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OZET

Anahtar kelimeler: Pisum sativum L., Tartrazin, Sunset Yellow, Genotoksik

Bu calismada, cesitli gidalarda renklendirici olarak kullanilan Tartrazin ve Sunset
Yellow’un genotoksik etkisi Pisum sativum L. model organizmasi iizerinde
incelenmistir. Bitki tohumlar1 10, 25, 50, 100, 200 ve 400 mg/L konsantrasyonlarda
hazirlanan boya ¢ozeltilerinde ¢imlendirilmistir. Kontrol grubu ise damitik suda

¢imlendirilen tohumlardan olusturulmustur.

Arastirma sonucuna gore; ¢cimlenmenin sadece 24. saatinde Tartrazin ve Sunset
Yellow’un tiim konsantrasyonlarinda kontrole kiyasla anlamli fark gozlenmistir.
Cimlenme siiresi 72 saate ulastiginda ise tiim gruplarda ¢imlenme oran1 %100 olarak

tespit edilmistir.

Tartrazin’in tiim konsantrasyonlarmda mitotik indeks ileri derecede anlamli olacak
sekilde azalmistir (p<0.00001). Sunset Yellow’un 10 mg/L konsantrasyonunda
mitotik  indeksteki azalma anlamli  bulunmazken (p>0.05); diger tiim

konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli azalma gozlenmistir.

Istatistiksel hesaplamalarda Tartrazin ve Sunset Yellow un ¢alismada kullanilan tiim
konsantrasyonlarinda mitoz boliinmedeki anormallikler anlamli bulunmustur. Mitotik
hiicrelerde, metafaz plaginda toplanamama, kromozomlarda yapisma, poliploidi,
fregmantasyon, anafaz kopriileri, mikroniikleus ve ¢ift ¢ekirdek anormallikleri

gozlendi.

Sonug olarak; caligmada kullanilan her iki gida boyasmin 10, 25, 50, 100, 200 ve 400

mg/L konsantrasyonlarda genotoksik etki gosterdigi kanisina varilmustir.
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GENOTOXIC EFFECTS Of SOME COLORANTS on Pisum

sativum L.

SUMMARY

Key Words: Pisum sativum L., Tartrazin, Sunset Yellow, Genotoxic

In this study, genotoxic effects of Tartrazine and Sunset Yellow used as colorants in
various foods have been investigated on the model organism of Pisum sativum L.
Plant seeds were germinated in dye solutions prepared in 10, 25, 50, 100, 200 and
400 mg\L concentration values.Control group was formed by seeds germinated in

distilled water.

As a result of this study, a significant difference was observed at only 24 hours of
germination in all concentrations of Tartrazine and Sunset Yellow compared to
control. When germination time reaches at 72 hours, germination rate was
determined to be %100 in all groups.

Mitotic index has decreased highly significantly in all concentrations of Tartrazine.
(p<0.00001). Whereas there was no significant reduction in 10 mg\L concentration
of Sunset Yellow in mitotic index (p>0.05); a statistically significant decrease was
observed in all other concentrations.

In statistical calculations, abnormalities in mitosis were found to be significant in all
concentrations of Tartrazine and Sunset Yellow used in the study. Ungathering on
metaphase plate, sticky chromosomes, polyploidy, fragmentation, anaphase bridges,
micronucleus and dual-core abnormalities were observed in mitotic cells.

As a result, it was indicated that the two food dye used in the study showed
genotoxic effect in 10, 25, 50, 100, 200 and 400 mg\L concentrations.

Xii



BOLUM 1. GIRIS

1.1. Gida Katki Maddeleri

Glinlimiizde tiikettigimiz hemen hemen tiim gidalarda katki maddelerine
rastlanmaktadir. Tiirk gida kodeksi yonetmeligine gore; gida katki maddesi, ‘normal
kosullarda tek basina tiiketilemeyen veya gida hammaddesi olarak kullanilmayan, tek
basina besleyici degeri olan veya olmayan; secilen teknoloji geregi kullanilan islem
veya imalat swrasinda kalinti1 veya tiirevleri mamul maddede bulunabilen, gidanin
iiretilmesi, tasnifi, islenmesi, hazirlanmasi, ambalajlanmasi, tasinmasi, depolanmasi
sirasinda; gida maddesinin tat, koku, goriiniis, yap1 ve diger niteliklerini korumak,

diizeltmek amaciyla kullanilmasina izin verilen maddelerdir’.

Gida katki maddelerine, dogumdan Olime kadar yasamin her aninda maruz
kalmabilmektedir. Katki maddelerini tasiyan gidalar1 yiiz milyonlarca kisinin
tiikkettigi distliniildiiglinde, yapilan en ufak hatanin insan saghgi ile ilgili ¢ok ciddi
sorun olusturacagi asikardir. Bu 6zellik nedeni ile, gida katki maddelerinin kullanim
izni uluslararast ve ulusal saglik otoritelerinin son derece yogun ve dikkatli
incelemesi sonucunda verilmektedir. Dolayisiyla gida katki maddeleri kullanimi
insan sagliginin korunmasi yoniinden en siki1 denetim altinda tutulan kimyasal madde

grubudur.

Gida katki maddeleri ile ilgili ilk sistematik arastirma 1956’da WHO ve FAO
tarafindan 43 diinya iilkesini kapsayan bir tarama ¢aligmasi seklinde gergeklesmistir.
Bu caligmada 200’e yakin kimyasal maddenin gidalarda bu amacla kullaniimakta
oldugu tespit edilmistir. 1962’de FAO ve WHO kuruluslarinin bu konularda uzman

olan aragtirmacilar1 bir araya gelerek JECFA (Joint Expert Committee on Food



Additives)’ y1 olusturmuslardir. JECFA; bugiin de katki maddesi olarak kullanilan
her kimyasal madde i¢in toksikolojik calismalarin diizenlenmesini, yiiriitiilmesini ve
sonuc¢larinin degerlendirmelerini tstlenmis yegane uluslararasi kurumdur. Sayilari
artik 1500’1 asmig bu maddeleri JECFA’nin alt uzman komisyonlar1 periyodik

toplantilar diizenleyerek degerlendirmeye devam etmektedir (Karaali, 2006).

JECFA’nim gorevleri;

- Katki maddelerinin toksikolojik degerlendirmeleri i¢in metodolojileri
belirler.

- Toksikolojik degerlendirmeleri yiiriitiir ve sonuglar1 degerlendirerek
sakincasizca alinabilecek dozlar1 (ADI) belirler.

- Her katki maddesi i¢in spesifikasyonlari, saflik kriterlerini ve analiz
yontemlerini belirler.

- Cesitli toplumlarda gida katki maddelerinin gilinliikk-yillik tiiketim

diizeylerini belirler ve degerlendirir.

1.1.1. Gida katki maddelerinin toksikolojik acidan degerlendirilmesi

Gida katki maddelerinin kimyasal madde oldugu diistiniildiiglinde, tiim kimyasal
maddelerde oldugu gibi gida katki maddeleri de alman doza bagimli olarak
toksikolojik etki gosterir. Toksisite caligmalar1 cogunlukla deney hayvanlar1 tizerinde
gerceklestirilir. Kronik toksisite karsinojenite testleri deney hayvanlarmin ortalama
yasam siiresinin %70-80’nini kapsayacak siire boyunca, test edilecek kimyasalin her

giin deney hayvanina verilmesiyle gergeklesir.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda, 6miir boyu tiiketilmek kosuluyla maddenin bir giinde
sakincasizca alinabilecegi giinliik doz (ADI) tespit edilir. ADI degeri tespit edilirken
ana hedef, popiilasyondaki deneklere omiirleri boyunca verildigi halde, herhangi bir
fizyolojik etkinin gézlenmedigi, maddeden Otiirii higbir toksik etkinin goriilmedigi en
yliksek doz (NOAEL degeri)’un belirlenmesidir. Ancak bu doz, deney hayvanmnin

viicut agirhigmimn kilogrami basma mg olarak saptanmis bir dozdur ve insandaki


http://www.gidakat.org.tr/

etkileri  bilinmemektedir. Deney, insanlar iizerinde de etik nedenlerle
yapilamayacagindan, elde edilen dozun 1/10’u alinir. insanlar arasindaki bireysel
ayricaliklar diisiiniilerek yine 1/10 almarak NOAEL 100 olan giivenlik faktoriine
boliiniir. Yani deney hayvaninda higbir etki géstermeyen dozun 1/100’{ insan i¢in
kabul edilir. (ADI = NOAEL / 100). Boylece giinliik almabilecek miktar (ADI),
insanin viicut agwrhigmm kilogrami basina mg olarak belirlenir ( Karaali, 2006;

Yurtakul ve Ayaz, 2008).

Giinliik Maksimum Allm = ADI x Viicut Agirhg: (kg)

Katki maddesi

l

Deney hayvanlari tizerinde katki maddelerinin toksik etkilerinin incelenmesi

Etkisiz dozun (NOAEL degeri) belirlenmesi (Deney hayvanlarinda)

Etkisiz doz (NOAEL) / 100 (insanda)

Giinliik almabilecek katki maddesi miktar1 (ADI)


http://www.loadtr.com/388951-fare_1.htm

ADI degeri sadece ve sadece JECFA tarafindan tespit edilmekle beraber bu deger
degismez degildir. Gida katki maddeleri tlizerinde yapilan ¢alismalar siireklilik tasir

ve yeni bulgular ¢ergevesinde siirekli degerlendirilir (Yurttagiil ve Ayaz, 2008).

1.2. Gida Boyalan

Renk, 15181n spektral dagiliminda meydana gelen gorsel bir 6zelliktir. Dogal gidalarin
renkleri igerdikleri ¢ok c¢esitli kimyasal formlara sahip olan ve pigment olarak
tanimlanan maddelerden kaynaklanmaktadir. Meyveler ve sebzeler gibi dogal
kaynakli birgok iiriin ¢esitli renklere sahiptir. Renk; gidalarim duyusal 6zellikleri
yoniinden ele alindiginda, tiiketici tercihi agisindan, gidanin ¢ekiciliginde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Bir gida ile ilgili ilk izlenim gorseldir ve gidanin tercih edilmesi
onun renginin kabul edilmesine veya reddedilmesine baglidir. Konu ile ilgili olarak
yapilan pek ¢ok calisma renk ile lezzet arasinda pozitif yonde bir iligki oldugunu

ortaya koymustur.

Gida katki maddeleri igerisinde 6nemli bir grubu gida boyalar1 su sebeplerle gidalara
katilmaktadir;

- Islem ve depolama sirasmda gida maddesinin kaybolan rengini yeniden
vermek i¢in,

- Zayif olan dogal rengi kuvvetlendirmek i¢in,

- Gergekte renksiz olan gidalara renk vermek icin,

- Diistik kalitelerini gizlemek amaciyla cazip ve kabul edilebilen iiriinler elde

etmek i¢in (Crosby, 1981) .

1. 2.1. Gida boyalarinin tarihcesi

Gida katki maddelerinin kullanilmas: ile ilgili tarihsel gelismeler incelendiginde,
Milattan Once (MO) 3000 yillarinda et {iriinlerini kiirlemede tuzdan yararlanildig,
MO 900 yillarinda ise tuz ve odun tiitsiisiiniin gida saklama ydntemleri olarak

kullanildiklar1 goriilmektedir. Ortagag’da etlere koruyucu amagla tuz ve tiitsiiniin



yani sira katilan nitratin etin rengini olumlu yonde degistirmek ve botulizmi 6nlemek
amaciyla kullanildig1 bilinmektedir. MO 50’lerde baharatlardan lezzet verici olarak
yararlanilmis, gida boyalari ise giiniimiizden yaklasik 3.500 yil kadar 6nce Misirli’lar
tarafindan renklendirici amacgla kullanilmigtir. On dokuzuncu yiizyilda; hizli
kentlesmenin paralelinde katki maddelerinin  kullanimi, &zellikle gidalar1
bozulmalara kars1 koruma amaciyla yayginlagsmis olup, giiniimiizde ise bu maddeler

gelisen gida teknolojisinin vazgegilmez bir pargasini olusturmuslardir (Atman, 2004).
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* Sekerlerde boya maddesi kullanilmas1 (Misirlilar, M.O.)
* Saraplarda boya maddesi kullanilmas1 (M.O.)

*Dogal renklendiricilerin kullanilmasi: Safran ve diger
bitki tiirleri, tereyaginin renklendirilmesinde kullanilmast.

*Seker ve tursu iiretiminde inorganik pigmentlerin
kullanilmasi

* Perkin, tarafindan katran leylak rengi veya anilin
morunun sentezlenmesi (1856)

* Giess tarafindan diazonyum baglanma reaksiyonunun
kullanim1 (1860)

*Bazi1 kirmiz1 ve sar1 renk veren boyalarin
sentezlenmesi(1895)

* (Gida, tip ve kozmetik alanlarinda bazi katran ve diger
petrol tiirevlerinin kullanimi

* Red 3’iin (toluidin red) sentezlenmesi

* FDA tarafindan yaklasik 200 sentetik boyanin gegici
olarak listelenmesi.

* Gida katki maddelerine karsi elestiriler: ana hedef
fastfood, fakat renklendiriciler de elestirilmektedir.

* Dogal boya piyasasinin, 250 milyon USD deger
kazanmasi.
* Dogal boya piyasasinin biiyiime hizi %5-10 arasinda

iken sentetik boya piyasasinda sadece %3-5’tir.

* Dogal boya piyasasinin, 1 milyar USD deger
kazanmas.

Sekil 1.1. Gidalarda kullanilan renk katki maddelerinin tarihsel gelisim siirecinin ¢izelgesi (Delgado-
Vargas, ve Paredes-Lopez, 2003).



1.2.2. Gida boyalarinin giivenilirligi

Gegmis yillarda komiir katrani, giiniimiizde ise petrol kokenli sentezlenen gida
boyalar1 uzun yillardir tartisma konusu olmustur. Bir ¢ok gida boyasi laboratuar
hayvanlar1 lizerindeki olumsuz etkilerinden dolay1 yasaklanmistir (Sarah ve Michael,
2010). Her ne kadar son yillarda gida renklendiricilerinin kullanimi giivenilirlik
nedenleri ile azaltilmis olsa da, cesitli sentetik gida renklendiricileri hala diinyanin
bircok yerinde ucuz, etkili ve stabil oldugu i¢in dogal boyalar yerine kullanilmaktadir

(Seyhan, 2006).

Gida boyalar;; 1923 yilinda ilk olarak Ingiltere’de Saghk Bakanliginin
gorevlendirdigi bir komite tarafindan degerlendirilmistir. Bu komitenin amaci; gida
renklendiricilerinin sagliga zararli olup-olmadigini; eger zararli ise, bunun hangi
dozda gergeklestigini bulup, ilan etmektir. Komitenin sonuglar1 bildirdigi raporunda;
renklendiricilere numaralar verildi ve zararli olanlarin yiyeceklerde kullanimi

yasaklanmistir (Chappel ve Howell, 1992).

Gida maddelerinde kullanilan bazi sentetik boyalarin insanlar {izerinde yaptigi toksik
etkiler 1950 yilindan sonra 6zellikle toksikoloji bilimindeki gelismelere bagli olarak
ilk defa dikkati ¢ekmis ve sentetik boyalarin insan sagligi agisindan risk
olusturabilecegi diisliniilmiistiir. Bu tarihten sonra sentetik gida boyalar1 tizerinde
kronik toksisite ¢alismalar1 baglamistir (Radomski, 1974; Marmion,1979; Yentiir ve
Karakaya, 1985).

Dogal ya da sentetik renklendiricilerden, 6zellikle gidalarda kullanilanlar {izerinde
Hueper (1956)’in yaptig1 calismalar; bu bilesiklerin potansiyel karsinojen
olabileceklerini ortaya ¢ikarmigtir. O tarihlerden beri, renklendiricilerin karsinojenik,
mutajenik, toksikolojik Ozelliklerine ait g¢aligmalar siiregelmektedir (Matula ve
Downie, 1984; Jansson ve Zechi, 1987; Lakdawalla ve Netrawali, 1988(a);
Lakdawalla ve Netrawali, 1988(b); Borzelleca ve ark., 1989; Izbirak ve ark., 1990;
Kiligcioglu, 1995).



Sentetik gida boyalarmm kullanilmas: 1963-1970 yillar1 arasinda FAO/WHO
uzmanlar komitesi tarafindan incelenmis ve bu komite tarafindan bazi boyalarin ADI

degeri saptanmugtir (Chichester ve Tanner, 1972).

Isve¢’te 1974’tin ilk yarisinda, gida boyalarmin kullammi hakkinda yogun
tartigmalar olmustur. FDA; bir renk raporu ¢ikararak yeni diizenlemeler getirmistir.
Renk maddelerinin toksisite ve karsinojenik o6zellikleri incelendiginde, her zaman
giivenilir olmadiklar1 gorilmistir ( El-Saaday, 1991; Larsson, 1975). Tiim bu
gelismeler goz Oniine alindiginda, gida boyalarinin metabolizmalar1 ve o6zellikleri

hakkindaki arastirmalarin stirelilik arz etmesi gerektigi ortaya ¢ikmaktadir.
1.2.3. Renklendiricilerin gidalarda kullamim alanlar
Renklendirici kullanilmasina izin verilen gidalar ve bu gidalarda renklendiricilerin

bulunabilecegi maksimum miktar, 25/08/2002 tarihli 24857 sayili Resmi Gazete’de

yayimlan ‘Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’ne gore Tablo 1.1°de verilmistir.



Tablo 1.1. Gida renklendiricilerinin gidalarda bulunabilecegi maksimum miktarlar

Gida Maddesi Maksimum Miktar

Alkolsiiz aromali igecekler 100 mg/l

Meyve ve sebze sekerlemeleri 200 mg/kg

Korunmus kirmizi meyveler 200 mg/kg

Sekerlemeler 300 mg/kg

Siisleme ve kaplama malzemeleri 500 mg/kg

Hafif firincilik tirtinleri 200 mg/kg

Dondurma 150 mg/kg

Aromalverrilns eritme peynir 100 mg/kg

Aromalverrilmus siit tiriinleri dahil tahillar 150 mg/kg

Soslar, ¢esni maddeleri, tursular 500 mg/kg

Hardal 300 mg/kg

Baliklarin ve kabuklularin ezmeleri 100 mg/kg

On pisirme yapilmis kabuklular 250 mg/kg

Somon balig1 benzerleri 500 mg/kg

Balik yumurtast 300 mg/kg

Fiime balik 100 mg/kg

Kuru patates, tahil veya nigasta bazli ¢erezler

Patlamig veya hacimlendirilmis ¢erezler 200 mg/kg

Diger cerezler 100 mg/kg

Tibbi kontrol altinda kullanilan komple formiiller ve ek gidalar 50 mg/kg

Sivi gida takviyeleri 100 mg/l

Kati gida takviyeleri 300 mg/kg

Corbalar 50 mg/kg

Bitkisel protein bazli et ve balik analoglari 100 mg/kg

Distile alkollii igkiler 200 mg/l

Aromalverrilmis saraplar, aromalveirilmig sarap bazli ickiler ve aromalverrilmig 200 ma
mg
sarap-iiriin kokteyleri

Meyve saraplari, elma sarabi ve aromalveirilmis armut sarabi 200 mg/l




10

1.2.4. Kullammmina izin verilen gida boyalar

Gidalarda kullanimma izin verilen gida boyalar1 ve EC kodu (Gida renklendiricileri
icin Uluslararast renk kod numarasi), 25/08/2002 tarihli 24857 sayili Resmi
Gazete’de yayimlan ‘Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi'ne gore Tablo 1.2°de

verilmistir.

Tablo 1.2. Gidalarda kullanimina izin verilen gida boyalar1 ve EC kodlar1

EC Kodu |

Genel Adr

Kurkumin

EC Kodu | Genel Adi

Brilliant Black BN, Black PN

Riboflavin
Riboflavin-5’-fosfat

Bitkisel karbon

Tartrazin

Brown FK

Kinolin saris1

Brown HT

Sunset yellow FCF
Orange yellow S

Karotenler
(1) Karigim halindeki karotenler
(ii) Beta-karoten

Kosineal, Karminik asit, Karminler

Anatto, Biksin, Norbiksin

Azorubin, Karmosin

Paprika ekstrakti
Kapsantin, Kapsorubin

Amarant

Likopen

Ponso(ponceau) 4R, Kosineal Red A

Beta-apo-8’karotenal (C 30)

Eritrosin

Beta-apo-8’-karotenik asidin etil
esteri(C 30)

Red 2G

Lutein

Allura Red AC

Kantaksantin

Patent Blue V

Pancar kokii kirmizisi, Betanin

Indigotin (Indigo Karmin)

Antosiyaninler

Brilliant Blue FCF

Kalsiyum karbonat

Klorofiller ve

Klorofilinler

(i) Klorofiller
(it) Klorofilinler

Titanyum dioksit

Klorofiller ve Klorofilinlerin bakir
kompleksleri

(i) Klorofillerin bakir kompleksleri

(ii) Klorofilinler bakir kompleksleri

Demir oksit ve hidroksitler

Green S

Aliiminyum

Sade Karamel (1)

Glimiig

Kostik sulfit karamel

Altin

Amonyum karamel

Litolrubin BK

Amonyum siilfit karamel
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1.3. Tartrazin

1.3.1. Tartrazinin kimyasal yapisi ve genel 6zellikleri

Sekil 1.2. Tartrazinin (trisodyum 5-hidroksi-1-(4-siilfonatofenil )-4-(4-stilfonatofenilazo)
-H-pirazol-3-karboksilat) kimyasal yapisi

Tartrazin ( E 102 veya FD&C Yellow 5), gida boyasi olarak kullanilan sentetik azo
boyasidir. Gidalarda sar1 renk olusturmak icin Afrika ve Isve¢’de yaygm olarak

kullanilir.

Tartrazin pek ¢ok pastane mamullerinde, icecek, tatli, sekerleme, jelatinli tathlar,
evcil hayvan yiyecegi ve bir¢ok gidanin yani sira ilag ve kozmetik iiriinlerinde sik¢a
kullanilan renk katki maddelerindendir. Tartrazin’in gilinliik maksimum aliabilecegi
miktar, FDA tarafindan 5/mg/kg/giin olarak belirlenmistir, ortalama 30 kg
agirhigmdaki bir cocuk i¢cin bu deger 150 mg/giin doza denk gelmektedir (FDA,
1985).


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/16/Tartrazine-2D-skeletal.png
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1.3.2. Tartrazin’in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

- Smnif: Monoazo
- Kimyasal adi: Trisodyum-5-hidroksi-1-(4-siilfonatofenil)-4-(4-
stilfonatofenilazo)- H-pirazol-3-karboksilat
- Kimyasal formiilii: C16HgN4NazOgS;
- Molekiil agirlig: 543.37
- Tartarazin,trisodyum-5-hidroksi-1-(4-siilfonatofenil)-4-(4-
stilfonatofenilazo)-H-pirazol-3- karboksilat ve baslica renksiz elementler
olarak, sodyum klorid ve/veya sodyum siilfat ile birlikte yardimc1
renklendirici maddelerden olusur.
- Toz ve graniiler halde portakal rengindedir.
- Tartrazin, sodyum tuzu olarak tanimlanir. Kalsiyum ve potasyum tuzuna da
izin verilir.
- Saflik: Sodyum tuzu cinsinden, toplam renklendirici maddelerin % 85’inden
az olmamalidir.
- Renklendirici maddeler disindaki organik bilesikler:
1. 4-hidrazinobenzen siilfonik asit
2. 4-aminobenzen-1- siilfonik asit
3. 5-0x0-1-(4-sulfofenil)-2- pirazolin-3-karboksilik asit Toplam %5’den
fazla olmamaldir.
4. 4,4'-diazonamidi (benzensiilfonik asit)
5. Tetrahidroksisuksinik asit
6. Siilfone edilmemis primer aromatik aminler: Anilin cinsinden %
0.01'den fazla olmamalidir.
7. Eter ile ekstrakte edilebilir madde: Notr kosullarda %0.2'den fazla
olmamalidir.
8. Arsenik: 3 mg/kg'dan fazla olmamalidir.
9. Kursun: 10 mg/kg'dan fazla olmamalidir.
10. Civa: 1 mg/kg'dan fazla olmamalidir.
11. Kadmiyum: 1 mg/kg'dan fazla olmamalidir.
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1.3.3. Tartrazin’in metabolizmasi

Tatrazin’in baslica metabolizma iriinii siilfanilik asittir. **C isaretli Tartrazin’in
farelere ve tavsanlara intraperitonel uygulanmasi sonucunda idrarda radyoaktif
stilfanilik asite rastlanmamistir (Jones ve ark., 1964). Ayni ¢aligmada Tartrazin’in
fare, tavsan ve insanda agizdan verilmesiyle idrarda az miktarda siilfanilik asite
rastlanmigtir. Bu sonuglar Tartrazin’deki azalmanin mide ve bagirsak florasi
tarafindan gergeklestigini gostermektedir. Ryan ve ark. (1969), farelerde agizdan
verilme sonucu bilesigin biiyiik 6l¢iide bagirsak florasi tarafindan indirgendigini ve

Tartrazin’in bagirsak florasi tarafindan metabolize edildigini dogrulamstir.

1.3.4. Tartrazin’in genotoksik etkileri

Hiicrelerde DNA ile etkilesime girerek olumsuz etki gdsteren kimyasal maddeler
genotoksik maddeler olarak adlandirilir. insan karsinojenlerinin ¢ogu genotoksiktir.
Genotoksisite testleri, in vitro ve in vivo olmak iizere, direk veya indirek yollarla
Kimyasallarin farkli mekanizmalarla canli iizerinde genetik hasara neden olup

olmadigmi belirlemede kullanilan testlerdir.

Tablo 1.3’de belirtilen 11 ¢alismanin altisinda Tartrazin’in genotoksik etkiye neden
oldugu tespit edilmistir. 1985°de Birlesmis Milletler Saghk ve Insan Servisleri
Departmani genotoksisite ¢alismalarindan ikisini incelemistir (Patterson ve Butler
1982; Ishidate, ve ark., 1984) ve Tartrazin’in kromozom aberasyonunu tesvik ettigi
sonucuna karst ¢tkmustir (Flamm ve ark., 1985). Fakat, Saglik ve Insan Hizmetleri
Bakanligi raporunda ‘kiiltiire hiicrelerde Tartrazin igin belirtilen kromozom
aberasyonlar1 vivo’da gergeklesirse, ciddi anlamda ters bir etkiye yol agmasi
muhtemeldir’ seklinde ifade etmistir. Akabinde, Sasaki ve ark. (2002), Comet
Assay’de Tartrazin’in In vivo’da DNA hasarina neden oldugunu belirtmistir. Sonug
olarak cesitli pozitif genotoksik sonuglar daha fazla arastirmaya ihtiya¢ oldugunu

gostermektedir.
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Tablo 1.3. Tartrazinle yapilan cesitli genotoksik ¢alismalar (Kobylewski ve ark., 2010)

Mutasyon Metabolik Referans
Cesidi Aktivasyon (S9)

Comet Assay DNA hasar1 10 mg/kg Pozitif (Sasaki,

>10 mg/kg ( ko_l(_)n) ) Kawaguchi ve
Pozitif ( mide)
ark. 2002)

Sitogenetik Deney | Kromozom Pozitif (Hayashi,

Aberasyonu Matsui ve ark.

2000)

S.Typhimurium Cerceve Var-Yok 5 mg/plak Pozitif (1shidate,
TA94,TA1537, Kaymasi
TA98

Sofuni ve ark.
1984)

S.Typhimurium Baz ifti Pozitif
TA1535,TA100,
TA92

CHL Kromozom Pozitif

hiicrelerinde aberasyonu

kromozom
aberasyonu test

In-vitro Muntiacus | Kromozom 3 ug/ml Pozitif (Patterson ve
Muntjac aberasyonu Butler 1982)

S. Typhimurium Cergeve 5 mg/plak Negatif (Chung, Fulk
TA1537,TA1538, | kaymasi ve ark. 1981)
TA98

S. Typhimurium K.or.omozom 5 mg/plak Negatif
TA1535,TAL00 | Sifti

S. Typhimurium Kromozom Negatif (Kawachi,

TA100 gifti Yahagi ve ark.

S. Typhimurium Cergeve Negatif 1980)

TA98 Kaymas1

CHL. hiicrelerinde | Kromozom Negatif

Kkromozom aberasyonu

aberasyonu testi

* CHL: Cin Hamster Karaciger Hiicreleri
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1.3.4.1. Tartrazin ile yapilan in vitro ¢cahsmalar

JECFA (1966) Tartrazin’in Escherichia Coli kiiltiirlerinde mutajenik etkisinin test
edildigi bir ¢caligmada, hi¢cbir mutajenik etkisinin gozlenmedigini agiklamigtir (Liick

ve Rickerl, 1960).

Salmonella typhimurium (Izbirak ve ark., 1990) ve E. Coli (Karpliuk ve ark., 1984;
Henschler ve Wild, 1985; Pollastrini ve ark., 1990)’de yapilan in vitro ¢alismalarda

mutajenik aktiviteye rastlanmadigini rapor etmistir.

Gida boyasi olarak kullanilan dort azo boyasi (Ponceau 4R, Amaranth, Sunset
Yellow ve Tartrazin)’nin mutajenitesi genis 6lgiide arastirilmistir ve bu testlerde azo

boyalarinin mutajenik aktivite gostermedigi gézlenmistir (Izbirak ve ark., 1990).

Ishidate ve ark. (1984) ise, Cin Hamster fibroblast hiicrelerine 48 saatlik bir Tartrazin
uygulamasindan sonra poliploid hiicrelerin goriilme sikliginda kiiciik bir artig

oldugunu bildirmistir.

Das ve Mukherejee (2004) metabolik faaliyet olmadan Salmonella typhimurium
suslarmda ve in vivo fare kemik iligi deneyinde Tartrazin’in Ames testi ile mutajenik
ve genotoksik etkilerini incelemistir. Ames testinde Tartrazin’in 10, 100, 250, 500 ve
1000 pg konsantrasyonlarda TA97a ve TA100 suslarinda mutasyona neden olmadigi
fakat en yiiksek iki dozda A 98 revertant-koloni sayisinda artis oldugunu

belirtmektedir.

1.3.4.2. Tartrazin ile yapilan in vivo calismalar

Giri ve ark. (1990), diyet ile kisa siireli veya siirekli yiiksek dozlarda Tartrazin’e
maruz birakilmis fare ve sicanlarin kemik iligi hiicrelerinde kardes kromatid degisimi

ve kromozom aberasyonlarinda 6nemli bir artis gozlemlendigini belirtmistir.
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Durnev ve ark. (1995), Tartrazin dahil olmak iizere alti gida boyasinda in vivo
mutajenik etkiyi aragtirmistir. Gida boyalar1 giinlik 0.5 ve 5 mg/kg dozlarda (grup
basma 5 hayvan) 18-20gr agirhiginda, 8-12 haftalik C57BL/6 farelere bes giin siireyle
verilmistir. Her uygulama ve kontrol grubundaki hayvanlarin kemik iligi
hiicrelerinden hazirlanan 100 metafaz plagindaki hiicre incelenmistir. Bes giinliik
uygulamadan sonra kontrol grubu ile Tartrazin uygulanan metafaz hiicrelerinde
anormallik istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Arastirmacilar, Tartrazin’in
fare kemik iligi hiicrelerinde kromozom aberasyonunda artisa neden olmadigimi

bildirmistir.

Farag ve ark. (2001), giinliik 68mg/kg Tartrazin ile agizdan uygulama sonucunda 0-7
giinlik gebe farelerde anne ve embriyodaki sitogenetik degisiklikleri
degerlendirmistir. Gozlemler sonucunda kromozom aberasyonunda artis ve mitotik

indekste azalma tespit edilmistir.

Sasaki ve ark. (2002), gida katki maddesi olarak kullanilmakta olan 39 kimyasalin
genotoksisitesini ¢alismistir. Tartrazin’in mide, kolon veya mesanede doza baglh
olarak DNA hasarina yol ac¢tigmi1 belirtmistir. Baz1 gida boyalarinda diisiik dozlarda
(10veya 100mg/kg) mide ve bagirsaklarda DNA hasar1 tespit edilmistir. Bunlar
arasinda Amaranth, Allura Red, New coccine ve Tartrazin’de DNA hasar1
gbzlenmistir. Tartrazin’de doz-etki iliskisi olmadan 10-200mg/kg dozlar arasinda

midede DNA hasari tespit edilmistir.

Poul ve ark. (2009)’1n yaptig1 bir arastirmaya gore; farelere 24 saat araliklarla giinde
iki kez agizdan besleme yoluyla Tartrazin uygulamasini takiben 24 saatlik inceleme
sonucunda, Tartrazin’in bagirsak hiicrelerinde mikroniikleus tayininde genotoksisite
gbzlenmemistir. Tartrazin’in ana metaboliti (siilfanilik asit) 24 saatlik inceleme
stiresince digskida Olglilmiis ve temel bilesikler ve onlarm metabolitleri kolon
hiicrelerinde 6nemli miktarda tespit edilmistir. Calisma sonucunda Tartrazin’in 2000
mg/kg doza kadar bagirsak hiicrelerinde mikroniikleus tayininde genotoksik etkiye
neden olmadig1 gozlenmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda ise her diizeyde

mitotik hiicrelerin arttif1 gozlenmistir. Arastirmacilara gore bu tutarsiz sonuglar;
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olusan genotoksik bir lezyonun tamir edilemeyecegi i¢in, kismen lokal sitotoksisite

ile agiklanabilmektedir.

1.3.5. Tartrazinin karsinojenitesi

Karsinojenite, DNA’daki degisiklilerin, bir hiicrenin uygun olmayan sekilde
bliylimesine ve boliinmesine yol a¢masi anlamma gelir. Karsinojen ise, hiicre
DNA’sin1 etkileyerek kansere yol acan kimyasal bilesikler, fiziksel ve biyolojik (baz1
viriis ve bakteriler) etmenlerdir. Gida boyalarmin insan hayati boyunca en sik
karsilagtigi kimyasal maddeler oldugu diisiiniildiigiinde bu konudaki caligmalar

biiylik 6nem arz etmektedir.

Obsorne-Mendel’in  siitten yeni kesilmis siganlarla yaptigi c¢alismada, deney
hayvanlarmi %0, %0.5, %1, %2 ve %5’lik dozlarda Tartrazin’le beslenmistir. Doz
basina her cinsiyetten 12 sican kullanilmis ve ¢alisma sonunda Tartrazin’in higbir
dozda karsinojenik ya da toksik etki olusturmadigi bildirilmistir (Davis, Fitzhugh ve
ark., 1964).

Borzelleca ve Hallagan (1988a)’da Tartrazin’le beslenen Charles River CD
sicanlarda karsinojenik ya da toksik etkiye rastlanmadigi bildirmistir. Arastirmacilar,
dogurganlik, gebelik, emzirme, yavrularin hayatta kalma sansi ve de dogan yavru
sayisi ile bilesik arasinda bir iliskinin bulunmadigmi bildirmistir. FDA (2000)’nin
tavsiyesi tizerine cinsiyet basma 10 farede 12 ay boyunca histopatolojik incelemeler
yapilmustir. Incelemeler sonucunda herhangi bir problem goriilmedigi bildirilmistir.
Calisma sonucunda, erkek ve disi fareler icin NOAEL degerinin %35 oldugu
bildirilmistir.

Borzelleca ve Hallagan (1988b), CD-1 farelerde de kronik toksisite/karsinojenite
calismalarint yiiriitmiistiir. 60 erkek ve 60 disi fareden olusan gruplar %0, %0.5,
%1.5 ve %5’lik konsantrasyonda Tartrazin’le 104 hafta boyunca beslenmistir.
Aragtirmacilar ¢aligmanm sonuna kadar yeterli sayida farenin hayatta kaldigini ve

Tartrazin’in 6nemli bir etkisine rastlanmadigini bildirmislerdir.
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1.4. Sunset Yellow

1.4.1. Sunset yellowun kimyasal yapisi ve genel ozellikleri

Sekil 1.3. Sunset Yellowun (Disodyum 2-hidroksi-1-(4-siilfonatofenilazo) naftalen-6-siilfonat )
Kimyasal Yapisi

Sunset Yellow ( E110 veya FD&C Yellow 6), FDA tarafindan onayli suda eriyebilen

stilfonath azo boyasidir. Gidalarda kirmizi-turuncu renk olusturmak i¢in kullanilir.

Sunset Yellow, pek ¢ok pastane mamiillerinde, tahil, alkolsiiz igecek, tath, seker,
jelatin, sosis, recel, galeta unu ve bir¢cok gidanin yani sira ilag ve kozmetik iiriinlerde
kullanilan renk katki maddelerindendir. Sunset Yellow’un giinliik maksimum
alinabilecegi miktar FDA tarafindan 3.75 mg/kg/giin olarak belirlenmistir. Ortalama
30 kg agirhigmdaki bir ¢ocuk i¢in bu deger 112.5 mg/giin doza denk gelmektedir
(FDA, 1986).
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1.4.2. Sunset yellow’un fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

- Smnif: Monoazo
- Kimyasal adi: Disodyum 2-hidroksi-1-(4-siilfonatofenilazo) naftalen-6-
stilfonat
- Kimyasal formiil: C16H1oN2Na,07S;
- Molekiil agirligr: 452.37
- Giines saris1 FCF, disodyum 2-hidroksi-1-(4-siilfonatofenilazo) naphthalen-6-
stilfonat ve baslica renksiz elementler olarak sodyum klorid ve/veya sodyum
stilfat ile birlikte olan yardime1 renklendirici maddelerden olusur.
- Giines saris1 FCF, sodyum tuzu olarak tanimlanir. Kalsiyum ve potasyum
tuzuna da izin verilir.
- Saflik: Sodyum tuzu cinsinden toplam renklendirici maddelerin % 85’inden
az olmamalidir.
- Renklendirici maddeler disindaki organik bilesikler:
1. 4-aminobenzen-1-siilfonik asit
2. 3-hidroksinaftalen-2,7- disiilfonik asit
3. 6- hidroksinaftalen -2- siilfonik asit
4. 7- hidroksinaftalen -1,3-disiilfonik asit Toplam % 0.5’ten fazla

olmamalidir.

o

4,4'-diazoaminodi(benzen siilfonik asit)

6. 6,6-oksidi(naftalen-2-siilfonik asit)

7. Siilfone edilmemis primer aromatik aminler: Anilin cinsinden%
0.01’den fazla olmamalidir.

8. Eter ile ekstrakte edilebilir madde: Notr kosullar altinda % 0.2'den
fazla olmamalidir.

9. Arsenik: 3 mg/kg'dan fazla olmamalidir.

10. Kursun: 10 mg/kg'dan fazla olmamalidir.

11. Civa: 1 mg/kg'dan fazla olmamalidir.

12. Kadmiyum: 1 mg/kg'dan fazla olmamalidir.

13. Agir metaller: (Pb cinsinden): 40 mg/kg'dan fazla olmamalidir.
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1.4.3. Sunset yellow’un metabolizmasi

0.5 mg/kg dozda Sunset Yellow tavsanlara agizdan verildiginde ¢esitli
metabolitlerine tavsanin idrarinda rastlanilmistir. Sunset Yellow 'un siilfanilik asit ve
1-amino-2-naftol-6-siilfanilik n-asitlenmis formu bagirsak mikroflorasi tarafindan p-
acetamidobenzen-siilfanilik asite  doniistiiriildiigiinden  azalmaktadir. Diskida
bozulmamis Sunset Yellow’un sadece %6’simna rastlanilmaktadir ( Daniel, 1962).
Honohan ve ark. (1977), tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, 5 sigana 2.7 mg dozda
4C isaretli Sunset Yellow agizdan verildiginde 24 saat sonra diskida bozunmamis
Sunset Yellow sadece %1-2 oraninda tespit edilmistir. Bu sonuglar Daniel (1962)’de
belirtilen bulgular1 dogrulamaktadir. Bagka bir ¢alismada, sicanda tek bir seferde 100
mg dozda Sunset Yellow agizdan verildiginde bozulmamus iirtin diskida %8 oraninda

tespit edilmistir ( Radomski ve Mellinger, 1962).

1.4.4. Sunset yellow’un genotoksik etkileri

Sunset Yellow’un genotoksik etkilerini belirlemek amaciyla yiiriitiilen 6 ¢alismada
negatif sonucglar gozlenirken, iki ¢alismada ileri diizeyde mutasyon ve kromozom

aberasyonuna rastlanilmistir ( Tablo 1.4.).

JECFA’nin yapmis oldugu degerlendirmeler sonucunda 5 calismada mutajenite

tanimlamaktadir. JECFA tarafindan degerlendirilen calismalar;

0.5 mg Sunset Yellow/100 ml konsantrasyonda E. Coli’de hi¢bir mutajenik etki
goriilmemektedir ( Liick ve Rickerl, 1960).

Sunset Yellow metabolik aktivasyon olmadan Solmonella typhimurium’un iig

susunda mutajenik etki géstermemektedir ( Garner ve Nutman, 1977).

Ames testinde Solmonella typhimurium’un dort tiriinde higbir mutasyon

gozlenmemistir ( Viola ve Nosotti, 1978).
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Sunset Yellow’a maruz kalan Saccharomyces cerevisiae’da mitotik genlerde bir

artiga rastlanmamustir (Sankaranarayanan ve Murthy, 1979).

Tablo 1.4. Sunset Yellow ile yapilan gesitli genotoksik calismalar (Kobylewski ve ark., 2010)

Metabolik
Aktivasyon
(S9)

Mutasyon Referans

Cesidi

Comet Assay DNA hasari Negatif (mide | Sasaki, Kawaguchi
kolonu, ve ark., 2002)
karaciger,
bobrek,mesane,
akciger ve
beyin)

Sitogenetik Kromozom Pozitif (Hayashi, Matsui
Test Aberasyonu ve ark., 2000)

S. Typhimurium | Cergeve Var — Yok Negatif (Rafi, Hall ve ark.,
TA98 Kaymasi ng/plak 1997)

S. Typhimurium | Baz cifti 300 Negatif
TAL00 ng/plak

Kemik iligi Kromozom 2000 Negatif ( Westmorelve ve
mikroniikleus hasar1 mg/kg Gatehouse, 1991)
testi

L5178Y TK+/- | ileri 1 mg/ml | Pozitif ( McGregor,
Fare lenfoma diizeyde Brown ve ark.,
testi Mutasyon 1988)

S. Typhimurium | Cergeve Var — Yok 5mg/plak; | Negatif ( Chung, Fulk ve
TA1537,TA1538 | kaymasi Ayrica ark., 1981)

TA 98 1mg/plak
siilfanilik

asit test
edildi. )
Negatif
e 5mg/plak;
S. Typhimurium | Baz gifti Var — Yok Aych;
TA1535, TA100 1ma/plak
siilfanilik
asit test
edildi.

Saccharomyces | Mitotik 5mg/ml | Negatif (Sankaranarayanan
cerevisiae genlerde ve
BZ 34 degisim Murthy 1979)

E. coli WP2 Baz Var - Yok Negatif (Havelve-
uvrA degisimi Smith, Combes
Ve ark., 1979)
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JECFA’nin degerlendirmelerinden bu yana yayinlanan TemaNord’da 9 in-vitro, 3 in-

vivo mutajenite/genotoksisite ¢caligmalarindan bahsedilmistir.

Seweeney ve ark. (1994), in-vitro veriler dahilinde dogrudan etkili oksidatif
genotoksisitenin azo boyalarinin reaksiyon iriinleri tarafindan olusturulabilecegini
diisiinmektedir. Bununla beraber, TemaNord raporunda bu bulgular sorgulanabilir bir

iligki olarak belirtilir.

TemaNord’da belirtilen diger sekiz in vitro c¢alismayla ilgili deneysel bilgi
sunulmamistir. Sonug olarak tiim bu caligmalar genotoksisite i¢in yeterli bir kanit
saglamamistir (Yoshimoto ve ark., 1984; Tennant ve ark., 1986, 1987; Ashby ve ark.,
1988; McGregor ve ark., 1988; Benigni, 1989; Izbirak ve ark., 1990; Rafii ve ark.,
1997).

In vivo mikroniikleus testlerinde;

Sunset Yellow 2000mg/kg dozda tekbir seferde farelere ve sicanlara agizdan
uygulandiginda higbir mutajenik etkinin gézlenmedigi belirtilmistir (Westmorelve ve
Gatehouse, 1991).

Sunset Yellow, Ames testinde olas1 mutajenik etkiyi belirlemek ve sitogenetik test
sistemleri uygulayarak kemik iligi hiicrelerinde klastojenik etkiyi belirlemek igin
kemirgen tiirlerine agizdan uygulanmustir. Arastirmacilar, uygulama sonucunda
Sunset Yellow’un higbir genotoksik etki olusturmadigi sonucuna ulasmstir ( Wever
ve ark., 1989).

Bagka bir calismada, farelere agizdan 0.17 mg/kg ve 1.7 mg/kg konsantrasyonlarda
Sunset Yellow verildiginde kromozomal hasar ile hiicre sayisinda bir artis

gbzlenmedigi belirtilmistir ( Durnev ve ark., 1995).

Sasaki ve ark. (2002), 0-2000mg/kg dozda Sunset Yellow farelere agizdan

uygulandiktan sonra farkli dokularda DNA hasarmi 6lgmek i¢in in vivo Comet



23

Assay uygulamistir. Calisma sonucunda 3 ile 24 saat araliginda higbir DNA hasar1
kaydedilmemistir.

Tiim bu caligmalardan yola ¢ikarak Sunset Yellow’un genotoksik etki gostermedigi

soylenebilinmektedir (EFSA, 2009).

1.4.5. Sunset yellow’un Kkarsinojenitesi

Amerikan Ulusal Toksikoloji Programi (1981), cinsiyet basina her gruptan 50 hayvan
( F344 sicanlar1 ve B6C3F1 fareleri) kullanarak karsinojenik ¢aligmalar yiirtitmiistiir.
Her bir grup 103 hafta boyunca 0, 12, 500 ve 25000 ppm Sunset Yellow igeren
gidalarla beslenmistir. Kontrol gruplar1 her cinsiyetten 50 fare ve 90 sigandan
olusturulmustur. Siganlarm herhangi bir grubunda gida boyas: ile iligkili istatistiksel
olarak anlamli neoplastik veya non-neoplastik lezyonlara rastlanilmamistir. Kontrolle
kiyaslandiginda erkek farelerde diisiik dozda hepatoselliiler karsinom ve adenomlar
yiiksek siklikla goriilmiistiir. Farelerde doz-cevap iliskisi olmamasi sebebiyle Sunset

Yellow’un karsinojenik olmadigi sonucuna ulagilmstir.

Bio/dinamics (1982a) A.S., Sertifikali Renk Sanayicileri Dernegi (CCMA) ile yaptigi
sOzlesme kapsaminda, Charles River Sprague-Dawley sicanlarinda iki ayr1 uzun
siireli besleme calismas1 yiiriitmiistiir. Ilk ¢alisma %0 (iki kontrol grubu), %0.75,
%1.5 ve %3 konsantrasyonlarda, ikinci ¢alisma ise %0 (bir kontrol grubu), %0.75,
%1.5 ve %S5 konsantrasyonlarda gerceklestirilmistir. Ik calisma erkekler igin 30 ay,
disiler icin 28.5 ay; ikinci calisma ise erkekler i¢cin 25.6, disiler icin 27.8 ay
stirmiistiir. F1 nesillerinde ilk ¢calismada %3’liikk konsantrasyonda ve ikinci ¢aligmada
%5’lik konsantrasyonda &liim oram artmustrr. Ikinci ¢alismada, %5’lik
konsantrasyonda disi farelerin bobrek agirlhiginda artis saptanmistir. Her iki
calismada; %3’lik ve %5’lik konsantrasyonlarda disilerin bobrek agirliklariyla
iligkili olarak agirliklarinda mutlak ortalama artigin yani sira %35°lik konsantrasyonda
disi ve erkeklerin tiroid agirliginda da artis tespit edilmistir. Disilerde ve erkeklerde
%3’lik ve %S5’lik konsantrasyonlarda adrenal mediilar adenom sikli§1 kontrole

kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ayrica %3’liikk konsantrasyonda
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erkeklerde tiim kontrol gruplarina kiyasla testis doku hiicrelerinin insidansinda artis
gbézlenmistir. Tum bu bulgulara ragmen arastirmacilar, Sunset Yellow’un
karsinojenik etki gosterdigi sonucuna ulagsmak igin verilerin yeterli olmadigini

bildirmektedir ( Bio/dinamik 1982a).

FDA (1986), Bio/dinamik g¢alismalarin sonuglarini degerlendirdikten sonra artan
timor oranlarmin Sunset Yellow’la iliskili olmadigi sonucuna varmistir. Bunun

sebepleri ise;

- %3’lik ve %5’lik konsantrasyonlarda doz-cevap eksikligi (iki farkli ¢alisma
icermesine ragmen),

- Yanls pozitif sonug olasiligi,

- Prekanserdz lezyon eksikligi,

- Kontrol ve diger gruplarda adrenal mediillerin benzer morfolojisi,

- Tiimorler olusmadan 6nceki gizli periyodun farkli olmamasa,

- Yasega bliyiik farelerde tiimorlerin yaygin spontan tiimorler olmasi,

- Bu tip tiimorlerle Sunset Yellow arasinda bir baglant1 bulan ¢alismalarin

eksikligi.

Bio/dinamics (1982b). A.S., Sertifikali Renk Sanayicileri Dernegi (CCMA) ile
yaptig1 sozlesme kapsaminda, 60 Charles River CD-1 COBS farelerde kronik
toksisite/karsinojite ¢alismasmi yiiritmiistiir. Deney hayvanlarinin besininde %0 (iki
kontrol grubu), %0.5, %1.5 ve %5 oraninda Sunset Yellow kullanilmistir. Calisma
erkek farelerde 20 ay, disilerde 23 ay ( utero doneminde yapilmamistir) siirmiistiir.
Sadece 9%5’lik konsantrasyonda erkek farelerde yiiksek Olim orant anlamli
bulunmustur fakat bu sonu¢ gida boyas1 diisiik miktarda tiiketildiginde insanlar i¢in
gegerli degildir. Laboratuar ¢alismalar1 sonucunda karsinojenite ile iligkili endise

edilebilecek sonuglara rastlanilmamistir.



BOLUM 2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

Bu ¢alismada muhtelif gida boyalarinin canlilar iizerine genotoksik etkisinin kontrolii
bezelye (Pisum Sativum L.) model organizmasi kullanilarak yapildi. Gida
boyalarindan yaygin olarak kullanilan Tartrazin ( E 102 ) ve Sunset Yellow ( E 110)
kullanildi.

Arastirmada Konya Selguk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr.
Ahmet Tamkog tarafindan yetistirilen tohumlar kullanilda.

2.1.1. Bezelye ( Pisum Sativum L. )

Pisum L. cinsi, Fabaceae familyasmin Vicieae tribinin bir iiyesidir. Bu cinsin sadece
iki tiirii oldugu bilinmektedir. Bunlar, kiiltiire edilmis Pisum sativum ve yabani
Pisum fulyum Sibth. ve Sm. (Davis,1970)’dir. Pisum sativum Tiirkiye’nin dogal
florasinda mevcut bir bitki tiiriidiir. Tarman (1954), bezelyenin bagka iilkelere
Tiirkiye’den gotirildiigiini, 1slah edildigini ve ¢ogaltildigini  bildirmektedir.
Ulkemizde en fazla iiretimi Ege ve Marmara Bélgelerinde yapilmaktadir (Togay ve
ark., 2006).

Bezelyeler cogunlukla tirmanici, tiiysiiz, tek yillik bitkilerdir (morfolojik yapis1 sekil
2.1.’de sunulmaktadir). Govde kolaylikla yatar, enine kesit hafif koselidir.
Kulakg¢iklar, oldukea iri, kalkan seklinde, sapa baglandigi yerin cevresi dislidir.
Yapraklar, karsilikli bilesiktir. Yaprak eksini siiliikkle biter. Cicek topluluk sekli,
seyrek salkimhidir. Cigekler yaprak koltuklarindan ¢ikar. Ta¢ yapraklar beyaz, krem
veya menekse rengi olabilir. Meyve, diiz fasulye seklindedir. Igerinde 3-10 tohum
bulunur ( Elgi ve A¢ikgoz, 1994).
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boyuncuk

yapraksi kin yaprak d ‘I
damarn

acik korolla

Sekil 2.1. Pisum Sativum un morfolojik yapisi

Bezelye’nin somatik kromozom sayis1 (2n=14)’diir (Cannon, 1903). Karyotip analizi
yapilan ilk bitkilerdendir (A. Marshak, 1931; Lewitsky, 1931). Bezelye az sayida ve
biiyiik kromozomlar igerdiginden daha kolay gbozlem yapmaya olanak saglar. Bu

ozelliklerinden dolay1 genetik caliymalarda model organizma olarak kullanilmaktadir.

2.1.2. Tartarazin ve sunset yellow ¢ozeltilerinin hazirlanisi

Tartrazin ve sunset yellow kullanilarak 10 mg/L, 25 mg/L, 50 mg/L, 100 mg/L, 200
mg/L ve 400 mg/L olmak iizere farkli konsantrasyonlarda cozeltiler hazirlandi.

Coziicii olarak saf su kullanildi
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2.2. Metot

2.2.1. Tohumlarin ¢cimlendirilmesi

Rastgele segilen 30 adet bezelye tohumu; 10 mg/L, 25 mg/L, 50 mg/L, 100 mg/L,
200 mg/L ve 400 mg/L konsantrasyonlarindaki Tartrazin ve Sunset yellow ¢ozeltileri
ile nemlendirilmis kurutma kagitlar1 arasna konarak standart petri kaplarina
yerlestirildi. Kontrol grubu i¢in saf su kullamildi. Petri kaplarinin agz1 kapatilarak
tohumlar oda sicakliginda 24, 48 ve 72 saatlik siireler i¢in tohumlar ¢imlenmeye
brrakildi.

2.2.2. Cimlenen tohumlarda kok uzunluklarmin él¢iilmesi

Kontrol grubu ve her bir doz grubundaki preparatlarda ¢imlenen tohumlardan gelisen
koklerin uzunluklari, 24, 48 ve 72 saatlik periyotlarda ayri ayri 6lgiilerek aritmetik
ortalamalar1 alindi. Fotograf c¢ekimleri i¢in, 30 tohumdan kok uzunluklari

ortalamalara en yakin olan 6rnekler secildi.

2.2.3. Mitotik preparatlarin hazirlanmasi

— Mitotik preparatlarin hazirlanmasi i¢in Feulgen ezme preparat metodu (Ma,

1999), bezelye bitkisi igin modifiye edildi.

— Tohumlarin  kék wuglart  1-1,5 ocm uzunlugunda kesilerek a-
monobromonaftalin’in sudaki doymus ¢ozeltisine 6n fiksasyon i¢in alind1 ve
+4°C da 16 saat buzdolabinda bekletildi. Bu asamada amag, mitoz boliinmeyi
tespit etmektir. Ayni zamanda kromozomlarm kisalmasini engelleyerek,

metafazda daha belirgin izlenmelerini saglamaktir.

— On fiksasyon i¢in buzdolabinda bekletilen k&k uglari, bir kisim glasiyel asetik
asit, ii¢ kisim etil alkol oraninda hazirlanan Farmer fiksatifine alinarak

buzdolabinda depolandi.
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— Farmer fiksatifinde depolanmis kok uglar1 alinarak once %70 alkolde sonra

damitik suda yikama yapildi.

— Kok uglari, IN HCI’de, sicak su banyosunda 60°C’da, 10 dk tutuldu. Sicak su
banyosunda hidrolizin amaci; kromozomlarm yapisinda yer alan niikleik
asitlerdeki aldehit gruplarinin serbest hale gegmesini saglamaktir. Hidroliz
islemi, ayn1 zamanda, hiicre ¢eperi bilesenlerini de yikarak hiicrelerin

birbirinden kolayca ayrilmasini saglamaktadir.

— Kok uglar1 sicak su banyosundan alinip, iginde Feulgen boyasi bulunan kii¢lik

siselere konuldu.

— Siseler 1g1k almayan karanlik bir yerde, kok uglar1 kirmizi-viole renk alana
kadar 1-2 saat bekletildi. Burada, hidroliz ile agiga ¢ikan aldehit gruplari
Feulgen reaktifindeki leuco — basic fiiksin ile reaksiyona girmekte ve

kromozomlar kirmizi-viole renkte boyanmaktadir.

— Boyanan kok uglarindan 1-2 mm Kesilerek LPO damlatildi. Lam iizerinde

piring cubukla ezilip dagitildi. Uzerine lamel kapatildi.

— Preparat; kurutma kagidi arasma konularak, diiz bir zeminde bagparmak ile

bastirildi. Boylece, kromozomlarin tek diizlem lizerine gelmesi saglandi.
— Hiicrelerin dagilmasi ve yassilagsmasi i¢in, arkasi diiz bir kursun kalem

yardimiyla kurutma kagidi kaldirilmadan preparatlara kuvvetlice birka¢ defa

vuruldu.

2.2.4. Mikroskobik gozlem

Mikroskobik gozlemler, Olympus BX-50 Isik Mikroskobu ile 10x40 ve 10x100
biiylitmelerde yapilarak hiicrelerin fotograflar1 ¢ekildi.
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2.2.5. Mitotik indeksin hesaplanmasi

Mitotik indeks yasayan tiim organizmalar i¢in kabul edilebilir bir sitotoksik olgiittiir
(Amer ve Al 1974). Sitotoksik seviye mitotik indeks oranindaki azalmayla
belirlenebilir. %50 den daha az orandaki azalmalar genelde subletal etkiyi ifade eder.
Eger mitotik indeks oranindaki azalma %350’ nin iizerine ¢ikarsa test organizmasi
iizerinde Sldiiriicli etkiye sahip olabilir. Genellikle sitotoksik maddeler mitoz iizerine
olan etkilerini mikrotiibiil olusumunu inhibe ederek gosterirler. Bir¢ok aragtirmaciya
gore C-mitoz, multipolar anafaz ve yapiskanliklar gibi anormallikler ig ipligi
formasyonunun inhibisyonuna baglanmaktadir (Lazareve ve ark.,2003; Amer ve Als,
1974).

Mitotik indeks genellikle 100 hiicredeki mitoz sayis1 olarak kabul edilmektedir. Bu
calismada, 151k mikroskobu’ndaki incelemelerde her bir preparattan 3000’er hiicre
sayildi. 3000 hiicre icinde mitoz bolinme geciren hiicreler ve gecirdikleri boliinme

evreleri tespit edildi. Mitotik indeksleri (MI) hesaplandi.

2.2.6. Kromozom anormalliklerinin hesaplanmasi

Isik Mikroskobu ile mitoz boliinme gegiren hiicrelerin bulunduklar1 mitoz evreleri ve

bu evrelerde goriilen mitotik anormallikler sayildi, tanimlamasi yapildi.

2.2.7. Istatistiksel verilerin hesaplanmasi

Cimlenme ve kok uzunlugu oranlarinin istatistiksel analizleri ile mitotik indeks
hesaplamalar1 igin student-t testi (http://home.clara.net/sisa/t-test.htm), sayilan

hiicrelerdeki anormallik oranlarinin anlam derecelerini karsilastirmak i¢in ise, ki-kare

(x2) testi (http://www.physics.csbsju.edu/stats/chi-square.html) kullanildi.



BOLUM 3. BULGULAR

3.1. Tartrazinin Genotoksik Etkileri

3.1.1. Farkh tartrazin konsantrasyonlarinin tohum ¢imlenmesi iizerine

etkileri

Farkli Tartrazin konsantrasyonlarinin tohum ¢imlenmesi tizerine etkileri Tablo 3.1°de
belirtilmektedir. Tiim Tartrazin konsantrasyonlarinda ¢imlenme siiresi (24 saat, 48

saat, 72 saat) ile tohum ¢imlenme orani arasinda dogru oranti tespit edildi.

Tablo 3.1. Farkli Tartrazin Konsantrasyonlarinda Hazirlanan Cozeltilerin Tohum Cimlenmesi Uzerine
Etkisi

Y9 Cimlenmeye ¢

Tartrazin birakilan

konsantrasyonu tohum sayist 24. saat 48. saat 72.saat

(mg/L) (%) (%) (%)

Kontrol (saf su) 30 73.3 100 100

10 30 13.3 100 100

25 30 10.0 100 100

50 30 13.3 100 100

100 30 13.3 100 100

200 30 13.3 100 100

400 30 10.0 100 100
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Saf suda ¢imlendirilen bezelye tohumlarinin ¢imlenme orani; 24 saat sonunda %73.3
iken, 10mg/L, 25mg/L, 50mg/L, 100mg/L, 200mg/L ve 400mg/L Tartrazin
konsantrasyonlarinda %10-13.3 olarak hesaplandi. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda
¢imlenme oranindaki bu azalma, istatistiksel acidan ileri derecede anlamli bulundu

( p<0.00001).

Kontrol grubu dahil tiim konsantrasyonlarda ¢imlenmenin 48. ve 72. saatinde

¢imlenme orani % 100 olarak tespit edildi.

3.1.2. Farkh tartrazin konsantrasyonlarinin kék gelisimi iizerine etkisi

Tartrazin’in farkli konsantrasyonlarmnda ¢imlenmeye birakilan tohumlarin 24, 48 ve
72 saat stire ile kok gelisimleri takip edildi. 24., 48. ve 72. saatlerde c¢imlenen
tohumlarin boylar1 6lgiilerek ortalama kok uzunlugu tespit edildi (Tablo 3.2.).

Tablo 3.2. Farkli Konsantrasyonlardaki Tartrazin Cozeltilerine 24, 48 ve 72 saat Maruz Kalmig
Bezelye Tohumlarinda Olgiilen Kok Uzunluklari

li-igrl::?;?nn 24 saat 48 saat 72 saat
sonundaki kok sonundaki kok sonundaki kok
Konsantrasyonu uzunlugu (cm) uzunlugu (cm) uzunlugu (cm)
(Mg/L) g g g
Kontrol 0.40+0.03 1.744+0.3 2.71+0.6
10 0.41+0.03 1.80+0.3 2.82+0.6
25 0.20+0.03 1.73+0.3 2.91+0.5
50 0.15+0.02 1.68+0.4 2.40+0.6
100 0.15+0.01 2.24+0.4 3.25+0.7
200 0.124+0.02 1.40+0.3 2.93+0.5
400 0.05+0.02 1.20+0.2 2.21+0.4
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Kontrol grubunda, 24 saat sonunda Olgiilen kok uzunlugu (Sekil 3.1.) ortalama
0.40+0.03cm iken, 10mg/L konsantrasyonda, 0.41+0.03 cm olarak olgtilmiistiir. Kok
uzunlugundaki bu fark istatistiksel agidan anlamli bulunmadi (p>0.05). 25, 50, 100,
200 ve 400mg/L konsantrasyonlarda ise konsantrasyon yogunlugu ile kok uzunlugu
arasinda dogru orantili azalma tespit edildi. Kok uzunlugundaki bu azalma,

istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0.0001).

Sekil 3.1. Kontrol Grubu ve Farkli Tartrazin Konsantrasyonlarinda 24 Saat Cimlendirilen Bezelye
Tohumlarinda Gozlenen Kok Gelisimi

48 saat sonunda kontrol grubunda kok uzunlugu 1.74+0.3cm olarak oOl¢iilmiistiir
(sekil 3.2.). 10mg/L konsantrasyonda ise 1.80+£0.3cm olarak olgiilen kok
uzunlugundaki artis, istatistiksel agidan anlamli bulunmadi (p>0.05). 25mg/L ve
50mg/L Tartrazin ¢ozeltisinde g¢imlendirilen tohumlarin kok uzunlugunda goriilen

azalma istatistiksel agidan anlamli bulunmadi (p>0.05).

100mg/L konsantrasyonda kok uzunlugu ortalama 2.24+0.4cm olarak hesaplandi.
Kok uzunlugunda hesaplanan bu artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.0001).
200 ve 400mg/L konsantrasyonlarda ise istatistiksel agidan anlamli azalma tespit
edildi (p<0.0001).

Kontrol grubunda, 72 saat sonunda 6lgiilen ortalama kék uzunlugu 2.71+0.6¢cm iken,
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Sekil 3.2. Kontrol Grubu ve Farkli Tartrazin Konsantrasyonlarinda 48 Saat Cimlendirilen Bezelye
Tohumlarinda Gozlenen Kok Gelisimi

10 ve 25mg/L konsantrasyonlarda kok uzunlugu uzunlugundaki artig (sekil 3.3.)
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0.01). 50mg/L konsantrasyonda kok
uzunlugu ortalama 2.40+0.5cm olarak hesaplandi. Bu konsantrasyonda istatistiksel
acidan anlamli azalma tespit edildi (p<0.05). 100mg/L konsantrasyonda ¢imlendirilen
tohumlarm ortalama kok uzunlugu hesaplandiginda kontrol grubuna kiyasla anlamli
bir artis tespit edildi (p<0.01). 200mg/L konsantrasyonda anlamli bir fark
gbézlenmezken 400mg/L konsantrasyonda kok uzunlugunda istatistiksel agidan

anlaml1 azalma gozlenmistir (p<0.01).
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Sekil 3.3. Kontrol Grubu ve Farkli Tartrazin Konsantrasyonlarinda 72 Saat Cimlendirilen Bezelye
Tohumlarinda Gézlenen Kok Gelisimi
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3.1.3. Farkh tartrazin konsantrasyonlarimin mitotik indeks iizerine etkileri

Kontrol grubu ve farkli Tartrazin konsantrasyonlarinda c¢imlenen bezelye
tohumlarinin kok uglarindan hazirlanan preparatlarda mitoz bolinme gegiren hiicre
sayist hesaplandi. Boliinen hiicre sayisina bagh mitotik indeks (%) ve t degeri
bulundu. Mitotik siklik {izerine farkli Tartrazin konsantrasyonlarinin etkisi, Tablo

3.3.’de sunulmaktadir.

Tablo 3.3. Farkli Konsantrasyonlarda Tartrazin Gruplar1 ile Kontrol Gurubuna Ait Kok Ucu
Hiicrelerindeki Mitotik Indeks Degerleri

Uygulanan o
Boliinen Mitotik

Tartrazin )
hiicre indeks (%)

konsantrasyonu

Kontrol

10 mg/L

25 mg/L

50 mg/L

100 mg/L

200 mg/L

400 mg/L

(*p<0.01)

Mitotik indeks en yiiksek kontrol grubunda (%18.20), en diisiik ise 400mg/L
konsantrasyonda (%7.43) olarak hesaplandi. 400mg/L doz dahil tiim
konsantrasyonda (10, 25, 50, 100 ve 200mg/L) kontrol grubuna kiyasla mitotik
indekste istatistiksel agidan ileri derecede anlamli azalma tespit edildi (p<0.00001).
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3.1.4. Farkh konsantrasyonlarda tartrazinde ¢imlendirilen tohumlarin mitotik

anormallik oranlar

Tartrazin’in belirledigimiz konsantrasyonlarda ve kontrol grubunda gbzlenen mitotik
anormallik oranlar1 Tablo 3.4’de sunulmaktadir. Kontrol grubuna kiyasla
konsantrasyon yogunluguna bagh olarak mitozdaki anormallik oranlarmin dogru

orantil1 olarak arttig1 gozlendi.

Tablo 3.4. Tartrazinin Farkli Konsantrasyonlarinda Cimlendirilen Tohumlarin Mitotik Anormallik
Dagilimi

Uygulanan Anormallik
Normal Anormal
Tartrazin Hiicre sayisi ) ) yiizdeleri
mitoz mitoz
konsantrasyon (%0)

Kontrol

10 mg/L

25 mg/L

50 mg/L

100mg/L

200 mg/L

400 mg/L

Kontrol grubunda mitotik anormallik oran1 % 1.11 olarak hesaplanirken, 10mg/L
Tartrazin konsantrasyonunda % 6.57 olarak olgiildii. Mitotik anormallik oranindaki
bu artig, istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.00001). 25, 50, 100, 200 ve

400mg/L konsantrasyonlarinda ¢imlendirilen tohumlarin kok wucu hiicrelerinde
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gozlenen mitotik anormallikler kontrol grubuna kiyasla dnemli derecede anlamli

bulundu (p<0.00001).

Mitozun farkli sathalarindaki hiicrelerin sayilimi ile anormallik gdriilen hiicrelerin

sayis1 ve yiizdeleri Tablo 3.5°de gosterilmistir.

Tablo 3.5. Tartrazinin Farkli Konsantrasyonlarinda Cimlendirilen Tohumlarm Mitotik Evre Dagilimi
ve Anormallik Oranlar1

Uygulanan

K AN AN AN AN
onsantasyon N A N A NI A NI A
(%0) (%0)

Kontrol

10 mg/L

25mg/L

50 mg/L

100 mg/L

200 mg/L

400 mg/L

Kontrol grubunda profazda 255 normal mitoz gézlenirken anormal mitoz gézlenmedi.
Metafazda 193 normal, 4 anormal hiicre tespit edildi. Anafazda g6zlenen hiicrelerin
46’s1 normal iken 2 hiicrede anormallige rastlandi. Telofaz evresinde ise, gozlenen 46

hiicrenin higbirinde anormallik tespit edilmedi.

Profaz evresinde konsantrasyon yogunluguna bagli olarak, anormal hiicre sayisinda
artig tespit edildi. Metafaz safhasinda ise, gozlenen normal mitotik hiicre sayisi

azalirken anormal hiicre sayisinda artis belirlendi. Anafaz evresinde kontrol grubunda
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anormallik orant % 4.16 olarak hesaplanirken, doz gruplarinda bu oran % 42.85
olarak hesaplandi. Telofaz evresinde goézlenen hiicrelerin hepsinin normal mitoz

gecirdigi belirlendi.

3.1.5. Farkh tartrazin konsantrasyonlairnda ¢imlendirilen tohumlarda

interfaz anormalligi

Farkli konsantrasyonlardaki preparatlar incelenirken, mitoz anormalliginin yani sira

boliinme gegirmeyen hiicrelerde de anormallige rastlandi (Tablo 3.6).

Tablo 3.6. Farkli Tartrazin Konsantrasyonlarmda Cimlendirilen Tohumlarin Normal ve Anormal
Interfaz Dagilimi

Uygulanan Hiicre Béliinen Normal § Anormal § Anormallik

konsantrasyon sayisi hiicre interfaz interfaz j| oram (%)

Kontrol

10 mg/L

25mg/L

50 mg/L

100 mg/L

200 mg/L

400 mg/L

Kontrol grubunda interfazdaki normal hiicre sayis1 2451, anormal hiicre sayis1 3 ve
anormallik oran1 % 0.12 olarak hesaplandi. Tartrazin konsantrasyonunsa bagl olarak
anormallik oranlarinda dogru orantili bir artis gézlendi. Caligma gruplarindaki bu

artig kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.0001).
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3.2. Sunset Yellow’un Genotoksik Etkileri

3.2.1. Farkh sunset yellow konsantrasyonlarinin tohum cimlenmesi iizerine

etkileri

Farkli Sunset Yellow konsantrasyonlarmin tohum ¢imlenmesi iizerine etkileri Tablo
3.7°de belirtilmektedir. Tiim Sunset Yellow konsantrasyonlarinda ¢imlenme siiresi

(24 saat, 48 saat, 72 saat) ile ¢imlenen tohum sayis1 arasinda dogru oranti tespit edildi.

Tablo 3.7. Farkli Sunset Yellow Konsantrasyonlarinda Hazirlanan Cozeltilerin Tohum Cimlenmesi
Uzerine Etkisi

Uygulanan Cimlenme Oranlan
Cimlenmeye

Sunset Yellow

birakilan
konsantrasyonu 24. saat 48. saat 72.saat

(mg/L) tohum sayisi (%) (%) (%)

Kontrol (saf su)

10

25

50
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Kontrol grubunda c¢imlendirilen bezelye tohumlarmin ¢imlenme orani; 24 saat
sonunda % 73.3 iken, 10mg/L ve 25mg/L konsantrasyondaki Sunset Yellow
¢ozeltilerinde %70 olarak hesaplandi. Cimlenme oranindaki bu azalma, istatistiksel
acidan anlamli bulunmadi (p>0.01). 50mg/L ve 100mg/L konsantrasyonlarinda da 24
saat sonundaki ¢imlenme oranlarinda kontrole gore, istatistiksel olarak anlamli bir
azalma gozlenmedi (p>0.01). Ancak, 200mg/L grubunda ¢imlenme oranm1 % 56.6
olarak hesaplandi ve bu doz grubunda ¢imlenme oraninda, istatistiksel agidan anlamli
bir azalma tespit edildi (p<0.05). 400mg/L konsantrasyonda ise, % 53.3 olarak
hesaplanan ¢imlenme orani, kontrol gurubu ile kiyaslandiginda istatistiksel ag¢idan

anlamli azalma bulundu (p<0.01).

Cimlenmenin 48. saatinde kontrol grubunda tiim tohumlarda ¢imlenme gézlendi.
Ayn1 zamanda 10, 25, 50, 100 ve 200mg/L konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerde
¢imlendirilen tohumlarda da ¢imlenme oranmin % 100 oldugu belirlendi. Sadece
400mg/L’lik konsantrasyonda bir farkliliga rastlandi. Bu konsantrasyonda ¢imlenme
orant % 96.6 iken bu farklilik, kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel a¢idan
anlamli bulunmadi (p>0.05).

Cimlenme siiresi 72 saate ulastiginda ise, kontrol grubu dahil tiim gruplarda

¢imlenme oran1 % 100 olarak tespit edildi.

3.2.2. Farkh sunset yellow konsantrasyonlarinin kok gelisimi iizerine etkisi

Farkli konsantrasyonlarda Sunset Yellow ¢ozeltilerinde c¢imlenmeye birakilan
tohumlarin 24, 48 ve 72 saat siire ile kok gelisimleri takip edildi. 24., 48. ve 72.
saatlerde ¢imlenen tohumlarin boylar1 6l¢iilerek ortalama kok uzunluklar1 hesaplandi
(Tablo 3.8.). Tim g¢alisma gruplarinda kontrole kiyasla kok uzunlugunda azalma

gozlendi.

Saf suda ¢imlendirilen bezelye tohumlarinda, 24 saat sonunda 6Slgiilen ortalama kok

uzunlugu (Sekil 3.4.) 0.40+0.03cm iken, 10mg/L konsantrasyonda 0.25+0.03 cm
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Tablo 3.8. Farkli Konsantrasyonlardaki Sunset Yellow Cozeltilerine 24, 48 ve 72 Saat Maruz Kalmis
Bezelye Tohumlarmin Olgiilen K6k Uzunluklar

Uygulanan ) ) )
24 saat sonundaki || 48 saat sonundaki §| 72 saat sonundaki
Sunset Yellow
kok uzunlugu kok uzunlugu kok uzunlugu
Konsantrasyonu

(mg/L)

(cm) (cm) (cm)

Kontrol 0.40+0.03 1.7440.3 2.71+0.6

10 0.25+0.03 1.70+0.3 2.40+0.5

25 0.36+0.03 1.42+0.2 1.89+0.5

50 0.35+0.03 1.62+0.4 2.28+0.6

0.29+0.02 1.424+0.3 1.9+0.4

0.34+0.02 1.52+0.3 1.99+0.4

0.24+0.01 1.35+0.2 1.86+0.3

olarak tespit edildi. K6k uzunlugundaki bu azalma istatistiksel agidan ileri derecede
anlamli bulundu (p<0.0001). 25, 50, 100, 200 ve 400mg/L konsantrasyonlardaki
Sunset Yellow ¢ozeltilerinde ¢imlendirilen tohumlarin ortalama kok uzunluklarinin,
kontrol grubundaki tohumlarmn kék uzunlugundan farkli oldugu belirlendi. Istatistiki

hesaplamalar yapildiginda, bu farklilik anlamli bulundu (p<0.0001).

Calismanin 48. saatinde kontrol grubunda kok uzunlugu ortalama 1.7440.3cm olarak
olgtildi (sekil 3.5.). 10mg/L konsantrasyonda 1.70+0.3cm olglilen ortalama kok
uzunlugu, kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamli farklilik
bulunmadi (p>0.05). 25mg/L konsantrasyonda, kok uzunlugunda anlamh azalma

gozlenirken (p<0.001), 50mg/L konsantrasyonda, fark tespit edilmedi (p>0.05).
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Sekil 3.4. Kontrol Grubu ve Farkli Sunset Yellow Konsantrasyonlarinda 24 Saat Cimlendirilen
Bezelye Tohumlarinda Gozlenen Kok Gelisimi

100mg/L ve 200mg/L konsantrasyonda ¢imlenen tohumlarin kok uzunlugunda
istatistiksel ag¢idan anlamli azalma tespit edildi (p<0.01). 400mg/L konsantrasyonda
c¢imlendirilen bezelye tohumlarindaki kok wuzunlugu ortalama 1.35cm olarak

hesaplandi ve hesaplanan bu degisim istatistiksel olarak ileri derecede anlamli

bulundu (p<0.00001).

Sekil 3.5. Kontrol Grubu ve Farkli Sunset Yellow Konsantrasyonlarinda 48 Saat Cimlendirilen
Bezelye Tohumlarinda Gézlenen Kok Geligimi
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Cimlenmenin 72. Saatinde (sekil 3.6.) kontrol grubunda o&lgiilen ortalama kok
uzunlugu 2.71+£0.6cm iken, 10mg/L konsantrasyonda kontrol grubuna kiyasla
anlamli azalma gozlendi (p<0.05). 25mg/L konsantrasyonda kok uzunlugu ortalama
1.89+0.5cm olarak 6lgiildii. Kok uzunlugundaki farklilik anlamli bulundu (p<0.0001).
Sunset Yellow’un 50mg/L konsantrasyonunda ¢imlendirilen tohumlarda kok
uzunlugu ortalama 2.28+0.6cm olgiildii. Olgiilen bu deger kontrol grubuyla
kiyaslandiginda anlamli fark tespit edildi (p<0.01). 100, 200 ve 400mg/L
konsantrasyonlardaki kok gelisiminde gozlenen azalma istatistiksel agidan Gnemli

derecede anlamli bulundu (p<0.0001).
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Sekil 3.6. Kontrol Grubu ve Farkli Sunset Yellow Konsantrasyonlarinda 72 Saat Cimlendirilen
Bezelye Tohumlarinda Gozlenen Kok Geligimi

3.2.3. Farkh sunset yellow konsantrasyonlarinin mitotik indeks iizerine

etkileri

Kontrol grubu ve farkli Sunset Yellow konsantrasyonlarinda g¢imlenen bezelye
tohumlarinin kok ucglarindan hazirlanan preparatlarda mitoz boliinme gegiren hiicre
sayist hesaplandi. Boliinen hiicre sayisina bagh mitotik indeks (%) ve t degeri
bulundu. Mitotik siklik iizerine farkli Sunset Yellow konsantrasyonlarinin etkisi,
Tablo 3.9°da sunulmaktadir.
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Tablo 3.9. Farkli Konsantrasyonlarda Sunset Yellow Gruplari ile Kontrol Gurubuna Ait K6k Ucu
Hiicrelerindeki Mitotik Indeks Degerleri

Uygulanan

Sayilan Boliinen Mitotik

Sunset Yellow _ (t) degeri J| (p) degeri
hiicre hiicre indeks (%)

konsantrasyonu

Kontrol

10 mg/L

25 mg/L

50 mg/L

100 mg/L

200 mg/L

400 mg/L

(*p<0.01)

Mitotik indeks; kontrol grubunda % 18.20 olarak hesaplanirken, 10mg/L
konsantrasyonda % 17.06 hesaplandi. 10mg/L konsantrasyonda goriillen mitotik
indeksteki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (p>0.05). 25mg/L Sunset
Yellow’da ¢imlendirilen tohumlardaki mitotik siklikta ise kontrole kiyasla ileri
derecede anlamli azalma tespit edildi (p<0.00001). 50mg/L konsantrasyonda dlgiilen
mitotik indeks % 14.63 iken bu azalma, istatistiki hesaplamalar sonucunda anlamli
bulundu (p<0.001). 100, 200 ve 400mg/L konsantrasyonlarda gézlenen mitotik

indeksteki azalma istatistiksel olarak ileri derecede anlamli bulundu (p<0.00001).
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3.2.4. Sunset yellow’un farkh konsantrasyonlarinda ¢cimlendirilen tohumlarin

mitotik anormallik oranlari

Kontrol grubu ve ¢esitli konsantrasyonlardaki sunset yellow uygulanan tohumlarin

mitotik anormallik oranlar1 hesaplandi. Bu degerler Tablo 3.10°da sunulmaktadir.

Tablo 3.10. Sunset Yellowun Farkli Konsantrasyonlarda Cimlendirilen Tohumlarm Mitotik
Anormallik Dagilimi

Uygulanan Anormallik
Normal Anormal
Sunset Yellow J| Hiicre sayisi ) ) yiizdeleri
mitoz mitoz

konsantrasyon (%0)

Kontrol

10 mg/L

25 mg/L

50 mg/L

100mg/L

200 mg/L

400 mg/L

Yapilan gozlemler sonucunda, saf suda ¢imlendirilen bezelye tohumlarinda mitotik
anormallik orant  %]1.11 olarak hesaplandi.  Sunset Yellow’un farkli
konsantrasyonlarinda ¢imlenen tiim gruplarda mitotik anormallik yilizdelerinin arttig1
tespit edildi. Mitoz anormalligindeki bu artis istatistiksel olarak tiim konsantrasyonlar

i¢in anlamli bulundu (p<0.00001).
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Mitozun farkli sathalarindaki hiicrelerin sayilimi ile anormallik goriilen hiicrelerin

sayis1 ve yiizdeleri Tablo 3.11°de sunulmaktadir.

Tablo 3.11. Farkli Konsantrasyonlarda Sunset Yellowda Cimlendirilen Tohumlarin Mitotik Evre
Dagilimi ve Anormallik Oranlar1

Uygulanan

AN AN AN AN
konsantasyon N A N A N A N A
(%) (%)

Kontrol

10 mg/L

25mg/L

50 mg/L

100 mg/L

200 mg/L

400 mg/L

Profaz evresinde; kontrol grubu ile Sunset Yellow’un 10, 25, 50 ve 100mg/L
konsantrasyonlarinda herhangi bir anormal boliinme gozlenmedi. 200mg/L

konsantrasyonda 1 ve 400mg/L’de 2 anormal boliinmeye rastlandi.

Metafaz sathasinda kontrol dahil tiim gruplarda normal béliinmedeki hiicre sayisi
azalirken, anormal hiicre sayisi artmaktadir. Anafaz evresinde kontrol grubunda
g6zlenen anormallik oran1 % 4.16 iken bu oran en yiiksek % 55.55 olarak hesapland..

Telofaz evresinde incelenen hi¢bir konsantrasyonda anormal bdliinmeye rastlanmadi.
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3.2.5. Sunset yellow’un farkh konsantrasyonlarinda cimlendirilen

tohumlarda interfaz anormalligi

Farkli doz gruplarina ait preparatlar incelenirken, boliinme gegirmeyen hiicrelerde

¢ekirdek biiziilmelerine rastlandi (Tablo 3.12).

Tablo 3.12. Sunset Yellow’un Farkli Konsantrasyonlarinda Cimlendirilen Tohumlarin Normal ve
Anormal Interfaz Dagilimi

Uygulanan Hiicre Béliinen Normal § Anormal § Anormallik

konsantrasyon sayisi hiicre interfaz interfaz j| orani (%)

Kontrol

10 mg/L

25mg/L

50 mg/L

100 mg/L

200 mg/L

400 mg/L

Saf suda c¢imlendirilen tohumlarda interfazda 3 anormal hiicre sayilirken, doz
gruplarinda (400mg/L) en yiiksek 121 hiicre olarak tespit edildi. En disik
konsantrasyon (10mg/L) dahil tiim gruplarda anormallik oraninda artis gozlendi. Bu
artig; kontrol grubu ile karsilastirildiginda, istatistiksel agidan anlamli bulundu

(p<0.00001).
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3.3. Farkh tartrazin ve sunset yellow konsantrasyonlarinda ¢imlendirilen

tohumlarda mitotik anormallik tanimlarn

Sekil 3.7. Tartrazinin 400mg/L konsantrasyonuna maruz kalmis hiicrelerde anafazda geri kalma (siyah
ok), metafazda biiziilen kromozomlar (beyaz oklar) (10X40)

Sekil 3.8. Tartrazinin 400mg/L kantrasyonuna maruz kalmis hcrelerde metafazda fregmantasyon
(siyah ok) (10X100)
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Sekil 3.9. Tartrazinin 400mg/L konsantrasyonuna maruz kalmig hiicrelerde metafazda poliploidi
(beyaz ok) (10X100)

Sekil 3.10. Tartrazinin 25mg/L konsantrasyonuna maruz kalmis hiicrelerde normal metafaz ( siyah ok),
biiziismiis metafaz (beyaz ok) (10X10)
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Sekil 3.11. Tartrazinin 25mg/L konsantrasyonunda metafaz plaginda toplanamama (siyah ok) (10X40)

Sekil 3.12. Tartrazinin 100mg/L konsantrasyonuna maruz kalmis hiicrelerde anafazda geri kalma
(siyah ok) (10X100)
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Sekil 3.13. 100mg/L Tartrazinde ¢ekirdek biiziilmesi (10X10)

Sekil 3.14. 100mg/L Tartrazinde ¢ift ¢ekirdek (Siyah ok) (10X100)
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Sekil 3.15. Sunset yellow 400mg/L konsantrasyondaki hiicrede milroniikleus (siyah ok) (10X40)

““7“""”"’.’:?”"—7‘ »

Sekil 3.16. Sunset Yellow 200 mg/L konsatrasyondaki hiicrede anafazda geri kalma (Siyah ok)
(10X40)
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Sekil 3.17. Tartrazin 10mg/L konsantrasyonundaki hiicrede metafazda poliploidi (beyaz ok) (10X100)

Sekil 3.18. Tartrazin 10mg/L konsantrasyonundaki hiicrede profazda fragmentasyon (beyaz ok)
(10X100)
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Sekil 3.19. Sunset Yellow 10 mg/L konsatrasyondaki hiicrede anafazda geri kalma (siyah ok)
(10X100)

Sekil 3.20. Sunset Yellow 100 mg/L konsatrasyondaki hiicrede metafazda yapisma (beyaz ok)
(10X100)



BOLUM 4. TARTISMA

Bu caligmada gidalarda boya maddesi olarak yaygin olarak kullanilan Tartrazin ve
Sunset Yellow’un Pisum sativum L. model organizmasi iizerine olasi genotoksik
etkileri incelendi. Gida boyalar1 ile yapilan genotoksik ¢alismalar siireklilik arz
etmesine ragmen, bu ¢aligma bitki model organizmasi iizerinde yapilan ilk caligma

niteligindedir.

Gida boyalar1 ile yiiriitiilen daha Onceki bazi genetik toksikoloji caligmalari,
Tartrazin’in higbir mutajenik potansiyeli olmadigini géstermektedir ( Brown ve
ark.,1978; Muzzall ve Cook, 1979; Sankaranarayanan ve Murthy, 1979; Haveland-
Smith ve Combes, 1980; Chung ve ark.,1981; Ishidate ve ark., 1981; Tarja'n ve ark.,
1982; Brown ve Dietrich, 1983; Chung, 1983; Ishidate ve ark., 1984; Karpliuk ve
ark., 1984; Henschler ve Wild, 1985; Cameron ve ark., 1987; Munzner ve Wever,
1987; Izbirak ve ark., 1990; Rafii ve ark., 1997). Hi¢bir ¢alismada, mikroniikleus’a
rastlanmamistir (Tarja'n ve ark., 1982; Renner, 1984). Yine Renner (1984), kardes
kromatid degisimi, mikroniikleus ve kromozom aberasyonu testlerinde negatif

sonuclar bulmustur.

Diger genetik toksikoloji ¢aligmalar1 ise; Tartrazin’in mutajenik potansiyele sahip
oldugunu gostermektedir. Tartrazin’in Cin Hamsterlarinda (ishidate ve ark., 1981,
1984 ) ve siganda ( Giri ve ark., 1990) somatik hiicrelerde mutasyona sebep oldugu,
fakat farede (Durnev ve ark., 1995) mutasyona sebep olmadig: ortaya konulmustur.
Yine bir ¢calismada ¢in hamster fibroblast hiicrelerinde Tartrazin uygulamasindan 48
saat sonra poliploid hiicrelerin olus sikliginda kiiciik bir artis bulunmustur (Ishidate
ve ark., 1984). Giri ve ark. (1990), gidalarla yiiksek dozda Tartrazin’e maruz kalmis
fare ve sican kemik iligi hiicrelerinde kromozomal aberasyonlarda ve kardes
kromatid degisimlerinde énemli artis oldugunu belirtmektedir. /n vivo tek hiicre jel

elektroforez deneyi ya da ‘Comet assay’ deneyleri tartrazinin giinlilk alim miktarma
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(ADI) yakin dozlarda, farelerin kolonlarinda DNA hasarina neden oldugunu
gostermistir (Sasaki ve ark., 2002).

Sunset yellow’la yeterli ¢aligmalar olmamasina ragmen eldeki ¢alismalar genelde
bakterilerde ya da mayalarda gerceklestirilen mutajenite testleridir. Fare, sigan ve
hamster’lerin kemik iligi hiicrelerinde klastojenite caligmalar1 siirdiiriilmiis ve
bilesigin karsinojenik ve genotoksik etki yapmadigi rapor edilmistir (JECFA, 1982;
Wewer ve ark., 1989).

Bu calismada; gidalarda renklendirici olarak kullanilan Tartrazin ve Sunset
yellow’un kromozomal aberasyonlara ve sitotoksik etkiye sebep olup olmadigi

belirlenmeye ¢alisiimistir. Bezelye bitkisi 6zelinde incelenmistir.

Tartrazin’in ¢calismada kullanilan tiim konsantrasyon gruplarinda ¢imlenme oranina
bakildiginda; sadece 24. saatte kontrol grubuna kiyasla azalma gozlenmistir.
Cimlenmenin 48. ve 72. saatlerinde ise, kontrol ve tiim ¢alisma gruplarinda
¢imlenme orami %100 olarak tespit edilmistir. 24.saatte ¢imlenme oranindaki
azalmanin Tartrazin’in kimyasal yapisindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Nitekim;
Tartrazin Sodyum tuzu olarak da tanimlanabilinmektedir. Tuzlu ortamda yetistirilen
bitkilerin ¢ogu osmotik diizenleme yapabilir. Boyle bir diizenleme sonucu su
potansiyeli diiserken turgor kayb1 dnlenir; ancak bilinmeyen bir nedenden 6tiirii, bu

diizenlemeden sonra bitkilerin biiylimesi yavaslar (Bressan ve ark., 1990).

Tartrazin’in bezelye bitkisinde kok biiyiimesi ve gelisimine etkisini belirlemek
amaciyla yapilan deneylerde, kontrole kiyasla 10 ve 25mg/L konsantrasyonlarda
anlamli bir fark belirlenmedi. 50 mg/L Tartrazin konsantrasyonunda ¢imlendirilen
tohumlarin kok uzunlugunda, istatistiksel acidan anlamli azalma tespit edildi
(p<0.05). 100mg/L konsantrasyonda ise kok uzunlugunda anlamli artis gozlendi
(p<0.01). 200mg/L konsantrasyonda kontrolle kiyaslandiginda herhangi bir fark
belirlenmezken ¢aligmanin en yliksek konsantrasyonunda kok uzunlugunda azalma
tespit edilmistir (p<0.01).

Elde edilen sonuglar, Poul ve ark.’mn 2009’da yaptig1 ¢alismanin sonuglari ile

paralellik gostermektedir. Farelere agizdan farkli konsantrasyonlarda Tartrazin
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uygulanmast sonucunda, 20 mg/kg ve 200 mg/kg’lik dozlarda mitotik hiicrelerde
artig; 2000 mg/kg’lik doz uygulandiginda ise mitotik hiicrelerde anlamli azalma
gbzlendigi rapor edilmistir. Mitotik indeksteki artis, bilesenlerin mitotik hiicrelerin
toplanmasin1 kapsayan hiicre dongiisii siirecini engellediginin ya da gegici
sitotoksisitenin bir sonucu olarak kolon hiicrelerindeki cogalmanin gostergesi olarak

aciklanmaktadir.

Tartrazin’in mitotik indeks iizerine etkileri ile ilgili gézlemlerde; 100 mg/ L doz
grubu harig, tiim gruplarda konsantrasyon yogunlugu ile mitotik indeks arasinda ters
orant1 gozlenmistir. Diger gruplara kiyasla mitotik indeks en yiiksek 100mg/L
konsantrasyonda c¢imlenen tohumlarin kok hiicrelerinde tespit edilmistir. Bu sonug

bezelye tohumlarmin kdk uzunlugu ile paralellik gostermektedir.

Mitotik indeks yasayan tiim organizmalar i¢in kabul edilebilir bir sitotoksik ol¢tittiir
(Amer ve Ali, 1974). Sitotoksik seviye mitotik indeks oranindaki azalmayla
belirlenebilir. % 50’ den daha az orandaki azalmalar genelde subletal etkiyi ifade
eder. Eger mitotik indeks oranindaki azalma % 50’ nin {izerine ¢ikarsa test
organizmasi iizerinde oldiiriicti etkiye sahip olabilir. Genellikle sitotoksik maddeler
mitoz tizerine olan etkilerini mikrotiibiil olusumunu inhibe ederek gosterirler. Birgok
arastirmaciya gore C-mitoz, multipolar anafaz ve yapiskanliklar gibi anormallikler ig
ipligi formasyonunun inhibisyonuna baglanmaktadir (Amer ve Ali, 1974; Lazareve
ve ark., 2003).

Farkli Tartrazin konsantrasyonlarinda ¢imlendirilen bezelye tohumlarinin kék ucu
hiicrelerinden hazirlanan preparatlarda, cesitli mitotik anormallikler gdézlenmistir.
Bunlar; metafaz palaginda toplanamama, poliploidi, anafazda geri kalma,
kromozomlarda yapisma, fregmantasyon, cift cekirdek, c¢ekirdek biiziilmeleri ve
mikroniikleusdur. Bu ¢aligmada Tartrazin’in tiim konsantrasyonlarinda ortaya c¢ikan
mitotik anormallik oranlar1 istatistiksel agidan ileri derecede anlamli bulunmustur
( p<0.00001). Daha 6nce Tartrazin’in olas1 genotoksik etkilerini, bitkiler iizerinde
inceleyen ¢aligmaya rastlanilmadigindan, kiyaslamalar deney hayvanlar1 {izerine
yapilan caligmalardan yararlanilarak gerceklestirilmektedir. Giri ve ark. (1990),

gidalarla yiiksek dozda Tartrazin’e maruz kalmis fare ve sigan kemik iligi
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hiicrelerinde kromozomal aberasyonlarda ve kardes kromatid degisimlerinde 6nemli
artis oldugunu belirtmektedir. Tartrazin’in etkisi altinda tespit edilen sonuglar, bu

calismada elde edilen bulgularla benzerlik géstermektedir.

Sunset Yellow’un 10, 25, 50, 100, 200 ve 400mg/L konsantrasyonunda ¢imlendirilen
tohumlarda ¢imlenme oranina bakildiginda, 24. saatte 200mg/L konsantrasyonda
anlamli bir azalma (p<0.05) ve 400mg/L konsantrasyonda istatistiksel agcidan anlamli
azalma (p<0.01) tespit edildi. Cimlenmenin 48. ve 72. saatlerinde tiim gruplar
kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli fark gozlenmedi. Elde edilen bulgular

Tartrazin’de ¢imlendirilen gruplarla benzerlik gostermektedir.

Sunset Yellow’un farkli konsantrasyonlarinda ¢imlendirilen bezelye tohumlarinda,
kok gelisimi incelendiginde tiim gruplarda, kok gelisiminin anlamli sekilde azaldig:
gbézlenmistir. Kok uclarindan elde edilen preparatlarda mitotik indeks
hesaplandiginda, sadece 10mg/L konsantrasyonda fark gézlenmedi. Diger tiim
konsantrasyonlarda mitotik indeks, istatistiksel agidan anlamli sekilde azalmustir.
Mitotik indeks, hiicre boliinmesinin frekansini yansitir ve kok biiyiime oranlarinin
belirlenmesine yonelik 6nemli bir parametredir. Bu c¢alismanin bulgularma gore,
konsantrasyon gruplarina ait mitotik indeks ve kok uzunluklar1 oranlar1 paralellik

gostermis olup, hemen hemen tiim konsantrasyonlarda azalma saptanmistir.

Poul ve ark. (2009), farelere agizdan 200 mg/kg ve 1000 mg/kg Sunset Yellow
uygulandiginda, bagirsak hiicrelerinde, mitotik hiicrelerin arttigin1 bildirmektedir. ki
calisma arasindaki farklhilik, kullanilan model organizmanmn farkli olusu ile
aciklanabilir. Ayni1 zamanda, Sunset Yellow’da ¢imlendirilen tohumlar, ¢imlenme
siirecinde gida boyasmin kimyasal yapisindan dolayr farkli fizyolojik tepki

gosterebilmektedir.

Sunset Yellow’da ¢imlenen tohumlardan hazirlanan preparatlar incelendiginde,
Tartrazin’de ¢imlendirilen tohumlarda gozlenen anormalliklere benzer mitotik
anormallikler tespit edildi. Caliyma grubundaki tiim konsantrasyonlar kontrol grubu

ile kiyaslandiginda, mitotik anormallik yiizdelerinin arttig1 gézlendi.
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Tartrazin ve Sunset Yellow’un tiim gruplarindaki anormallikler incelendiginde, en
fazla gozlenen anormalliklerin kromozomlarda poliploidi, yapisma, fragmentasyon
ve anafaz kopriileri oldugu belirlendi. Fragmentasyon, ¢coklu kromozom kiriklarinin
bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir (Grant, 1978). Kromozom kiriklarina neden
olan kimyasal maddeler klastojenik ajanlar olarak bilinirler ve kromozomlar
iizerindeki etkilerini DNA’ya etki ederek gergeklestirdikleri belirtilmektedir
(Chauhan ve ark., 1999). Kromozomlarda toksik bir etki sonucu meydana gelebilen
yapisma olayr ise, genellikle geri doniisiimsiizdiir ve bitkinin Oliimiine neden
olabilmektedir (Klasterska ve ark., 1976). Patil ve Bhat (1992) kromozom
yapiskanligint ¢ogunlukla kromatin materyalinin protein matriksini i¢ine alan
fizyolojik bir adezyon tipi olarak tanimlamistir. Yapiskanlik, DNA’daki fosfat
gruplar1 ile komplekslerin formasyonu {izerine kimyasal maddelerin etkisi olarak
kabul edilebilir (\VValle ve Ulmer, 1972). Bir takimdaki kromozom sayismin hepsinin
birden ikiden fazla kata yiikselmesi sonucu meydana gelen poliploidi olayi,
genotoksisiteyi tespit etmeye yoOnelik diger bir anormallik tipidir. Poliploidi
sonucunda 3n, 4n, 5n ve daha yiiksek katsayili kromozomlara sahip bireyler meydana
gelir. Bu ¢alismada, mikroskobik incelemeler sonucu gozlenen anormalliklerden bir
digeri, anafaz koprisidiir. Anafaz koprisii kullandigimiz  iki kimyasalda da
gbzlenmistir. Kromozom kopriileri, genellikle metafazda kromozomlarin yapismasi
veya kullanilan kimyasal maddelerin klastojenik etkisi sonucu kromozomlarin kopup
sonra yeniden birlesmesi sonucu meydana gelebilir (Tiirkoglu, 2007; Tomkins ve
Grant, 1972). Kromozom segmentlerinin diizensiz translokasyon ve inversiyonlari da
kromozom kopriilerine neden olabilir (Gomiirgen, 2005). Kromozom kopriileri veya
kromatidler arasi baglantilar metafazda kardes kromatidlerin birlesimi sonucu olusan
kromatin fiberleri tarafindan meydana getirilirler ve bu kromatidler ge¢ anafaz veya
telofaza kadar bir arada kalirlar. Eger bu baglantilar ¢ok gerilirse, kromatidler
anafazdaki birlesme noktalarinda veya bu noktalara yakin yerlerden kirilabilirler. Bu
kirilmalar kardes kromatidlerin her ikisinde de ayri1 noktada meydana gelebilir ve

sonugta kromozom benzeri yapilar olan fragmentlerin olusumuna neden olur.

Sonug olarak; her iki gida boyasinda ¢imlendirilen tohumlarda gozlenen mitotik

indeksteki azalmadan dolay1, ¢alismada kullanilan gida boyalarinin sitotoksik etkiye
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neden olabilecegi ayn1 zamanda gdzlenen mitotik anormalliklerin orani nedeniyle bu

boyalarin canlida genotoksik etki olusturabilecegi diisiiniilmektedir.

Gida katki maddelerinin tiiketiminin, kulanim miktarlarindan daha az miligramlarda
bile, baz1 kisilerde gida intoleransimna neden olabilecegi diistiniilmektedir. Boyle
durumlarda, gida intoleransi ile baglantili oldugu diisiiniilen Tartrazin ve Sunset
Yellow gibi iceren gida yemekten kaginilmalidir. Bu amagla boyalarin varligi, gida
veya ilaglarin etiketlerinde acikga belirtilmelidir. Ozellikle, dondurma tath gibi
endise iceren triinler iizerlerinde net bir etiket olmadan satilmamalidir (Poul ve ark.,

2009).



KAYNAKLAR

AMER, S.M., ALI, E.M., Cytological effects of pesticides V. Effects of some
herbicides on Vicia faba. Cytologia, 39, 633-643, 1974.

Amerika Ulusal Toksikoloji Programi, Carcinogenesis bioassay of FD&C Yellow No.
6. Cas No. 2783-94-0. 1981.

ASHBY, J., TENNANT, R.W., Chemical structure, Salmonella mutagenicity and
extent of carcinogenicity as indicators of genotoxic carcinogenesis among 222
chemicals tested in rodents by the U.S. NCI/NTP. Mutat. Res. 204, 17-115, 1988.

ATMAN, v.C., Gida Katk1 Maddeleri ve Gida Kontrolii.
www.tth.org.tr/STED/sted0304/gida.pdf. 2004.

BENIGNI, R., Analysis of the National Toxicology Program data on in vitro genetic
toxicity tests using multivariate statistical methods. Mutagenesis 4, 412-419, 1989.

BIO/DYNAMICS, A long-term oral carcinogenicity study on FD&C Yellow #6 in
rats. Unpublished, 1982a.

BIO/DYNAMICS, A long-term oral carcinogenicity study on FD&C Yellow #6 in
mice. Unpublished, 1982b.

BORZELLECA, J.F., HALLAGAN, J.B., Chronic toxicity/carcinogenicity studies of
FD&C Yellow No. 5 (Tartrazine) in rats. Food and Chemical Toxicology 26(3): 179-
87, 1988a.

BORZELLECA, J.F., HALLAGAN, J.B., A chronic toxicity/carcinogenicity study
of FD&C Yellow No. 5 (Tartrazine) in mice. Food and Chemical Toxicology 26(3):
189-94, 1988bh.

BORZELLECA, J.F., OLSON, JW., RENO, F.E., Lifetime toxicity/ carcinogenicity
study of FD&C Red No. 40 (Allura Red). In sprague-dawlay rots. Foot chem. Toxicol.
27: 701-5,1989.

BRESSAN, R.A., NELSON, D.E., IRAKI, N.M., LA ROSA, P.C., SINGH, N.K,,
HASEGAWA, P.M., CARPITA, N.C. Reduced cell expansion and changes in cell
walls of plant cells adapted to NaC1l. In: Environmental injury to plants, pp. 37-171,
F. Katterman, ed. Academic Press, Inc.,1990.



61

BROWN, J., ROEHM, G., BROWN, R., Mutagenicity testing of certified food colors
and related azo, xanthene and triphenylmethane dyes with the salmonella/microsome
system. Mutat. Res. 56, 249-271, 1978

BROWN, J., DIETRICH, P., Mutagenicity of selected sulfonated azo dyes in the
Salmonella/microsome assay: use of aerobic and anaerobic activation procedures.
Mutat. Res. 116 (3—4), 305-315, 1983.

CAMERON, T., HUGHES, T., KIRBY, P., FUNG, V., DUNKEL, V., Mutagenic
activity of 27 dyes and related chemicals in the Salmonella/ microsome and mouse
lymphoma TK+/_ assays. Mutat. Res. 189, 223-261,1987.

CANNON, W.A., Studies in plant hybrids: the spermatogenesis of hybrid peas, Bull.
Torrey Bot. Club 30) 519-543, 1903.

CHAPPEL, C.l., HOWELL, J.C., Caramel colours. A historical introduction. Food
Chem. Toxicol. 30:351-57,1992.

CHAUHAN, L.K.S., SAXENA, P.N.,, GRUPTA S.K., Cytogenetic effects of
Cypermethrin and Fenvlerate on the root meristems cells of Allium cepa.
Environmental Experimental Botany, 42, 181-189, 1999.

CHICHESTER, D.F., TANNER, F.W., Food Clours. In Handbook of Food Additives,
2nd Ed. T.E. Furia, S. 587-596, CRC Press, Ohio, 1972.

CHUNG, K. T., G. E. FULK, et al, Mutagenicity testing of some commonly used
dyes. Applied and Environmental Microbiology 42(4): 641-8, 1981.

CHUNG, K.T., The significance of azo-reduction in the mutagenesis and
carcinogenesis of azo dyes. Mutat. Res. 114, 269-281, 1983.

CROSBY, N.T., Food Colours. In Environmental Carcinogens Selected Methods of
Analysis, Some Aromatic Amines and Azo Dyes, Vol,4. H. Egan (Ed.) P. 311-320,
International Agency for Research on Cancer, Lyon, 1981.

DANIEL, J. W., The excretion and metabolism of edible food colors. Toxicology and
Applied Pharmacology 4: 572-94, 1962.

DAS, A., MUKHERJEE, A., Genotoxicity testing of the food colours amaranth and
Tartrazine. Int. J. Hum. Genetics, 4, 277-280, 2004.

DAVIS, P.H, Flora of Turkey, Vol. 3, Edinburgh Press, Edinburgh, pp. 370-373,
1970.

DAVIS, K. J., O. G. FITZHUGH, et al., Chronic rat and dog toxicity studies on
Tartrazine, Toxicology and Applied Pharmacology 6: 621-6., 1964.

DELGADO-VARGAS, F., PAREDES-LOPEZ, O., Natural Colorants for Food and
Nutraceutical Uses, CRC Press, 2003.



62

DURNEV, A.D., ORESHCHENKO, A.V., KULAKOVA, AV., BERESTEN, N.F.,
[Analysis of cytogenetic activity of food dyes]. Vopr. Med. Khim. 41, 50-53, 1995.

ELCI, S., ACIKGOZ, E., Baklagil (Leguminosae) ve Bugdaygil (Gramineae) Yem
Bitkileri Tanitma Klavuzu. TIGEM. Afsaroglu Matbaas1. Ankara, 1994.

EL-SAADANY, S.S., Biochemical effect of chocolate colouring and flavouring like
substances on thyroid function and protein biosynthesis. Die Nahrung. 35:335-
43,1991.

EFSA, Panel on Food Additives and Nutrient Sources added to Food.EFSA Journal,
7(11), 1330, 2009.

FARAG, IM, ABDEL AZIZ KB, EL-NAHASS E, ZAHER M, HEGAZY MA,
ROSHDY HM, Cytogenetic studies on the effects of Tartrazine, beta-carotene and a
mixture of both dyes on pregnant mice and their embryos. Bulletin of the National
Research Centre (Egypt) 26, 93-109. 2001.

FDA, FD&C Yellow No. 5, Food and Drug Administration;, action, final rule,
removal of stay, Federal Register. 50, 35774-35783, 1985.

FDA, Permanent listing of FD&C Yellow No. 6; final rule, Federal Register. 51:
41765-41783, 1986.

FLAMM, W.G., JACKSON, B.A., FD&C Yellow No. 5 Safety Evaluation.
Reference to memorandum from Flamm to Gryder, Department of Health and Human
Services, 1985.

GARNER, RC., NUTMAN, C.A., Testing of some azodyes and their reproduction
products for mutagenicity using S. typhimurium TA 1538. Mutation Res. 44, 9-19,
1977.

GIRI, A K., DAS, S.K., TALUKDER, G., SHARMA, A, Sister chromatid exchange
and chromosome aberrations induced by Curcumin and Tartrazine on mammalian
cells in vivo. Cytobios. 62 (249), 111-7., 1990.

GOMURGEN, A.N., Cytological effect of the potassium metabisulphite and potssium
nitrate food preservative on root tips of Allium cepa L., Cytologia, 70, 119-128., 2005.

GRANT, W.F., Chromosome aberrations in plants as a monitoring system. Envir.
Health Perspectives, Vol 27 pp 37-43, 1978.

HAVELAND-SMITH, R.B., COMBES, R.D., et al., Methodology for the testing of
food dyes for genotoxic activity: experiments with red 2G (C.I. 18050). Mutation
Research 64(4): 241-8, 1979.

HAVELAND-SMITH, R., COMBES, R., Screening of food dyes for genotoxic
activity. Food Cosmet. Toxicol. 18, 215-221, 1980.



63

HAYASHI, M., MATSUI, M., et al., Genotoxicity evaluation datasheet of food
additives by the MHW (1980-1998), Environmental Mutagenesis Research 22, 27-44,
2000.

HENSCHLER, D., WILD, D., Mutagenic activity in rat urine after feeding with the
azodye Tartrazine. Arch. Toxicol. 57, 214-215. 1985.

HONOHAN, T., ENDERLIN, F.E., et al., Intestinal absorption of polymeric
derivatives of the food dyes Sunset Yellow and Tartrazine in rats. Xenobiotica 7(12),
765-774, 1977.

HUEPER, W.C., Potential role ofnon-nutritivefood additives and contaminants as
environmental carcinogens. A. M. A. Archives Path., 62. 218, 1956.

ISHIDATE, M J., SOFUNI, T.,et al,Primary mutagenicity screening of food additives
currently used in Japan. Food and Cosmetics Toxicology 22(8), 623-636, 1984.

ISHIDATE, M., SOFUNI, J., YOSHIKAWA, K., Chromosomal aberration tests in
vitro as a primary screening tool for environmental mutagens and/or carcinogens.
Gann Monogr. Cancer Res. 27, 95-108, 1981.

IZBIRAK, A., SUMER, S., DIRIL, N., Gidalara katilan baz1 azo boyalarm mutajenik
etkilerinin test edilmesi. Mikrobiyoloji Biilt. 24,48-56, 1990.

JANSSON, T., ZECH, L., Effects of vanilin on sister chromatid exchanges and
choromosome aberrations in human lymphocytes. Mut. Res. 190,221-24, 1987.

JECFA, Specifications for identity and purity and toxicological evaluation of food
colours. In: FAO Nutrition Meetings Report Series No. 38B. WHO, Geneva, 1964.

JECFA, World Health Organization. Sunset Yellow FCF. WHO Food Additives
Series, vol. 17. <http://www.inchem.org/documents/jecfa/jecmono/v17je29.
htm>,1982.

JONES, R., RYAN, AlJ., et al. The metabolism and excretion of Tartrazine in the
rat, rabbit and man. Food and Cosmetics Toxicology 2, 447-52 ,1964.

KARAALI, A., Gida Katki Maddeleri, ITU Gida Miihendisligi B6liimii, 20086.
KARPLIUK, LA, VOLKOVA, N.A., OKUNEVA, LA, GOGOL, AT,
RYBAKOVA, K.D., [Mutagenic effect of the food-coloring agents Tartrazine and
indigo carmine]. Vopr. Pitan. 58-61, 1984.

KAWACHI, T., YAHAGI, T., et al, Cooperative programme on short-term assays for
carcinogenicity in Japan.” TARC Scientific Publications (27), 323-30, 1980.

KILICCIOGLU, O., Gida Renklendiricilerinden Eitrosin’in Teratojenik Etkileri ve
Atopik Hastaliklarin Etiyolojisindeki Rolii, 1995.



64

KLASTERSKA, I., NATARAJAN, A.T., RAMEL, C., An interperation of the origin
of subchromatid aberrations and chromosome stickiness as a catogory of chromatid
aberrations. Hereditas, 83, 153-162 ,1976.

LAKDAWALLA, A.A.,, NETRAWALLI, M.S., Mutagenicity, comutagenicity and
antimutagenicitiy of erythrosine (FD&C Red No. 3), a food dye, in the Ames/
Salmonella assay. Mut. Res. 204, 131-39, 1988(a).

LAKDAWALLA, A.A.,, NETRAWALLI, M.S., Erythrosine, a permitted food dye, is
mutagenic in the Bacillus subtilis multigene sporulation assay. Mut. Res. 206: 171-76,
1988 (b).

LARSSON, K.S., A teratologic study with the dyes amaranth and porceau-4R in mice.
Toxicology, 4:75-82, 1975.

LAZAREVE, E.M., POLYAKOV, V.Y., CHENTSOV, Y.S., SMURNOVA E.A,,
Time and cell dependent formation of heterogeneous tubulin arrays induced by
colchicines in Triticum aestivum root meristem. Cell Biology International, 27:633-
646, 2003.

LEWITSKY, G.A., The morphology of the chromosomes, Trudy Prikiady botanike,
Genetike Selektii 27 103-173, 1931.

LUCK, H., RICKERL, E., Food additives and mutative effects. VI Report, Z.
Lebesmitt.-Untersuch. 112, 157-174,1960.

MA, T.H., The role of plant systems for the detection of environmental mutagens and
carcinogens. Mutat Res., 437: 97-100, 1999.

MARMION, H.D., Handbook of U.S. Colorants for Foods, Drugs and Cosmetics, P.
6, John Wiley Sons. New York ,1979.

MARSHAK, A., The morphology of the chromosomes of Pisum sativum, Cytologia
2 318-339, 1931.

MATULA, T.L., DOWNIE, R.H., Genetic toxicity of erythrosine in yeast. Mut. Res.
138: 153-56, 1984.

MCGREGOR, D.B., BROWN, A., et al, Responses of the L5178Y tk+/tk- mouse
lymphoma cell forward mutation assay: III. 72 coded chemicals.” Environmental and
Molecular Mutagenesis 12(1), 85-154, 1988.

MUNZNER, R., WEVER, J., Mutagenic activity of the feces of rats following oral
administration of tartrazine, Arch Toxicol 60, 328-330, 1987.

MUZZALL, J.,, COOK, W., Mutagenicity test of dyes used in cosmetics with the
salmonella/mammalian-microsome test. Mutat. Res. 67, 1-8, 1979.



65

PATIL, B.C, BHAT, T.G.I., A comparative study of MH and EMS in the induction
of chromosomal aberrations on lateral root meristem in Clitoria termata L., Cytologia
57, 259-264, 1992.

PATTERSON, R.M., BUTLER, J.S., Tartrazine-induced chromosomal aberrations in
mammalian cells. Food and Chemical Toxicology 20(4), 461-5,1982.

POLLASTRINI, M.T., BAREA, M., SALAS, J., [Genotoxic study of commercial
dyes with Tartrazine base in S. typhimurium his- and E. coli trp-]. Rev. Sanid. Hig.
Publica. (Madr.) 64, 203-209, 1990.

POUL, M., JARRY, G., ELHKIM, M.O., POUL, J-M, Lack of genotoxic effect of
food dyes amaranth, sunset yellow and Tartrazine and their metabolites in the gut
micronucleus assay in mice. Food and Chemical Toxicology 47, 443-448, 2009.

RADOMSKI, J.L., MELLINGER, T.J., The absorption, fate and excretion in rats of
the water-soluble azo dyes, FD&C Red No. 2, FD&C Red No. 4, and FD&C Yellow
No. 6. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics 136: 259-66,1962.

RADOMSKI, J.L., Toxicology of Food Colors. Annu- Rey. Pharmacol 14, 127-137,
1974.

RAFII, F., HALL, J., CERNIGLIA, C., Mutagenicity of azo dyes used in foods, drugs,
and cosmetics before and after reduction by Clostridium species from human
intestinal tract. Food Chem. Toxic., 897-901, 1997.

RENNER, H.W., Tartrazine—a reinvestigation by in vivo cytogenetic methods. Food
Chem. Toxicol. 22, 327, 1984.

RYAN, A.J., WELLING, P.G., et al. Further studies on the metabolism of Tartrazine
and related compounds in the intact rat. Food and Cosmetics Toxicology 7(4): 287-
95,1969.

SANKARANARAYANAN, N., MURTHY, M.S., Testing of some permitted food
colours for the induction of gene conversion in diploid yeast. Mutation Research
67(4): 309-314, 1979.

SARAH, KOBYLEWSKI, Ph.D. Candidate Molecular Toxicology Program
University of California, Los Angeles and Michael F. Jacobson, Ph.D. Executive
Director Center for Science in the Public Interest, 2010.

SASAKI, YF., KAWAGUCHI, S., KAMAYA, A., OHSHITA, M., KABASAWA, K.,
IWAMA, K., TANIGUCHI, K., TSUDA, S., The comet assay with 8 mouse organs:
results with 39 currently used food additives. Mutat. Res. 519, 103-119, 2002.

SEYHAN, A., Baz1 Gidalarda Tartrazin ve Indigotin’in Yiiksek Performansh Sivi
Kromotografi Yontemi ile Tayini, 2006.



66

SWEENEY, E.A., CHIPMAN, J.K., FORSYTHE, S.J., Evidence for direct-acting
oxidative genotoxicity by reduction products of azo dyes. Environ. Health Perspect.
102 Suppl 6, 119-122, 1994,

TARJA'N, V., KU" RTI, M., Mutagenicity testing of several food colourants certified
for use in Hungary. Mutat. Res. 97, 228, 1982.

TARMAN, O., Baklagillerden Yem Bitkileri Yetistirilmesi. Ziraat Vekaleti Nesriyatu.
Istanbul Matbaas1. Ankara, 1954.

TENNANT, R.W., STASIEWICZ, S., SPALDING, J.W., Comparison of multiple
parameters of rodent carcinogenicity and in vitro genetic toxicity. Environ. Mutagen.
8, 205-227 , 1986.

TOGAY, N., TOGAY, Y., ERMAN, M., YILDIRIM, B., Kislik iki Bezelye Hatti
(Pisum sativum ssp. arvense L.)’nda Farkli Bitki Sikliklarmin Bazi Tarimsal
Ozellikler Uzerine Etkisi. Yiiziincii Y1l Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarmm Bilimleri
Dergisi, 16 (2): 97-103, 2006.

TOMKINS, D.J., GRANT, W.F., Comparative cytological effects of pesticides
menazon, metrobromuron and tetrachloro nitrile in Hordeum and Tradescanita.
Canadian Journal of Genetics and Cytology, 14: 245-256, 1972.

TURK GIDA KODEKSiI YONETMELIGI,.T.C. Resmi Gazete. Sayr: 23172: 1-220,
1997.

TURKOGLU, S., Genotoxicity of five food preservation tested on root tips of Allium
cepa L. Mutation Research, 626, 4-14, 2007.

VALLE, B.L., ULMER, D.D., Biochemical effects of mercury, cadmium and lead,
Annual Review of Biochemistry, 41, 92-128, 1972.

VIOLA, M., NOSOTTI, A., Application of the Ames test on some dyes. Boll. Chim.
Farm. 117, 402, 1978.

WESTMORELAND, C., GATEHOUSE, D.G., The differential clastogenicity of
Solvent Yellow 14 and FD&C Yellow No. 6 in vivo in the rodent micronucleus test
(observations on species and tissue specificity). Carcinogenesis 12(8): 1403-7, 1991.

WEVER, J.,, MUNZNER, R., RENNER, HW., Testing of Sunset Yellow and Orange
Il for genotoxicity in different laboratory animal species. Environ. Mol. Mutagen. 13,
271-276 , 1989.

YENTUR, G., KARAKAYA, A.E., Kullanim: Yasaklanan Aromatik Azo
Yapisindaki Gida Boyalarinin Bazi Gida Maddelerinde Arastirilmasi, 1985.



67

YOSHIMOTO, M., YAMAGUCHI, M., HATANO. S. WATANABE T,
Configurational changes in rat liver nuclear chromatin caused by azo dyes. Food
Chem. Toxicol. 22, 337-344, 1984.

YURTTAGUL, M., AYAZ, A., Katki Maddeleri, Yanlislar ve Dogrular, Hacettepe
Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Beslenme ve Diyetetik Boliimii, 2008.



68

OZGECMIS

1983°de Ordu’da dogan Neslihan KIRCA EKINCI, Balikesir Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimi’nden 2006 yilinda mezun oldu. Sakarya

Universitesi Biyoloji Boliimii’nde Yiiksek Lisans 6grenimine 2009 yilinda basladi.



