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Yiiksek Lisans Tezi

Brilliant Blue (E133) Olarak Bilinen Mavi Gida Katki Boyasinin, Sogan (Allium cepa)
Kok Hiicrelerinde Mitoz Béliinmeye Etkisi.

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

OZET

Mavi gida boyasi, “Brilliant Blue (E133)” dondurma, soguk igecekler, bardak
corba, siit iirlinleri, pastalar ve sekerleme gibi bircok {irlinde renklendirici gida boyasi
olarak kullanilmaktadir. Ayrica, sabun, sampuan, agiz i¢i durulama suyu gibi bazi
farmakolojik iirinlerde de kullanilmaktadir. Bu ¢alismada Mavi gida boyasinin toksik
etkileri, mutfak sogani (Allium cepa) meristematik kok hiicrelerinde in vivo olarak
arastirilmistir. Sogan replikatlar1 laboratuvar ortaminda boyanin 200ppm, 800ppm ve
1600ppm’lik s1v1 ¢ozeltilerini igeren diizeneklerde ii¢ glin gelismeye birakilmistir. Her
replikat i¢in toplam 500 hiicre incelenmistir. Negatif kontrol grubu olarak dogal kaynak
suyu kullanilmastir.

Sonug olarak, her ii¢ konsantrasyondaki ¢ozeltilerde gelisen sogan ortalama kok
uzunluklar1 kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli olarak (P<0,001) kontrol
grubundan daha kisa kalmistir. Tiim gruplara ait ortalama kok sayilari karsilastirildiginda
ise (P>0,05), bu gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunamamaistir. Mitoz
boliinme toplam sayilari 200ppm grubunda diger gruplardan en yiiksek ¢ikmigtir, ikinci
yiiksek deger mitoz sayilarni alan kontrol grubu olmustur, diger iki gruptaki ortalama
mitoz boliinme sayilar1 konsantrasyona bagli olarak azalmistir (P<0,001). Mitotik indeks
(MI) ortalama degerleri de Mitoz boliinme sayilarindaki gibi aymi sekilde siralama
gostermistir.

Mavi gida boyasinin sogan meristematik kok hiicrelerinde meydana getirdigi
Kromozom aberasyonlarinin (CA) ortalama sayilar1 ve CA yiizdeleri de kontrol grubu ve

diger li¢ konsantrasyondaki ¢ozeltiler arasinda istatistiki anlamli bir farklar gostermistir.



CA ortalama sayilar1 ve CA yiizdeleri, en yiiksek ¢ikan 1800ppm den kontrol grubuna
dogru azalma egilimi gostermistir. Bu ¢aligma sonuglarina goére Mavi gida boyasinin
Ozellikle 200ppm’den daha yiiksek konsantrasyonlarda A. cepa meristematik kok

hiicrelerinin  belirgin olarak sitotoksik ve genotoksik etkiye maruz kaldigi

sOylenebilmektedir.
Yil : 2022
Sayfa Sayisi : 54

Anahtar Kelimeler : Allium cepa, mavi gida boyasi, (brilliant blue, E 133), mitotik

indeks, hiicre dongiisti.



MSc (Master of Science) Thesis
Effects of the Food Colouring Agent Brilliant Blue (E133) on Mitotic Cell Division of
Onion (Allium cepa) Root Tips

Trakya University Insitute of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

ABSTRACT

Food additive “Brilliant Blue (E133)” is used for colouring a variety of foods such
as; ice cream, cold drinks, instant soup, dairy products, pies, candies and a wide variety
of other foods. Moreover, it is also used in cosmetics, it is added to soap, shampoo,
deodorants and mouthwash liquids. In this study, toxic effects of the food colouring agent
“Brilliant Blue (E133) were investigated in vivo by using the root meristematic cells of
the onion, Allium cepa L.). The onion specimens were left three days for root growth in
beakers involving 200ppm, 800ppm and 1600ppm solutions of brilliant blue. A total of
500 cells were examined in the replicates of each treatment. Spring water was used for
negative control group.

As aresult, the mean length of the onion roots they obtained from the experimental
treatments involving the three different concentrations of the blue dye were shorter than
the control group roots (P < 0,001). However, the mean root numbers of the onions in all
four grups shown no sign of statistical differences (P>0,05). Total number of the mitosis
in the cells examined was the highest in 200ppm group followed by control group. The
mitosis numbers in the remaining two groups were lower than the previous groups
showing association with the concentration level (P<0,001).

Mean chromosomal aberrations (CA) and CA percentages occurred in the
meristematic root cells due to the blue dye showed statistically significant differences
among the four groups of experimental treatments. Mean CA numbers and CA
percentages was highest in the 1600 ppm group and decreased gradually from 1600ppm
group to the control group. According to these findings the “Brilliant Blue E133” over
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200ppm concentrations have significant cytotoxic and genotoxic consequences on A.
cepa meristematic root cells.

Year : 2022
Number of pages : 54

Keywords - Allium cepa, food colouring, brilliant blue, (E 133) mitotic index,
cell cycle.
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BOLUM I

GIRIS

Gidalarimizi ister taze olarak yerel pazar yerlerinden, ya da bazi sekillerde
paketlenmis hazir gida olarak marketlerden alip evde yiyelim ya da liikks bir lokantada
yiyelim, oncelikle onlarin goriiniisii, kokusu ve tadi kuskusuz bizi kendine ¢eken en
onemli faktorlerdir. Gida katki maddeleri, tiiketiciye daha cazip goriinmesi (organoleptik
ozellik) icin gidalarin renk, tat, koku v.b. gibi 6zelliklerini arttirmak i¢in kullanilan
maddelerdir. Ayrica bu 6zelliklerini uzun siire muhafaza edebilmesi i¢in koruyucu olarak
da kullanilan dogal ya da yapay maddelerdir. Yalniz basina gida olarak tiiketilmeyen ve
besleyici degeri olmayan katki maddeleri, iiretim, isleme ve ambalajlama agamalarinda
gidalara ilave edilmektedir, boylece sonucta gidanin bir bileseni olarak onun igeriginde

yer alabilmektedir.

Gelecek 30 yil igerisinde diinya niifusunun 9 milyara kadar ulasacagi
beklenmektedir. Bu nedenle bu kadar kalabalik niifusa yetecek en az %100 liik bir gida
tiretimi de gerekecektir. Halen her giin diinyadaki her 8 insandan 1’1 aglik ile miicadele
etmek zorundadir. Dolayisiyla yaklagik 1 milyar insan yakin gelecekte aclik tehlikesiyle
yiizlesmek zorunda kalacaktir. Hizla artan diinya niifusu icin yeterli ve bol miktarlarda
irlin veren tarim arazileri yaninda, daha ekonomik ve hizli olarak gida {iretimi
yapabilmek i¢in yeni gida teknolojilerinin gelistirildigi endiistriyel iiretim merkezlerinin
sayist siirekli artmaktadir. Cok hizli ve bol miktarlarda iiretim yapabilen bu tesisler
ekonomik ve hizli iiretim amaglarinda kolaylik saglayan bir¢ok gida katki maddesi
kullanmaktadir. Katki1 maddeleri sayesinde 6zel olarak islenerek hizli sekilde iiretilen bu
gidalar, bugiin Avrupa ve ABD gibi iilkelerde “ultra-procecessed food” (son derece hizli
iiretilen gida) adin1 almistir (Monteiro vd., 2019; Montera, Martins, Borges & Canella,



2021). Kisaca “ultra gidalar” diyebilecegimiz ya da iilkemizde tam anlamin1 bulmasa da,
“islem gormiis gida” olarak bilinen bu gidalarin igerikleri baz1 6zel yontemlerin
kullanildig1  belirli formiillerle hazirlanmaktadir. Islenmis gidalarda kullanilan
maddelerin igeriginde ne yazik ki dogal igerikler yerine, insan sagligi i¢in bir¢ok zararh
etkileri oldugu bilimsel olarak da kanitlanan, sentetik kimyasal maddeler
kullanilmaktadir. Ornegin genelde normal mutfak yemegi yaparken kullanilmayan bazi
0zel mineral tuzlar, tatlandiricilar, renk verici boyalar, kivam diizenleyiciler ve uzun siire
bozulmayi engelleyici kimyasallar gibi bir¢ok katki maddesi 6zellikle maliyeti diisiirmek

icin bugiin yayginlikla marketlerde tiiketiciye sunulan gidalarin igceriginde yer almaktadir.

1.1. Gida Katki Maddelerinin Cesitleri

Gida katki maddeleri, antimikrobial, antioksidant, renklendirici, lezzet verici,
asidite diizenleyici, kivam arttiric1 ve diizenleyici amaglarla neredeyse ylizyildir giinliik
gidalarimizda yer almaktadir (Carocho, Barreiro, Morales &Ferreira, 2014). Boylelikle
gida katki maddeleri, gidanin 06zel bilesimini, kalitesini, uzun siire bozulmadan
kalabilmesini korumada, gidalarin tiiketiciye c¢ekici gelmesi i¢in gidanin tadini,
goriiniisiinli ve kokusunu arttirmada ve gidalarin ekonomik degerini kazandirma ile ilgili
diger birgok amagclarla kullanilmaktadir. Farkli literatiirlerde degisik sayida grup altinda
listelenen gida katki maddeleriyle ilgili bazi1 bilgiler (Pandey & Upadhyay, 2012)
kullanim amaglarina gore asagidaki gibi Ozetlenebilir (Meghwal, Banerjee &
Kadeppagari, 2016).

Asidite diizenleyiciler: Bunlar ph diizenleme ve kontroliinde gida igeriklerinde
bulunurlar. Meyve suyu iiretiminde kullanilan baz, asit ve alkali bazi maddeler bu
gruptandirlar. Ornegin, fermentasyon ve meyve suyu teknolojisinde kullanilan sitrik asit,
asetik asit ve laktik asit gibi bazi1 gida asitleri hem gidanin tadin1 daha keskin yapar hem
de koruyucu ve antioksidant olarak da rol oynar.

Koruyucular: Bakteri, maya ve kiif gibi mikroorganizmalara karsi gidalar1 koruyan
antimikrobiyal maddelerdir. En yaygin olarak kullanilanlardan biri olan sodyum benzoat,

mesrubat gibi asitli iceceklerde, pasta ve ekmekte yer alir.



Antioksidantlar: Bu tip katki maddeleri, besinlerin oksidasyonla bozulmasini ve renk
degisimlerini 6nler. Bunlardan askorbik asit ve sitrik asit, biskiivi, recel, kutulu igecekler,

peynir ve bardak ¢orba gibi gidalarda yayginlikla kullanilmaktadir.

Emiilsifiye Ediciler: Besin form ve seklinin bozulmasini ve ayrisip dagilmasini onler.
Bu maddeler su ve yag gibi maddelerin gida igerisinde karisim olarak emiilsiyon halinde
kalmasin1 engeller. Ornegin, lesitin ve mono ve di-gliseridler, mayonez, dondurma,
cikolata ve market siitiinlin homojenize kalmasi, yaglarin topaklasmasi veya yapisik

kalmasimi diizenleyen katki maddelerindendir.

Dengeleyici ve Kivam Diizenleyiciler: Bu katki maddeleri ilgili gidalarin kivamini
artirma ve jel gibi durumda dengede kalmasini saglar. Puding, ¢ikolata i¢ecegi, kurabiye

dolgularinda jelatin ve pektin gibi katki maddeleri yaygin olarak kullanilir.

Tatlandiricilar: Genel olarak besin degeri olmayan kalori degeri diisiik veya hig
olmayan sentetik maddelerdir. Bu nedenle besinlere tat verme amacindan daha ¢ok diisiik
kalorili gida iiretim amaciyla kullanilirlar. Ayrica normal glukoz ve friiktoz gibi dogal tat
verici gidalardan ylizlerce kez daha fazla tat verdiginden dolay1 ekonomik yonden yarar
saglarlar. Aspartam ve Sakkarin dondurulmus tatli gidalarda, sekerlemelerde ve birgcok

icecekte yayginlikla kullanilan tatlandirict maddelerden ikisidir.

Besin degerini arttirici katki maddeleri: Bu katki maddeleri gida igeriklerine eklenerek
onlarin besin degerini arttirmada rol oynarlar. Vitaminler, iyodin ve lizin gibi maddeler

bugday unu, meyve sular1, market siitii ve margarinlere eklenen katki maddelerindendir.

Lezzet (Aroma) Vericiler: Belli bir gidaya farkli bir gidanin tat hissini vererek giday1
daha lezzetli ve gekici yapan aromatik katki maddeleridir. Ornegin, bircok baharatlar,
esansiyel yaglar, sentetik benzaldehit ve etil biitirat gibi katki maddeleri dondurma, tatli,

puding ve bircok pastane {iriinlerinde kullanilmaktadir.

Lezzet Arttiricilar: Kendi baglarina bir tadi olmayan fakat gida maddelerine
katildiginda onlarin lezzetini artiran maddelerdir. Monosodyum glutamat, islem gormiis
olarak bilinen gida maddelerinden ketgap, mayonez gibi katki maddelerde ve tatlandirict

soslarda, hazir ¢orba ve sosislerde ve etlerde lezzet arttirici olarak kullanilmaktadir.

Mineral tuzlari: Yasamsal 6nemi olan biyokimyasal reaksiyonlarda gérev yapan makro

elementlerden sodyum, fosfat, potasyum, klor, siilfiir ve kalsiyum, micro elementlerden



demir, floriir ve ¢inko gibi mineral tuzlar gidalara eklenen katki maddeleri igerisinde yer

almaktadir.

Renklendirici Gida Katki Boyalari: Renk verici gida katki boyalar1 gidanin islem
gormesi esnasinda kaybettigi dogal rengini vermek i¢in veya gidalari renk vasitasiyla
tiiketiciye daha alic1 goriinmesi amaciyla kullanilmaktadir (Sekil. 1.1). Bunlardan sari
(Tartrazin), mavi, (Brilliant Blue) ve kirmizi1 (Ponceau) sentetik olarak iiretilen kimyasal
boyalar olup tek baslarina degisik koyuluklarda veya gidalar diger degisik renkleri
vermek i¢in karigtirilarak kullanilirlar. Gidanin rengi tiliketici i¢in en Onemli g¢ekici
faktorlerden biri oldugundan gida boyalar1 bugiin gidalarda en yaygin olarak kullanilan
katki maddeleri arasinda yer almaktadir. Gida boyalari, dondurma ve mesrubattan
baslayip, patates ¢ipsi, pastalar, receller ve sekerlemelere dogru uzanan biiyiik bir gida

boliimiinii kapsayan gidalarin igeriklerinde yer alirlar.

Sekil 1.1. Gida katki boyalariyla hazirlanmis degisik renkteki ¢ozeltiler.

Boylece gida katki maddeleri igerigine gére dogal veya yapay olabilir (Carocho
vd., 2014). Dogal gida katki1 maddeleri, gidalara ilave edilen dogal olarak elde edilen katk1
maddeleridir. Bunlar, dogadaki mikrobiyal, bitki, hayvan veya minerallerden elde edilen
ekstratlardir. Ornegin, Pepsi kolaya konan karamel, dogal sekerin 1sitip pisirilmesiyle
elde edilen renklendiricidir. Yapay gida katki maddeleri, dogal gida maddelerinin aksine,
dogal iiriinlerden ekstrat olarak elde edilemeyen, fakat insan tarafindan kimyasal,

enzimatik veya diger yontemlerle sentetik olarak tiretilen katki maddeleridir. Yapay gida



katki maddeleri az miktarlarda gidalara ilave edildiginde bile dogal gida katki
maddelerine gore kat kat etkili oldugundan ve boylece iiretimde ekonomi sagladigindan
tercih edilirler. Ornegin, kullanim kolaylig1 ve ekonomik olmasindan dolay1 birgok
gidada, hatta agizdan alinan ilaglarda bile yapay tatlandiric1 olarak kullanilan aspartam,

normal sekerden 200 kat daha fazla tathidir (Pandey & Apadhyay, 2012).

Gida katki maddelerinin, gidalarda kullanimi, onlarin yararli oldugu ve insan
saglig1 i¢in zararll bir etkisinin olmadig1 giivenli olarak gosterildikten sonra gidalarda
eklenebilmesine izin verilebilmektedir. Diinya’da bircok iilkede gida katki maddelerinin
kullanimi1 belli miktarlar ve standartlar gerektiren ve uluslararasi kurallar ile
belirlenmektedir. Avrupa Birligi iilkelerinde kullanilan gilivenligi nispeten bilinen ve
kullanimina izin verilen gida katki maddeleri her birinin yaninda numara bulunan “E”
harfi ile kodlanmigtir. E harfi Avrupa Birigi’ni temsil ederken bunun yanindaki numara
da katki maddesinin ¢esidini ifade etmektedir (Pandey & Upadhyay, 2012). Ornegin,
Aspartam E951 kodu ile bilinmektedir. Avrupa Birligi disindaki iilkelerde, Avustralya,
Yeni Zelanda ve ABD’de de bu kodlara sahip katki maddelerinin kullanimina genelde
uyan ve E harfi icermeyen farkli bir gida katki maddesi numaralandirma sitemi
bulunmaktadir. Ornegin Avrupa’da E360 kodu ile satilan asetik asit bazi iilkelerde basit
olarak “katki maddesi 260" adiyla bilinmektedir. Yine farkl iilkeler arasinda gida katki
kullanim yénetmeliklerinde bazi farkliliklar da ortaya gikabilmektedir. Ornegin Yeni
Zelanda ve Avustralya’da alkollii ickilerde “katki maddesi 103” adiyla kullanimda olan
dogal bitkisel katki maddesi Alkanet’in Avrupa’da kullanim izni yoktur. Herkes
tarafindan kolayca anlasilabilmeyi saglayan ve bodylece gida katki maddelerini
tanimlamada herhangi bir karisiklig1 engelleyen bu E numara sistemindeki gida katki
maddeleri (Cizelge 1.1.), baslica alt1 grup altinda listelenmektedir (Carocho vd., 2014;
Sen, Barrow & Deshmukh, 2019).



Cizelge 1.1. Avrupa Birligi Tarafindan Kabul Edilmis Olan Gida Katki Maddelerinin E
Kodlar1 Kategori Listesi.

Renklendiriciler : E100-E199
Koruyucular : E200-E297
Antioksidanlar : E300-E321

Emiilsifer, dengeleyici, kivam arttirici : E322-E495

Asit, baz saglayicilar : ES00-578
Tatlandiricilar ve koku vericiler : E620-E637
Digerler (genis amach kullanilanlar) : E900-1420

Yukarida Avrupa Birligi’nde E numarasi alip listelenmis olan katki maddeleri
sayisi, halen 1500 den fazla olup, zaman igerisinde bu say1 artmaktadir. Gida katki
maddelerinin halk sagligi acisindan giivenle kullanimlart i¢in goérev yapan bir¢ok
uluslararasi kurulus ¢alismaktadir (Carocho vd., 2014; Emerton & Choi, 2008; Palacios-
Jordan, 2022). 1960’l1 yillarda kurulmus olan, Kodeks Beslenme Orgiitii (Codex
Alimentarius Commission-CAC), Diinya Saghk Orgiitii (World Health Organisation-
WHO) ile Gida ve Tarim Organizasyonu (Food and Agriculture Organisation-FAQ),
Avrupa Gida Giivenligi Acentas1 (Europe Food Safety Agengy-EFSA) gibi uluslararasi
kurulusglar diinyadaki gida standartlar1 ile ilgili bilgileri belirli siireler arasinda gézden
gecirerek raporlar halinde yayinlamaktadirlar. FAO ile WHO birlesik gida katki uzman
komitesi (The Joint FAO/WHO expert Committee on Food Additives- JECFA)
diinyadaki gida katki maddelerine ait yapilan bilimsel ¢alismalarin verilerini de
degerlendirerek sonu¢ raporlarini  giincellestirmektedir. Ulkemizde gida katki
maddelerinin kullanimiyla ilgili yasa, tiiziik ve, yonetmelik ve genelgelerle standartlarin
belirlendigi, Tarim ve Orman Bakanligi’na ait Tiirk Gida Kodeksi (TGK) gida katki

maddeleri yonetmeligi ve gida kategorilerine iligkin kilavuz bulunmaktadir.



1.2. Gida Katki Maddelerinin insan Saghgma Olan Etkileri ve Tehlikeleri

Gida katki maddeleri ve ozellikle koruyucu maddeler bir¢ok gidayr istenen
Ozeliklerde uzun siire bozulmadan saklayabilmek i¢in 6nem tasimasina ragmen saglik
acisindan olan =zararlar1 ¢ok sayidaki bilimsel deneyleri igeren c¢alismalar ile
dogrulanmistir (Silva, Reboredo, & Lidon, 2022). Cocuklarda hiperaktivite, alerji,
egzama, astim, kusma, kasinti, bas agrisi, davranis bozukluklari, migren zehirlenme,
sindirim sitemi bozukluklar1 depresyon gibi daha bir¢cok rahatsizliklar bu zararlarin
basinda gelmektedir (Silva vd., 2022). Bunlarin igerisinde en tehlikeli olanlardan biri de
gida katki maddelerinin genotoksik etkileri nedeniyle kanser riski tagimalaridir. Farkli
canl1 tiirleri izerindeki ¢cok sayida bilimsel deneylerle saptanmis olan degisik gida katki
maddelerinin zararl etkilerini birgok yayinda liste halinde bulmak miimkiindiir (Montera
vd., 2021; Pandey & Upadhyay, 2012; Silva vd., 2022). Bugiin gidalarda kullanilan katki
maddelerinin ¢ok sayida olmalari ayrica bunlarin yasam boyu hayatimizda eser
miktarlarda bile girmis olmalari, bunlara karsi alinabilecek risk 6nlemlerini
giiclestirmektedir. Yasaklanmis ya da belirlenen miktarlarda kullanimi yasalarla
belirlenmis olan gida katki maddelerinin bir¢ok toplumda bilingsiz olarak ayrica yiiksek
miktarlarda ve kurallara uygun olarak kullanilmamas: karsilasilan en biiylik saglik

risklerindendir.

1.3. Gida Katki Boyalar:

Bu tezin de konusunu olusturan ve renklendiriciler olarak bilinen gida boyalari,
katki maddeleri igerisinde en ¢ok kullanilan bir sinifi olusturmaktadir. Gida se¢iminde
tilketici tercihinin en onemlilerinden biri kuskusuz renktir. Sebze ve meyvelerin rengi
olgunlagma ve tat ile paralellik gostermektedir. Zamana bagli bozulmayla ilgili olarak
gidalarin rengi dereceli olarak kaybolmaktadir. Dolayisiyla renklendirici gida katki
boyalari, gidalara dogal renk tonlarin1 kazandirmak ve bu rengin uzun siire bozulmadan
kalmasini saglamak i¢in kullanilmaktadir (Cizelge 1.2). Gida {iretiminin tarihi siireci
igerisinde renk maddeleri gidalarda dogal katki maddesi olarak kullanilmistir. Ancak gida
sanayilerinin ve gida iiretiminin hizla artmasina bagl olarak kolay kullanimi ve daha
ekonomik olmalar1 nedeniyle kullanimlar1 yayginlasmistir. Yapay gida boyalarinin

dayanma Omiirleri, dogal gida maddelerine gore olduk¢a uzundur. Ciinkii yapay



renklendiricilerin birgogu, 1s1 degisimleri, alkali ve asiditeye karst ayrica 1s1k ve
bozulmaya yol acan koruyuculara kars1 dayaniklidir. Uretimi kolay ve ucuzdur, diisiik
miktarlarda ¢ok fazla boyama Ozellikleri vardir. Suda ve g¢oziiciilerde 1iyi
cOziindiiklerinden kullanimda kolaylik saglarlar. Toz, sivi, graniil gibi kati formlarda
bulunabilirler. Degisik renk ve tonlardaki renk maddeleri ya dogrudan elde edilir veya

ana renklerin birbiriyle belirli oranlarda karisimiyla elde edilebilir.

Cizelge 1.2. Baz1 renk maddelerinin verdigi renge gore listesi.

Renk Ad1 | Renk Verici Madde

Kirmizi Allura Red40, Ponceau3R, Eritrosin
Turuncu Beta karoten, Anatto, Paprika, Sunsetyellow
Sari Riboflavin, Tartrazin, Safran, Turmerik
Yesil Klorofil, Brillant green

Mavi Brillant blue, Indigocarmin

Menekse Antosiyoninler

Kahve Karamel, Brown FK

1.3.1. Baz1 Dogal ve Yapay Gida Katki Boyalar1

Yapay gida boyalar1 henliz bulunmadan o6nce kullanilan dogal gida
renklendiricileri, bitkisel hayvansal, mikrobiyal veya mineral kaynakliydi. Ancak dogal
renklendiricilerin ¢ogu bitkisel kaynaklidir. Havug, domates, kayisi, portakal, safran,
kirmiz1 biber, 1spanak, lahana, kahve, pancar ve ¢ilek gibi bir¢ok bitki oziitiinden elde
edilen ekstratlardir. Ornegin 400 den fazla karetoneid bitkisel renk ekstrati olarak
gidalarda yayginlikla kullanilmaktadir. Betanin ve Antosiyanin pigment igeren diger
bitkisel dogal renklendiriciler arasinda yer almaktadir. Karmin kirmizisi ise Dactylocopus
coocus denen Giiney Amerika’da yasayan bir bocekten elde edilmektedir. Streptococcus

agalactiae turuncu renk gida boyasinin elde edildigi bakteridir (Sen vd., 2019).

Tarihsel siireg igerisinde eski Misrlilar’in (M.O. 1500) kozmetik ve sa¢ boyamada
yapay renklendirici kullandiklar1 ve milattan 6nce 300 yili civarinda da yapay boyanin
sarap yapiminda kullanildig1 yer aldig1 bilinmektedir (Carocho vd., 2014; Downham &
Collins, 2000; Sen vd., 2019). Modern tarih siireci igerinde ise ilk renklendirici gida
boyast 1856 yilinda Ingiliz bilim adami William Henry Perkin tarafindan komiir

katranindaki anilinden elde edilmis olan ve “mauve” adi verilen leylak moru renktir



(Downham & Collins, 2000). Bu bulustan sonra birgok sentetik gida boyasi bulunmus ve
bunlar kozmetik ve gida endiistrisinde yayginlikla kullanilmaya baslanmistir. Bugiin de
sentetik olarak kimyasal yolla elde edilen bir¢ok yapay gida boyasi gida endiistrisinde
kullanilmaktadir. Halen, Avrupa, A.B.D. ve Japonya’da kullanimina izin verilen sayis1
20 kadar olan yapay gida boyalarmin baslicalari: Carmoisine/Azorubine (E122)
ve Ponceau 4R (E124) Erythrosine (E127), Allura Red (E129), kirmizi, Tartrazine (E102)
ve Sunset yellow FCF (E110) sar1, Indigotine/Indigo Carmine (E132) mor, Brilliant Blue
FCF (E133) mavi, Fast Green FCF (E143) yesil gida boyalaridir (Coultate & Balckburn,
2018; Downham & Collins, 2000; Maronpota, Hayashi & Bastaki, 2020).

1.3.2. Mavi Gida Boyasi (Brilliant Blue FCF) Ozellikleri

Bu tez calismasinda kullanilan mavi gida boyas1 E133 kodu ile ve Avrupa’daki
yaygin adiyla brilliant blue FCF (Blue 1) olarak bilinen yapay bir renklendiricidir.
Dogada saf olarak neredeyse yok gibidir, sadece mavi-yesil alg olarak adlandirilan
fotosentetik bakteriler olan Cyanobacteri grubu {liyelerinin parlak mavi kromatofor
icerdikleri bilinmektedir (Coultate & Blackburn, 2018; Dey & Nagababu, 2022). Mavi
gida boyasi brilliant blue (BB) suda kolay ¢6ziinebilen toz veya graniil olarak halindeki
bir yapay boyadir (Silva vd., 2022). Gidalarda renk verici olarak kullanimi1 birgok tilkede
serbest olan BB, komiir katranindan sentetik olarak elde edilmekte olup 1929 yilindan
beri kullanimi bilinmektedir. Pastacilikta, sekerleme, dondurma, recel, mesrubat, likor,
gibi bircok iiriinde, kozmetik ve bazi ilaglarda mavi renk verici katki maddesi olarak
kullanilmaktadir (Meghwal vd., 2016; Pandey & Upadhyay, 2012;). Mavi gida boyasi
BB, sar1 renk boyasi Tartrazin ile ve diger boyalarla karistirilarak yesil ve diger renkleri

elde etmede kullanilmaktadir (Emerton, & Choi, 2008).

Renklendiriciler dahil gida katki maddelerinin canli hiicrelerde meydana
getirebilecegi genotoksik ve diger zararlarmmi arastirmak icin yapilan c¢alismalarda
deneysel model organizma olarak bitki, hayvan veya mikroorganizmalar kullanilmustir.
Bu arastirmalar bazi molekiiler analiz yontemlerin yani sira ve sitogenetik yontemleri
kullanarak gergeklestirilmistir. Bunlar arasinda Mikroniikleus, Salmonella, SMART
(Somatik Mutation and Recombination Test), Comet assay ve Allium cepa testleri en
yaygin olarak kullanilanlardir (Elhkim vd., 2007; Kobylewski & Jacobson, 2012; Ozkara,



Akyil, Eren & Erdogmus, 2015; Thomas & Adegoke, 2015). A. cepa testi, hiicrelerde
mitotik indeks ve kromozom aberasyonlarini net bir sekilde saptamada kullanilan,
uygulamasi kolay, nispeten ¢ok ugras gerektirmeyen zaman ve maliyet agisindan
ekonomik olarak da avantajli bir test olarak genotoksite ¢alismalarinda yerini almistir. A.
cepa diger canlilara gore kullanim avantajlarindan birisi, nispeten biiyiikk ve az sayida
(2N=16) kromozomlara sahip olmasidir (Awe & Akpan, 2017; Tedesco &
Laughinghouse, 2012). Boylece laboratuvar ortaminda yetistirilebilen bir deneysel
organizma modeli Ozelligini tasimaktadir. A. cepa testi pestisitlerden, cevresel
kirleticilere ve gida katki maddelerine kadar uzanan genis bir yelpazedeki degisik
kimyasal maddelerin insan sagligina olan toksik etkilerini belirlemede ¢ok tercih edilen

test sistemlerinden biridir.

Bircok gida boyasinin genotoksite, sitoksite ve diger zararlarinin olup olmadigini
lizerine yapilan sayisiz deneysel ¢aligma bulunmakla beraber, mavi gida katki boyasi, BB
ile yapilan arastirmalar siirlidir. Bu calismalar, degisik model organizmalarda
gerceklestirilmistir (Borzelleca, Depukat, & Hallagan1990; Ishidate vd., 1984; Mannel &
Grice, 1964; Sasaki vd., 2002). Hansen vd., (1966)’nin yaptig1 toksite aragtirilmasi, mavi
boya ile ilgili ilk ve en 6nemli ¢alismalardan biridir. Bu ¢alismalara ait bazi sonuglar,
mavi gida boyas1t BB’ nin genotoksik etkilerini deneysel olarak kanitlamasina ragmen
caligmalarin sinuirli sayida olmasi dolayisiyla bu sonuglar mavi boya BB’nin diinyadaki
kullanimina herhangi bir simirlama getirmede yetersiz kalmaktadir. Yakin zamandaki
toksikolojik mavi boya arastirmalari in-vivo olarak (Ermis, 2019; Uysal & Semerdoken,

2011) Drosophila melanogaster tizerinde gergeklestirilmistir.

Bu tez ¢alismasinda da Allium cepa testi kullanilarak, mavi gida katki boyasi
(BB)’nin farkli konsantrasyonlarda kullanildiginda canli hiicrelerde yapabilecegi

genotoksik etkiler in-vivo olarak arastirilmstir.
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BOLUM 2

MATERYAL ve METOD

2.1.Deney Gruplari

Calisma siiresince mavi gida boyasinin genotoksik etkilerini Allium cepa (L.)
tizerinde aragtirmak i¢in hazirlanan deney diizenekleri ii¢ ana gruba ayrilmistir.
Bunlardan ilk gruptaki deneylerde, farkli konsantrasyonlarda boya iceren diizeneklerde
mavi boyanin kok uglar1 uzamasina olan etkileri arastirnlmistir. Ikinci grup deneylerde,
yine belirlenen konsantrasyonlarda boya iceren diizeneklerde yetistirilen sogan kok ucu
meristematik hiicrelerindeki mitoz boliinme evrelerindeki (profaz, metafaz, anafaz, ayrica
interfaz) sayilar arastirilmistir. Ugiincii olarak, mitoz evreleri kayit edilen aymi
preparatlardaki mitoz boliinme anormallikleri kayit edilmis ve istatistiksel analizler
yapilarak yorumlara gidilmistir. Bunlara ilave dordiincii bir grup olarak da, her bir deney
grubu i¢in ayrica negatif kontrol gruplar1 da hazirlanmistir. Boya muamele gruplarinda
elde edilen sayisal verilerin kontrol grubundan ve birbirlerinden istatistiki olarak farklilik
gosterip gostermedigi saptanmaya caligilmistir.

Kok ucu uzunluklarmin arastirtldigi deneylerde her bir grup icin 9 adet replikat
kullanilmistir. Yani, her bir deney grubu i¢in hazirlanan 9 adet ayr1 bardak igerisindeki
cozeltilerde, sogan ornekleri kok gelisimi i¢in yetistirilmistir. Deneylerde kullanilan
herhangi bir kimyasal maddeye maruz birakilmadan tiretildigi bilinen soganlar, yerel
marketlerden satin alinmigtir. Deneylerde, hacmi 19 (ml), cap1 5,5 (cm) ve yiiksekligi 12
(cm) olan her bir bardaga birer adet Allium cepa sogan1 konmustur. Her bir soganin
ortalama ¢ap1 3,5 (cm) ve agirlhigt da 10 (gr) civarinda kayit edilmistir. Deneylere

baslamadan Once, soganlarin kok u¢larindaki kurumus kisimlar ve en dig tabakadaki artik
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kabuklar temizlenmistir. Deney diizenekleri kurulmadan once stok soganlar bir giin su
icerisinde birakilarak saglikli olup olmadiklar1 izlenmistir, saglikli soganlar segilerek
deney diizeneklerinde kullanilmistir. Soganlar kiirdan vasitasiyla sadece kokleri siviya
degecek sekilde bardaklara yerlestirilmistir. Deneyler esnasinda bardaklarda zamanla
azalan siv1 eksiklikleri, ayn1 konsantrasyondaki stok siv1 ilavesiyle tamamlanmstir. Ug
farkli boya konsantrasyonundaki ¢zeltileri hazirlamak icin toz halindeki (Sekil 2.1) mavi
gida boyasi (brilliant blue FCF, E133, EC Number: 223-339-8, CAS Number: 3844-45-
9 Solubility in water: soluable) bilimsel materyal ve kimyasal saglayici yasal 6zel
sirketlerden satin alinmistir. Tiim deney diizeneklerinde, boya ¢ozeltilerini hazirlamak
icin dogal kaynak suyu kullanilmigtir. Bunun i¢in, marketlerde satilan belli bir firmaya
ait, kimyasal madde icermeyen taze ve giivenilir oldugu bilinen 5 litrelik damacana
kaynak suyu kullanilmistir. ilgili deney gruplari igin istenen konsantrasyonlardaki boya
cozeltileri, toz boyanin verilen miktar1 ile damacana suyu ile manyetik karistiricida
deneylere baslamadan bir glin 6nceden hazirlanmis ve stok ¢ozelti olarak standart bir
buzdolabinda muhafaza edilmistir (Sekil 2.2). Tiim deney diizenekleri ayn1 zamanda
kurularak, tiim gruplara ait deneyler ayni zaman siireci igerisinde slirdiiriilerek
tamamlanmistir. Deneyler, direk 151k giin 15181 almayan ve oda sicakligindaki

laboratuvarda gerceklestirilmistir.

Sekil 2.1. Mavi boya ¢ozeltisi hazirlamak i¢in kullanilan toz halindeki Brilliant Blue
E133, Mavi Boya Ornegi.
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Sekil 2.2. Mavi boya, Brilliant Blue E133 ile hazirlanmis ti¢ farkli konsantrasyondaki
stok boya ¢ozeltilerinin goriinimii.

2.1.1. Deney Diizenekleri

2.1.1.1 Mavi Gida Boyasimn Allium cepa Kok Gelisimi Uzerine Etkilerini

Arastirmak I¢in Hazirlanan Deney Diizenekleri

Deneyler esnasinda 10 adet bardaga normal damacana suyu konarak soganlar kok
gelisimi i¢in 3 giin bu bardaklarda birakilmistir. Hi¢ boya kullanilmayan bu 9 adet replikat
kontrol grubu (K) olarak belirlenmistir. A grubu olarak belirlenen 9 adet bardaga
200ppm’lik boya ¢ozeltisi konmustur. B grubu olarak belirlenen diger 9 adet bardaga
800ppm’lik boya c¢ozeltisi konmustur. C grubu olarak belirlenen {icilincii deney
diizenegindeki 9 adet bardaga da 1600ppm’lik boya ¢ozeltisi konmustur (Sekil 2.3). Kok
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uzunluklart i¢in deney diizeneklerine yerlestirilen soganlar, yedi giin gelismeye
birakilmistir. Bu siire sonunda tiim deneyler sonlandirilarak soganlarin kok sayilari
sayllmis ve kok uzunluklari cetvel ile dlgiilerek kayit edilmistir. Farkli deney gruplarina

ait sogan ortalama uzunluklari istatistiksel olarak analiz edilmistir.

Sekil 2.3. Ug farkli konsantrasyonda boya ¢ozeltisi ve kaynak suyu iceren deney
diizeneklerindeki sogan ornekleri.

2.1.1.2. Mavi Gida Boyasmin Allium cepa Kok Ucu Meristematik Hiicrelerinde
Mitoz Béliinmeye Olan Etkisi (Mitotik Indeks) ve Kromozomal Aberasyonlar

(CA)’1in Saptanmasi.

Ug farkl1 konsantrasyondaki mavi boya ile muamele edilen 3 farkl1 gruba ait sogan
kok uclarinda meydana gelebilecek genotoksik etkileri saptamak amaciyla kok uzunlugu
deneylerinde kullanilan soganlardan bagka soganlar kullanilmigtir. Bu amagla {i¢ ayri
boya konsantrasyonundaki ¢6zeltiyi ve normal suyu iceren bardaklardaki diizeneklerde,
onceki boliimlerde bahsedilen ayn1 kaynaktan saglanan ayn1 6zellik ve kalitedeki soganlar
yetistirilmistir. Her dort grup i¢in dokuzar adet (dokuz ayr1 bardak igine birer sogan
konmustur). Bu dort gruba ait soganlar laboratuvarda ii¢ giin gelismeye birakilmstir, ii¢
giin sonunda 2-3cm uzunluktaki kok uglari kesilerek preparatlar yapilmis bunlar x40
bliyiitmeli 151k Olympus CX22 151k mikroskobunda incelenmistir. Her bir sogandan 6 adet
kok ucu ve her bir kok ucunda, 500 hiicre incelenmistir (her bir grup igin: 9 sogan (4

grup X 9 = toplam 36 adet sogan), her bir sogan i¢in 6 kok (36x6= toplam 216 kok);
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(toplam 216 X 500 =108000) hiicre incelenerek mitoz (profaz, metafaz, anafaz ve telofaz)
ve interfaz asamalar1 kayit edilmistir. Boliinme halinde olan hiicreler igerisinde anormal
boliinme durumunda olanlarin, anormal durum (CA = Kromozomal Aberation) tipleri
“Fiskesjo, 1985” e gore gruplandirilarak bunlarin sayilar1 kayit edilmistir. Preparatalar
Olympus C21151k mikroskobunda x400 biiyiitmede incelenerek fotomikroskop kamerasi
ile fotograflar ¢ekilmistir.

2.1.1.2.1. Mikroskop Preparatlarimin Hazirlanmasi

Deney diizeneklerinden elde edilen kok ornekleri ezme preparat yOntemi
(Fiskesjo, 1985) ile hazirlanmistir (Sekil 2.4). Kontrol grubu ve diger li¢ grup i¢in
hazirlanan diizeneklerde yetistirilen sogan kok uglarinin meristematik kisimlari keskin
bistiiri ile kesilerek Carnoy sivisinda 48 saat fikse edilmistir. Her bir sogan kokiinden 9
adet kok ucu Carnoy da fikse edildikten sonra bu drnekler daha sonraki analizler i¢in %70
alkol igeren muhafaza sigelerine aktarilmistir. Daha sonra alkol igerisindeki muhafaza
sislerinden her bir kok ezme preparat (Sekil 2.4) yapilarak hiicreler mikroskopta

incelenmistir.

2.1.1.2.2. Ezme Preparat Yapimi

Ezme preparat yapimi i¢in, alkol igeren stok siselerden alinan her bir kdk ucu bir
saat camin icerisine konmus ve bunun tizerine 3 damla HCL (1 M) damlatilmistir. Saat
cami, Bunsen beki (ispirto ocagi) kullanilarak 5 saniye kadar isitilmistir. 10 dakika
beklendikten sonra kok uclar1 distile su ile {i¢ defa yikanmistir. Daha sonra kok uglari,
baska bir saat cami igerisine alinarak lizerine 3 damla asetokarmin boyas1 damlatilip
ispirto ocaginda 5 saniye 1sitilmistir. Kok uglarindaki kromozomlarin boyay1 almasi i¢in
10 dakika beklenmistir. Boyanan kok uglari lam {izerine alinarak iizerine bir damla su
damlatilmigtir, son olarak bunlar lamel ile kapatilarak yavasca ezilmis ve mikroskopta

incelenmistir (Sekil. 2.5).
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Sekil 2.4. Laboratuvarda ezme preparat yapimi.

Sekil 2.5. Ezme preparat halinde hazirlanmis A. cepa kok uglarmin lam lamel
arasindaki goriiniimii (soldaki resim) ve meristematik hiicrelerin mikroskopta
goriinimii (sagdaki resim).
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2.2. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizlerde ii¢ farkli boya ile muamele edilen gruplardaki ortalama
kok uzunluklar1 ve kok sayilariin kontrol grubundan farkli olup olmadigi ayrica
gruplarin kendi aralarindaki farkliligi saptanmistir.

Ug farkli gruba ait toplam mitoz boliinme gegiren hiicre sayilarma bagl mitotik
indekslerin kontrol grubundan ve kendi aralarinda farkli olup olmadigi karsilastirilmistir.
Ayrica aberant hiicre sayilarinin da kontrol grubundan ve kendi aralarinda farkli olup
olmadigi istatistik testlerle analiz edilmistir.

Farkli ii¢ konsantrasyondaki mavi gida boyast ile muamele edilen sogan
koklerinin uzamasini etkileyip etkilemedigini arastirmak ig¢in 200ppm, 800ppm ve
1600ppm’lik konsantrasyonlarda mavi boya iceren ve boya icermeyip sadece normal
kaynak suyu iceren (kontrol grubu) kaplarda gelismeye birakilan soganlarin kok
uzunluklar1 (cm) ortalamalarinin istatistiki olarak farkli olup olmadigini saptamak i¢in
ANOVA testi uygulanmistir. ANOVA sonuglarina gore gruplar pair-wise olarak
karsilagtirilirken ise Tukey testi uygulanmistir. ANOVA testi uygulamadan 6nce deney
gruplar1 ortalamalarinin Kontrol grubundan farkli olup olmadigi Dunnet Testi kontrol
edilmistir.

Dort deney grubuna ait soganlarin ortalama kok sayilarinin farkli olup olmadigini
saptamak i¢in ise Kruskal-Wallis Testi uygulanmistir.

Deney gruplarina ait ilgili sayisal veriler gerekli yerlerde tablolarda verilmistir.
Ayrica istatistiksel karsilagtirmalarin daha iyi anlasilabilmesi icin sayisal veriler
istatistiksel parametreler baz almarak grafiklerde gosterilmistir. Istatistiksel testlerde,
0,05 diizeyi anlamlik degerleri kullanilmustir. Istatistik analizlerde Minitab 14 analiz

programi ve Sokal & Rohlf, (1995)’den yararlanilmistir.
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BOLUM 3

BULGULAR

3.1. Mavi Gida Boyasinin Allium cepa Kok Uzamasina Olan Etkisi

Ug farkli konsantrasyondaki mavi boya ile muamele edilen 3 farkli gruba ait sogan
kok uzunluklar1 ve kontrol grubuna ait kok uzunluklari (Sekil 3.1) na ait istatistik
parametreler asagidaki ¢izelgelerde (Cizelge 3.1, 3.2, 3.3, 3.4 ve 3.5) verilmistir. Bu
gruplara ait kok uzunluklar1 ortalamalar1 kendi iglerinde ANOVA ile test edildiginde {i¢
boya grubunun kendi i¢lerinde istatistiki olarak anlamli bir fark gdstermedigi ortaya
cikmustir (P>0,05). Sadece kontrol grubundan, K5 teki ortalamanin digerlerinden yiiksek
oldugu ve K8 grubunun ortalamasinin da diisiik oldugu goriilmektedir. Istatistik testlerde
bu iki grup dikkate alinmayabilir, ¢linkii ayn1 kokenden 6rnek soganlar kullanilmis olsa
da genetik ve cevresel faktorler bazen istisnai farklara neden olabilir. Boylece 3 farkl
boya grubu ile ve kontrol grubu ile muamele edilen soganlarin ortalama kok uzamalari
anlaml bir istatistiki fark gostermektedir (ANOVA; F=43,90; P<0,001). Sekil 3.2 deki
grafikten de anlasilacag iizere kontrol grubuna ait sogan koklerinin ortalama uzunlugu
(8,643+1,332) tiim ii¢ gruptan yiiksek olarak istatistiki bir fark igermektedir. 200ppm
grubundaki kok ortalama uzunluklar1 kontrol grubundakilerden kisa (7,301£1,048) ama
diger iki gruptan daha fazladir. 1600ppm grubundaki koklerin ortalama uzunlugu
(4,511£0,439) tiim gruplardan daha kisa olmasina ragmen, 800ppm grubundaki kok
uzunluklar1 ortalamasindan (4,574+0,630) istatistiki olarak anlamli bir fark

gostermemektedir.
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Sekil 3.1. Kontrol grubu ve ii¢ farkli konsantrasyondaki boya ¢ozeltisi igeren
diizeneklerde yetistirlen A. cepa orneklerinin kok uzunluklarma ait resimler. Ustte A:
kontrol; B: 200 ppm; C: 800 ppm D: 1600 ppm Altta kontrol ve diger ii¢ grup kokler.

Dort farkli deney grubuna ait sogan koklerinin ortalama sayilar (Cizelge 3.1, 3.2,
3.3. 3.4 ve 3.5) incelendiginde 200ppm grubunun en diisiik, kontrol grubunun ise en
yiiksek ortalamaya sahip oldugu goriilmektedir. Bu dort grubu ait sayisal verilere
Kruskal-Wallis Testi uygulandiginda, sogan kok sayist ortalamalarimnin istatistiki olarak
anlamli bir farka sahip olmadig1 (H=4,42; SD=3; P>0,05) ortaya ¢ikmaktadir. Boylece
sogan kok sayisi genel ortalamasi bu ¢alismadaki soganlar igin 26 olarak ortaya ¢ikmistir.
Cizelge 3.5.’den de acikga anlasilacagi iizere, mavi gida boyasinin sogan kok sayilarini

etkilemedigi ortaya ¢ikmaktadir.
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Cizelge 3.1. Kontrol grubuna ait sogan koklerinin uzunluklarini (cm) gosteren tanimlayici
istatistik parametreleri (Genel toplam:269 adet kok) .

Grup N AO SH SS Med Min Max

K1 38 | 8,226 | 0,232 | 1,428 | 8,800 | 5,400 | 10,200
K2 43 8,158 | 0,226 | 1,479 | 8,200 | 4,200 | 10,200
K3 31 | 8,387 | 0,263 | 1,467 | 8,400 | 4,800 | 10,800
K4 23 | 8,435 | 0,285 | 1,368 | 8,200 | 5,600 | 13,800
K5 20 | 11,730 0,264 | 1,179 | 11,800 | 9,800 | 10,800
K6 27 | 9,000 | 0,287 | 1,492 | 9,600 | 6,200 | 11,200
K7 20 8,830 | 0,321 | 1,437 | 9,300 | 5,200 | 11,200
K8 26 6,677 | 0,243 | 1,241 | 7,000 | 4,600 | 9,800
K9 41 | 8,380 | 0,152 | 0,976 | 8,600 | 4,600 | 9,800

Cizelge 3.2. 200ppm konsantrasyondaki mavi gida boyasi ile muamele edilen sogan
Koklerinin Uzunluklarmi (cm) gosteren tanimlayict istatistik parametreleri (Genel
toplam:234 adet kok).

Grup N AO SH SS Med | Min | Max
200ppm1 | 38 6,547 | 0,181 | 1,114 | 6,600 | 3,800 | 7,400
200ppm2 | 48 5,875 | 0,167 | 1,156 | 6,000 | 3,000 | 6,400
200ppm3 | 25 | 7,784 | 0,369 | 1,845 | 8,000 | 4,000 | 9,200
200ppm4 | 26 | 6,254 | 0,229 | 1,167 | 6,300 | 3,800 | 7,200
200ppm5 | 22 8,709 | 0,202 | 0,950 | 8,600 | 7,000 | 9,450
200ppm6 | 16 | 8,537 | 0,391 | 1,562 | 9,200 | 5,000 | 9,700
200ppm7 | 19 | 7,474 | 0,293 | 1,276 | 7,800 | 5,000 | 8,400
200ppm8 | 25 6,472 | 0,266 | 1,330 | 7,000 | 3,800 | 7,800
200ppm9 | 15 | 8,107 | 0,428 | 1,659 | 8,400 | 4,800 | 9,800
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Cizelge 3.3. 800ppm konsantrasyondaki mavi gida boyasi ile muamele edilen sogan
koklerinin uzunluklarmi (cm) gdsteren tanimlayici istatistik parametreleri (Genel
toplam:235 adet kok).

Grup N AO SH SS Med | Min | Max
800ppm1 | 39 5,708 | 0,140 | 0,875 | 6,000 | 4,000 | 7,000
800ppm2 | 35 | 4,531 | 0,169 | 0,999 | 4,400 | 3,000 | 6,000
800ppm3 | 28 | 4,100 | 0,105 | 0,554 | 4,00 | 3,000 | 5,200
800ppm4 | 17 4,741 | 0,185 | 0,764 | 5,000 | 3,200 | 5,800
800ppm5 | 25 | 3,496 | 0,098 | 0,490 | 3,400 | 2,800 | 4,200
800ppm6 | 31 | 5,142 | 0,197 | 1,099 | 5,200 | 3,000 | 7,000
800ppm7 | 21 4,448 | 0,148 | 0,678 | 4,600 | 2,800 | 5,400
800ppm8 | 19 | 4,263 | 0,162 | 0,706 | 4,600 | 2,800 | 5,200
800ppm9 | 20 | 4,770 | 0,366 | 1,637 | 4,900 | 2,600 | 7,000

Cizelge 3.4. 1600ppm konsantrasyondaki mavi gida boyasi ile muamele edilen sogan
koklerinin uzunluklarini (cm) gosteren tanimlayici istatistik parametreleri (Genel
toplam:198 adet kok) .

Grup N AO SH SS Med | Min | Max
1600ppml1 | 21 4,667 | 0,242 | 1,107 | 4,800 | 2,200 | 6,800
1600ppm2 | 28 4,700 | 0,149 | 0,788 | 4,900 | 3,000 | 6,000
1600ppm3 | 19 | 4,874 | 0,215 | 0,936 | 5,200 | 3,000 | 6,200
1600ppm4 | 14 | 5157 | 0,199 | 0,745 | 5,200 | 3,000 | 6,200
1600ppm5 | 21 3,800 | 0,143 | 0,654 | 3,800 | 2,800 | 5,000
1600ppm6 | 23 | 4,017 | 0,166 | 0,798 | 4,000 | 3,000 | 6,000
1600ppm7 | 18 | 4,467 | 0,235 | 0,999 | 4,300 | 3,000 | 6,200
1600ppm8 | 36 4,178 | 0,131 | 0,787 | 4,200 | 3,000 | 6,000
1600ppm9 | 18 | 4,478 | 0,155 | 0,658 | 4,800 | 3,000 | 5,200
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Sekil 3.2. Ug farkli mavi boya konsantrasyonu ve kontrol grubundaki sogan kéklerinin
uzunluklar1 (AO+SS)

Cizelge 3.5. Dort deney grubuna ait sogan koklerinin sayilarini gdsteren tanimlayici
istatistik parametreleri.

Grup N AO SH SS Med
Kontrol 9 29,89 | 2,96 | 8,87 | 27,00
200ppm 9 22,00 | 2,17 | 6,52 | 21,00
800ppm 9 26,00 | 3,57 | 10,70 | 25,00
1600ppm 9 26,11 | 2,56 | 7,67 | 25,00
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3.2. Mavi Gida Boyasinin Allium cepa Kok Ucu Meristematik Hiicrelerinde Mitoz
Boliinmeye Olan Etkisi (Mitotik Indeks) ve Kromozomal Aberasyonlar (CA).

Mavi gida boyasiin degisik konsantrasyonlarini igeren diizeneklerde yetistirilen
meristematik kok hiicrelerinde rastlanan baglica mutasyon tiplerini siniflandirmada
Fiskesjo (1985) esas alinmistir. Sekil 3.3°de verilen bu aberasyon ¢esitleri asagida kisaca

tanimlanmastir.
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Sekil 3.3. Caligma esnasinda rastlanan en yaygin kromozom aberasyon tiplerinin sematik
goriinlimii: A) Normal anafaz; B) Kromozomal koprii; C) Daginik kromozomlar; D)
Kopuk kromozomlar; E) Diagonal anafaz; F) Normal metafaz; G) Yapisik kromozomlar
H) C mitoz, (Grana, 2018).

Bridge (Kromozomal Kkoprii)): DNA nin kendini eslemesi ile olusan kardes
kromatidlerden bazilarainin birbirine yapisik kalarak ayrilmamasi veya ayrilmada
gecikmesi sonucu iki grup kromozomlar arasinda bagli kalmasi. Anafazda goriiliir.

Vagrant (Dagmik kromozom): Mikrotiibiill olusumundaki aksakliktan dolay1

kromozomlarin kutuplara hareketinin engellenmesi. Anafazda goriiliir.
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Fragmented (Kopuk kromozomlar): Bazi kromozomlardan pargalar kopmasi.
Anafazda goriiliir.

Diagonal anafaz (Anafazda yanhs kutuplasma): Anormal ig iplikleri olusumu sonucu,
kromozomlarin hiicrenin kose kisimlarina dogru yonelmesi. Anafazda goriiliir.

Sticky (Yapisik kromozomlar): Kromozomlarin, bagimsiz hareket o6zelliklerini
yitirerek ayrilmadan birbirine yapisikmig gibi kiimelenmesi. Herhangi bir evrede
goriilebilir.

C-Mitoz: Ig iplikleri olusumunun engellenmesi sonucu kromozomlarin hiicre plaginda
hareket etmeden kalmasi.

Diger bir¢ok toksik maddelerin ve zararli c¢evresel etkenlerin rol oynadig
yukarida tanimlanan kromozomal aberasyonlar, bu ¢alisma sonucunda da mavi boyanin
etkisiyle meydana gelmistir. Deney diizeneklerinde uygulanan mavi boyanin
konsantrasyonu artik¢a mitotik indeks degerleri diismiis ve kromozom aberasyon sayilari
da artma egilimi gostermistir. Bu calisma esnasinda kayit ettigimiz bazi kromozom
aberasyon fotograflari da Sekil 3.4° de gosterilmistir.

Mavi gida boyasi ile muamele edilen, ii¢ grup ve kontrol grubuna ait mitoz
boliinme (profaz+metafazt+anafazttelofaz) sayilari ve CA sayilar ile ilgili istatistik
parametreler Cizelge 3.6’de verilmektedir. Tablodaki sayisal verilerden ve Sekil 3.6’den
anlasilacag iizere, 200ppm grubundaki hiicrelerde mitoz say1 ortalamalar1 diger gruplarin
hepsinden daha yiiksektir. Kontrol grubu bu siralamada ikinci olarak yer almakta,
800ppm grubu kontrol grubunu izlemektedir. 1600ppm grubu en az mitoz boliinme

sayilarina sahiptir.
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Sekil 3.4. Normal Mitoz boliinme evreleri ve mavi boya etkisiyle A. cepa meristematik
kok hiicrelerinde goriilen bazi kromozom aberasyonlarinin mikroskop resimleri: 1)
Normal profaz; 2) Normal metafaz; 3) Normal anafaz; 4) Normal telofaz; 5) Vagrant; 6)
Diagonal anafaz; 7) Bridge ve vagrant; 8) Fragmented ve vagrant; 9) Sticky.

Kromozom aberasyon sayilar1 incelendiginde, bu grupta sadece 8 soganda toplam
44 aberasyona rastlanmistir. Kontrol grubu ve ii¢ boya muamele grubundaki hiicrelerde
goriilen kromozom aberasyon sayilar1 karsilastirildiginda tiim gruplar arasinda farklar
ortaya ¢ikmaktadir. Kontrol grubundaki kromozom aberasyon ortalamasinin en diisiik

oldugu goriilmektedir. Diger gruplarda yliksek konsantrasyondan diisiik konsantrasyona
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dogru aberasyon ortalamalar1 azalmaktadir (Sekil. 3.7).  Mavi gida boyasinin sogan
kok hiicrelerindeki etkisiyle ilgili aktif mitotik indeks (AMI), asagidaki formiilden
hesaplanabilir (Abubacker & Sathya, 2017). Bu calismada incelene hiicre sayis1 500

olarak alinmustir.

Mitozdaki hiicre sayisi

Aktif Mitotik Indeks (AMI) % = X 100

Incelenen hiicre say1st

__ Anomal béliinmedeki hiicre sayisi

Aberasyon (%) = X 100

Incelenen hiicre sayisi

Bu verilere bagli olarak mavi gida boyasinin Allium cepa kok ucu meristematik
hiicrelerindeki aktif mitotik indeks (%) Cizelge 3.6. de ve Aberasyon (%) degerleri
Cizelge 3.7> de, verilmistir. Bu cizelgelerden anlasilacag iizere, Istatistik testler hem
AMI (%) hem de CA (%) ortalama degerlerinin, kontrol ve diger gruplar arasinda anlaml
farklara sahip oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir. AMI (%) 200ppm grubunda en yiiksektir
ve onu daha sonra kontrol ve 800ppm grubu izlemektedir. En diisitk AMI (%) degerinin
1600ppm grubunda oldugu goriilmektedir. CA (%) degerleri ise en yliksek olan 1600 ppm
grubundan en diisiik olan kontrol grubuna dogru degisim gdstermektedir. Gruplar
arasindaki MI (%) ve CA (%) degerlerinin degisimleri Sekil 3.8’de daha belirgin olarak

goriilmektedir.

Cizelge 3.6. Kontrol grubu ve ti¢ farkli konsantrasyon grubuna ait sogan kok hiicrelerinde
kayit edilen mitoz boliinme ve kromozom aberasyon (CA) sayilari ile ilgili istatistik
parametreler. tabloda farkli biiylik harfler, test sonucunda ilgili grup ortalamalarinin
istatistiki olarak anlamli bir farka sahip oldugunu ifade etmektedir.

GRUP MITOZ CA

AO | SS | SE| Med | AO | SS | SE | Med
Kontrol | 125,27 | 16,22 | 2,09 | 122,50 | 5,50 | 2,00 | 0,71 | 5,00
200ppm | 136.45 | 15,31 | 1,98 | 134.50 | 13.80 | 3,31 | 0,42 | 14,00
800ppm | 100.52 | 24,96 | 3,22 | 98,00 | 35,50 | 8,32 | 1,07 | 35,00
1600ppm | 61,12 | 13,26 | 1,76 | 61,00 |50.72 | 11,80 | 1,56 | 30,00
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Sekil 3.5. Ug farkli mavi boya konsantrasyonu ve kontrol grubundaki sogan
koklerindeki mitoz boliinme sayilart (AO<£SS).
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Sekil 3.6. Ug¢ farkli mavi boya konsantrasyonu ve kontrol grubundaki sogan
koklerindeki CA sayilar1 (AO£SS)
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Cizelge 3.7. kontrol grubu ve ii¢ farkli gida boyasi uygulanan deney gruplarindaki AMI
% (Aktif Mitotik Indeks) ve CA % degerlerini gosteren istatistik parametreler. Degisik
harfle belirtilen gruplar istatistiki olarak anlamli farka sahiptir.

Grup AMI (%) CA (%)
F=198,81; P<0001 F=221,98; P<0001
AO SS test AO SS test
Kontrol 25,05 | 0,42 A 1,10 | 0,41 A
200ppm | 27,29 | 3,06 B 2,76 | 0,66 B
800ppm | 20,10 | 4,99 C 7,10 | 1,67 C
1600ppm | 12,23 | 2,65 D 10,14 | 2,36 D
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Sekil 3.7. Mavi gida boyasinin Allium cepa kok ucu meristematik hiicrelerinde Meydana
getirdigi AMI (%) ve CA (%) degerleri.
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BOLUM 1V

SONUC ve TARTISMA

4.1. Kok Uzunlugu ve Kok Sayisi

Mavi gida katki boyasi, Brilliant Blue E133’{in canli hiicrelerde sitotoksik ve
genotoksik etkilerini arastirmak i¢in Allium cepa oOrneklerinde in-vivo olarak
gerceklestirilen bu tez calismasi sonuglari, mavi gida boyasinin net olarak canli hiicrelere
zararli  oldugunu  gdstermistir.  Deneysel sonuglar, mavi boyanin farkh
konsantrasyonlariyla muamele edilen sogan kok hiicrelerinde mitoz béliinme {izerine
zararl etkilerde bulunarak, koklerin uzamasini inhibe etmis, mitoz boliinmesi evrelerinde
kromozomlarin normal diizenlenmesinde aksakliklar meydana gelmesine neden
olmustur. Fakat farkli konsantrasyonlardaki boya cozeltilerinde yetistirilen A. cepa
orneklerinin kok sayilarinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik ortaya ¢ikmamstir. Bu
calisma daha oOnce gida katki maddeleri ile yapilan benzer ¢alismalara paralellik
gostermesi acisindan onem tasimasinin yani sira, ilk defa mavi gida boyasinin A. cepa
hiicrelerde yaptig1 zararlar1 net olarak kanitlamasi agisindan 6nem tasimaktadir. Ciinkii
mavi boya E133’{in gida katkilarinda kullaniminin zararlar ile ilgili caligma sayisi ise
oldukca smirhidir. Dolayisiyla, daha dnce mavi gida katki boyasinin insan sagligi
acisindan zararlarini in-vivo olarak A. cepa da net olarak gosteren bir deneysel ¢alisma
bulunmamaktadir. Kisacasi, belirli bir dozdan sonra, mavi gida boyasi, sitotoksik etki
yaparak mitoz bdliinmeyi baskilamakta ve kok biiylimesi engellenmektedir. Yine
genotoksik etki sonucu hiicre dongiisiinde ve belirgin olarak mitozdaki aksakliklar,

kromozom aberasyonlarina yol agmaktadir.
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Bu calismadaki mavi boyanin A.cepa kok uzunluklarinin biiylimesi iizerine olan
deney sonuglart olduk¢a Onem tasimaktadir. Ciinkii normal igme suyu igeren
diizeneklerde yetistirilen A. cepa kok uzunluk ortalamalari, 200, 800 ve 1600ppm boya
iceren ¢ozeltilerdeki sogan koklerinin uzunluk ortalamalarindan belirgin bir sekilde daha
yiiksektir. Cozeltilerdeki boya konsantrasyonu artik¢a doza bagli olarak mitoz boliinme,
dolayistyla kok biliylimesi baskilanarak kok boylari kisa kalmaktadir. Kok uzunlugu ile
ilgili sayisal verilerin istatistik analiz sonuglari da mavi gida boyasinin sogan kok
hiicrelerinde sitotoksik etki gostererek mitozu engelledigini agik¢ca kanitlamaktadir.
Kontrol grubuna ait sogan koklerinin ortalama uzunlugu (8,643+1,332), diger
gruplardakine gore ozellikle 1800ppm grubundaki koklere (4,574+0,630) gore belirgin
olarak daha uzundur. Boylece benzer bazi ¢aligmalarda oldugu gibi, bu ¢alisma da toksik
maddelerin hiicrelerde yaptig1 zararlar1 6zelikle sitotoksik etkileri saptamada, kok
uzunlugu (Cabuga vd., 2017; Fusconi, Gallo, & Camusso, 2007; Qin, Jiao, Zhang, Jiang &
Liu, 2010; Yildiz & Arikan 2008) oldukc¢a yararli bir parametre olarak kendini
gostermektedir. Cilinkii kok uzamasi, biliylime esnasinda kok apikal sistemlerinde
baskilanma sonucu meydana gelen degisimleri agifa c¢ikarmaktadir. Sogan testi
arastirmalarima Oncii olarak gosterilebilecek c¢aligmada Fiskesjo (1985), A.cepa
deneylerinde bazi kimyasallar1 ve bu ¢alismadaki gibi normal igme suyunu kontrol grubu
olarak kullanmis, ¢esme suyu grubundaki sogan kok uzunluk ortalamalarinin bu
calismadaki uzunluklarla hemen ayni oldugunu gostermistir. Benzer kok uzunlugu
ortalamalari, insan saglig1 ilaglarinda kullanilan 2-(bromoacetamido) phenylboronic acid
adli maddenin A. cepa 6zerindeki arastirmasinda (Khalil, Salman, & Al-Qaoud, 2017) da
bulunmustur. Normal ¢esme suyunun kontrol olarak kullanildigi benzer ¢alismalarda, bu
calisma sonugclarini destekler veriler mevcuttur. Degisik kirleticilere maruz kalmis dogal
su orneklerinin (Cabuga vd, 2017; Firbas & Amon, 2013; Vujosevi¢ vd., 2008;) test
edildigi ayrica baz1 pestisidlerin (Ogeleka vd., 2016) zararli etkilerinin arastirildig
deneysel ¢alismalarda kontrol A.cepa kok ortalama uzunluklari bu ¢alisma sonuglarina
benzer Olciilerde ¢ikmis ve toksik test maddelerinin kok uzamasii engelledigi ortaya
cikarilmigtir. Baz1 arastirmacilar, A.cepa ve diger bitkiler (Fatma, Verma, Kamal. &
Srivastava, 2018; Sreeranjini & Siril, 2011; Brkanac vd., 2014) ile yaptiklar1 toksite
calismalarinda distile suyu kontrol grubunda kullanmislardir. Deneysel uygulama siireleri

cok farkli olmasa da kontrol grubu olarak c¢esme suyunun kullanilmadigi bu
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arastirmalarda ortalama A.cepa kok ortalama uzunluklari, normal igme suyunun
kullanildig1 bu c¢alisma ve diger ¢alismalara gore oldukga kisa kalmistir. Ciinkii canli
hiicrelerin gelisip biiyliyebilmesi igin saf suda yeterince bulunmayan normal sudaki
minerallere gereksinimi vardir. Bu yiizden distile suyun kontrol grubu olarak kullanildigi
calismalarda ortalama kok uzunluklarinin kisa kalmasinin nedeni distile suya
baglanabilir. Ancak canli hiicrelere zararli oldugu diisiiniilen bu maddelerin test edildigi
(g1da katki maddesi, agir metal, pestisid v.b. ) belirtilen ¢alismalarin hepsinde de A.cepa

kok uzamasini inhibe ettigi agikca gosterilmistir.

Bu calisma, gida katki maddelerinden olan gida boyalarinin toksik etkilerini
gostermek icin A.cepa lizerinde yapilan calismalarda gida boyalarinin sitotoksik etki
yaparak kok gelisimini olumsuz etkiledigi sonuglarim1 desteklemektedir. Sentetik Azo
boyalarindan en yaygin kullanilanlardan birisi olan sar1 gida boyasi tartrazin ile turuncu,
kirmizi ve yesil (Farheen, Mansoor & Abid. 2021; Gomes, vd., 2013; Khan vd., 2020;
Wazhangat & Thoppil, 2016) boyalarin farkli konsantrasyonlarinin A.cepa meristematik
kok uglarinda sitotoksik etkisi deneysel olarak kanitlanmistir. Bu ¢alisma da oldugu gibi
gida katki boyalarinin test edildigi caligmalarda, boya konsantrasyonlari arttikca doza

bagli olarak sitotoksik etki kok uzamasini inhibe etmektedir.

A. cepa ile ilgili bazi toksikoloji ¢aligmalarinda ortalama kok sayisinin (Fatma vd.,
2018; Sreeranjini & Siril, 2011; da uygulanan maddeye gore farklilik gosterdigi
belirtilmektedir. Bu c¢alisma sonuglarina gore, kontrol grubu (29,89cm) ve farkli ii¢
konsantrasyondaki mavi boya ile muamele edilen (22cm, 26cm ve 26.11cm) A. cepa
ortalama kok sayilar1 farklilik gostermemistir. Fiskesjo (1985)’in oncii ¢aligmasinda da
A. cepa sogan ortalama kok sayisinin bu ¢alismadakine benzer sayida olmasi, sogan kok
sayllarinin genetik bir parametre oldugunu ortaya cikarmaktadir. Cilinkii deneylerde
kullanilan sogan Orneklerinin aym kiiltiirden elde edilmesi biiylik 6nem tagimaktadir.
Bazi1 agir metallerin A.cepa iizerindeki toksik etkilerini aragtiran Wierzbicka (1988), kok
uzunlugu ve kok sayisinin sogan biiytikliigi ile iliskili olmadigini gdstermistir. Ayni
arastirmact deneylerinde mitotik indeks ile kok uzunluklarinin korrelasyon
gostermedigini saptamistir. Bu calismada kullanilan sogan Orneklerinin  ayni1
poplilasyondan alinmasina dikkate edildigi icin ortalama kok sayilar1 farklilik

gostermemistir. Bu calisma, farkli yerlerden elde edilebilecek sogan c¢esitleri veya sogan
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tirlerine ait kok sayilarinin gelecekteki baska calismalarin da arastirma konusunu

olusturabilecegini isaret etmektedir.

4.2. Mitotik Indeks (MI) ve Kromozom Aberasyonlari

Onceki boliimde belirtilen sitoktoksik etkisinin yan1 sira, bu ¢aliyma mavi gida
boyasinin zararlarinin A.cepa meristematik hiicrelerinde genotoksik seviyede oldugunu
da ortaya ¢ikarmistir. Clinkli mavi boya kullanilarak A. cepa yetistirilen diizeneklerde,
konsantrasyon arttik¢a doza bagli olarak, meristematik kdk hiicrelerindeki mitotik indeks
degerleri diigmekte ve kromozom aberasyon sayilar1 da artmaktadir. Bu sonuglar mavi
gida boyasiin hiicre dongiisiinde 6nemli hasarlar yaptigin1 kanitlamaktadir. Mitotik
indeks, hiicre boliinme frekansinin bir dlgiisiidiir. Toksik maddenin dozunun arttikca MI
degerlerinin ~ dligmesi, mitotik inhibisyon derecesinin doza bagli oldugunu aciga
cikarmaktadir (Vazhangat & Thoppil, 2016). Bir¢ok gida katki maddesinin hiicre
dongiisiine zararh etkileri diisik MI degerlerinin ortaya g¢ikmasiyla kanitlanmistir.
Ornegin, besin katk1 maddeleri igerisinde koruyucu olarak yaygimlikla kullanilan sodyum
benzoat, borik asid, sitrik acid, potasyum sitrat ve sodium sitrat’ in A. cepa (Tiirkoglu,
2007) ve Vicia faba (Pandey & Upadhyay, 2007) kok hiicrelerinde konsantrasyona ve
uygulama siiresine bagli olarak MI indeks degerlerini diislirdiigii gosterilmistir. Benzer
sekilde, borik asid ve gidalarda yayginlikla kullanilan sunset yellow sarisinin Trigonella
foenum-graecum bitkisinin meristematik kok hiicrelerinde (Kumar & Strivastava, 2011)
mitoz boliinmeyi baskiladigi, diisiik mitotik indeks degerleriyle saptanmis ve kromozom
abrerrasyonlarindan sorumlu oldugu gosterilmistir. Yine bir¢ok gida katki maddesinin
insan ve fare hiicrelerinde DNA sentezini inhibe ederek anafaz ve interfazda kromatin
yapisinda bozulmalara (Nyagi & Gopalan, 1982; Sasaki vd., 2002), DNA hasarina
(Hasegawa vd., 1984), kardes kromatid degisimi ve mikroiikleus olusumlarini arttirdigi
(Abe & Sasaki 1977; Ishidate vd., 1984; Meng & Zhang, 1992) kanitlanmigtir. Boylece
sentetik gida katki maddelerinin bir¢ogunun kromozom bozukluklarini arttirdigi ve DNA
replikasyonunu da engelleyerek mitotik indeksin diismesinde ¢ikmasinda rol oynadigi
gercegi dogrulanmistir. Bir¢ok gida katki maddesinin genotoksik ve sitotik etkileri ise
heniiz bilinmemekte ve bu maddelerin kullanildig1 gidalarin tehlikeli saglik riskleri ile

insanoglu kars1 karsiyadir. Cilinkii, sentetik gida katki maddeleri ¢ok yogun
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konsantrasyonlarda oldugundan maliyeti ucuzlatir, uygulamada genelde teknik olarak
sinirlamalar ya da dozaj limitleri de yoktur.

Sekerleme ve pastaciliktan baglayip mesrubat ve mutfaktaki ketcapa kadar giinliik
bircok tirtinlerde yer alan gida katki maddeleri (Montera vd., 2021; Pandey & Upaphyay,
2012;) igerisinde dogal ve ¢ogunlukla sentetik gida katki boyalar1 en fazla kullanilan
maddelerindendir (Downham & Collins, 2000; Emerton & Choi, 2008; Maronpota v.d.,
2020;). Gida katki boyalarindan Tartrazin olarak bilinen sar1 boya, gidalarda yaygin
olarak kullanilan sentetik boyalardan biri olup, genotoksik ve sitotoksik etkileri de en
siklikla calisilmis sentetik kimyasal boya orneklerinden birisidir. Tartrazin ve kirmizi
boyalarin sitotoksik etkilerinin A. cepa meristematik kok hiicrelerindeki morfolojik
deformasyonlara (Elhkim vd., 2007; Farheen vd., 2021) neden oldugu da saptanmustir.
Sentetik boyalardan portakal turuncusu ve limon sarisinin (Ko¢ & Pandir, 2018;
Vazhangat & Thoppil, 2016;) A. cepa ‘da kok gelisimi ve hiicre boliinmesini engelledigi,
sitogenetik sistem, membran yapisi, mitochondrial fonksiyonlardaki aksakliklardan
sorumlu oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismada mavi gida boyasinda kanitlandig1 gibi benzer
bir¢ok sentetik gida sentetik gida katki boyalarinin hiicrelerde sitogenetik ve genotoksik
etki yaparak krozomozom abrrasyonlarini artirdigi, Mitotik indeksi inhibe ettigi
gosterilmistir (Kaur v.d., 2019; Khan vd., 2020; Pandey & Upadhyay, 2012; Silva vd.,
2022).

Mavi gida boyasi, “Brilliant Blue” E133, gidalarda, kozmetikte ve ilaglar
renklendirmede en yaygin olarak kullanilan sentetik boyalardan biridir (Ferreira, vd.,
2016). Bakteriler, deney fareleri ve siganlar (Borzelleca vd., 1990; Mannel & Grice, 1964;
Sasaki v.d., 2002) ile yapilan bazi caligmalarda mavi boya E133’lin genotoksik ve
mutagenik olmadigi, gelisme veya mortalitede dosa bagli herhangi bir ters etki yapmadigi
ileri stirtilmiistiir. Fakat yakin zamandaki c¢alismalar (Ishidate vd., 1984; EFSA, 2010),
mavi boya E133’lin hamster fibrobalast hiicrelerinde genotoxic etkisinin kromozom
abrerrasyonlarina yol agtigin1 gostermistir. Baz1 gidalarda ve ilaglarda renklendirici
olarak kullanilan mavi boyasinin, alinan konsantrasyona bagli olarak insan {izerinde baz1
enzimlerin aktivasyonunu inhibe ederek metabolik reaksiyonlar1 engelledigi ve degisik
hastaliklarda rol oynayabilecegi gosterilmistir (Ferreira vd., 2016). Mavi boya E133 ile
ilgili daha Onceki ilk ¢aligmalardan birinde (Hansen vd., 1966) mavi gida boyasinin

Bengal kopekleri ve farelerde kronik toksik etki sonucu oliimlere neden olabilecegi
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gosterilmistir. Mavi boya E133’lin gidalarda kullanimi, Avusutrya, Belgika, Fransa,
Norveg, Isveg, Ispanya, Isvigre, Yunanistan ve Almanya-‘da kullanimi yasaklanmis,
Ingiltere’de ise sinirlandirilmistir (Pandey & Upadhyay, 2012).

Uysal & Semerdoken (2011) Drosophila melanogaster tizerinde mavi boya E133
ve diger dort sentetik gida boyasini igeren in-vivo deneylerinde, boyalarin bu ¢alismadaki
gibi doza bagl olarak sineklerde toksik etki gdsterdigini larvalarin ergine gecis siiresini
ve erginlerin de yasam siirelerini diislirdiigiinii saptamistir. Ko¢ & Pandir (2018) sunset
yellow ve brilliant blue boyalarinin A. cepa kok hiicreleri {lizerinde yaptiklar1t COMET
caligmalarda, bu boyalarin kromozomal mutasyonlara ve DNA hasarima yol agtigini
gostermiglerdir. Yakin zamanda Ermis (2019)’in Drosophila melanogaster iizerinde
yaptig1 in vivo genoksite deney sonuclarina gore, belirli konsantrasyonlardan sonra mavi
boya BB, yavru sayisinin azalmasina neden olmus ve larvalarda olduk¢a mutagenik etki

gostermistir.

Gida katk1 maddeleri tizerinde yapilan birgok in-vivo ve in-vitro benzer deneysel
arastirmalar, cok sayidaki bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal model organizmalari
icermigtir. Gida koruyuculardan, yapay tatlandiricilara ve renklendiricilere kadar genis
bir yelpazedeki sentetik kimyasal maddeleri igeren bu ¢alismalarin biiytik bir ¢ogunlugu,
gida katki maddelerinin hiicrelerde sitotoksik etkili oldugunu, bir¢ok metabolik
bozukluklara hatta genotoksiteye neden olarak kanserojen etki gosterebildigini de
kanitlamigtir (Inetianbor, Yakubu, & Ezeonu, 2015.). Bu ¢alisma da A. cepa meristematik
kok hiicrelerinin  toksikoloji  ¢aligmalarinda giivenle kullanabilecegi gercegini

desteklemektedir.

Bir¢ok bitki tiirliniin meristematik hiicreleri, ¢evresel kimyasal kirleticilerin ve
gida katki maddelerinin mutagenik, kanserojen ve diger potansiyel zararlarini ortaya
¢ikarabilmek i¢in kullanilmaktadir. Bu bitkiler igerisinde degisik Allium spp. tiirleri
bir¢cok sitotoksite ve genotoksite c¢aligmalarinda giivenle kullanilabilen bir model
organizma olmustur (Awe vd., 2012). Meristematik kok hiicrelerinin yayginlikla
incelendigi A. cepa bu calismalarda en sik kullanilan tiir olmustur. Boylelikle sentetik
kimyasal ¢evresel kirleticilerin insan sagligina ve diger canlilara olan zararli etkilerini
laboratuvar ortaminda A.cepa ile test ederek gozleyebilme deneylerini ilk defa
gerceklestiren Oncii arastirict Fiskesjo (1985)’den beri yayginlikla kullanilmaktadir.

Tiirkiye’de mutfak sogani olarak kullanilan A.cepa bu toksikolojik tez ¢caligmasinda da
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basar1 ile kullanilarak bu konuda gec¢miste yapilan caligsmalari destekleyici sonuglar
ortaya ¢ikarmistir. Gelecekte de toksikoloji konularinda yapilabilecek bir¢ok calismaya

onemli bilgiler saglayabilecek kaynak olabilecektir.

Bu tez calismasi ile mavi boya Brilliant Blue E133’{in doz asimina bagl olarak
canli hiicrelere zararli oldugu agikga kanitlamistir. Bu yilizden calisma sonuglari,
gelecekte bu boyanin gida sektoriinde kullaniminin dikkatle gézden gecirilmesi igin
otoritelere uyarici nitelik tasimaktadir. Gida katki maddelerin zararlarinin en énemli
nedenlerinden bazilari, gida katki maddelerinin bilingsizce ve kurallara uyulmadan ve
belirlenen miktarlar diginda uygunsuz olarak, kisacasi gereginden fazla olarak tehlikeli
sekillerde kullanimi olmustur. Birgok iilkede gida katki maddelerinin kullanimim
diizenleyen kanun, tlizilk ve yonetmelikler artik giiniimiizde giiven verici araliklarla
giincellenmektedir. Ornegin, 1916 yilindan beri, siit iiriinleri, sekerlemeler, pasta v.d.
gidalarda beyaz renklendirici olarak kullanilan pigment titanyum dioksit beyazi1 2022
yazindan sonra kullanimi1 Avrupa Birligi tarafindan yasaklanmistir, Bu giincellemelerin
insan saglig1 yararina yapilabilmesi, bu ¢alismada da oldugu gibi bilimsel olarak detayli
deneysel calismalarla desteklenmesini gerektirmektedir. Mavi gida boyast E133 ile
burada sunulan c¢aligma sonuglar1 da uluslararas: gida katki maddelerinin kullanimini
diizenleyen kuruluslarin dikkatini ¢ekecek ve onlarin diizenlemeleriyle bu ¢alismanin

insan saglig1 agisindan bilimsel ¢alismalara katkis1 daha da deger kazanmis olacaktir.
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