Optimize edilen metodda
ekstraksiyon methanol/su (80:20) karisimiyla, temizleme immunoafinity
kolonla yapilmigtir. Farkli kromotografik sartlarin etkileri arastirilmis, bu
anlamda mobil faz komposizyonunun alikonma zamanina etkisine
bakilmistir. Buna gore soliisyondaki acetonitril orani arttikca alikonma
zamaninin  azaldigi bulunmustur. Optimize edilen metodda ise
ACN/H20/CH3COOH (61:38:1) oranlart kullanilmistir. Bu veriler
151g¢1nda yapilan analizlerden elde edilen sonuglara gore tespit limiti FB1
icin 20 g kg™ FB2 icin 15 ng kg geri kazanim oranlari ise %79-99.6

arasinda bulunmustur.
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Tespit edilen en diisiik tespit limiti (LOD) FB1 i¢in 0,0176 ve FB2
icin 0.272 ppm’dir. FB1 0,04-0,32 ppm limitleri arasinda bulunurken
FB2 LOD-0,04 ppm, FBI+FB2 0,08-0,39 Ilimitleri arasinda tespit
edilmistir. Bu degerler misir ve iriinleri i¢cin AB iilkeleri (European
Commission Regulation, 2007) ve Tiirkiye (17 May1s 2008 tarih, 26879
sayililt Resmi Gazetede yaymlanan 2008/26 nolu teblig) i¢in gecerli olan
maksimum seviyeler ile karsilagtinldiginda bebek mamalarinda
bulunmasi gereken (200 pg/kg) diizeyde oldugu tespit edilmistir. Kuru
incirde buldugumuz bu degerler limitlerin altinda olmasina ragmen kuru

incir i¢in fumonisin riskinin bulundugu goriilmektedir.

AB ilkeleri i¢in Fusarium toksinleri maksimum seviyeleri
belirlenmis (Europen Commission Regulation, 2007) ve bu diizenlemeye
gore bir ¢ok iiriinde Fusarium toksinleri limitleri dngdriilen degerlerin
iistlinde tutulmus ve misirin gesitli partikiil biiytikliiklerindeki 6gtitme
fraksiyonlar1 i¢in limit degerler belirlenmistir (Cizelge 2.3). Tiirkiye’de
misir ve Uriinleri i¢in 17 Mayis 2008 tarih, 26879 sayili Resmi Gazetede
yaymlanan 2008/26 nolu teblige gore ise maksimum FB1+FB2 limitler
islenmemis misirda 4000 pg/kg, misir unu ve musir bazli tirtinlerde 1000
ng/kg, misir bazli kahvaltilik tahillar ve gerezlerde 800 pg/kg, bebek
mamalarinda 200 pg/kg olarak tespit edilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Gida irlinlerindeki saglik risklerinin etkileri {iizerine yapilan
aragtirmalarda mikotoksinlerin kronik olarak en yiiksek riske sahip
oldugu bunu, bilingsiz diyet, fikotoksinler (alg toksinleri), gida katki
maddeleri ve tarimsal ila¢ kalintilarinin izledigi bulunmustur. Gelismis
ilkeler mikotoksinleri dldiiriicii bir etki olarak kabul etmis, ulusal ve
uluslar arasi alanda bu konu ile yapilan bilimsel arastirmalara mali

desteklerini attirarak devam ettirmislerdir.

1990’1 yillarin aflatoksini olarak tanimlanan fumonisinlerle ilgili
olan caligmalar son yillarda biiylik ivme kazanmig, hem calisilan {iriin
yelpazesi genislemis, hem de metodoloji caligsmalarinda biiyiik yol
alinmistir. Fumonisin iireten fungus tiirlerinin yiiksek su aktivitesinde
calistyor olmast ¢ok kesin olmamakla birlikte bunlarin meyve
olgunlasmaya basladiktan sonra agac¢ iizerindeyken iiretimlerinin
basladigini ve biiyiik bir boliimiiniin burada gergeklestigi anlamini tasir.
Fumonisin iireten funguslarin ekolojileri ve epidemiyolojileriyle ilgili
daha kapsamli arastirmalarin yapilmasi, tarla ve bahce kosullarinda
fumonisin iretimine etki eden ekolojik faktdrlerin irdelenmesine
yardimci arastirmalar yapmak, iiriin yonetim modelleri gelistirmek,
hayvanlar ve insanlar agisindan risk analizi yapmak, tahmin edilen
giinliik alinim miktarlarinin 1s1ginda fumonisinlerin insan saglig: lizerine

olan etkilerini arastiracak ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Calisma, iretilen miktarin %90’lik bir boliimiiniin ihra¢ edildigi
geleneksel tirlinlerimizden olan incirde fumonisin konusunda yapilan ilk
kapsamli aragtirma ve metodoloji ¢alismasi olmasi agisindan onemlidir.
I¢ ciiriikliigii hastaliginin yildan yila daha cok bahgede epidemi yaparak
ciddi ekonomik ve kalite kayiplarina neden olmasi, her gecen giin
tilketici tercihlerinin ¢ok daha giivenli iirlin tiikketme yoniinde hiz
kazanmasi, incirde bdyle bir ¢aligma yapmay1 zorunlu hale getirmistir.
Incirde aflatoksin sorunu nedeniyle yasanan problemler gbéz Oniine
alinacak olursa fumonisin i¢in risk degerlendirmesine yonelik olarak bu

calismanin sonuglari temel verileri saglayacaktir.

Arastirmada, FDA’nin su an igin belirledigi sinirlar dahilinde
olmamakla birlikte Avrupa Birligi Komisyon’unda alman kararlar
dogrultusunda islenmis musir iriinlerinde (400 pg/kg) ve bebek
mamalarinda (200 pg/kg) belirlenen limitlere yakin degerler bulunmus
olmasi, incirde fumonisinin 6nlem alinmadig: taktirde ileride problem
yaratabileceginin sinyallerini vermistir. Daha da Onemlisi dogrudan
tilketime giden A kalite sinifina dahil olan 6rneklerde fumonisin seviyesi
ve sikligmin hurda smifina dahil olanlardan daha fazla olmasidir.
Fumonisinin agag¢ tiizerindeki meyvelerde olusmaya baslama zamani,
riskli donemler, incirde toksin iireten Fusarium irklarmin tanimlanmasi
ve diger Fusarium toksinleri gibi daha bir¢ok konuda detayli ¢aligmalara

gerek oldugu siiphe gotiirmez bir gercektir.

Bitki genotipi, yetistirildigi lokasyon, yiikseklik ve yetistirme

sezonu boyunca gozlenen hava sartlarinin  ve  aralarindaki
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interaksiyonlarin fumonisin {retimini ne derece etkiledigine dair
calismalar ozellikle ¢ok siklikla problem olarak goriilen tahillarda tek
yillik olmasi nedeniyle yogun olarak yapilmaktadir. Bu ¢alismada elde
edilen sonuglara gore de iki iiretim sezonunda toplanan kuru incir
orneklerinde fumonisin bulunma diizey ve sikliklar1 arasinda onemli
farklar ortaya ¢ikmistir. Kontrol altina alamadigimiz iklimsel faktorlerin
fungus gelisimi ve mikotoksin olusumundaki 6nemli etkisi nedeniyle
mikotoksinlerin tamamen 6nlenmesinin miimkiin olmadigin1 sdylemek
miimkiindiir. Risk her zaman vardir ancak en énemli nokta bu riskin ne

kadar azaltilabilecegidir.
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EKLER

Ek Cizelge 1: FB1 Ve FB2 Tespit Edilen Baz1 Orneklere Ait Sonuglar

Ek Cizelge 1a: 0,32 pg/g FB1 iceren Kuru Incir Ornegi

Ek Cizelge 1 b: 0,32 nug/g FB1ve 0,04 pug/g FB2 Igeren Kuru incir Ornegi

Ek Cizelge 1 c: 0,26 ug/g FB1ve 0,05 pg/g FB2 igeren Kuru incir Ornegi

Ek Cizelge 1 d: 0,18 pg/g FB1ve 0,05 png/g FB2 Iceren Kuru Incir Ornegi

Ek Cizelge 1 e: 0,12 pg/g FB1ve 0,04 ng/g FB2 Iceren Kuru Incir Ornegi

Ek Cizelge 1 f: 0,15 ug/g FB1ve 0,04 pug/g FB2 Igeren Kuru incir Ornegi

Ek Cizelge 1 g: 0,13 nug/g FB1ve 0,08 pg/g FB2 igeren Kuru incir Ornegi

Ek Cizelge 1 h: 0,05 pg/g FB1ve 0,19 pg/g FB2 igeren Kuru Incir Ornegi

Ek Cizelge 1 1: 0,16 pg/g FB1ve 0,04 ng/g FB2 Iceren Kuru Incir Ornegi

Ek Cizelge 1 i: 0,15 nug/g igeren Kuru incir Ornegi

Ek Cizelge 1j: 0,16 ug/g FB1ve 0,05 pug/g FB2 igeren Kuru incir Ornegi

Ek Cizelge 2: Geri Kazanim Calismalari

Ek Cizelge 2 a: 1 ug/g Konsantrasyonda FB1 ve FB2’ye Ait Geri
Kazanim Calismasi

Ek Cizelge 2b: 2 ng/g Konsantrasyonda FB1 ve FB2’ye Ait Geri
Kazanim Calismasi

Ek Cizelge 2¢: 0,5 png/g Konsantrasyonda FB1 ve FB2’ye Ait Geri
Kazanim Calismasi

Ek Cizelge 3: FB1’ e Ait Geri Kalibrasyon Egrisi

Ek Cizelge 4: FB2’ye Ait Geri Kalibrasyon Egrisi



Ek Cizelge 5:

Ek Cizelge 6:

Ek Cizelge 6a:
Ek Cizelge 6b:
Ek Cizelge 6c¢:

Ek Cizelge 6d:

Ek Cizelge 6e:

Ek Cizelge 6f:

Ek Cizelge 6g:

Ek Cizelge 6h:

167

2004-2005 Uretim Sezonuna Ait Taris Incir Birligi
Kooperatiflerinden Elde Edilen Kuru incir Orneklerine
Ait FB1, FB2 Konsantrasyonlar1 Ve Kalite Parametreleri
Meteorolojik Veriler

1929-2005 Yillar1 Aras1 Aylik Toplam Yagis Miktarlar
(mm)

1971-2006 Yillar1 Arast Aylik Yagmurlu Giin Sayilari
1938-2004 Yillar1 Arasi1 Ortalama Hava Sicakliklar (¢)
1971-2006 Yillar1 Arast Aylik Ortalama Nisbi Nem
Degerleri (%)

1971-2006 Yillar1 Aras1 Toprak Ustii Minimum Sicaklik
Degerleri ( ¢)

1971-05 Yillar1 Aras1 Aylik Ortalama 5 cm Toprak
Sicaklik Degerleri ( ¢ )

1971-2005 Yillar1 Arast Aylik Ortalama 10 cm Toprak
Sicaklik Degerleri ( ¢ )

1971-2005 Yillar1 Aras1 Aylik Ortalama 20 cm Toprak
Sicaklik Degerleri (c)
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Ek Cizelge 1: FB1 ve FB2 Tespit Edilen Baz1 Orneklere Ait Sonuclar

Ek Cizelge 1a: 0,32 ng/g FB1 Iceren Kuru incir Ornegi

Shimadzu CLASS-VP V 6.13 §P1
Report Page 1of 1

Method Name: CACLASS-VP'\M etho ds'fumo nisino filine met

Data Name: CACLASSVP\Data'fume nisintineir'10 08 2006 incir 194
Insirument : HPL C 5 (Offline)

Acquired: 10082006 14:56:00

200 1]
I:%tec r i (Ey335mm, Ainm |

10 0 Roogiingrs4

Retertion [Tim | 200

& o &
£ w Lo #
0] I/\ | o

T T T T T T T T T T T T T T T
o I 4 [ E3 10 12 14
Wirtes

Detector A (Ex:335nm,
Em:440mm)
Pk# Name Retention Time Area ESTD concentration Integration Codes

1 fumonisin Bl 5863 DATRGE 032 BE

fumonisin B2 0,00 BDL

Totals

D2TREA 032

»
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Ek 1b: 0,32 pg/g FB1ve 0,04 pg/g FB2 Igeren Kuru Incir Ornegi

Shimadzu CLASS-VP V 6.13 SP1
Repaort Page 1 nf 1

Method Name: CAHCLASSVIMMethods\OTA anet

Data Name: C:ACLASSVPData'fumonisin'inciri10 08 2006 inclr 195

Insirument : HPLCS
Acquired: 10082006 15:16:12

a0 4 Fetention [Time |30
o - X
L &
™
# -—
= ] 5
ul
T

Mlintes

2

Vot
Vot

11,526

Detertnr A (Fx:335nm,

Em:A40nm)
I'k# Name Retention Time Area ESTD concentration Inegration Codes
| fumonisnBl 354 FHIL6E 0,328 BB
3 fumonisin B2 12,817 37343 0,044 EB
Totals

1001112 0,372
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Ek 1c: 0,26 pg/g FB1ve 0,05 ug/g FB2 igeren Kuru incir Ornegi

Shimadzu CLASS-VP V 6.13 SP1
Report Pagelof1

Method Name: CACLASS VP'\Methods\OT A met

Data Name: C:ACLASS VP'Data'fumonisintinciri10 08 2006 incir 198
Insirument : HPLCS

Acquired: 10082006 16:18:33

441 RetentionTlime

8
2 md - — 1]
5 F
4 :: g F
0] I | 0
R A T A T
Witz
Detector & (Ex:335nm,
Em:440nm)
Pk# Name Retention Time Area  ESTD concentration Integration Codes
1 fumonisin Bl 3,704 TITT36 0,265 BB
4 fumonisin B2 12,781 67007 0,054 BB
Totals
224743 0,319




Ek 1d: 0,18 pg/g FB1ve 0,05 pg/g FB2 Igeren Kuru Incir Ornegi

Shimadzu CLASS-VP V 6.13 §P1
Report Pagelof 1

Method Name: CACLASS VP'Methods\OT A et
Data Name: CACLASS VP Data'\fume nisin'ineir'11 08 2006 incir 192
Instrument : HPLCS

Acquired:  11.08.2006 09:21:13
— o s
304 F30
1 Retertion[Time F
I k20
' i
i 3 0
104 e =3 il F10
[ = o
(E 0 ' : i ' 0
o 1 4 e s w e
Wiites
Detector A (Ex:335nm,
Em:440nm)
Pk# Name Retention Time Area  ESTD concentration Imtegration Codes
1 fumonisin Bl 5,732 434146 0,181 BB
4 fumonisin B2 12,923 34412 0,050 BB
Tatals
538357 0.231

ok
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Ek 1e: 0,12 pg/g FB1ve 0,04 ug/g FB2 igeren Kuru incir Ornegi

Shimadzu CLASS-VP V 6.13 5P1
Page1of 1

Report

Method Name: CACLASS VP Methods\OTA met
Data Name: C:ACLASS-VP'Data'\fumo nisin\incir\11 08 2006 incir 205

Instrument : HPLCS

Acquired:  11.082006 11:32:22

wy — Lo
Retertion|Time
£ L10
£ Q o
- =
1 = 5 L
0] | _Lr/_—_\| Fo
T T T
Mintes
Detecior A (Ex:335mm,
Em:440nm)
Pk# Name Retention Time Area ESTD concentration Integration Codes
1 fumonisinBl 5504 207123 0,124 EB
4 fumonisnB2 13,116 24347 0,040 EB
Totals
321470 0,164

walls



Ek 1f: 0,15 pg/g FB1ve 0,04 ng/g FB2 Igeren Kuru Incir Ornegi

Shimadzu CLASS VP V 6.13 §P1
Page 1of 1

Raport

Method Name: CACLASS VP'Methods\OT A met
Data Name: C:ACLASSVP'Data'fumonisin'incirt11 08 20006 incir 208

Instrument : HPLCS

Acquired:  11.08.2006 12:42:57

Retention|lime

|

& [
% 104 ﬁ B o i
L - 3
k! r~ - o 3
[ P 4 1 i S [
~ T I
4 w F
T T T T T T T T T T T T
o H 0 ] 10 1z 14
Mirtes
Detector A (Ex:335mm,
Em:440nm)
Pk# Name Retention Time Area ESTD concentration Integration Codes
I fumonisin Bl 3,726 403780 0,157 BB
4 famonisin 02 12916 47148 0,048 DD
Tatala
430028 0,204
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Ek 1g: 0,13 pg/g FB1ve 0,08 pg/g FB2 Igeren Kuru Incir Ornegi

Shimadzu CLASS-VP V 6.13 §P1
Report Pagelofl

Method Name: CHCLASS V' Methods 0T A anet
Data Name: C:\CLASSVP'Data'fumonisin'incir\11 08 2006 incir 212
Instrument : HPLCS

Acquired: 11082006 15:16:10
wy T Lo
Feetention[Time
£ ] o - L1o
E g
N — L] [
ol M Lo
]
T A A R S T A A
Miintes
Detector A (Ex:335mm,
Em:440nm)
Pk# Name Retention Time Area  ESTD conceniration Integration Codes
1 fumonisinBl 5,791 333035 0,135 EB
4 fumonisin B2 13,063 169108 0039 VB
Totals
502144 0,224




Ek 1h: 0,05 pg/g FB1ve 0,19 pg/g FB2 Igeren Kuru Incir Ornegi

Shimadeu CLASS-VP V 6.13 SP1
Repori Page 1 of 1

Method Name: CHCLASS VP Methods\OTA met
Data Name: C:\CLASS VP Data'fumonisintincir'11 08 2006 incir 234
Instrument : HPLCS5

Acguired: 11082006 14:13:48
K T T = .
4] — & b4
Retentior] Time - E
24 B2
§ B E
04 )
RO £-2
o
T T T T T T T T T T T T T
o 2 4 [ 8 0 12 14
Motz
Detector A (Ex:335nm,
Em:440nm)
Pk# Name Retention Time Area ESTD concentration Integration Codes
1 fumonisinB1 3,808 T4285 0,036 BB
2 fumonisin B2 13,342 473121 0,193 BB
Totals
547406 0,249

ol
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Ek 11: 0,16 pg/g FB1ve 0,04 pg/g FB2 Igeren Kuru Incir Ornegi

Shimadzu CLASS-VP V 6.13 SP1
Repori Pagelof1

Method Name: CACLASS- VP Methods'\OTA met

Data Name: C:\CLASS-VP\Data\fumonisin‘incir'l6 08 2006 incir 216
Instrument : HPLCS

Acquired: 16082006 09:24:49

kil T

T
1 Retention|Time VU i

20 4

" ] L
H
04 § %- Fio
] = o i
" - | } —
T 5§ A
MWintes
Detector A (Ex:335mm,
Em:440nm)
Pk# Name Retention Time Area  ESTD concentration Integration Codes
1 fumonisinBl 5958 415322 0,160 EB
3 fumonisinB2 13,449 44430 0,047 EB
Totals

459752 0,207

walt



EKk 1i: 0,15 pg/g Igeren Kuru Incir Ornegi

Shimadz CLASS-VP ¥V 6.13 §P1
Report Pagelof 1

Method Name: CCLASS YP'\Methods\OT A met

Data Name: C:\CLASS VP'Data'fumonisininciril6 08 2006 incir 252

Instrument : HPL CS

Acquired:  16.08.2006 20:28:22
T
{1 — \ ]
@ Retertion|Time Fao
§ E E
— o
104 5 ) % F1o
1 - o b 3
e |
03 T T I kO
o T A A
Mintes

Detector A (Ex:335nm,

Em:440mm)
Pk# Name Retention Time Area ESTD concentration Integration Codes
1 fumonisinB1 5971 401482 0,156 EE
fumonisin B2 0,000 BDL
Totals
‘ ‘ 401482 ‘ 0,156

ol
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Ek 1j: 0,16 ug/g FB1ve 0,05 ug/g FB2 Igeren Kuru Incir Ornegi

Shimadem CLASS-VP V 6.13 SP1
Report Pagelofl

Method Name: CACLASS VP\Methods\OT A et

Data Name: C:\CLASS VP'Data\fumonisin'incir'27 07 06 incir 35
Instrument : HPLCS

Acquired: 27072006 16:15:34

a0 T 'u' T ]
1 Retertion Time 3
10 4 ]
5 E b
10 = § Fio
- m
| |
04 T i Lo
oz 4w s ow | onm
Whttee
Detector A (Ex:335mm,
Em:440mm)
Pk# Name Retention Time Area  ESTD conceniration Iniegration Codes
1 fumonisin B1 5792 421645 0,163 BB
4 fumonisin B2 13,099 63281 0055 VB
Totala
490026 0,217

walt
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EKk 2: Geri Kazanim Caligsmalari

Ek 2a: 1 pg/g Konsantrasyonda FB1 ve FB2’ye Ait Geri Kazanim

Caligsmasi

Shimadzn CLASS-VP V 6.13 SP1
Report Page1of 1

Method Name: CACLASS VP Methods\OT A met

Data Name: C:ACLASS VP'Data‘\fumonisin'gki19.07\20 07 06 geri kazanym-16
Insirument : HPLCS

Acquired: 20072006 13:24:02

w4 T ” k200
Fetention Time
@
E.
£ w00 Lo %
o
&
o
o o I 1 : 1 ]
T T T T T T T
1] 2 4 3 2 10 11 14
Winnter
Detector A (Ex:3351m,
Em:440nm)
Pk# Name Retention Time Arvea ESTD concentration Imtegration Codes
1 fumonisin Bl 5827 3454807 1,018 EE
3 fumonisin B2 13,180 2701737 0952 BB
Totals

5956344 1,930
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Ek 2b: 2 pg/g Konsantrasyonda FB1 ve FB2’ye Ait Geri Kazanim

Calismasi

Shimadeu CLASS-VP V 6.13 5P1
Report Pagelof 1

Method Name: CACLASS VP \Methods\OTA met

Data Name: C:CLASSYVPData‘fumonisin'gli19.07'20 07 06 geri kazanym-20
Instrument : HPLCS

Acquired: 20.072006 15:11:11

400 ] — Jll L <00

Fetention Time | L

13,205

00

e
B
=
=
L
ot

.:
:
556
] ‘1_5,953
C

o 2 4 ﬁl 8 10 12 14
Minntes
Detector A (Ex:335nm,
Em:440nm)
Pk# Name Retention Time Area ESTD conceniration Integration Codes
1 fumonisinB1 5,836 S9T55ET 1259 EB
3 fumonisinB2 13,205 4920309 1,708 EB

Totals
10895896 3,567
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Ek 2¢: 0,5 pg/g Konsantrasyonda FB1 ve FB2’ye Ait Geri Kazanim

Calismasi

Shimadzu CLASS-VP V 6.13 SP1

Report

Method Name: CAHCLASS VP Metho ds\OT A met

Data Name: CACLASS VP\Data‘fumonisin'gk:18.07 2006418 07 06

Instrument: HPLCS
Acquired:  18.07.2006 17:52:21

GERY KAZANIM-6

100 ] i IdE; | 100
— G
Retention[Time
i
) a0 E (40 )
£ £
[ I -0
R ' 5 T T N
Minntes
Deiecior A (Ex:335nm,
Em:440nm)
Pk# Name Retention Time ESTD concentration Imtegration Codes
1 fumonisin Bl 5,379 1454935 0,456 BB
2 fumonisin B2 13,342 1199540 0,417 BB
Totals
2654475 0,873
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