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OZET

ALLIUM CEPA’DA TARTRAZIN’IN SEBEP OLDUGU FiZYOLOJIK,
ANATOMIK VE SITOGENETIK DEGiSIMLERIN ARASTIRILMASI

TASLI, Betiil
Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Kiiltigin CAVUSOGLU

AGUSTOS 2016, 39 sayfa

Bu calismada gida katki maddesi olan Tartrazin’in Allium cepa L. hiicrelerinde
meydana getirdigi fizyolojik, anatomik ve sitogenetik etkileri arastirilmistir. Test
materyali olarak Allium cepa tohumlar1 kullanilmistir. Fizyolojik parametrelerden
cimlenme yiizdesi, kok uzunlugu ve agirlik artisi; sitogenetik parametrelerden
kromozom hasarlari, mikronukleus (MN) ve mitotik indeks (MI); anatomik
parametrelerden ise anatomik hasarlar incelenmistir. Uygulama grubundaki tohumlar
50, 100 ve 200 ppm dozunda Tartrazin ile 72 saat siiresince muamele edilmistir ve
elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak; kontrol
grubuyla karsilastirildiginda ¢imlenme ylizdesi, kok uzunlugu, agirhik artisi,
kromozom anormallikleri, mikronukleus sikli1 ve kok anatomisindeki Onemli
degisimler saptanmistir. Doza baglh olarak Tartrazin’in tiim uygulama gruplarinda
cimlenme yiizdesi, kok uzunlugu, agirlik artig1 ve mitotik indeksi azaltigi; kromozom

anormallikleri, mikronukleus oranin1 ve anatomik hasarlar1 ise arttirdigi tespit



ediligtir. Yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda Tartrazin uygulamasiin
Allium cepa kok ucu hiicrelerinde fragment, yapiskan kromozom, kromozom
kopriisti, kromatinin esit olmayan dagilimi ve c- mitoz seklinde kromozomal
hasarlarin olusumunu tesvik ettigi goériillmustiir.

Ayrica Tartrazin uygulamasini kok ucu hiicrelerinde yassilasmis hiicre ¢ekirdegi,
korteks hiicrelerinde bazi maddelerin birikimi, hiicre deformasyonu, belirgin
olmayan iletim doku, nekroz ve korteks hiicre ¢eperlerinde kalinlagsma gibi anatomik

hasarlarin olusumuna da sebep olmustur.

Anahtar Kelime: Tartrazin, Sitogenetik etki, A/lium cepa



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE CYTOGENETIC, ANATOMIC AND
PHYSIOLOGICAL CHANGES IN ALLIUM CEPA INDUCED BY
TARTRAZINE

TASLI, Betiil
University of Giresun
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, Master Thesis
Supervisor: Assoc.Prof. Dr. Kiiltigin CAVUSOGLU
AUGUST 2016, 39 pages

In this study physiologic, anatomic and cytogenetic effects of tartrazine as food
additives on Allium cepa L. was investigated. Allium cepa bulbs were used as test
materials. Germination percentage, root lenght, weight gain were investigated as
physiological parameters; chromosome aberrations, micronucleus (MN), mitotic
index (MI) were investigated as cytogenetic parameters, anatomical damages were
investigated as anatomical paramater. A//ium cepa bulbs in treatment groups were
treated with 50, 100 and 200 ppm Tartrazine and the results were evaluated by
ststically analysis. As results, significant changes were observed in germination
percentage, roort lenght, weight gain, chromosome aberrations, micronucleus
frequency and root anatomy. A decrease in germination percentage, root lenght,
weight gain, mitotic index and an increase in chromosome aberrations, micronucleus
frequency and anatomical aberration were observed in Tratrazine treated gropus with

dose-dependent manner. From the microscobic examinations, it was determined that



the tartrazine induced the chromosomal aberrations in Allium cepa root cells such as
fragment, sticky chromosome, chromosome bridge, unequal distribution of
chromatine, c-mitosis. And also tartrazine treatment caused anatomical changes such
as flatted form of cell nucleus, accumulation of substances in cortex, cell

deformation, unclear vascular tissue, necrosis and thickening in cell wall.

Anahtar Kelime: Tartrazine, Cytogenetic effect, Allium cepa
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1.GIRIS

Artan niifus ile birlikte endiistriyel gelisim besin {iretiminin artmasi, iretilen
besinlerin uzun siireli muhafaza edilmesini giindeme getirmistir. Bu kapsamda gida
katki maddelerinin c¢esitli sektorlerde kullanilmasi bir zorunluluk olarak ortaya
cikmistir. Gida katki maddeleri gidalarin ambalajlanmasinda ve depolanmasinda, raf
omriini  uzatmak igin, gidaya dayaniklilik, yogunluk, renk vermek i¢in
kullanilmaktadir. Ayrica, gida katki maddelerinin kullanimi besin {iretimimin
artirilmasi ve besin kaybinin énlenmesi, besinin uzun siireler kalitesinin bozunmadan
saklanmasi1 ve raf Omriiniin uzatilmasinda da oldukca 6nemlidir. Katki maddelerinin
tiretimi tabii kaynaklardan olabilecegi gibi sentetik yolla da tiretilebilmektedir. Katki
maddesinin dogal yolla ya da sentetik olarak iiretilmesi gtivenili oldugu anlamina
gelmemektedir. Gidalara farkli asamalarda ve farkli amaglar i¢in ilave edilen gida
katki maddeleri ve gidalarda rastlanan c¢esitli kontaminatlar uluslararasi
diizenlemelerle takip edilmektedir. Gidalarda kullanilan tiim kimyasallar cesitli

testlere tabi tutularak giivenirliligi test edilmelidir.

Bu calismada tartrazinin Allium cepa kok ucu hiicrelerinde genotoksik etkileri
Mikronukleus testi ve kromozomal anormallik testleri kullanilarak belirlenmistir.
Ayrica tartrazinin ¢imlenme yiizdesi, kok uzunlugu, agirlik artist ve kok anatomisi
tizerine etkileride incelenmistir. A//ium cepa testi sitotoksik ve genotoksik etkilerin
arastirilmasinda yaygin olarak kullanilan bir testtir. A/lium cepa testi basit, kullanish,
dusiik maliyetli, kisa siirede sonug alanabilen bir yontemdir. Hiicrelerdeki mitoz—
metafaz sathasinda kromozomlardaki anomalilerin rahat gozlenebilir olmasi bu testi
popiiler kilmaktadir. Memelilerde uygulanan toksisite tesleri ile de paralel sonuglar
vermesi 1yl korelasyon saglamasi da onemli bir husustur. Bununla birlikte
kimyasallarin bitki kromozomlar1 {izerindeki etkisini belirlemek i¢in Lycopersicon
esculentum, Vicia faba, Pisum sativum, Triticum aestivum, Tradescantia paludosa
gibi pek cok bitki tiirii ile yapilan ¢alismalara literatiirde rastlamak mimkiindiir (1-

5).



1.1.Gida Katki Maddeleri

Gida katki maddesileri, gidalarin iiretiminde, hazirlanmasinda, ambalajlanmasinda ve
depolanmasinda gidaya dayaniklilik, yogunluk, renk vermek i¢in kullanilan
maddelerdir (6). Endiistrinin hizli bir sekilde gelismesiyle birlikte besinlerin
uretilmesinde ve islenmesinde gida katki maddelerinin kullanimi giin gegtikce
artmaktadir (7). Hazir gidalarda bulunan katki maddeleri biyolojik bozunmay1
onleyerek dayaniklilig arttirmaktadir (8). Katki maddelerinin ilk kullanim: M.O.
zamanlara dayanmaktadir. M.O. 3000-900 yillarinda gidalarin saklanmasinda tuz ve
odun tiitsiistinden, et rtinlerinin saklanmasinda ise tuzdan yararlanilmistir. Eski
Romalilarda baharat olarak bilinen baz1 bitkiler Ingiltere’de aroma vermek amaciyla
kullanilmis, Misir’da ise yiyeceklerde renklendirici maddelere kullanildig
bilinmektedir (9). 1856 yillarinda yapay boya maddesi olarak anilin moru (Aniline
purple) kullanilmaya baslanmistir. 19. yiizyilda endistrinin hizli bir sekilde
ilerlemesiyle birlikte gida katki maddelerin kullaniminda artis goriilmektedir. Birgok
gidanin iceriginde yer alan benzoik asit, sakarin, tartrazin gibi kimyasal maddelerin

kullanimi giin gegtik¢e artmaktadir (10).

Gida katki maddeleri; yapay katki maddeleri, dogal katki maddeleri ve dogala 6zdes
katki maddeleri olarak {i¢ gruba ayrilmaktadirlar (11). Her katki maddesi i¢in Avrupa
Birligi tarafindan bir kod belirlenmistir ve dogal veya sentetik yapida olmasina
bakilmaksizin katki maddeleri olarak tanimlanan tiim kimyasallar bu kodlama
sistemine dahildir. Bu sistemde gida katki maddelerini tanimlamak i¢in Avrupa
Birliginin (EC) simgesi olarak E harfi ve ti¢ rakamli sayidan olusan kodlar
bulunmaktadir (Tablo 1.1). Gida katki maddeleri kullaniom amaclarina gore farkl
gruplara ayrilmaktadir. Raf 6mriinti uzatan antioksidanlar, duyusal kaliteyi etkileyen
emiilgatorler, islem yardimci maddesi olarak kullanilan enzimler, besleyici degeri

diizeleyen yapay tatlandiricilar bu gruplardandir.
1.1.1.Antioksidanlar

Gida igerisindeki bilesiklerin hava ile temasi1 sonucunda bilesik ve oksijen arasinda
otooksidasyon tepkimeleri olusmaktadir. Bu tiir tepkimeler gida endistrisinde
kalitenin diigmesine neden olmaktadir. Renk, tat ve kokuda meydana gelen

degisimler, baz1 bilesenlerin parcalanmasi, toksik bilesenlerin olusmasi kalite



diismesinin ana nedenleridir (12). Oksidasyonla bozulma sonucu meydana gelen

spesifik degisiklikler karbohidrat, protein ve yag oksidasyonudur.

Tablo 1.1. Katki maddeleri kodlari

E100 - E200 Gida Renklendiricileri

E200 - E300 Koruyucular

E300 - E400 Antioksidanlar, emiilgatorler ve stabilizorler
E400 - ES00 Emiilgatorler ve kivam arttiricilar

ES00 - E600 Farkli fonksiyonlardaki katki maddeleri
E600 - E700 Lezzet zenginlestiriciler

E700 - E800 Antibiyotikler

E900- E1000 Farkl1 fonsiyonlariyla katkilar

E1000- E1300 Farkl1 fonksiyonlardaki katki maddeleri
E1400- E1500 Modifiye nisastalar

E1500- E1525 Yapay lezzetler ve lezzet coziiciiler

Tablo 1.2. Kullanim Amaclarina Gére Gida Katki Maddelerinin Simiflandirilmasi

Raf Omriinii Duyusal Kaliteyi | Islem Yardimci Beslenme Degerini
Uzatan Katki Modifiye Eden Maddeleri Diizenleyiciler
Maddeleri Katki Maddeleri | 1.Starter Kiiltiirler 1.Fonksiyonel
1.Antioksidanlar 1.Renk 2.Enzimler Katkilar
2.Koruyucular Modifiyerleri 3.Tastyici&Cozgenler | 2.Diyatetik Katkilar
(Antimikrobiyaller) 2.Lezzet 4 Itici Gazlar 3.Dogal
3.Asitligi Arttiricilar Tatlandiricilar
Diizenleyiciler 3.Doku 4.Yapay
Modifiyerleri Tatlandiricilar
(Emiilgatorler, 5.Zenginlestirici
Kivam Vericiler, Katkilar
Jellestiriciler,
Kaplama
Maddeleri)




Karbonhidrat oksidasyonunun sonucunda gidakarda aroma, tat ve renkte degisiklikler
meydana gelmektedir. Rengin bozulmasi genellikle kahverengi, golgeli, gri ve sar1
renk olusumuyla kendini gostermektedir (13,14). Proteinler proteolitik
parcalanmalar, hidrolitik reaksiyonlar ve 1sinin etkisiyle denatiire olmaktadir.
Proteinlerin oksidasyonu sonucunda gida maddelerinde kotii koku ve tat meydana
gelmektedir. Protein oksidasyonu uygun ambalajlama yontemleriyle coziilmeye
calisilmaktadir (15). Gidalardaki yag bozulmalari ise hidroliz, lezzet donmesi, acilik

ve polimerizasyon seklinde gergeklesmektedir.

Antioksidanlar, oksidatif bozunma sonucu meydana gelen gidalardaki degisimleri
onlemektedirler. ~ Antioksidanlar; dogal ve yapay antioksidan olarak ikiye
ayrilmaktadir. Tokoferoller, Askorbik Asit ve Tuzlar, Gallik Asit ve Esterleri,
Nordihidroquayeret asidi dogal antioksidan olarak kullanilan gida katki maddeleridir.
Dogal antioksidanlar; meyveler, sebzeler, mantarlar, ¢ay ve su yosunlar: gibi yapay
antioksidanlar ise siit tozu, siit, et {lriinlerinde, esansiyel yaglarda, hububatlarda,
findik ve fistik tiirii iirtinlerde bulunmaktadir. Butillenmis hidroksianizol (BHA),
Butillenmis hidroksitoluen (BHT), Tersiyer Butilhidrokinon (TBHQ) yapay dogal
antioksidan olarak kullanilan gida katki maddeleridir (16).

1.1.2. Asitligi Diizenleyiciler

Asitligi diizenleyici maddeler, gidanin pH’sin1 dengelemek icin kullanilmaktadir. pH
ile tirtintin asitlik ve bazlig1 6l¢tilmektedir. Asit diizenleyiciler arasinda en ¢ok Sitrik
asit (E 330), kalsiyum asetat ( E 263) ve fumarik asit (E 297) kullanilmaktadir.
Paketlenmis tatlilar, peynir, siit, et, soslar ve icecekler, regeller, marmelat gibi hazir

gidalarin igeriginde asit diizenleyiciler yer almaktadir (17).
1.1.3. Emiilsifiyerler ve Stabilizatorler

Emiilsifiyerler, bir sivinin diger sivinin igerisnde homojen dagilmasina yardimei
olmak, stvinin yiizey gerilimini azaltmak i¢in kullanilmaktadir (18). Lesitin, mono ve
di gliseritler emtilsifiyerlere 6rnek olarak verilmektedir. Lesitin (E322)’in islevi,
birbiriyle karismayan yag ve su gibi maddelerin birbiri i¢inde karigsmasini

saglamaktir (11,19).



Stabilizatorler, gida maddelerinin iiretiminde istenilen yapiy1r olusturmak, korumak
ya da iyilestirmek amaciyla kullanilmaktadir. Bu maddelerde bulunan iki veya daha
fazla birbiri ile karismayan fazin homojen olarak dagilimini saglayan katki
maddeleridir (20). Stabilizatorler dogal, yar1 yapay ve yapay olarak {ice
ayrilmaktadir. Dogal ve yar1 yapay stabilizatorler gida iiretiminde kullanilmasina izin
verilirken, sentetik olanlara ise izin verilmemektedir. Bu nedenle yapay kaynakli

stabilizatorler ise daha ¢ok kozmetik sanayisinde kullanilmaktadir (21).
1.1.4. Kabartma Ajanlan

Kabartma ajanlari, ince graniiller yapida bilesiklerdir. Bu bilesikler gaz tireterek
hamur hacmini arttiran karigimlart ifade etmektedir. Kek, biskiivi gibi undan yapilan
tirtinlerin kabartilmasi i¢in kullanilmaktadir (22). Amonyum karbonat ve sodyum
bikarbonat en ¢ok kullanilan kabartma ajanlarindandir. Amonyum karbonat (E503)
pisirme sirasinda karbondioksit olusturmak amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica
amonyum karbonat kakaonun alkalizasyonunu saglamaktadir. Sodyum bikarbonat

(E500) ise hamurun kabartilmasinda yer almaktadir (23).
1.1.5. Kivam ve Aroma Arttiricilar

Kivam arttiricilar, gidalarin  yogunlagsmasini saglayarak kivamlarini = arttiran,
akiskanliklarini ise azaltan maddelerdir. Genellikle gidalarda kivam vermek ya da
kivamini arttirmak i¢in kullanilmaktadir. Kivam vericiler arasinda yaygin olarak
Agar agar, pektin sigir jelatini gibi maddeler bulunmaktadir. Jole, marmelat, regel,
salga, krem, sos, peynir gibi besinlerin tiretiminde kivam vericiler kullanilmaktadir

(24).

Aroma arttiricilar pek ¢cok gidada yeni aroma eklemeden aromay: arttirmak amaciyla
kullanilmaktadir. Hazir ¢orba ve fast-food diriinlerinde, cips, et ve tavuk suyu
tabletlerinde sik¢a kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilan aroma arttirict mono-sodyum
glutamat (E621)’tir (25). Monosodyum glutamat, aroma olarak ve dogru miktarda
kullanildiginda, tatla etkinlesen diger bilesenleri iyilestirerek yemeklerin genel tadini

dengeleme ozelligine sahiptir (26).



1.1.6. Tatlandiricilar

Gida katki maddelerine seker tadi vermek amaciyla kullanilan katki maddeleridir.
Gilnliik yasamda kullanilan sekerin yerini almak {izere iiretilen, sekerden daha az
tatl olan ve daha az enerji igeren kimyasal maddeleri icermektedir. Tatlandiricilar;
seker tad1 icermeyen gidalar1 tatlandirmak ve islem sirasinda azalan ya da kaybolan

seker tadin1 gidaya tekrar kazandirmak icin kullanilmaktadir (27).

Tatlandiricilar elde edildikleri kaynaga gore dogal ve yapay tatlandiricilar olmak
tizere iki grunba ayrilmaktadir. Yaygin olarak dogal tatlandiricilardan ¢ok, sentetik
veya yapay tatlandiricilar kullanilmaktadir. Dogal tatlandiricilar, viicutta enerji
saglayan ve karbonhidrat yapida olan besin maddelerindendir (28). Yapay
tatlandiricilar ise diisiik kalorili yiyecek ve igceceklerin igeriginde bulunmaktadir.
Siikroz, fruktoz, sorbitol, mannitol ve ksilitol enerji iceren, aspartam, asesiilfam-K,

siklimatlar ve sakarin ise enerji icermeyen yapay tatlandiricilar1 olusturmaktadir (29).
1.1.7. Renklendiriciler

Gidalarda hazirlama ve depolama sirasinda kaybolan dogal rengi yeniden
kazandirmak veya renk bozukluklarint gidermek i¢in renklendirici maddeler
kullanilmaktadir. Alkolsiiz igecekler, sekerler, dondurmalar, yapay toz i¢cecekleri gibi
bircok tirtinlerde renklendiriciler bulunmaktadir (30). Gida renklendiricileri gidalarin
ve iceceklerin tazelik, tat ve aromalarina paralellik gostermesi, iiretim prosesleri
sonrast ham maddedeki renk kayiplarini onlemek icin kullanilir. Bitkisel ve
hayvansal ya da mantar kokenli dogal renklendiricilerin yani sira sentetik
renklendiricilerde  bulunmaktadir. Tek basina gida olarak kullanilmayan
renklendiriciler, aroma ve tat verme Ozelliginde degildirler (31).Renklendiriciler

dogal ve yapay olarak ikiye ayrilmaktadir.

Dogal renklendiriciler; mikrobiyal, hayvansal, bitkisel ve mineral kaynaklardan elde
edilen pigmentleri icermektedir. Toksik olmamalari, endiistriyel tiretimlerinin kolay
olmasi ve ayrica maliyetin diisiik olmasi nedeniyle bu renklendiriciler tercih
edilmektedir. Dogal renklendiriciler 1s1 ve pH’tan etkilenirler. Bu nedenle zayif bir

stabilite ile renklendirme giiciine sahip olmaktadirlar (32,33).



Yapay renklendiriciler, dogada bulunmayan ancak kimyasal yolla elde edilebilen
renk maddelerini i¢cermektedir. Biitiin yapay renklendiricilerin sentezinde baslangi¢
materyali olarak komiir kullanilmaktadir (33). Yiiksek suda ¢oziinme oranina sahip
yapay renklendiriciler 1518a, 1s1ya, asitlere ve koruyucu maddelere karsi dayaniklidir.
Yapay renklendiriciler renk verme giicleri, renk araliklari, kullanim kolayliklar1 gibi
ozellikleri nednei ile Dogal renklendiricilere kiyasla daha yaygin kullanilmaktadir.
Yapay renklendiriciler ¢oziiniirlikklerine gore; suda ¢oziinenler, yagda ¢oziinenler ve
lake renklendiriciler olmak {izere ti¢ gruba ayrilmaktadir. Yapay renklendiricilere;
amarant, brilliant blue, eritrosin, sunset yellow ve tartrazin Ornek olarak

verilmektedir (33,34).

1.1.7.1. Tartrazin

Tartrazine sar1 renkli yapay renklendirici olan 534.36 g/mol molekiiler agirliga ve

C16HoN4Na3;09S, molekiiler formiile sahip bir azo boya maddesidir (Sekil 1.1.).

Sekil 1.1. Tartrazin’in kimyasal yapisi (35).

25°C’de sudaki ¢oziiniirliigii 20 g/100 mL, gliseroldeki ¢6ziiniirliigii ise 18 g/100
mL’dir (36). E102 katki maddesi kodu ile birlikte Acid Yellow 23, Food Yellow 4 ve
trisodium  1-(4-sulfonatfenill)-4-(4-sulfonatfenil  azo)-5-pirazolon-3-karboksilat)
adlar1 ile de bilinmektedir. Azo boyar maddesi olan tartrazin gida kodeksinde izin

verilen tirtinlerde sinirlt miktarlarda kullanilmaktadir (37). Azo boyalari, -N=N-, azo



grubu igeren biitiin gidalarin pH aralifinda kararli ve 1s1ya karsi dayaniklidir. Ayrica
151k ya da oksijene oksijene maruz kaldig1 zaman renk degisimi goézlenmez. Yagda

coziiniirliiklerinin diisiik olmas1 bu grup boyalarin kullanimini kisitlamaktadir (38).

Tartrazin gidalarda sar1 rengin olusmasinda kullanilmakla birlilkte Brilliant Blue
FCF ve Green S boyar maddeleri ile birlikte yesil renk ve tonlarmin olusumunda da
de kullanilabilmektedir (39). Dondurma tretimlerinde, buzlu ve gazli igceceklerde,
meyveli soda iiretimlerinde kullanilmaktadir. Ayrica pasta ve sekerleme tirlinlerde,
joleler, aromal1 igeceklerde, pastacilik gibi pek¢ok gida tiretiminde kullaniimaktadir.
Gida haricinde deterjan iiriinleri, tarim triinleri, temizlik {iriinleri, oyun hamurlar1 ve

oyuncak sektoriinde pek cok tirtiniin renklendirilmesinde kullanilmaktadir.

Gidalarla birlikte viicuda alinan tartrazin idrarla degisiklige ugramadan atilmakta
dusiik bir miktar1 ise bagirsak mikroflorasi tarafindan metabolize edilmektedir ve
ortaya ¢ikan bazi metabolitler barsakta absorbe olmaktadir (40). Siilfanalik asit
olusan metabolitlerden biridir ve idrarla atilmaktadir. Kuno ve Mizutani, karaciger
mikrozomlari ile tartrazinin biyotransformasyonunu incelemis ve CYP2A6 ve UDP-

glukuronil transferaz enzimlerinin tartrazine etki etmedigini rapor etmislerdir (41).

Literatiirde tartrazinin mutajenik etkisi olmadigina dair bilgiler mevcut olmakla
birlikte bazi caligmalarda tartrazinin klastojenik etkisi oldugu rapor edilmektedir
(39). Hamster ve sigan somatik hiicrelerinde kromozomal anormalliklere neden
oldugu rapor edilmistir (42). Sasaki ve arkadaslari, Comet testi ile tartrazinin fare
kolon hiicrelerinde DNA hasarma yol agtigin1 rapor etmislerdir (43). iki yil siire ile
%1-2 oraninda suda ¢oziinmiis tartrazin maruziyetinin sicanlarda karsinojenik etki
gostermedigi rapor edilmistir (44). %2 oraninda dietle birlikte verilen tartrazinin
sican ve tavsanlarda teratojenik etkiye ve iireme sistemi iizerinde olumsuz bir etkiye
sahip olmadigt belirlenmistir (45). Tartrazinin LDsy degeri farelerde 12750
mg/kg/bw, sicanlarda yaklasik 2000 mg/kg/bw olarak bulunmustur (43). Tartrazinin
ginliik kabul edilebilir doz degerlerinin {izerinde hayvanlarda norotoksisiteye,

ogrenme ve hafizada problemlere neden oldugu da rapor edilmektedir. (46).

Bu calismada tartrazinin Allium cepa kok icl hiicrelerinde genotoksik etkileri

Mikronukleus testi ve kromozomal anormallik testleri kullanilarak belirlenmistir.



Ayrica tartrazinin ¢imlenme yiizdesi, kok uzunlugu, agirlik artist ve kok anatomisi

tizerine etkileride incelenmistir.
1.2. Toksisite Testleri

Toksikoloji, biyolojik sistemlerin kimyasallar ile etkilesimlerini ve zararl sonuglarini
inceleyen bilim dalidir (47). Uygun dozda alinmayan her madde zehir etkisi
yaratabilmektedir. Kimyasal maddeler, canli hiicreler {izerinde 6nemli yap1 ve
fonksiyon degisikligine sebep olmaktadir. Bu degisikliklerin saptanmasinda deneysel
toksikolojik calismalara yer verilmektedir (48). Insan sagligimimn korunmasi amaciyla
gida katki maddelerinin kullanim miktar1 belirlenmektedir. Bu nedenle katki
maddeleri insan sagliginin korunmasi amaciyla ¢ok sik denetlenmekte ve takip
edilmektedir. Katki maddelerinin kullanim miktarin1 belirlemede katki maddeleri
diizenli olarak toksikolojik testlere tabi tutulmaktadir. Her bir katki maddesi i¢in 9

farkl1 toksisite testi uygulanmaktadir (49).

Kimyasallarin muhtemel genotoksik, mutajenik ve karsinojenik etkilerini
belirleyebilmek icin pek ¢ok test sistemi gelistirilmistir. Bu testler, dogrudan ya da
dolayli olarak hasarlar1 saptamak amaciyla gelistirilmis in vitro ve in vivo testlerden
olugsmaktadir. Genotoksisite testleri ile mutejenik etkisi olan kimyasallarin tespiti,
etki mekanizmasi, gereksiz kullaniminin 6nlenmesi genetik toksikolojinin baslica
amaclarini olusturmaktadir (50,51).

Genotoksisite testleri esas olarak genomu etkileyebilecek parazitik enfeksiyonlarin,
kimyasal ajanin genotoksik ve kanserojenik potansiyellerinin tespitinde, bazi
hastaliklarda artmis DNA hasarmin tespitinde, pestisitler, gida katki maddeleri,
ilaclar, nanomateryaller gibi maddelerin genetik etkilerini belirlemede ve kansere
duyarhiligin tayininde kullanilmaktadir (52,53). Bu tiir toksisitelerin belirlenmesinde

cok farkli genotoksisite testleri mevcuttur.

1.1.1.Comet Testi

[k olarak 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan gelistirilmis olan Comet testi
daha sonra Singh ve arkadaslar1 tarafindan modifiye edilmistir. Comet testi
hiicrelerde DNA hasarmin belirlenmesinde, kalitsal hastaliklarin  teshisinde
kullanilan bir testtir. Cesitli ajanlarin neden oldugu DNA c¢ift ve tek zincir

kiriklarinin tespiti i¢in de yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (54).



1.1.2. Kardes Kromatit Degisimi (KKD) Testi

KKD testi kromozomlarda olusan yapisal degisimlerin, mutajenik ve genotoksik
etkilerin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Mutajen maddelere maruz kalan
hiicrelerde KKD diizeyinin arttig1 ve bu artisin tiimor olusumu ile iliskili oldugu pek
cok arastirmada rapor edilmektedir. KKD testinde kardes kromatidlerdeki degisimi
saptamak icin bromodeoksiiiridin (BrdU) kullanilmaktadir. KKD sayisi, bir
kromozomdaki agik boyanmis kromatitdeki koyu boyanmis bolgelerin veya koyu
boyanmis kromatitdeki agik boyanmis bolgelerin sayilmasiyla belirlenir. Fankoni
Aplastik Anemisi, Bloom Sendromu, Duchenne ve Becker tipi kas distrofileri gibi

bazi hastaliklarda KKD testi arastirma ve tant amagli olarak da kullanilmaktadir (55).

1.1.3.Kromozom Anormallikleri Testi

Kromozom anormalligi testi (CAs), kromozomal hasarin ve genom kararsizliginin
biyolojik gostergesi olarak kullanilmaktadir (56). Kromozomal anormallikler,
kendiliginden veya mutajen uygulamast sonucu meydana gelen normal kromozom
yapisindaki veya sayisindaki degisikliklerdir. Dolasimdaki lenfositlerde kromozomal
anormalliklerin artan sikligi, artan kanser riskinin bir gostergesi sayilmaktadir
(57,58).

Kromozom anomalileri; bir kromozomda meydana gelen sayisal ve yapisal
degisimleri ifade etmektedir. Bu degisimler genellikle mayoz ya da mitoz bdlinme
sirasinda ya da bir mutajene maruz kalma esnasinda meydana gelmektedir.
Kromozom anomalileri sayisal ve yapisal krozomozm anomalileri olarak iki ana
gruba ayrilmaktadir. Sayisal kromozom anomalilerinde kromozom sayisinda
degisiklik olmakta, kromozom kayb1 ya da kromozom artis1 gozlenmektedir. Sayisal
kromozom anomalileri 6ploidi ve andploidi olmak tizere iki gruba ayrilmakdir
(Tablo 1.3) (59). Sayisal anomalilerin en bilinen 6rnegi down sendromudur. Down
sendromu, insanlarda 21. kromozomun fazlaligindan kaynaklanan genetik bir
farkliliktir. Down sendromunda viicutta ¢esitli yapisal ve fonksiyonel degisiklikler
meydana gelmektedir. Yapisal mutasyonlar ise kromozom kaybi1 ya da yer
degistirmesi sonucu olugmaktadir. Mayoz boliinmenin ilk evrelerinde krossing-
overle kromozomlar arasinda parca degisimi olmaktadir, bazi durumlarda

kromatitlerde, krossing-over olmadan par¢a degisimi, kaybi yada kazanilmasi
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gozlenmektedir. Duplikasyon, delesyon, ring kromozom, translokasyon yapisal
anomalilerden bazilardir (Tablo 1.3). Kromozom anormalligi testi hiicrelerde olusan

yapisal ve sayisal kromozomal anormalliklerin tespitinde kullanilmaktadir (60,61).

Tablo 1.3. Kromozom Mutasyonlar1 ve Siniflandirilmasi

Kromozom Mutasyon Anomalileri

Sayisal Kromozom Anomalileri Yapisal Kromozom Anomalileri
1-Oploidi 1-Delesyon
-Monoploidi (n) 2-Duplikasyon
-Diploidi (2n) _
3Inversiyon
_Triploidi (3n) Y
-Tetraploidi (4n) 4-Insersiyon
-Pentaploidi (5n) 5-Ring Kromozom

2-Anoploidi .
6-1zokromozom
-Down Sendromu

-Klinefelter Sendromu 7-Mozaisizm
-Patau Sendromu 8-Translokasyonlar

-Turner Sendromu

1.1.4. Mikroniikleus Testi

Mikronukleus (MN)’lar hiicre boliinmesi sirasinda olusan, hiicre ¢ekirdegi ile iligkili
olmayan kromozom kiriklarindan koken alan olusumlardir (62). Sitotoksisitenin
kolay tespiti, istatistiksel olarak anlamli sonuglar vermesi gibi avantajlart sayesinde
sitogenetik hasarlarin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmakatdir (63). MN ‘ler
genellikle mitotik igdeki hatalardan, hiicre siklusunda gorev alan genlerdeki

eksikliklerden veya asentrik kromozom fragmanlarindan koken alan olusumlardir.
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MN sikligindaki artig, kimyasallarin hiicreler {izerindeki sitotoksisitenin gostergesi
olarak Kabul edilmektedir. Kanser ve genomdaki hatalarla ilgili yapilan bazi
caligmalarda elde edilen bulgularda, MN frekansinin bu tiir anormalliklerde yiiksek
oldugu rapor edilmektedir (64-69).

Hiicredeki bir yapinin MN sayilabilmesi i¢in; a.MN capz, hiicre ¢ekirdegi boyutunun
1/3’1 kadar veya bu orandan daha kiiciik olmalidir, b. MN parcalar1 yuvarlak veya
oval sekle sahip olmalidir, c. MN’ler hiicre ¢ekirdeginden net bir sekilde ayirt
edilebilmeli ve ya mikrontikleer sinirlar niikleer sinirlardan ayirt edilebilir olmalidir
(70). MN testi sigara, pestisitler, nanomateryaller, gida katki maddeleri ve diger
bircok kimyasal maddeler, parazitik enfeksiyonlar gibi ¢evresel ve mesleki etkileri
degerlendirebilmek i¢in de kolaylikla kullanilmaktadir. MN testi, mitoz bdliinmenin
oldugu bitki, hayvan ve insan hiicrelerinde genotoksik etkinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir (71). Allium cepa ve Vicia faba bitkilerinde hizli biiyiime ve zaman
tasarrufu nedeni ile iki bitkinin bolinen kok hiicrelerinde MN testi sik¢a

kullanilmaktadir (72).
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Sekil 1.2. MN olusumu (73).
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2. MATERYAL VE METOT
2.1 Kok Uclarimin Hazirlanmasi

Bu calismada arastirma materyali olarak esit biiyiiklikte Allium cepa tohumlar
kullanilmigtir. Tohumlar bir kontrol ve ii¢ uygulama grubu olmak tizere toplam 4
gruba ayrilmig, tohumlar 85x100 c¢apinda steril beherlerde oda sicakliginda 72 saat
cimlenmeye tabii tutulmustur. Grup I olarak ifade edilen kontrol grubuna ait
tohumlar ¢esme suyu ile, Grup II’ye ait tohumlar 50 ppm Tartrazin ile; Grup III’e ait
tohumlar 100 ppm Tartrazin ile ve Grup IV’e ait tohumlar ise 200 ppm Tartrazin ile
muamele edilmiglerdir. Cimlenen tohumlarin kurumamasi amaciyla gruplarin su ve
Tartrazin seviyeleri kontrol edilerek, gerekli durumlarda hazirlanan soliisyonlar ilave
edilmistir. Uygulama periyodu sonunda kok uclart dH,O ile yikanmis ve standart
preparat hazirlama teknikleri kullanilarak sitogenetik analizleri i¢in hazir hale

getirilmistir (74).

2.2. Kok Uzunlugu, Agirhk Kazanimi ve Cimlenme Yiizdesinin Belirlenmesi

Cimlenen tohumlardaki kok ucu uzunluklari radikula olusumu esas alinarak
milimetrik cetvel yardimiyla ol¢iilmiistir. Agirlik kazanimlari ise hassas terazi
yardimiyla uygulama 6ncesi ve sonrasinda elde edilen tohum agirliklarinin farklar
dikkate alinarak belirlenmistir. Uygulama periyodunun diger bir parametresi olan

tohum ¢imlenme ylizdeleri ise asagidaki esitlik kullanilarak tespit edilmistir (75).

Cimlenme Yiizdesi (%) = Gimlenen Tohum Sayts 100

Toplam Tohum Sayi1st

2.3. Kromozomal Anormallikler, Mitotik indeks ve Mikroniikleus Testi

Uygulama periyodu sonunda kromozomal hasarlarin belirlenmesi amaciyla yaklasik
1 cm uzunlugunda kesilen kok uclart 2 saat siire boyunca “Clarke” fiksatorii
icerisinde (3:Etanol/1:Glasial Asetik Asit) fikse edilmistir. Daha sonra 15 dakika
%96’lik etanolde yikanmis ve +4 °C’de %70’lik etanolde saklanmustir. Sonraki
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asamada, kok uglart 60 °C’de 17 dakika 1N HCI igerisinde hidrolize edilmis, 30
dakika %45°lik asetik asit i¢erisinde bekletilmistir. Siire sonunda kok uglar1 24 saat
Aseto-Karmin ile boyanmis ve %45°lik asetik asitte ezilmis ve binokiiler arastirma

mikroskobu altinda X500 biiylitmede fotograflandirilmistir (74-76).

MN sikligmni tespit etmek i¢in, her bir uygulama grubundan toplamda 1000 hiicre
sayllmis ve MN igeren hiicreler arastirma mikroskobu altinda tespit edilerek X500
biiylitmede fotograflandirilmistir. Hiicrelerde gozlenen olusumlarda MN tespitinde
Fenench ve ark.’nin kriterleri dikkate alinmistir (77). Bu kriterlere gore hiicredeki bir

yapinin MN sayilabilmesi i¢in;

1. MN capi, hiicre ¢ekirdegi boyutunun 1/3’1 kadar veya bu orandan daha
kiigtik olmalidir,

i1. MN pargalar1 yuvarlak veya oval sekle sahip olmalidir,

1il. MN’ler hiicre cekirdeginden net bir sekilde ayirt edilebilmeli ve ya

mikroniikleer sinirlar niikleer sinirlardan ayirt edilebilir olmalidir.

Yapilan ¢alismada mitoz bolinme tizerindeki etkileri saptamak amaci ile mitotik
indeks (MI) incelenmistir. Mitotik indeksi belirlemek i¢in kok ucu preparatlari
hazirlanmistir. Bu hazirlanan preparatlardan her gruba ait 1000 hiicre sayilmis ve

mitoza giren hiicrelerin ytizdeligi alinmistir (78).

Mitoza Girmis Hiicre

x 100

Mitotik Indeks (MI)=

Toplam Hiicre Sayist

2.4. Anatomik Hasarin Belirlenmesi

Uygulama periyodu sonunda anatomik hasarin belirlenmesi i¢in 50, 100 ve 200 ppm
dozlarinda Tartrazin ile 72 saat siiresince muamele edilerek ¢cimlenmeye birakilan
Allium cepa tohumlarimin kok ucu hiicreleri siire sonunda distile su ile yikanarak kok
uclarindan enine kesitler alinmigtir. Daha sonra kesitler metilen mavisi ile
boyanmistir. Boyanan kesitler ise entellen yardimiyla daimi preparat haline

getirilerek arastirma mikroskobu altinda X500 biiytitmede fotograflandirilmistir (79).
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2.5. istatistiksel Analiz

[statistiksel verilerin analizi i¢in SPSS for Windows V 22.0 (SPSS Inc, Chicago, IL,
USA, 2013) paket programi kullanilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel
farkliliklarin degerlendirilmesi One-way ANOVA ve Duncan testleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Veriler ortalama + SD degerleri olarak verilmis ve P degeri

0.05’den kii¢iik oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

Bu c¢aligmada gida katki boyar maddesi olan Tartrazin’in Allium cepa kok ucu
hiicrelerinde kok uzunlugu, agirlik artisi, ¢cimlenme yiizdesi, MN sikligi, MI, CAs
olusumu ve anatomik hasarlar tizerine etkileri incelenmistir. 20-200 ppm araliginda
Tartrazin uygulamasinin tohum ¢imlenmesi tizerine etkisi Tablo 3.1’de
gosterilmistir. Elde edilen sonuglardan en yiiksek ¢imlenme yiizdesinin kontrol
grubunda, en diisiik ¢imlenme yiizdesinin ise Tartrazin ile muamele edilen Grup
IV’de oldugu gozlenmistir. Kontrol grubunda ¢imlenme yiizdesinin %97, Tartrazin
uygulanan Grup IV’de ise ¢imlenme ytizdesinin %43 oldugu belirlenmistir. 200 ppm
Tartrazin uygulamasinin ¢gimlenme yiizdesini 3.2 kat azalttig1 tespit edilmistir. Sonug
olarak, Tartrazin uygulamasinda doz artisina bagli olarak tohum ¢imlenme
yiizdesinin azaldigi, bu azalmanin da istatiksel olarak énemli oldugu tespit edilmistir

(p<0.05)..

Farkli dozlarda Tartrazin uygulamasinin tohum agirlik artis1 lizerine etkisi Tablo
3.1°de verilmistir. Gruplarin ilk periyotta baslangi¢ agirliklar1 6l¢iilmis, 72 saatlik
uygulama periyodu sonunda ise son agirliklar1 Olctilerek agirlik artiglar
belirlenmistir. Tablodaki sonuglardan da goriildiigii gibi en fazla agirlik artisinin
kontrol grubunda en az agirlik artisinin ise Tartrazin’in 200 ppm dozu ile muamele
edilen Grup IV’de oldugu tespit edilmistir. Gruplarin agirlik artiglar1 ise Grup I’de
8.14 gr, Grup II’de 5.03 gr, Grup III’de 2.58 gr ve Grup IV’de 0.92 gr olarak
Olctilmiistir. 200 ppm Tartrazin uygulamasinin tohumlarda agirlik artisim1 8.8 kat
azalttig1 tespit edilmistir. Agirlik artislarinda gozlenen tiim azalmalarin kontrol

grubuna kiyasla istatistiksel agidan énemli oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

Tartrazin uygulamasinin Allium cepa’da kok uzunlugu iizerine etkisi Sekil 3.1 ve
Tablo 3.1°de gosterilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde en fazla kok
uzunlugunun kontrol grubunda, en az kok uzunlugunun ise Tartrazin’in 200 ppm
dozu ile muamele edilen Grup IV’de oldugu goriilmiistiir. Kok uzunluklari ortalama
Grup I’de 10.90 cm, Grup II’de 8.22 cm, Grup III’de 6.29 cm ve Grup IV 3.39 cm
olarak ol¢tilmiistiir. Kok uzunlugunun uygulanan Tartrazin’in dozunun artmasi ile

azaldigi, bu azalmanin da istatistiksel agidan 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0.05).
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Uygulanan Tartrazin’in artan dozu ile kok uzunlugu arasinda ters bir orantinin

oldugu da tespit edilmistir.

Tablo 3.1. Tartrazin uygulamasinin tohum ¢imlenmesi, agilik artis1 ve kok uzunlugu

tizerine etkileri

Gruplar Cimlendirilen Agirhk Cimlenme Kok uzunlugu
tohum sayisi Artis: (gr) yiizdesi % (cm)
Grup I 30 +8.14 97 10.90£1.51%
Grup 11 30 +5.03 80 8.22+1.47°
Grup III 30 +2.58 67 6.29+1.29°
Grup IV 30 +0.92 43 3.39+1.31¢

Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 10). Ayni siitlin
icerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel ac¢idan Onemlidir

(p<0.05).

fl

o~

Sekil 3.1 Farkli dozlardaki Tartrazin uygulamasinin kok uzunluguna etkileri (Grup I:
Kontrol, Grup II: 50 ppm Tartrazin, Grup III: 100 ppm Tartrazin, Grup IV: 200 ppm

Tartrazin)
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Allium cepa kok ucu hiicrelerinde Tartrazin’in tesvik ettigi MN siklig1 Sekil 3.2°de
gosterilmistir. Tablodaki sonuglardan da goriildiigii gibi kontrol grubunda ¢ok az
saylrda MN olusumuna rastlanirken, en fazla MN olusumu Tartrazin’in 200 ppm dozu
ile muamele edilen Grup IV’de oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubunda ortalama 0.20
oraninda MN olusumu tespit edilirken, Grup II’de ortalama 8.30 oraninda, Grup
[II’de ortalama 13.40 oraninda ve Grup IV’de ise ortalama 31.60 oraninda MN
olusumu tespit edilmistir. S6z konusu gruplarda gozlenen MN sayilarindaki farklarin
istatistiksel agidan onemli oldugu belirlenmistir (p<0.05). Sonug olarak, uygulanan

Tartrazin’in artan dozu ile MN siklig1 arasinda dogru bir orant1 oldugu goriilmiistiir.

Mitotik indeks (MI) hiicre proliferasyonuna isaret eden ve sitotoksisiteyi
degerlendirmede kullanilan bir parametredir. Tartrazin uygulamasinin mitotik indeks
(MI) tizerine etkileri Sekil 3.2°da verilmistir. En yiiksek MI oranina kontrol grubu
kok ucu hiicrelerinde rastlanirken tartrazin uygulanan gruplarda MI oraninin 6nemli
derecede azaldigi belirlenmistir. Uygulama gruplarinda sirasiyla %8.82, %7.39,
%6.18, %5.16 oraninda MI’e rastlanilmigtir. 200 ppm tartrazin uygulamasi ile
A.cepa’da MI oraninin kontrol grubuna kiyasla 1.7 kat azaldigi belirlenmistir.
Bununla birlikte tartrazin dozunun artmasi ile birlikte MI oraninin da azaldig:

belirlenmistir.

H MN sikhigi
i Ml (%)

Sekil 3.2. Tartrazin uygulamasinin MN siklig1 ve MI tizerine etkisi
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Tartrazin uygulamasinin Allium cepa kok ucu hiicrelerinde tesvik ettigi kromozomal
hasarlar ile ilgili veriler Sekil 3.3 ile Tablo 3.2’de gosterilmistir. Yapilan
mikroskobik inceleme sonucunda Tartrazin tarafindan tesvik edilen kromozomal
hasarlar kromatinin esit olmayan dagilimi, fragment, yapiskan kromozom,
kromozom kopriisii ve c-mitoz seklinde belirlenmistir. Tartrazin uygulamasinin
kromozomal hasarlar tizerinde en biiylik etkisi fragment olusumu seklindedir. En
diisiik diizeyde gozlenen kromozom hasariin ise c-mitoz oldugu belirlenmistir.
Kontrol grubunda birka¢ yapiskan kromozom ve kromozom kopriisii disinda
herhangi bir kromozomal hasarina rastlanmamistir. Tartrazin uygulanan tiim
gruplarda farkli oranlarda pek ¢ok kromozom hasarina rastlanmistir. Bununla birlikte
tartrazin dozunun artigina bagl olarak kromozom hasarlarinin diizeyinin de belirgin
derecede arttig1 ve bu artislarin istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir
(p<0.05).

200 ppm Tartrazin uygulanan grupta gézlenen fragment diizeyinin c-mitoza kiyasla
yaklagik 3.2 kat fazla oldugu belirlenmistir. Fragmentler, kromozom kirilmalar

sonucunda olusan sentromersiz bolgelerdir ve tartrazininin yiiksek oranda fragment

olusturmasi kromozom kiriklarina neden olduguna isaret etmektedir.

Tablo 3.2. Tartrazin uygulamasi tarafindan tesvik edilen kromozomal hasarlar

FRG YK KK KED CM

Gruplar

'GrupI | 0.00+0.00° 0.10+0.32¢ | 0.00+0.00° | 0.00+0.00¢ |
Grup I1 | 8.40+2.84° | 7.20+2.44° | 6.20+1.99° | 3.30£1.49° | 2.00+0.82°
Grup III | 19.10+3.76° | 16.80+3.52° | 12.70+3.06" | 7.20+2.15° | 4.50+1.35°
Grup IV | 31.60+4.58" | 26.10£3.57" | 21.10£3.18" | 15.90+£3.18" | 9.90+2.85

* Aym siittin igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel ag¢idan
onemlidir (P<0.05). (FRG: fragment, YK: yapiskan kromozom, KK: kromozom

kopriisii, KED: kromatinin esit olmayan dagilimi, CM: c-mitoz).

20



Sekil 3.3 Tartrazin tarafindan tesvik edilen kromozomal hasarlar (a: MN, b: yapiskan
kromozom, c: C-mitoz, d: kromozom kopriisii, e: kromatinin esit olmayan dagilima,

f: fragment)

Yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda Tartrazin uygulamasinin A/lium cepa
kok ucu hiicrelerinde belirgin anatomik hasarlara neden oldugu belirlenmistir (Sekil
3.4). Bu hasarlar yassilasmis hiicre ¢ekirdegi, korteks hiicrelerinde baz1 maddelerin
birikimi, hiicre deformasyonu, belirgin olmayan iletim doku, nekroz ve korteks hiicre
ceperlerinde kalinlasma seklindedir. Belirtilen hasarlarin Tartrazin uygulama dozuna

bagli olarak arttig1 tespit edilmistir.
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Sekil 3.4 Tartrazin uygulamasmin koék ucu hiicrelerinde tesvik ettigi anatomik
hasarlar (a: yassilasmis hiicre cekirdegi, b: korteks hiicrelerinde bazi maddelerin
birikimi, c: hiicre deformasyonu, d: belirgin olmayan iletim doku, e: nekroz, f:

korteks hiicre ¢eperlerinde kalinlagma)



4. TARTISMA VE SONUC

Gida katki maddeleri kaliteyi koruyarak raf Omriinii uzatmak, aroma ve renk
ozelligini, besin degerini gelistirmek amaglariyla kullanilmaktadir. Bu ¢alismada
bircok hazir gidanin igeriginde bulunan ve gida boya maddesi olarak bilinen
Tartrazin’in Allium cepa kok ucu hiicrelerinde toksik ozellikleri arastirilmistir. Bu
kapsamda farkli dozlarda Tartrazin’in Allium cepa hiicrelerinde meydana gelen
fizyolojik, anatomik ve sitogenetik degisimler arastirilmistir. Yapilan calismada
fizyolojik parametrelerden agirlik artisi, kok uzunlugu ve c¢imlenme yiizdesi
arastirtlmistir. Elde edilen verilere gore; artan Tartrazin dozuna bagl olarak agirlik
artisi, kok uzunlugu ve ¢imlenme yiizdesinin azaldigi bu azalmanin da kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak ©nemli oldugu tespit edilmistir. Fizyolojik
parametrelerden en yliksek ¢imlenme yiizdesinin kontrol grubu orneklerde elde
edildigi, en diistik ¢cimlenme yiizdesinin ise Tartrazin’in 200 ppm dozu ile muamele
edilen grupta oldugu belirlenmistir. Literatiirde Tartrazin’in ¢imlenme {izerine
etkileri ile ilgili benzer ¢alismalar bulunmamaktadir. Fakat diger kimyasal maddeler
ve agir metal iyonlarinin kullanildigi ¢calismalarda benzer sonuglar elde edilmistir.
Ornegin; NaCl ve salisilik asit uygulamasinin Phaseolus vulgaris tohumlarinda
cimlenme orani {lizerine etkisi arastirilmis ve sonug¢ olarak tuz konsantrasyonun
artmasiyla ¢imlenme oranlarinda bir azalma meydana geldigi belirtilmistir (80).
Benzer bir ¢calismada ise tuzluluk oraninin artmasina bagli olarak Phaseolus vulgaris
tohumlarinda ¢imlenme ve fide gelismesinin azaldig: tespit edilmistir (81). Lupinus
varius’un kullamildigr  bir c¢alismada NaCl, CaCl ve KCI gibi farkli tuz
konsantrasyonlardaki dozlarin artmasiyla birlikte ¢imlenme oraninin azaldigi ve
cimlenmede gecikmeler oldugu saptanmistir (82). Yapilan baska bir calismada ise
diisiik konsantrasyonda Fenol uygulamasimin A/lium cepa tohum c¢imlenmesini
azalttigini, fenoliin bu etkisinin ise hiicre boliinmesinin metafaz ve anafaz
safhalarinda meydana gelen mutasyonlardan kaynaklandigini rapor etmislerdir (83).
Muscolo ve ark. (84) tarafindan yapilan bir ¢alismada Fagus sylvatica ve Pinus
laricio orneklerinde fenolik maddelerin ¢imlenme oranini azalttigini, bu azalmanin

ise solunum enzimlerinin inhibisyonu ile iliskili oldugunu belirtmislerdir.

Tartrazinin etki ettigi fizyolojik parametrelerden biri de kok uzunlugudur. Tartrazin

uygulamasmin Allium cepa’ de kontrol grubuna kiyasla koék uzunlugunu azalttig
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gozlenmistir. En fazla kok uzunlugu kontrol grubunda, en az kok uzunlugu ise 200
ppm dozunda Tartrazin ile muamele edilen grupta oldugu goriilmiistiir. Tartrazinin
kok uzunlugunda azalmaya neden olmasi, gelisme ve biiylime ile ilgili metabolik
yollarin tartrazin tarafindan inhibe edilmesi ile agiklanabilir. Literatiirde Tartrazin’in
kok uzunlugu iizerine etkileri konusunda benzer ¢alismalar bulunmamaktadir. Fakat
gida katki maddeleri icerisinde yer alan bazi elementler ve diger kimyasal ajanlarin
kok uzunlugu iizerine etkileri konusunda pek cok calisma yer almaktadir. Ornegin,
Altiminyum (Al) elementi uygulamasinin bitkilerde kok hiicre boliinmesini; Cinko
(Zn), Bakir (Cu) ve Kursun (Pb) elementlerinin ise bitkilerde kok hiicre uzamasini
azalttigr belirtilmistir. Ayrica aliminyum uygulamasinin Allium cepa’da kok ucu
hiicrelerinde niikleik asitlerde baglanarak sitokinezi engelledigi rapor edilmistir (85-
89). Diisiik konsantrasyonlarda Kursun (Pb) uygulamasinin Brassica juncea’de kok
uzunlugunu arttirdig1l, ayni konsantrasyonlarin Zea mays ve Allium cepa’daki kok
gelisimini ise azalttig: tespit edilmistir (90,91). Buna benzer yapilan bir diger ¢alisma
ise Kursun (Pb) ve Civa (Hg) nin toksik etkilerini belirlemek i¢in Cicer arietinum’da
uygulama dozuna bagli olarak kok biiylimesinin engellendigi belirlenmistir (92).
Carlson ve Donald (93) tarafindan yapilan calismada ise Cirsium arvense bitkisi
tizerinde uygulanan Glifosfat’in doz miktar1 arttikca kok biiyiimesinde azalma
meydana geldigi saptanmistir. Yorgancilar; Campbell ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada Bor’un bitkiler tizerindeki etkisi incelenmis ve sonug¢ olarak Bor dozunun
artmasiyla kok uzunluklarinda bir azalma meydana geldigini belirtmislerdir (94,95).
El-Sharkawi ve ark.’nin, Bor’un bugdayda kok gelisimine etkisini arastirdiklar:
caligmalara gore artan Bor uygulamasmin bir noktaya kadar kilcal kok gelisimi
hizlandirdigimi fakat Bor dozunun daha da artmasi ile birlikte koklerde deformasyona
neden oldugunu tespit etmislerdir (96). Baz1 agir metaller diisiik dozlarda bitkiler i¢in
onemli mikro-element olmakla birlikte yiiksek dozlardaki elementlerin bitki
tiirlerinin biiylimesini engelledigini gézlemlemislerdir (97,98). Burton ve ark. kursun
toksisitesinin spesifik belirtileri; kok biiylime ve gelismesinin kisitlanmasi,
clicelesme gibi etkiler oldugunu soylemislerdir (99). Obroucheva ve ark.’nin
yaptiklar1 aragtirmada, misir fidelerinde kursun toksisitesinin kok gelisimini

engelledigini rapor etmislerdir (100).
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Tartrazin uygulamasiin bir diger fizyolojik parametrelerden agirlik artisi iizerine
etkisi incelenmis ve 200 ppm Tartrazin uygulamasinin Allium cepa tohumlarinda
agirhik artisin1 kontrol grubuna kiyasla 8.8. kat azalttigi gozlenmistir. Literatiirde
Tartrazin’in bitkilerde agirlik artis1 tizerine herhengi bir ¢alisma bulunmamaktadir
fakat pek cok kimyasal ajanin bitkilerde agirlik artis1 iizerine etkileri detayli olarak
arastirllmistir. Cavusoglu ve ark. (101), Cinko (Zn) ve Kadmiyum (Cd) metallerinin
Phaseolus vulgaris bitkisinde agirlik artig1 tizerine etkilerini incelemis, uygulanan
metallerin agirlik artisin1 6nemli derecede azalttigini belirtmislerdir (102,103). Terzi
ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada juglonun Cucumis sativus’in fide biiytimesi
tizerine etkileri arastirilmis, fide blyiimesi, taze ve kuru agirliklarin Juglon’un
dozuna bagli olarak azaldig1 saptanmistir (104). Ugrekhelidze ve ark. (105) yaptigi
bir c¢alismada, Fenol yapisinda yer alan hidroksil grubunun bitkilerde cesitli
fonksiyonel bolgeleri kapatarak bitki dokularinda madde aligverisine girisine engel
oldugu ve bu yolla ¢esitli fizyolojik parametrelerde anormalliklere sebep oldugu

rapor edilmistir.

Yapilan calismada Allium cepa kok ucu hiicrelerinde Tartrazinin sitogenetik
parametrelerden mikronukleus olusumu (MN), kromozomal hasarlar1 ve mitotik
indeks (MI) tzerine etkileri arastirilmistir. Tartrazin uygulamasmin kok ucu
hiicrelerinde; mikronukleus, fragment, yapiskan kromozom, kromozom kopriisi,
kromatinin esit olmayan dagilimi ve C-mitoz anormalliklerine neden oldugu, bu
hasarlarin da Tartrazin dozuna bagli olarak arttigi tespit edilmistir. Tartrazin
dozlarindaki artis ile birlikte MN sayisindaki artis arasinda dogru bir orantinin
oldugu da belirlenmistir. Benzer sekilde, Roychoudhury ve Giri. Tartrazin ve
Eritrozin gibi gida maddelerininin Allium cepa iizerinde genotoksik ve sitotoksik
etkilerini arastirmis, poliploidi hiicre ve hiicrelerde mikronukleus olusumunu
arttirdiginl  belirtmislerdir (106). Zeytinyag atik sularmin  Triticum aestivum
(bugday)’da ¢imlenmeyi azalttigi, mitotik anormalliklere, MN olusumunu tesvik
ettigini rapor etmislerdir (107). Marine-Morales ve ark. (108) farkli dozlarda
Trifluralinin, Allium cepa’da MN sikligin1 arttirdigini tespit etmislerdir. Monarca ve
ark. tarafindan yapilan bir calismada, Sodyum Hipoklorit, Klor Dioksit ve Perasetik
Asit’in Allium cepa kok hiicrelerinde farkli oranlarda kromozom hasarlarina, Vicia

faba (bakla) kok hiicrelerinde ve Tradescantia polen hiicrelerinde MN olusumuna
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sebep oldugunu belirtmislerdir (109). Sang ve Li, sizinti sularmin Vicia faba
tizerinde MN olusumunu tesvik ederek genotoksik bir etkiye sahip oldugunu
belirlemislerdir (110). Y1 ve Meng, Siilfiir Dioksit’in Allium cepa ve Vicia faba ‘da
mikronukleus frekansinda onemli bir artis oldugunu ve bu artisin doza baglh bir

durum oldugunu bildirmislerdir (111).

Tartrazin uygulamasimin Allium cepa kok ucu hiicrelerinde fragment, yapiskan
kromozom, kromozom kopriisii, kromatinin esit olmayan dagilimi ve c-mitoz
olusumuna neden oldugu belirlenmistir. Elde edilen verilere gore artan Tartrazin
dozuna bagl olarak kromozomal anormalliklerinin de arttigi, bu nedenle artan
Tartrazin dozu ile kromozomal anormallikleri arasinda dogru bir orant1 oldugu tespit
edilmistir. Literatiirde boyar maddelerin toksisitesi ile ilgili pek c¢cok c¢alisma
mevcuttur. Bu caligsmalar gida renklendiricileri ve tekstil boyar maddeleri iizerine
yogunlasmis olmakla birlikte daha ¢ok tekstil boyar maddeleri ile ilgilidir. Ornegin,
Roychoudhury ve Giri, Indigo Karmin, Turuncu G, Tartrazin’in Allium cepa
hiicrelerinde boya maddesinin dozunun artisina bagli olarak kromozom hasarlarinin
artigint ~ belirtmiglerdir  (106). Kimyasal ajanlarin maruziyeti sonucunda
kromozomlarda kirilma, delesyon, insersiyon, dublikasyon veya kromozom
sayilarinda degisimler meydana gelebilmektedir (51,112). Allium cepa kok ucu
hiicreleri bes farkli gida koruyucusu (Sodyum Benzoat, Borik Asit, Sitrik Asit ve
Sodyum Sitrat) ile muamele edilmis ve sonu¢ olarak; C-mitoz, anafaz kopriileri,
mikronukleus, kalgin kromozom, yapiskan, kirik ve esit olmayan kromozom
dagilimlar1 gozlenmistir (113). Njagi ve Gopalan, tarafindan yapilan benzer bir
calismada ise Sodyum Benzoat’in Vicia faba kok hiicrelerinde DNA sentezini
engelledigi, Knafaz Kopriilerine ve Kromozom hasarlarina neden oldugu
belirtilmistir (114). Inceer ve ark. (115) tarafindan gerceklestirilen bir ¢aligmada ise
Bakir Kloriir’'tiin Helianthus annuus bitkisinin kok ucu hiicrelerinde kromozom
hasarlarima ve kirilmalara neden oldugu bildirilmistir. Niraj ve ark. (116) gida
boyalarindan Tartrazin’in genotoksik etkisini Drosophila’da somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi ile aragtirmiglardir. % 0,06 ve % 0,03’likk Tartrazin uygulamasi
sonucunda Tartrazin’in mutajenik etkiye sahip oldugunu saptamislardir. Bu
caligmalara benzer olarak, Vock ve ark.; Kirkland ve Miiller yaptiklari in vitro

caligmalar sonucunda bazi1 kimyasallarin meydana getirdigi sitotoksik etkileri DNA
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cift iplik kiriklarimin olugsmasina bagli olarak ortaya ciktigini bildirmislerdir
(117,118).

Sitotoksik parametrelerden Tartrazin’in A/lium cepa kok ucu hiicrelerinde mitotik
indeks (MI) tizerine etkileri de arastirllmigtir. Sonug¢ olarak en fazla MI kontrol
grubunda, en az Ml ise Tartrazin’in 200 ppm dozuyla muamele edilen grupta oldugu
belirlenmistir. Literatiirde Tartrazin’in MI {izerine etkilerini inceleyen ¢ok az calisma
yer almaktadir. Gomes ve ark. tarafindan yapilan bir calismada Sunset Sarisi, Bordo
Kirmizis1 ve Tartrazin Sarisinin A/lium cepa kok hiicrelerinde MI oranini azalttigi
rapor edilmistir (119). Donbak ve ark. Borik Asit’in doza bagli olarak Allium cepa
kok ucu hiicrelerinde c-mitoz olusumuna sebep oldugu, MI oranini ise diisiirdigtinii
belirtmislerdir (120). Benzer baska bir calismada ise Allium cepa’nin kok ucu
hiicreleri 20-100 ppm dozlarinda Sodyum Benzoat ile muamele edilmis ve biitiin
dozlarin MI diizeyini azalttig1 tespit edilmistir (113). Renctiogullar1 ve ark.
tarafindan yapilan bagka bir calismada ise A//ium cepa kok ucu hiicrelerinde Sodyum
Metabisiilfit’in tiim dozlarinda MI’1 diistirdiigiinii, mitotik anormalligin de doza bagl

olarak arttigin1 bildirmislerdir (121).

Bu c¢alismada Tartrazin’in Allium cepa kok hiicrelerinde meydana getirdigi bir diger
toksik etki ise anatomik degisimlerdir. Yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda
uygulanan Tartrazin’in Allium cepa kok ucu hiicrelerinde belirgin anatomik hasarlara
neden oldugu belirlenmistir. Bu hasarlar yassilagsmis hiicre ¢ekirdegi, korteks
hiicrelerinde bazi maddelerin birikimi, hiicre deformasyonu, belirgin olmayan iletim
doku, nekroz ve korteks hiicre ¢eperinde kalinlasma seklindedir. Literatiirde Allium
cepa hiicrelerinde Tartrazin’in meydana getirdigi anatomik hasarlar iizerine ¢alisma
bulunmamaktadir. Fakat diger kimyasal ajanlarin olusturdugu anatomik hasarlar ile
ilgili arastirmalar yer almaktadir. Ornegin; Cavusoglu ve ark. tarafindan
gergeklestirilen bir ¢alismada Glyphosate uygulamasinin Allium cepa kok ucu
hiicrelerinde; belirgin olmayan vaskiiler doku, belirgin olmayan epidermis tabakasi,
hiicre deformasyonu, anormal hiicre ¢ekirdegi ve biniikleuslu hiicre olusumuna

neden oldugu tespit edilmistir (122).

Bu caligsmada Tartrazin gida boya maddesinin A//lium cepa’da fizyolojik, anatomik ve
sitogenetik hasarlara neden oldugu, s6z konusu hasarlarin ise uygulanan Tartrazin

dozuna bagli olarak farklilik gosterdigi belirlenmistir. Sonu¢ olarak yasantimizda
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stkea kullandigimiz gida maddelerin yapisinda yer alan Tartrazin’in belli bir
konsantrasyona ulastiginda toksik etkilere sebep olabilecegi, Allium cepa test
materyali kullanilarak belirlenmistir. Bu nedenle s6z konusu gida katki maddesinin
kullanilmast gerekli oldugu {irtinlerde, kullanilmadan 6nce uygun doz seviyesi
belirlenmeli ve toksik etkiler meydana getirebilecek doz seviyelerinden

kacimilmalidir.
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