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ABSTRACT

INVESTIGATION OF EFFECTS OF THE FOOD DYES ON INTESTINAL
FLORA AND LacZ Gene EXPRESSION

AL KATEEB, Anfal
M. Sc. in Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ibrahim Halil KILIC
February 2015
64 pages

Nutrition is one of the most basic needs for the continuation of human life. When
compared with almost fifty years ago, we can say that our eating habits changed
completely. Today, because of attractive images, without thinking too much on the
prepared food that we consume, we are rapidly moving away from natural foods.
Food additives are used to impart color, to extend the shelf life of prepared food and
to protect from pathogens that cause spoilage. Synthetic food dyes not found in
nature according to their chemical structures, but are produced via chemical
synthesis. This study aimed to investigate the effect of Brilliant Blue and Dark Green
food dyes on the Escherichia coli which is part of the intestinal flora. The 3 different
concentrations studied of each food dyes. The bacteria treated for 20 days and
bacterial counts daily performed. The effects of each dyes on the growth of bacteria
and Lac Z expression were determined by real time PCR. Especially after 12 day,
bacterial growth in the group of bacteria that treated with Brilliant Blue and Dark
Green have been found to decrease compared to control group. Both food dyes were
found to not influence significantly on generation of E. coli by the expression of the

LacZ gene.

Key words: Food dyes, intestinal flora, Escherichia coli ATCC 10799, Real Time
PCR, LacZ gene



OZET

GIDA BOYALARININ BAGIRSAK FLORASI UZERINE ETKILERI VE
LacZ GEN EKSPRESYONUNUN ARASTIRILMASI

AL KATEEB, Anfal
Yiiksek Lisans, Biyoloji Boliimii
Tez Yoneticisi: Doc. Dr. Ibrahim Halil KILIC
Subat 2015
64 sayfa

Beslenme, insanin hayatinin devami i¢in en temel ihtiyaglarindan biridir. Elli yil
oncesiyle kiyasladigimizda beslenme aligkanliklarimizin  neredeyse tamamen
degistigini soyleyebiliriz. Giiniimiizde ¢ekici goriintiileri nedeniyle, lizerinde ¢ok da
fazla diisinmeden tiikettigimiz hazir yiyeceklerle, dogal besinlerden hizla
uzaklagiyoruz. Hazir yiyeceklerin raf Omriinii uzatmak, bozulmaya neden olacak
patojenlerden korumak ve renk vermek icin gida katki maddeleri kullanilmaktadir.
Sentetik gida boyalar1 kimyasal yapilari itibariyle dogada bulunmayan ama kimyasal
sentez yoluyla iiretilebilen gida renk maddeleridir. Calismamizda Brilliant Blue ve
Dark Green gida boyalarinin bagirsak florasinin bir pargasi olan Escherichia coli
tizerindeki etkisi arastirilmistir. Her gida boyasinin 3 farkli konsantrasyonu
calisilmistir.20 gilin boyunca muamele edilmis ve giinliik bakteri sayimlar1 yapilarak
bakteri gelisimi {izerine etkileri ve Lac Z ekspresyonu real time PCR ile
aragtirilmugtir. Ozellikle 12. giinden sonra kontrol grubuna kiyasla Brilliant Blue ve
Dark Green uygulanan bakteri gruplarinda bakteri biiylimesinin azaldig: saptanmustir.
Her iki gida boyasimnin E. coli jenerasyonlari lacZ gen bolgesinin ekspresyonu

tizerine anlamli bir etki etmedigi saptanmugtir.

Anahtar Kelimeler: Gida boyalari, bagirsak florasi, Escherichia coli ATCC 10799,
Gergek Zamanl, Lac Z gen
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BOLUM 1

1. GIRIS

1.1. Gida Katki Maddesi

Gida katki maddeleri en genis anlamiyla gidalara ilave edilen maddelerdir. Bilimsel
tanimi1 ise "Dolayli veya dolaysiz olarak bir yiyecegin bir bileseni haline gelmesi
veya Ozelliklerini etkilemesi amaciyla kasitli olarak kullanilan maddelerdir".
Beslenme; biiyiime, gelisme, saglikli ve verimli olarak uzun siire yasamak icin
gerekli olan enerjiyi ve besin 6gelerinin her birini yeterli miktarda saglayacak olan
besinleri, besleyici degerini yitirmeden, sagligi bozucu duruma getirmeden en
ekonomik sekilde almak ve viicutta kullanmaktir. Saglikli beslenme bigiminde hedef,
organizmanin besin 0geleri gereksinimlerini yeterli ve dengeli bir sekilde
karsilamaktir. Bu gereksinim karsilanmadiginda yetersiz ve dengesiz beslenme
sorunu ve bozukluklari olusacaktir. Beslenme yetersizligi ve dengesizligi bazi
hastaliklarin olusmasinda dogrudan, bazilarinda ise dolayli nedenlerdir (Gokmen ve
Koksal, 2001). Gida pazan giin gectikce daha genis bir 6zellige sahip islenmis gida
yoniinde hizli bir degisime ugramaktadir. Bu gidalar; Bat1 Diinyasi’nda yaglh insan
sayisinin artigl, tek ebeveynli aileler ve calisan anneler gibi yeni tiiketicilerin
ithtiyaclarin1 karsilamak iizere satilmadan ve hazir hale getirilmeden Once islenmis
olan gidalardir. Kalite ve fiyatta tiiketici taleplerini karsilayan ve iyi lezzete sahip
gidalar1 gorsel olarak cekici hale getirilmesi de gida endiistrisinin gérevidir. Gida
katki maddesi, gidanin bozuldugunu maskeleyici ve tiiketiciyi aldatict olmamalidir

(Yiicecan, 1999).




Gida katki maddeleri; en genis anlamiyla gidalara ilave edilen maddelerdir. Gida
katki maddelerinin diinyadaki pazar1 1900'li yillarda 10 milyar dolara ulasmis olup,
giinlimiizde ¢ok daha biiyiik rakamlarla ifade edilmektedir. Resmi belgelere gore,
1965 yilinda A.B.D.'de yaklasik 300.000 ton gida katki maddesi kullanilmistir.
Diinyada beslenmeye iliskin iki temel sorun bulunmaktadir. Bu sorunlardan birisi
gida giivencesizligidir. Gida giivencesi tiim insanlarin saglikli ve aktif yasamlarinm
stirdiirebilmeleri i¢in, her zaman yeterli, giivenli, besin degeri yiiksek gidalara
ulasabilmeleri olarak tanimlanmakta ve “gidanin elde edilmesi”, “gidaya ulasma” ve
“g1danin kullanim1” kavramlarini icermektedir. Diinyada yeterli gidaya ulasamayan
842 milyon kisinin 798 milyonu az gelismis iilkelerde bulunmaktadir ve her yil bes
yas alt1 6 milyon ¢ocugu da iceren milyonlarca kisi agliga bagl olarak yasamini

yitirmektedir. Gidaya iliskin ikinci temel sorun gida giivenliginin saglanamamasidir

(FAO, 2003).

Gelisen gida sanayisi ve niifusun artmasiyla beraber gidalari biiylik hacimde iiretmek
ve uzun silire dayanikli kalmasimi saglama ihtiyaci, gida katki maddelerinin
yasamimizin bir¢ok alanina girmesine yol ag¢mistir. Beslenme alisgkanliklarinin
degismesi, en basinda calisanlarin sayisinin giin gegtikge artmasi ve bunun
paralelinde de besin hazirlama i¢in zaman kisitlamasina gidilmesi, insanlarin katki
maddeleri igeren hazir gidalarla beslenmesine neden olmaktadir (Celik, 2013). Renk
maddeleri gidalarin tatlarmi degistirmeden goriintiisiinii cazip hale getirirler. Bir
gidaya bakildiginda insanin dikkatini ¢eken ilk 6zelligi rengidir. Dolayisiyla gidalar
cekici hale getiren renk maddeleri, tiiketicilerin bir giday1 alirken karar vermesinde

onemli bir faktordiir (Bozkirli, 2007).

Besinlere katilacak gida katki maddelerinin miktarlarinin belirlenmesi besinlere
katilacak katki maddesinin maksimum miktarlarinin belirlenmesi i¢in katki
maddesinin ADI (Acceptable Daily Intake); giinliik alinabilecek miktarinin bilinmesi
gereklidir. Katki maddesinin ADI degeri toksikolojik testlerle saptanir (Giircan,
1993).

Gida katki maddeleri diizenlemeleri ulusal bir kavram olmaktan cikip, uluslararasi
boyut kazanmustir. Diinya Saglhk Orgiitii (WHO) ve Gida Tarim Orgiitii’niin (Food
and Agriculture Organization-FAQO) ortak ¢aligmalart ile Uluslar Aras1 Gida Kodeks



Komisyonu (Codex Alimantarius Comission-CAC) olusturulmustur. CAC’nin alt
kurulusu olan Gida Katki Maddeleri Eksper Komitesi; (JECFA- Joint Expert
Committee on Food Additives) her yil gida katki maddeleri ile ilgili yaptiklari
toplantilarda, tiim iilkelere oneri niteliginde standartlar hazirlamaktadirlar (Erden ve
Caligskan, 2003). Tirk Gida Kodeksi yonetmeligin de yer alan gida katki maddesi
tanim1 soyledir; Normal kosullarda tek basina tiiketilmeyen veya gida hammaddesi
olarak kullanilmayan, tek basina besleyici degeri olan veya olmayan; segilen
teknoloji geregi kullanilan islem veya imalat sirasinda kalint1 veya tiirevleri mamul
maddede bulunabilen, gidanin {iretilmesi, tasnifi, islenmesi, hazirlanmasi,
ambalajlanmasi, taginmasi, depolanmasi sirasinda; gida maddesinin tat, koku,
goriinlis, yap1 ve diger niteliklerini korumak, diizeltmek amaciyla kullanilmasina

izin verilen maddelerdir (Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi, 1997).

Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’nde 300 civarinda gida katki maddesinin gesitli
gidalarda degisen miktarlarda kullanilmasina izin verilmistir. Simdiye kadar
kullanimina onay verilen gida katki maddesi sayis1 yaklasik 2800’diir. Ancak bugiin
bunlarin 6nemli bir bolimii daha uygun alternatifleri bulundugu ig¢in teknik
sebeplerle kullanilmamaktadir. Avrupa Birligi’'nde kullanimina onay verilen gida

katkis1 sayis1 297°dir ( Sarikaya vd., 2010).

Gida katki maddeleri ve koruyucu katki maddeleri modern diinyanin vazgecilmezleri
arasindadir. Bunlar, hazir gidalari boyama, tatlandirma, besleyici olma veya
antimikrobiyal oOzellik gibi degisik amaclarla kullanilmaktadir. Giiniimiizde
20.000’in iizerinde katki maddesinin oldugu bilinmektedir (Oztiirk vd., 2007).
Gelisen gida teknoloji ve tiiketici bilinglenmesi, gilinlimiizde {iriin kalitesini
iyilestirme gayretlerini de artirmaktadir. Tiketicilerin yasamlari igin temel
gereksinimleri olan gidalarin, giincel teknolojik gerekler dogrultusunda iiretilmesi,
saglikli beslenmenin saglanmasi yolunda 6nemli bir hizmettir. Gida giivenliginin ve
kalite gilivencesinin saglanmasi g¢abalar1 da tiiketici ve toplum sagligi agisindan

biiyiik 6nem tagimaktadir (Meggos, 1995 ve Venil vd., 2013).



1.2. Gida Boyalar

Teknik olarak renk katki maddesi bir gidaya, ilaca, kozmetik iirlinlere veya insan
viicuduna uygulandig1 veya ilave edildigi zaman renk agiga veren boya, pigment
veya maddelere denir. Gida boyalarmin kullanimi1 M.O 3500 yillarinda eski Misir'a
kadar dayandigi; M.O. 3000 yillarinda ise et diriinlerini saklamada tuzdan
yararlanildigr, M.O. 900 yillarinda hem tuz, hem de odun tiitsiisiiniin gida saklama
yontemleri olarak kullanildig1 goriilmektedir. Ortacagda tuz ve odun tiitsiisiiniin yani
sira, etlere nitrat konarak hem botilizm 6nlenmeye ¢alisilmis, hem de etin renginin
daha saglikli goriindiigii fark edilmistir (Downham ve Collins, 2000, Altug, 2001ve
Basim, 2004). 1500 yillarinda ise Hindistan ve Cin'de deriler baharat ve sebze 6zleri
ile boyanmistir. 18. yy. da tereyag: safranla boyanmis, 19. yy. da baz1 boyalarin
kullanilmas: ticaret hayatina girmistir. Ik sentetik boya Sir William Henry Perkins
tarafindan siyah anilinden 1856 yilinda elde edilmistir. Gida boyalari; isleme ve
depolama sirasinda kaybolan dogal rengi yeniden kazandirmak, zayif olan rengi
kuvvetlendirmek, gercekte renksiz olan besine renk vermek, diisiik kaliteyi

gizleyerek tiiketici begenisi kazanmak amaciyla katilirlar (Gokmen ve Koksal, 2001).

1857°de yiyeceklere katilan karisimlarla ilgili arastirmalarda tatlilarin kursun kromat,
civa stlfat, kursun oksit, bakir arsenitle, sekerlemelerin ise elbise boyalar1 ile
boyandigi bulunmustur. Gidalarin tehlikeli mineral 6zleri ile boyanmasi sonucundaki
olumsuz izlenimlerden sonra gida boyalarinin komiir katranindan elde edilmesi

durdurulmustur (Bozkirli, 2007).

Sekil 2.2: Gida Boyast

Genel bir tanimla, gida boyalar1 gerek sentezle gerek bitkisel, hayvansal veya
mineral kaynaklardan ekstraksiyon veya izolasyonla elde olunan, ve her hangi bir

gidaya katildiginda, bizzat kendi mevcudiyeti ile veya gidanin bilesimindeki diger
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baz1 dgelerle reaksiyona girerek ona renk veren kimyasal maddelerdir. Bu tanimdan
da anlasilcag: ilizere, boya maddeleri gerek elde olunduklar1 kaynaklar ve kimyasal
yapilari, gerek iiriine sagladiklar1 renkler acisindan ¢ok genis farkliklar arz ederler.

En basit olarak, iiriine sagladiklar1 renkler agisindan tasnif edildiklerinde, boyalar su

sekilde gruplandirilabilirler;

1. Kirmizi Boyalar; Amarant, Eritrosin, Ponceau 4R, Allura Red, kantaksantin,
Karmoision.

2. Turuncu Boyalar; B-Karotin, B-apo-8-karotenal, Annatto, Paprika, Sunset
yellow.

3. Sari Boyalar; Riboflavin, Curcumin, Tartrazin, Safranin, Lutien, Turmerik.

>

Yesil Boyalar; Klorofil (bakirkompleksi ve Sodyum- Potasyum tuzlari),
Patent green, Briliant green.

Mavi Boyalar; Brilliant Blue, Indigo karmen, Patent Blue.

Menekse Rengi Boyalar; Antosiyaninler.

Kahve Rengi Boyalar; Karamel, Brown FK, Brown HT.

Siyah Boyalar; Brilliant Black, Bitkisel karbon.

A S AN

Beyaz Boya; Titandioksit, Talk, Kalsiyum Karbonat (Karaali ve Ozcelik,
1993 ve Burrows, 2009).

NOAEL (Number Observed Adverse Effect Level) (Deney Hayvanlarinda
gbzlenebilen higbir yan etki géstermeyen doz) dozu ile deney hayvaninin viicut
agirhiginin kilogrami basimma mg olarak saptanmis bir dozdur ve insandaki etkileri
bilinmemektedir. Deney insanlar iizerinde de etik nedenlerle yapilamayacagindan,
giivenlik faktorii kullanilir. Giivenlik faktorii genellikle 100°diir. Yani deney
hayvaninda higbir etki gdstermeyen dozun 1/100’#i insan i¢in kabul edilir. (ADI =
NOAEL / 100). Boylece giinliik alinabilecek miktar (ADI) insanin viicut agirliginin
kilogrami basina mg olarak belirlenir. Giinlik maksimum alim = ADI x Viicut

agirhigr seklinde saptanir (Giircan, 1993 ve Renwiek, 1995).



Giinlik Maksimum Alim = ADI x Viicut Agirlig: (kg)

Katki maddesi

Deney hayvanlari tizerinde katki maddelerinin toksik etkilerinin incelenmesi

!

Etkisiz dozun (NOAEL degeri) belirlenmesi (Deney hayvanlarinda)

l

Etkisiz doz (NOAEL) / 100 (insanda)

l

Glnliik aliabilecek katki maddesi miktar1 (ADI)

ADI degeri sadece ve sadece JECFA (Joint. Expert Committee on Food Additives)
tarafindan tespit edilmekle beraber bu deger degismez degildir. Gida katki maddeleri
iizerinde yapilan caligmalar siireklilik tasir ve yeni bulgular c¢ergevesinde siirekli
degerlendirilir (Yurttagiil ve Ayaz, 2008). FD&C’ ye gore kabul edilen ADI
degerleri her gida boyasina gore asagida verilmistir (Renwiek, 1995).

Tablo 1.1: FD &C’ ye gore kabul edilen gida boyasinin ADI degerleri

_ 0-2,5 mg/kg Viicut agirlikea/giin
_ 0-1,25 mg/kg Viicut agirlikea/giin
_ 0-10 mg/kg Viicut agirlikca/glin
_ 0-7.5 mg/kg Viicut agirhikea/giin
_ 0-2,5 mg/kg Viicut agirlikca/glin
_ 0-0,75 mg/kg Viicut agirhkea/giin



1.2.1 INS (International Numbering System) ve E Kodu

Her gida katki maddelerinin uluslararas1 kabul gérmiis bir numaras: vardir. Ornegin
102: Tartrazin gibi Avrupa Ekonomik Toplulugu’nda kullanimina izin verilen katki
maddelerine “European” kelimesinin bas harfi olan E kodu verilmistir. E621: MSG,
E102: Tartrazin gibi. Aroma maddelerine E kodu ve numara verilmemistir. Ciinkii bu
grup cok genistir. E100-200 arasindaki numaralandirmada gida katki maddelerinden
gida boyalar1 bulunmaktadir (Thomas, 1988).

"E" numara sistemi ile gida katki maddelerinin temel islevlerine gore
siiflandirilmasi ise su sekildedir:

« Renklendiriciler (E100 — 180 arast).

« Koruyucular (E200 — 297 arasi).

« Antioksidanlar (E 300 — 321 arasi).

- Emiilsifiyer ve stabilizatorler (E 322 — 500 aras1).

« Asit baz saglayicilar (E 500 — 578 aras).

o Tatlandiricilar, koku verenler (E 620 — 637 arast).

« Genis amaglilar (E 900 — 927 aras1) (Erden ve Caliskan, 2009).

Gida mevzuatinda; hangi katki maddesinin hangi gidaya, ne amagla ve ne kadar
katilacagi belirlenmistir. Bir katki maddesinin belirlenen gida maddesi disinda, baska
bir gidaya katilmasi veya belirlenen miktardan fazla katilmasi suctur (Kotsonis vd.,
2001). Ancak sentetik gida boyalarinin yasalara uygun smirlamalar i¢inde
kullanilmamasi toksik etkilerinin ortaya ¢ikmasina ve halk sagligini etkileyebilecek
risklerin dogmasina yol agabilmektedir (Yentiir vd., 1996). Gida katki maddelerinin
tilketimi arttikga, bazi rahatsizliklarla olan baglantilara yonelik bulgular da ortaya
cikmistir. Bunlarin i¢inde en sikga goriilenleri egzama, astim, bas agrisi, alerjik
kasmtilar, gastrik rahatsizliklar, ishal, 6zellikle ¢ocuklarda hiper aktiflik ve asiri

duyarlilik (hyper sensitivity) vb.’dir ( Briggs, 1997).

Gida katki maddelerine baglh alerjik reaksiyonlar azimsanmayacak kadar siktir
(Oztiirk vd., 2007). Gida boyalari, gidaya daha cekici ve lezzetli bir goriiniis

kazandirmak, iretim aglamalarinda kayba ugrayan rengi telafi etmek, ¢cocuklar gibi



belli tiiketici gruplarinin dikkatini ¢ekmek amaciyla kullanilir (Meggos, 1995;
Kirschbau vd., 2003 ve Sivavd, 2011). Dogal ve sentetik boyalarin gidalarda
kullanilmas: tartigilan bir konudur. Bu boyalarin kullaniminda tiiketicilerin talepleri

de onemlidir ( Malik vd., 2012).

1.2.2.Gida Boya Katki Maddelerinin Smiflandirilmasi

Gida maddelerine katilan boyalarin, sistematik olarak siniflandirilmasi bir¢cok
bakimdan faydali goriilmistiir. Boylece simmiflandirmada yer alan bir boya
maddesinin herkes tarafindan ayni sekilde anlasilmasi imkan dahiline girmis
olacaktir. Bazi literatiirler de ve baz1 kuruluslarin yazilarinda boyalarin belirli sistem
altinda siniflandirildigr goriilmektedir. Ancak bu smiflandirma birbirinden farkli

olabilmektedir.

Bunlarin icinden FAO ve WHO nun siniflandirilmasi en yaygin olanidir.
Codex’te FAO’nun smiflandirilmasi esas alinmistir (Bayasl, 1999).

e Boyalarin koklerine gore siniflandiriimasi.

e Boyalarin toksikolojik degerlendirmelerine gore siniflandirilmasi.

e Kimyasal siniflandirma.

1.2.2.1.Gida Boyalarinin Koklerine Gore Simiflandirilmasi

1.2.2.1.1.Dogal gida boyalar:

Dogal gida boyalar1 bitkisel, hayvansal ve mineral kaynaklardan ekstraksiyon ve
izolasyon islemleriyle elde edilen ve herhangi bir gida iiriiniine katildiginda, bizzat
kendi varligiyla veya bu gida {iriinliniin bilesimindeki diger baz1 6gelerle reaksiyona
girerek ona renk veren kimyasal veya kimyasal islemlerden ge¢mis boyar

maddelerdir (Rizvivd, 1986).

Bu renklendiriciler sertifikasiz olmalarma ragmen, safliklarinin 6zelliklerle uyum
icinde oldugu ve diizenlemeler dogrultusunda kullanildiginin gosterilmesi i¢in FDA
(Food Drug Administration) (Gida ve Ilac Dairesi) tarafindan izlenmektedir. Baz1

boyalar vardir ve bunlara da Dogal Ozdesli Boyalar denilmektedir. Beta-karoten,
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Beta-apo-8-karotenal ve canthaxantin bu gruptadir. FDA bunlardan beta karotenin
herhangi bir diizeyde gida maddelerine katilmasina izin vermekte, digerleri i¢in
maksimum limitleri belirlemektedir. Antosiyaninler pH 3, 5’in altinda maviden
kirmiziya dogru degisen tonlarda en yogun renklerini gosterirler. Bu nedenle sadece
asidik gidalara katilmas1 uygundur. Betalinler pH, 151k ve 1siya duyarhdir. PH 4-5’te

en sabit durumdadirlar ve pancar tadina sahiptirler (Yaman, 1996).

Sekil 1.3: Gida Boyasi

1.2.2.1.2. Yar Sentetik gida boyalari

Dogal kaynaklardan elde edilen maddelere uygulanan g¢esitli proseslerle
iiretilenlerdir. Ornegin klorofilin bakir kompleksi veya sodium, potasyum tuzlari ile
sekerin yaklasik 150 °C de, NaOH, NH4OH v.b. katalistlerle yakilmasindan elde
olunan karamel bu tasnife girmektedirler. Bunlardan karamelin Tiirkiye’de
endistriyel Olgekte iretildigi, ancak digerlerinin disalim yoluyla saglandigi

bilinmektedir (Selemoglu ve Yildiz, 1983).

1.2.2.1.3. Sentetik gida boyalari

Gida isletmelerinde sentetik gida boyalarmin kullanilmasi bir¢ok faktorlere de dikkat
etmeyi gerektirmektedir. Sekerleme iirlinlerinde ve firinda yiliksek 1sida pisen
yiyeceklerde bazi problemler ¢ikabilmektedir. Ingiltere et, balik, kiimes hayvanlari,
meyve ve sebzeler, ¢cay, kahve, sarap, siit, bal gibi ¢ig veya islemden gecirilmemis

yiyeceklere herhangi bir renk eklenmesini yasaklamistir (Furia, 1975) .
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Sentetik gida boyalar1 dogada bulunmayan renklendiricilerdir ve kimyasal sentez
yolu ile iiretilirler. Ornegin; giin batimi sarisi, karmosin ve tartrazin gibi boya
maddelerinin hepsi sertifikalidir. iki grupta incelenirler.

e FD&C Boyalar

e FD&C Lake Boyalar (Oben, 1999).

1.2.2.1.3.1. FD&C Boyalar

Bu grup azo, triphenylmethane, fluoresein (xanthrene) ve indigoid olmak iizere dort

kimyasal sinifta incelenmektedir:

1. Azo boyalari; En biiyiikk grup olan azo boyalar1 azot-azot bagi (N=N) igerir.
Metalik iyon veya siilfiir dioksitle kolayca indirgenirler. Ultraviyole 1sinlart bu
bilesiklerin oksidasyonuna neden olabilir. Azo boyalarinin asidikhidroksil grubu
icerenlerine asidik azo, bazik amin veya dialkil amin igerenlerine ise, bazik azo

boya maddeleri denilmektedir (Izbirak, 1990).

Azo boyalar; azo bilesikleri genel olarak merkezde bulunan nitrojen atomlariylabir
cift bag kurarlar. Her nitrojen farkli bir organik gruba baglidir vebu kimyasal yap1
elektronlarin yoriingede yer degistirebilmesi iginidealdir. Bunlar her atomla iligkili
olmayan elektronlardir. Yer degistirmeye meyilli olan elektronlara sahip azo boyalari
1sikla giiclii etkilesime girer ve o andan itibaren giiglii renklendirici etkisine sahip

olabilir.

FD&C RED No.2, FD&C Yellow No.5, FD&C Yellow No.6, FD&C Red No.4 ve
Orange B’den olusur, azo boyalara 6rnek olarak FD&C Red No.2’nin genel yapisi
gdsterilmistir (Karaali ve Ozgelik, 1993).
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Sekil 1.4: FD&C Red No.2 genel yapisi

2. Trifenilmetan Boyalari; Bu grup boyalar siilfonik asit grubu igerirler ve suda iyi
coziiniirler. Bu boyalar FD&C Blue No.1, FD&C Green No.3 ve FD&C Violet
No.1’den olusur (Noonan, 1980).

[
N N NaO4S
. 1
Oz
SO;Na
OH

Sekil 1.5: FD &C Green genel yapisi
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3. Fluoressein Tipi (Xanthrene) Boyalari; Fitalik asit ile resorsinin 1sitilmasi

sonucunda elde edilir. Kirmizi-kahverengi arasinda degisen renkler olustururlar

(Noonan, 1980).

ICOONa

Sekil 1.6: FD&C Red No.3 genel yapisi.

4. Siilfolanms Indigoid Boyalari; Temelde indigodan tiireyen bilesiklerdir. Indigo
dogal boyama maddesidir ve bazi bitkilerde glikozit olarak bulunmaktadir. Bu
boyalar 1518a, yikamaya, baz ve asitlere kars1 dayanikli olup, mavi renkli boyama

maddelerinin en énemli grubunu olusturur (Noonan, 1980).

0 0
Na0,S

I =

SO,Na

Sekil 1.7: FD&C Blue No.2 genel yapisi.



FD&C boyalarin smiflandirilmas: ve yapilar1 Tablo1.2.’de gdsterilmistir (Furia,
1975).
Tablo1.2: Sertifikali FD&C boyalarin siniflandirilmasi

FD&C Red No.2, FD&C Yellow No.5, FD&C Yellow
No.6

FD&C Red No.4 , FD&C Red No.40 , Orange B.

FD&C Blue No.1, FD&C Green No.3, FD&C Violet
No.1

FD&C Red No.3

FD&C Blue No.2

FD &C boyalar1 suda ¢oziindiikleri halde organik ¢oziiciilerde zor ¢oziiniirler. Suda
coziiniirliikleri ¢ok yiiksek oldugu icin gida sanayinde kullanimlari ¢ok kolaydir ve
kullaniminda da sorun ¢ikarmamaktadir. Bu boyalardan sadece FD&C Blue No.2
(indigotin) ayricalikli bir boyadir. Triphenylmethane, indigo ve fluoresein boyalari
kimyasal reaksiyonlara daha direnclidir. FD&C Blue No.2 ve FD&C Red No.3
ultraviyole 151k ile kolayca okside edilir ve rengi ¢cabuk kaybolur. FD&C boyalarinin
minimum %85 saf boya icermesi gerekir, genellikle %90-93 saf boya icerirler

(Yaman, 1996).

Gida endiistrisinde kullanilan FD&C boyalarinin ¢oziiniirliigi ile ilgili degerler
Tablo1.3’de gosterilmistir. Bu bilesikler genellikle degisik formlarda bulunurlar.
Ornegin toz, graniil, s1v1, sulandirilmis, macunsu gibi. Bu nedenle kullanilacak olan
boya katki maddesinin bulundugu durum kullanilma hacim ve miktarim
etkileyeceginden, kullanimlarinda boyanin formu dikkat edilmesi gereken énemli bir

noktadir (Furia, 1980).
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Tablo1.3: FD&C Boyalarimin ¢oziiciilerde gosterdikleri ¢oziintirliikler (Furia, 1980).

1.2.2.1.3.2. FD&C Lake Boyalar:

Bu boyalar 1959 yilinda sertifikali gida boyalari olarak kabul edilmistir. FD&C
Lakeler FD&C boyalarina karsilik gelen aliiminyum tuzlaridir. Aliiminyum hidratin
hazirlama yontemi ve boyanin emilisi boyama giiciinii, tonunu, partikiil biiyiikliigiinii
ve dagilim1 belirler. Lakeler %1-45 saf boya igerigi ile hazirlanabilir. Ancak bu oran
genellikle %10-40’tir. Lakelerin boyama gli¢leri boya igerigi ile orantili degildir.
Boyalardan daha iyi 151k, kimyasal yapi ile termal stabiliteye sahiptir ve boyalardan
daha pahalidir (Furia, 1975).

Daha ¢ok yagli ve FD&C boyalar i¢in uygun olmayan diisiik nemli iiriinler i¢in
uygundur. Seffaflik acgisindan da boyalardan daha istiindiir. FD&C No.40 lakesi
hari¢ biitliin lakeler FDA tarafindan gecici olarak belirlenmistir (Yaman, 1996). Bu
boya maddelerinin gida endistrisinde kullanimlari sirasinda dogan avantaj ve

dezavantajlar1 Tablo1.4’de gosterilmistir.
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Tablo1.4: Boyalarin kullanimlar1 sirasinda dogan avantaj ve dezavantajlar (Furia,

1980).

Kuru karisimlar i¢in
88-93 _ Tozlu
elverisli

88-93 Tozsuz Cozlinmesi yavas

Kuru karisimda

90 Yok
yayilmaz
Islemede kolaylik
1-6 Pahali
saglar
Hassas tartimi
22-85 Pahali
yapilabilir
Yagl tirlinlerde
1-8 Cok pahali
kullanilir
4-10 Nem igerikli iirtinlerde Pahali

Yapilar1 nedeniyle Lake Boyalar, susuz ve su kullanimi miimkiin olmayan
boyamalarda kullanima uygundurlar. Yag orijinli gidalarin boyanmasinda genellikle
FD&C lake yani pigment boyalari kullanilmaktadir. Lake Boyalar1 pH 3.5-9.5
arasinda sabit bir yapiya sahiptirler (Saldamli, 1985).

FD&C boyalar1 ve lakeler gidalara renk katki maddesi olarak katilmakla birlikte bu
ikitip arasinda fiziksel farkliliklar vardir. Bu farkliliklar tablo 1.5.’te  gdsterilmistir.
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Tablo1.5: Sertifikali boyalar ile lake boyalar arasindaki farkliliklar (Furia 1975).

Coziiciilerin hi¢ birinde Suda, propilen glikol,
¢Oziinmez gliserinde ¢oziiniir.
_ Dispersiyon yolu ile Coziinerek
_ % 10-40 dolaylarinda % 90-93
_ % 0.1-0.3 % 0.01-0.03
- Ortalama 5 mikron 12-200 mesh
S o g
Saf boya miktari ile orantili Dogrudan saf boya miktari
olmaksizin ile iliskili olarak
Saf boya miktarina gore Sabit
degisken

1.2.2.2. Gida Boyalarinin Toksikolojik Degerlendirmeye Gore Siniflandirilmasi

Boya katki maddelerinin saglikla iligkisi ve 6zellikle toksikolojik 6zellikleri FAO ve
WHO laboratuvarlarinda incelenmektedir. Buna gore incelemelerin sona erip
ermedigi esasina dayanarak toksikolojik bir smiflandirma yapmak miimkiindiir

(Gherorghiev, 1987).

e A Smifi; Halen gidalarda kullanilmasina izin verilen boya maddeleri bu sinif
altinda toplanmistir. Bu boya maddelerinin giinliik alinabilecek en yiiksek
dozlar1 saptanmigtir. Ancak bu gruptaki boyalarin lireme ve fetiis iizerine
yapmis oldugu etkiler heniiz tam manasi ile agikliga kavusmamistir. Siniftaki
maddeler hakkinda, derinlemesine arastirma yapilmamis oldugundan, ayr1 bir

siif altinda toplanmustir.
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B Smifi; Bu smiftaki maddeler hakkinda, A siifindaki boyalar kadar
derinlemesine arastirma yapilmamis oldugundan, ayr1 bir smif altinda
toplanmustir.

e CI Smmfi; Bu smf boyalar i¢in elde olunan degerler, heniiz onlarin
kullanilmasiayeterli degildir ve wuzun siireli toksikolojik arastirmalari
gerekmektedir.

e CII Smifi; Bu sinif yapilan uzun siireli testlere gore tiimor teskili yapabilen ve
dolayistyla viicutta hasara sebep olan boyalar bu sinifa dahil edilmistir. Bu
boyalar hakkinda bilgiler yetersiz olup, heniiz uzun siireli toksikolojik
denemeleri yapilamamustir.

e D Smifi: Herhangi bir toksikolojik etkisi bulunup bulunmadigina ait elde
edilen bilgileri giivenilir olmayan boya maddeleri bu sinifa alinmstir.

e ESmufi; Tehlikeli etkileri goriilen ve gida maddelerine katilmasina miisaade

edilmeyen boya maddeleri bu sinifa alinmistir (Gherorghiev, 1987).

1.3. Gida Boyalarinin Metabolizmasi

Viicuda alman boya maddesi bagirsakta, asit, sindirim enzimleri ve bagirsak
florasinin etkisi altinda kalmaktadir. Azo maddelerinin tiirevleri polar ve nonpolar
olan aromatic bilesiklerdir (Aksoy, 1984). Bir azo boyasi, baglayici bilesen ve diazo
bileseni olarak iki tane organik bilesikten olusmaktadir. Bu bilesenler
degistirilebildigi i¢in, ¢ok sayida boya ¢esidi elde edilir. -N=N- azo grubu yapisinin
bir pargasidir. Azo baginin ¢evresinde bulunan aromatik yan gruplar, boyanin daha
kararli ve stabil olmasini saglarlar (Onciil, 2009). Azo molekiiliiniin en kararsiz
boliimiinli olusturan azo baglar1 boliinebilir. Bunun sonucunda boya molekiilii iki
parcaya ayrilir. Bu reaksiyon azo-reduktaz enzimi tarafindan gerceklestirilir. Azo-
reduktaz enzimi, g¢esitli mikroorganizmalarda (bagirsak bakterileri gibi) ve
memelilerde bulunur. Memelilerdeki azo-reduktaz enzimi; karaciger, akciger,
bobrek, kalp, beyin, dalak ve kas hiicrelerinde bulunur. Ozellikle karaciger ve
bobrekteki azo-reduktaz enzimi, yiiksek enzimatik aktiviteye sahiptir (Onciil, 2009).

Parenteral verildiginde indirgenmeden safra ve idrarda goriilmesine karsin, agizdan
verildiginde amin iriinleri olarak goriinmekte, absorbe edilmekte, metabolize

olmakta, ayn sekilde atilmaktadir (Chung, 1992).
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Deney hayvanlari ile yapilan ¢alismalarda, boyalarin sindirim sistemi, karaciger ve
kanda metabolik degisiklige ugradig1 gozlenmistir. Bagirsaga alinan boya maddeleri
sindirim sistemi enzimleri ve bagirsak florasinin etkisi altinda kalirlar. Suda ¢oziinen
boyalarin azo baglarinin rediiktiv boliinmesi ile aminler ortaya ¢ikmakta absorbe
edilmekte, metabolize olmakta ve ayni sekilde atilmaktadir. Bu yolla ortaya ¢ikan
diger bir grup sulfonilik asittir. Absorbe edilir ve idrarda serbest asit N-asetil

tiirevleri halinde atilir (Bozkirli, 2007).

Bazi ¢alismalar sonunda sulfonlanmis naftelen azo boyalarinin etkilerinin onlarin
indirgenme iriinlerinden (bagirsakta bakteriyel flora yardimi) meydana geldigi ileri
stiriilmistiir. Bu boyalarin sadece kiigiik bir orant emilmektedir. Azo boyast bir
memeliye agizdan verildiginde boya metabolizmasindaki ilk asama bagirsaktaki
bakterilerle olusan azo indirgemesidir. Incelemeler sonunda azo bilesiklerinin
hepsinin memelilerin bagirsak sisteminde yeterince azaldigi bulunmustur (Yaman,

1996).

Ornegin; Tartrazin agiz yoluyla alindiginda sulfonilik agiga ¢ikar, fakat boya serbest
halde idrarla atilmaz (Aksoy, 1984 ve Bozkirli, 1997). Tartrazin’deki azalmanin
mide ve bagirsak florasi tarafindan gerceklestigini gostermektedir. Tartrazin’in

bagirsak florasi tarafindan metabolize edildigini dogrulamisti (Ekinci, 2011).

1.4. Gida Boyalarimin Toksik Etkileri;

Pek cok lucked gidalarda kullanilan gida katki maddelerine yonelik yogun bir ilgi
ortaya c¢ikmistir. Sentetik gida boyalarmin toksisitesi uzun yillardan beri
tartisilmaktadir. Insanlar {izerinde iki toksisite olaymin goriildiigii 1950’lerin
baglarina kadar gidalarda kullanilan boya maddelerinin giivenligi iizerinde pek
durulmamastir (Thorley, 1984).

Siyah ve portakal renkli sekerlemelerin yenilmesi sonucu goriilen diyare ile patlamis
misir yiyenlerde goriilen katartik etki sonucunda FDA toksikoloji laboratuvarlarinda

onemli Olc¢iide kronik toksisite testleri uygulanmaya baslamistir (Bozkirli, 1997).
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Deney hayvanlar1 iizerindeki arastirmalarda yiiksek dozlarda sentetik boyalarin
karaciger, bobrek hasarina sebep oldugu gézlenmis ve karaciger hasarinin uzun siireli
denemelerde karaciger tiimor olusumuna doniistiigii goriilmiistir. Onceden
toksikolojik deneyler 6l¢ii alinirken, tereyaglarinda kullanilan bir boyanin siganlarda
karaciger kanserine neden oldugu ortaya cikinca, boyalarin kanserojen o6zellikleri

lizerine arastirmalara baslanmistir. (Thorley, 1984).

Alkolsiiz iceceklerde, tatli ve dondurmalarda, recel ve marmelatlarda, konserve
meyvelerde, siitlerde, sekerlemelerde ve wunlu gidalarda sentetik boyalar
kullanilmaktadir. Siit endiistrisinde aromali siitler ve dondurmalarda kullanilir.
Dondurma kiilahlarinda ise sertifikali boyalar kullanilmaktadir. Peynir endiistrisinde
sertifikali renk maddelerinin kullanimi uygun degildir ve boyanin stabilitesi
korunamamaktadir. Bu nedenle peynirlerde dogal boyalar tercih edilir. Margarin ve
tereyaginda da dogal boyalar tercih edilmektedir (Ic6z vd., 2008). Onceden
toksikolojik deneyler 6l¢ii alinirken, tereyaglarinda kullanilan bir boyanin si¢anlarda
karaciger kanserine neden oldugu ortaya cikinca, boyalarin kanserojen ozellikleri

izerine arastirmalara baslanmistir (Demirer, 1974).

1.5. Gida Boyalarinin Genotoksisitesi;

Hiicrelerde DNA ile etkilesime girerek olumsuz etki gosteren kimyasal maddeler
genotoksik maddeler olarak adlandirilir (Ekinci, 2011). Kromozom mutasyonlari ile
ilgili genetik degisimler bir¢cok insan genetik hastaliklarinin sebebidir. Somatik
hiicrelerin onkogen ya da tiimor silipresor genlerinde degisimlere sebep olan
kromozom mutasyonlar1 ve ilgili olaylarin insanlarda ve deney hayvanlarinda
kanserin uyarilmasinda rol oynadigina dair bir¢ok kanit bulunmaktadir (Rime, 2013).
Bakteri ya da okaryot hiicrelerde (gercek bir ¢ekirdegi olan hiicreler) kromozom
mutasyonlart1 ya da hasarlanmalara neden olma yetenegi bulunan kimyasallar
insanlarda da kansere neden olabilme 0Ozelligini gosterir. Eger herhangi bir
kimyasalin bir ya da iki kez genotoksisitesine dair ¢alisma ya da ¢aligmalar mevcutsa
o kimyasalin genotoksik olma potansiyelini gosterir. Sonug¢ olarak cesitli pozitif
genotoksik sonuglar daha fazla arastirmaya ihtiya¢ oldugunu gostermektedir (Lau ve

McLean, 2006).
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1.6. Gida Boyalarinin Karsinojenitesi

Boyalarin doz giivenligini belirlemek i¢in yapilan tiim calismalarin Sneminin
bilinmemesi ciddi bir problemdir. Tartrazin ile ilgili yapilan bir ¢alismada, ¢ok diisiik

seviyelerde karsinojenik aminler icerdigi de saptanmistir (Onciil, 2009).

Ustelik bircok gida maddesi Blue 1, Blue 2, Red 40, Yellow 5, Yellow 6 gibi gida
boyalarint ayr1 ayr1 ya da karisim halde igerebilir. Gida boyasinin olumsuz etkileri
gidaya eklenen diger bir boyayla ya da gida maddesindeki baska bir maddeyle
artabilir (Sinerjik etki). Gida boyalarinin saf kimyasallar olmamas: dikkate deger bir
bilgidir. Boyanin yapimi ya da gelistirilmesi asamalarinda iretici firmada 4-
aminobifenil, 4-aminoazobenzen ve benzidien gibi karsinojenlerle isleme tabi
tutulabilir. Ancak gida boyalarina eklenen bu tip karsinojenlerin giivenli ve bu
nedenle 6nemsiz diizeyde oldugu diistiniilmektedir (FDA, 1985). Bu sekilde diisiik
diizey kontamin antlarin herhangi bir karsinojen etkisi gida boyalariyla ilgili hayvan

calismalarinda test edilmedi (Hattis, Goble vd, 2005).

Boyalarm her birini test eden Gida ve Ilag Uygulayicilart (FDA) kimyagerleri bu
boyalarin doz toleransini onaylayacak asamaya heniiz ulasamamistir. Maalesef, bu
uygulayicilarin  islemleri dahi gida boyalariyla 1ilgili  problemlerin  sirrim
¢ozememistir. Birinci problem; 1990° daki gida boyasi kullanimina gére bu yildan
sonra her kullanim basina %50 oraninda boya kullaniminda artis vardir. ikincisi;
FDA karsinojenlere daha hassas olan kii¢iik ¢ocuklarda risk artisin1 ve ¢ocuklarin
daha fazla gida boyasi tiilketmelerinin yetiskinlerden daha fazla agirlik artisina neden
oldugunu géz ardi etmistir. Uciinciisii ve en onemlisi; FDA ve Kanadali bilim
adamlar1 kimyasal olarak bagli benzidin maddesinin biiyiik oranda kalin bagirsakta
serbest benzidine doniistiigiinii gosterdiler.

Dordiincii problem; FDA’ nin her bir boyanin bagimsiz olusturdugu riskten ¢ok tiim
boyalarin kiimiilatif risk ini hesaba katmasi gerekir. Gergekte Kanadali bilim
adamlar1 kimyasal yapidaki kanserojenleri alkolsiiz iceceklerde ve sert sekerlerde

buldular (Peiperl, Prival vd., 1995; Lancaster ve Lawrence 1999).
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1.7. Gida Boyalarinin Norotoksisitesi;

2004’ te yapilan ¢ogu g¢alismanin sonucu analiz edildiginde; gida boyalar1 ve hiper
aktivite arasinda sebep ve etki iliskisi bulunmaktadir. San Francisco allerjisti
Benjamin Feingold gida boyalar1 ve gidalardaki diger bazi sentetik dogal bilesenlerin
cocuk ve yetiskin hastalarda hiper aktivite ve diger davranis bozukluklarina neden

olabilecegini gdstermistir (Schab ve Trinh, 2004).

Ingiliz Hiikiimeti tarafindan desteklenen son iki ¢alismada Ingiliz gocuklarmin
kesitlerindeki dort boya karisimi (gida koruyucusu olarak da sodium benzoat igerir)
nin hiperaktivte bulunmayan ¢ocuklarda dahi davranig bozukluguna neden oldugu

bulundu (Bateman, Warner vd., 2004; McCann, Barrett vd., 2007).

1.8. Sentetik Gida Boyalarinin Kullamildigi Gidalar

Gida isletmelerinde sentetik gida boyalarimin kullanilmasi bir¢ok faktorlere de dikkat
etmeyi gerektirmektedir. Sekerleme iirlinlerinde ve firinda yiliksek 1sida pisen
yiyeceklerde bazi1 problemler c¢ikabilmektedir. Toksik ve karsinojenik olarak
degerlendirilen  renklendiricilerin  kullanim1  yasaklanmistir.  Geriye kalan
renklendiricilere iliskin saglik sorunlart duyarli kisilerde genellikle allerjik
reaksiyonlar ve deri dokiintiileri, astim ve hiper aktivitedir (Adams, 1992). Ingiltere
et, balik, kiimes hayvanlari, meyve ve sebzeler, cay kahve, sarap, siit, bal gibi ¢ig
veya islemden gegirilmemis yiyeceklere herhangi bir renk eklenmesini yasaklamistir
(Bozkiarli, 2007). Ayrica kullanilmasina izin verilen gida katki maddelerine uzun
stireli maruz kalinmast durumunda da toksik etkiler ortaya ¢ikabilmektedir. Bu katki
maddeleri gelisiglizel miktarlarda ve tiiziik dist olarak gidalarda kullanildig1 zaman
halk saglig1 ac¢isindan zararl olabilir (Briggs, 1997 ve Bozkirli, 2007).

GKM' lerin hig¢ biri, hangi amacla gidaya katilmis olursa olsun; insan sagligina zarar
vermemelidir. Kullanilacak katki maddesi hakkindaki analiz sonuglar1 ve kullanilma
miktarlart bilinmelidir. GKM katildig1 yiyecek veya karisimin besleyici degerine
zarar vermemeli, besin degerini azaltmamali ve degistirmemelidir. Tiiketicinin bu
diisiincesine sebep olan faktorlerden biri de istenilen etkiyi olusturacak teknik

miktardan fazla kullanmadir. Yani gida boyalarinin doza bagl olarak tiikketiminin
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gerekliligine olan inan¢ mevcuttur. Gidanin igindeki vitaminleri tahrip etmemeli,
besinlerin emilimini azaltmamalidir. Sentetik boyalarin gidalarda kullanilmasinin
uygunlugu ve emniyeti hakkinda sorular ortaya ¢ikmis ve bazilariin kullanilmasi
engellenmis veya sadece uygun olanin kullanilmasma izin verilmistir (Erden ve

Caliskan, 2003).

Bu ¢alismada farkli konsantrasyonlardaki 2 farkli gida boyasiin [(E132+E 102 Dark
Green CI 19140+CI 73015) ve ( E133 Brilliant Blue CI 42090)] nin bagirsak florasi
tizerine etkisi incelenmistir. Brilliant Blue ve Dark Green her ikisi de Tiirkiye’de

kullanimina izin verilen boyalar ve kullanildiklar1 gidalar verilmistir (Bozkirli, 2007)

Tablo 1.6: FDA ve Avrupa Birligi tarafindan gidalarda kullanilmasina izin verilen

baz sertifikali boyalar (Downham ve Collins, 2000).

FD&C Blue No.1

Tiirkuvaz mavi

Deniz mavisi FD&C Blue No.2 E 132

Limon sarisi FD&C Yellow No.5 E 102
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Tablo 1.7: Sentetik gida boyalarinin numaralandirmalari1 ve baz1 yorumlar. (Bozkirli,

2007).

Numara Isim

E133 Brilliant
Blue
FCF

E102 Tartrazine

Indigotine

E 132 Indigo

carmine

Yorum

FD&C Mavi No.1; mandira iiriinleri, tatlilar ve
Iceceklerde kullanilir, Belgika, Fransa, Almanya, svigre,

sveg, Avusturya ve Norveg'te yasaklandi.

FD&C Sar1 No.5; astim krizine (FDA bunu onaylamasa da)
ve ¢ocuklarda kurdesene (FDA'nin tahmini 1/10000) neden
oldugu bilinir; ayrica tiroid tiimorii, kromozom hasari,
kurdesen, hiperaktivite ve aspirin duyarliligt ile de
iliskilendirilir; renkli igecek, tatli, regel, tahil, c¢erez,
konserve balik ve hazir corbalarda kullanilir; Norveg ve
Avusturya'da yasaklandi.

FD&C Mavi No.2, sentetik komiir katrani tiirevi; yaygin
olarak tablet ve kapsiillere eklenir; ayrica dondurma, tatli,
firmli mamuller, sekerleme ve biskiivilerde kullanilir;
bulanti, kusma, yliksek tansiyon, deri dokiintiisii, solunum
sorunlar1 ve diger alerjik reaksiyonlara neden olur. Norvec'te

yasaklandi.

1. Dark Green icindekiler
renklendirici karisim (E102+E132) CI 19340+CI 73015 yesil renklendirici.

Sekerlemeler 300 mg/ kg, Siisleme ve kaplama maddeleri 500mg/kg ve corbalar

icin 50mg/kg kullanilir. Tartrazine (E-102) azo boyasi sentetik gida boyalar

sinifindadir ve gida kodeksinde miisaade edilen mamiillere sinirli miktarlarda

kullanilmaktadir. Dondurma, buzlu igecekler, sekerleme, joleler, aromal icecek,

sakiz, pastacilik vb bir¢ok gida liretiminde kullanilmaktadir.
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Gida haricinde ilag, kozmetik, temizlik {iriinleri, renkli tag, oyun hamuru vb. insanla

temas eden bircok {iriiniin renklendirilmesinde de kullanilir (Ronald ve Saimon,

2003).
O3S—®—N;N COO
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Sekil 1.8: E 132 Tartrazine genel yapisi

Indigocarmine boyalar1 (E-132), Cogunlukla pH gdstericisi olarak kullanilir. 11.4 pH
seviyesinde mavi, 13,0 pH seviyesinde ise ¢dzeltiye sar1 renk verir. indigo karmin
ayni zamanda yiikseltgenme belirteci olarak da kullanilir, yilikseltgenme (rediiksiyon)
sirasinda sar1 renge dogru doner. Ayrica ¢oziinmiis ozonu bulma sirasinda da
kullanilir. Son olarak da kapsiil tiretimi sonrasinda boya olarak kullanilir (Kettle vd.,

2004).

0]
/1,0
s

| +
ONal

Sekil 1.9 : E-132 indigo carmine genel yapisi
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2. Brilliant Blue FCF (Blue 1) No. 1 E133

Brilliant Blue FCF, CI 42090, Renklendirici kullanilmasina izin verilen gidalar ve bu
gidalarda renklendiriciler inbulunabilecegi maksimum miktar, 25/08/2002 tarihli
24857 sayili Resmi Gazete’de yayimlan ‘Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’ne gore
verilmigtir.Sekerlemeler 300 mg/ kg, siisleme ve kaplama maddeleri 500mg/kg ve
corbalar 50mg/kg kullanilmistir. Bu kullanim disinda sabunlarda, sampuanlarda, agiz
gargaralarinda ve diger hijyen amacl drilinler ile kozmetik iriinlerde ve gida

endistrisinde renklendirici olarak kullanilmaktadir.

Gidalarda genellikle dondurmalarda, bezelye konservelerinde, siit iiriinlerinde,
sekerlemelerde ve iceceklerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun disinda tekstil
ve deri sanayinde de kullanilabilmektedir (Metal, 2006).

Brilliant Blue FCF boyas1 suda ¢oziindiiglinde parlak mavi renk veren bir gida
boyasidir ve kimyasal formiilii C37H34N2NaxOoSsseklindedir. Petrolden elde edilen
aromatik hidrokarbonlarin kullanim1 ile iiretilen sentetik bir boyadir. Genellikle
disodyum tuzu formunda bulunur. Brilliant Blue FCF Kkarsinojenik, norolojik
bozukluklara ve ilireme bozukluklarina, cesitli alerjilere, dokiintiileri de kapsayan
anaflaktik reaksiyonlara, nefes alma ve yutkunma giicliiklerine sebebiyet

vermektedir. Baz1 hastalarda astimin tetikleyicisi olabilmektedir (Gupta vd., 2006).

Bu boya yesilin ¢esitli tonlarin1 {iretmek icin tartrazinle birlestirilir. Mavi renkli,
Brilliant Blue FCF daha c¢ok dondurmada, biskiivilerde, islenmis bezelye
konservelerinde, paket corbalarda, siselenmis gida renklendiricilerinde, buzlu
yiyeceklerde, mavi ahududu aromal {irtinlerde, giinliik tiriinlerde, tath ve iceceklerde

ozellikle likor ve mavi curagcao da bulunur (Basim, 2004 ).

FDA; 2003 yilinda, ABD’ de besleyici soliisyonlardaki sentetik boyalarin potansiyel
toksisitesi ile ilgili saglik¢ilart uyarmak icin bir halk saglig brosiirii yaymladi. FDA
Avrupa (E133 diye aniliyor) ve diger iilkelerde Brilliant Blue icin giinliik maksimum
kabul edilebilir alim miktarmi 12 mg/kg/giin’ {in 1 tanesi olarak dnermektedir: Bu
deger 36 kilo agirliginda bir ¢ocuk icin 360 mg/giin’ e denk gelir. Giikliik ortalama
boya iiretimi 3 mg/kisi/giin’ e denk gelir [sadece ¢ocuklar degil tiim populasyona

dayal1 bir rakamdir (Hess ve Fitzhugh, 1955)].

25



O SO, SO4
T L
jl

CH3 HsC

Brilliant Blue

Sekil 1.10: Brilliant Blue FCF genel yapist

Brilliant Blue FCF boyasinin ii¢ siilfonik grubunun olmasi (Sekil 1, 10) boyaya
iyonik ozellik ile sulu ortamda kolay c¢oziinebilme 6zelliklerini vermekte ve bu da
boyanin topraga ve suya rahat¢a karigsmasmi saglamaktadir. Ayrica boyanin
parcalanmas1 sonucu amino lrilinleri ortaya ¢ikmakta ve bu da suda biiyiik oranda
toksisiteye sebep olmaktadir (Mital, 2006). Insan sagligina olan zararlar1 dolayisiyla
Avusturya, Belgika, Danimarka, Fransa, Yunanistan, Italya, Norveg, Ispanya, Isvicre

ve Isveg’te bu boyanin kullanimi ge¢miste yasaklanmistir (Gupta vd., 2006).

Sekil 1-11: Noron Lau, K., W. G. McLean, et al. (2006).

Sinirsel gelisimi {izerinde Blue 1 boyast ve L-glutamik asitin (monosodyum

glutamate eklenmis gidalar) ayr1 ayr1 ve birlikte potansiyel etkileri arastirilmig, Lau
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vd., (2006) bu iki gida katki maddesinin varlig1 ve yoklugunda noronlara farklilasan
ve noronal biiyime gosteren NB2a noroblastoma hiicrelerini  kullandilar.
Norotoksisite 6l¢iimii NB2a hiicrelerinin biiylimesinin inhibisyonu seklinde 6l¢iildii.
Ayrt ayri kullanildiklarinda;  L-glutamil asitin  yar1 maksimal inhibitor
konsantrasyonunu 48.7 puM olarak tespit ederken; Blue B1’ in yar1 maksimal
inhibitor konsantrasyonunu 0.0514 uM olarak bildirmislerdir. Hiicreler bu iki gida
katki maddesi birlikte uygulandiginda ayr1 ayr1 uygulandiklarinda goriilen etkiden
daha giiclii etkilendiler. Calismanin sonucunda gida katki maddelerinin birlikte
uygulandiklarinda insan hiicreleri i¢in daha zararli olabilecegi fikrine ulagilmistir
(Lau vd., 2006).

1984’ te SCF; ADI’ nin giinde viicut agirligina oranla kullanilabilecek dozuna dair
uzun siireli bir ¢calisma yapmustir. Elde ettikleri sonuglara gore bu maddenin (ADI)
emilimi, viicutta dagilimi, metabolize edilmesi, salgilanmasi, genotoksisite,
gelisimsel ve uzun siireli toksisite, kanser olusumuna neden olma gibi 6zellikleri
nedeniyle giinde 10 mg/kg dozda kullanimi uygun bulunmus ve ADI’ nin
kullaniminda bu haliyle degisiklik yapilmistir (EFSA, 2010).

Toksikoloji’nin kurucusu Paracelsus (1473) zehiri sdyle tanimlamistir: “’Biitiin
maddeler zehirdir. Zehirli olmayan bir madde yoktur. Dogru kullanim (doz) ilagla
toksin arasindaki farki gosterir (Boyacioglu, 2011). Buradan hareketle gida boyalari
acisindan risk/yarar dengesi dikkate alindiginda doz ¢alismasi1 6nemli bir yer tutar.
Bagirsak mikroflorast memeliler, kuslar ve biz insanlarin simbiyotik iligki halinde
bulundugumuz mikroorganizmalardan olusur. Bu mikroorganizmalarin gelisiminin
herhangi bir etkenle onlenmesi immiin modiilasyonun tahribinden obeziteye kadar
ciddi sorunlara neden olur (Boyacioglu, 2011). Kalin bagirsaktaki mikrofloranin
cogunu bakteriler olusturur. Escherichia coli memelilerin, kuslarin normal bagirsak
florasindayasayan faydali bir bakteri olup, koli basili olarak bilinir. Bagirsak
mikroflorasi antibiyotikler, bagirsak dolagim sisteminin bozulmasi, yemek yememe
ve bagisiklik sistemi yetersizligi nedeniyle bozulabilir. Bozulan bir bagirsakta
patojenlerin sayisi artar, detoksifikasyon yapacak yararli florasinin bulunmamasi

sonucu toksik maddeler birikir (Cift¢i, 2011) .
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1.9. Bagirsak Mikro florasi;

Gastrointestinal sistemde bulunan bakteri florasinin insan saghgi agisindan birgok yonden
faydalari bulunmaktadir. Sindirim sisteminde yasayip konak organizmanin sindirimiyle
ilgili ¢esitli yararli islevler géren mikroorganizmalardir. Ayrica flora i¢indeki bakteri
cesitliligi kadar popiilasyon dengesi de onem tasimaktadir. Bazi tiirlerin besinlerimiz
ile alinan toksik etkileri dengeyi bir bagka tiiriin lehine ¢evirebilmektedir. Yine ayni
etki alinan antibiyotikler nedeni ile de gerceklesebilmektedir. Dolayistyla bu durum
insan sagligr agisindan olduk¢a Onem tasimaktadir. Bozulan bir bagirsakta
patojenlerin sayis1 artar, detoksifikasyon yapacak yararli floranin bulunmamasi
sonucu toksik maddeler birikir. Ortalama bir insan viicudunda 10' hiicre varken
sindirim sisteminin i¢indeki mikroorganizma sayis1 bunun on kati1 kadardir (Guarner
ve Malagelada, 2003; Sears, 2005). Bakteriler kalin bagirsaktaki floranin
cogunu, diskinin da %60'in1 olustururlar (Gardner ve Malagelada, 2003). Sindirim
kanalinda yasayan tiir sayist tahminen 300 ila 1000 arasinda olup, ¢ogu uzmanin
goriisii bunun 500 dolayinda oldugudur . Ancak bunlarin % 99'u 30-40 tiire ait
olmalar1 muhtemeldir (Beaugerie ve Petit, 2004). Bagirsak florasi ile insanlar
arasindaki iligki simbiyotik ve mutualistiktir, her iki tarafa da yarar saglar (Gibson,

2004).

Bu calismada, gida boyalarinin Escherichea coli lizerine etkisi arastirilmistir.
Escherichia coli, Enterobacteriaceae (1,5um’ den kiiciik) ailesine mensuptur; gram
negatif ve cubuk seklinde bakterilerdir ve hem aerobik hem anaerobik ortamlarda
hizla gelisir. Enterobacteriaceae ailesi icerisinde yer alanorgamizma gruplar1 su
ozellikleri tasir: oksidaz negatif olma, katalaz pozitif olma, halofilik olmama, spor
seklinde olmama, peritiris kamgist ile genelde hareketli olma ve nitrati nitrite

diisiirme yetenegine sahip olma ve yaygin bir antijen iiretme (Neidhardt, 1996).

E. coli, genelde igme suyu kaynaklarinin atiksal kontaminasyonunun belirtecidir,
ciinki E.coli, siireklidir, insan gastrointestinal kanallarina predominant olarak
fakiiltatif yerlesimlidir. Ayrica, E.coli 'nin denetlenmesi ve sayilmasi kolaydir

(Foppen ve Schijven, 2006).

Cogu Escherichia tlrii zararsiz kommensal bakteriler olmalarina karsin aralarinda

insan ic¢in hastalik olusturucu (patojen) olanlar1 da vardir. E. coli, Escherichia
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tiirlerinin neden oldugu hastaliklarin en baslica sorumlusudur, basit ishalden
dizanteri benzeri vakalara kadar uzanan oOnemli bagirsak hastaliklarina neden
olabilir. Idrar yolu hastaliklarinin biiyiik bir cogunlugu da E. coli tarafindan meydana
gelir. Ancak, bu cinsin diger iiyelerinin de insan hastaliklarinda rol oynadiklari

gosterilmistir (Chaudhury vd., 1999).

Bakterilerde "sus", ortak 6zellikleri ile baska suslardan ayirt edilebilen bir gruptur.
Bu farkliliklar genelde molekiiler diizeyde algilanabilse de bakterinin fizyolojisi ve
yasam dongiisiine etki edebilirler, 6rnegin patojenlige yol acabilirler. Farkli E. coli
suslar1 farkli hayvanlarda yasadiklari i¢in sudaki diski kirlenmesinin kaynagini
anlamak miimkiindiir. Yeni E. coli suslar1 dogal mutasyonlar sonucu siirekli olarak
belirmektedir ve bunlarin bazilariin 6zellikleri i¢inde bulunduklar1 konak hayvana

zararli olabilir. (Chaudhury vd., 1999).

Cogu saglikli insanda boylesi yeni bir E. coli susu hafif bir ishale yol acsa da, kiigiik
cocuklarda, baska bir hastaliktan dolay1r zayif diismiislerde veya bazi ilaglar
alanlarda ciddi bir hastalik hatta Olim meydana gelebilir. E. coli suslarim
tanimlamanin bir yolu ylizeyindeki antijenlerdir. "O" bakterinin ylizeyindeki, "H"
de flagelladaki antijeni belirtir. Bu teknikle tanimlanan tiplere serotip denir. Bir
serotip genetik anlamda homojen olmasa da genelde belli serotiplerin hastalik etkileri
ayni oldugu i¢in halk saglig1 ve tibbi mikrobiyoloji agisindan pratik bir siniflandirma
yontemi olarak kullanmilirlar. E. coli serotipleri arasinda o6liimciil olabilmesinden

dolay1 en iin yapmis olan1 O157:H7'dir (Kosoglu ve Yaman, 2011).

E. coli tiriiniin i¢inde biiyiikk bir cesitlilik vardir. Bu, kismen farkli ortamlarda
yasayan bakterilerin ufak mutasyonlar biriktirerek faklilagsmasindan dolay1 olsa da,
cesitliligin biiyiik bir boliimii baz1 genlerin bagka bakterilerden ediniminden meydana
gelir. Cesitli patojen E. coli tiirlerinin farkli suslardan kaynaklandiklari, bunlarin
birbirlerinden bagimsiz olarak viriilans genlerini "yatay transfer" yoluyla elde
ettikleri gosterilmistir. Genomunda "genetik ada" olarak adlandirilan bdlgelerde
disardan alinma genler kiimelenir. Shigella tiirlerinin patolojik E. coli tiirlerinden
evrimlestigi diisiiniilmektedir (Baron, 1996).

Bu bilesikler dikkatsiz ya da tasarlanmig olarak viicuda alindiklarinda bagirsak

sistemine girdigi zaman bagirsak mikroorganizmalar1 tarafindan aromatik aminlere
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metabolize edilirler. Karacigerdeki indirgeyici enzimler aromatik aminleri liretmek
icin azo bagl indirgeyici pargalar1 katalizleyebilir. Ustelik azo indirgenmesinde
bagirsak mikrobiyal azo rediiktaz enziminin karaciger enzimlerinden daha onemli
olabildigi bir gergektir (Chung, 1983). Deneysel hayvanlar ya da insanlarin ¢ekal ve
fekal iceriginden izole edilen anaerobik bakterilerin ¢ogu aromatik aminleri tiretmek
icin azo baglarin1 pargalama yetenegine sahiptir. Azo rediiktazlar bu reaksiyonlari
katalizler ve bu enzimlerin oksijene duyarli oldugu ve optimal aktivite gostermesi

icin flavinlere gereksinim gosterdigi bilinmektedir (Chung vd., 1992).

Biz bu tez ¢alismasinda test mikroorganizmasi olarak Escherichia coli ATCC 10799
bakterisini kullandik. Bu bakteri gida boyalarinin etkilerinin arastirildigi ¢calismalarda
ozellikle de Enterobacteriaceae familyasina ait bir bakteri olarak ve klinik
oneminden dolayr siklikla tercih edilmektedir. Bu bakteri mikrobiyoloji
laboratuvarlarinin stok kiiltlirii olarak kolayca ve yaygin olarak bulunmakta ve
calismada kullanilacak molekiiler metodlar bakimindan da plasmid dahil tiim
genomu dizilenmis bir organizma olmasi nedeniyle iyi bir indikatordiir (Clifford vd.,

2012).

Niikleik asitler (DNA, RNA), yasam bilgilerini i¢ceren, bunlar1 saklayan ve proteine
doniistiiriilmesini gergeklestiren biyopolimerlerdir. Iki tiir niikleik asit vardir. Bunlar;
Deoksiriboniikleik asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA)’dir. Niikleik asitler diger
polimerlerde oldugu gibi, dehidrasyon sentezi ile birlesen monomerlerden
olusmustur. Niikleik asit monomerleri-niikleotitler-li¢ birimden olusmustur. Bunlar
bir azotlu baz, bir seker ve bir fosforik asittir. Sekil 1.3’de bir niikleotit biriminin

yapist gosterilmistir (Lehninger, 1979).

¢
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Sekil 1.12 : Niikleotit biriminin yapisi
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Bu ¢alismada insan bagirsaginda bulunan E.coli bakterisinin laktoz sekeri sindirim
metabolizmasini diizenleyen lacZ geni incelendi. Bilim adamlar1 daha karmasik
sistemleri anlamak icin E. coli bakterisini model organizma secerek
metabolizmasinin  ayrintilarint  incelemiglerdir. Eger gida boyasinin  bakteri
tizerindeki metabolizma aksakliklarimin sebebi ayrintili incelenirse insan gibi

kompleks organizmada da gida boyasinin olusturdugu sorunlar ortaya ¢ikarilabilir.

Laktoz adli sekerin E. coli’de kullanimi agikliga kavusturmus olan lac operonu
modeli gen sunumunun represyon veya indiikkleme yoluyla diizenlenmesine en iyi
ornektir, (Ustagelebi vd., 1999). 1960°’ta Francois Jacob ve Jacques Monod ve
meslektaslar1 lac operonu modelini E. coli’de tanimladilar, (Lodish vd., 1997). Lac
operonu, laktoz metabolizmasinin ihtiya¢ duydugu Y, Z ve A genini igerir. Lac Y
geni, E. coli hiicre membrani aralig1 ve hiicre i¢inden laktoz pompalanmasi i¢in
elektokimyasal gradiyentinden enerji kullami i¢in laktoz permeaz’: sifreler. Lac Z

geni, B_ galaktosidaz’l sifreler (Lodish vd., 1997).

regulatory  promoter operator

e \ / structural genes
DNA-Pif | Pla m lacZ | lacY| lacA |—

\

transacetylase
lactose permeass

Sekil 1.13: E.coli ’nin lac operonu
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B _ galaktozidaz laktoz disakkaritini glukoz ve galaktoza pargalar. LacA geni
tiyogalaktozit transasetilazi’ni sifreler. Bu i¢ enzim fiziksel olarak birbirleriyle

baglantili durumdadir.

B-Galaktosidaz bag

HOCH, / OH »
—0
HO o ’EtH . B-Galaktozidaz /

OH galaktoz
OH 2
o/ R HOCH,,
OH HOCH., o
A
laktoz / OH
H OH

OH

glukoz

Sekil 1.14: Laktoz’un [_galaktozidaz tarafindan galaktoz ve glukoza pargalanmasi
(Lodish vd., 1997)

E. coli laktoz ve bazi spesifik laktoz analoglari ile birlikte olunca -galaktozidaz,
galaktozit permeaz ve tiyogalaktozit transasetilaz aktivitelerinin ifadesi 10-100 misli

kadar artmaktadir.
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Sekil 1.15: E.coli’de katabolit represyon

E. coli karbon kaynaklar1 olarak laktoz ve glukoz ile kars1 karsiya kalinca,
organizmalar 6nce glukozu metabolize eder, sonra lac operon genleri laktozu
metabolize etme yetenegini saglamak i¢in uyarilincaya kadar bunlar gelisimlerini

gecici olarak durdururlar.
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Laktoz her ne kadar bakteriyel biiylime fazinin baglangicindan itibaren mevcutsa da,
hiicre glukoz tiikenene kadar laktoz katabolizmasi icin gerekli olan enzimleri

indiikklemez (Murray vd., 1993).

Bu c¢alismada gida boyalarinin bagirsak mikrofloramizin bir {iyesi olan E. coli
gelisimi tlizerine etkilerinin belirlenmesini amagladik. Bu nedenle Real Time PCR
(Gergek Zamanli PCR) kullanilmistir. Son yillarda PCR reaksiyonlarinda sicaklik
dongiileri saglamak icin kullanilan cihazlarin (thermocycler) hassas ol¢tim aletleriyle
birlestirilmesi, real-time PCR olarak adlandirilan yeni bir yontemin gelismesine
neden olmustur. Real-time PCR’da irlinlerin analizi reaksiyon sirasinda
yapilmaktadir. Bu nedenle, agaroz jel elektroforezi, DNA bantlarinin mor 6tesi 151k
altinda gorlintiilenmesi gibi islemlerin uygulanmasina gerek kalmamaktadir. Real-
time PCR lirtinlerinin kalitatif ve kantitatif analizlerinde, diziye 6zgiin olmayan
floresan boyalardan ya da diziye 6zgiin problardan yararlanilmaktadir. Bir floresin
roportoriin kantitasyonu ve tanisi iizerine kurulu PCR f{iriinlerinin miktarindaki ilk
onemli artis (CT - threshold cycle) hedef template’in baslangi¢c miktar1 ile orantilidir
(Ciftei, 2011).
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BOLUM 2

2. KONUYLA ILGILi YAPILAN DAHA ONCEKi CALISMALAR

JECFA (1966) Tartrazin’in Escherichia coli kiiltiirlerinde mutajenik etkisinin test
edildigi bir ¢caligmada, hi¢bir mutajenik etkisinin goézlenmedigini agiklamistir (Liick

ve Rickerl, 1960).

Mikrozomlarin bulunmadig1 ¢esitli sistemlerde, Spesifik olmayan DNA hasarini
iceren ve mutajenitenin olmadig1 durumlarda Brilliant Blue renklendiricisi, memeli
hiicrelere transformasyon yetenegini kaybeder. Brilliant Blue ve Tartrazin
boyalarinin ikisi de bu tip transformasyon ve bakteri mutasyon sisteminde inaktiftir.
Daha ileri arastirmalar i¢in bu iki boyanin mutajenite caligmalarina ihtiya¢ vardir

(Price vd., 1978).

Phillips ve ark. (1980) rat, fare ve kobaylarin tek oral dozdan sonra Cisisaretli Green
ve Brilliant Blue FCF’nin metabolizmas1 ya da emilimini geri kaybettigini ortaya

cikarmiglardir.

Pollock, (1980) ve Lewis, (1984) yapilan calismalarda, baz1 gida katkilarinin ve
salisilatlarin hiperaktivite, 6grenme bozuklugu gibi davranis bozukluklarina neden

oldugunu ortaya koymuslardir.

Chung (1983) gida boyalarmin kullanilan iilkelere gore degistigini ve hastaliga
sebep olma olasiligini degistirdigini belirtmistir. Ornegin gelismis sanayi iilkelerinde
bagirsak kanseri arttig1 icin gida tiikketimindeki boyalar iizerine dikkat ¢ekilmesinin
gerektigini agiklamustir.

Karpiluk vd., (1984) Tartrazin ve indigo karmin boyalarinin sicak kanli hayvanlarda
(farelerde) ve mikrobiyal bir modelde mutajenik aksiyonu {izerine c¢alisma

yapmuglardir. E. coli lizerinde toksisite ve mutajenik aksiyonu belirlenen boyalarin
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kemik iliginin kromozomal analizi sonucunda CBA X C57BL/6 farelerde dominant
letal doz arastirilmistir. Tartrazin i¢in giinliik doz miktar1 400 mg/kg giivenli olarak

belirlenirken, indigo karmin i¢in 50 mg/kg giivenli belirlenmistir.

A.B.D.’de yapilan bir ¢alismada suda c¢oziinebilir azo boyalarinin barsak

bakterileriyle azalmadigi rapor edilmistir (Anderson, 1988).

E. coli (Karpliuk vd., 1984; Henschler ve Wild, 1985; Pollastrini vd., 1990)’ de

yapilan in vitro ¢aligsmalarda mutajenik aktiviteye rastlanmadigini rapor etmistir.

Aksoy, (1984) ve Chung, (1992) arastirmacilarinin yaptigi ¢alismalara gore bazi suda

¢Oziinlir azo boyalarinin biiyiik bir cogunlugu safra ile atilmaktadir.

Lin ve Solodar (1987), bazi azo boyalarin mutajenitesinin boya yapist ve aktivitesi
arasindaki iligskiye bagli oldugunu gosteren bir ¢calisma yapmayi amaclamislardir. Bu
calismada azo boyalar S9 mix ve p-fenilendiamin ile birlikte ortama verildigi zaman
mutajenik etki gostermislerdir. Bu sonuglara gore azo boyalarin mutajenik etki

gostermelerinin sebebi p-fenilendi aminin okside yapisinda bulunmasidir.

(Collins, 1992) Bazi c¢aligmalar sonunda azo boyalarmin etkilerinin bagirsaklarda
bakteriyal flora yardimi ile meydana geldigi ileri siirlilmiistiir. Bagka bir ¢aligmada
sulphanilic halkasinin, insanlar ve ratlarda hiperaktivite gelistirdigi ve c¢inko

metabolizmasini da hizlandirdigy ileri siiriilmiistiir.

(Chang vd., 1992) Azo boya bilesikleri yanliglikla ya da bilerek alindiginda viicuttaki
sindirim sistemine giris yaparlar, bu boyalar bagirsak bakterileri tarafindan aromatik
aminlere metabolize edilirler. Karacigerdeki indirgeyici enzimler aromatik amin
tretmek i¢in azo zincirinin ayrilmasini katalize edebilirler.Ancak deliller azo
indirgenmesinde bagirsak mikrobiyal azo rediiktazin karaciger enzimlerinden daha

onemli olabilecegini gostermistir.

Brilliant Blue ve Patent Blue boyalarinin rat bagirsak mikroflorasi tarafindan in vitro

metabolik faaliyetlere direncli oldugunu gosteren gozlemler sonucunda bu boyalarin
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mide bagirsak yolunda metabolizmalarin1 kaybettiklerine dair temel bir goriis birligi
vardir. Ustelik bu boyalarin mutajenite 6zelligini kaybetmesi beklenmez. Ciinkii test
mikroorganizmalarindan kaynaklanan herhangi bir detoksifikasyon nedeniyle eger

ortamda renklendiriciler varsa renk agilmasi goriilmez (Hess ve Fitzhugh, 1995).

Bariz bir metabolizma inkiibasyon siiresince pH degisiklikleri nedeniyle olabilir. Bu

boya asit sartlara duyarli diger trifenilmetanazlar gibidir (Hess ve Fitzhugh, 1995).

Brown,(1997) bir katki maddesi herhangi bir dozda kansere neden oluyorsa, katki
maddesi olarak besine katilmamalidir. Katki maddeleri laboratuvar hayvanlarinda
yiiksek dozda, kansere neden olabilirler ancak uygun miktarlarda kullanildiklarinda

emniyetlidirler seklinde agiklamistir.

Calismalar gida renklendiricilerinin bobrekte, allerjen etkisi olanlarda ve mide
bagirsak kanserinde sagliga zararli etkilerinin bulundugunu gosterdi. Gida
renklendiricilerinin in vitro insan lenfositlerinde toksik oldugu ve bu hiicrelerde
direkt olarak DNA' ya baglandig1 goriildii. Metanil yellow ve indigo karmin olarak
isimlendirilen iki gida boyasinin indirgeyici ve hidrolitik aktiviteleri enterik
bakterilerin farkli suslari tarafindan test edildi. E. coli ve Vibrio spp. tiirleri 3 saatten
sonra gozle goriiliir bir indirgeyici aktiviteye sahip iken, diger enterik bakteriler
inkiibasyonun baslangicindan itibaren artmis bir aktiviteye sahipti. Maksimum
indirgeyici yetenege sahip Enterobacter cloacae’ 1 takiben Enterobacter aerogenes
ve E. coli deindirgeyici giice sahipti. 10 saatlik inkiibasyon siirecinde indigo
karminin hidrolitik aktivitesinin elde edilmesinde enterik bakteri irklar1 daha iyi bir
yanit vermistir. Normalde bagirsak mikrofloras: tiiketicilerde saglik problemlerine

yol acabilir (Singh vd., 1997).

Sasakia vd., (2002) yapmis olduklar1 ¢alismada, tartrazin ve eritrosinin de arasinda
bulundugu 39 gida katki maddesinin comet testi teknigiyle fare organlarindaki
genotoksik etkisini arastirmayr amaglamistir. Calismanin sonuglarina gore tartrazin

ve eritrosin, midede DNA hasarina neden oldugu saptanmustir.
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Das ve Mukherjee (2004) gida boyalarin steril distile suda farkli konsantrasyonlarda
(10, 100, 250, 500 ve 1000 pg /pleyt) cozmiislerdir. Genotoksisite testi yapilan dort
hayvana intraperitoneal uygulanan 50, 100 ve 200 mg/kg viicut agirliginda amaranth

ve tartrazin dozlarinin mutajenik ve genotoksik olmadigi bulundu.

Price vd (2006) Amerika’da kullanilmasi onaylanan azo boyalar grubuna giren 8 gida
boyasimin ( blue 1, blue 2, yellow 1, yellow 5, yellow 6, red 3, green 3) farelerde in
vivo olarak kanserojenitesini  aragtirmayr amaglamislardir.  Fisher, fare
embriyolarinda bazi boyalarin (blue 1, red 3, yellow 5) habis olusumunu uyardigi ve
Olimlere yol ac¢tigin1 gormiistliir. Boya kombinasyonlarinda ise tiimor olusumu ve
fare Olimleri artmistir. Calismanin sonucuna gore bu gida boyalarinin kanserojen

oldugu agiklanmistir.

Poula vd., (2009) amarant, sunset sari, tartrazin gibi azo boyalarin fare barsak
hiicrelerini genotoksik olarak nasil etkiledigini MN testi ile arastirmislardir. Boyalari
farelere gavaj yontemiyle ile 24 saatlik periyotlarla vermislerdir. Bu ¢alismanin
sonucuna gore boyalarin sadece en yiiksek dozu mikronukleus olusumunu
uyarmistir. Tartrazin’in 2000 mg/kg doza kadar bagirsak hiicrelerinde mikroniikleus

tayininde genotoksik etkiye neden olmadig1 gézlenmistir.

Kobylewski ve Jacobson, (2010) ¢esitli in vitro testlerde Blue 1 boyasinin norit
biiylimesini inhibe ettigini ve L-glutamik asit (potansiyel bir norotoksiktir) sinerjistik
aktivite gosterdigini buldular. Ozellikle alt1 ayin altindaki fetiis ve bebeklerde iiziicii

olan bir durum da kan beyin bariyerinin tam olarak gelismemesidir.

Swaroop vd., (2011) yapmis olduklar1 ¢alismada sentetik gida boyalarinin

(Eritrozin, Tartrazin, Ponceau 4R, Sunset Yellow FCF, Brilliant Blue FCF, Fast
Green FCF, Karmozin, Indigo Karmin) insan lenfositlerinde sitokinez bloklama
mikronukleus (CBMN= Cytokinesis Block Micronucleus) teknigi ile genotoksik
etkisini arastirmay1 amaglamiglardir. Sentetik boya igeren gruplarin kontrol grubuna
nazaran genotoksik oldugu saptanmis ve gida boyasi kullaniominda ADI (Acceptable
Daily Intake=Kabul Edilebilir Giinlilk Alim Miktar1) degerinin baz alinmasinin alti

cizilmistir.
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Swaroop vd., (2011) renk maddelerinin tek basina, farkli konsantrasyonlarda ve
kombinasyonlarda genotoksisitesini Cytokinesis Block Micronucleus (CBMN)
testini  kullanarakagiklamiglardir. Calismada kullanilan tiim renklendiriciler ve
kombinasyonlariinsan lenfositleri {izerinde genotoksisiteye neden olmustur. Sunset
Yellow ve Brilliant Blue’nun artan konsantrasyonlarinda da ayni sonuglar elde
edilmistir. Mitotik indeks ve mikroniikleus c¢alismalar: istatistiksel olarak anlamli
(p<0.05) bulunmustur. Sonuglar Hindistan’dagida katki boyalarinin 100 ppm
konsantrasyona  kadarkullanilabilirligine izin vermistir. Gida boyalarinin
konsantrasyonlari izin verilen degerin en az % 50 sinin altina diistiigiinde toksisiteleri
de azalmaktadir. Hatta izin verilen sinirlarda dahi sentetik gida renklendiricilerinin

dikkatli kullanilmas1 gerekir.

Gao vd,. (2011) tartrazin 6ziitiiniin aktif davranis yanitini, Morris su labirenti testinde
kacista gecikmeyi artirdigini, adim testlerinde tutmada geciktirmeyi azalttigin
gosterdiler. Tartrazin uygulanan ratlarin beyninde katalaz, glutatyon peroksidaz
(GSH-PX) ve siiperoksit dizmutaz (SOD) aktivitesinde artig, malonaldehit diizeyinde
artis gortildii. Bu degisiklikler beynin oksidatif hasariyla iligkiliydi. Bu ¢alismadaki
tartrazinin doz diizeyleri nedeniyle hayvanlarda 6grenme ve bellek fonksiyonlarinda
birka¢ yan etki olustu. Bu mekanizmalar artmis lipid peroksidasyon iirlinleri ve
reaktif oksijen tiirleri, inhibe edilmis endojen antioksidan savunma enzimleri ve

beyin dokusunun hasarlanmasi ile iligkili olabilir.

Karsli-Ceppioglu ve Yurdun, (2012) Indigo ve indigoid boyalarin sitotoksik etkisi,
tripan mavisi yontemi ile incelendi. Bu c¢alismanin sonucuna gére boyalarinin doza
bagl olarak DNA gogiinii artirdigi goriildii. Indigotin ve 6-bromo indigotin’in 50
pg/ml’lik  konsantrasyonu ile inkiibe edilen hiicrelerde DNA hasar1 artmistir
(p<0.05). Sonuglara gore, indigo ve indigoid boyalarin yiiksek konsantrasyonda
genotoksik etkiye yol acabilecegi ileri siiriilebilir. Sonug¢ olarak, boyarmaddeler ile
calisan bireylerde yiiksek konsantrasyonda boyalarin genotoksik etkiye yol
acabilecegi gbz oniinde tutulmalidir.

Kus ve Halil Erhan, (2014) gida katki maddelerinin lenfosit hiicre kiiltiirleri tizerinde
genotoksik ve sitotoksik aktivitelerini mitotikve replikasyon indeksi, mikroniikleus

testi kullanarak arastirdilar. Mitotik indeks sikligi ve replikasyon indeks degerini
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azalmis ve mikroniikleus sikligini ise artmis olarak tespit etmisler ve Sunset Yellow
ve Brilliant Blue gida katkilarinin sitotoksik ve genotoksik potansiyele sahip

olabilecegi sonucuna varmisglardir.
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BOLUM 3

3. MATERYAL VE METOD

3.1. Mikrobiyolojik Calismalar
3.1.1. Kullanilan Malzemeler:

1. Bu calismada Gaziantep Universitesi, Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji
laboratuvari stoklarindan temin edilen E. coli bakterisinin ATCC 10799 susu
kullanilmistir.

2. Iki tiir gida boyasi Brilliant Blue (Marke; KRK GIDA, Kod GR203, Ulke;
Istanbul) ve Dark Green (Marke; KRK GIDA, Kod; GR203, Ulke; Istanbul).

3. Plate Count Agar (Marke; KGaA, Kod; 75963, Ulke; Germany).

Eosin Methylene Blue kati besiyeri. (Marka; OXID, Cod; CMO0096; Ulke;

England).

&

5. Serum fizyolojik sivisi. (PH 6,5-7,5. Medical Distributing Cenetr).

6. Nutrienth Broth s1v1 besiyeri. (Marke: OXID, Cod: CM0001, Ulke; England).
7. Inkiibator (Marke; Memmet, Ulke;USA,

8. Calkalamal1 Inkiibator

9. McFarland cihazi ve tiipleri.

10. Plastik oze.

11. Tek kullanimlik petri kaplari.

12. Vorteks cihazi

Sekil 3.1: a. McFarland cihaz1 b. Vorteks cihazi c. Calkalamal1 Inkiibator
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3.1.2. METOD;
3.1.2.1. Bakteri Suslarinin Hazirlanmasi;

-20 °C’ de saklanan bakteri stoklarmin oda sicaklifida erimesi saglandi. Eriyen
stoktan belli bir miktar alinarak EMB (Eosin Methylene Blue) kat1 besiyerine ekim
yapilip 24 saat 37 °C de inkiibe edildi. Boylece bakteri canlandirma islemi
gerceklestirildi. Canlandirilan bakteri 6rneginden siirlintii seklinde alinarak serum
fizyolojik sivist i¢inde ¢oziinmesi saglandi. Daha sonra McFarland cihaziyla 0, 34

degeri dlciildii.

Sekil 3.2: Bakteri Canlandirma

McFarland standartiyla mikrorganizma hiicrelerinin gérsel konsantrasyonu yaklasik
olarak tayin edilir. McFarland Olcegi E. coli gibi gram negative bakterilerin

konsantrasyonlarini tayin etmek i¢in tasarlanmigtir
3.1.2.2. Gida Boyalar Soliisyonlarinin Hazirlanmasi:

10 ml serum fizyolojik sivisina 500 mg gida boyasi eklenerek gida boyasi
sollisyonlar1 hazirlandi. Bu ¢alismada, kontrol grubu (Nutrienth broth sivi besiyeri

+bakteri) ve iki gida boyasi (Brillant Blue ve Daark Green) o6rnekleri hazirlandi.
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Tablo 3.1: Gida Boyalar1 Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Nutrient Broth’la seyreltilerek 5 mg/ml, 2, 5 mg/ml ve 1, 25 mg/ml seklinde 3 farkl
konsantrasyon olusturuldu. Kontrol grubu ve boya orneklerine 1 ml 0, 34 McFarland
degerinde E. coli ATCC 10799 bakteri susundan eklendi.

Tablo 3.2: Hazirlanan Ortamlardaki Konsantrasyonlar:

Sekil 3.3: Gida boyalarinin Konsantrasyonlari

Her giin bir 6nceki giinden 6rnek alinip yeni soliisyona eklenerek 1 gece calkalayici

inkiibatorde inkiibe edildi. Bu sekilde 20 nesil olusturuldu.
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Sekil 3.4: Gida boyalar1 ve Kontrol konstrasyonlari

Her giin inkiibe edilen 6rnekten alinip serum fizyolojik sivistyla seyreltilerek 107 -
107 araliginda olusturulan 3 farki konsantrasyondaki ornekler PCA kati besiyerine

ekildi. 24 saat boyunca 37 °C de inkiibe edilen bakteri kolonileri say1ldi.
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Sekil 3.5: Dark Green’in seyreltilmesi
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Sekil 3.6: Brilliant Blue nin seyreltilmesi
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Sekil 3.7: E .coli‘nin PCA kat1 besiyerinde ¢ogalmasi
3.2. Molekiiler Calismalar:
3.2.1. Kullanilan Malzemeler:

Ethanol >99.8% (Marka; Sigma, Ulke; Germany).

Nutrient Broth (Marka; OXOID, Kod CM0001, Ulke; England).
Real time PCR Nano® (Marka; Roche, Biotch comp.Ulke; Japan.)
Sodium dedocyl sulfate (Marka; MICROPELLETS)

Chloroform (Marka; KGaA, Kod; K28142231, Ulke; Germany)

Phenol (AMRCESCO, Kod;0945-1,Ulke; USA )

Tris Hcl ultra piire( Marka; MP, Kod; 816124, Ulke; France)

EDTA( SIGMA-ALDICH, Kod; 100108582, Ulke; USA)

A e S T i e

Protinase K.

3.2.2. Metod

3.2.2.1. E. Coli RNA Izolasyonu i¢in High Pure PCR RNA Kit (Roche, Germany,
Cat. No.11 828 665 001) Kullanild:.

Calismaya Baslamadan Once;

DNase I, 550ul Elution Buffer konularak bu ¢oziiliir. Bu soliisyon kiigiik parcalar
ayrilarak ependroflara ayrilir ve -15/-25 °C’ de saklanir. Yeterli miktar disari

c¢ikarilarak ¢oziiliir.

Wash Buffer I, 20ml saf etanol, inibitor removal buffer sisesine konularak hafifce

kanigtirilir. Boylece soliisyon hazir hale gelir.
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Wash Buffer II, 40ml saf etanol, wash buffer sisesine kolunlarak hafifce karistirlir.

Boylece soliisyon hazir hale gelir.

1.

10.

11.
12.

13.

14.

15.
16.

Ekstaksiyon yapilacak numune sayisinda 1,5 ml’lik ependrof tiipleri
ayarlanir.

Tiiplerin kapaklar tek tek acilarak uygun tiiplere 200 pl numune pellet ve
tiim tiiplere 400ul Lysis binding buffer ilave edilir.

Vorteks sonras1 37 °C ‘da dakika inkiibe edilir.

Vorteks yapilir ve ependrofdaki tiim miktar daha Oncesinde ayarladigimiz
koleksiyon tiip icindeki High piire filtre ihtiva eden kolonlarin i¢ine eklenir.

1 dakika 8000x g’ de santrifiij edilir. Santriflij sonrasinda kolonun altindaki
koleksiyon tiipti dokiiliir ve tekrar takilarak isleme devam edilir.

90 ul Dnase incubation buffer + 10 pl Dnase I numune sayis1 kadar bir tiipte
ayarlanir.
Kolonlarin kapaklari tek tek agilarak bir iist basamakta hazirladigimiz Dnase
caligma buffer’ indan 100 ul ilave edilir.

15 dakika oda 1s1sinda inkiibe edilir.

500 ul wash buffer I tiiplerin kapaklar tek tek acilarak ilave edilir.

1 dakika 8000 x g’ de santrifiij edilir. Santrifiij sonras1 kolonun altindaki
koleksiyon tiipii dokiiliir ve tekrar takilarak isleme devam edilir.

500 ul wash buffer II tiiplerin kapaklari tek tek agilarak ilave edilir.

1 dakika 8000x g’ de santrifiij edilir. Santrifiij sonrasi kolonun altindaki
koleksiyon tiipii dokiiliir ve tekrar takilarak isleme devam edilir.

200ul wash buffer II tiiplerin kapaklar: tek tek acilarak ilave edilir.
2 dakika 13000x g © de santrifiij edilir. Santrifiij sonras1 kolonun altindaki
kolleklasiyon tiipli atilir ve kolon 1,5ml’ lik steril ependrof tiiplerin i¢in
konulur.
Eliisyon buffer’ dan 100ul tiim tiiplerin kapaklar: tek tek acilarak ilave edilir.
1 dakika 8000x g‘ de santriflij edilir. Santrifiij sonras1 ependrof icindeki
kolon atilir.

RNA elde edilmistir. Eliie edilmis RNA -15/-25 °C’ de saklanr.
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Asama ¢ DNA SENTEZI

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit* kullanilir.
50 reaksiyonluk Kat. No: 04379012001.

100 reaksiyonluk ~ Kat. No: 04896866001

200 reaksiyon Kat. No: 04897030001.

*.15/-20 °C’ de saklamir

Sirekli dondur ¢6z vapilmamalidir.

cDNA Cahismasi

[S—

. Termal cycler agilir. 65 °C * ye 1sitilir.

1.2.3.4.5.6.9 numaral1 tiipler Cooling Block tizerinde ¢oziiliir.

Coziilen tiipler kisa siireli santerifiij/ spin edilir. Tekrar Cooling Block
tizerine dizilir.

Numune sayist kadar 0,2°1ik PCR tiip ¢ikarilir, Cooling Block iizerine
dizilir.

Ayr bir 0,5°1ik tiip i¢inde asagidaki gibi hazirlik yapilir.

1 Numune i¢in;

Oligo dT( Sise 5) lul x (toplam numune sayis1 +1)

Random Hexamar Primer(Sise6) 1ul x( toplam numune sayis1 +1)

Water ( Sise 7) lul  x( toplam numune sayist +1)

6.

Hazirlanan bu miksten numuneler i¢in isaretlenmis 0,2’lik tiiplere 3 pl
dagitilir.

Her bir tiipe 10 pl Total RNA numunelerinden eklenilir.

65C” de 10 dakika Thermal Cycler’ de ¢alisilir. (c DNA1 Protokolii).
Thermal Cycler’den alinan tiipler vakit kaybetmeden Cooling Block

uzerine dizilir.

10. RT miksi asagidaki siraya gore yeni bir 0,5’lik tiip i¢inde hazirlanir:
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Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer (2sise)  4ul

Protector RNase INhibstor (3sise) Sul
Deoxynucleotide Mix (sise 4) 2ul
Transcriptor Reverse Transcriptase (sise 1) 0,5ul

Not: Miktarlar 1 numune i¢in verilmistir. Toplam numune sayisi + 1 diislintilerekmik

hazirlanmalidir.

11. Numunelerin tizerine hazirlanan yukarindaki miksten 7 pl pipetlenir
ve pipetaj yapilir. ( kesinlikle vortekslenmez).
12. Tipler kisa siireli spin/ santrifiij edilir.
13. Asagidaki termal profilde ¢aligilir (cDNA2 Protokolii)
10 dakika 25 °C.
60 dakika 55 °C.
5 dakika 85 OC.

14. Thermal Cycler’den ¢ikarilan tiipler vakit kaybetmeden Cooling Block
tizerine dizilir. 80 pl distile su ilave edilecek.

15. Elde edilen cDNA Light Cycler’da hemen ¢alisiimayacaksa -20 °C de

muhafaza edilmelidir.
Real Time PCR: Light Cycler Master.
Carousel- Based System using Hydrolysis Teq Man® Probes. ( Roche, Germeny).

Not: calismada lacZ geni ekspresyonu i¢in primer hazirlandi. Oligo adi sol; TTT
CCA TAT GGG GAT TGG TG, sag; CTG GAA TTC CGC CGA TA T
dizilerinden primerler hazirlanip Roche Light Cycler Tagman Master Real Time

PCR protokolii uygulandi.

1. Ik olarak PCR mix hazirland1: ( Roche LightCycler Tagman Master kitinden
calisma gerceklestirildi.)
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Tablo 3.3: Hazirlanan PCR mix.

PCR bileseni Miktar (her bir 6rnek icin)

Primers/probe 2ul

4 ul

Master mix

2. PCR tiiplerine 15 pl PCR mix’den eklendi, iizerine 5 ul 6rnek konuldu.
3. Light Cycler PCR cihazinda program ayarlanip ¢aligsma baslatildi.
4. Cihazin ¢alisma agamalari
Inkiibasyon icin; 95 °C 10 dakika

Denatiirasyon icin; 95 °C 10 saniye

Annealing icin; 20 °C 40 saniye

Uzatma icin; 72 °C 1 saniye

Sogutma icin; 40 °C 30 saniye

Bu siireglerde gergeklesti.
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BOLUM 4
4. BULGULAR

Bu caligmada farkli konsantrasyonlarda 2 gida boyasinin (Dark Green, Brilliant
Blue) bagirsak mikro florasinin bir {iyesi olan E. coli’ nin gelisimi iizerine etkileri
arastirilmistir. Dark Green, ve Brilliant Blue dozlarin konsantrasyon arttikca F.

coli’ nin iiremesinin de engellendigi goriilmiistiir.

Sekil 4.2: E. coli inokiilasyonundan Brilliant Blue ile 24 saat sonraki goriiniim

49



Bu ¢alismada kullanilan iki gida boyasi Dark Green ve Brilliant Blue’ nun E. Coli
ATCC 10799 susunun 20 nesil boyunca iiremesine olasi etkileri arastirilmistir. Her
bir boyadan 500 mg miktarda tartilarak 10 ml distile suda ¢oziilmiistiir. 3 farkli
konsantrasyon olusturularak artan dozda gida boyasinin etkisi arastirilmistir. Artan
doza bagh olarak Dark Green ve Brilliant Blue’ nun E. coli liremesini engelledigi
gorilmistiir. Kullanilan gida boyalarinin E. coli lizerindeki antimikrobiyal aktivitesi

siralanacak olursa Dark Green > Brilliant Blue seklinde bir siralama yapilabilir.

Dark Green gida boyasinin 20 Giin boyunca E. coli bakterisinin iiremesine

etkisi:
7000
6000
5000
-~ 4000 e=@==kontrol
~
—=@=D.G.2
2000
=@=D.G.1
1000

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Glnler

Sekil 4.3: E. coli ATCC 10799 susunun Dark Green gida boyasinda
inokiilasyonundan 24 saat sonraki goriiniim

Sekil (4,1)’e bakildiginda 1. giinden 20. giine 3 dozda da bakteri iiremesinde genel
bir azalma go6zlenmistir. 1. giinden 12. Giline kadar bakteri koloni sayisinda
dalgalanmalar mevcut iken 12. Giinden itibaren stabil bir azalma mevcuttur. En az
ireme miktarinin grafikte D.G.1 (boya konsantrasyonunun en yogun oldugu)
egrisinde oldugunu gormekteyiz. Aym sekilde en fazla iiremenin D.G.3 ( boya
konsantrasyonunun en az oldugu) egrisinde oldugu goriilir. Bu bilgiler
dogrultusunda Dark Green gida boyasinin konsantrasyonun arttikca E. coli

bakterisinin liremesinin azalmasina sebep oldugu goriilmiistiir.
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Brillant Blue gida boyasinin 20 Giin boyunca E. coli bakterisinin iiremesine

etkisi:
7000
6000
5000
4000 =@=kontrol
2000 B.B.3
P —8—B.5.2
“1 2000 ——B28. 1
1000

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Ginler

Sekil 4.4: E. coli ATCC 10799 susunun Brillant Blue gida boyasinda

inokiilasyonundan 24 saat sonraki goriiniim

Sekil (4,2) ‘ye bakildiginda 1. giinden 20. giine 3 dozda da bakteri iiremesinde genel
bir azalma go6zlenmistir. 1. giinden 12. Giline kadar bakteri koloni sayisinda
dalgalanmalar mevcut iken 12. Giinden itibaren stabil bir azalma mevcuttur. En az
ireme miktarinin grafikte B.B.1 (boya konsantrasyonunun en yogun oldugu)
egrisinde oldugunu gormekteyiz. Ayni sekilde en fazla iiremenin B.B.3 (boya
konsantrasyonunun en az oldugu) egrisinde oldugu goriiliir. Bu bilgiler
dogrultusunda Brillant Blue gida boyasinin konsantrasyonun arttik¢a E. coli

bakterisinin iiremesinin azalmasina sebep oldugu goriilmiistiir.

E. coli Uremesini engelleyen gida boyalar1 konsantrasyonlarina gore; Dark green,
Brillant blue uygulanan ortamlarin tiim konsantrasyonlarda azalma olmast bunlar
iceren gidalarin tiiketilmesinin bu bakteri iizerine ve florayr olusturan diger tiirler

tizerine etkili olabilecegini gdstermektedir.
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Dark Green Gida Boyasinin Real Time PCR Sonucunda Amplifikasyon Egrileri

Intensity (RF U}

0.5

0.25

Sekil 4.5: Dark Green gida boyasinin Real Time PCR sonucu

Dark Green 1. Jenerasyon (sar1 renkli egri), Dark Green 20. Jenerasyon (mavi renkli
egri), kontrol jenerasyon (mor renkli egri). Sekil 4.5° e bakildiginda kontrol ve Dark
Green gida boyasina maruz birakilmis jenerasyon amplifikasyon egrilerinde anlamli

bir fark bulunamamuistir.
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Brilliant Blue Gida Boyasinin Real Time PCR Sonucunda Amplifikasyon

Egrileri

Intensity (RFU)
o
5

0.5

0.25]

Sekil 4.6: Brilliant Blue gida boyasinin Real Time PCR sonucu

Brilliant Blue 1. Jenerasyon (kirmizi renkli egri), Brilliant Blue 20. Jenerasyon (mavi

renkli egri), kontrol jenerasyon (mor renkli egri)

Sekil 4.5 e bakildiginda kontrol ve Brilliant Blue gida boyasina maruz birakilmis

jenerasyon amplifikasyon egrilerinde anlamli bir fark bulunamamustir.
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BOLUM 5

5.TARTISMA VE SONUC

Gida boyalar1 giinlik hayatimizda yaygin olarak kullanilmaktadir. 1950 yilina kadar
insanlarda herhangi bir toksik etki fark edilmemesi nedeniyle gidalarda kullanilan boya
maddelerinin giivenligi lizerinde dnemle durulmamistir. Ancak bu tarihten sonra bazi toksik
etkilerinin gozlenmesi ile gida boyalarinin zararh etkileri iizerine ilgi artmus, Gida ve Ilag
Teskilat1 (FDA) toksikoloji laboratuvarlarinda onemli Ol¢lide kronik toksisite testleri
uygulanmaya baslamistir (Safeway 1987). Bir¢ok {lilke farkli gida boyalarma yasaklamalar
getirmig, izin verilen boyalara da sinirlamalar getirmislerdir. Gidalarda
kullanilmasma izin verilen boya maddelerinin sayisi ve c¢esidi iilkelere gore
degismektedir. Ornegin Iskandinav iilkelerinden Norveg, 1978’de; Isveg ise 1980°de
her tiirlii sertifikali (sentetik) boyanin gida maddelerine katilimini tamamen
yasaklamigtir. Avusturya, 8’1 sentetik olmak {lizere toplam 27 boyaya miisaade
etmektedir (Yaman, 1996, Karaali ve Ozgelik, 1993, Eksi, 1996). Ulkemizde
yiirtirlikte olan, Tarim ve Koy isleri Bakanligi’nin 2002 yilinda yayimladig
“Gidalarda Kullanilan Renklendiriciler Tebligi” ile bu maddelerin gidalarda kullanim

miktarlar1 belirtilmistir.

Yapilan bir aragtirmada yaslar1 16-73 arasinda olan 81 hastanin % 44,4’linde
bagirsak rahatsizligi tespit edilmistir. Bu hastalarin % 25’1 diyet (boyasiz ve
koruyucusuz gidalarla) uygulayarak bagirsak rahatsizliklart diizeltilebilmis, geri

kalanlarda ise ilagla tedaviye ihtiya¢ duyulmustur (Antico, 1989).

Indigotin’in domuzlar, kdpekler, tavsanlar, fareler ve insanlar iizerindeki uzun ve
kisa stireli calismalarinda kanserojenik, mutajenik ve teratojenik olmadigi tespit

edilmistir (Sudhic ve Khanna 1991).
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Aromatik azo yapisindaki gida boyalar1 bagirsakta asit, sindirim enzimleri ve
bagirsak florasinin etkisi altinda kalarak rediiktif parcalanmaya ugramakta ve
aromatik aminler olugmaktadir (Chung 1992). Olusan aminler absorbe edilerek
metabolize olmak, mutajenik ve promutajenik metabolitler meydana gelmektedir

(Liener 1969).

Bu ¢alismada kullanilan iki gida boyas1 Dark Green ve Brilliant Blue’ nun E. Coli
ATCC 10799 susunun 20 nesil boyunca iiremesine olast etkileri aragtirilmistir. 1.
giinden 20. giine 3 dozda da bakteri iiremesinde genel bir azalma gozlenmistir. 1.
giinden 12. Giine kadar bakteri koloni sayisinda dalgalanmalar mevcut iken 12.
giinden itibaren stabil bir azalma mevcuttur. Bu fenotipik azalmanin sebebinin
genotipik kaynakli olup olmadigi ¢alisilmigtir. Bu amagla imkanlar dogrultusunda
bakteriyel gelisiminde en ¢ok etkili genlerden biri olan lacZ geninde genotipik bir
degisiklik olusup olusmadigina bakildi. LacZ geni acisindan genotipik bir degisiklik
olugmadigr goriildii. Ancak bakteri gelisiminde etkili olan rpoB, lacA, lacy gibi gen
bolgelerine de bakilabilir.

Hatta tiim genom sekanslamasi yapilarak gida boyalarinin bakteri gelisiminde
inhibisyona neden olan genotipik degisimler tespit edilebilir. Ancak calismamizda

mevcut kosullar dogrultusunda sadece LacZ geni acisindan arastirilmigtir.

Insanin simbiyotik iliski icinde yasadigi mikroorganizmalarin gelisimlerinin tesviki
ve dnlenmesi gibi etkiler de insan sagligint dolayl olarak etkilemektedir. Bu nedenle
bagirsak mikroflorasinin gelisimini 6nlemeyecek dozda gida boyasi1 kullanimi tercih
edilmelidir. Gida boyalarinin insan sagligina zararsiz dozlarda kullanimi gida

giivenligi acisindan 6nemlidir.
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