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OZET

GIDA KATKI MADDELERININ (BENZOIK ASIT, SODYUM NITRAT,
ALLURA RED, TARTRAZIN, SUNSET YELLOW)
Caenorhabditis elegans UZERINDEKI ETKILERININ BELIRLENMESI

Handan SARAC

Doktora Tezi
Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Do¢. Dr. Musa SARI
2019, 101 + xix sayfa

Gliniimiizde gida sektoriindeki kullanimi oldukca yaygin olan gida katki maddeleri,
gidalara bazi Ozellikler kazandirmak i¢in kullanilan ve baslangicta zararsiz gibi
goriinen maddeler olmasina ragmen, bu maddelerin zamanla insanlarin viicunda
birikim gosterebilecegi ve belirli dozlarin iizerinde bu katki maddelerine maruz kalan
insanlarda hayat kalitesini olumsuz etkileyen veya kanser gibi Olimle
sonuglananabilen hastaliklarin ortaya cikabilecegi tespit edilmistir. Bu nedenle, gida
katki maddelerinin genotoksik potansiyellerini ve insan sagligi agisindan olumsuz
etkilerini ortaya c¢ikarabilecek c¢alismalar gida giivenliginin saglanmasi agisindan
oldukg¢a onemlidir. Caenorhabditis elegans (C. elegans), insanlar i¢in toksik ya da
toksik etki gosterebilecek maddelerin sebep olabilecegi etkilerin ve toksik dozlarinin
belirlenmesinde oldukga sik kullanilan 6nemli bir model organizmadir. Bu ¢alismada,
insanlarda bazi hastaliklara sebep oldugu bilinen sentetik gida katki maddelerinden;
benzoik asit, sodyum nitrat, allura red, tartrazin ve sunset yellow’un farkli dozlarinin;
bir model organizma olan C. elegans’ta yasam siiresi, fertilite ve fiziksel biiyiime
tizerine olan etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Calisma kapsaminda; C. elegans
kiltlir ortamina her bir katki maddesinden 5 farkli dozda (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05
0, 0,1 g/10 mL) ekleme yapilmis ve sonrasinda katki maddelerinin bu dozlarina maruz
kalan C. elegans’ta, yasam siiresi, fertilite ve fiziksel biiylime degisiklikleri

incelenmistir. Bulgular kontrol gruplariyla karsilastirma yapilarak degerlendirilmistir.
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Calisma sonucunda, benzoik asit’in 0,006 g/10 mL’lik dozu hari¢ diger tiim uygulama
dozlarinin, sodyum nitrat, allura red, tartrazin ve sunset yellow’un ise tiim uygulama
dozlarinin doz artis1 ile birlikte yagam siiresini kisalttig1 ve biitiin uygulama gruplarimin
doz artisina bagli olarak fertiliteyi olumsuz etkiledigi tespit edilmistir. Ayrica, benzoik
asit ve sodyum nitrat dozlarinin tamaminin, tartrazin dozlarindan 0,006 g/10 mL harig
digerlerinin, sunset yellow’un ise, 0,02 g, 0,05 g ve 0,1 g/10 mL’lik dozlarinin biiylime
geriligine yol actig1 belirlenirken, allura red’in 0,1 g/10 mL’lik dozunun fiziksel

bliylimeyi artirdig1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Benzoik asit, sodyum nitrat, gida boyalari, Caenorhabditis

elegans, yasam siiresi, fertilite, fiziksel biiyiime



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECTS OF FOOD ADDITIVES (BENZOIC
ACID, SODIUM NITRATE, ALLURA RED, TARTRAZINE, SUNSET
YELLOW) ON Caenorhabditis elegans

Handan SARAC

PhD Thesis
Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Musa SARI
2019, 101 + xix pages

The food additives, which are widely used in the food sector presently, are targeted at
gaining some additional properties to foods, and although initially appearing to be
harmless, it has been found that these substances may accumulate in the body of the
humans over time, and that exposure to these additives above certain doses may
adversely affect the quality of life and cause diseases, such as cancer or may even
result in death of the individual. Therefore, studies can reveal that the genotoxic
potential of food additives and their negative effects on human health are very vital in
ensuring food safety. Caenorhabditis elegans (C. elegans) is an important model
organism, which is used frequently in the determination of effects and toxic doses
caused by substances that are toxic or toxic to humans. The aim of this study is to
determine the effects of different doses benzoic acid, sodium nitrate, allura red,
tartrazine and sunset yellow which are food substances that cause effects on lifespan,
fertility and physical growth in C. elegans, a model organism. In this study, 5 different
doses (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g /10 mL) of each additive were added to C.
elegans culture media and then the lifespan, fertility and physical growth changes of
C. elegans exposed to these doses of additives were examined. Findings were assessed
by comparing them to control groups. At the end of the study, it was observed that all
application doses except for 0,006 g/10 mL dose of benzoic acid, sodium nitrate, allura

red, tartrazine and sunset yellow shortened the lifespan with increasing dose of all
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application doses and it was also determined that all application groups negatively
affect fertility with the increase in dose. Also, it was found that all doses of benzoic
acid and sodium nitrate, all doses of tartrazine doses except 0,006 g/10 mL dose, 0,02
0, 0,05 g and 0,1 g/10 mL doses of sunset yellow were determined to cause growth

retardation, and 0,1 g/10 mL dose of allura red was found to increase physical growth.

Key Words: Benzoic acid, sodium nitrate, food colorings, Caenorhabditis elegans,

lifespan, fertility, physical growth
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1. GIRIS

Gida katki maddeleri (GKM’ler), gidalara bazi 6zellikler kazandirmak igin, bir
teknoloji veya modernizasyon geregi katilan maddelerdir (Erdem, 2014). Giiniimiizde
diinya niifusunun hizla artisiyla beraber insanlarin besin ihtiyacinin karsilanabilmesi,
gidalarin daha uzun siire bozulmadan korunmasi, iiretim maliyetlerinin diistiriilmesi
ve Kalite nitelikleri ile beslenme aliskanliklar1 siirekli degisen tiiketici ihtiyaglarini
karsilayacak sekilde formiilize edilmis yeni gida iiretiminin gergeklestirilmesi gibi
nedenlerle bu maddelerin kullanimi kagmilmaz bir sekilde artmaktadir (Yorik ve
Danyer, 2016). Ozellikle ev dist ¢aliganlarin ve hazir gida tiiketiminin yiiksek oldugu
bati iilkelerinde, alinan gidalarin %75'ini i¢lerinde gesitli katki maddeleri bulunan
islenmis triinler teskil etmektedir ve yapilan hesaplamalar, bat1 insaninin yilda 5-6 kg
veya daha fazla katki maddesi tiikettigini gostermektedir (Cohen vd., 1972; Yurttagiin,
2010).

GKM kullaniminin sagladigi en 6nemli avantajlardan biri, gidanin {iretildigi yerden
¢ok daha uzak sehirlere veya lilkelere kadar bozulmadan ulastirilabilmesine olanak
saglamaktir. Ancak, modern gida teknolojisinde giderek daha da 6nemli bir hale gelen
GKM’lerin gida endiistrisi agisindan pek ¢ok yarar1 ve islevi olmasina ragmen insan
sagligi tizerine olan etkileri halen bir tartisma konusudur (Yetiik, 2013; Erdem, 2014).
Ciinkii, GKM’lerin bir¢ogunun, insan ve hayvan organizmasi i¢in metabolize
edilemeyen yabanci (toksik) maddeler oldugu bilinmektedir (Giray ve Soysal, 2007;
Erkmen ve Bozoglu, 2008; Yoriik ve Danyer, 2016). Bu sebeple, bilingsiz beslenme
ve artan hazir gida tiikketiminin insanlarin daha fazla katki maddesi tiikketmesine neden
olabilecegi ve sonug olarak, saglik tizerinde bazi sikintilara yol agabilecegi goz ardi

edilmemelidir (Akbulut, 2011; Erdem, 2014).

Sektorel cabalarin icinde insanlari en fazla ilgilendiren ve yasamin temeli olan konular
gida ve saglik konularidir. Giiniimiizde bu iki sektdr birbirinden ayrilmayan hatta
birbirini tamamlayan birimler halinde ¢alismaktadir (Saldamli, 1985; Erdem, 2014;
Yarali, 2014).



Gida ve saglik hizmetlerindeki gelismeler ve son yenilikler eski donemlerde
karsilagilan bazi sorunlara ¢oziimler bulsa da birtakim sorunlarini da beraberinde
getirmistir (Saldamli, 1985; Atli, 2010). Bu sorunlarin basinda gelen kanser
insidansindaki artisin, nedeni bilinmeyen hastaliklarin ve 6liimlerin, GKM’lerin son
yillardaki kullaniminin artmasi ile yakindan iliskili oldugu diistiniilmektedir (Yaman,
1996). Ayrica yapilan ¢alismalar sonucunda, GKM'’lerin kullanildig1 gidalarin
vitamin, mineral ve besin 6geleri bakimindan yetersiz oldugu ve bu katki maddelerinin
tikketiminin doza bagl olarak, kardiyovaskiiler ve psikolojik rahatsizliklardan, alerjik
astim ve Urtikere kadar cesitli hastaliklarin gelismesine olanak sagladigi tespit
edilmistir (Vincent ve Behbehani, 2001; Batu ve Molla, 2008; Uysal ve Semerdoken,
2011). Bu nedenle; hijyenik ve toksikolojik agidan “Gida Katki Maddeleri” bir sorun
olarak ele alinmis, gida ve saglik bilimlerinin ana ¢alisma konularindan biri haline
gelmistir. Insan saghgini ilgilendirmesi sebebiyle de WHO (World Health
Organization - Diinya Saglik Organizasyonu), FAO (Food and Agricultural
Organization - Gida ve Tarim Kurulusu) ve benzeri uluslararasi kuruluslar konuya
biiytik oranda agirlik vermis ve gesitli iilkelerde GKM’lerin kullanimi denetim altina
alinarak, konuyla ilgili yasal ¢oziimler getirilmistir (Yarali, 2014). Ayrica,
laboratuvarlarda uzun siireli ve ayrintili olarak deney hayvanlari iizerinde yapilan
toksikolojik testlerle katki maddelerinin ADI degerleri (Acceptable Daily Intake —
Kabul Edilen Giinliik Tiiketim Miktari) de belirlenmektedir (Yurttagiil ve Ayaz, 2008;
Cotra, 2016). ADI degeri, insanlarin viicut agirliklarina gore hesaplanir ve kg basina
mg olarak belirlenir. Bu deger, insanlarda giivenli doz olarak kabul edilmektedir

(Arslan, 2011; Tiirker, 2011; Cotra, 2016).

Bugiin ilag, gida katki maddesi, kozmetik, tarim ilaci, endiistri kimyasali olarak
kullanilan her kimyasalin insan sagligi ve g¢evreye olan etkisi ayrintili olarak
incelenmekte, insan saglig1 ve ¢evre iizerinde kabul edilemez 6l¢iide risk tasiyanlarin
kullanimina izin verilmemektedir (Karakaya, 2011). Kullanimina izin verilen katki
maddesi; yalnizca izin verildigi gidada, belirlenen en yiliksek doz asilmadan
kullanilmalidir. Gidadaki herhangi bir hatay1 ortmek veya tiiketiciyi yaniltmak i¢in
kullanilmamali ve kullanildigi gidanin etiketinde kullanim miktart mutlaka
yazilmalidir (Erdogan, 2007; Ding, 2012; Celik, 2014). Ancak, yapilan tim bu

diizenlemelere ragmen, GKM’lerin ¢ok ¢esitli olmasi, yaygin kullanimlart ve ¢ok



kiiglik miktarlarda bile olsa hayat boyu alinmalarindan dolay1 sebep olduklari zararlari
gercek anlamda tespit etmeye yoOnelik calismalar heniiz yetersizdir (Calisir ve
Caliskan, 2003; Erdem, 2014). Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada; gida riskinin tasima,
isleme, depolama gibi asamalarda da olabilecegi ve iilkemiz ile Avrupa standartlar
arasinda uyumsuzluk oldugu belirtilmistir (Giray ve Soysal, 2007). Bu nedenle,
ozellikle Tirkiye gibi kontrollerin yetersiz oldugu, iiretici ve tiiketicinin bilingsiz
oldugu toplumlarda, GKM’ler daha biiylik bir tehlike olusturmaktadir ve GKM’lerin
insan saglig1 agisindan olumsuz etkilerini ortaya ¢ikarabilecek ¢alismalarin iilkemizde

hiz kazanmasi olduk¢a 6nemlidir (Calisir ve Caliskan, 2003; Erdem, 2014).

Giiniimiizde, GKM’ler gibi birgcok maddenin ¢evre ve halk saglig1 tizerindeki etkilerini
gostermek amaci ile birgok model organizma kullanilmaktadir. Caenorhabditis
elegans (C. elegans), basitlik, seffaflik ve kisa yasam dongiisii gibi temel 6zelliklere
sahip olmasi nedeniyle yillardir temel biyolojik ¢alismalarda ve toksisite
caligmalarinda siklikla kullanilan 6nemli bir model organizmadir (Olsen vd., 2006;
Porta de la Riva vd., 2012; Savas vd., 2018).

Memeli olmayan bir sistem olmasina ragmen, metabolik sendrom, yaslanma, kanser,
norodejeneratif hastaliklar, depresyon ve noral dejenerasyon gibi pek ¢ok insana ait

hastaliklarda model organizma olarak kullanilmaktadir (Olsen vd., 2006).

Model organizma olarak secilmesinin nedenleri arasinda; genomunun ve genetiginin
iyi bilinmesi, insan genleri ile %60-80 oraninda bir benzerlik géstermesi, ekonomik
olmasi, in-vitro kosullarda yasamini kolayca siirdiirebilmesi ve ortalama 20 gilinliik

kisa bir yasam siiresine sahip olmasi yer almaktadir (Ségalat, 2006).

Bu ¢alismada, gidalarda katki maddeleri olarak kullanilan; benzoik asit, sodyum nitrat
ve ¢esitli gida boyalarinin (allura red, tartazin ve sunset yellow) farkli dozlarinin, bir
model organizma olan C. elegans’ta, yasam siiresi, fertilite ve fiziksel biiylime

tizerindeki etkileri arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

Diinya niifusunun hizla artigina ve gida sektoriindeki iiretim tekniklerinin gelismesine
bagl olarak, iiriinlerin ¢esitlenmesi, tiiketici begenisinin ve isteklerinin degismesi,
mevsimlik gidalarin yilin her doneminde tiiketilme egilimlerinin artmasu, tiriinlerde raf
Oomriiniin uzatilmasi, kalitede standardizasyon zorunlulugu, sinirli olan gida
kaynaklarinin rasyonel kullanimi ve insanlarin hayat standartlarini yiikseltme egilimi
gibi hususlar, gida endiistrisinde kullanilan tekniklerin yani1 sira GKM’lerin
kullanimini da zorunlu hale getirmistir (Erdogan, 2007; Atli, 2010). Bu nedenle; son
30 yildir gelismis iilkeler basta olmak iizere, gidalarda kullanilan katki maddelerinde
biiytik bir artis olmustur (Sarikaya ve Solak, 2003; Arslan, 2011; Y6riik ve Danyer,
2016).

Glniimiizde gidalarda kullanilan katki maddeleri oldukg¢a ¢esitlidir ve c¢ogu
aroma/lezzetlendirici olmak iizere toplam alt1 bin civarinda gida katki maddesi
bulunmaktadir (Arslan, 2011; Y6riik ve Danyer, 2016). Ancak, iki bin’den fazla gida
katki maddesinin gida sanayinde kullanilmasina degisik amaglarla izin verilerek,
kullanimi1 birgok {iilkede yasal diizenlemelerle sinirlandirilmistir (Cakmake1 ve Celik
1995). Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Dairesi (US Food and Drug
Administration, FDA) ’nin kullanimma izin verdigi gida katki maddesi sayis1 iig
bin’den fazladir (Randhawa ve Bahna, 2009; Giizel, 2013). Ancak, 6nemli bolimii
uygun alternatifleri bulundugu i¢in teknik sebeplerle kullanilmamaktadir. Avrupa
Birligi (AB)’ nde kullanimina onay verilen gida katki sayis1 ise iki yiiz doksan yedi’dir
(Boga ve Binokay, 2010).

GKM’lerin gidalarda kullanilabilmesi i¢in; etkili olmasi, analizlerinin yapilabilmesi,
sonuglarin Olgtlilebilmesi ve ¢ok siki bir sekilde kontrol altina alinmis kosullarda
hayvanlar iizerinde deneylerinin yapilmis olmasi gerekmektedir (Yaman, 1996).
Ciinki, yapilan ¢alismalarla baslangigta zararsiz gibi goriinen birtakim GKM’lerin
(aspartam, benzoik asit, monosodyum glutamat, gida boyalari, nitrat ve nitritler,
parabenler, siilfitler ve benzeri) sagliga zararl olduklar1 saptanmistir (Saldamli, 1985;

Atl1, 2010). Bu maddelerin kullanimiyla ilgili 16 aksi tesir belgelenmistir. Bunlar;



egzama, lrtiker, angioddem, eksfoliyatif dermatit, irritabil barsak sendromu, bulanti,
kusma, ishal, rinit, bronkospazm, migren, anaflaksi, hiperaktivite ve diger davranis

bozukluklaridir (Yurttagiil ve Ayaz, 2008).

GKM’lerin bir¢ogunun insan sagligi agisindan sebep oldugu zararlar1 ger¢ek anlamda
tespit etmeye yonelik arastirmalar; bu maddelerin gesitliligi, yaygin kullanimlar1 ve
cok kiiciik miktarlarda bile olsa hayat boyu alinmalar1 ve zararlarinin uzun vadede
ortaya ¢ikmasi nedeniyle heniiz yetersizdir (Calisir ve Caliskan, 2003). Bu nedenle,
GKM’lerin kisa ve uzun vadede viicutta birikme olasiliklarinin ve saglik tizerindeki
etkilerinin ortaya konulmasi ve kullanim dozlarinin ona gore ayarlanmasi biiyiik 6nem

tasimaktadir (Saldamli ve Uygun, 2005; Yiizbasioglu vd., 2014).

2.1. Gida Katki Maddesi (GKM) Nedir?

Katki maddesi terimi ‘“katmak” kelimesinin Latince karsiligi olan “addere”

kelimesinden tiiretilmistir (Arslan, 2011).

Gida katk1 maddesi, Tiirk Gida Kodeksi Mevzuatin’da; “Besleyici degeri olsun veya
olmasin, tek basina gida olarak tiiketilmeyen ve gidanin karakteristik bileseni olarak
kullanilmayan, teknolojik bir ama¢ dogrultusunda {iretim, muamele, isleme,
hazirlama, ambalajlama, tasima veya depolama asamalarinda gidaya ilave edilmesi
sonucu kendisinin ya da yan iriinlerinin, dogrudan ya da dolayli olarak o gidanin

bileseni olmas1 beklenen maddeler” olarak tanimlanmaktadir (Anonim, 2013a).

Diger bir deyisle; tiikketime sunulan veya sunulacak olan gidalarin, gériiniim ve
lezzetlerini tiiketicinin arzu ettigi duruma getirmek, bozulmalarint 6nleyerek raf
Omriinii uzatmak amaciyla tiiketime sunulmadan 6nce bilingli ve belirli bir amag
dogrultusunda gidalara ilave edilen maddelere “Gida Katki Maddeleri” denilmektedir
(EFSA, 2008; Carocho vd., 2015).

Tiiketime sunulmadan once, gidalara bilingli ve amacgl olarak ilave edilen gida katki
maddeleri, hile amaciyla ve besin degerini ylikseltmek ic¢in kullanildiklarinda bu

tanimin disinda kalirlar (Cakmake1 ve Celik, 1995; Atli, 2010).

Gida maddesi terimi ise; tiitiin ve sadece ilag olarak kullanilanlar hari¢ olmak iizere,
ickiler ve sakizlar ile hazirlama ve isleme geregi kullanilan maddeler dahil insanlar

tarafindan yenilen ve icilen ham, yar1 veya tam islenmis her tiirlii maddeleri



kapsamaktadir (Anonim, 1997). Bu tanim; kontaminantlari, yani gidalara istenilmedigi
halde bulagan kimyasal maddeleri igermemektedir. Gida bulasanlari; bitki, hayvan ve
toprak kokenli yabanci maddeler, ila¢ kalintilari, metalik ve biyolojik bulagmalar,
insan sagligina zararl olan plastik madde, deterjan, dezenfektan ve radyoaktif madde

kalintilaridir (Boga ve Binokay, 2010).

2.2. Gida Katki Maddelerinin Tarihi

Gida katki maddelerinin kullanimi insanlik tarihi kadar eskilere dayanir. Insanoglunun
atesi bulup cevresindeki hammaddeleri pisirerek tiiketmeye basladigt donemde,
insanlar tarafindan kullanilan ilk dogal gida katki maddeleri; tuz, odun tiitsiisii ve
baharatlar olarak bilinmektedir (Altug, 2009). Milattan 6nce (MO) 3000-900
yillarinda; et {riinleri kiirleme amaciyla tuzlanmis, saklamak i¢in odun tiitsiisline
tutularak kurutulmus, peynir ise balmumu ile sivanarak uzun siire korunabilmistir
(Boga ve Binokay, 2010). MO 50°li yillarda baharatlardan lezzet verici olarak
yararlanilmig, gida boyalar1 ise glinlimiizden yaklagik 3500 yi1l kadar 6nce Misirlilar

tarafindan renklendirici olarak kullanilmiglardir (Atman, 2004; Erdem, 2014).

Orta ¢aglara gelindiginde, etlere koruyucu amagla tuz ve tiitsiiniin yani sira nitrat
katilarak, etin rengi olumlu yonde degistirilmis ve daha saglikli bir goriinti

kazandirilarak, bozulmasi 6nlenmistir (Altug, 1999; Mermer, 2007; Arslan, 2011).

19. ylizyilda ise, insan niifusunun artmasi, tiikketimin artmasina neden olmus ve iretilen
yeni gidalarda gida katki maddelerinin kullanimi hizla yaygmlagmistir. Katki
maddelerin ticari anlamda islem gormesine dair ilk kayit ise 1800’lerde kalsiyum
fosfatlarla olmustur. 1856 yilinda yapay boya maddelerinin iiretimi baslamistir.
Gilintimiizde, GKM olarak kullanim1 ¢ok yaygin olan benzoik asit, sodyum karbonat,
sakarin gibi maddeler de bu ylizyilda gidalara katilmaya baglanmistir. Bu nedenle, 19.
yiizyilda teknolojinin gelismesi, schirlesmenin hizlanmasi ve sanayilesmenin
baslamasiyla birlikte GKM’lerin kullaniminda artis goriilmiistiir (Arslan, 2011,
Akbulut, 2011; Bogar, 2012; Erdem, 2014)

20. yiizyillda gida tretiminin artmasi ile GKM’lerin kullanimi daha da artmistir.
Islenmis peynir yapiminda sitratlar, fosfatlar gibi emiilsifiye edici tuzlar kullanilmus,
emiilgatér kullanimi ile margarin yapimi giderek kolaylasmis, gidalarin duyusal

kalitesini gelistirmek amaciyla lezzet maddeleri ve lezzet/aroma artiricilardan
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yararlanilmaya baglanmistir (Y1lmaz, 2007; Erdem, 2014). Yine bu ylizyilda (1945-
1950’li yillar), GKM’ler hem ticari hem de endiistriyel olarak kullaniimaya
baslanmustir. Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization, WHO) 1956 yilinda,
43 iilkeyi kapsayan ve 114 yapay renk maddesi ile 50 dogal renk maddesini igeren bir
liste yayimlayarak katki maddesi kullanimina izin vermistir ve bdylece katki
maddelerinin gida sektoriinde uygulamaya alinmasina yol agmistir (Saldamli, 1998;
Celik, 2014)

Gliniimiizde ise, bilim ve teknolojinin ilerlemesi gida katki maddelerinde 6nemli
gelismelere yol acarak, katki maddelerinin liretim sektoriiniin vazgecilmezi haline
gelmesine olanak saglamis ve buna bagli olarak da bu maddelerin gidalarla ilgili
neredeyse her alanda kullanimi yaygmlasmistir (Yoriikk ve Danyer, 2016). Nitekim,
kullanim amaglarina gore gida katki maddelerinin gesitleri ve buna bagli olarak da
tiretimdeki sayilart artmistir (Dagoglu vd., 1995). 1900’1 yillarda 10 milyar dolar olan
bu pazarin 21. ylizyillda daha da biiyiidiigii goriilmektedir (Yurttagiil vd., 2005;
Mermer, 2007; Kaya, 2011; Bogar, 2012).

2.3. Gida Katki Maddelerinin Kullanim Amaclar1 ve Siniflandirilmasi

Gilintimiizde GKM’ler; gidanin besin degerini korumak, 6zgiin diyet ihtiyaci olanlar
icin 6zel gidalar tretmek, gidanin dayanikliligini artirarak raf omriinii uzatmak,
gidanin dokusal 6zelligini korumak ve gelistirmek, gidanin rengini ve lezzetini ¢ekici
hale getirmek ve korumak, gidada hastalik yapan zararli mikroorganizmalarin
gelisimini 6nlemek ve gidada cesitliligi artirmak amaciyla kullanilmaktadir (Erisik,

2012; Erdem, 2014).



GKM’leri kullanim amaglarina gore; 4 temel sinifa ayrabiliriz (Karaali, 2006;
Mermer, 2007; Yurttagiil ve Ayaz, 2008):

1. Kaliteyi Koruyarak Raf Omriinii Uzatanlar (Koruyucular)
e Antimikrobiyaller (nitrit, nitrat, benzoik asit, propiyonik asit, sorbik asit,
kiikiirt dioksit)
e Antioksidanlar (biitillendirilmis hidroksianisol (BHA), biitillendirilmis
hidroksitoluen (BHT), gallatlar)
2. Yapiy1 ve Hazirlama, Pisme Ozelligini Gelistirenler
e pH ayarlayicilar
e Topaklanmay1 dnleyenler (silikat, magnezyum oksit, magnezyum karbonat)
e Emiilsifiyerler (lesitin, mono ve digliseridler)
e Stabilizorler, kivam artiricilar, tatlandiricilar
e Mayalanmay1 saglayici ajanlar
e Nem ayarlayicilar
e Olgunlastiricilar
e Agarticilar, dolgu maddeleri, koplik ayarlayicilar, parlaticilar
3. Aromayi ve Rengi Gelistiriciler
e Cesni artiricilar (monosodyum glutamat (MSG))
e (esni vericiler (aroma maddeleri)
e Renklendiriciler (tartazin, indigotin...vb)
4. Besin Degerini Koruyucu, Gelistiriciler (besin 6geleri)
e Isleme sirasinda kaybolan besin dgelerini yerine koyma (B1, B2, niasin)

e Diyette eksik olabilecek besin 6gelerini ekleme (A, D vitaminleri)

2.4. "E" Kodlar:1 ve Gida Etiketleme

Gidalarda GKM’lerin kullanimuyla ilgili olarak, uluslararas1 Gida Kodeks Komisyonu
(Codex Alimentarius Commission, CAC) tarafindan Onerilen ilkeler Avrupa
Toplulugu (European Commision, EC) tarafindan da benimsenen ve yayinlanan bir

direktifle yiiriirlige girmistir. "E" kodlari, GKM’leri tanimlamak ve herhangi bir
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karigikliga yol agmamak i¢in kullanimina izin verilen maddelere verilen ve Avrupa
Birligi’nin (European Commision, EC) simgesi olarak "European” kelimesinin bas
harfi olan "E" harfi ile {i¢ veya dort rakamli sayidan olusturulmus kodlardir. Bu kodlar
Avrupa Birligi’nin bir alt komitesi olan "Scientific Committee on Food (SCF)"
tarafindan belirlenmektedir. Dogal veya sentetik olsun gida maddelerinde kullanilan
tim GKM’ler bu kodlama sisteminin i¢inde yer almaktadir (Saldamli, 1985; Boga ve
Binokay, 2010; Kiigtikoner, 2011; Erdem, 2014). E kodu verilen gida katki maddeleri,
Avrupa Birligi’nin ilgili saglik/gida otoritelerinin gerekli giivenlik testlerinden gegmis
ve bu maddelerin tiim spesifikasyonlar1 belirlenmistir. Bu bir giivenligin ve denetimin
ifadesidir (Arslan, 2011).

Ulkemizde, Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’nde, E kodlan ile belirtilen tiim katki
maddeleri gerek CAC gerekse EC listelerinde yer alan maddelerdir (Boga ve Binokay,
2010; Kiigiikoner, 2011; Erdem, 2014). Ancak, baz iilkeler tarafindan kullanimina
izin verilen katki maddeleri icin smirlamalar getirilmistir. Ornegin, listelerde izin
verildigi halde baz1 katki maddelerini Amerika, Avusturya, Avrupa kendi iilke sinirlar

icerisinde yasaklamiglardir (Anonim, 2013b).

Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’nde ¢esitli amaclarla kullanilan yaklasik 370 gida
katk1 maddesi yer alirken, aroma madelerinin sayis1 1700 civarindadir. Aroma
maddeleri ¢ok genis bir grubu kapsadigr i¢cin bu maddelere E kodu verilmemistir
(Yurttagiil ve Ayaz, 2008; Boga ve Binokay, 2010; Tirker, 2011). Ayrica, halen
kullanilmakta iken zararli oldugu ortaya ¢ikan katki maddeleri iptal edilirken yeni
katki maddeleri de ilave edilebilmektedir. Bu nedenle, E kodu alan katki maddelerinin
sayist siirekli degigsmektedir (Anonim, 2008; Ekici vd., 2008). Bir maddenin E koduna
sahip olmasi, direkt olarak zararli veya zararsiz oldugu hakkinda bilgi vermez. Ancak,
E kodu olmayanlara gore bir olumlu &zellik olarak degerlendirilebilir (Anonim,
2018a).



Cizelge 2.1 GKM’lerin temel islevlerine gore E kodlart ile siniflandiriimasi
(Kiiciikdner, 2011).

E Kodlan Gida Katki Gruplan

E 100-199 Renklendiriciler

E 200-299 Koruyucular, Antimikrobiyaller
E 300-399 Antioksidanlar, Fosfatlar

E 400-499 Kivam artiricilar, Emiilgatorler, Stabilizorler, Nem Tutucular
E 500-599 Incelticiler, Tuzlar

E 600-699 Lezzet Artiricilar

E 900-999 Tatlandiricilar, Yiizey Kaplama Ajanlari, Gazlar

E 1000-1399 Degisik Katkilar

E 1400-1499 Modifiye Nisastalar

Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’ne gore, gida etiketinde igindekiler kisminda, besine
katilmis olan katki maddesinin fonksiyonu ile birlikte ad1 veya E kodunun yazilmasi
zorunludur (Yurdagiil, 2006). E kodlari, gida etiketlerinde; E 621: MSG, E 102:
Tartrazin, E 330: Sitrik asit seklinde belirtilmektedir (Atman, 2004).

E kodunun yani sira, uluslararasi gegerliligi olan INS (The International Numbering
System) veya CAS (Chemical Abstract Service) numarasi gibi daha genel
numaralandirma sistemleri de vardir (Giiltekin, 2014b; Cayiroglu, 2015).

Yakinda numaralar ayn1 kalmak sartiyla, E harfi yerine, INS harflerinin getirilecegi

calismalar ise devam etmektedir.

2.5. Gida Katki Maddelerinin Saghk Uzerine Etkileri

Gelisen teknoloji ile birlikte GKM’lerin daha yaygin kullanilmasi beraberinde bu
maddelerin saglik iizerine olan etkileri hakkinda bazi sorular1 akla getirmistir (Kaya,
2011). GKM’lerin gida endiistrisine sagladig1 avantajlara ragmen, her giin onlarca
farkli1 GKM ve gidalara disaridan bulasan diger kimyasal maddelerin etkisine maruz
kalan tiiketiciler, GKM’lerin sagliga zararli oldugu fikrini tasimaktadirlar. Tiiketicinin
bu diisiincesine sebep olan faktorlerden baslicalari; kotii kalitede veya bozulmus

giday1 maskeleme, gidalar1 hatali isleme, taklit gida yapimu, {irlinlin besleyici degerini
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azaltma, istenilen etkiyi olusturacak teknik miktardan fazla kullanma, isleme ve
ambalaj tekniklerine uymamadir (Boga ve Binokay, 2010; Yurttagiin, 2010). Ayrica,
yapilan c¢alismalarda bu maddelerin saglik tizerindeki olumsuz etkileri direkt olarak
kullanim miktariyla iliskilendirilmis ve buna bagli olarak, GKM’lerin yaygin
kullanimimin &zellikle bu maddelere karsi duyarli kisilerde olumsuz etkiler
olusturabilecegi ve ¢esitli kronik hastaliklarin gelisimine zemin hazirlayacagi
konusunda toplumda ve bilim insanlarinda duyarlilik gelismistir (Kaya, 2011).
Avrupa’da niifusun %0,03-0,1’inin GKM’lere kars1 duyarli olabilecegi saptanmistir
(Calisir ve Caliskan, 2003).

Kullanimina izin verilen katki maddelerinin denetiminde degerlendirilmesi gereken en
onemli hususlar; bu maddelerin gida safliginda olmalari, gidalarda izin verilen sinir1
agsmamalar1 ve insan sagligina olan etkilerinin tespit edilmis olmasidir. Ayrica, gerek
katki maddeleri kullaniminda, gerekse gida tiiketiminde Toksikoloji biliminin
onciilerinden Paracelcus (1493- 1541)’un "Her madde toksindir, ancak toksin ile ilaci

birbirinden ayiran dozdur" ifadesi de unutulmamalidir (Kaya, 2011; Erdem, 2014).

GKM’ler tavsiye edilen dozlardan daha yiiksek miktarlarda kullanildiklar1 zaman
toksik etkileri ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle, giinimiizde GKM’lerin toksikolojik
degerlendirmeleri, uluslararast boyutta ele alinmakta olup, s6z konusu
degerlendirmelerde akut, genetik ve farmakokinetik ¢aligmalara yer verilmektedir
(Akbulut, 2011; Erdem 2014). Toksik ve karsinojenik olarak degerlendirilen
GKM’lerin kullanimi yasalarla engellenmektedir (Kaya, 2011). Ancak, GKM’ler
sagliga zarar vermeyecek dozlarda kullanilsalar bile, bir siire sonra bu maddelerin
viicutta birikerek zararli miktarlara ulagabilecegi ve insan sagligini dogrudan ya da
dolayl1 olarak tehtit edebilecegi gz ardi edilmemelidir (Sarikaya ve Solak, 2003; Lino
ve Pena, 2010; Giizel, 2013; Yiizbasioglu vd., 2014). Ayrica, GKM’ler es zamanl
alindiklar1 baz1 durumlarda birbirlerinin etkilerini artirip azaltabilirler. Ozellikle iki
katki maddesi ayni hedef organi etkiliyorsa ve uzun siire aliniyorsa bu etki daha

belirgin olabilir (Groten, 2000; Y6riik ve Danyer, 2016).

GKM'’lerin, ADI degerleri asildiginda ortaya cikabilecek rahatsizliklar i¢inde en sik
goriilenleri; egzama, astim, bas agrisi, kusma, intolerans, alerjik kasintilar, gastrik
rahatsizliklar, ishal, titreme, zayiflik, DNA lezyonu, {ireme sisteminde olumsuz etkiler,
teratojenik ve mutajenik etkiler, hemoglobin yikimi, merkezi sinir sisteminde geri
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dontisii olmayan hasarlar ve 6zellikle ¢ocuklarda goriilen hiperaktivite ile 6grenme
bozuklugudur (Pollock ve Warner, 1990; Calisir ve Caliskan, 2003; Edu ve Gaceu,
2010).

2.6. Calismada Kullanilan Gida Katki Maddeleri

Calisma kapsaminda bes farkli GKM kullanilmigtir. Bunlar; gida koruyucu
maddelerinden Benzoik asit ve Sodyum nitrat; gida boyalarindan ise Allura red,

Tartrazin ve Sunset yellow’dur.

2.6.1. Koruyucu Gida Katki Maddeleri (Antimikrobiyaller)

GKM'’ler igerisinde, yaygin bir sekilde kullanilan koruyucu maddeler, gidalarda
istenmeyen ancak herhangi bir nedenle bulunabilen bakteri, kiif ve mayalari, patojen
olan veya olmayan her tiirlii mikroorganizmay1 ortamdan yok etmek, cogalmasini veya
faaliyetlerini 6nlemek i¢in gidalara katilirlar (Surekha ve Reddy, 2000; Kiigiikoner,
2006; Altug, 2009; Giizel, 2013).

Tirk Gida Kodeksi’'nde ise; “Gidalari, mikroorganizmalarin sebep oldugu
bozulmalara ve/veya patojen mikroorganizmalarin gelismelerine kars1 koruyarak raf

Omiirlerinin uzatilmasimi saglayan maddeler” olarak tanimlanmaktadir (Anonim,

2013a).

Koruyucu katki maddelerinin antimikrobiyal 6zellikleri; maddenin antimikrobiyal
spektrumu, kimyasal ve fiziksel Ozellikleri, konsantrasyonu, etki sekli, gidanin
bilesimi, islem sartlari, pH ve depolama sicakligi gibi faktorlere baghdir. Bu
faktorlerin yan1 sira lipitler, proteinler, mineraller ve diger gida bilesenleri de
antimikrobiyal etkinligini  biliyiilk oranda degistirebilmekte ve gidalarda
uygulanabilirligi olumsuz etkileyebilmektedir. Koruyucularin uygulanmasi sirasinda
gidalarin igerigi, mikroorganizma tipleri ve miktarlari, gidanin 6zellikleri, iyi liretim
ve hijyen kosullar1 dikkate alinmas1 gereken diger 6nemli noktalardir (Giizel, 2013;

Cotra, 2016).

Antimikrobiyallerin etkisi, cogalmay1 durdurucu veya oldiiriicii olabilir. Koruyucu
madde katkis1 ile mikroorganizma 6liimii; genetik yapilarin, protein sentezinin, enzim
sisteminin ve hiicre duvarlarinin etkilenmesi seklinde goriilmektedir (Arslan, 2011;
Cotra, 2016).
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Gida endiistrisinde en yaygin olarak kullanilan koruyucu gida katki maddeleri, nitrat
ve nitrit bilesikleri, nisin, benzoik asit ve tuzlar, kiikiirtdioksit ve gesitli siilfitler,
sorbik asit ve tuzlari, propiyonik asit ve tuzlari, asetik asit ve asetatlar gibi bazi

antimikrobiyallerdir (Koyuncu, 2006; Kiigiikoner, 2006; Oztiirkcan ve Acar, 2017).

2.6.1.1. Benzoik Asit (E 210)

Benzoik asit; cesitli Asya kokenli agaglar tarafindan salgilanan bir reginedir (Giizel,
2013). ilk kesfi 16. yiizyilda olmustur. Benzoin reginesinden kuru damitma islemiyle
elde edilmesi ise, 1556 yilinda, eczaci Michel de Nostredame tarafindan
gerceklestirilmigtir. 1832°de Justus von Liebig ve Friedrich Wohler benzoik asit’in
kimyasal yapisini belirlemislerdir. 1875’te ise, Salkowski benzoik asit’in mayalara ve
kiiflere kars1 etkisini kesfetmistir (Glingor, 2010; Cotra, 2016). Benzoik asit, gidalarda
kullanilmast i¢in yasal olarak izin verilen ilk kimyasal koruyucular arasindadir
(Ogbadu, 1999; Giizel, 2013) ve giiniimiizde gidalarda en yaygin olarak kullanilan
antimikrobiyal gida katki maddelerindendir (Oztiirkcan ve Acar, 2017). Her yil
yaklagik olarak 638000 ton benzoik asit tiretimi yapilmaktadir (WHO, 2000; Giizel,
2013).

Benzoik asit, beyaz renkli, igne veya yaprak¢ik goriiniimiinde, benzen halkasi igeren,
buharda u¢ma 6zelligine sahip bir bilesiktir (Ugar, 2004; Arslan, 2011). Gidalarda
sentetik olarak kullanilmasina ragmen, yaban mersini, kuru erik, kizilcik, karanfil,
tar¢in, Kimyon, anason ve yogurt gibi bazi1 gidalarda diisiik miktarlarda dogal olarak
da bulunabilmektedir (Bilau vd., 2008; Arslan, 2011; Giizel, 2013).

Cizelge 2.2 Benzoik asit’in kimyasal 6zellikleri (Giizel, 2013)

Molekiil formiilii C7H602
Molekiil Agirhig 122,12 g mol*
Fiziksel Goriiniis Beyaz, kristal toz
Erime Noktast 122,4 °C
Kaynama Noktasi 2492 °C

Suda Coziiniirliigii (20 °C) 29 g/L
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Sekil 2.1 Benzoik asit’in kimyasal yapis1 (Anonim, 2014)

Benzoik asit, gidalarda daha ¢ok sodyum tuzu halinde (sodyum benzoat)
kullanilmaktadir (Chayabutra ve Ju, 2000; Fish vd., 2000; Koyuncu, 2006; Arslan,
2011; Giizel, 2013). Sodyum benzoat’in yaygin olarak kullanilmasinin sebebi; benzoik
asit’in sudaki ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmasidir (Yildiz, 2010; Oztiirkcan ve Acar,
2017). Buna karsin benzoik asit; alkol, eter, kloroform, benzen, karbon disiilfit ve
karbon tetraklorid gibi ¢oziiciiler igerisinde yiiksek oranda ¢oziinebilen ve kolay

tutusma 6zelligi olan bir maddedir (Giingor, 2010; Cotra, 2016).

O COO-Na*
+ NaOH —>

Benzoik asit Sodyum Benzoat
(Suda ¢oziinmez) (Suda ¢oziiniir)

Sekil 2.2 Benzoik asit ve Sodyum benzoat’in kimyasal yapisi (Anonim, 2016)

Benzoik asit’in Koruyucu olarak tanimlanmasina, antimikrobiyal olmasinin yani sira
diisiik toksisitesi ve renksiz olusu da katki saglamaktadir (Ogbadu, 1999).
Antimikrobiyal etkinligi kiif ve mayalar {izerinde fazladir, fakat bakterilere karsi
kullanilmasi pek tavsiye edilmez. Ciinkii, bakteri gelisiminin yiiksek oldugu 4,5’in
tizerindeki pH degerleri, benzoik asit’in etki mekanizmasini azaltir (Robach, 1980;
Baker vd., 1988; Oztiirkcan ve Acar, 2017). Benzoik asit’in mikroorganizmalari
inhibe ettigi uygun pH sinirlar1 2,5-4,0 arasinda degisen asidik bir pH’dir (Chichester
ve Tanner, 1972; Saldamli, 1985).

2.6.1.2. Benzoik Asit’in Kullamldig1 Alanlar ve Saghk Uzerine Etkileri
Benzoik asit ve benzoik asit’ten iiretilen maddeler; kimya endiistrisi, tarim sektori,

ilag endiistrisi ve bir¢ok gida tirlinlerinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Y1lmaz
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vd., 2009). Gida endiistrisinde en ¢ok meyve suyu, marmelat, margarin, regel, gazl
icecekler, tursular, soslar, ket¢ap, jole ve benzeri iiriinlerde bulunur ve ilave edildigi
gidanin tadim etkiler (Fish vd., 2000; Chayabutra ve Ju, 2000; Kahraman ve Gegkil,
2005).

Gida Katkilart Uzman Komitesi (JECFA) tarafindan, benzoik asit ve benzoatlarin ADI
degerleri 0—5 mg/kg viicut agirligi/giin olarak belirlenmistir (Giizel, 2013). Avrupa
Komisyonu (EC)’nun benzoik asit ve sodyum benzoat i¢in verdigi kullanim limiti ise,

%0,015-0,5 arasindadir (Ugar, 2004; Cotra, 2016).

Ulkeler aras1 beslenme sekline gore, benzoik asit ve tuzlarmin alim kaynaklari
degisebilmektedir. Ornegin, Cin’de benzoik asit ve tuzlarmin temel kaynagini soslar

olusturmaktadir (Giizel, 2013).

ABD (Amerika Birlesik Devletleri)’de gida endiistrisinde, benzoik asit ve sodyum
tuzlarinin yasalar gercevesinde kullanilmasi serbest birakilmigtir. Buna karsin, en
yiikksek kullanim miktart %0,1‘1 ge¢meyecek sekilde sinirlandirilmistir. Diger
iilkelerde de bu maddenin gida katkis1 olarak kullanilmasina izin verilmektedir.
Genellikle ongoriilen miktar %0,2-0,3 arasinda olup, yalnizca Fransa’da peynir

mayasinda kullanilmaktadir (Arslan, 2011; Cotra, 2016).

Ulkemizde ise, benzoik asit ve tuzlarmin gidalarda kullanimi ve sinir degerleri Tiirk
Gida Kodeksi’nde belirtilmektedir. Kodeks’de, benzoik asit’in kullanimina izin
verilen en yiiksek degerler farkli gida maddeleri igin, 500-2000 mg/kg veya mg/L
araliginda belirtilmektedir. Geleneksel regellerde ise benzoik asit kullanilmasina izin

verilmemektedir (Anonim, 2013a).

Benzoik asit viicutta hizli bir metabolizma faaliyeti icerisinde islem gorerek viicut
tarafindan atilmakta ve boylece dokularda birikim gostermemektedir (Saldamli, 1985).
Bu nedenle, gidalarda kullanimi olduk¢a yaygin olmakta ve genellikle giivenli kabul
edilen maddeler (Generally Recognized As Safe, GRAS) listesinde yer almaktadir.
Fakat, yapilan ¢aligmalarda benzoik asit’in duyarl kisilerde diisiik dozlarda bile beyin
zedelenmesi, asir1 duyarlilik, kilo kaybi, astim ve sinirsel bozuklugun tetiklenmesi,
cocuklarda hiperaktivite ve iirtiker, deride kizariklik, sislik, kasint1 ve agr1, dstrojen
hormonlarini artirarak hormon dengesinin bozulmasi ve tiimor olusumu gibi yan

etkilerinin oldugu belirlenmistir (Wibbertmann vd., 2000; Deshpande, 2002; Omaye,
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2004; Qi vd., 2009; Erkmen, 2010; Ozpmar vd., 2013). Ayrica, insanlarda,
cocukluktaki hiperaktivite ile baglantili olarak, tat hiicrelerinin trigeminal
innervasyonunu uyardigi ve agiz bolgesinde karincalanma ve deri ile temasinda gegici
bir irritasyona ve kasintiya neden oldugu da bilinmektedir (Otero-Loseda, 2003;
Zengin vd., 2011; Gtizel, 2013).

2.6.1.3. Benzoik Asit ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

Sasaki vd. (2002) mide, idrar kesesi, beyin, karaciger, bobrek, akciger, kolon, kemik
iligi gibi fare organlarinda benzoik asit ve tuzlarinin genotoksik etkilerini comet test
yontemi ile arastirmiglardir. Arastiricilar, benzoik asit ve tuzlarinin calisilan fare

organlarinda DNA hasarina yol agtigini belirlemislerdir.

Kaboglu ve Aktag¢ (2002) benzoik asit’in fare karacigerinde nekrotik degisikliklere

sebep oldugunu belirlemislerdir.

Ozdemir (2006) yaptig1 calismada, benzoik asit’in iki farkli dozda mutajenik etkisini
incelemistir. Sonug olarak, benzoik asit’in 0,1 mg/mL ve 0,3 mg/mL’lik dozlar1 ile
kontrol grubu arasindaki farkliligin anlamli olmadigini, fakat bu iki doz kendi iginde

degerlendirildiginde anlamli bir farkliligin gozlendigini bildirmistir.

Yilmaz vd. (2008) kiiltiire alinmis insan periferal lenfositlerinde benzoik asit’in
etkisini incelemistir. Sonug olarak; benzoik asit’in 50, 100, 200 ve 500 pg/mL
konsantrasyonlarinda; kromozomal anormallik, kardes kromatid degisimi ve primer
DNA hasarint hemen hemen tiim dozlarda kontrole gore anlamli oranda artirdigini

saptamislardir.

Karakahya ve Koca (2016) yaptiklar1 bir ¢alismada, sodyum benzoati farkli doz ve
stirelerde gelismekte olan tavuk karacigerine uygulamiglar ve sonug olarak sodyum
benzoatin, kullanilan doz ve siireye bagli olarak embriyolarin toplam agirliklarinda

anlaml1 bir azalmaya sebep oldugunu belirlemislerdir.

Benzoik asit ve sorbik asitle ilgili olarak WHO 1997 raporunda, yiiksek dozda benzoik
asit verilen deney hayvanlari ve insanlarda metabolik asidosiz, konviilsiyon ve
hyperpnoea gozlendigini ve birkag calismada benzoatlarin insanlarda alerjik

reaksiyonlara yol agtigini belirtmistir (Cakir, 2011).
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Yentiir ve Bayhan’in (1990) yaptig1 bir ¢alismada, Ankara piyasasindan saglanan sos,
ketcap, mayonez, regel ve peynir numunelerinde sorbik asit ve benzoik asit
miktarlarinin  izin verilen maksimum siirin  altinda oldugu; meyve suyu

numunelerinde ise izin verilen maksimum miktarin asildig1 tespit edilmistir.

Bagka bir calismada, Tiirkiye piyasasinda satisa sunulan farkli firmalara ait salga,
yogurt, meyve suyu, cikolata, hazir ¢orba ve cipsten olusan toplam 109 adet gida
tirtiniinde benzoik asit ve sorbik asit varliginin tespiti i¢in analiz yapilmistir. Tiirk Gida
Kodeksi’ne gore analizi yapilan tiriinlerde koruyucu madde kullanim1 yasak olmasina
ragmen; 11 adet hazir ¢orba Orneginden 3’linde benzoik asit, 20 adet c¢ikolata
orneginden 1°‘inde benzoik asit, 23 adet meyve suyu 6rneginden 1’inde benzoik asit,
21 adet yogurt 6rneginden 2’sinde sorbik asit ve 20 tanesinde benzoik asit, 23 adet
salca orneginden 3’linde sorbik asit ve 6’sinda benzoik asit olmak tizere 6 farkli iirlin
grubundaki 5 farkli iirlin grubunda benzoik ve sorbik asit varlig1 tespit edilmistir
(Glizel, 2013).

Petkovic vd. (2009) tarafindan Sirbistan’da 853 alkolsiiz igecek tizerinde yapilan bir
caligmada ise, kullanilan koruyucu madde miktarlarinin saglik agisindan giivenli olup
olmadigr arastirilmistir. Calismada sodyum benzoat ve potasyum sorbat kullanim
miktarlar1 yoniinden, iceceklerin %8,8’inin saglik agisindan giivenilir olmadigi tespit

edilmistir.
2.6.1.4. Sodyum Nitrat (E 251)

Nitrat ve nitrit tuzlari, normal tuz ile birlikte asirlardir et ve balik Uriinlerinin
kiirlenmesinde ve bazi peynirlerin yapiminda kullanilmaktadir (Wirth, 1986; Ekici vd.,
2008; Sancak vd., 2008).

Giiniimiizde nitrat ve nitritler; dogal olarak, bazi yesil yaprakli bitkiler ve sularda
bulunurken, yapay katki maddesi olarak sosis, salam, sucuk, hazir et yemekleri,
tiitsiilenmis balik ve tuzlanmis biftek gibi tirtinlerde de bulunurlar (Goékalp, 1983). Bu
nedenle, insanlar igin baslica nitrat ve nitrit kaynaklari; islenmis et tirtinleri, siit ve siit
tiriinleri, lahana, 1spanak gibi sebze cesitleri ve bazi igme veya kullanma sular1 olarak
siralanabilir (Sanli ve Kaya, 1998). Sebze tiiketimi fazla olan kisiler i¢in en 6nemli
nitrat ve nitrit kaynagi yesil yaprakli bitkilerden ispanak ve marul iken sebze tiiketimi

az olan kisiler i¢in ana kaynak su olmaktadir (Russell ve Gould, 2003; Kaya, 2011).
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Nitrat’in sodyum tuzu olan, sodyum nitrat (NaNO3); gidalarda (6zellikle et, et tiriinleri
ve baliklarda) karakteristik lezzet, dogal rengin korunmasi ve antimikrobiyal &zelligi
nedeniyle kullanilan koruyucu gida katki maddelerinden biridir (Erkmen, 2010;
Arslan, 2011).

Cizelge 2.3 Sodyum nitrat’in kimyasal 6zellikleri (www.makrokim.com)

Molekiil formiilii NaNOs
Molekiil Agirlig 84,9947 g mol*
Fiziksel Goriiniis Beyaz toz seklinde renksiz kristal
Erime Noktast 308 °C
Kaynama Noktast 380 °C
Suda Coziiniirliigii (25 °C) 91,2 /100 mL
o

N~
+Na'O/ \\\O

Sekil 2.3 Sodyum nitrat’in kimyasal formilii (Trivedi vd., 2015)
2.6.1.5. Sodyum Nitrat’in Kullanildig: Alanlar ve Saghk Uzerine Etkileri

Gidalarda hem koruyucu hem de renklendirici ve lezzet artirici olarak kullanilan
sodyum nitrat’in; tarim, insaat ve seramik gibi sektorlerde de kullanimi oldukca
yaygindir. Hatta patlayict madde (havai fisek, barut gibi) yapiminda bile kullanildig:

bilinmektedir (www.sodyum.gen.tr).

Temel bir gida katki maddesi olan nitrat, ¢cogunlukla sodyum tuzu halinde uzun
olgunlagma siiresine sahip, dogal veya organik islenmis et iiriinlerinin kiirlenmesinde
kullanilmaktadir (Sindelar ve Milkowski, 2011; Turp ve Sucu, 2016). Ciinkii, bu katki
maddesi et tirlinlerinde kirmizi rengin korunmasini saglar, lipitlerin oksidasyonunu
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onleyerek oksidatif stabiliteye katkida bulunur (boylelikle tat ve lezzet bozulmasinin
Oniine gegilmis olur) ve Clostridium botulinum gibi patojenlerin tizerinde inhibitor etki
gostererek halk sagligimi korur (Gray vd., 1981; Morries ve Tichivangona, 1985;
Gokalp vd., 1987; O’Boyle vd.,1990; Sancak vd., 2008).

Nitrat iyonlar1 dogrudan toksik etkiye sahip degildir (Bories ve Bories, 1995; Ozdestan
ve Uren, 2010). Ancak, nitratlarm organizmada ve gidalarda, nitrite indirgenmesi
nedeniyle sagligi olumsuz etkileme riski goz onitinde bulundurulmalidir (SCF, 1995).
Ciinkii yapilan ¢alismalarda, besinlerle birlikte alinan nitrat’in, bakteriyel nitrat
rediiktaz aktivitesi vasitasiyla nitrit’e indirgenebildigi ve nitrit’in ise, insanlarda ve
hayvanlarda tiimér olusumunu indiikleyen nitrozamin bilesiklerinin dncii maddesi
olmasi sebebiyle; karaciger, akciger, bobrek, girtlak, mide ve pankreas kanserlerinin
olusumunda rol oynadigi belirtilmistir (Omaye; 2004; Erkmen ve Bozoglu, 2008;
Erkmen, 2010; Aschebrook vd., 2011). Ayrica, diyetle alinan nitrat’in, nitrit’e
indirgenmesi veya diyetle fazla alinan nitritin dolasima ge¢mesiyle birlikte, nitritler
kanda hemoglobinle birleserek methemoglobin (MHDb) olusturmakta ve kanin oksijen
tagima Kapasitesini diistirmektedir. Bunun sonucunda da bir eritrosit formu hastaligi
olan “Methemoglobinemi” meydana gelmektedir (Ozgelik, 1982; Bayraktar, 1998;
Oru¢ ve Ceylan, 2001; Palamutoglu ve Saricoban, 2017). Ozellikle bebeklerde,
MHb’ye bagli olumsuzluklar genellikle bebegin hazir mama ile beslendigi ve
mamanin nitrat igeren su ile hazirlandigr durumlarda goriilmektedir (Shearer vd.,
1972; Omaye, 2004; Erkmen, 2010). Bu nedenle, Avrupa’da infantlarda
methemoglobinemi gelisim riskine karsi sudaki nitrat konsantrasyonu 50 mg/L ile
sabitlenmistir (Russell ve Gould, 2003). Ozellikle, cocuk ve gebelerin nitrat ve nitrit

iceren gidalardan uzak tutulmalar1 gerekmektedir (Erkmen, 2010).

Yapilan ¢aligmalarda, nitrat ve nitritlerin tiim bu olumsuzluklarinin yaninda, nefes
daralmasi, bas donmesi, hipotansiyon ve dolasim kollapsina da neden olabildikleri
belirtilmistir (Omaye; 2004; Erkmen, 2010).

Gidalarda nitrit ve nitrat kullanimi, Belgika, Fransa, Bat1 Almanya, Irlanda, Italya,

Ingiltere, Hollanda, Avusturya, Finlandiya, Liikksemburg, Isve¢, Norveg, Danimarka

ve Isvigre gibi Avrupa iilkeleri ile Japonya, Kanada, Amerika ve Tiirkiye gibi iilkelerde

yasallastirnllmistir (Sanli ve Kaya, 1998; Erkmen, 2010; Kaya, 2011). Ancak, dogal

olarak bazi yesil yaprakli bitkiler ve sularda da bulundugu i¢in, 1995 yilinda, JECFA
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nitrat ve nitrit i¢in, ADI degerlerini belirlerken, yalnizca katkidan gelen miktarlar
olarak degil dogal olarak alinan nitrit ve nitrat iyonlarmi da dikkate alarak
belirlemistir. Ciinkii, sularda ve sebzelerde yiiksek miktarda nitrat bulunmasi bir¢ok
gelismis ve gelismekte olan lilke i¢in ciddi bir halk saglig1 sorunu haline gelmistir.
Ozellikle baz1 Avrupa iilkelerinde 75 mg/L nin altinda nitrat iceren su kaynag: bulmak
imkansiz hale gelmistir (Arslan, 2011). Amerika Birlesik Devletleri’nde ise, yetiskin
bir insanin giinde ortalama 75 mg nitrat aldigi kabul edilmekte; bu miktarin %85’inin

yesil yaprakli sebzelerden geldigi belirtilmektedir (Russell ve Gould, 2003).

JECFA’nin yetiskinler i¢in 6nerdigi maksimum giinliik alim miktar1 (ADI) nitrat i¢in
0- 3,7 mg/kg; sodyum nitrat i¢in 0-5 mg/kg; nitrit i¢in 0,06 mg/ kg; sodyum nitrit igin
ise 0,09 mg/kg’dir. Buna gore, 60 kg agirligindaki bir yetiskin i¢in giinliikk alinmasi
gereken nitrat ve nitrit miktar1 sirasiyla 222 ve 3,6 mg diizeyini ge¢memelidir
(Thomson ve Swallow, 2004; Letha vd., 2008; Cakmak vd., 2009; FAO, 2011).

Ulkemizde ise, nitrat kullanimi yasal diizenlemeler ile 6nemli 6lgiide kisitlanmstir. Et
ve et lirinleri igin kullanimina izin verilen nitrit miktari, 1s1l islem uygulanmis et
tiriinlerinde 125 mg/kg, nitrat miktar1 da fermente iirinlerde 500 mg/kg, 1s1l islem
uygulananlarda 300 mg/kg olarak belirtilmektedir. Kalint1 nitrat ve nitrit miktar1 ise
150 mg/kg’dan fazla olmamalidir (Anonim, 2013a; Oztiirkcan ve Acar, 2017).

Boylece, iilkelere gore farklilik gostererek islenmis et triinlerine 500 ppm (mg/kg)
dolaymda sodyum nitrat veya 200 ppm kadar sodyum nitrit ya da esdegeri bilesiklerin
katilmasi standart haline gelmistir (Sanl ve Kaya, 1998; Kaya, 2011).

2.6.1.6. Sodyum Nitrat ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

Spiegelhalder vd. (1976) nitrit’in insan viicudunda 6zel bir mekanizmasinin oldugunu
tespit etmislerdir. Buna gore nitrit; agiza alindiginda hizlica emilmekte ve
aciklanamayan bir mekanizma ile tiikiiriik bezlerinde %25 konsantrasyona ¢ikarak,
plazmanin 10 katina ulagsmaktadir. Boylece, tiikiiriikte yiiksek miktarlara ulasan nitrit,
normal midede asidifiye edilerek, karsinojen etkisi oldugu diisiiniilen nitrozaminin

potansiyel kaynagi olan nitrous aside doniistiiriilmektedir.

Farelerle yapilan bir ¢alismada, bir grup fare hayatlar1 boyunca 5000 mg/kg nitrit

(NaNOy) ile kiirlenmis et ile beslenmistir. Arastirma siiresince hayvanlada herhangi
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bir kronik zehirlenme, kanserojenik veya teratojenik durum meydana gelmemistir
(Tannenbaum, 1976).

Mohler ve El-Refai (1981) yaptiklari c¢alismada, musir silajinda 10-100 mg/kg
degerleri arasinda nitrozamin olustugunu, ancak bu silajin yedirildigi hayvanlarin

stitlerinde nitrozamin olmadigini tespit etmiglerdir.

Sanli ve Kaya (1988) Ankara piyasasindan saglanan salam, sosis, sucuk ve pastirma
gibi islenmis et Uriinlerinde nitrat ve nitrit igeriginin arastirilmasi ve bdyle tirtinlerden
dogabilecek toksisite ve kanserojenik etki risklerinin degerlendirilmesi amaciyla
yaptiklar1 ¢aligmada, Ankara piyasasindan saglanan islenmis et {irlinii 6rneklerinin
hepsinde insan sagligi acisindan sakincali kabul edilebilen diizeylerde nitrat ve nitrit

varligini saptanmislardir.

Soyutemiz ve Ozenir (1996) Bursa’da yaptiklar bir arastirmada, sucuklarin %28’inin,
salamlarin %60’ 1nin, sosislerin %66,6’sinin, pastirma Orneklerinin  %26,6’simnin

limitlerin tizerinde kalint1 nitrat ve nitrit igerdigini tespit etmislerdir.

Yalgin vd. (2012) tarafindan Mersin ilinde yapilan arastirmada, yerel marketlerden
rastgele toplanan 50 adet sucuk, salam ve sosis tiriiniinde kalinti nitrat ve nitrit diizeyi
belirlenmeye calisilmis ve toplanan numuneler igerisindeki kalinti nitrat ve nitrit
degerlerinin, Tiirk Gida Kodeksi’nde belirtilen limit degerlerinin altinda oldugu

bulunmustur.

Sezer vd. (2013) Kars ilindeki marketlerde satisa sunulan, farkli firmalara ait 15 adet
salam ve 11 adet sosis 6rneklerinin kalint1 nitrat ve nitrit diizeyleri ile yag igeriklerini
aragtirmiglardir. Arastirma sonucunda, orneklerin 9 tanesinin (%34,6) Tirk Gida
Kodeksi’nde izin verilen limitlerden daha fazla kalint1 nitrat icerdigi tespit edilirken,

25 tanesinin (%96) ise, limitlerden fazla kalinti nitrit igerdigi belirlenmistir.
2.6.2. Gida Boyalar:1 (Renklendiriciler)

GKM’lerin o6nemli bir grubu olan renklendiriciler, Tirk Gida Kodeks
Yonetmeligi’nde; “Gidalara renk veren veya rengini geri kazandiran, gidalarin dogal
bilesenlerini ve genel olarak oldugu gibi gida olarak tiiketilmeyen dogal kaynaklar:
iceren ve genellikle gidanin karakteristik bir bileseni olarak kullanilmayan maddeler

ve ayrica; Gida maddelerinden ve diger yenilebilir dogal kaynaklardan fiziksel
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ve/veya kimyasal ekstraksiyonla elde edilen diger besleyici veya aromatik
bilesenleri icermeyecek sekilde pigmentlerin selektif ekstraksiyonuyla olusturulan

preparatlar” olarak tanimlanmaktadir (Anonim, 2013a).

Gidanin albenisini artiran 6zelligi rengidir. Ciinkii, tiiketici tarafindan fark edilen ilk duyusal
kalite belirteci gidanin rengi olmaktadir. Bu nedenle, gidanin kalite ve aromasi renkle
yakindan iligkilidir (Amerind vd., 1965; Ding, 2007). Hemen hemen her gida maddesi i¢in
alisilmig bir renk istenmektedir. Fakat, teknolojik islemlerden ge¢mis gida maddelerinde
renk kaybi1 mutlaka olmaktadir. Bu nedenle, modern gida endiistrisi acgisindan gida
maddelerini ¢ekici hale getirmek ve gidalarin albenisini artirmak i¢in gidalar1 renklendirme
gereksinimi ortaya ¢ikmis ve gida boyalarmm kullanimi yayginlasmistir (Karaali ve
Ozgelik, 1993; Cakmake1 ve Celik, 1995; Ding, 2007).

Renklendirici katki maddeleri gida endiistrisinde ¢esitli amaglarla kullanilirlar. Bunlar;
gidalarda mevcut rengi koruyarak, artirarak veya modifiye ederek istenilen rengi
saglamak, renk degisimini veya bozulmasini kontrol ederek goriiniisii standart kilmak,
lezzet degerini artirmak, siisleyici 6zellik kazandirmak ve yeni tirlinler olusturmaktir.
Ancak tiim bunlar1 yaparken, kullanilan renk maddeleri diisiik kaliteyi yiikseltmek ve
tiiketiciyi yaniltmak i¢in kullanilmamali ve sagliga zararli olmamalidir. Bu ve benzeri
amaglarla olan kullanimlar, yasal diizenlemelerle kontrol altina alinmistir (Yentiir vd.,

1996; Giil, 2004, Sarikaya vd., 2010).

Renk verme oOzelligine sahip pek cok madde kimyasal yapilarindaki farkliliklar
nedeniyle farkli fiziksel, kimyasal ve fizikokimyasal 6zelliklere sahiptirler ve bu
ozellikler onlarin hangi tip tiriinlerde ve hangi amacla ne sekilde kullanilacaklarini
belirlemektedir (Karaali ve Ozgelik, 1993). Gida endiistrisinde kullanilan renk
maddeleri; yapay (sentetik) veya dogal kaynakli olabilir (Yentiir vd., 1996; Sarikaya
vd., 2010).

Yapay (sentetik) renklendiriciler, kimyasal yapilar itibariyle dogada bulunmayan
ancak kimyasal sentez yoluyla firetilebilen renk maddeleridir. Hemen hepsinin
sentezinde baglangi¢ materyali olarak “kdmiir katran1” kullanilmaktadir. Cogunun
yapisinda -(N = N)- grubu (Nitrojen-Nitrojen bagi) bulundugundan, azo boyalar olarak
da tanimirlar (Erdogan, 2007; Atli, 2010). Dogal renklendiricilerle karsilastirildiginda

yapay renklendiricilerin; renk verme giicleri, renk araliklari, stabiliteleri, kullanim
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kolayliklar1 ve fiyat uygunluklart gibi faktorler acgisindan tistiinliik sagladiklar:
bilinmektedir (Saldamli, 1985). Ayrica, yapay renklendiriciler ¢ok yiiksek oranlarda
suda ¢oziinme 6zelligine sahiptirler ve pek ¢ogu 1siya, 1s18a, asitlere, alkalilere ve
koruyucu maddelere karsi stabildir. Bu nedenle, raf 6miirleri de olduk¢a uzundur
(Keskin, 1999; Ding, 2007). Ancak, tiim bu kullanim avantajlarina ragmen, yapay gida
boyalarinin yasalara uygun sinirlamalar i¢inde kullanilmasmna dikkat edilmelidir
(Yentiir vd., 1996; Sarikaya vd., 2010). Ciinkii, bu maddelerin belirlenen dozlarin
tizerinde; astim, migren, asir1 duyarlilik ve erken doguma neden olabilecegi, toksik ve
alerjik etkilerinin goriilebilecegi, hatta belli sartlar altinda karsinojenik olabilecegi
bildirilmektedir (Karaali ve Ozcelik, 1993; Yentiir vd., 1998; Poul vd., 2009; Erkmen,
2010). Deney hayvanlar {izerinde yapilan arastirmalarda yiiksek dozlardaki sentetik
boyalarin karaciger, bobrek hasarina neden oldugu gozlenmis ve uzun siireli
denemelerde karaciger tiimoriine dondstiigii goriilmiistiir (Sertkaya, 2008; Erdem,
2014).

Diinya Saglik Orgiitii, 1956 yilinda 40 iilkeyi kapsayan ve 114 yapay renk maddesi ile
50 dogal renk maddesini igeren listeleri yaymlayarak renklendiricilerin kullanimina

izin vermis ve gida sektoriinde uygulamaya alinmasina yol agmistir (Saldamli, 1998).

Gida maddeleri agisindan bakildiginda, alkolsiiz igecekler endiistrisinde renk
maddeleri kullanim1 oldukg¢a yaygindir (Ozcan vd., 1997; Ding, 2007). Gidalarda en
sik kullanilan yapay renklendiriciler ise; allura red, amaranth, azorubin, brilliant black,
brilliant blue, brown HT, eritrosin, green S, indigotin, kinolin sarisi, litolrubin BK,
patent blue V, ponceau 4R, red 2G, sunset yellow ve tartrazin’dir (Ding, 2007).

Tirk Gida Kodeksi’nde; 43 adet renk maddesinin gidalarda kullanilmasina izin
verilmektedir. Bunlardan 16 tanesi yapay, digerleri dogal veya dogala o6zdes
maddelerdir. Teblig’de yapay renklendiricilerden; tartrazin, kinolin sarisi, sunset
yellow, karmoisin, amaranth, ponceau 4R, eritrosin, red 2G, allura red, patent blue,
indigotin, brilliant blue, gren S, black PN, brown FK, brown HT kullanimina belirli
limitlere kadar izin verilmektedir (Anonim, 2006; Ding, 2007). Ayrica, bazi
renklendiricileri iceren gidalarin etiketlerinde “Renklendirici(ler)nin adi veya E kodu
ile gocuklarin aktivite ve dikkatleri lizerine olumsuz etkileri bulunabilir” seklinde ilave

bilginin yer almasi mevzuata gére zorunludur. Bu renklendiriciler: sunset yellow
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(E110), kinolin saris1 (E104), karmosin (E122), allura red (E129), tartrazin (E102) ve
ponzo 4R (E124)’dir (Anonim, 2013a; Biiyiikdere ve Ayaz, 2016).

izin verilen renklendiricilerin yasal limitlerin {izerinde gida madedelerine katilmas1
veya izin verilmeyen gidalarda kullanimi, saglik sorunlarima yol agmasi nedeniyle
kaygiy1 artirmaktadir (Bhat ve Mathur, 1998; Padmaja vd., 2003; Pratima ve Bhat,
2003).

Norve¢ ve Isve¢’de katki maddelerine karsi duyarlilik nedeniyle besinlerde
renklendirici kullanim1 tamamen yasaklanmistir (Calisir ve Caliskan, 2003). Yapay
renklendirici tliketimi acisindan, 6zellikle ¢ocuklarin potansiyel bir katki maddesi
tilketicileri olduklar1 ve bu sebeple, en risk altinda olan grup olduklar
diistiniilmektedir (Karaali, 2006; Kaya, 2011). Nitekim ¢aligmalar, kullanimi1 yaygin
olan bazi renklendiricilerin (tartrazin, patent blue V, brilliant blue, allura red, eritrosin,
sunset yellow, ponzo 4R ile karmin, karminik asit, kosinal...vb) 6zellikle 3-9 yas arasi
cocuklarda, Dikkat Eksikligi ve Hiperaktivite Bozuklugu (DEHB)’na sebep
olabildiklerini gostermektedir (Boga ve Binokay, 2010; Erkmen, 2010; Vojdani ve
Vojdani, 2015; Biiyiikdere ve Ayaz, 2016).

Cizelge 2.4 Calismada kullanilan gida boyalar1 ve 6zellikleri

Gida boyasi E Renk Molekiil formiilii Kaynag Coziindiigi
kodu madde
Allura Red 129 Kirmizi CisH1sN2Na2OgS,  Sentetik Su
Tartrazin 102  San C16H9N4NazOgS2 Sentetik Su
Sunset Yellow 110  Turuncu CisH10N2Na207S,  Sentetik Su
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2.6.2.1. Allura Red (E 129)

Na™ "0sS N=——=N

SO3 Na*

Sekil 2.4 Allura red’in kimyasal formiilii (disodium 6-hydroxy-5-((2-methoxy-5-
methyl-4-sulfophenyl) azo)-2-naphthalenesulfonate) (Pourreza vd., 2011)

Allura red, kirmizi renkli temel ve yardimeci renk maddelerinden sentetik olarak
tiretilen ve kullanim1 yaygin olan bir azo boyasidir (Chanlon vd., 2005; Abdullah vd.,
2008; Pourreza vd., 2011; Giltekin, 2014). Gidalarda kirmiz1 renk vermek amaciyla
kullanilir. En ¢ok kullanildig1 gida tirlinleri tatlilar, icecekler, garnitiirler, sekerlemeler

ve kurabiyelerdir (Pourreza vd., 2011; Giiltekin, 2014a).
2.6.2.2. Allura Red’in Kullanildigi Alanlar ve Saghk Uzerine Etkileri

Allura red (E 129), gida iiriinlerinin yani sira eczacilik ve kozmetik iiriinlerinde de

renklendirici olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (www.gidaraporu.com).

Allura red gibi sentetik azo boyalarmin giivenligi ve gida katki maddesi olarak
kullanimi yillarca sorgulanmistir (Zetterberg ve Gunnar, 2013). Ciinkii, 1970'lerde,
GKM olarak kullanilan bazi azo boyalarinin asirt duyarlilik reaksiyonlarina neden
olabilecegi iddia edilmistir (Mikkelsen vd., 1978; Zetterberg ve Gunnar, 2013).
Yapilan arastirmalarda, allura red’in, astim ve aspirin hassasiyeti olan insanlar i¢in
riskli olabilecegi ve ¢ocuklarda hiperaktivite bulgularini artirabilecegi belirtilmektedir
(Zetterberg ve Gunnar, 2013; Giiltekin, 2014a). Gelisme doneminde bu boyaya fazla
maruz kalan siganlarda fiziksel ve davranigsal sorunlarin olustugu tespit edilmistir. Bu
boyanin bilesiminde yer alan p-cresidine’in si¢anlarda kanserojen oldugu gosterilmis,
insanlarda ise kanserojen olabilecegi Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii’nce rapor
edilmistir. Ancak, Uluslararas1 Kanser arastirma dairesi (IARC), bu katki maddesinin

hayvanlar i¢in kanserojen oldugunu destekleyen verilerin oldugunu kabul etmesine
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ragmen, insanlar i¢in kanserojenik olarak siniflanmasi i¢in yeterli olmadig1 kanaatine
varmigtir. Mevcut kanitlart dikkate alarak, kanserojenlik diizeyini “Insanlar igin

stipheli kanserojen” anlamina gelen “Grup 2B” olarak belirlemistir (Giiltekin, 2014a).

Avrupa'da, allura red’in ¢ocuklar tarafindan tiiketilmesi tavsiye edilmemekte ve gida
maddelerine allura red eklendiginde, etiket lizerinde “Cocuklarda aktivite ve dikkat
tizerinde olumsuz etki olusturabilir” seklinde ek bilgi bulunmaktadir (Zetterberg ve
Gunnar, 2013). Danimarka, Belgika, Fransa, Almanya, Isvicre, Isve¢, Avusturya ve

Norveg'te ise gidalarda allura red kullanimi yasaklanmistir (Pourreza vd., 2011).
2.6.2.3. Allura Red ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

Borzelleca vd.’nin (1991) yaptiklari bir ¢alismada, iki farkli fare soyuna yasamlari
boyunca allura red’in farkli konsantrasyonlarini  besin yoluyla vererek
toksisite/kanserojenlik etkisini belirlemeye ¢alismislardir. Calisma sonucunda allura

red konsantrasyonlarinin hig¢birinde yan etki gézlenmemistir.

McCann vd. (2007), allura red de dahil olmak iizere bir azo boya karisiminin
cocuklarda goriilen hiperaktiviye etkisini arastirmistir. Calisma sonucunda, ii¢ ve
sekiz-dokuz yas gruplarinda yapay renklendiricilerin hiperaktiviteyi artirdigini

saptamislardir.

Zetterberg ve Gunnar (2013) yaptiklar1 ¢alismada, allura red’in 0, 100, 200, 400, 600,
800, 1000, 1500 ve 2000 mg/kg dozlarini mikroniikleus teknigi ile fareler tlizerinde
deneyerek genotoksik olup olmadigini degerlendirmislerdir. Sonug¢ olarak, test

kosullar1 altinda, allura red'in genotoksik olmadigini belirlemislerdir.

Bir bagka calismada, Sasaki vd. (2002) sentetik olarak kullanilan amarant, allura red,
new coccine ve tartrazin gibi azo gida boyalarinin 10 ppm diizeyinde 24 saatte
ozellikle gastrointestinal organlarda DNA pargalanmasina sebep olduklarini tespit

etmislerdir.
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2.6.2.4. Tartrazin (E 102)

NaO;! N=N COONa

SO;Na

Sekil 2.5 Tartrazin’in kimyasal formiilii (Trisodium5-hydroxy-I-(4-sulfonato-

phenyl)-4-(4sulfonatophenylazo)-H-pyrazole-3-carboxylate)

Tartrazin (E 102), komiir katranindan elde edilen sar1 renkte sentetik bir azo boyasidir.
En ucuz sentetik boyalardan biridir ve siklikla pastacilik sektoriinde kek ve sekerleme
yapiminda, alkolsiiz igecekler, hazir pudingler, hazir ¢orbalar, sakiz, ¢erez, regel, jole,
jelatin, hardal, ket¢ap ve pek ¢ok baska gida maddesinde kullanilmaktadir (Ardern ve
Ram, 2001; Yoriikk ve Danyer, 2016; Yildiz, 2018).

2.6.2.5. Tartrazin’in Kullanildig1 Alanlar ve Saghk Uzerine Etkileri

Tartrazin yalnizca gidalarda degil, ilag sanayinde de renklendirici olarak
kullanilmaktadir. Ancak, Hindistan’da yapilan bir arastirmada tartrazin igeren ilaglarin
2210 hastanin %13,2’sinde alerjik reaksiyonlarin olustugu gézlenmistir (Bhatia, 1996;
Uysal ve Semerdoken, 2011). Ayrica baska ¢alismalarda, tartrazin’e karsi asiri
duyarlilik reaksiyonlari, her 10 bin kiside 1-10 aras1 insani etkiledigi ve bu boyanin
kullanilmasi ile daha ¢ok astim, ¢cocuklukta hiperaktivite ve tlirtiker (deride kasinma ve
yanma), egzama (deri iltihabi), migren, damar 6demlerinin ortaya ¢iktigi tespit
edilmistir (Yirtici, 2007; Atli, 2010; Erdem, 2014).

Son yillarda, tartrazinin ozellikle astimli hastalar tizerindeki etkileri konusunda
durulmaktadir. Ciinkii, aspirin intoleransindan dogan astimli hastalarda, tartrazin’e
duyarlilik konusunda ¢ok sayida rapor olmakla birlikte, FDA da, tartrazin igeren

yiyeceklerin ve ilaglarin yiiksek duyarliliga sebep oldugunu tartismaktadir. 150 aspirin
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intolerans1 olan hastayla yapilan double-blind (gift-kor) testlerinde, 25 ve 50 mg
tartrazin alan hastalarda tek tarafli degisiklik oldugu gozlenmistir (Eksi, 1996; Yaman,
1996; Atli, 2010).

FDA, tartrazin (E 102) i¢in ADI degerini, 5,0 mg/kg viicut agirligi1 olarak saptamistir
(Edlefsen ve Brewer, 1996; Ding, 2007).

Norveg ve Avusturya'da gidalarda tartrazin kullanimi yasaklanmistir (Cakir, 2013).
2.6.2.6. Tartrazin ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Sasaki vd. (2002) tarafindan Japonya’da fareler tizerinde yapilan bir arastirmada, 10
mg/kg viicut agirligi diizeyinden baglayarak artan dozlarda oral yoldan verilen amarant
ve tartrazin boyalarinin 3 haftalik uygulama sonrasinda kolonda doza bagli DNA
hasarina yol actigi, 2000 mg/kg viicut agirhigi diizeyinde verilen tatrazinin ise 24
saatlik uygulamadan sonra kolon hiicrelerinin DNA’larina zarar verdigi belirlenmistir.
Sunset yellow boyasinin ise kolonik hiicrelerin DNA’larinda istatistiksel olarak 6nemli

bir zarara yol agmadigi ileri stirlilmiistiir.

Tartrazin ile ilgili olarak yapilan bir kronik toksisite ve karsinojenite ¢alismasinda, 104
hafta siiresince disi ve erkek fareler iizerinde tartrazin uygulamasi yapilmistir. Sonug
olarak, ¢esitli doz gruplarinda farelerin cilt ve saglarinda sar1 renk olusumu, yiiksek
doz gruplarinda ise viicut agirliklarinda artis gorilmistiir. Ancak, biitiin gruplarda
hematolojik degerlendirmede Onemli istatistiksel farkliliklar goriilmemistir (Eksi,

1996, Yaman, 1996).

Yapilan bagka bir ¢alismada (Shaywitz, 1997), cocuk yiyeceklerinde kullanilan gida
boyalarindan mavi, yesil, kirmizi, sar1 ve turuncu renkler c¢alisilmistir. Calisma
sonucunda, gida boyalarinin hiperaktivite olusturdugu ve dogumun birinci aymda
sicanlarda hiperaktiviteyi artirdigi saptanmistir. Ayni arastirici, dikkat eksikligi ve
hiperaktivite davranis1 gosteren ¢ocuklarin diyetlerinden yapay boyalar kaldirildiginda

cok belirgin gelismeler oldugunu ileri stirmektedir.

Gida boyalarinin immunotoksik etkisiyle ilgili Koutsogeorgopoulou vd. (1997)
tarafindan yapilan arastirmada, tartrazin ve amaranth’in toksik olmayan diizeylerde

bile insanlarda bagisiklik sistemini baskiladig1 saptanmugtir.
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Reynolds (1982) tarafindan yapilan bir arastirmada ise, 122 hastaya agiz yoluyla 50
mg tartrazin verilmis ve hastalarda kizariklik, kasinti, 6dem seklinde alerjik

reaksiyonlar ve genel halsizlik gorilmistiir.

Pohl vd. (1987) antidepresan kullanan 170 hasta iizerinde tartrazinin etkisini

incelenmis ve bes ¢esit alerji olusumu tespit etmisglerdir.

Bhatia’nin (1996) alprazolam tedavisi goren 480 hasta ile yapmis oldugu arastirmaya
gore; tartrazinli alprazolam verilen hastalarda alerji goriiliirken, tartrazinsiz

alprazolam tedavisinde alerji vakasina rastlanmamastir.

Yapilan bir arastirmada da yaslart 1-6 arasinda degisen 12 ¢ocugun diyetlerine 50
mg/kg diizeyinde tartrazin eklenmis ve 12 ¢ocuktan 11’inin tartrazin’e karsi toleransh

olmadiklari ve hepsinde alerjik egzama olustugu saptanmistir (Devlin ve David, 1992).

Memeli hiicrelerinde tartrazin’in sebep oldugu kromozomal sapmalarla ilgili yapilan
bir ¢alismada; 5-20 pg/mL arasinda tartrazin, fibroblastlar icerisinde bulunan
Muntiacus muntjac hiicrelerine uygulanmis ve %]1°lik kromozomal sapmalar

gozlenmistir (Paterson ve Butler, 1982).

Gida boyalarindan tartrazin’in genotoksik etkisi Drosophila’da somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi ile Niraj vd. (1989) tarafindan arastirilmis ve %0,06 ve %0,03’liik
tartrazin uygulamasi sonucunda tartrazin’in hem mutajenik hem de rekombinojenik

etkiye sahip oldugu saptanmigtir.

2.6.2.7. Sunset Yellow (E 110)
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Sekil 2.6 Sunset yellow’un kimyasal formiilii (Disodium 6-hydroxy-5-(4-sulfonato-

phenylazo)-2- naphthalene-sulfonate)
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Sunset Yellow (E 110), 1929°dan beri kullanilan sentetik bir azo gida boyasidir. Toz
ve granill halinde, kirmizims1 sar1 veya portakal rengindedir. Yiiksek renk verme
Ozelligi yiiziinden sadece diisiik miktarlarda kullanilmaktadir (Edlefsen ve Brewer,
1996; Ding, 2007; Atli, 2010). Kullanildig1 baslica iirlinler; pasta, tatli gibi unlu
gidalar, ¢erez, dondurma, icecek, konserve balik, hazir ¢orba ve bazi surup cinsi

ilaglardir (Giiler ve Koca, 2013).
2.6.2.8. Sunset Yellow’un Kullamldigi Alanlar ve Saghk Uzerine Etkileri

Sunset yellow (E 110), gida tiriinleri haricinde ilag, kozmetik, temizlik tiriinleri, renkli
tas, oyun hamuru... vb insanlarin temas ettigi birgok tirliniin renklendirilmesinde

kullanilmaktadir (www.molarkimya.com).

Sunset yellow, 6nerilen miktarlarda kullanildiginda toksik etkisi olmayan, giivenli bir
gida boyasi olarak bilinmesine ragmen, son yillarda yapilan calismalar, sunset
yellow’u tiiketen ve baska maddelere (aspirin gibi) duyarli olan kisilerde ¢apraz
reaksiyon sonucu asirt duyarlilik ve alerjik yanitlarin olustugunu gostermektedir. Bu
nedenle sunset yellow, aspirin intoleransi (duyarliligi) olanlarda ortaya ¢ikan alerjik
reaksiyonlardan sorumlu tutulmaktadir. Bu reaksiyonlar arasinda; ishal, kusma,
tirtiker, rinit (burun akmasi), burun tikanikligi ve derinin anjiyo 6demi en 6nemli
olanlarindandir (Berktay, 2014). Ayrica, ratlar lizerinde yapilan bir ¢aligmada, yiiksek
dozlarda sunset yellow verilen ratlarin 4'inde meme timorii olustugu gézlenmistir
(Atl, 2010). Baska bir caligmada ise, 30 disi ve erkek sigan gruplarina, 80 hafta siireyle
4-16 mg/kg dozlarda sunset yellow igeren diet uygulanmis ve her iki grupta da genel
"lyphoma"lar (lenf dokusunda gelisen tiimor), reticulumcell neoplasm'lar (reticulum-
hiicre tiimorler) ve akciger adenomlar1 (akcigerde gelisen iyi huylu tiimor) gelistigi
gozlenmistir. Sunset yellow’un verilmedigi kontrol gruplarinda ise tiimor olusumu
gozlenmemistir. Yiiksek doz verilen siganlarda malignant (kotii huylu) tiimor,
yumurtaliklarda granulosa cell tiimor (Graaf follikiiliindeki graniilosa hiicrelerinden
gelisen tiimor); diisiik verilenlerde ise gégiiste kotii huylu tiimor olustugu gozlenmistir
(Ozcan ve Akgiil, 1995, Yaman, 1996; Atli, 2010). Bunlarin yani sira, sunset
yellow’un ¢ocuklarda hiperaktiviteye yol ag¢gtigim1 gosteren ¢aligmalar da

yogunluktadir (Atli, 2010).
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Sunset yellow’un ADI degeri, FDA tarafindan 3,4 mg/kg olarak saptanmigtir (Edlefsen
ve Brewer, 1996; Ding, 2007).

Kullanimi ise, Norveg'te yasaklanmistir (Cakir, 2013).
2.6.2.9. Sunset Yellow ile Tlgili Yapilan Calismalar

Mathur vd. (2005) yaptiklar1 ¢alismada, 250 ve 500 mg sunset yellow FCF/kg viicut
agirhigi/glin dozlarin1 90 giin boyunca siganlara vermiglerdir ve sonrasinda siganlarin
testislerinde 6nemli etkilerin oldugu gozlemlenmistir. Bu iki dozdan 250 mg sunset
yellow FCF/kg viicut agirligi/glin dozunun zararli etkinin gozlendigi en diisiik doz
(The lowest dose tested is a Lowest Observed Adverse Effect Level, LOAEL) oldugu
sonucuna varilmigtir. Bu doz, daha oOnce JECFA tarafindan ADI degeri
hesaplanmasinda yararlanilan 500 mg/kg viicut agirhigi olarak kabul edilen yan etki
gozlenmeyen doz (No Observed Adverse Effect Level, NOAEL) seviyesinden daha
dustiktiir.

Bir bagka arastirmada ise, igme suyuyla birlikte, 10 ay siireyle %2’lik sunset yellow
FCF verilen 16 sican grubunda gen¢ hayvanlarin biiylimesi hizlanmig, yasama
kabiliyetleri artmigtir. Karacigerde ise, herhangi bir histopatolojik degisiklik

gozlenmemistir (Manchon ve Lowy, 1964).

Ag1z yoluyla verilen amaranth, sunset yellow FCF ve tartrazin’in, genotoksik etkisi ve
apoptozis tizerindeki etkisinin degerlendirildigi bir c¢alismada, s6z konusu gida
boyalar1 2,000 mg/kg viicut agirhigi dozunda 24 saat araliklarla iki kez verilmistir.
Sonug olarak, kolon epitel hiicrelerinin mitoz siklig1 artarken, mikroniikleus sikligi

artmamistir (Sasaki vd., 2002).

Bateman vd. (2004) Ingiltere’de 397 cocuk iizerinde yiiriittiikleri ¢alismanin sonunda,
renklendirici (sunset yellow FCF, tartrazin, karmosin, ponso 4R) ve koruyucularin
diyetten g¢ekilmesiyle hiperaktif davraniglarda belirgin bir azalma, bu maddelerin
diyete eklenmesi ile anlamli bir ylikselme ortaya ¢iktig1 ve bu degisikligin altta yatan

hastaliktan bagimsiz oldugu tespit edilmistir.

Hamsterlarda yapilan bir ¢alismada ise, derialt1 veya periton i¢i enjeksiyonla verilen
1,0 mg sunset yellow FCF (E110), 330 giinliikk donemde mortaliteyi degistirmemis ve

timor olusumuna yol agmamuistir (Price vd., 1978).
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Bir bagka ¢alismada ise, si¢anlara 20-30 mg/kg dozlarda sunset yellow igeren diyet
verilmig ve siganlarda diare, sekum (kor bagirsak) genislemesi goriilmiistiir. Kan,
karaciger ve bobrek fonksiyonlarinda ise herhangi bir olumsuz etki gézlenmemistir

(Atly, 2010).

Tavsanlarda 100, 300 ve 1,000 mg/kg/giin dozunda ve gebeligin 6 ve 18. giinlerinde
agizdan verilen sunset yellow FCF’nin (E110); viicut agirligi, corpus luteum gelisimi,
erken ve gec rezorpsiyon, canli ya da olii ortalama fetiis canli agirhigi, cinsiyet orani,
genel organ ve iskelet anomalileri tizerindeki etkileri incelenmis ve sadece 1,000
mg/kg/giin sunset yellow FCF’nin (E110) verildigi hayvanlarda tam olmayan yapisik
ikizlik oraninda artis oldugu goriilmiistiir (IRDC, 1972).

Giiler ve Koca (2013) yapay renklendirici olan sunset yellow’un (2,5 mg/kg) tavuk
embriyosu dermal ve mukozal mast hiicrelerindeki degraniilasyon etkisini histolojik
yonden incelemislerdir. Sonug olarak, her iki dokuda kismi degraniile mast hiicresi
graniillerinin gevsek ve kaba graniiller olusturdugu, ileri degraniilasyon gosteren mast
hiicrelerinin ise daha az graniil icerdiklerinden dolay1 daha aydinlik sitoplazmaya

sahip olduklar1 goriilmiistiir.

Poul vd. (2009), gavaj yoluyla farelere amaranth, sunset yellow ve tartrazin adli gida
boyalarindan, 200 ve 1000 mg/kg’lik dozlarda vermisler ve bu gida boyalarinin
genotoksik etkisini aragtirmiglardir. Sonug olarak, bu boyalarin farelerde DNA

hasarima yol acgtigini tespit etmislerdir.

2.7. Caenorhabditis elegans (C. elegans)’ i Ozellikleri

Caenorhabditis elegans, yaklasik olarak 1 mm boyunda, 65 um kalinliginda,
mikroskobik, patojen olmayan, dogada aga¢ dipleri gibi organik madde bakimindan
zengin ortamlarda serbest yasayan bir toprak nematotudur (ipliksi solucan) (Hertweck
vd., 2003; Unlii, 2010). Laboratuvar kosullarinda, bir agar substrat iizerinde, petri kab1
iginde, bakteri (Escherichia coli OP50 susu) ile beslenerek yasamlarini kolayca
siirdiirebilirler (Unlii, 2010). Ayrica; stok olarak, -80°C’ de veya sivi azotta
dondurularak siiresiz olarak saklanabilirler (Springer, 2005). Viicudu saydam ve
gelisimleri stereotypical oldugundan, nesildeki her bir hiicrenin yumurtaya kadar izi
stiriilebilir, 959 (erkek bireylerde 1051) hiicresi mikroskop altinda kolaylikla

incelenebilir. Bu nedenle, zigottan eriskine kadar her bir hiicresinin akibeti gok iyi
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bilinmektedir (Olsen vd., 2006; Klug vd., 2009; Corsi vd., 2015). 1970 ve 1980 yillar
arasinda dollenmis yumurtadan erigkine kadar bu nematodun hiicre soyu, lazer

ablasyonu mikroskobu ile karakterize edilmistir (Benitez ve Verbel, 2016).
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Sekil 2.7 Nomarski goriintiilemesi (DIC) ile yiiksek biiyiitme giicii altinda ¢ekilen C.

elegans goriintiileri (Corsi vd., 2015)

C. elegans’in yasam dongiisii (20°C’ de), hayvanlar yetiskinlige ulasmadan 6nce bir
embriyonik (yumurta) ve dort larval donemden (L1-L4) olusur (Porta de la Riva vd.,
2012). Bu larval donemler yaklasik 3-4 giin siirmektedir. Sonra embriyo iiretebilen
eriskin forma gelebilmektedirler (Savas, 2018). Omrii laboratuvar kosullarinda
yaklagik olarak 2-3 haftadir (20°C” de ortalama 14-20 giin) (Byerly vd., 1976; Olsen
vd., 2006). Ancak; olumsuz stres kosullarinda (besin yetersizligi, sicaklik, kuruma
gibi), L1-L2 evresinden sonra L3 evresi yerine “Dauer” olarak isimlendirilen alternatif
bir gelisim formuna doniigsebilmektedir. Bu formda yaklasik 4 ay kadar yasayabilirler.
Olumsuz stres kosullar1 ortadan kalktiginda ise, bu formdaki bireyler, hayat
dongiilerine L4 evresinden devam ederek gelisimlerini tamamlarlar (Finch ve Ruvkun,
2001; Springer, 2005; Savas, 2018). C. elegans’in yasam dongiisii Sekil 2.8’de

gosterilmistir.
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Sekil 2.8 C. elegans’in yasam dongiisti (Corsi vd., 2015)

Kisa yasam siiresine sahip olduklari i¢in yaslanma ve yasam siiresi ile ilgili
caligmalarda, seffaf bir yapiya sahip olduklari igin de, yesil fluoresansli bir protein
kullanilarak gen ekspresyon ¢alismalarinda oldukga sik kullanilmaktadirlar (Hortviz,
2003; Ozpinar vd., 2014). C.elegans’ta simdiye kadar yaslanmay1 kontrol eden 50’den
fazla gen tespit edilmistir ve bu genlerin cogu diger canli organizmalardaki genlerin

homologlaridir (Tavernarakis ve Driscoll, 2002; Savas, 2018).

C.elegans’larin, hermafrodit (testis ile ovaryum birlikte) ve erkek (sadece testis) olmak
iizere iki eseysel fenotipi vardir. Hermafrodit olanlart XX, erkek olanlar1 ise X0
kromozom yapisindadir. Bu solucanlarda, Y kromozomu yoktur (Brenner, 1973; Klug
vd., 2009). Hermafroditlerin larval gelisimleri esnasinda testis, sperm iiretir hale gelir
ve sonra tiretilen sperm depo edilir. Ayn1 zamanda ovaryumlar da olusturulur, fakat
birka¢ giin sonraki erigkin safthaya ulasilincaya kadar oogenez meydana gelmez.
Gelisen yumurtalar, kendi-d6lleme siirecinde depo edilen spermler ile dollenir (Klug
vd., 2009). Her hermafrodit kendini dolleyerek yaklasik 300 yavru iiretebilir (Olsen
vd., 2006). Hermafroditlerin kendini dollemesiyle olusan ogul d6liin %1’inden daha
az1 (< %1) erkek, %99’unundan fazlasi1 (> %99) ise hermafrodittir (Klug vd., 2009;
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Riddle, 2010). Eriskin olan erkekler, hermafroditlerle ¢iftlestiginde ise, yaris1 (%50)
erkek yarist (%50) da hermafrodit ogul dol meydana getirebilirler (Klug vd., 2009).

XX hermaphrodite

testis sperm
seminal vesicle cloaca rays
vas deferens

Sekil 2.9 Hermafrodit ve erkek C. elegans bireylerinin genel viicut yapisi (Zarkower,
2006)
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Sekil 2.10 C. elegans’ta kendi-d6llemenin ve ¢apraz dollenmenin gergeklesmesi
(Klug vd., 2009)

C. elegans’larin yaklasik 20.000 civarinda geni ve toplamda 6 kromozomu vardir. Bu
genlerin 6nemli bir kisminin insan genlerine biiyiikk oranda benzerlik gosterdigi
saptanmugtir (Olgun vd., 2005). Bu nedenle, C. elegans, okaryotik genlerin kesfi ve
fonksiyonel karakterizasyonu i¢in énemli bir organizmadir (Dimitriadi ve Hart, 2010;
Benitez ve Verbel, 2016).

C. elegans genomu dizilenen ilk ¢ok hiicreli, ikinci dkaryotik organizmadir. Genom
dizisinin belirlenmis olmasi, birgok hastalifin tanimlanmasinda ve cesitli
kimyasallarin etkisinin incelenmesinde kolaylik saglamaktadir (Unal ve Ertam, 2008).
Ayrica, RNAIi teknolojisi ve transgenik olusturma gibi teknikler kolaylikla
uygulanabilmektedir (Ergen, 2012).

Memeli olmayan bir sistem olmasina ragmen, metabolik sendrom, yaslanma, kanser,
norodejeneratif hastaliklar, depresyon ve noral dejenerasyon gibi pek c¢ok insana ait

hastaliklarda model organizma olarak kullanilmaktadir (Olsen vd., 2006). Kas
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hiicreleri, sinir sistemi, hipodermis, bagirsak, gonad, salg1 bezleri ve diskilama sistemi

icermektedir (Ergen, 2012).

Ik olarak 1963 yilinda Sydney Brenner, sinir sistemi ve gelisimi etkileyen genlerin
rolii lizerinde yaptig1 ¢alismada bu nematodu kullanmistir. Sydney Brenner, Robert
Horvitz ve John Sulston “organ gelisiminin genetik regiilasyonu ve programli hiicre
oliimleri* adli, model organizma olarak C. elegans’in kullanildig: bir ¢aligmayla 2002
yilinda nobel 6diilii almiglardir (Dogan, 2016). Ayrica apoptozun (programli hiicre
Oliimii) molekiiler temellerinin kesfi de model organizma olarak C. elegans’in

kullanilmasi sayesinde miimkiin olmustur (Singh vd., 2017).

2.7.1. C. elegans’ in Model Organizma Olarak Secilmesinin Sebepleri

Model organizmalar, 6zellikle insana 6zgii hastaliklarin olasi sebepleri ve bunlarin
tedavileri igin, bu deneylerin insanlar tizerinde gergeklestirilemedigi ve etik olmadigi
durumlarda yaygin olarak kullanilirlar. Bu organizmalari laboratuvar ortaminda
tiretmek ve tiretimlerini devam ettirmek kolaydir ve dikkate deger deneysel avantajlari

vardir. Bu avantajlardan en 6nemlisi, bu organizmalarin genlerinin insan genleriyle

yakindan iliskili olmasidir (Anonim, 2018b).

C. elegans’in genomunun ve genetiginin iyi bilinmesi, insan genleri ile %60-80’lere
varan oranda gen homolojisi gostermesi, ekonomik olmasi, laboratuvarda (in vitro
ortamda) yasamini Kolayca siidiirebilmesi ve ortalama 20 giinliik yagam siiresine sahip
Olmasi, bu organizmanin bir¢ok c¢alismada yaygin olarak kullanilmasma sebep
olmaktadir (Ségalat, 2006). Ayrica, ucuz bir sekilde, bakterilerin tiredigi standart
agarlarda ¢ok sayida iiretilebilirler. Dondurulup, saklanabilir ve gerektiginde tekrar
kullanilabilirler. Hermafrodit bireyler erkeklerle ¢iftlesip genetik ¢esitliligi saglarlar.
Bu nedenle, genetik ¢alismalar i¢in uygundur (Dogan, 2016).

Genom dizisinin belirlenmis olmasi, birgok hastaligin tanimlanmasinda ve cesitli

kimyasallarin etkisinin incelenmesinde kolaylik saglamaktadir (Unal ve Ertam, 2008).

Etik kurul gerektirmeyen ¢alisma imkani ile hizli ve etkin ¢dziimler sunmasi C.
elegans’1 toksikolojik ¢alismalar i¢in de degerli bir model organizma yapmaktadir. Bu
nedenle, mevcut toksisite verileri az olan veya hi¢ bulunmayan, kimyasal maddelerin,

memeli testleri arasinda bir ara basamak olarak C. elegans iizerinde denendigi birgok
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calisma yapilmaktadir. Bu g¢aligmalardan elde edilen toksisite verileri ile memeli

canlilardaki etkiler ongoriilebilmektedir (Savas, 2018).
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3. CALISMANIN AMACI

Gilinimiizde GKM’ler oldukga g¢esitlilik gostermekte ve bir¢ogunun insan sagligi
lizerine olan etkileri heniiz tam olarak bilinmemektedir. GKM’ler gibi yaygin
kullanilan ve toksik ya da toksik olma potansiyeli yiiksek olan maddelerin etkilerini
ortaya ¢ikarmak amaciyla yapilan ¢alismalar, insan sagligini ilgilendirmesi sebebiyle

olduk¢a 6nem arz etmeketedir.

GKM'’lerin; kanser, dogum kusurlari, sinir sistemi ya da diger organlar iizerindeki
etkilerinin saptanmas: ve yasalara uygun kullanilabilmesi ic¢in akut, kronik ve
farmakolojik deneylerinin, fare disinda iki farkli hayvan tizerinde yapilmis olmasi
zorunludur (Calisir ve Caliskan, 2003; Kaya, 2011).

Bu ¢alisma, insanlarda bazi semptomlara ve hastaliklara sebep oldugu bilinen
GKM’lerden; benzoik asit, sodyum nitrat ve gesitli gida boyalarinin (allura red,
tartrazin ve sunset yellow) farkli dozlarinin; bir model organizma kullanilarak, yagam
stiresi, fiziksel biliyiime ve fertilite ilizerine olan etkilerini belirlemek amaciyla

planlanmistir.

Calismada, model organizma olarak, insanlarla %60-80 oraninda gen homolojisi
gosteren ve Ozellikle insanlara 6zgii hastaliklarin nedenleri ve tedavi yontemlerinin
belirlenmesine yonelik yapilan birgok bilimsel ¢alismada yaygin olarak kullanilan C.

elegans kullanilmustir.

Calisma kapsaminda; 5 farkli konsantrasyonda (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1
9/10 mL) hazirlanan GKM’ler, C. elegans standart besiyerine uygulanmistir. Yasam
stiresi analizi i¢in, Sutphin ve Kaeberlein (2009) tarafindan tarif edilen standart
protokol uygulanarak her giin ayni saatte canli sayimi yapilmistir. Bu islem biitiin
petrilerdeki C. elegans’ lar 6lene kadar devam etmistir. Fertilite analizinde; Koelle
(2005) protokolii uygulanarak yumurta sayimi yapilmis ve yumurtadan ¢ikan birey
sayilar1 da belirlenerek verimlilik analizleri yapilmistir. Fiziksel biiyiime analizinde
ise; C. elegans’larin yumurtadan g¢iktiktan 3 giin sonra 4x objektif altinda 151k
mikroskobundaki goriintiileri alinarak boy uzunluklar: 6lgtilmiistiir. Her bir analiz i¢in

kontrol grubu ile karsilastirma yapilmistir. Analizler, en az 3 kez tekrar edilerek,
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ortalamalar belirlenip, yasam siiresi analizi verilerinde OASIS (Online Application for
Survival Anaylysis) yazilimi, fertilite ve fiziksel biiylime analizi verilerinde ise SPSS

programi kullanilarak gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

Insan sagligimni etkileyen GKM’lerin toksik dozlarinin, yasam siiresi, fiziksel biiyiime
ve fertilite gibi parametrelere nasil etki ettiginin belirlenmesi olduk¢a 6nem teskil
etmektedir ve bu konudaki calismalarin artirilmast da birgok konuya 1s1ik tutmasi
acisindan 6nemlidir. Bu nedenle; konuyla ilgili ¢esitli arastirmalarin gelecekte daha da
yogunluk kazanacagi kuskusuzdur. Calismadan elde edilen ¢iktilar daha sonra

yapilacak olan galigmalara yol gosterici olabilecek niteliktedir.
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4. MATERYAL VE METOD

Calismada, N2 yabani tip C. elegans ve Escherichia coli OP50 susu kullanilmis olup,
stok kiiltiirler Minnesota Universitesi‘ne bagl Caenorhabditis Genetik Merkezi‘nden
(CGC) temin edilmistir. Stok kiiltiirler, karanlik ortamda ve uygun sicakliklarda (C.
elegans igin, 20-25 °C; Escherichia coli OP50 susu igin, +4 °C) muhafaza edilmistir.

Calismada kullanilan GKM’ler i¢in doz belirlemesi yapilirken, daha 6nce yapilan
calismalar dikkate alinmis ve ¢alisma kapsaminda kullanilan biitiin katki maddeleri
icin ayni dozlar belirlenmistir (Baz1 katki maddeleri igin belirlenen en yiiksek doz,

Tiirk Gida Kodeksi’nde belirtilen degerlerin tizerindedir).

4.1. E. coli OP50 Susu I¢in TBX Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

9,125 g TBX Agar (Tryptone Bile Glucuronide Agar, Biokar Diagnostics) hassas
terazide tartilip, tizerine 250 mL saf su (distile su, dH20) eklenmistir. Daha sonra,
manyetik karistiricida agarin ¢oziinmesi saglanmis ve besiyeri sterilizasyonu igin
125°C de 15 dk otoklava konulmustur. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 55 °C’ye kadar

sogutulmustur.

4.2. E. coli OP50 Susunun Saflastirilmasi

E. coli OP50 susu i¢in hazirlanan TBX Agar besiyerinden, 60 mm'lik petri kaplarina
yaklagik 10 mL dokiiliip katilagmasi1 beklenmistir. Katilagtiktan sonra kullanima hazir
hale gelen TBX Agar besiyerlerine, 6ze yardimi ile bek alevi yaninda E. coli OP50
susu ekilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Koloni olusumu gozlendikten
sonra, E. coli OP50 susuna ait olan spesifik mavi koloniler belirlenmistir. Bu islem, E.
coli’leri s1v1 besiyerine aktarim yapmadan 6nce kontaminasyon olma ihtimaline kars1
E. coli OP50 susuna ait olan kolonileri belirleyerek, E. coli OP50 susunu saflastirmak

icin yapilmistir.
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Sekil 4.1 E. coli OP50 susunun TBX Agar besi yerindeki koloni goriintiisii
4.2. E. coli OP50 Susu I¢in Siv1 Besiyerinin Hazirlanmasi

Saflagtirmasi yapilan E. coli OP50 susunun sivi besi ortamina aktarimini yapmak ve
cogaltmak igin sivi besiyeri hazirlanmistir. Bunun i¢in; 9,125 g Lauryl Sulfate
Tryptose Broth (LST Broth, Lab M) hassas terazide tartildiktan sonra, tizerine 250 mL
saf su eklenmis ve 120 °C de 15 dk otoklavlanmigtir. Otoklavda sterilizasyonu
saglanan besiyeri, 37 °C’ye sogutulmus ve sonrasinda TBX Agar besiyerinden bir
kolonilik E. coli OP50 susu 6ze yardimi ile alinarak, LST Broth’a ekim yapilmistir.
Bu islem yapilirken kontaminasyon riskine karsilik laminar flow (steril kabin)
igerisinde ve bek alevi yaninda ¢alisilmistir. Sivi besiyerine aktarim yapildiktan sonra,
37 °C’deki etiivde 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Ureme gergeklestikten sonra
calismada kullamilmak {tizere +4°C’ye kaldirilmistir (Sivinin bulaniklagmas: E.

coli’nin tirediginin gostergesidir).

4.3. Nematod Besiyeri (Nematode Growth Media, NGM)’nin Hazirlanmasi

2,5 g Bacto-peptone (Oxoid), 3 g NaCl (Merck) ve 20 g Agar (Liofilchem) tartildiktan
sonra, 1 L distile su igerisinde kaynama sicakligina gelene kadar manyetik karigtiricida
¢oziinmesi saglanmig ve 120 °C’de 15 dk otoklavlanmistir. Otoklavdan ¢iktiktan sonra
55 °C’a kadar sogutulmustur. Sogutulan NGM'lerin homojenizasyonunu saglamak
i¢in, daha onceden hazirlanan saplementler, ImL MgSO4 (1M), 1 mL Cholesterol (5
mg/mL), 1 mL CaCl, (1M) ve 25 mL KPO4 tampon (pH:7) 0,2 um gézenekli seliiloz
filtrelerden siiziilerek, besiyerine eklenmistir. Daha sonra, sicakligi 55 °C’ye
ayarlanmis olan etiive kaldirilmis ve burada kisa siirede tiiketilmek kaydiyla muhafaza
edilmistir.
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4.4. NGM’de C. elegans’larin Kiiltiire Alinmasi

Homojenizasyonu saglanan NGM’ler 60 mm’lik petri kutularina yaklasik olarak 10
mL dokiiliip, katilasmasi beklenmistir. Katilastiktan sonra NGM nin ortasina yaklasik
400 pl E. coli OP50 susu eklenmis ve E. coli eklenen petri kutular1 yaklasik olarak 1-
2 giin steril ortamda kurumaya birakilmistir. Agar kivamini korumasi i¢in NGM'nin
tamamen kurumamasina dikkat edilmistir. Bakteri soliisyonu kuruyunca, Stok besi
yerinden kiiciik bir parca kesilerek, hazirlanan NGM’ye ters bir sekilde
yerlestirilmistir. Béylece, C. elegans'lar NGM besiyerinde kiiltiire alinarak ¢ogalmasi

saglanmustir.

Sekil 4.2 C. elegans larn kiiltiir ortami

4.5. Gida Katki Maddelerini iceren NGM'lerin Hazirlanmasi

Yasam siiresi analizi i¢in kullanilacak olan NGM’ler, yukarida anlatildigi gibi
hazirlanmis ve homojenizasyonu saglanmistir. Ancak, yasam siiresi analizi siiresince
C. elegans' larin yumurta gelisimini 6nlemek amaciyla NGM'ye fluorodeoxyuridine
(FUDR, Sigma Aldrich) eklenmistir. Daha sonra, NGM’ye ¢alismada kullanilan gida
katki maddeleri (benzoik asit (tekkim), sodyum nitrat (merck), allura red (alfasol),
tartrazin (alfasol) ve sunset yellow (alfasol)) farkli dozlarda (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g,
0,05 g, 0,1 g/10 mL) eklenmis ve 60 mm'lik petri kutularina (Isolab) yaklasik olarak
10 mL dokiilerek, agar kivamimi almasi beklenmistir. Kontrol grubu ig¢in, katki

maddesi eklenmemis NGM’ler kullanilmuistir.

Fertilite ve fiziksel biiyiime analizleri igin, i¢erisinde FUDR eklemesi yapilmayan
NGM’ler kullanilmistir. Belirlenen dozlarda gida katki maddeleri eklenerek, petri
kutularina (60 mm) dokiilmiis ve katilasmasi beklenmistir. Kontrol petrilerine
herhangi bir katki maddesi eklemesi yapilmamistir. Daha sonra hazirlanan biitiin
petriler, C. elegans' larin senkronizasyonu isleminden sonra kullanilmak {izere,

aliiminyum folyo ile sarilarak +4 °C’ye kaldirilmistir.
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Sekil 4.3 Caligmada kullanilan gida boyalarinin farkli dozlarini iceren NGM'ler
(Soldan saga sirasiyla doz gruplar1 0,1 g, 0,05 g, 0,02 g, 0,01 g, 0,006 g/10 mL’dir)

4.6. C. elegans' larin Senkronizasyonu

1 g NaOH (Merck) hassas terazide tartilmis ve tizerine 5 mL distile su eklenerek
¢ozlinmesi saglanmistir. Daha sonra, 1 mL sodyum hipoklorid ve 0,5 mL NaOH

¢ozeltisi santriifiij tiipiine aktarilmisgtir.

Daha 6nce hazirlamis oldugumuz, C. elegans'larin kiiltiire alindigt NGM'lere saf su
(yaklagik 2 mlL) yardimiyla pipetaj yapilmis ve bodylece yumurtalarin yikanmasi
saglanmistir. Yikanan yumurtalar da mikropipet yardimiyla santriifiij tiipiine
aktarilmig ve 3000 rpm'de 10 dk santriifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra

stipernanat kismi atilarak, kalan kisim yeni NGM?” lere aktarilmigtir.

Aktarimi yapilan yumurtalar senkronize olmus yavrular olusturmaktadir ve 3. giiniin

sonunda yetigkin forma geldiginde (L4) yasam siiresi analizinde kullanilmistir.

4.7. Yasam Siiresi Analizi

Yasam siiresi analizi igin 6nceden hazirlanan FUDR igerikli ve farkli dozlarda gida
katki maddesi bulunan NGM’lerin ortasina yaklasik 400 ul E. coli OP50 susu eklenmis
ve yaklasik olarak 1-2 giin steril ortamda kurutulmaya birakilmistir. Bakteri soliisyonu
kuruyunca, stereo mikroskop (Carl Zeiss) altinda her bir petriye senkronize olmus
yetiskin formdaki (L4) C. elegans’ lardan 50°ser birey aktarilmistir. Ayni islem, konrol
petrileri i¢in de yapilmistir. Aktarim isleminden sonra, her gilin ayni saatte biitiin

petrilerdeki canli C. elegans' lar, konrol grubu ile birlikte 4x objektif altinda 11k
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mikroskobunda (Nikon E200) sayilmistir. Sayma islemi biitiin petrilerdeki C. elegans'
lar 6lene kadar devam etmistir (Sutphin ve Kaeberlein, 2009).

| E. coli

Sekil 4.4 C. elegans' larin stereo mikroskop altindaki aktarim islemi

4.8. Fertilite Analizi

Yumurta verimi analizinde, iginde FUDR bulunmayan NGM’ler kullanilmistir.
Yumurta sayimi, Koelle (2005) protokoliine gore yapilmistir. Buna gore; ¢alismada
kullanilan gida katki maddelerin farkli dozlari (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10
mL) ile hazirlanmis her bir petriye 15 adet iyi beslenen L4 evresindeki C.
elegans‘lardan aktarilmigtir. 36 saat sonra bunlarin 10 tanesi yeni bir petriye
aktarilarak, 20 °C’de 30 dk bekletilmistir. Siire sonunda, 4x objektif ile 1s1k
mikroskobu altinda yumurtalar sayilmis ve sayma isleminden sonra erigkin C.
elegans’lar yeni petrilere alinmistir. Bu islem 3 giin boyunca tekrarlanmistir. Ayrica,
yumurtalarin bulundugu petrilerde bir giin sonra yumurtadan ¢ikan C. elegans bireyleri
sayilarak, catlamayan yumurtalar tespit edilmistir. Elde edilen veriler ile yumurta
verimi (yumurtadan ¢ikma yiizdesi) hesaplanmistir. Daha sonra, kontrol grubuyla

karsilastirmali olarak degerlendirme yapilmaistir.
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Sekil 4.5 C. elegans’ larin 151k mikroskobu (4x) altindaki yumurta goriintiisii

4.9. Fiziksel Biiyiime Analizi

Fiziksel biiyiimenin kontrolii amaciyla hazirlanan ve ayn1 dozlarda gida katki maddesi
iceren NGM igerisine flurodeoxyuridine (FUDR) eklenmeyerek petrilere esit miktarda
C. elegans yumurtas: ilave edilmistir. icerlerinde 50-100’er adet yumurta bulunan
petrilerde, 3. giliniin sonunda kontrol grubuyla birlikte 4x objektif altinda 1s1k
mikroskobunda goriintii alinmig ve bu goriintiiler tizerinden C. elegans’ larin viicut

biiytikliikleri 6l¢iilmiistiir.

4.10. istatistiksel Analizler

Biitiin analizler en az ii¢ kez tekrarlanmis olup, yasam siiresi aragtirma bulgular
istatistiki analizinde; OASIS (Online Application for Survival Anaylysis) yazilimi
kullanilarak, gruplar arasindaki farkliliklar Log-Rank Testi ile belirlenmistir (Yang
vd., 2011).

Fertilite ve Fiziksel Biiylime arastirma bulgulari i¢in istatistiksel analizler SPSS 22.0
(IBM Corparation, Armonk, New York, United States) programi kullanilarak
yapilmistir. Ortalamalar arasindaki farkliliklar Tukey testi ile P<0,05 olacak sekilde

belirlenmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu c¢alisma, Fen Fakiiltesi, Biyoloji boliimii, Molekiiler Biyoloji arastirma
laboratuvarinda yapilmistir. Calismada, 5 sentetik gida katki maddesinin (benzoik asit,
sodyum nitrat, allura red, tartrazin ve sunset yellow) farkli dozlar1 (0,006 g, 0,01 g,
0,02 g,0,059, 0,1 g/10 mL) C. elegans kiiltiir ortamina uygulanmis ve sonrasinda bu
dozlara maruz kalan C. elegans’ta, yasam siiresi, fertilite ve fiziksel biiyiime
degisiklikleri incelenmistir. Bulgular kontrol gruplariyla ve birbirleriyle karsilagtirma

yapilarak degerlendirilmistir.

5.1. Benzoik Asit Arastirma Bulgulari

Bezoik asit’in 5 farkli dozu (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 ¢g/10 mL) igin, C.
elegans’ta yasam siiresi, fertilite ve fiziksel biiylime analizleri yapilmistir. Her bir
analiz i¢in bulgular ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

5.1.1. Benzoik Asit Yasam Siiresi Analizi Bulgular:

Benzoik asit’in farkli dozlarinin C. elegans’ta yasam siiresine olan etkisini gosteren

Log-Rank Testi sonuglar1 Cizelge 5.1’de verilmistir.
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Cizelge 5.1 Benzoik asit’in C. elegans’ta yasam siiresine olan etkisi

Kontrol-Doz karsilagtirmasi Ki- Kare P- degeri Bonferroni P-degeri
Kontrol v.s. 0,006 g/10 mL 1.32 0.2507 1.0000
Kontrol v.s. 0,01 g/10 mL 17.87 2.4e-05 0.0001
Kontrol v.s. 0,02 g/10 mL 30.38 3.6e-08 1.8e-07
Kontrol v.s. 0,05 g/10 mL 68.90 0.0e+00 0.0e+00
Kontrol v.s. 0,1 g/10 mL 98.26 0.0e+00 0.0e+00
0,006 g/10 mL v.s. Kontrol 1.32 0.2507 1.0000
0,006 g/10 mL v.s. 0,01 g/10 mL 9.30 0.0023 0.0115
0,006 g/10 mL v.s. 0,02 g/10 mL 20.20 7.0e-06 3.5e-05
0,006 g/10 mL v.s. 0,05 g/10 mL 53.97 0.0e+00 0.0e+00
0,006 g/10 mL v.s. 0,1 g/10 mL 77.11 0.0e+00 0.0e+00
0,01 g/10 mL v.s. Kontrol 17.87 2.4e-05 0.0001
0,01 g/10 mL v.s. 0,006 g/10 mL 9.30 0.0023 0.0115
0,01 g/10 mL v.s. 0,02 g/10 mL 4.89 0.0271 0.1353
0,01 g/10 mL v.s. 0,05 g/10 mL 22.70 1.9e-06 9.5e-06
0,01 g/10 mL v.s. 0,1 g/10 mL 41.46 0.0e+00 0.0e+00
0,02 g/10 mL v.s. Kontrol 30.38 3.6e-08 1.8e-07
0,02 g/10 mL v.s. 0,006 g/10 mL 20.20 7.0e-06 3.5e-05
0,02 g/10 mL v.s. 0,01 g/10 mL 4.89 0.0271 0.1353
0,02 g/10 mL v.s. 0,05 g/10 mL 10.33 0.0013 0.0066
0,02 g/10 mL v.s. 0,1 g/10 mL 28.73 8.3e-08 4.2e-07
0,05 g/10 mL v.s. Kontrol 68.90 0.0e+00 0.0e+00
0,05 g/10 mL v.s. 0,006 g/10 mL 53.97 0.0e+00 0.0e+00
0,05 g/10 mL v.s. 0,01 g/10 mL 22.70 1.9e-06 9.5e-06
0,05 g/10 mL v.s. 0,02 g/10 mL 10.33 0.0013 0.0066
0,05 g/10 mL v.s. 0,1 g/10 mL 9.53 0.0020 0.0101
0,1 g/10 mL v.s. Kontrol 98.26 0.0e+00 0.0e+00
0,1 g/10 mL v.s. 0,006 g/10 mL 77.11 0.0e+00 0.0e+00
0,1¢/10 mL v.s. 0,01 g/10 mL 41.46 0.0e+00 0.0e+00
0,1 9/10 mL v.s. 0,02 g/10 mL 28.73 8.3e-08 4.2e-07
0,1 g/10 mL v.s. 0,05 g/10 mL 9.53 0.0020 0.0101

P<1.0 * 109 oldugunda 0.00e+00 P degeri verilir. P degerleri P<0,05 igin nemlidir.

Benzoik asit dozlar1 ile kontrol grubu arasinda yapilan kiyaslamalarda; 0,01 g, 0,02 g,

0,05 ¢, 0,1 g/10 mL uygulama dozlari i¢in anlamli bir farkliligin oldugu gériilmektedir

(P<0,05). Bu farklilik doz artis1 ile birlikte artmaktadir. Diger taraftan, benzoik asit’in

0,006 ¢/10 mL’lik dozu, kontrol grubu ile kiyaslandiginda ortaya cikan farklilik

anlamli degildir (P>0,05). Sonu¢ olarak, uygulama dozlarindan 0,006 g/10 mL’lik
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benzoik asit dozu hari¢ diger tiim uygulama dozlan (0,1 g, 0,05 g, 0,02 g, 0,01 g/10
mL) C. elegans igin toksik etki olusturarak, yasam siiresini kisaltmigtir (Cizelge 5.1).

Dozlar kendi aralarinda karsilastirildiginda ise, uygulanan biitiin dozlar arasindaki
farkin anlamli oldugu tespit edilmistir (P<0,05). Doz gruplar1 arasinda konsantrasyon

fark: arttik¢a yagam siiresi farkliligi da artmaktadir (Cizelge 5.1).

Benzoik asit’in 0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL’lik dozlarmin ve kontrol

grubunun yasam siiresi verileri ile olusturulmus yasama yiizdesi grafigi Sekil 5.1°de

verilmistir.
100
—8— Kontrol
—a— 0,006 g/10 mL
-m- 0,01g/10mL
80 1 4 0,02 g/10 mL
—¥— 0,05 g/10 mL
E < 0,1g/10mL
> 60 |
=
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=
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&
20 F
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Sekil 5.1 Benzoik asit’in farkli dozlarinin C. elegans’ta yasama yiizdesine olan etkisi

En disiik yasama yiizdesi, benzoik asit’in en yiiksek dozu olan 0,1 g/10 mL’de
goriiliirken; en yiliksek yasama yiizdesi, en diisiik doz olan 0,006 g/10 mL’de
goriilmiistiir. 0,1 g/10 mL dozunda C. elegans bireylerinin yarisi (%50’si, 25 birey) 4.
giniin sonunda 6lmistiir. 10. giin sonunda ise bu dozda yasayan higbir C. elegans
bireyi kalmamistir. Yaklasik 14-20 giinliik bir yasam stiiresi oldugu bilinen C. elegans
bireyleri i¢in benzoik asit’in bu dozu (0,1 g/10 mL) yasam siiresini 6nemli 6lgiide
(yaklasik %50 oraninda) kisaltmistir. Diger uygulama dozlarinda da (0,006 g/10 mL
harig), yasama yiizdesinde 6nemli diisiislerin oldugu ve benzoik asit doz miktarindaki

artigin toksik etkiyi artirdigi tespit edilmistir (Sekil 5.1).
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5.1.2. Benzoik Asit Fertilite Analizi Bulgular:

Benzoik asit’in farkli dozlarmin C. elegans’ta fertiliteye olan etkisine ait istatistik

sonuglar1 Cizelge 5.2 ve Sekil 5.2°de verilmistir.

Cizelge 5.2 Benzoik asit’in C. elegans’ta fertiliteye olan etkisi

Do el Yumurta sayisi Birey sayisi VU VB L
(9/10 mL) (%)

Kontrol 985,33+2,51% 973,33+1,52° 98,42
0,006 642,0+3,60° 528,66:2,08" 81,7°
0,01 502,33+2,51° 386,33+1,52° 76,8°
0,02 349,66-4,04% 232,66+2,08% 66,44
0,05 266,0+3,0° 160,66+1,52° 60,9°
01 71,66+2,517 31,331,521 458"

Farkli harflerle gosterilen rakamlar, istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0,05).

10 C. elegans bireyinde 3 giin siiresince elde edilen yumurta ve yumurtadan ¢ikan
birey sayisi ile yumurta verimliligine ait bulgular degerlendirildiginde, benzoik asit’in
uygulanan doz gruplariin hepsinin fertilite {izerinde olumsuz etkilerinin oldugu
goriilmektedir. Kontrol grubu ile yapilan karsilastirmada, yamurta ve birey sayisindaki
en bliyiik distis 0,1 g/10 mL dozunda olmustur. Benzoik asit doz miktar1 azaldik¢a
yumurta ve yumurtadan ¢ikan birey sayisina ait degerlerde artis olmasina ragmen, en
diisiik benzoik asit dozu (0,006 g/10 mL)’nda bile fertilite tizerindeki etkinin anlaml
oldugu tespit edilmistir (P<0,05). Doz gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda da,
istatistiksel olarak farkliliklara rastlanmistir. Her doz grubu, birbirinden farkli olarak

onemli 6l¢iide fertiliteye etki etmistir (Cizelge 5.2).

50



120

100
/'O\ a
>
— 80 ,
£ c
]
> 60 d
8 e
ju
>
£ 40 f
>
>

20

0
Kontrol 0,006 g/10mL 0,01g/10mL 0,02g/10mL 0,05g/10mL 0,1g/10mL

Benzoik asit dozlar:

Sekil 5.2 Benzoik asit’in C. elegans’ta yumurta verimine olan etkisi

Benzoik asit’in 0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g ve 0,1 g /10 mL’lik uygulama dozlar1
icin C. elegans’larin yumurta verimlilikleri sirast ile, %81,7; %76,8; %66,4; %60,9 ve
%45,8 olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda ise, yumurtadan ¢ikan yavrularin
yiizdesi 98,4°tiir. Kontrol ile yapilan kiyaslamada, benzoik asit dozlarmin sebep
oldugu yumurta verimliligindeki diisiisler istatistiksel olarak anlamlidir (P<0,05) ve
bu dozlarmin yumurta verimliligine biiylik dl¢lide olumsuz etkileri olmustur. Doz
gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda da, istatistiksel olarak anlaml farkliliklar
bulunmustur. En yiiksek (0,1 g/10 mL) ve en diisiik (0,006 g/10 mL) benzoik asit dozu
arasinda yaklasik %36 oraninda bir fark s6z konusudur (Sekil 5.2).

5.1.3. Benzoik Asit Fiziksel Biiyiime Analizi Bulgular:

Benzoik asit’in 0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g /10 mL dozlarina maruz kalan ve
yumurtadan ¢iktiktan 3 giin sonra 4x objektif ile 151k mikroskobunda goriintiisii
alinarak, boy 6l¢iimleri yapilan C. elegans’larin boy uzunluklar1 (mikrometre, pm)

Sekil 5.3’te gosterilmistir.
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Sekil 5.3 Benzoik asit’in farkli dozlarinin uygulanmasi sonucu 6lgiilen boy

uzunluklari

Benzoik asit’in fiziksel biiyiime iizerine olan etkilerinin incelenmesi sonucunda elde
edilen istatistik verileri Cizelge 5.3’te ve bu verilere gore hazirlanmis grafik Sekil

5.4’te verilmistir.

Cizelge 5.3 Benzoik asit’in C. elegans’ta fiziksel biiyiimeye olan etkisi

Dozlar Fiziksel Biiyiime

(9/20 mL)
Kontrol 22,23+0,03%
0,006 15,73+0,20°
0,01 13,57+0,23°
0,02 12,210,114
0,05 11,30+0,11°
01 9,42:0,22f

Farkli harflerle gosterilen rakamlar, istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0,05).

Benzoik asit’in uygulanan dozlarinin tamaminin C. elegans’ta fiziksel biiytime {izerine
olan etkisinin kontrol grubuna kiyasla anlamli oldugu tespit edilmistir (P<0,05).

Uygulanan dozlar arasinda, biiylime geriliginin en fazla oldugu benzoik asit dozu 0,1
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9/10 mL iken, biiylime geriliginin en az oldugu benzoik asit dozu 0,006 g/10 mL’dir
(Cizelge 5.3).

22,23

15,73
13,57

12,21
11,30

Fiziksel biiylime (pm)

~
q\
o

M Kontrol m0,006g/10 mL mO0,01g/10 mL 0,02g/10mL m0,05g/10mL mO0,1g/10 mL

Benzoik asit dozlar1

Sekil 5.4 Benzoik asit’in C. elegans’ta fiziksel biiylimeye olan etkisi

Benzoik asit miktarindaki artis, C. elegans bireylerinde viicut biiyiikligini
diisirmektedir. Bu nedenle, doz artisina bagl olarak biiyiime gerilige de artmaktadir.
Benzoik asit doz gruplari arasinda 6l¢iilen en diisiik boy uzunlugu ortalamasi1 9,42 um
iken, en yiiksek boy uzunlugu ortalamasi 15,73 pum olmustur. Kontrol grubununda
bulunan C. elegans bireylerinin boy uzunluk ortalamasi ise 22,26 pum olarak

hesaplanmstir (Sekil 5.4).

5.2. Sodyum Nitrat Arastirma Bulgular:

Sodyum nitrat’in 5 farkli dozu (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL) i¢in, C.
elegans’ta yasam siiresi, fertilite ve fiziksel bilylime analizleri yapilmigtir. Analiz

bulgular istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

5.2.1. Sodyum Nitrat Yasam Siiresi Analizi Bulgular

Sodyum nitrat’in farkli dozlariin ve konrol grubunun yasam siiresi analiz verileri ile
yapilan Log-Rank Testi sonuglar1 Cizelge 5.4’te verilmistir (Log-Rank Testi, doz
gruplar1 ve kontrol arasindaki yasama siiresi farkinin istatistiksel olarak 6énemli olup
olmadigin1 géstermektedir).
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Cizelge 5.4 Sodyum nitrat’in C. elegans’ta yasam siiresine olan etkisi

Kontrol-Doz karsilastirmasi Ki- Kare P- degeri Bonferroni P-degeri
Kontrol v.s. 0,006 g/10 mL 14.79 0.0001 0.0006
Kontrol v.s. 0,01 g/10 mL 24.29 8.3e-07 4.1e-06
Kontrol v.s. 0,02 g/10 mL 48.40 0.0e+00 0.0e+00
Kontrol v.s. 0,05 g/10 mL 54.09 0.0e+00 0.0e+00
Kontrol v.s. 0,1 g/10 mL 60.92 0.0e+00 0.0e+00
0,006 g/10 mL v.s. Kontrol 14.79 0.0001 0.0006
0,006 g/10 mL v.s. 0,01 g/10 mL 3.06 0.0805 0.4024
0,006 g/10 mL v.s. 0,02 g/10 mL 16.18 0.0001 0.0003
0,006 g/10 mL v.s. 0,05 g/10 mL 21.17 4.2e-06 2.1e-05
0,006 g/10 mL v.s. 0,1 g/10 mL 26.55 2.6e-07 1.3e-06
0,01 g/10 mL v.s. Kontrol 24.29 8.3e-07 4.1e-06
0,01 g/10 mL v.s. 0,006 g/10 mL 3.06 0.0805 0.4024
0,01 g/10 mL v.s. 0,02 /10 mL 5.85 0.0156 0.0780
0,01 g/10 mL v.s. 0,05 g/10 mL 9.62 0.0019 0.0096
0,01 g/10 mL v.s. 0,1 g/10 mL 14.47 0.0001 0.0007
0,02 g/10 mL v.s. Kontrol 48.40 0.0e+00 0.0e+00
0,02 g/10 mL v.s. 0,006 g/10 mL 16.18 0.0001 0.0003
0,02 g/10 mL v.s. 0,01 g/10 mL 5.85 0.0156 0.0780
0,02 g/10 mL v.s. 0,05 g/10 mL 1.01 0.3139 1.0000
0,02 g/10 mL v.s. 0,1 g/10 mL 3.96 0.0467 0.2333
0,05 g/10 mL v.s. Kontrol 54.09 0.0e+00 0.0e+00
0,05 g/10 mL v.s. 0,006 g/10 mL 21.17 4.2e-06 2.1e-05
0,05 g/10 mL v.s. 0,01 g/10 mL 9.62 0.0019 0.0096
0,05 g/10 mL v.s. 0,02 /10 mL 1.01 0.3139 1.0000
0,05 g/10 mL v.s. 0,1 g/10 mL 1.07 0.3016 1.0000
0,1 g/10 mL v.s. Kontrol 60.92 0.0e+00 0.0e+00
0,1 9/10 mL v.s. 0,006 g/10 mL 26.55 2.6e-07 1.3e-06
0,1 9/10 mL v.s. 0,01 g/10 mL 14.47 0.0001 0.0007
0,1 9/10 mL v.s. 0,02 g/10 mL 3.96 0.0467 0.2333
0,1 g/10 mL v.s. 0,05 g/10 mL 1.07 0.3016 1.0000

P<1.0 * 109 oldugunda 0.00e+00 P degeri verilir. P degerleri P<0,05 igin nemlidir.

Sodyum nitrat’in 5 farkli dozu (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL) ile kontrol
grubu arasindaki farkliliklar 6nemli bulunmustur (P<0,05). Yasam siiresi doz artisina
paralel olarak kisalmaktadir. Ciinkii, sodyum nitrat C. elegans bireylerinde toksik etki
olusturmakta ve bu etki doz artigiyla birlikte artmaktadir (Cizelge 5.4).
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Dozlar kendi aralarinda karsilastirildiginda ise, 0,006 g ile 0,01 g/10 mL; 0,02 g ile
0,05 g/10 mL; 0,05 g ile 0,1 g/10 mL uygulama dozlar1 arasindaki fark 6nemsizdir
(P>0,05). Buna karsin, geriye kalan doz gruplarinin biribirleriyle olan kiyaslamalari

sonucu ortaya ¢ikan farkliliklarin 6nemli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 5.4).

Sodyum nitrat’in farkli dozlarinin ve kontrol grubunun yasama yiizdesi grafigi Sekil

5.5’te verilmistir.

10
—8— Kontrol
-~ 0,006 g/10 mL
-m- 0,01 g/10 mL
80 4 0,02 g/10 mL
- 0,05 g/10 mL
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S 60
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Time (days)

Sekil 5.5 Sodyum nitrat’in farkli dozlarmin C. elegans’ta yasama yiizdesine olan

etkisi

Katki maddesi maruziyetinin 1. giinlinde, biitiin uygulama dozlarindaki C. elegans
bireylerinin tamami (%100’{) yasamaktayken, 0,1 g/10 mL dozunda 12. giiniin
sonunda, 0,05 g/10 mL dozunda 13. giiniin sonunda, 0,02 g/10 mL dozunda 14. giiniin
sonunda, 0,01 g/10 mL dozunda 16. giiniin sonunda ve 0,006 g/10 mL dozunda ise 17.
giiniin sonunda hepsi 6lmistiir. Kontrol grubunda ise, C. elegans bireylerinin yasam
stiresi 19 giin olarak belirlenmistir. Bu durumda, sodyum nitrat’taki doz artig1 C.

elegans bireylerinde yasama yiizdesini diisiirmiistiir (Sekil 5.5).
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5.2.2. Sodyum Nitrat Fertilite Analizi Bulgular:

Sodyum nitrat’in 0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL’lik dozlarinin C.
elegans’ta yumurta ve birey sayisi ile yumurta verimliligine ait istatistik sonuglari

Cizelge 5.5de verilmistir.

Cizelge 5.5 Sodyum nitrat’in C. elegans’ta fertiliteye olan etkisi

Dozlar Yumurta sayisi Birey sayis1 Yumurta verimi
(9/10 mL) Y y say (%)
Kontrol 975,33+1,52° 959,66+2,08° 98,42
0,006 781,33+2,51° 523,66+2,51" 67,1°
0,01 723,66+2,08° 442,66+1,52° 61,1°
0,02 600,332,081 345,330,579 57,3¢
0,05 551,33+2,51° 223,66+3,05° 411°
0,1 436,33+1,52" 146,33+2,511 340"

Farkli harflerle gosterilen rakamlar, istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0,05).

Sodyum nitrat’in farkli dozlarinin fertiliteye olan etkisini gosteren Cizelge 5.5
incelendiginde, her bir doz grubu igin istatistiksel farkliliklarin Gnemli oldugu
goriilmektedir (P<0,05). 0,1 g/10 mL’lik sodyum nitrat dozu en diisiik yumurta
(436,33+1,52) ve birey (146,33+2,51) sayisinin gézlendigi doz olarak tespit edilmistir.
Sodyum nitrat doz miktar1 diistiikge yumurta ve bu yumurtalardan ¢ikan birey
sayilarinda artig goriilmektedir. Fakat, bu artis kontrol grubu ile kiyaslandiginda
aradaki farki 6nemsiz kilmamaktadir. En diisiik sodyum nitrat dozu (0,006 g¢/10
mL)’nda bile yumurta ve birey sayilari agisindan kontrole kiyasla 6nemli farkliliklar
s6z konusudur (P<0,05). Bu nedenle, sodyum nitrat’in biitiin uygulama dozlarinin

fertiliteyi olumsuz etkiledigi agiktir (Cizelge 5.5).

Sodyum nitrat’in farkli dozlarinin ve kontrol grubunun yumurta verimi (%) grafigi
Sekil 5.6’da sunulmustur.
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Sekil 5.6 Sodyum nitrat’in C. elegans’ta yumurta verimine olan etkisi

Sekil 5.6 incelendiginde; yumurta verimliligi a¢isindan kontrol grubunda %98,4’liik
bir oran s6z konusu iken 0,1 g/10 mL’lik dozda bu oran %34,0’a gerilemistir. Kontrol
grubu ile tiim doz gruplar: arasindaki yumurta verimi (%) farkliliklarinin istatistiksel
acidan anlamli oldugu belirlenmistir (P<0,05). Ayrica, sodyum nitrat doz miktarindaki
artiglar, C. elegans’ta yumurta verimliligini disirmektedir. Doz gruplart kendi
aralarinda karsilagtirlldiginda da yumurta verimliligi agisindan tiim dozlarin

istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu belirlenmistir (Sekil 5.6).

5.2.3. Sodyum Nitrat Fiziksel Biiyiime Analizi Bulgular:

Sodyum nitrat’in 0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g ve 0,1 g/10 mL’lik dozlarina maruz
kalan ve yumurtadan c¢iktiktan 3 giin sonra 4x objektif ile 151k mikroskobunda

goriintiisii aliman C. elegans’larda yapilan boy 6l¢iimleri Sekil 5.7°de gosterilmistir.
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Sekil 5.7 Sodyum nitrat’in farkli dozlarinin uygulanmasi sonucu 6lgiilen boy

uzunluklari

Sodyum nitrat’in farkli dozlarinda bulunan C. elegans’larin boy 6l¢iim degerleri ile

yapilan istatistik sonuglar1 Cizelge 5.6’da verilmistir.

Cizelge 5.6 Sodyum nitrat’in C. elegans’ta fiziksel biiylimeye olan etkisi

(g'?l‘:)z Ir?i) Fiziksel Biiyiime

Kontrol 22,20+0,06%
0,006 17,75+0,12°
0,01 16,17+0,15°
0,02 15,140,259
0,05 14,43+0,28°
01 13,57:0,31°

Farklr harflerle gosterilen rakamlar, istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0,05).

Cizelge 5.6 degerlendirildiginde, sodyum nitrat i¢in uygulanan biitiin dozlarin fiziksel
biiyiime tizerindeki etkilerinin 6énemli oldugu ve sodyum nitrat uygulama dozlarinin

tamamimin C. elegans’ta biiyime geriligine yol agtigi goriilmektedir (P<0,05).
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Biiyiime geriligi ile sodyum nitrat doz miktar1 arasindaki iliski, doz miktar1 arttik¢ca
biliyime geriliginin de artmasi seklindedir. Bu nedenle, biiyliime geriliginin en fazla
oldugu sodyum nitrat dozu 0,1 g/10 mL iken, biiylime geriginin en az oldugu sodyum
nitrat dozu 0,006 g/10 mL olarak tespit edilmistir (Sekil 5.7 ve Cizelge 5.6).

Her doz grubu (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g ve 0,1 g/10 mL) kendi arasinda da
istatistiksel olarak birbirinden farklidir (Cizelge 5.6).

Sodyum nitrat’in farkli dozlarinin fiziksel biiylimeye olan etkisinin grafik olarak

gosterimi Sekil 5.8’de sunulmustur.

22,2

17,75

16,17
15,14

H Kontrol ®0,006g/10mL mO0,01g/10 mL 0,02g/10mL mO0,05g/10mL mO0,1g/10 mL

14,43
13,57

Fiziksel biiylime (pm)

Sodyum nitrat dozlar1

Sekil 5.8 Sodyum nitrat’in C. elegans’ta fiziksel biiyiimeye olan etkisi

Kontrol grubunda 6l¢iilen boy uzunluklari ortalamasi 22,2 pm iken, sodyum nitrat doz
gruplarinda boy uzunluklar1 ortalamasi en diisiik doz grubundan en yiiksek doz
grubuna dogru sirast ile; 17,75; 16,17; 15,14; 14,43; 13,57 um olarak tespit edilmistir.
Sodyum nitrat doz miktarindaki artis C. elegans bireylerinin boy uzunluk ortalama

degerlerini diistirmiistiir (Sekil 5.8).
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5.3. Allura Red Arastirma Bulgular:

Allua red igin belirlenen doz gruplarinin (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL)
C. elegans’ta yasam siiresi, fertilite ve fiziksel biiyiimeye olan etkileri belirlenmistir.

Yasam siiresi, fertilite ve fiziksel biiylime analiz bulgular1 ayr1 ayr1 verilmistir.

5.3.1. Allura Red Yasam Siiresi Analizi Bulgular:

Allura red’in 0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL’lik dozlarinin model
organizmada (C. elegans) yasam siiresine olan etkisinin, kontrol grubu ve birbirleriyle

karsilastirmali olarak verildigi Log-Rank Testi sonuglar1 Cizelge 5.7°de verilmistir.
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Cizelge 5.7 Allura red’in C. elegans’ta yagsam siiresine olan etkisi

Kontrol-Doz karsilastirmasi Ki- Kare P- degeri Bonferroni P-degeri
Kontrol v.s. 0,006 g/10 mL 4.84 0.0277 0.1387
Kontrol v.s. 0,01 g/10 mL 8.63 0.0033 0.0165
Kontrol v.s. 0,02 g/10 mL 11.90 0.0006 0.0028
Kontrol v.s. 0,05 g/10 mL 18.47 1.7e-05 0.0001
Kontrol v.s. 0,1 g/10 mL 31.19 2.3e-08 1.2e-07
0,006 g/10 mL v.s. Kontrol 4.84 0.0277 0.1387
0,006 g/10 mL v.s. 0,01 g/10 mL 0.62 0.4325 1.0000
0,006 g/10 mL v.s. 0,02 g/10 mL 1.84 0.1746 0.8730
0,006 g/10 mL v.s. 0,05 g/10 mL 4.72 0.0298 0.1490
0,006 g/10 mL v.s. 0,1 g/10 mL 12.87 0.0003 0.0017
0,01 g/10 mL v.s. Kontrol 8.63 0.0033 0.0165
0,01 g/10 mL v.s. 0,006 g/10 mL 0.62 0.4325 1.0000
0,01 g/10 mL v.s. 0,02 /10 mL 0.36 0.5496 1.0000
0,01 g/10 mL v.s. 0,05 g/10 mL 2.11 0.1462 0.7312
0,01 g/10 mL v.s. 0,1 g/10 mL 7.72 0.0055 0.0274
0,02 g/10 mL v.s. Kontrol 11.90 0.0006 0.0028
0,02 g/10 mL v.s. 0,006 g/10 mL 1.84 0.1746 0.8730
0,02 g/10 mL v.s. 0,01 g/10 mL 0.36 0.5496 1.0000
0,02 g/10 mL v.s. 0,05 g/10 mL 0.66 0.4170 1.0000
0,02 g/10 mL v.s. 0,1 g/10 mL 4.67 0.0307 0.1537
0,05 g/10 mL v.s. Kontrol 18.47 1.7e-05 0.0001
0,05 g/10 mL v.s. 0,006 g/10 mL 4.72 0.0298 0.1490
0,05 g/10 mL v.s. 0,01 g/10 mL 2.11 0.1462 0.7312
0,05 g/10 mL v.s. 0,02 /10 mL 0.66 0.4170 1.0000
0,05 g/10 mL v.s. 0,1 g/10 mL 1.50 0.2209 1.0000
0,1 g/10 mL v.s. Kontrol 31.19 2.3e-08 1.2e-07
0,1 9/10 mL v.s. 0,006 g/10 mL 12.87 0.0003 0.0017
0,19/10 mL v.s. 0,01 g/10 mL 7.72 0.0055 0.0274
0,1 9/10 mL v.s. 0,02 g/10 mL 4.67 0.0307 0.1537
0,1 g/10 mL v.s. 0,05 g/10 mL 1.50 0.2209 1.0000

P<1.0 * 1019 oldugunda 0.00e+00 P degeri verilir. P degerleri P<0,05 i¢in 6nemlidir.

Allura red igin uygulanan doz gruplarmin tamammin C. elegans’ta yasam siiresini
kisalttig1 belirlenmistir. Ciinkii, biitiin doz gruplarinda kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli farkliliklar s6z konusudur (P<0,05). Doz gruplart ile kontrol arasindaki bu
farkliliklar, doz miktarina bagl olarak degigsmektedir. En yiiksek allura red dozunda
(0,1 g/10 mL) anlamsal farklilik en fazla iken, en diisiik allura red dozunda (0,006 g/10
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mL) bu fark en aza inmektedir (Cizelge 5.7). Bu durum, ¢alismada uygulanan allura
red dozlarinin tamamimin C. elegans i¢in toksik etkili oldugunu ve yasam siiresi

tizerinde olumsuz etkilere sahip oldugunu gostermektedir.

Kontrolden bagimsiz olarak doz gruplar1 kendi aralarinda degerlendirildiginde ise,
0,006 g ile 0,01 g/10 mL; 0,006 g ile 0,02 g/10 mL; 0,01 g ile 0,02 g/10 mL; 0,01 g ile
0,05 ¢/10 mL; 0,02 g ile 0,05 g/10 mL ve 0,05 g ile 0,1 g/10 mL’lik doz gruplari
arasindaki fark Onemsizdir (P>0,05). Geriye kalan doz gruplar1 arasindaki
kiyaslamalarda ise ortaya ¢ikan farkliliklar istatistiksel anlamda énemli bulunmustur

(Cizelge 5.7).

Allura red dozlart (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL) ve Kkontrol

grubunundaki C. elegans’larin yasama yiizdesini gosteren grafik Sekil 5.9’da

verilmistir.
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Sekil 5.9 Allura red’in farkli dozlarinin C. elegans’ta yasama yiizdesine olan etkisi

Her ne kadar 0,1 ¢g/10 mL dozu hari¢ diger uygulama dozlarinda C. elegans
bireylerinin tamami1 konrol grubundaki bireylerle ayni giiniin sonunda (20. giin) 6lse
de aradaki giinlerde yasayan ve olen birey sayilar1 arasindaki farkliliklar onemli
oldugu igin istatistiksel olarak bu dozlar ile kontrol arasindaki fark anlaml
bulunmustur (P<0,05). Biitiin doz gruplarinin (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10
mL) yasama yiizdesi kontrole gore anlamli derecede diisiiktiir (Sekil 5.9).
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5.3.2. Allura Red Fertilite Analizi Bulgular:

Allura red’in 0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL’lik uygulama dozlarimin C.

elegans’ta fertiliteye olan etkisi Cizelge 5.8’de verilmistir.

Cizelge 5.8 Allura red’in C. elegans’ta fertiliteye olan etkisi

Dozlar Yumurta sayisi Birey sayis1 Yumurta verimi
(g/10 mL) y y say (%)
Kontrol 955,33+1,52° 943,0+1,0% 98,82
0,006 855,660, 57° 728,66+3 51° 85,5
0,01 799,0+1,73° 678,66+2,51¢ 84.7°
0,02 711,332,081 601,33+1,54¢ 84,4
0,05 683,0-:2,64° 559,33+1,52° 81,84
0,1 569,33+2,51' 400,66+1,15 70,5

Farkli harflerle gosterilen rakamlar, istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0,05).

Allura red dozlarin tamami (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL), C. elegans’ta
yumurta sayist ve bu yumurtalardan ¢ikan birey sayilarini kontrole kiyasla azaltmistir.
Kontrol grubu ve doz gruplar arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamlidir
(P<0,05). Allura red dozlar fertiliteyi olumsuz etkilemis ve yumurta sayisi ile birey
sayist allura red doz miktarina bagli olarak azalmistir. En yiiksek yumurta
(855,66+0,57) ve birey sayilar1 (728,66+3,51) %85,5 verimlilikte, 0,006 g/10 mL
dozunda; en diisiik yumurta (569,33+2,51) ve birey sayilar1 (400,66+1,15) ise %70,5
verimlilikte, 0,1 g/10 mL dozunda belirlenmistir (Cizelge 5.8).

Allura red dozlarmin (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL) ve kontrol grubunun

yumurta verimliliklerine ait degerlerle yapilan grafik Sekil 5.10°da verilmistir.
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Sekil 5.10 Allura red’in C. elegans’ta yumurta verimine olan etkisi

Genel olarak allura red dozlarinin tamaminin yumurta verimlilik yiizdeleri arasindaki
fark kontrol grubuna kiyasla anlamli bulunmustur (P<0,05). Ancak, dozlar kendi
aralarinda kiyaslandiklarinda bu farkin 0,01 g ile 0,02 g/10 mL dozlar1 arasinda
onemsiz oldugu tespit edilmistir (P>0,05). Sonug olarak; allura red doz gruplarinin

tamami1 kontrole kiyasla yumurta verimliligini distirmistiir (Cizelge 5.8 ve Sekil
5.10).

5.2.3. Allura Red Fiziksel Biiyiime Analizi Bulgular:

Allura red’in 0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g ve 0,1 g/10 mL’lik dozlarin1 igeren
NGM’de yasayan ve yumurtadan ¢iktiktan 3 giin sonra 4x objektif ile 1sik
mikroskobunda goriintiisii alinan C. elegans’larda yapilan boy 6l¢timleri Sekil 5.11°de

verilmistir.
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0,02 g/10 mL 0,05 g/10 mL 0,1 g/10 mL

Sekil 5.11 Allura red’in farkli dozlarinin uygulanmasi sonucu 6lgiilen boy

uzunluklari

Allura red’in farkli dozlarma maruz kalan C. elegans’larin boy 6l¢iim degerlerinin

ortalamasi ile yapilan istatistik sonuclar1 Cizelge 5.9’da verilmistir.

Cizelge 5.9 Allura red’in C. elegans’ta fiziksel biiylimeye olan etkisi

(gI/Dl(:)Z Ir?]T_) Fiziksel Biiyiime
Kontrol 20,37+0,27°
0,006 20,23+0,12°
0,01 20,31:0,18"
0,02 20,82::0,91°
0,05 21,14+0,34°
01 23,41+0,44%

Farkli harflerle gosterilen rakamlar, istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0,05).

Bu calismada, allura red diger katki maddelerinden farkli olarak fizisel biiyiime
tizerinde olumlu bir etkiye sebep olmustur. Allura red doz miktar arttikga C. elegans
bireylerinde biiyiime hizlanmistir (Sekil 5.11 ve Cizelge 5.9). Fakat; istatistiksel olarak
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allura red doz gruplari ve kontrol arasindaki fark 0,006 g, 0,01 g, 0,02 g ve 0,05 ¢/10
mL’lik dozlarda 6nemsizken (P>0,05); 0,1 g/10 mL’lik allura red dozunda onemli
bulunmustur (P<0,05). Her ne kadar allura red doz miktari arttik¢a boy uzunluk 6lgiim
degerleri artis gosterse de bu artis ilk 4 dozda (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g ve 0,05 g/10
mL) fiziksel biiylimeye herhangi bir etki yapmamistir. Buna karsin, 0,1 g/10 mL’lik
allura red dozunun fiziksel bilyiimeyi artirici bir etki yaptigi tespit edilmistir (Cizelge
5.9).
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20,37
20,23
20,31

Fiziksel biiylime (um)

W Kontrol ®0,006g/10mL m0,01 g/10 mL 0,02g/10mL m0,05g/10mL mO0,1g/10 mL

Sekil 5.12 Allura red’in C. elegans’ta fiziksel biiyiimeye olan etkisi

Allura red’in 0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g ve 0,1 g/10 mL’lik dozlarindaki C.
elegans’larin boy uzunluklari ortalamasi sirast ile 20,31; 20,37; 20,82; 21,14 ve 23,41
um olarak belirlenmistir. Allura red doz miktari arttikca boy uzunluk degerlerinde artig
olmaktadir (Sekil 5.12). Bu nedenle; allura red’in fiziksel biiyiimeyi hizlandirict ve

artirict bir etkisinin oldugu tespit edilmistir.

5.4. Tartrazin Arastirma Bulgulari

Tartrazin i¢in belirlenen dozlar (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 ¢g/10 mL) ile C.
elegans bireyleri {izerinde yasam siiresi, fertilite ve fiziksel biiylime analizleri

yapilarak, sonuglar degerlendirilmistir.
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5.4.1. Tartrazin Yasam Siiresi Analizi Bulgular:

Tartrazin’in farkli dozlarinin C. elegans’ta yasam siiresine olan etkisine ait sonuglar,
konrol grubu ve doz gruplari arasinda karsilastirmali olarak Cizelge 5.10°da

verilmistir.

Cizelge 5.10 Tartrazin’in C. elegans’ta yasam siiresine olan etkisi

Kontrol-Doz karsilastirmasi Ki- Kare P- degeri Bonferroni P-degeri
Kontrol v.s. 0,006 g/10 mL 18.32 1.9e-05 0.0001
Kontrol v.s. 0,01 g/10 mL 27.99 1.2e-07 6.1e-07
Kontrol v.s. 0,02 g/10 mL 37.47 0.0e+00 0.0e+00
Kontrol v.s. 0,05 g/10 mL 48.13 0.0e+00 0.0e+00
Kontrol v.s. 0,1 g/10 mL 55.23 0.0e+00 0.0e+00
0,006 g/10 mL v.s. Kontrol 18.32 1.9e-05 0.0001
0,006 g/10 mL v.s. 0,01 g/10 mL 1.32 0.2503 1.0000
0,006 g/10 mL v.s. 0,02 g/10 mL 591 0.0150 0.0751
0,006 g/10 mL v.s. 0,05 g/10 mL 12.70 0.0004 0.0018
0,006 g/10 mL v.s. 0,1 g/10 mL 18.57 1.6e-05 0.0001
0,01 g/10 mL v.s. Kontrol 27.99 1.2e-07 6.1e-07
0,01 g/10 mL v.s. 0,006 g/10 mL 1.32 0.2503 1.0000
0,01 g/10 mL v.s. 0,02 g/10 mL 1.52 0.2170 1.0000
0,01 g/10 mL v.s. 0,05 g/10 mL 5.66 0.0174 0.0868
0,01 g/10 mL v.s. 0,1 g/10 mL 10.04 0.0015 0.0076
0,02 g/10 mL v.s. Kontrol 37.47 0.0e+00 0.0e+00
0,02 g/10 mL v.s. 0,006 g/10 mL 591 0.0150 0.0751
0,02 g/10 mL v.s. 0,01 g/10 mL 1.52 0.2170 1.0000
0,02 g/10 mL v.s. 0,05 g/10 mL 2.11 0.1461 0.7305
0,02 g/10 mL v.s. 0,1 g/10 mL 5.89 0.0152 0.0760
0,05 g/10 mL v.s. Kontrol 48.13 0.0e+00 0.0e+00
0,05 g/10 mL v.s. 0,006 g/10 mL 12.70 0.0004 0.0018
0,05 g/10 mL v.s. 0,01 g/10 mL 5.66 0.0174 0.0868
0,05 g/10 mL v.s. 0,02 g/10 mL 2.11 0.1461 0.7305
0,05 g/10 mL v.s. 0,1 g/10 mL 1.17 0.2792 1.0000
0,1 g/10 mL v.s. Kontrol 55.23 0.0e+00 0.0e+00
0,1 g/10 mL v.s. 0,006 g/10 mL 18.57 1.6e-05 0.0001
0,1 9/10 mL v.s. 0,01 g/10 mL 10.04 0.0015 0.0076
0,1 9/10 mL v.s. 0,02 g/10 mL 5.89 0.0152 0.0760
0,1 g/10 mL v.s. 0,05 g/10 mL 1.17 0.2792 1.0000

P<1.0 * 109 oldugunda 0.00e+00 P degeri verilir. P degerleri P<0,05 igin nemlidir.
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Tartrazin doz gruplarinin (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL) tamaminda
kontrole kiyasla yasam siiresi farkliliklar: 6nemli bulunmustur (P<0,05). Doz gruplari
ile kontrol arasindaki bu farkliliklar, tartrazin doz miktar1 ile orantili olarak
degismektedir. Yasam siiresinin en kisa oldugu tartrazin dozu 0,1 g/10 mL iken, yasam

stiresinin en uzun oldugu tartrazin dozu 0,006 g/10 mL’dir (Cizelge 5.10).

Tartrazin doz gruplar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda ise, 0,006 g ile 0,01 g/10 mL;
0,019ile0,02 g/10 mL; 0,02 gile 0,05g/10 mL; 0,1 g ile 0,05 g/10 mL’lik doz gruplari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsizdir (P>0,05). Diger doz gruplar arasindaki
kiyaslamalarda ortaya ¢ikan farkliliklar ise, istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(Cizelge 5.10). Sonug olarak, tartrazin igin belirlenen doz gruplari kontrole gore

Oonemli oranda yasam siiresini kisaltmistir.

Tartrazin’in farkli dozlar1 (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL) ile kontrol

grubununda bulunan C. elegans’larin yasama ylizdesini gosteren grafik Sekil 5.13’de

verilmigtir.
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Sekil 5.13 Tartrazin’in farkli dozlarinin C. elegans’ta yasama yiizdesine olan etkisi

C. elegans bireylerinin tartrazin igerikli NGM’ye aktariminin 1. giiniinde, biitiin
uygulama dozlarindaki C. elegans bireylerinin tamami (50 birey, %2100)
yasamaktaydi. C. elegans’larin %50’sinin (25 birey) oldiigii glinler ise, konrol
grubunda 15. giin; 0,006 g/10 mL dozunda 9. giin; 0,01 g/10 mL dozunda 6. giin; 0,02
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9/10 mL dozunda 5. giin; 0,05 g/10 mL dozunda 5. giin ve 0,1 g/10 mL dozunda 4.
giin olarak belirlenmistir. Tartrazin doz miktarindaki artis C. elegans bireylerinde

yasama ylizdesini diistirmistiir (Sekil 5.13).

5.4.2. Tartrazin Fertilite Analizi Bulgulan

Tartrazin’in farkli dozlarinin (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL) C.
elegans’ta yumurta ve birey sayisi ile yumurta verimi (%) istatistik degerleri Cizelge

5.11°de verilmistir.

Cizelge 5.11 Tartrazin’in C. elegans’ta fertiliteye olan etkisi

Dl Yumurta sayisi Birey sayisi U VB L
(g/10 mL) (%)

Kontrol 1002,0+1,0 991,66+2,08% 98,9
0,006 776,0+1,0° 632,33+2,51° 81,5
0,01 678,0+2,64° 540,0+1,0° 79,2°
0,02 644,0+1,09 499,33:+2,08¢ 77,59
0,05 527,0+1,73° 361,0+2,0° 69,0°
0,1 482,0+1,0' 316,33:4,72f 66,21

Farkli harflerle gosterilen rakamlar, istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0,05).

Tartrazin dozlar1 her ii¢ parametrede de (yumurta sayisi, birey sayist ve yumurta
verimi) anlamli diisiislere neden olmustur. Clinkii, tartrazin doz gruplari ile kontrol
arasindaki istatistiksel farkliliklarin 6nemli oldugu goriilmektedir (P<0,05). En diisiik
yumurta sayisi (482,0+1.0), birey sayisi (316,334+4.72) ve yumurta verimi (%66,2) en
yiiksek doz olan 0,1 g/10 mL’lik tartrazin dozunda tespit edilmistir. Bu dozdan daha
diisiik olan diger tartrazin dozlarinda degerlerde artis olmasina ragmen, konrol grubu
ile kiyaslandiginda, en diisiik tartrazin dozu (0,006 g/10 mL)’nda bile yumurta ve birey
sayilar1 ile yumurta verimi agisindan kontrole kiyasla 6nemli farkliliklar so6z
konusudur (P<0,05). Doz gruplar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda da istatistiksel
olarak farkliliklar s6z konusudur (Cizelge 5.11).

Tartrazin doz gruplarmin ve kontrol grubunun yumurta verimlilik (%) degerleri ile

olusturulmus grafik Sekil 5.14’te verilmistir.
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Sekil 5.14 Tartrazin’in C. elegans’ta yumurta verimine olan etkisi

Tartrazin’in 0,006g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g ve 0,1 g/10 mL’lik uygulama dozlar1 igin
C. elegans’larin yumurta verimleri sirasi ile %81,5; %79,2; %77,5; %69,0 ve %66,2
olarak belirlenmistir. Kontrol grubunun yumurta verimi ise, %98,9’dur. Tartrazin
dozlarinin tamami kontrole gore, yumurta verimliligini olumsuz etkileyerek, ciddi
diistislere neden olmustur. Yapilan istatistik sonucunda, yumurta verimliligindeki
tartrazin dozlarinin sebep oldugu diisiisler kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli  bulunmustur (P<0,05). Uygulama dozlarmm kendi aralarinda yapilan
karsilastirmada da, istatistiksel olarak anlamli farkliliklar s6z konusudur. Tartrazin doz

miktart arttikga yumurta verimliligi azalmaktadir (Sekil 5.14).
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5.4.3. Tartrazin Fiziksel Biiyiime Analizi Bulgular:

Tartrazin’in 0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL’lik dozlarin1 igeren ortamda
yasayan C. elegans’larin yumurtadan g¢iktiktan 3 giin sonra 4x objektif ile 151k

mikroskobunda ¢ekilen goriintiileri ve boy 6l¢iim degerleri Sekil 5.15°te verilmistir.
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0,02 g/10 mL 0,05 g/10 mL 0,1 ¢g/10 mL
Sekil 5.15 Tartrazin’in farkli dozlarinin uygulanmasi sonucu 6lgiilen boy uzunluklart

Cizelge 5.12’de tartrazin’in 0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL’lik dozlarinin
ve kontrol grubunun fiziksel biiylimeye olan etkisinini gosteren istatistik sonuglari

verilmistir.
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Cizelge 5.12 Tartrazin’in C. elegans’ta fiziksel biiylimeye olan etkisi

(gI/ch:)z ':]rL) Fiziksel Biiyiime
Kontrol 21,63+0,21%
0,006 21,24+0,06%
0,01 20,18:0,49°
0,02 18,47+0,03°
0,05 18,22+0,20°
01 15,590,104

Farkli harflerle gosterilen rakamlar, istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0,05).

Tartrazin igerikli doz gruplarindan 0,006 g/10 mL dozu hari¢ diger uygulama
dozlarinin tamaminda (0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL) C. elegans’ta fiziksel
biiyiime iizerine olan etkinin kontrol grubuna kiyasla anlamli oldugu belirlenmistir
(P<0,05). 0,006 g/10 mL’lik tartrazin dozunda goriilen boy uzunluk degerindeki azalis
istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (P>0,05). Sonug olarak, tartrazin’in bitylime
geriligine yol agan doz gruplarn 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL olarak
belirlenmistir. Bu dozlar arasinda biiylime geriligine en fazla etki eden doz ise, en

yiiksek tartrazin dozu olan 0,1 g/10 mL’lik dozdur (Cizelge 5.12).

Tartrazin doz gruplar1 ve kontrol grubu fiziksel biiylime degerlerinin grafik olarak

gosterimi Sekil 5.16’da sunulmustur.
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Sekil 5.16 Tartrazin’in C. elegans’ta fiziksel biiyiimeye olan etkisi
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Tartrazin’in farkli dozlarinin (0,006, 0,01, 0,02, 0,05 ve 0,1 g/10 mL) eklendigi kiiltiir
ortaminda bulunan C. elegans‘larin boy uzunluk ortalamasi en diisiik tartrazin
dozundan en yiiksek tartrazin dozuna dogru, 21,24; 20,18; 18,47; 18,22 ve 15,59 um
olarak tespit edilmistir. Tartrazin doz miktarindaki artis C. elegans bireylerinde boy
uzunluk degerlerini diisiirmektedir. Bu nedenle, ¢alisilan tartrazin dozlariin fiziksel

biliylimeyi olumsuz etkiledigi belirlenmistir (Sekil 5.16).

5.5. Sunset yellow Arastirma Bulgular

Sunset yellow’un 5 farkli dozu (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL) i¢in, C.
elegans’ta yasam siiresi, fertilite ve fiziksel biiylime analizleri yapilmistir. Analiz

bulgulart ayr1 ayr1 verilerek, degerlendirmeleri yapilmistir.

5.5.1. Sunset yellow Yasam Siiresi Analizi Bulgular:

Sunset yellow’un farkli konsantrasyonlarinin ve konrol grubunun yasam siiresi analiz
verileri ile yapilan Log-Rank Testi sonuglar1 Cizelge 5.13’te verilmistir (Log-Rank
Testi, yasam siiresi analizlerinde, doz gruplart ve kontrol grubu arasindaki yasama
stiresi farkliliklariin istatistiksel olarak 6nemli olup olmadigini, karsilastirmali olarak

gostermektedir).
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Cizelge 5.13 Sunset yellow’un C. elegans’ta yasam siiresine olan etkisi

Kontrol-Doz karsilastirmasi Ki- Kare P- degeri Bonferroni P-degeri
Kontrol v.s. 0,006 g/10 mL 10.49 0.0012 0.0060
Kontrol v.s. 0,01 g/10 mL 17.92 2.3e-05 0.0001
Kontrol v.s. 0,02 g/10 mL 21.93 2.8e-06 1.4e-05
Kontrol v.s. 0,05 g/10 mL 24.26 8.4e-07 4.2e-06
Kontrol v.s. 0,1 g/10 mL 54.12 0.0e+00 0.0e+00
0,006 g/10 mL v.s. Kontrol 10.49 0.0012 0.0060
0,006 g/10 mL v.s. 0,01 g/10 mL 1.77 0.1829 0.9143
0,006 g/10 mL v.s. 0,02 g/10 mL 3.68 0.0549 0.2746
0,006 g/10 mL v.s. 0,05 g/10 mL 7.76 0.0054 0.0268
0,006 g/10 mL v.s. 0,1 g/10 mL 30.04 4.2e-08 2.1e-07
0,01 g/10 mL v.s. Kontrol 17.92 2.3e-05 0.0001
0,01 g/10 mL v.s. 0,006 g/10 mL 1.77 0.1829 0.9143
0,01 g/10 mL v.s. 0,02 /10 mL 0.34 0.5616 1.0000
0,01 g/10 mL v.s. 0,05 g/10 mL 1.85 0.1738 0.8689
0,01 g/10 mL v.s. 0,1 g/10 mL 16.20 0.0001 0.0003
0,02 g/10 mL v.s. Kontrol 21.93 2.8e-06 1.4e-05
0,02 g/10 mL v.s. 0,006 g/10 mL 3.68 0.0549 0.2746
0,02 g/10 mL v.s. 0,01 g/10 mL 0.34 0.5616 1.0000
0,02 g/10 mL v.s. 0,05 g/10 mL 0.55 0.4598 1.0000
0,02 g/10 mL v.s. 0,1 g/10 mL 11.46 0.0007 0.0035
0,05 g/10 mL v.s. Kontrol 24.26 8.4e-07 4.2e-06
0,05 g/10 mL v.s. 0,006 g/10 mL 7.76 0.0054 0.0268
0,05 g/10 mL v.s. 0,01 g/10 mL 1.85 0.1738 0.8689
0,05 g/10 mL v.s. 0,02 /10 mL 0.55 0.4598 1.0000
0,05 g/10 mL v.s. 0,1 g/10 mL 10.08 0.0015 0.0075
0,1 g/10 mL v.s. Kontrol 54.12 0.0e+00 0.0e+00
0,1 g/10 mL v.s. 0,006 g/10 mL 30.04 4.2e-08 2.1e-07
0,1 9/10 mL v.s. 0,01 g/10 mL 16.20 0.0001 0.0003
0,1 9/10 mL v.s. 0,02 g/10 mL 11.46 0.0007 0.0035
0,1 g/10 mL v.s. 0,05 g/10 mL 10.08 0.0015 0.0075

P<1.0 * 109 oldugunda 0.00e+00 P degeri verilir. P degerleri P<0,05 igin nemlidir.

Sunset yellow’un 5 farkli dozu (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL) ile kontrol
grubu arasinda yapilan kiyaslamalarda; sunset yellow uygulama dozlarinin tamaminda
kontrole gore anlamli bir farkliligin oldugu goriilmektedir (P<0,05). Sunset yellow
biitiin uygulama dozlarinda C. elegans’ta yasam siiresini olumsuz etkileyerek,

kisaltmistir. Bu etki, doz artigina paralel olarak degismektedir. En diisiik dozda etkinin
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en az, en yiiksek dozda ise etkinin en fazla oldugu goriilmiistiir. Buna gore, yasam
stiresi lizerinde en fazla etkiye sahip olan sunset yellow dozu 0,1 g/10 mL, en az etkiye
sahip olan sunset yellow dozu ise 0,006 g/10 mL’dir. Sonug olarak, sunset yellow 0,1
— 0,006 g/10 mL’lik doz araliklarinda C. elegans‘ta yasam siiresi tizerinde toksik etki

olusturmus ve yasam siiresini kisaltmistir (Cizelge 5.13).

Dozlar kendi aralarinda karsilagtirildiginda ise, 0,006 g ile 0,01 g/10 mL; 0,006 g ile
0,02 g/10 mL; 0,01 g ile 0,02 g/10 mL; 0,01 g ile 0,05 g/10 mL ve 0,02 ile 0,05 g/10
mL dozlar arasindaki farkin anlamsiz oldugu tespit edilmistir (P>0,05) (Cizelge 5.13).

Sunset yellow’un, 0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL’lik konsantrasyonlarinin

ve kontrol grubunun yasama yiizdesi grafigi Sekil 5.17’de verilmistir.

100
—8— Kontrol
=de= 0,006 g/10 mL
-m- 0,01 g/10 mL
80 4 0,02 g/10 mL
=R (0,05 g/10 mL
E < 0,1g/10mL
s 60
2 <
45,
v 40
&
20+
0. I I |
2 4 10 12
Time (days)

Sekil 5.17 Sunset yellow’un farkli dozlarinin C. elegans’ta yasama yiizdesine olan

etkisi

C. elegans bireylerinin yasama yiizdeleri sunset yellow doz miktar1 arttikga kontrol
grubuna oranla Oonemli Olgiide azalmaktadir. Bu durum, sunset yellow’un toksik
etkisinin doz artisina bagl olarak arttigin1 gostermektedir. Yasama yiizdesini en fazla
diistiren sunset yellow dozu 0,1 g/10 mL olarak belirlenmistir. Bu dozda, C. elegans
bireylerinin %50’si1 6. giiniin sonunda, tamami ise 16. gliniin sonunda 6lmiistiir. Konrol

grubunda ise bu giinler sirasi ile 15. ve 20. giin olarak tespit edilmistir (Sekil 5.17).
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5.5.2. Sunset yellow Fertilite Analizi Bulgular:

Sunset yellow’un farkli dozlarinin C. elegans’ta fertiliteye olan etkisine ait bulgular

ve istatistik sonuglar1 Cizelge 5.14’te verilmistir.

Cizelge 5.14 Sunset yellow’un C. elegans’ta fertiliteye olan etkisi

Dozlar Yumurta sayisi Birey sayis1 Yumurta verimi
(g/10 mL) y y say (%)
Kontrol 995,66+0,57° 985,33+1,52° 98,9%
0,006 739,334 50° 611,66+3 51° 82,2°
0,01 653,66+2,51° 510,33+2,08° 77,8°
0,02 559,66+1,15 409,66+1,52¢ 72,94
0,05 504,33+4,16° 340,33+3,51° 67,8°
0,1 452,663,051 265,66+1,54 58,87

Farkli harflerle gosterilen rakamlar, istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0,05).

L4 evresinde iken aktarimi yapilan 10 C. elegans bireyinde 3 giinliik sayim sonucu
elde edilen yumurta ve yumurtadan ¢ikan birey sayilari ile bu sayilardan yiizde olarak
hesaplanan yumurta verimlilik degerlerinin, sunset yellow ile hazirlanan doz
gruplarinda kontole gore anlamli derecede diisiik oldugu belirlenmistir (P<0,05).
Uygulanan doz gruplarmin tamamu fertiliteyi olumsuz etkilemektedir. Bu olumsuz etki
sunset yellow doz miktar1 ile orantilidir. Sunset yellow doz miktar1 arttikga yumurta
ve birey sayist azalmaktadir. En diisiik yumurta ve birey sayisi sirasi ile, 452,66+3,05
ve 265,66+1,54 olarak 0,1 g/10 mL’lik sunset yellow dozunda belirlenmistir. Bu dozda
kontole kiyasla yaklasik %6011k bir diisiis s6z konusudur.

Doz gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda da, istatistiksel olarak farkliliklar s6z
konusudur. Her doz grubu, biribirinden farkli olarak 6nemli 6lgiide fertilite tizerinde

olumsuz etkiye sahiptir (Cizelge 5.14).

Sunset yellow doz gruplarinin ve kontrol grubunun yumurta verimi (%) degerleri ile

yapilan grafik Sekil 5.18’de sunulmustur.
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Sunset yellow dozlan
Sekil 5.18 Sunset yellow’un C. elegans’ta yumurta verimine olan etkisi

Fertilite analizinde elde edilen yumurta ve yumurtadan ¢ikan birey sayilari tizerinden
hesaplanan yumurta verimi degerleri sunset yellow’un 0,006g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 ¢
ve 0,1 ¢/10 mL’lik dozlar1 i¢in siras1 ile %82,2; %77,8; %72,9; %67,8 ve %58,8 olarak
tespit edilmistir. Kontrol grubunda ise, yumurta verimi degeri %98,9’dur. Kontrol ile
kiyaslama yapildiginda, uygulanan doz gruplarinin tamami yumurta verimliligini
diistirmiistiir ve bu diistisler istatistiksel olarak anlamlidir (P<0,05). Uygulama dozlar
arasinda da, istatistiksel olarak anlamli farkliliklar s6z konusudur. Her doz grubu
yumurta verimine farkli diizeyde etki etmistir. Bu farklilik, sunset yellow doz miktar1
ile iligkilidir. En yiiksek sunset yellow dozu (0,1 g/10 mL) yumurta verimliliginde en
¢ok diislise neden olan dozdur (Sekil 5.2).
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5.5.3. Sunset yellow Fiziksel Biiyiime Analizi Bulgular:

Sunset yellow’un 5 farkli dozuna yumurtadan ¢iktiktan sonra 3 giin boyunca maruz

kalan C. elegans’larin 151k mikroskobunda (4x) ¢ekilmis goriintiileri ve bu goriintiiler

iizerinden yapilan boy uzunlugu 6l¢iim degerleri Sekil 5.19’da verilmistir.

0,006 g/10 mL 0,01 g/10 mL

| BES18:592130m
b AR L=16.29847um

A U
\
\

S 1= 81_24‘13@9,5@40um

L=164g303um 1102 1TEum

y

0,02 g/10 mL 0,05 g/10 mL 0,1 g/10 mL

Sekil 5.19 Sunset yellow’un farkli dozlarinin uygulanmasi sonucu dlgiilen boy

uzunluklari

Sunset yellow un farkli dozlarinin (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL) C.
elegans’ta fiziksel biiyiimeye olan etkisi Cizelge 5.15’de verilmistir.

78



Cizelge 5.15 Sunset yellow’un C. elegans’ta fiziksel biiyiimeye olan etkisi

(gI/ch:)z ':]rL) Fiziksel Biiyiime
Kontrol 22,95+0,10%
0,006 22,43+0,51%
0,01 22,30+0,22%
0,02 18,47+0,21°
0,05 18,42+1,06°
0.1 16,36+0,10°

Farkli harflerle gosterilen rakamlar, istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0,05).

Cizelge 5.15 incelendiginde, sunset yellow ile hazirlanan doz gruplar1 genel olarak C.
elegans’ta fiziksel biiylimeyi yavaslatmigtir. Fakat, yapilan istatistiksel analiz
sonucunda, bu doz gruplarindan yalnizca 0,02 g, 0,05 g ve 0,1 g/10 mL’lik olan
dozlardaki etkinin anlamli oldugu, diger doz gruplarmin (0,006 g, 0,01 g/10 mL) ise,
anlamsiz bir etkiye sahip oldugu bulunmustur. Ayrica, dozlar kendi aralarinda
kiyaslandiklarinda, 0,006 g ile 0,01 g/10 mL ve 0,02 g ile 0,05 g/10 mL’lik doz gruplar1
arasindaki farklilik 6nemli degildir (P>0,05). Sonug olarak, sunset yellow’un sadece

0,02 g, 0,05 g ve 0,1 g/10 mL’lik doz gruplari biiyiime geriligine yol agmustir.

Sunset yellow’un farkli dozlarinda belirlenen boy uzunluklar1 ortalamalarinin ¢ubuk

grafik ile gosterimi Sekil 5.20°de mevcuttur.

22,9
22,45

22,3

18,42
18,38

16,36

Fiziksel biiylime (um)

Sunset yellow dozlar1

M Kontrol ®0,006g/10 mL m0,01g/10 mL 0,02g/10mL ®O0,05g/10mL mO0,1g/10 mL

Sekil 5.20 Sunset yellow’un C. elegans’ta fiziksel biiyiimeye olan etkisi
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Sekil 5.20°de, kontrol grubunda dlgiilen boy uzunluk ortalamasi 22,9 um iken, sunset
yellow doz gruplarinda boy uzunluklari ortalamalari soldan saga sirasi ile; 22,45;
22,30; 18,42; 18,38; 16,36 um olarak tespit edilmistir. Sunset yellow’un doz
miktarindaki artis C. elegans‘ta boy uzunluk ortalama degerlerini diistirmistiir. Fakat,
ilk iki doz grubunda (0,006 g, 0,01 g/10 mL) belirlenen boy uzunluk degerlerindeki
diistis istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (P>0,05). Diger doz gruplarinda (0,02
g, 0,05 g ve 0,1 ¢g/10 mL) belirlenen boy uzunluk degerleri ise, kontolden sapma
gostermektedir (P<0,05). Ayrica, 0,02 g ile 0,05 g/10 mL’lik sunset yellow dozlarinin

fiziksel biiylime tizerinde benzer bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.
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5.4. Genel Degerlendirme

GKM’ler iizerine yapilan ¢aligmalarin ¢ogu, GKM’lerin biiyiik bir kismimnin belirli
dozlarin iizerinde kullanildiklarinda insanlar i¢in toksik olabilecegini ve insanlarda
baz1 hastaliklarin ortaya ¢ikmasina Sebep olabilecegini gostermektedir. GKM
tiiketiminin giiniimiizde olduk¢a fazla oldugu diistintildiiglinde, bu durumun hem
saglik hem de gida gilivenligi acisindan milyonlarca kisi i¢in bir tehdit olusturdugu

sOylenebilir.

Calismada, koruyucu gida katki maddelerinden biri olan benzoik asit’in 0,01 g, 0,02
g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL’lik dozlarinin yasam siiresi iizerinde toksik etkilerinin oldugu
ve bu nedenle yasam siiresinde ciddi olumsuzluklara yol agtigi belirlenmistir. Diger
taraftan, 0,006 g/10 mL’lik benzoik asit dozunun yasam siiresi tizerinde herhangi bir
etkisinin olmadig1 tespit edilmistir. Benzoik asit’in fertilite ve fiziksel biiyiime tizerine
olan etkileri ise, tim benzoik asit dozlarinda (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 ¢g/10
mL) 6nemli bulunmustur. Benzoik asit doz gruplarmin tamammin C. elegans’ta
yumurta ve birey sayisini azalttigi, yumurta verimini diisiirdiigii tespit edilmistir.
Ayrica, C. elegans’larda yapilan boy ol¢im degerleri ile benzoik asit dozlarmin
tamaminin biiyiime geriligine yol actig1 da belirlenmistir. Analizlerin hepsinde (yasam

stiresi, fertilite, fiziksel biiytime) doz artis1 ile birlikte olumsuz etkiler de artmaktadir.

Yapilan literatiir taramasinda, benzoik asit i¢in elde ettigimiz sonuglarla biiyiik oranda

paralellik gdsteren benzer ¢aligmalara rastlanmstir.

Ozpinar vd. (2013), benzoik asit’in farkli dozlarinin (0,1 g, 0,06 g, 0,02 g, 0,008 g ve
0,001 ¢g/10 mL) C. elegans iizerindeki fizyolojik ve yasam siiresi degisikliklerini
inceledikleri ¢alismada, benzoik asit’in 0,1 g, 0,06 g ve 0,02 g/10 mL’lik dozlarmin C.
elegans’larda yasam siiresi, fertilite ve fiziksel biiylime tizerinde olumsuz etkilerinin
oldugunu, 0,008 g, 0,001 g/10 mL’lik dozlarinin ise yasam siiresi iizerinde herhangi
bir farkliliga neden olmadigimi fakat, bu dozlarda fertilite ve fiziksel biiyiimenin

kontrol grubuna gore daha az oldugunu tespit etmislerdir.

Baska bir ¢aligmada, Sarikaya ve Solak (2003) Drosophila melanogaster’de benzoik
asit’in genotoksik etkisini Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) ile

degerlendirmislerdir. Benzoik asit’in 50, 75 ve 100 mM konsantrasyonlarinda
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Drosophila melanogaster’de mutasyonlarda artisa neden oldugunu ve yasam siiresini

kisalttigini belirtmislerdir.

Calismada kullanilan diger koruyucu katki maddesi olan sodyum nitrat’in uygulanan
dozlarinin tamammin (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL) C. elegans’ta
yasam siiresi, fertilite ve fiziksel biiylime iizerine olumsuz etkilerinin oldugu
goriilmiistiir. Sonug olarak bu ¢alismada, sodyum nitrat’in doz artisina bagli olarak
yasam siiresini kisalttigi, yumurta ve yumurtadan ¢ikan birey sayisini azalttidi,

yumurta verimliligini disiirdiigli ve biiyiime geriligine yol agtig1 tespit edilmistir.

Sarikaya vd. (2006) yaptiklar1 ¢aligmada, dort farkli koruyucu gida katki maddesinin
(sodyum nitrit, sodyum nitrat, potasyum nitrit ve potasyum nitrat), 75 mM’lik
dozlarinin Drosophila melanogaster’de (mwhxflr) yasam siiresine olan etkisini
arastirmiglardir. Calisma sonucunda, sodyum nitrit, sodyum nitrat, potasyum nitrit ve
potasyum nitrat’tan olusan tiim deney gruplarinin, kontrole kiyasla yasam siiresi

tizerinde anlamli diisiislere yol agtigini tespit etmislerdir.

Simdiye kadar yapilan calismalarla, nitrat ve nitritlerin yasam siiresi, fertilite ve
fiziksel biiyiime yoniinden etkisi tam olarak ortaya konulamamustir. Diger taraftan,
bilim diinyasinda, nitrat ve nitrit eklemesi yapilmadan satilan et iirlinlerinin kisa stirede
bozulmaya elverisli oldugundan daha sagliksiz oldugunu savunanlar da vardir. Et
tirlinlerinde rengin korunmasi ve bozulmanin Onlenmesi igin nitrat ve nitritlere
alternatif bir madde de bulunamamustir. Clinkii, nitrat ve nitritler kiirlenmis et tirtinleri
tizerinde genis bir aktiviteye sahiptir ve heniiz bu katki maddelerinin tim
fonksiyonlarmi gerceklestirebilecek diizeyde etkili alternatif tek bir katki maddesi
yoktur. Bu nedenle, yapilan giincel ¢alismalar, et iiriinleri formiilasyonlarinda nitrat ve
nitrit kullaniminin ve {iriinde kalint1 nitrit miktarinin dogal katkilarla, cesitli katkilarin
kombinasyonlariyla azaltilmasi ya da bu katkilarin hi¢ kullanilmamasi yoniinde olup,
son yillarda bu alanda mikrobiyal kaynaklardan, organik asitlerden, yliksek basing,
1s1nlama, engel teknolojisi uygulamalarindan yararlanilmasi da dikkat ¢ekicidir (Turp

ve Sucu, 2016).

Korucuyucu gida katki maddeleri olarak benzoik asit ve sodyum nitrat’in yasam
stiresi, fertilite ve fiziksel biiylimeye olan etkileri karsilastirildiginda; benzoik asit’in

0,006 g/10 mL’lik dozu hari¢ diger dozlar1 yasam siiresi iizerinde sodyum nitrat’a
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kiyasla daha fazla etki ederek yasam siiresini biiyiik oranda kisaltmistir. Fertilite
analizinde, her ne kadar yumurta verimlilik degerleri sodyum nitrat’ta daha diistik olsa
da, benzoik asit dozlarinda belirlenen yumurta ve birey sayilari sodyum nitrat
dozlarinda belirlenen sayilardan daha diisiik oldugundan, benzoik asit’in fertiliteye
olan olumsuz etkisi daha fazladir. Fiziksel biiylime analizinde ise, benzoik asit
dozlarinin tamami sodyum nitrat’a gére daha fazla biiylime geriligine yol agmustir. Bu
nedenle; benzoik asit’in her ti¢ parametrede de daha zararli etkilere sahip oldugu tespit

edilmistir.

Calismada kullanilan diger katki maddeleri, gida boyalari olarak kullanilan allura red,
tartrazin ve sunset yellow’dur. Bu gida boyalarinin yasam siiresi analiz sonuglarina
gore, her ti¢ gida boyasinda da 0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL’lik
dozlarinin kontrole kiyasla doz artisina bagli olarak yasam siiresini kisalttigi tespit
edilmistir. Yasam siiresi iizerinde en fazla olumsuz etkiye sahip olan gida boyasi
tartrazin olarak belirlenmistir. Bunu sirasiyla, sunset yellow ve allura red takip
etmektedir. Fertilite analizi sonuglarinda ise, allura red, tartrazin ve sunset yellow’un
uygulama dozlarinin tamaminda C. elegans’ta yumurta sayisi, yumurtalardan ¢ikan
birey sayisi ve yumurta verimi degerlerinde kontrole kiyasla 6nemli azalmalarin
oldugu tespit edilmistir. Bu azalmalar her ii¢ gida boyasinda da doz miktarina bagh
olarak degismektedir. Doz miktar1 arttikca fertilite {lizerindeki olumsuz etki
artmaktadir. Gida boyalarini fertiliteye olan etkisi bakimindan en zararlidan en az
zararliya dogru siralayacak olursak; sunset yellow > tartrazin > allura red seklinde bir
siralama ortaya ¢ikmaktadir. Gida boyalariin (allura red, tartrazin ve sunset yellow)
fiziksel biliylime analiz sonuglarina gore, allura red fiziksel biiylimeyi doz artisiyla
birlikte artirmig, tartrazin ve sunset yellow’da ise doz artis1 fiziksel biiylimeyi
yavaglatmistir. Fakat, tartrazin dozlar1 sunset yellow dozlarina kiyasla daha fazla
bliylime geriligine neden olmustur. Bu durumda, ¢alisilan gida boyalar1 igerisinde

tartrazin fiziksel biiylimeye en zararli etkisi olan gida boyasi olarak belirlenmistir.

Yapilan literatiir taramasinda calismada kullanilan gida boyalarinin (allura red,
tartrazin ve sunset yellow) C. elegans za yasam siiresi, fertilite ve fiziksel biiylime
tizerinde etkilerini gosteren herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Buna karsin,

yalnizca tartrazin i¢in C. elegans’ ta toksisite ¢alismasi mevcuttur. Ancak, sz konusu
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gida boyalarinin veya diger gida boyalarinin bagka model organizmalar tizerinde

denendigi ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur.

Himri vd. (2013), tartrazin’in ve ana metaboliti olan stilfanilik asit’in Caenorhabditis
elegans nematodlar1 ve Artemia salina larvalar1 igin toksisitesini arastirmistir.
Calismada, C. elegans nematodlarinda tartrazin’in 3 mM ve siilfanilik asit’in ise 1
mM’lik konsantrasyonlariin 6liime yol agmadan hiicre dongiisiinde bozukluklara
sebep oldugu tespit edilmistir. Ayrica, A. salina, tartrazin ve stilfanilik asit’in 1, 2.5,
5, 7.5, 10, 25, 50, 75, 100 mg/mL’lik konsantrasyonlarma 48 saat boyunca maruz
birakilmis ve bu siire sonunda tartrazin’in toksisite gostermedigi ve siilfanilik asit’in
ise diisiik toksisiteye sahip oldugu belirlenmistir (LC50 = 82.3ug /mL).

Uysal ve Semerdoken (2011) yaptiklar1 ¢calismada 5 farkli sentetik gida boyasinin
(black pn, brilliant blue, pea green, ponceau 4r, quinolin yellow) Drosophila
melanogaster Oregon R yabanil tipinin larvalar1 tizerinde toksik etkilerini
arastirmiglardir. Caligma sonucunda, tiim sentetik gida boyalarinin konsantrasyon
artisina bagli olarak larval toksisiteyi artirdigi ve ergine doniisebilen birey sayisini
azalttig1 gorlilmistiir. Ayrica, ¢alismada ergin bireylerin ortalama émiir uzunluklar1 da
izlenmis ve calismada kullanilan sentetik gida boyalarmin omiir uzunlunlugunu
kontrole kiyasla kisalttigini tespit etmislerdir.

Sarikaya vd. (2010) farkli konsantrasyonlardaki bes gida boyasinin (patent blue,
karminik asit, indigokarmin, eritrosin ve amaranth) Drosophila melanogaster (mwh x
flr)’nin yasama yiizdesi iizerine olan etkisini aragtirmiglardir. Calisma sonucunda, 50
mg/mL’lik dozda patent blue ve indigokarmin; 100 mg/mL’lik dozda karminik asit ve
amaranth; 25 mg/mL’lik dozda ise eritrosin adli gida boyalarinin letal etkiye sahip
olduklar1 bulunmustur. Kullanilan gida boyalar1 toksisiteleri bakimindan eritrosin,
indigokarmin, patent blue, amaranth, karminik asit seklinde siralanmistir.

Tiirkoglu vd. (2015) yaptiklar1 calismada, gida boyalarindan sunset yellow, ponceau
4R, allura red, brilliant blue FCF ve brown HT nin farkli dozlarinm (0,5 mg™* mL, 1
mg! mL, 1,5 mg! mL, and 2 mg? mL), Drosophila melanogaster’de yasam siiresi
lizerine olan etkilerini incelemisleridir. Sonug¢ olarak, calismada kullanilan gida
boyalarinin uygulanan doz gruplarimin tamaminin Drosophila melanogaster’de yasam
stiresini kisalttig1 tespit edilmistir. Ayrica ¢alismada, brilliant blue FCF'nin, diger gida

boyalar1 arasinda yasam siiresindeki en biiyiik diisiise neden oldugunu, sirasiyla
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ponceau 4R, sunset yellow, brown HT ve allura red’in bunu takip ettigini

belirtmislerdir.
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6. SONUC VE ONERILER

Giliniimiizde GKM tiiketiminden kendimizi tamamen soyutlamamiz miimkiin degildir.
Ciinkii, beslenme temel bir ihtiyagtir ve GKM’ler de gida endiistrisine sagladigi
avantajlar sebebiyle neredeyse tiikettigimiz her gida maddesinde bulunmaktadir.
Ayrica, teknolojinin ilerlemesi, niifus artis1 ve gidalarda lezzet, kalite ve goriiniis
bakimindan miikemmele ulagsma istegi gibi sebepler, GKM’lerin kullanimini
neredeyse zorunlu hale getirmektedir. Bu sebeple, GKM maruziyeti her gegen giin
daha da artmaktadir. GKM’lerin kullaniminin yayginlagsmasindan bu yana ortaya ¢ikan
bazi rahatsizliklar veya var olan bir hastalifinin goriilme sikliginin artmasit bu
maddelerinin tiiketimi ile iliskilendirilmektedir. Insan saglig1 iizerinde zararli etkileri
s0z konusu olan maddelerin giivenli kullaniminin saglanmasi igin ¢esitli
kisitlamalarin, yasal yaptinmlarin ve deneysel c¢alismalarin yapilmasi gerekir.
Nitekim, GKM’lerin biiylik bir kismi insan sagligin1 olumsuz etkileyen maddeler
arasinda degerlendirildikleri i¢in ¢esitli uluslararast kuruluslar bu maddelere yasal
kisitlamalar getirmislerdir. Ancak, sayica ¢ok fazla olan GKM’lerin hepsinin yan
etkileri, toksik dozlari...vs gibi 6zellikleri tam olarak bilinmemekte ve bu konuya dair
caligmalar giiniimiizde yetersiz kalmaktadir. Bununla birlikte, hala GKM’ler ile ilgili
aragtirmalar devam etmekte ve elde edilen yeni bilgilere gore varolan bilgiler

degistirilmekte veya yeniden diizenlenmektedir.

Yapmis oldugumuz ¢alisma, benzoik asit, sodyum nitrat, allura red, tartrazin ve sunset
yellow’un farkli dozlarmin (0,006 g, 0,01 g, 0,02 g, 0,05 g, 0,1 g/10 mL) C. elegans’ta
yasam siiresi, fertilite ve fiziksel biiylime iizerinde olumsuz etkilere yol actigini
gostermektedir. Bu olumsuz etkiler genel olarak, koruyucu gida maddelerinden
benzoik asit’te, gida boyalarindan ise tartrazin’de en fazla olarak tespit edilmistir.
Calismada kullanilan GKM’lerin genelinde doz artisina paralel olarak yasam siiresi,
fertilite ve fiziksel biiyiime {izerine olan etkiler artmaktadir. En yiiksek uygulama dozu
olan 0,1 g/10 mL’de yasam siiresi, fertilite ve fiziksel biiylime tizerindeki olumsuz etki
en fazla iken, 0,006 g/10 mL (en diisiik uygulama dozu)’lik dozda bu parametreler

tizerindeki olumsuzluklar en aza inmektedir. Calismada, yalnizca allura red igin
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yapilan fiziksel bliylime analizinde aksi bir sonug tespit edilmistir. En yliksek doz olan
0,1 g/10 mL’lik allura red dozunda fiziksel biiyiimenin kontrole kiyasla daha fazla
oldugu belirlenmistir. Bu sonucun, allura red’in 0,1 g/10 mL’lik dozunun C. elegans’ta
biiyiime ile ilgili genler iizerinde bir etkisinin oldugundan ya da C. elegans’ta strese

yol agarak biiyiimeyi hizlandirmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Simdiye kadar GKM’lerin saglik iizerine etkilerini gosteren caligmalarin ¢ogunda
tutarsizliklar goriilmektedir. Aymi katki maddesi bir calismada herhangi bir
olumsuzluga yol agmazken, baska bir ¢alismada ciddi sorunlara ve hasarlara yol
acmaktadir. Katki maddeleri konusunda fikir birliginin saglanabilmesi i¢in,
GKM’lerin etki mekanizmasi hakkinda daha kapsamli ve daha fazla sayida deneysel

caligmalarin yapilmasina gereksinim vardir.

Bu calismanin, bundan sonra yapilacak olan benzer calismalara kaynak teskil
edebilecek nitelikte oldugu diisiiniilmektedir. Gelecekte, bu ¢alismada kullanilan katki
maddelerinin denenmemis dozlarinin veya baska katki maddelerinin C. elegans’ta
yasam siiresi, fertilite ve fiziksel biliylimeye olan etkilerinin belirlendigi ¢alismalar
planlanabilir. Ayrica, ayni model organizma tizerinde molekiiler diizeyde ¢alismalar
planlanarak, GKM’lerin DNA ve gen eksprasyonu Tzerindeki etkileri de
aydinlatilabilir.
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