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OZET

Mutajenik, karsinojenik, teratojenik ve giiclii toksik faktdrlerin, insanlar ve diger canlilar
tizerindeki genotoksik ya da mutajenik etkilerinin incelenmesinde ¢esitli sitogenetik
yontemler kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, Brilliant Blue ve Sunset Yellow renklendirici
gida katki maddelerinin periferal kan lenfositlerinde mikroniikleus, mitotik indeks ve
replikasyon indeksi tizerine etkileri degerlendirildi. Genotoksik testlerin sonuglarina gore,
Brilliant Blue ve Sunset Yellow mikroniikleus sikligini arttirirken, mitotik indeks ve
replikasyon oranlarimi azaltti. Sonuglar bu renklendirici gida katki maddelerinin 6zellikle
yiiksek konsantrasyonlarda potansiyel genotoksik ve sitotoksik bilesikler oldugunu

gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Brilliant Blue, Sunset Yellow, Genotoksik



THE INVESTIGATE OF GENOTOXIC EFFECTS OF BRILLIANT BLUE
AND SUNSET YELLOW FROM FOOD COLORANT ADDITIVES IN
HUMAN PERIPHERAL LYMPHOCYTE CULTURES
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ABSTRACT

The various cytogenetic methods are used to examine genotoxic or mutagenic effects on
people and other organisms of mutagenic, carcinogenic, teratogenic and strong toxic factors.
In this study, it was investigated that the effects of Brilliant Blue and Sunset Yellow from
food colorant additives on micronucleus, mitotic index and replication index in peripheral
blood lymphocytes. According to the results of the genotoxic tests, the Brilliant Blue and
Sunset Yellow are increased the frequencies of the micronucleus and decreased the rate of
mitotic and replication indexes. The results showed that these food colorant additives are

potential genotoxic and cytotoxic compounds at high concentrations.
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1. GIRIS

Giliniimiizde insan sagligina, biyolojik yap1 ile fiziksel ve kimyasal faktorlerin yan
sira ¢evresel faktorlerinde ¢ok onemli etkisi oldugu siddetle vurgulanmaktadir. Ciddi
kusurlara neden olan ve hastaliklara zemin hazirlayan dis etkenlerin basinda, gilinliik
yasantimizda farkinda olarak ya da olmayarak karsi karsiya kaldigimiz dogal ya da
sentetik kimyasal maddeler gelmektedir. Giinlimiizde hizli endistrilesmeye bagh
olarak ¢evresel kirliligin giderek artmasiyla, canlilarin daha fazla fiziksel ve
kimyasal ajana maruz kalmasina neden olmaktadir. Dolayistyla gili¢lii toksik,
mutajenik, karsinojenik ve teratojenik faktorlerin olumsuz etkilerini tespit ve
Onlemler alma ihtiyaci kagmilmaz olmaktadir. Bu faktorlerin, insanlar ve diger
canlilar {izerinde genotoksik ya da mutajenik etkilerinin incelenmesinde ¢esitli
sitogenetik yontemler kullanilmaktadir [1]. Bu ¢alisma kapsaminda da bazi
sitogenetik testler uygulanarak gidalarin renklendirilmesinde kullanilan Brilliant
Blue ve Sunset Yellow katki maddelerinin genotoksik etkilerinin belirlenmesi
amaclanmaktadir. Gidalarda kullanilan ve direkt beslenme yoluyla maruz kaldigimiz
bu maddelerin herhangi bir zararli etkilerinin bulunup bulunmadiginin belirlenmesi

insan saglig1 agisindan ¢ok 6nemli bir konudur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Gida Uriinlerinde Bulunan Katki Maddeleri

Gidalara istenilerek kimyasal madde katilimi ile ilgili tarihsel gelismeler
incelendiginde, tuz ve odun tiitsiisiiniin bilinen en eski katki kullanma yontemleri
oldugu anlasilmaktadir. Gida boyalarmin kullanim1 M.O 3500 yillarinda eski Misir'a
kadar dayanmaktadir. M.O. 3000’li yillarda ise et iiriinlerini saklamada tuzdan
yararlanildigi, M.O. 900°lii yillarda hem tuz, hem de odun tiitsiisiiniin gida saklama
yontemleri olarak kullanildigi goriilmektedir. Ortagagda tuz ve odun tiitsiisiiniin yani
sira, etlere nitrat konarak hem botilizm onlenmeye c¢alisilmis, hem de etin renginin

daha saglikli gériindiigii fark edilmistir [2].
2.1.1. Katki Maddesi

Tiiketime sunulan veya sunulacak olan gidalarin goriiniim ve lezzetlerini tiiketicinin
arzu ettigi duruma getirmek, bozulmalarini 6nleyerek, gidalarin raf dmriinti uzatmak
amactiyla gidalara tiiketime sunulmadan once bilingli ve amacl olarak ilave edilen

maddelere “Gida Katki Maddeleri” denmektedir [3].

Besinlerin iginde bulunan maddeler disinda degisik kimyasal maddeler ve bu
kimyasal maddelerin karistmindan olusan katki maddeleri besinlere degisik

siireclerde eklenmektedir. Ornegin; iiretim, isleme, paketleme ve depolama gibi [4].

Kullanilan katki maddelerinin miktar1 ve cinsinin saglik kuruluslar1 tarafindan
onaylanmasi gerekmektedir. Bu konuda Amerika’da bulunan Food and Drug

Administation (FDA) ¢ok 6nemli bir kurulustur [4].

FDA bilgilerine gére Amerika’da 6nemli oranda katki maddesi kullanilmakta ve bu
maddelerin %98'ini seker, tatlandirici, tuz, sitrik asit, biber, sebze renkleri, hardal,
bira mayast ve soda olusturmaktadir. Onay almis katki maddelerinin sayis1 ise

2.800’1 gegmistir [4].

Katki maddeleri genel olarak ikiye ayrilir. Bunlardan birincisi olan besinsel katkilar

yiyeceklerin besin ve vitamin degerini arttirmaktadir. Kozmetik katkilar ise daha ¢ok



besinin goriiniisiinii, rengini ve tadin1 degistirmek amaciyla kullanilmaktadir. Katki

maddelerini yapay ve dogal olarak da ikiye ayirmak miimkiindiir [4].

Koruyucu katkilara besinlerin uzun siire taze kalmasi ve besin kalitesinin diismemesi
icin bagvurulmaktadir. Ayrica besinlerin {iretimi, islenmesi, depolanmasi ve
taginmast sirasinda gerekli olan katki maddeleri de bulunmaktadir. Tiiketici
besinlerde hangi katki maddelerinin ne kadar kullanildigin1 ve saghiga olumsuz

taraflarin1 bilmek zorundadir [4].

Besinlerde kullanilan gida katki maddelerinin beslenme kalitesini saglamasi, kalite
ve dayanmikliligi gergeklestirerek artik oraninda bir azalma saglamasi, islenmeye
yardimci olmasi aranan oOzelliklerdir. Bir gida katki maddesi isleme ve iiretim
hatalarin1 gizlememeli, tiiketiciyi aldatmamali ve bir besinin besleyici degerini

diistirmemelidir [5].

Baz1 gida katki maddelerine duyarli olan insanlar reaksiyon verebilirler. Avrupa’da
niifusun  9%0.03-0.10’unun gida katki maddelerine kars1 duyarli olabilecegi
saptanmistir. Renklendiricilerden bazilar1 astim, deri dokiintiileri, hiperaktivite ve
migrene yol agabilirler. izin verilen renklendiriciler iilkeden iilkeye degisebilir.
Ornegin; Norveg ve Isve¢ besinlerdeki tiim yapay renklendiricilerin kullanimini

yasaklamigtir [5].
2.1.1.1. Renk Katki Maddesi

Teknik olarak renk katki maddesi bir gidaya, ilaca, kozmetik iiriinlere veya insan
viicuduna uygulandig1 veya ilave edildigi zaman renk agiga ¢ikaran boya maddelere
denir. ABD'de kullanilan tiim renk katki maddelerinin ayarlanmasindan FDA
sorumludur. Gidalarda kullanilmasina miisaade edilen tiim renk katki maddeleri
"belgelenebilir" veya "belgelenmekten muaf' olmak {izere smiflandirilir.
Belgelendirilebilen renk katki maddeleri sentetiktir ve her grup imalat¢1 ve FDA
tarafindan test edilir. Gidalarda kullanilmasindan 6nceki bu onaylanma siirecinde
renk katki maddesinin giivenilirligi (saglik acisindan), kalitesi, dayaniklilhik ve

kararlilig1 kontrol edilir. ABD’de belgelenmis 9 adet renk katki maddesi vardir [6].



Ornegin: FD&C Yellow No.6’dir ve bu tahillarda, firin gidalarinda, aperatif
yiyeceklerde vs kullanilir. Belgelenmekten muaf olan renk katki maddeleri sebzeler,
mineraller veya hayvanlar ve tabii tiirevlerin sentetik kopyalar1 gibi tabii
kaynaklardan elde edilirler. Mesela karamel rengi ticari olarak seker ve diger
karbonhidratlarin 1sitilmasiyla siki kontrol edilmis sartlarda elde edilir ve soslar,
salgalar, firincilik {irtinleri ve diger gidalarda kullanilir. Renk katki maddesinin
belgelendirilebilir veya belgelendirmeden muaf olmasmin genel anlamda onun
giivenilirligi ile bir ilgisi yoktur. Her iki tip renk katki maddesi de gidalarda
kullanimina izin verilmeden Once ayni standart siki prosediire maruz birakilir.
Belgelendirilebilen renk katki maddeleri digerlerine goére daha yaygin olarak
kullanilmaktadir. Cilinkii bunlarin renklendirme kabiliyetleri digerlerine gore daha
iyidir. Bu 0zelliklerinden dolayr da aymi etkiyi gostermesine karsin gidalarin
icerisindeki miktarlar1 daha diisiiktiir. Ilave olarak belgelendirilebilen bu renk katki
maddeleri daha kararli, tek diize renk saglamada daha iyi ve farkli renk ve tonlari
olustururken de daha kolay karisabilmektedir. Belgelendirilebilen renk katki
maddeleri genel olarak gidalara istenmeyen bir tat vermezler. Ancak seker pancari ve
yaban mersini gibi gidalardan elde edilen katki maddeleri istenmeyen etkilere neden
olabilirler [6].

FDA tarafindan onaylanmis dokuz adet belgelendirilen renk katki maddesinden
sekizi gida tretiminde kullanilmaktadir. Gidalarda kullanilmasina miisaade edilen
maksimum miktarlarda ayrica belirlenmistir. Cok asir1 renk katki maddeleri
kullanilmast hem gidalarin  ¢ekiciligini  kaybettirmekte hem de maliyetini
arttirmaktadir [6].

2.1.1.2. Brilliant Blue Ozellikleri

Brilliant Blue FCF, ABD’de yillik iiretimi 450.000 kg’1 asan ve kisi basina giinliik
kullanim miktar1 16 mg diizeyinde oldugu belirtilen bir boyadir. Brilliant Blue FCF
boyas1 suda ¢oziindiigiinde parlak mavi renk veren bir gida boyasidir. Kimyasal
formilii Csz7H34NoNa,OgS3 seklindedir ve suda ¢6ziinebilir mavi-mor renkli toz
formundadir. Petrolden elde edilen aromatik hidrokarbonlarin kullanimu ile iiretilen

sentetik bir boyadir. Genellikle disodyum tuzu formunda bulunur [7].



Brilliant Blue FCF boyasinin ii¢ siilfonik grubunun olmasi boyaya iyonik 6zellik ile
sulu ortamda kolay ¢6ziinebilme 6zelliklerini vermekte ve bu da boyanin topraga ve

suya rahat¢a karismasini saglamaktadir [7].

Brilliant Blue FCF Food Blue 2
E133 | Parlak Mavi FCF Mavi renklendirici, sentetik
‘0,8 SOy

SOy
S
X
L J

Sekil 2.1. Brilliant Blue A¢ik Formiilii [7]

2.1.1.3. Brilliant Blue’nun Kullanildig: Yerler

Brilliant Blue FCF, tekstil ve deri endiistrisinde popiiler renklendirici olarak
kullanilan bir boyadir. Bu kullannmi disinda sabunlarda, sampuanlarda, agiz
gargaralarinda ve diger hijyen amagli lriinler ile kozmetik iirlinlerde ve gida
endiistrisinde  renklendirici  olarak  kullanilmaktadir.  Gidalarda  genellikle
dondurmalarda, bezelye konservelerinde, siit iiriinlerinde, sekerlemelerde ve
iceceklerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun disinda tekstil ve deri sanayinde

de kullanilabilmektedir [7].



2.1.1.4. Brilliant Blue’nun Neden Oldugu Hasarlar

Brilliant Blue FCF karsinojeniktir, ndrolojik bozukluklara ve tireme bozukluklarina,
cesitli alerjilere, dokiintiileri de kapsayan anaflaktik reaksiyonlara, nefes alma ve
yutkunma giigliiklerine sebebiyet vermektedir. Bazi hastalarda astimin tetikleyicisi
olabilmektedir. Hatta asir1 kullamimi davranmis bozukluklarina, gastrointestinal

timorlere, lenfomaya neden olabilen doku harabiyeti ile sonuglanir [8].

2.1.1.5. Sunset Yellow

Sentetik azo boyasidir. Sari-turuncu gida renklendiricisi olarak kullanilir ve suda iyi

¢Ozlndr.

SO3Na

NaO3S

Sekil 2.2. Sunset Yellow A¢ik Formiilii [9]

2.1.1.6. Sunset Yellow Ozellikleri

Sunset Yellow FCF, Orange, Yellow S Renklendirici; sentetiktir; unlu gidalar, pasta,
tath, cerez, dondurma, icecek ve konserve balik, hazir ¢orba ve bazi surup cinsi
ilaclarin tiretiminde kullanilir. Kabul edilebilir giinliik alim miktar1 viicut agirlig

tizerinden 2,5 mg/kg’dir [10].

Yan etkileri kurdesen, rinit (burun akmasi), burun tikanikligi, alerji, hiperaktivite,
bobrek tiimorii,, kromozom hasari, karin agrisi, bulanti ve kusma, hazimsizlik ve

istahsizliktir. Norveg'te yasaklanmistir [10].



2.1.2. Gida Katki Maddeleri

Tek bagina besleyici degeri olan veya olmayan,

Tek basina gida olarak tiiketilmeyen,

Secilen teknoloji geregi olarak kullanilan,

Gidalarin iretilmesi, islenmesi, hazirlanmasi, ambalajlanmasi, tasinmasi,
depolanmasi sirasinda gida maddesinin tat, koku, goriliniis, yap1 gibi
Ozelliklerini korumak, diizeltmek veya istenmeyen degisikliklere engel olmak

amaci ile kullanilan maddelerdir [11].

2.1.2.1. Gida Katki Maddelerinin Bulundugu Yerler

Islenmis gidalarin ¢ogunda, daha ¢cok da market raflarni dolduran ve kolay
kolay bozulmayan gidalarda, cipslerde, ketcaplarda, soslarda, boyali
sekerlerde, renkli toz i¢eceklerde, islenmis et ve siit lirlinlerinde (salam, sosis,
krema, vb.), konserve ve tursularda, diyet iceceklerde, hazir corba ve benzeri

hazir gidalarda bulunur [11].

2.1.2.2. Gida Katki Maddelerine Kars1 Risk Grubu

Cocuklar: Her tiir saglik sorunu ¢ocuklarda daha ¢abuk ve daha agir bi¢imde
ortaya ¢ikar. Ornegin sigara icen kiside akciger kanseri ve kronik bronsit
yapar ama g¢ocuklar yanlarinda i¢ildiginde bile zarar gortirler. Aym sekilde
gida katki maddeleri de cips, boyal1 seker, renkli toz igecek, kremali biskiivi
ve benzeri hazir besinleri ¢ok tiiketen ¢ocuklari, yetiskinlerden daha ¢cabuk ve
daha ¢ok etkiler. Ornegin c¢ocuklarin hiperaktif davrams bozuklugu igin
birgok gida katki maddesi suglanmaktadir. Ayrica gida katki maddelerinin
kanser yapict etkilerine ve yol actigi alerjik reaksiyonlara c¢ocuklar daha

duyarhdir.

Alerjik Biinyeli Kisiler: Aspirin ve bazi ilaglara duyarh kisiler gida katki

maddelerine karsi daha fazla risk altindadir [11].



2.1.2.3. Gida Katki Maddelerinin Neden Oldugu Saghk Sorunlari

Gida katki maddeleri ¢ok ¢esitli saglik sorunlarina neden olabilir. Bunlardan en

Oonemli ikisi sunlardir:

+  Alerjik Reaksiyonlar: Ozellikle alerjik biinyeli kisilerde ve Aspirin duyarlilig
olan kisilerde daha fazla olmak f{izere bir¢ok alerjik reaksiyon goriilmekte,
bunlar c¢ogu zaman tanimlanamamakta ve bazen Oldiriicii anafilaktik
reaksiyonlara sebep olabilmektedir. Cocukluk c¢agindaki astim hastaliginin
giiniimiizde ¢ok daha sik goriilmesinden, ¢ocuklarin giderek daha fazla gida

katki maddeleri igeren hazir gidalarla beslenmesi sorumlu olabilir.

» Kanser: Bir¢cok katki maddesinin kansere sebep oldugu bilinmektedir.
Ornegin nitritler, nitratlar, siklamatlar, Sunset Yellow ve amoranth gibi gida

boyalari, sodyum benzoat gibi maddeler [11].
2.1.2.4. Gida Katki Maddelerinin Zararlarindan Korunma Yollari

Sagliga zararli oldugu kanmitlanmig ve birgok iilkede yasaklanmig gida katki
maddelerinin kullanimini1 engelleyecek, siipheli olanlar1 siirlayacak ve alternatifler
getirecek, ayrica bu tiir zararli katkilarin ¢ok fazla kullanildig: tirtinlerin reklamini

sinirlayacak yasal diizenlemelere ihtiyac vardir.

Ayrica Uretici firmalara da dnemli sorumluluklar diismektedir. Baz1 gida maddeleri
ozellikle atopik (alerjik biinye ve genetik 6zellige sahip) kisilerde ve c¢ocuklarda
sorun yarattif1 icin iglenmis veya hazir gidalarin etiketlerinde, hangi katkilarin
kullanildig1 anlasilir ve okunabilir bir sekilde yazmalidir. Cogunluk bu katkilarin
isim ve numaralarin1 bilemeyecegi i¢in paketlerin iizerine bu maddelerin kimler
tizerinde ne tiir saglik sorunlar1 yaratabilecegi de belirtilmelidir. Risk grubunda olan

tiiketiciler bu sekilde uyarilmig olacaktir.

Miimkiin oldugu kadar dogal ve katkisiz gidalarla beslenmeye calisiimalidir.
Ozellikle de g¢ocuklarin boyali seker ve ¢ikolatalari, renkli toz i¢ecekleri, kremali
biskiivileri, cipsleri, ket¢aplari, salam, sosis gibi islenmis et iirlinlerini, hamburger

gibi fast food tirlinlerini ¢ok fazla tiiketmelerine izin verilmemelidir [11].



2.1.2.5. “E” Numaralar1

8000'in lizerinde gida katki maddesi bulunmaktadir. Bunlardan sadece 350-400

tanesi "E" numarasina sahiptir.

Bir gida katki maddesinin Avrupa Birligi {ilkelerinde kullanimina miisaade edildi ise
ona bir "E" numarasi verilmistir. Numaranin basindaki "E", Avrupa Birligi’ni (EU)
simgelemektedir. Gida katki maddeleri gida etiketlerinde farkli sekillerde ifade

edilebilirler.

E numarast alan katki maddelerinin sayis1 siirekli degismektedir. Halen
kullanilmakta iken zararlar1 ortaya ¢ikmig olanlar iptal edilirken yeni katki maddeleri

ilavesi de olabilmektedir.

Bir maddenin "E" numarasina sahip olmasi direkt olarak zararli veya zararsiz oldugu
hakkinda bilgi vermez. Ancak "E" numarasi olmayanlara goére bir olumlu 6zellik

olarak degerlendirilebilir.

INS (The International Numbering System) veya CAS (Chemical Abstract Service)

numarasi gibi genel numaralandirma sistemleri vardir [12].
2.1.2.6. Gidalarda Kullanilan Renk Katki Maddeleri

Renk, yeme zevkimizi artiran 6nemli bir Ozelliktir. Degisik yetisme sezonlari
stiresince ve gida depolama ve islemleme sonucu olusan gidalarda renk degisimleri
olmaktadir. Tiiketici beklentilerini karsilayabilmek amaciyla treticiler baz1 gidalara

renk katma ihtiyaci hissetmektedirler.
Gidalara renk katki maddesi katmanin temel nedenleri:
— Isik, hava, asin diisiik veya yiiksek 1silar, nem ve depolama sartlarina baglh
olusan renk kaybini1 dengelemek.

— Renkteki tabii degisimleri diizeltmek: Normal rengini almamis gidalar yanlis
olan bir anlayisla diisiik kaliteli olarak degerlendirilebilir. Mesela agacta

olgunlasan bazi portakallara Citrus Red boyasi piiskiirtiilerek benekler



kapatilir veya tabii bir renk verilmeye calisilir. Bu uygulama, boyalarin

istenmeyen bir kullanim alan1 olmakla beraber diisiik kaliteyi maskeler.

— Bir gidada tabii olarak olusan fakat diisiik diizeyde olusmus olan rengi

koyulastirmak.
— Normalde renksiz olan bir yiyecege renkli bir kimlik kazandirmak.
— Baz1 "eglence gidalar1" na renkli bir goriiniim saglamak.

— Depolanma siiresince giines 1s1gindan etkilenebilecek lezzet ve vitaminleri

korumak.

— Tiketicilerin isteklerini karsilamak amaciyla saglikli ve besleyici gidalara

farkli ¢ekicilik saglamak [13].
2.1.2.6.1. Gida Katki Maddelerinin Bir Kisminin Tetikledigi Hastahklar

Baz1 gidalar veya gida katki maddeleri asagidaki bulgulardan birinin veya daha

fazlasinin olugmasini tetikleyebilir:

— Dikkat Siirdiirtim Bozuklugu / Hiperaktivite Sendromu
— Alerji

— Astim

— Otizm, yaygin gelisimsel bozukluk

—  Eniiresis (altina idrar kacirma)

— Davranis bozukluklari

— Depresyon, duygu durum degisiklikleri

— Kulak agrilari, kronik orta kulak iltihabi

— GOz problemleri

— G6PD enzim eksikligi, mide-barsak problemleri, mide agrisi
— Bas agris1, migren

— Nazal polip
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— Cilt problemleri, egzema, tirtiker
— Uyku problemleri

— Tikler [14].
2.1.2.6.2. Gida Katki Maddeleri ile ilgili Giivenlik Testleri

Katki maddeleri laboratuvarlarda uzun siireli ve ayrintili giivenlik testlerinden
gecirilir. Deney hayvanlari iizerinde yapilan toksikolojik testlerle katki maddelerinin
ADI (Acceptable Daily intake); giinlilk alinabilecek miktarlari saptanir. Deney
hayvanlarinda 6ldiiriicii dozda (lethal doz = LDsg: deney hayvanlarinin % 50’sinin
Olimiine neden olan doz) katki maddesi verilir. Daha sonra doz tedrici olarak
azaltilarak doz-cevap iliskisi arastirilir. Her dozda; katki maddesinin emilimi,
metabolizmas1 ve atimi incelenir. Deney hayvanlarinin hiicre, doku ve organlari
incelenerek, karsinojenik mutajenik, teratojenik ve allerjik etkileri arastirilir. Bu
calismalarda, kimya, biyokimya, hematoloji, bakteriyoloji, veteriner patoloji,
farmakoloji, immiinoloji ve istatistik gibi pek ¢ok disiplin gdérev alir. Calismalar
sonunda katki maddesinin higbir etkisinin bulunmadigi bir doz elde edilemezse katk1
maddesinin besinlere katilmasina izin verilmez. Sayet deney hayvanina higbir zit etki
gdstermeyen bir doz elde edilirse, bu doz “etkisiz doz” veya NOAEL (No Observed
Adverse Effect Level) olarak tanimlanir. NOAEL dozu ile deney hayvanlarinin
yasam siiresinin %85’in1 kapsayacak siirede deneye devam edilir. Ancak bu doz
deney hayvaninin viicut agirliginin kilogrami basina mg olarak saptanmis bir dozdur
ve insandaki etkileri bilinmemektedir. Deney insanlar iizerinde de etik nedenlerle
yapilamayacagindan, elde edilen dozun 1/10’u almir. insanlar arasindaki bireysel
ayricaliklar diisiiniilerek yine 1/10 alinarak NOAEL 100 olan gilivenlik faktoriine
boliiniir. Yani deney hayvaninda higbir etki gostermeyen dozun 1/100’i insan igin
kabul edilir. (ADI = NOAEL / 100). Boylece giinliik alinabilecek miktar (ADI)

insanin viicut agirhgmin kilogrami basina mg olarak belirlenir.
Ginliik maksimum alim = ADI x Viicut agirhig: (kg) seklinde saptanir.

Bu calismalarin sonuglari, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Gida Tarim Orgiitii

(FAO)’nun ortaklasa olusturdugu, katki maddeleri {izerinde ¢alisan ortak uzmanlar
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komitesi JECFA adli kurulus; Avrupa Birliginin Bilimsel Gida Komisyonu (SCF);
ABD Gida ilag¢ Dairesi (FDA) gibi uluslararas1 kuruluslarca onaylandiktan sonra her
bir katki maddesinin hangi oranlarda hangi besinlere katilabilecegine karar verilir
[15].

2.1.2.6.3. "Tabii" Katki Maddeleri ve "Sentetik" Katki Maddeleri

Baz1 katki maddeleri tabii kaynaklardan elde edilirler. Mesela soya fasulyesi ve
musirdan lesitin elde edilir ve tiriinlerin kivamini korumakta kullanilir. Benzer sekilde

pancar tozu da gida boyasi olarak kullanilir.

Diger bazi katki maddeleri tabiatta bulunmaz ve insanlar tarafindan yapilmak
zorundadir. Sentetik katki maddeleri tabii olanlara gore daha ekonomik, daha saf ve
siirekli ayn1 kalitede olacak sekilde elde edilebilir. Katki maddesinin tabii veya

sentetik olmas1 onun saglik acisindan gilivenilir oldugunu gostermez.

Marketlerden aldigimiz veya bahgemizden topladigimiz tim gidalar kimyasal
maddelerden olugsmuslardir. Mesela turunggillerde bulunan vitamin C (veya askorbik

asit) laboratuarlarda elde edilenle esdegerdir.

Netice olarak her ne kadar dogal olanlar daha ¢ok tercih edilebilirse de bu dogal olan
maddeler her zaman zararsizdir anlamima gelmez. Nitekim dogal olan mantarlar
insanlarin 6liimiine neden olabilmektedir [16].
2.1.2.6.4. Gida Katki Maddeleri’nin Simflandirilmasi
Gida katki maddelerini kullanim amaglarina gore 3 grupta toplayabiliriz:
1. Kaliteyi koruyarak raf 6émriinii uzatanlar (Koruyucular)
— Antimikrobiyaller (nitrit, nitrat, benzoik asit, propiyonik asit, sorbik asit)
— Antioksidanlar (BHA, BHT, Galatlar)
2. Yapiy1 hazirlama, pisme 6zelligini gelistirenler

— pH ayarlayicilar
— Topaklanmay1 dnleyenler (silikat, magnezyum oksit, magnezyum karbonat)

— Emiilsifiyerler (lesitin, mono ve digliseridler)
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— Stabilizorler, kivam arttiricilar, tatlandiricilar
— Mayalanmayi saglayici ajanlar

— Nem ayarlayicilar

— Olgunlastiricilar

— Agarticilar, dolgu maddeleri, kopiik ayarlayicilar, parlaticilar

3. Aromay1 ve rengi gelistiriciler

— Cesni arttiricilar (MSG)

— Cesni vericiler (Aroma maddeleri)

— Renklendiriciler (tartazin, indigotin)

— Besin degerini koruyucu, gelistiriciler (Besin 6geleri)

— lIsleme sirasinda kaybolan besin dgelerini yerine koyma (B1, B2, niasin)

— Diyette eksik olabilecek besin 6gelerini ekleme (A, D vitaminleri) [17].
2.2. Giivenlik Siir1

Giinlik olarak hayat boyu tiiketebilecegimiz ancak hi¢ bir saglik riski
olusturmayacak bir maddenin milligram diizeyindeki miktaridir. Bu climle
uluslararasi tanimlamalarda ADI (Acceptable Daily Intake = Kabul Edilebilir Giinliik
Doz) olarak kisaltilarak da karsimiza cikabilir [18].

2.2.1. Giivenlik Sinirinin Nedeni

Bilindigi gibi dogal veya sentetik her maddenin hatta suyun bile yiiksek miktarlari
zararli veya toksik olabilir. Ayrica gebeler, ¢cocuklar, hasta ve yashlarin daha hassas
oldugu diisiiniilerek giivenlik sinirlar1 oldukea diisiik tutulmaktadir. Bunlara ilaveten
giivenlik st katki maddesinin 6zelligine, toksikolojik verilerin durumuna ve

kullanim sekline gore de degiskenlik gosterecek sekilde ayarlanir [18].
2.3. Mikroniikleus Olusum Mekanizmasi ve Kriterleri

Mikroniikleus (MN) testi, in vitro ve in vivo olarak etki eden endojen ve eksojen

ajanlarin etkilerinin gosterilmesinde kullanilan hassas bir yontemdir. MN’lar hiicrede
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mitoz boliinme sirasinda ortaya ¢ikan, ana ¢ekirdege dahil olmayan, tam kromozom

veya asentrik kromozom pargalarindan kdken alan olusumlardir [19].

MN olusumu ilk olarak Howell ve arkadaslar1 tarafindan eritrositlerde saptanmuistir.
Jolly tarafindan tanimlanmistir. Bu nedenle Howell-Jolly cisimcigi adi da
verilmektedir. MN, hiicre boliinmesi sirasinda serbest kalan kromozom fragmentinin
ya da kromozomlarin ortamda varligini siirdiirmesidir. Bir niikleoplazma ile sarilarak

sitoplazma igerisinde ana niikleusun yaninda yer alan niikleer materyaldir [20].

MN olusumunun temelini, DNA hasar1 olusturmaktadir. Organizmanin g¢esitli
mutajenik, klastojenik ve karsinojenik ajanlara maruz kalmasi sonucunda DNA’da
harabiyet meydana gelmektedir. Genetik hasar Olgtimiinde, MN testinin
toksikolojide, diyette, ila¢ sanayide, kanser riski olusumu siiphesinde, radyoterapide

Oonemi anlasilmistir [21].

DNA hasar oraninin in vivo ve in vitro olarak belirlenmesinde, en ekonomik ve

pratik tekniklerden biri haline gelmistir [20, 21, 22, 23, 24].

MN teknigi, insan periferik kan lenfositlerinde, kemik iliginde ve yanak mukoza
hiicresinde  kimyasal ajanlarin  genotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde
kullanilmaktadir. Teknigin basit olusu, kisa zamanda sonuca ulasilmasi ve DNA
harabiyeti konusunda giivenilir bilgi vermesi teknigi onemli hale getirmistir [22, 23

24].

Bugiin, pek ¢ok kanser tipi ile spesifik kromozom diizensizlikleri arasinda baglanti
oldugu bilinmektedir. Bu amagla kanserli olgularda mikroniikleus testi yapilmakta ve

anlaml1 sonuglar elde edilmektedir [25, 26, 27].

MN testinin genis bir arastirma ortami buldugu diger bir alanda yaslanmadir. Yas
artistyla andploidi sikligr arasinda yakin bir iliski vardir. Bireyin yasam igerisinde
maruz kaldig1 cevresel ajanlarin etkisiyle kromozomlarin normal boliinmeden saptigi
belirlenmistir. Her hiicrenin mitotik aktivitesi yas ilerledik¢e yavaslamakta ve mitoz
boliinmede ig iplikciklerinde katalizor gorevi yapan enzimlerde dejenerasyon

olusmaktadir [28, 29, 30, 31, 32].
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

Calisma; Bozok Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Sitogenetik

Aragtirma Laboratuarinda gerceklestirilmistir.
3.1. Gerecler
Laboratuarda ve tez ¢alismasinda kullanilan malzemeler sunlardir.
3.1.1. Demirbas Malzemeler
1. COy’li inkiibatér (HERA Cell 150)
2. Etiiv (Niive FN500)
3. Santrifiij (Niive NF800)
4. Arastirma Isik Mikroskobu (Olympus BX51)
5. Isik Mikroskobu (Olympus CX21)
6. Dijital Fotograf Makinesi (Olympus C 5050 Z)
7. Bilgisayar (HP Compag 610)
8. Derin Dondurucu (Argelik)
9. Buzdolabi (Indesit)
10. Hassas Terazi (VIBRA)
11. Otomatik Pipet (Capp 0.2-2, 5-50, 10-100 pL — Microlit 10-100, 100-1000 uL)
12. Saf Su Cihazi (Millipore)
3.1.2. Sarf Malzemeler

1. Peripheral Blood Karyotyping Medium (Biological Industries, Katalog
Numarasi 01-201, 1B)



2. Hiicre Kiiltiir Tiipii (Greiner bio-one CELLSTAR®, Katalog Numaras: 164
160)

3. Kolsisin (Biological Industries, Katalog Numarasi 12-003-1C)
4. Potasyum Kloriir (MERCK Katalog Numarast 104936.1000)
5. Glasiyal Asetik Asit (MERCK, Katalog Numarasi 1.00063.2500)
6. Metanol (MERCK, Katalog Numarasi 1.06009.2500)
7. Giemsa (MERCK, Katalog Numarasi 1.09204.0500)
8.  Gurr Buffer Tablet (GIBCO, Katalog Numarasi1 10582-013)
9. Immersiyon Yagi (MERCK, Katalog Numaras1 09403569)
10. Eppendorf Tiipii (LP Italiana SPA)
3.2. Cahismada Kullanilan Madde ve Cozeltilerin Hazirlanmasi
Calismada kullanilan madde ve ¢ozeltilerin hazirlanma sekilleri soyledir:
3.2.1. Kiiltiir Medyumunun Icerigi
Calismada kullanilan 100 mL 1640 Peripheral Blood Karyotyping Medium;
Serum; FCS (%20),
Mitoz uyarici; PHA,
Antibiyotik, Gentamisin,
L-Glutamin igerir.

Ticari olarak satilan medyum derin dondurucuda -20°C’de son kullanma tarihine
kadar muhafaza edilir. Derin dondurucudan c¢ikarilarak c¢oziinen medyum ise

buzdolabinda +4°C’de 10 giin saklanabilir.
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3.2.2. Hipotonik Soliisyonunun Hazirlanmasi

2.796 g potasyum kloriir (KCI) 500 mL distile su igerisinde ¢oziiniir.
Elde edilen hipotonik soliisyonu (0.075 M KCl) oda sicakliginda muhafaza edilir.
3.2.3. Ibrainov Soliisyonunun Hazirlanmasi

92 mL Distile Su

5 mL Glasial Asetik Asit

3 mL Metanol icerir.

Soliisyon her kullanimda yeni hazirlanmalidir.

3.2.4. Fiksatifin Hazirlanmasi

3 Hacim Metanol: 1 Hacim Asetik Asit ile karistirtlir.

3.2.5. %5’lik Giemsa Boyasinin Hazirlanmasi

5 mL Giemsa Gurr Tamponu ile 100 mI’ye tamamlanur.

3.3.  Renklendirici Gida Katki Maddelerinin Konsantrasyonlarinin

Hazirlanmasi

Renklendirici gida katki maddelerinin konsantrasyonlarinin hazirlanmasinda Brilliant
Blue ve Sunset Yellow’un 1, 2, 3 ve 4 g’lik 6l¢timleri hassas terazide yapildi. Hassas
terazide Olgiilen Brilliant Blue ve Sunset Yellow renklendirici gida maddelerinin

tizerine 100 ml saf su eklenerek ¢ozeltileri hazirlandi.
3.4. Periferal Kanlarin Alinmasi

Calismada; sigara ve alkol kullanmayan ve herhangi bir viral enfeksiyonu
bulunmayan saglikli kisilerin kanlar1 kullanildi. ideal olarak kan 6rnegi heparinli
steril bir tlipe alinir ve karigtirilarak pihtilagmasi onlenir. Tipteki heparinize kan
buzdolabinda +4°C’de 5 giine kadar bekletilebilir ve kiiltiir i¢in kullanilabilir. Ancak

kanin kiiltire edilmeden bekletilmesi hiicrelerin canliligin1 etkilemekte ve dolayl
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olarak bazi kromozom kusurlarina neden olabilmektedir. Bunun i¢in kanin alindigt
andan itibaren en ge¢ 24 saat i¢inde kiiltiirii yapilmali ve daha uzun siireli
beklemelerden sakinilmalidir. Calismamizda kullanilan periferal kan 6rnekleri ekim

yapilacak giin alinarak, ayni giin i¢erisinde kullanild1.

3.5. Periferal Kan Kiiltiirii

Periferal kan kiiltiirii ekimi asamalar1 asagidaki gibidir:
1. Her hasta igin 37°C’de 1s1tilmis 5 mL medyum kullanildi.
2. Kiiltiir ortamlarma heparinize 0.4 mL kan ilave edildi.

3. MN degerlendirmesinde kullanilacak tiiplere sitokalazin-B, Replikasyon
indeksi (RI) degerlendirmesinde kullanilacak tiiplere BrdU ilave edildi.

4. Kiiltir ortamlarina 24. saatte farkli konsantrasyonlarda (10, 20, 30, 40
mg/mL) renklendirici katki maddesi konsantrasyonlar: ilave edildi. Kontrol

grubunu olusturacak tiip sadece medyum ve kandan olustu.

5. Tiiplerin kapag1 kapatilarak altiist edildi ve 37°C’de 72 saat CO’li inkiibatore

kaldirildi. Ekim yapilan tiipler ¢ikarim tarihine kadar glinde birkac kez altiist
edildi.

3.5.1. Kiiltiiriin Sonlandirilmasi (Cikarim)
Kiiltiiriin sonlandirilmasi agamalar1 asagidaki gibidir:

1. Ekim yapilan kiiltiir tiiplerine 70. saatte 100 pL kolsisin ilave edildi ve altiist
edilerek etiive kaldirildi. Tiipler etiivde 2 saat bekletildi.

2. 2000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi.
3. Siipernatant atilarak pellet resiispanse edildi.
4. Pellet iizerine 0.075 M KCI’den 10 mL ilave edildi.

5. 2000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi.
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6. Siipernatant atilarak pellet resiispanse edildi.

7. Pellet lizerine oda 1sisinda bekletilmis ibrainov soliisyonundan 5 mL ilave

edildi.

8. Hemen 2000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi.

9. Siipernatant atilarak pellet resiispanse edildi.

10. Pellet lizerine 5 mL metanol ilave edildi.

11. Hemen 2000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi.

12. Siipernatant atilarak pellet restispanse edildi.

13. Pellet {izerine derin dondurucuda bekletilmis fiksatiften 5 mL ilave edildi.

14. Elde edilen hiicreler preparasyon asamasina kadar —20°C’de bekletildi.
3.5.2. Preparat Hazirlanmasi ve Boyanmasi
Preparat hazirlanmasi ve boyanmasi agsamalar1 asagidaki gibidir.

1. Cikarim isleminden sonra —20°C’de muhafaza edilen rezervler, derin

dondurucudan ¢ikarilarak 2000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi.
2. Siipernatant atilarak pellet restispanse edildi.

3. Metanol icerisinde buzlukta saklanan 1slak soguk lamlar alinarak, tizeri soguk

fiksatif ile yikandi.

4. Farkl yerlere gelecek sekilde 2-3 damla hiicre siispansiyonundan lam iizerine
damlatildi. 2-3 saniye beklendi ve sonra iizeri tekrar soguk fiksatif ile

yikandi.

5. Hazirlanan preparat 151k mikroskobunda incelendi. Metafaz alaninin miktari

ve diizgiin dagilip dagilmadig: kontrol edildi.
6. Preparatlar %5°’lik giemsa ile 8 dakika boyandi.
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7. Preparatlar 2 kez saf sudan gegirilerek boyanin fazlasi alindu.
3.5.3. Mikroskop Degerlendirmesi ve Hesaplama
Mikroskop degerlendirmesi ve hesaplamasi su sekilde yapilmugtir:
3.5.3.1. Mitotik indeks Sayimi ve Hesaplanmasi

Mitotik indeks (MI) degerlendirmesinde 1000 hiicre sayilarak metafaza giren hiicre

sayisina oranlandi. MI (%) oranlar1 asagidaki formiil ile hesaplanmustir.
MI (%) = Mitoz (metafaz) Gegiren Hiicre Sayisi / Toplam Hiicre Sayis1 X 100
3.5.3.2. Replikasyon Indeksi Sayim ve Hesaplanmasi

Rl degerlendirilmesinde 500 hiicre sayilarak RI asagidaki formiile gore

hesaplanmustir.

RI (%) = (M1 + 2M2 + 3M3) / Toplam Hiicre Sayis1 (=500)
M1: Mononiikleat Hiicreler

M2: Biniikleat Hiicreler

M3: Triniikleat ve Poliniikleat Hiicreler [33, 34].

3.5.3.3. Mikroniikleus Sayimi ve Degerlendirmesi

MN degerlendirmesinde, 500 hiicrenin MN sayilar1 belirlendi. Sonuglar %MN
seklinde elde edildi. Mikroniikleus degerlendirilmesi asagidaki kriterler dikkate

aliarak yapildu.
1. MN rengi ¢ekirdek rengi ile ayn1 olmalidir.

2. Degerlendirilecek hiicrenin sitoplazmasi igerisinde niikleusun goriinmesi

gerekir.

3. MN genellikle yuvarlak olmalidir.
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4. Cekirdegi olmayan dejenere hiicreler degerlendirmeye alinmamalidir.
5. Mikroskop incelemesi 40°lik objektif kullanilarak yapilir [35].
3.6. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 10.0 bilgisayar yazilim programi kullanildi.
MI, RI ve MN iizerine renklendirici katki maddesi konsantrasyonlarinin istatistiksel
Oonemi tekrarli 6l¢iimlerde varyans analizi (ANOVA) kullanilarak belirlendi. Gruplar
arasindaki farkliliklar LSD (Least Significant Differences) testi ile p < 0.05 6nem

derecesinde belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Sunset Yellow’un Mikroniikleus Bulgulari

Sunset Yellow ekstraktlart uygulanan lenfositlerdeki MN oranlar1 %0.60-1.18
arasinda degismektedir. Kontrol grubunun MN orani %0.60; Sunset Yellow’un farkli
konsantrasyonlarinin (10, 20, 30 ve 40 mg/ml) MN oranlar1 ise sirasiyla 0.78, 0.90,
1.12 ve 1.18 olarak bulunmustur. MN orani1 bakimindan kontrol grubu ile 30 ve 40
mg/ml’lik konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak onemli fark bulunmustur
(p<0.05). Artan Sunset Yellow konsantrasyonlarina bagli olarak MN oranlarinda da
artis meydana gelmistir (Cizelge 4.1.) ve konsantrasyonlar ile MN degerleri arasinda

pozitif korelasyon gozlenmistir (Sekil 4.1).

Cizelge 4.1. Sunset Yellow’un Mikroniikleus Degerleri

DOZLAR (mg/ml)
DENEK
Kontrol 10mg/ml 20mg/ml 30mg/mi 40mg/mi

1 0.4 0.4 0.6 0.8 1.0

2 0.6 0.8 1.0 1.2 1.0

3 0.2 0.6 0.6 1.0 1.2

4 0.8 0.8 1.2 1.2 1.2

5 0.6 0.4 0.6 0.8 1.0

6 0.6 1.0 1.0 1.4 1.2

7 1.0 1.2 14 14 14

8 0.6 0.6 1.0 0.8 1.0

9 0.8 1.2 1.0 1.4 1.4
10 0.4 0.8 0.6 1.2 1.4
Ortalama 0.60+0.23 0.78 £ 0.28 090+0.28* | 1.12+£025* 1.18+0.17 *

*p<0.05

1,4
1,2 4
1 -

0,6 -

0,4 -

0,2 -
0 T T T T

Kontrol ~ 10mg/ml  20mg/ml ~ 30mg/ml  40mg/ml

Sekil 4.1. Sunset Yellow’un Mikroniikleus Ortalamalarinin Grafigi
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4.2. Sunset Yellow’un Mitotik Indeks Bulgulari

Sunset Yellow ekstraktlar1 uygulanan lenfositlerdeki MI oranlar1 % 1.75-1.03
arasinda degismektedir. Kontrol grubunun MI oram1 % 1.75; Sunset Yellow’ un farkli
konsantrasyonlarinin (10, 20, 30 ve 40 mg/ml) MI oranlari ise sirasiyla %1.56, 1.40.
1.14 ve 1.03 olarak bulunmustur. MI oran1 bakimindan kontrol grubu ile 30 mg/ml
ile 40 mg/ml arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (p<0.05). Artan
konsantrasyon miktarlarina bagli olarak MI oranlarinda azalma meydana gelmistir
(¢izelge 4.2.) ve konsantrasyonlar ile MN degerleri arasinda negatif korelasyon

gozlenmistir (sekil 4.2.).

Cizelge 4.2. Sunset Yellow’un Mitotik indeks Degerleri

DENEK DOZLAR
Kontrol 10mg/ml 20mg/ml 30mg/ml 40mg/ml

1 21 1.8 1.9 15 1.2

2 14 1.1 0.8 0.8 0.7

3 1.8 1.8 1.5 11 1.2

4 2.4 2.2 2.0 1.8 15

5 11 0.8 0.8 0.8 0.6

6 0.9 0.9 0.7 0.4 0.4

7 3.2 2.7 2.8 2.2 2.0

8 2.0 2.0 1.7 1.2 1.3

9 13 11 0.8 0.9 0.7
10 1.3 1.2 1.0 0.7 0.7
Ortalama 1.75+0.70 1.56 +0.63 1.40+0.70 1.14+0.55* 1.03+0.49 *

*p<0.05

1,8 4
1,6 1
1,4 1
1,2 1

14 —e— Ortalama
0,8
0,6
0,4
0,2

Kontrol 10mg/ml 20mg/ml ~ 30mg/ml  40mg/ml

Sekil 4.2. Sunset Yellow’un Mitotik Indeks Ortalamalarinin Grafigi
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4.3. Sunset Yellow’un Replikasyon Indeksi Bulgular

Sunset Yellow ekstraktlar1 uygulanan lenfositlerdeki RI oranlar1 1.245-1.186
arasinda degismektedir. Kontrol grubunun RI oran1 % 1.245; Sunset Yellow un farkli
konsantrasyonlariin (10, 20, 30 ve 40 mg/ml) RI oranlarn sirasiyla 1.245, 1.224
1.198 ve 1.186 olarak bulunmustur. RI orani bakimindan kontrol grubu ile

konsantrasyonlar arasinda 6nemli fark bulunmamustir (p>0.05).

Cizelge 4.3. Sunset Yellow’un Replikasyon Indeksi Degerleri

DENEK DOZLAR
Kontrol 10mg/ml 20mg/ml 30mg/ml 40mg/ml

1 1.248 1.232 1.228 1.202 1.200
2 1.360 1.376 1.322 1.316 1.332
3 1.224 1.216 1.202 1.202 1.203
4 1.412 1.400 1.402 1.388 1.322
5 1.166 1.202 1.122 1.104 1.084
6 1.132 1.126 1.114 1.104 1.090
7 1.258 1.258 1.256 1.106 1.106
8 1.194 1.176 1.164 1.164 1.152
9 1.356 1.332 1.332 1.310 1.298
10 1.098 1.134 1.094 1.088 1.072
Ortalama 1.245+0.104 1.24540.096 1.224+0.104 1.198+0.106 1.186+0.102

1,26

1,24 -
1,22 -

1,2 —&— Ortalama

1,18 -

1,16 -

1,14 T T T T
Kontrol 10mg/ml 20mg/ml  30mg/ml  40mg/mi

Sekil 4.3. Sunset Yellow’un Replikasyon indeksi Ortalamalarmin Grafigi
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4.4. Brilliant Blue’nun Mikroniikleus Bulgular:

Brilliant Blue ekstraktlar1 uygulanan lenfositlerdeki MN oranlar1 % 0.68-1.30
arasinda degismektedir. Kontrol grubunun MN oran1 %0.68; Brilliant Blue’nun farkli
konsantrasyonlarmin (10, 20, 30 ve 40 mg/ml) MN oranlar1 ise sirasiyla 0.82, 0.94,
1.22 ve 1.30 olarak bulunmustur. MN oran1 bakimindan kontrol grubu ile 30 ve 40
mg/ml’lik konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak 6nemli fark bulunmustur
(p<0.05). Artan Brilliant Blue konsantrasyonlarina bagli olarak MN oranlarinda da
artis meydana gelmistir (Cizelge 4.4.) ve konsantrasyonlar ile MN degerleri arasinda

pozitif korelasyon gozlenmistir (Sekil 4.4.).

Cizelge 4.4. Brillant Blue’nun Mikroniikleus Degerleri

DENEK DOZLAR
Kontrol 10mg/ml 20mg/ml 30mg/ml 40mg/ml

1 0.8 1.0 1.0 1.2 1.2

2 0.6 1.0 0.8 14 1.6

3 0.6 0.4 0.6 1.0 0.8

4 0.4 0.8 1.2 1.6 1.6

5 0.8 0.8 0.8 1.0 1.0

6 0.8 1.0 14 14 1.8

7 0.2 0.6 0.4 0.8 1.0

8 0.2 0.4 0.8 0.8 1.0

9 1.0 0.8 0.8 1.2 1.0
10 1.4 1.4 1.6 1.8 2.0
Ortalama 0.68 +£0.37 0.82+0.30 0.94 +£0.37 1.22+£0.33 * 1.30+ 041 *

*p<0.05

1,4
1,2 1
1 4
0,8 1
06 |
0,4 1
0,2 1
0 r r r r
Kontrol 10mg/ml 20mg/ml  30mg/ml  40mg/ml

Sekil 4.4. Brilliant Blue’nun Mikroniikleus Ortalamalarinin Grafigi
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4.5. Brilliant Blue’nun Mitotik indeks Bulgular

Brilliant Blue ekstraktlar1 uygulanan lenfositlerdeki MI oranlar1 %1.68-1.00 arasinda
degismektedir. Kontrol grubunun MI oram1 %1.68; Brillant Blue’nun farkl
konsantrasyonlarinin (10, 20, 30 ve 40mg/ml) oranlar ise sirasiyla %1.47, 1.34, 1.09,
1.00 olarak bulunmustur. MI oran1 bakimindan kontrol grubu ile 30 ve 40 mg/ml’lik
konsantrasyonlar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05).
Artan Brilliant Blue konsantrasyonlarina bagli olarak MI oranlarinda da azalma
meydana gelmistir (Cizelge 4.5.) ve konsantrasyonlar ile MI degerleri arasinda

negatif korelasyon gozlenmistir (Sekil 4.5.).

Cizelge 4.5. Brillant Blue’nun Mitotik Indeks Degerleri

DENEK DOZLAR
Kontrol 10mg/ml 20mg/ml 30ng/ml 40mg/ml

1 1.8 1.6 1.6 1.1 11
2 0.8 0.7 0.7 0.6 0.7
3 0.7 0.5 0.4 0.2 0.1
4 14 1.1 1.2 0.9 0.7
5 2.2 1.9 14 15 11
6 2.8 25 2.3 1.9 1.9
7 2.0 1.7 1.6 15 1.4
8 14 1.4 11 0.9 1.0
9 1.6 1.6 14 0.9 0.9
10 21 1.7 1.7 1.4 1.1
Ortalama 1.68 £ 0.64 1.47 £0.58 1.34+£0.53 1.09+£0.50 * 1.00 £ 0.47 *
*p<0.05

1,8

1,6 1

1,4 -

1,2 1

L —e&— Ortalama

0,8 -

0,6 -

0,4 -

0,2 -

0 T T T T

Kontrol  10mg/ml  20mg/ml  30mg/ml  40mg/ml

Sekil 4.5. Brilliant Blue’nun Mitotik Indeks Ortalamalarmin Grafigi
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4.6. Brilliant Blue’nun Replikasyon Indeksi Bulgular

Brilliant Blue ekstraktlar1 uygulanan lenfositlerdeki RI oranlar1 1.247-1.208 arasinda
degismektedir. Kontrol grubunun RI orami 1.247; Brilliant Blue’nun farkli
konsantrasyonlarinin (10, 20, 30 ve 40mg/ml) RI oranlar sirasiyla 1.241, 1.229,
1.217 ve 1.208 olarak bulunmustur. RI orant bakimindan kontrol grubu ile

konsantrasyonlar arasinda 6nemli fark bulunmamustir (p>0.05).

Cizelge 4.6. Brillant Blue’nun Replikasyon Indeksi Degerleri

DENEK DOZLAR
Kontrol 10mg/ml 20mg/ml 30mg/ml 40mg/ml

1 1.350 1.338 1.326 1.332 1.328
2 1.228 1.234 1.208 1.202 1.200
3 1.414 1.410 1.390 1.378 1.380
4 1.084 1.078 1.104 1.060 1.066
5 1.100 1.084 1.052 1.060 1.048
6 1.188 1.180 1.174 1.176 1.134
7 1.336 1.326 1.324 1.292 1.302
8 1.332 1.330 1.272 1.270 1.252
9 1.200 1.192 1.202 1.188 1.174
10 1.242 1.242 1.236 1.210 1.200
Ortalama 1.2474£0.109 1.241£0.111 1.229+0.104 1.217+0.105 1.208+0.109

1,25
1,24 1
1,23 1
1,22 1
1,21 1
1,2 -
1,19 1
1,18 T T T T
Kontrol ~ 10mg/ml  20mg/ml  30mg/ml  40mg/mi

—e— Ortalama

Sekil 4.6. Brilliant Blue’nun Replikasyon Indeksi Ortalamalarinin Grafigi
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5. TARTISMA — SONUC VE ONERILER

Gilinliimliziin en Onemli konularinin basinda besin giivenliginin saglanmasi
gelmektedir. Besin giivenliginin saglanmasinda, besin iiretimimin arttirilmast ve
tiretilen besinlerin kayiplarinin 6nlenmesi, besinin bol bulundugu dénemden daha az
bulundugu doéneme kalitelerini koruyarak saklanmasi ve raf omriiniin uzatilmasi
onem kazanmaktadir. Bu durumda da gida katki maddelerinin Kullanimi kaginilmaz

olmustur [36].

Gida katki maddeleri uygun sekilde kullanildiginda, yani izin verilen katki maddesi,
izin verilen besinlerde ve izin verilen miktarlarda kullanildiginda; baska bir deyisle
yasalara uygun sekilde kullanildiginda yararlandigimiz ve saglik riskleri minimize
edilmis maddelerdir. Gida katki maddelerinin uygun kullanimi iiretici, tiiketici ve
devlet isbirligini gerektirmektedir. Ureticiler oto kontrole, iirettikleri besinin
kalitesini {iretim asamalarinda ve satisa sunmadan Once kontrol etmeye Onem
vermelidir.  Ureticiler ve tiiketiciler gida katki maddeleri konusunda

bilinglendirilmelidir [36].

Gilniimiizde gida katki maddeleri tiiketiminden kendimizi tamamen soyutlamamiz
miimkiin degildir. Dikkat etmemiz gereken nokta, bu maddeleri yasalarin belirledigi
sekilde ve miktarda kullanilmasini saglayarak tehlikeleri olabildigince minimuma

indirmektir [37].

Gida katki maddelerinde risk/yarar dengesi Onemlidir. Ancak diger bazi risk
etkenleri ile karsilastirildiginda, énemleri daha diisiiktiir. Ozellikle sigara kullanimu,

asir1 alkol tiiketimi yaninda gida katki maddeleri daha diisiik riske sahiptirler [37].

Her tiirlii gida katki maddelerinin iiretimden tiiketime kadar olan agsamalarinda Saglik
Bakanligi'nin hazirladig1 tiiziik ve yonetmeliklere uyulmali; bu sekilde tiiketime

saglikl gidalar sunulmalidir.

Gida kontroliinde; saglik ocagi hekimleri yetkileri ve sorumluluklar1 konusunda
egitilmeli, yapmast gereken islerin dnemi vurgulanmali ve gida katki maddeleri

kontroliinde aktif gérev almas1 saglanmalidir.



Gida kontrolii, devletin tiiketici menfaatini korumak konusunda uyguladig
politikalardan birisidir. Tiiketicilerin; insan saghigi ve yasamina karsi tehlikeli

olabilecek konulara kars1 korunmasi i¢in;
e Mal ve hizmetlerin pazarlanmasinda tiiketicilerin korunmasi i¢in giivenlik hakki;

e Tiiketicilerin yaniltici, yanlis ve eksik bilgi, reklam, etiket v.b. uygulamalara

kars1 korunmalar1 i¢in bilgi edinebilme hakki;
e Tiiketiciye birden ¢ok ¢esit mal ve hizmet sunulmasi i¢in segme hakki;

e Kanun politikalarinin olusturulmasinda tiiketicilerin  ¢ikarlarinin ~ dikkate

alinmasini isteme hakki vardir [37].

Yapilan aragtirmalar, ¢evremizde sayilart her gecen giin artan g¢esitli kimyasal
maddelerin kiicik miktarlarinin bile genotoksik, mutajenik veya karsinojenik

olabilecegi gergegini ortaya koymaktadir [38].

Bu nedenle, bu etkilere sahip olma potansiyeli tasiyan fiziksel ve kimyasal ajanlarin
baslica insan genomu i¢in mutajenik, karsinojenik ve teratojenik etkilere sahip olup
olmadiklarmin ortaya ¢ikarilmasi son derece onemlidir. Ciinkii genetik toksisite
testlerinde alinan pozitif sonuclar mutajenik olan bircok maddenin ayni zamanda

karsinojenik de oldugunu gostermektedir [38].

Ciinkii genetik toksisite testlerinde alinan pozitif sonuglar mutajenik olan birgok

maddenin ayn1 zamanda karsinojenik de oldugunu gostermektedir.

Cesitli  ajanlarin  hiicrelerde  olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom
diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak degerlendirilen ve kolay uygulanabilen
in vivo ve in vitro MN testi, organizmayi etkileyen ajanlarin sitogenetik etkilerini
belirlemek i¢in yapilabilecek her tiirlii tarama calismasinda giivenle kullanilabilecek

bir genotoksisite testidir [38].

Bu calismada renklendirici katki maddelerinden olan Brilliant Blue ve Sunset
Yellow’un ¢esitli dozlarmin insan periferal kan lenfositlerinde sitogenetik harabiyete

sebep olup olmadigina MN, MI ve RI degerlerine bakilmistir.
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MI yeterli hiicre proliferasyonu ve sitotoksisiteyi gostermek i¢in kullanilan indikator
bir testtir. MI’deki bir azalma hiicre dongiisiindeki bir inhibisyonu ve hiicrenin
proliferasyon kapasitesindeki bir kaybi1 yansitir. M1, hiicre siklusunda metafazdaki
hiicre yiizdesini verir. Bu test bazi kimyasallarin hiicrelerdeki etki mekanizmasi

hakkinda 6nemli bilgiler de vermektedir [39, 40].

Amorim ve arkadaslar1 ¢alismalarinda sitotoksisite derecesinin tespit edilmesinin,
uygun preparasyon zamanini ve test konsantrasyonlarini se¢mek i¢in gerekli
oldugunu ve oOzellikle sonuglarin insanlarin maruz kalabilecegi bilesiklerin risk
degerlendirmesi i¢in kullanildiginda 6nem tasidigini bildirmislerdir. M1 degerlerinin
konsantrasyona bagli olarak paralel azalmasi, test edilen kimyasalin sitotoksik etki

gosterdigi anlamina gelmektedir [40].

Brilliant Blue ve Sunset Yellow MI oranmna gore degerlendirildigi zaman
konsantrasyonlara bagl olarak MI oranlarinda azalma meydana gelmistir [sekil 4.2,
45] ve konsantrasyonlar ile MI degerleri arasinda negatif bir korelasyon
gbzlenmistir. RI sonuglar1 da MI sonuglarn ile paralellik gostermektedir. Artan
konsantrasyonlara bagli olarak RI oranlarinda azalma meydana gelmistir [sekil 4.3,
4.6] ve konsantrasyonlar ile RI degerleri arasinda negatif korelasyon gdzlenmistir.
MI ve RI sonuglarina gore renklendirici katki maddelerinden olan Brilliant Blue ve

Sunset Yellow’un sitotoksik etkiye sahip olabilecegini sdyleyebiliriz.

MN testi; skorlanmasi olduk¢a kolay, ekstra kiiltiir islemi basamagi olmadan
uygulanabilen ve farkli hiicre tiplerinde kullanilabilen bir testtir. MN testi,
klastojenik etkili bilesikler tarafindan olusturulan kromozomal hasarlarin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan standart genotoksisite test sistemi
icerisinde yer alir ve in vivo Ve in vitro olarak uygulanabilir. MN’ler hiicre dongiisii
boyunca meydana gelen hasar nerede olursa olsun hiicre béliinmesi siiresince olusur.
Aksine, kromozomal aberasyonlar, hiicre dongiisii asamalarinin herhangi birinde

meydana gelebilir [41].

Ayrica, sitogenetik harabiyetin tespitinde, kromozom analizine gore kolay

uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre sayilmasi ve istatistiksel yonden daha
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anlaml1 sonuglar elde edilmesi gibi avantajlar1 sayesinde yaygin kullanim alan1 bulan

bir tekniktir [42, 43, 44, 45, 46].

Calismada kullanilan Brilliant Blue ve Sunset Yellow MN oranlarina gore
degerlendirdigimiz zaman artan konsantrasyonlarina bagli olarak MN oranlarinda
artis meydana gelmistir [sekil 4.1, 4.4] ve konsantrasyonlar ile MN degerleri arasinda

pozitif korelasyon meydana gelmistir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda hazir gidalarda ¢ok fazla kullanilan katka
maddelerinden olan Brilliant Blue ve Sunset Yellow’un insan lenfosit kiiltiirii izerine
olan etkileri arastirtlmistir. Calismanin sonunda bu iki maddenin insan lenfosit
kiiltiiri iizerine olan genotoksik etkileri ortaya konmus, ozellikle yiiksek dozlarda
hiicrelerde genotoksik ve sitotoksik etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Kanitlanan bu
zararl etkiler nedeniyle siklikla kullanilan gida katki maddelerinden olan Brilliant
Blue ve Sunset Yellow’un kullanimindan kaginilmali, eger kullaniliyorsa da
kullanilmas1 kontrol altina alinmalidir. Dolayis1 ile bu iki katki maddesinin bilingli
olarak kullanilmas1 saglanmali, kullanim1 asgari seviyeye indirilmeli ve bu maddelerin

yerini alabilecek yontemlerin gelistirilmesi tesvik edilmelidir.
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