1. GIRIS

Insanlar ilkel caglarda beslenmelerini dogal yollardan saglamalarma karsin daha
sonralar1, gidalarini toplu olarak iliretmeye baslamiglardir. Hazir gida iirtinleri, bu
gidalarda kullanilan kimyasal katki maddeleri ve modern yasam tarzinin getirdigi
beslenme aligkanliklar1 sebebiyle saglikli beslenme zorlagmaktadir. Teknolojik
gelismelerin getirdigi tiretim bi¢imleri bu alanda biiyiik kolayliklara yol acarken bu
tekniklerin saglik lizerine olan zararl etkileri zaman icerisinde kendini gostermeye

baslamustir.

Viicudumuzu olusturan hiicrelerin diizenli ve dengeli caligmasi i¢in besin dgelerinden
yani yaglar, karbonhidratlar, proteinler, vitaminler ve minerallerden yeterli miktarda
alimmalidir. Besin Ogeleri iginde karbonhidratlar 6nemli bir grubu olusturmaktadir.
Viicudun temel enerji kaynagi olan karbonhidratlar kisinin giinliik enerji
gereksiniminin % 55'ini olusturur. Karbon, hidrojen ve oksijenden olusan bu bilesikler
yiyeceklerde daha cok seker ve nisasta biciminde bulunur. Ornegin iiziim sekeri denen
glikoz en basit karbonhidratlardan, yumrulu bitkilerin koklerinde depolanan nisasta ise
en karmasik karbonhidratlardan biridir. Karbonhidrat¢a zengin yiyeceklerin yapisinda

genellikle glikozdan daha karmasik sekerler ve nisastalar bulunur (internet kaynagi 2).

Gida maddeleri kimyasal bilesimleri ve dogal yapilar1 acisindan incelendiginde, insan
beslenmesi bakimindan cok yararli bilesimlerde olmalarina karsin, degisik etkenlerle
kisa siirede bozulabilecek karakterde olduklar1 goriiliir. Herhangi bir nedenle fiziksel
bir yapida olusacak en ufak bir degisiklik dahi kisa siirede tat, koku ve goriiniiste
belirginlesen bozulmalar ve nihayet insanlar i¢in tiiketimleri sakinca yaratan maddeleri
iceren bir bilesime doniigsmelerine yol acabilmektedir. Bununla birlikte bu sakincali
degisim uygun bir isleme teknigi yaninda belirli niteliklerin kazandirilmasini
amaclayan katki maddelerinin kullanimi ve kalite kontrol hizmetlerinin etkinlikle

yiiriitiilmesi sayesinde belirli bir diizeyde tutulabilmektedir (Metin 1984).

Gidalarm iiretiminden tiiketimine kadar gecen siirede bozulmalarini1 onlemek, lezzet ve

kalitenin devamini saglamak, goriiniimlerini daha giizellestirmek veya teknoloji geregi



uygulanan islemler swrasinda gida maddesinin kaybolan niteliklerinin tekrar
kazandirilmas1 amaciyla iiretim esnasinda cesitli gida katki maddeleri kullanilmaktadir

(Saldaml1 1985).

Yirminci yiizyilin baslarinda, o zamana kadar her hangi bir kurala bagli olmadan
kullanilan gida katki maddeleri ve gida boyalar: iizerinde tartigmalar baslamis ve ilk
once ABD’de 1920 yilindan itibaren belirli kurallar konmustur. Bugiin i¢in diinyada,
tiim iilkeler icin referans teskil edebilecek arastirmalarin cogu Amerikan Gida ve Ilac
Yonetimi (Food & Drug Administration) ile Diinya Saglik Orgiitii’niin (World Health
Organization) bir yan kurulusu olan Uluslararas1 Kanser Arastrma Merkezi
(International Agency for Research on Cancer) tarafindan organize edilmektedir (Furia
1975). Ayrica WHO ile Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Organizasyonu’nun (Food &
Agricultural Organization of the United Nations) birlikte olusturduklar1 gida katki
maddeleri uzmanlar komitesi (Joint FAO/WHO Expert Commitee on Food Additives)
bu alanda; oOzellikle gida katki maddelerinin toksikolojik ydnden arastirmalarini

gerceklestirmekte ve sonuclar1 yayinlamaktadir (Larsson 1987).

Yapilan ¢aligmalarin sonuclar: dogrultusunda her iilke kendisi i¢cin gida katkilar1 ve bu
baglamda boyalar ile ilgili kanun ve tiiziikler hazirlamis olup, sinirlar1 igindeki
tiretimlerde bunlara uyma zorunlulugu getirmistir. Bugiin icin bu yasal zorunluluk
ulusal diizeyi agmis uluslararasi ticarette de bir kontrol kriteri haline gelmistir (Anon.

1997).

Ulkemizde de gidalarin boyanmasinda kullanimina izin verilen boya maddeleri ve
miktarlar1 Saglik Bakanligr tarafindan belirlenmektedir. Bu amacla gida katk:
maddeleri yonetmeligi hazirlanmistir. Tiirkiye de besinlere katilan boyalar tizerindeki

arastirmalar milletlerarasi standartlara uygun olarak yapilmstir.

Bu calismada Afyonkarahisar piyasasinda satisa sunulan lokumlarda sentetik gida
boyalarinin kalitatif ve kantitatif tayini ile farkli dozlarda gida boyasi verilen siganlarda

antioksidanlardaki degisimin belirlenmesi amag¢lanmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1 Beslenme

Beslenme; biiyiime, gelisme, saglikli ve verimli olarak uzun siire yasamak i¢in gerekli
olan enerjiyi ve besin 0gelerinin her birini yeterli miktarda saglayacak olan besinleri,
besleyici degerini yitirmeden, sagligi bozucu duruma getirmeden en ekonomik sekilde

almak ve viicutta kullanmaktir (Yiicecan 1999).

Besin 6geleri gidalar icinde degisik miktarda ve nitelikte bulunmaktadir, gidalar i¢inde
besin 6geleri yaninda besleyici etkisi olmayan, ancak beslenme islevi i¢in gerekli diger
Ogeler de bulunur. Gidalar i¢inde ayrica insanlar ve canlilar i¢in yararli olmayan, hatta
zararli olabilen 6geler de bulunabilir. Baz1 dogal toksinlerin ve gidalara katilan veya

katilmis olan cesitli maddelerinde besleyici degeri yoktur (Koksal 2001).

Saglikli beslenme bigiminde hedef, organizmanin besin 6geleri gereksinimlerini yeterli
ve dengeli bir sekilde karsilamaktir. Bu gereksinim karsilanmadiginda yetersiz ve
dengesiz beslenme sorunu ve bozukluklar1 olusacaktir. Beslenme yetersizligi ve
dengesizligi bazi hastaliklarm olusmasinda dogrudan, bazilarinda ise dolayh
nedendendir. Pelegra, beriberi, skorbiit, ragitizm, marasmus, guatr dogrudan yetersiz
beslenme nedeni iken enfeksiyon hastaliklari, aterosklerotik hastaliklar, diyabet,
hipertansiyon, obezite, dis ciirimeleri, karaciger hastaliklari, sinir sistemi
dengesizlikleri, sikinti, yorgunluk ve viicut biyokimyasinda degisiklik dolayli olarak

yetersiz veya dengesiz beslenme sonucunda goriilmektedir (Baysal 1990).

Giiniimiizde gelismekte olan iilkelerde protein-enerji yetersizligi hastaliklari, anemi,
ragitizm, A ve bazi B vitaminleri yetersizliklerine bagli saglik bozukluklar1 yiiksek
siklikta goriilmektedir. Bu hastaliklarin nedenlerinin basinda diyetlerin miktar ve kalite
yoniinden yetersiz olusu ve bilgisizlik gelmektedir. Demir kaynag1 besinlerin ozellikle
et ve iriinlerini yeterince tiiketilmemesi, besinlerin hazirlanmasi, pisirilmesi,
saklanmas1 ve tiiketiminde yapilan hatalar, cocuk ve kadin niifusundaki anemi

sorununun baslica nedenidir. Gelismekte olan iilkelerde viicudun enerji gereksiniminin



ortalama % 93’ii karsilanirken, bu oran gelismis iilkeler icin % 117 bulunmustur ve
neticede obezite geligmis iilkeler icin 6nemli bir saglik sorunu olmustur. Mekanize
yasam kosullar1 nedeni ile fast food sistemine gecis daha yiiksek oranda yag, kolesterol,
tuz tiiketimine ve diisiik posa, vitamin ve mineral alimma neden olmustur (Baysal

1990).

Saglikli bir yasam siirdiirmek i¢in dogru beslenme vazgecilmez bir temeldir. Diyetteki
yagin miktar1 ve tiirii aterosklerotik kardiyovaskiiler hastaliklarla ilintilidir. Ozellikle
diyette doymus yagin artmasi, antioksidanlarin yetersizligi, aterosklerotik
kardiyovaskular hastaliklar icin risk faktoriidiir. Diyetin yag igeriginin yiiksekligi
ozellikle kolon prostat ve meme kanseri riskini arttirmaktadir. Yiiksek yagl diyet,
obezite icin de onemli risk faktoriidiir. Bunun icin diyette yagdan gelen enerjinin % 25—
30 aras1 tutulmasi tavsiye edilir. Diyette kompleks karbonhidratlar, kuru baklagiller,
sebze ve meyvelerin yiiksek olmasi koroner kalp hastaligi ve bazi kanser tiirleri i¢in
koruyucu faktor olarak kabul edilmektedir. Ayni1 sekilde kompleks karbonhidratlar: cok
iceren diyetle beslenen toplumlarda insiiline bagimli olmayan diyabetin goriilme siklig1
dusiiktiir. Bitkisel besinlerden zengin yiiksek posali diyet koroner kalp hastaliklari,
kolon kanseri, diyabet, divertikiil, hipertansiyon, vitamin yetmezligi ve safra kesesinde

tas olusum riskini azaltmaktadir (Baysal 1990).

2.2 Gida Katki Maddeleri
2.2.1 Gida Katki Maddelerinin Tarihcesi

M.O. 50 yillarinda Eski Romalilar tarafindan saglanan baharatlarmn Ingiltere’de aroma
verici olarak kullanildigi bilinmektedir. 3500 yil 6nce Misirhilar gida katkisi olarak
‘renk maddeleri’ kullanmislar ve ‘Khand’ adi verilen boyanmis seker ilk kez Biiyiik
Iskender’e Hindistan’dan Avrupa’ya dondiigiinde hediye olarak sunulmustur (Furia

1980).

Monosodyum glutamatin gidalarda kullanilmasi, eski ¢aglarda dogu yemeklerine ilave
edilmesiyle baslamistir. Halen diinyanin bir¢ok iilkesinde fermentasyon islemi ile elde

edilmektedir (Bayhan 1989).



Romalilar ve eski Misirhilar sarap kaplarinin dezenfeksiyonunda SO2’i kullanmigslar.
SOz iceren kaplara elma suyunun konmasi en azindan 1064 tarihinde baglamistir.
Siilfitlerin gida katki maddesi olarak kullanilmalar1 daha sonraki tarihlerde baslamustir.
Siilfit ajanlar1 ilk olarak sarap ve bira da, daha sonra kurutulmus sebze ve meyvelerde
kullanilmaya baslanmustir. 1k kez, gida katki maddesi olarak ABD patenti ile 1886
yilinda tuz ve kalsiyum fosfat karigimi bir preparat iiretilmis ve ¢cesni maddesi olarak
ticari islem gormiistiir. WHO teskilat1 1956 yilinda 40 iilkeyi kapsayan ve 114 yapay
renk maddesi ile 50 dogal renk maddesini igeren listeleri yayinlayarak kullanimlarina
izin vermis ve uygulamaya koymustur. Resmi belgelere gore 1965 yilinda ABD’de

yaklagik 300 000 ton gida katki maddesi kullanilmistir (Saldamli 1985).

Gida katki maddelerinin gecirdigi evrimin bu kisa kronolojik oOrneklerinden de
anlasilacagr gibi bircok tarihi olayin altinda, gida katki maddesinin 0zleri
bulunmaktadir. Toplumlarin bilingsiz ve teknolojiden uzak olduklar1 dénemde bile
gidalar1 uzun siire saklamak, tat ve goriintimlerini daha g¢ekici hale getirmek amaciyla
bugiinkil deyisle gida katki maddeleri bir isteme bagli olarak kullanilmustir (Saldaml
1985).

2.2.2 Gida Katki Maddelerinin Tanimi

Gida katki maddeleri Tirk Gida Kodeksi YoOnetmeliginde sOyle tanimlanmaktadir:
Tek basina gida olarak tiiketilmeyen veya gida ham ya da yardimci maddesi olarak
kullanilmayan, tek  basmna  besleyici  degeri olan veya  olmayan,
secilen teknoloji geregi kullanilan, islem veya imalat swrasinda kalint1 veya tiirevleri
mamul maddede bulunabilen, gidanin iiretilmesi, tasnifi, islenmesi, hazirlanmasi,
ambalajlanmasi, tasinmasi, depolanmasi sirasinda gida maddesinin tat, koku, goriiniis,
yapt ve diger niteliklerini korumak, diizeltmek veya istenmeyen degisikliklere engel
olmak ve diizeltmek amaciyla kullanilan maddelerdir (Tirk Gida Kodeksi

Yonetmeligi).



2.2.3 Gida Katki Maddelerinin Simiflandirilmasi

Tanimdan da anlasilacagi gibi gida katki maddeleri kullanim amaclarina gore 4 grupta

toplanabilir.

2.2.3.1. Kaliteyi koruyarak raf dmriinii uzatanlar (Koruyucular)
Antimikrobiyaller (nitrit, nitrat, benzoik asit, propionik asit, sorbik asit)

Antioksidanlar (BHA, BHT, Gallatlar)

2.2.3.2. Yapiy1 ve hazirlama, pisme 0zelligini gelistirenler
pH ayarlayicilar
Topaklanmay1 6nleyenler (silikat, magnezyum oksit, magnezyum karbonat)
Emiilsifiyerler (lesitin, mono ve digliseritler)
Stabilizorler, kivam arttiricilar, tatlandiricilar
Mayalanmay1 saglayici ajanlar
Nem ayarlayicilar
Olgunlastiricilar

Agarticilar, dolgu maddeleri, kopiik ayarlayicilar, parlaticilar

2.2.3.3. Aromay1 ve rengi gelistiriciler
Cesni arttiricilar (MSG)
Cesni vericiler (aroma maddeleri)

Renklendiriciler (tartrazin, indigotin)

2.2.3.4. Besin degerini koruyucu, gelistiriciler
Isleme sirasinda kaybolan besin 6gelerini yerine koyma (B1, B2, niasin)

Diyette eksik olabilecek besin 0gelerini ekleme (Yurttagiil 1991).



Gida katki maddelerinin kullanimu ile ilgili 2 goriis vardir (Brown 1997).

1) Bir katki maddesi herhangi bir dozda kansere neden oluyorsa, katki maddesi olarak

besine katilmamalidir (Brown 1997).

2) Katki maddeleri laboratuvar hayvanlarinda yiiksek dozda, kansere neden olabilirler

ancak uygun miktarlarda kullanildiklarinda emniyetlidirler (Brown 1997).

Besinlere katilacak gida katki maddelerinin miktarlarinin belirlenmesi besinlere
katilacak katki maddesinin maksimum miktarlarinin belirlenmesi i¢in katki maddesinin
ADI (Acceptable Daily Intake); giinliik alinabilecek miktarmin bilinmesi gereklidir.
Katki maddesinin ADI degeri toksikolojik testlerle saptanir. Deney hayvanlarina
oldiiriicii dozda (lethal doz = LD50: deney hayvanlarinin % 50’sinin 6liimiine neden
olan doz) katki maddesi verilir. Daha sonra doz tedrici olarak azaltilarak doz-cevap
iliskisi arastirilir. Her dozda; katki maddesinin emilimi, metabolizmas1 ve atimi
incelenir. Deney hayvanlarinin hiicre, doku ve organlar1 incelenerek, karsinojenik,
mutajenik, teratojenik ve allerjik etkileri arastirilir. Bu caligmalarda cesitli disiplinler

gorev alir (Giircan 1993, Renwiek 1995).

Bunlar,

Kimya: Katki maddesinin analizi

Biyokimya: Katki maddesinin metabolizmasi

Hematoloji: Kan bulgular:

Bakteriyoloji: Mutajenik testler

Veteriner patoloji: Klinik ve histolojik incelemeler, otopsi
Farmakoloji: Katki maddesinin organ islevleri tizerine etkileri
Immiinoloji: Alerjik etkiler

Istatistik: Verilerin analizi ile ilgili calismalar1 yapar

Calismalar sonunda katki maddesinin higbir etkisinin bulunmadigi bir doz elde
edilemezse katki maddesinin besinlere katilmasina izin verilmez. Sayet deney

hayvanma hicbir zit etki gostermeyen bir doz elde edilirse, bu doz “etkisiz doz” veya



NOAEL (No Observed Adverse Effect Level) olarak tamimlanir. NOAEL dozu ile
deney hayvanlarimin yasam siiresinin % 85’ini kapsayacak siirede deneye devam edilir.
Ancak bu doz deney hayvaninin viicut agirhginin kilogrami basina mg olarak saptanmis
bir dozdur ve insandaki etkileri bilinmemektedir. Deney insanlar iizerinde de etik
nedenlerle yapilamayacagindan, giivenlik faktorii kullanilir. Giivenlik faktorii genellikle
100’diir. Yani deney hayvaninda hicbir etki gostermeyen dozun 1/100’# insan i¢in
kabul edilir. (ADI = NOAEL / 100). Boylece giinliik alinabilecek miktar (ADI) insanin
viicut agirligmin kilogrami basina mg olarak belirlenir. Giinlik maksimum alim = ADI

x Viicut agirhigr seklinde saptanir (Giircan 1993, Renwiek 1995).

JECFA ve FD&C’ ye gore kabul edilen ADI degerleri her gida boyasia gore asagida
verilmistir (Renwiek 1995).

Sunset yellow  0-2.5 mg/kg  viicut agirhikca/giin
Carmoisine 0-1.25 mg/kg  viicut agirhikca/giin
Kinolin saris1 ~ 0-10 mg/kg viicut agirlikca/giin
Indigo carmin  0-5 mg/kg viicut agirhik¢a/giin

Tartazine 0-7.5 mg/kg  viicut agirlik¢a/giin
Brillant 4RC ~ 0-4 mg/kg viicut agirhik¢a/giin
Eritrosin 0-2.5 mg/kg  viicut agirhikca/giin
Amarant 0-0.75 mg/kg  viicut agirlik¢a/giin

Patent blue 0-5 mg/kg viicut agirhikga/giindiir.

2.2.4 INS (International Numbering System) ve E Kodu

Her gida katki maddelerinin uluslar arasi kabul gérmiis bir numarasi vardir. Ornegin
621: Monosodyum glutamat (MSG), 102: Tartrazin gibi. Avrupa Ekonomik
Toplulugu’nda kullanimina izin verilen katki maddelerine “European” kelimesinin bas
harfi olan E kodu verilmistir. E621: MSG, E102: Tartrazin gibi. Aroma maddelerine E
kodu ve numara verilmemistir. Ciinkii bu grup ¢ok genistir. Yaklasik olarak 340 GKM
varken, aroma maddelerinin sayis1 1700 civarindadir (Thomas 1988). E100-200

arasindaki numaralandirmada gida katki maddelerinden gida boyalar1 bulunmaktadir.



2.2.5 Gida Katki Maddelerinin Fonksiyonlar

2.2.5.1 Koruyucular

Besinleri bakteri, kiif, maya bozulmalarinda korumak, raf dmriinii uzatmak, dogal renk
ve aromayl korumak amaciyla kullanilan bu maddelerin en cok tartisilanlar: nitrit ve
nitratlar (E250, E251)’dir. Kansere neden olan nitrozaminleri olustururlar. Kanin
oksijen tasima yetenegini azaltirlar (Yurttagiil 1991). Buna karsin bazi arastirmacilar
nitritin et endiistrisinden katki maddesi olarak c¢ikarilmasmi olanaksiz olarak
gormektedirler. Eger et tiriinlerinde nitrit kullanilmasi yasaklanirsa pek cok et iiriiniiniin
piyasadan kalkacagi; dolayisiyla hayvan iireticisinin, et teknolojisinin, insan
beslenmesinin  ve genel ekonominin Onemli Olciide zarara ugrayacagini

savunmaktadirlar (Gokalp 1985).

Astim, deri dokiintiileri, hiperaktiviteye neden olabilen bir diger koruyucu katki
maddesi benzoik asit (E210)’tir (Adams 1992, Yurttagiil 1991). Yapilan bir caligmada
Ankara piyasasindan saglanan meyve sularinda Benzoik asit miktarinin izin verilen
degeri astig1 saptanmistir (Yentiir 1990). Astimli hastalarda astim ataklar1 baslatabilen
bir diger koruyucu katki maddesi SO, (E220)’dir. Insanlarin SO,’ye kars1 tepkisi
kisiden kisiye farklilik gostermektedir. Bazi kisiler giinde 4g (50 mg/kg)’a herhangi bir
tepki gostermezken, bazilarinda ¢ok daha diisiik dozlarda bas mide bulantis1 ve diare

goriilebilmektedir (Carbaroglu1993).

Silfitler asirlardir kullamildigi halde, son 20-25 yilda astimli olan veya olmayan
kisilerde allerjik reaksiyonlara neden olabilecekleri dikkati ¢cekmistir. 1980’1i yillarda
en az 12 kisinin Oliimiine neden olacak kadar ciddi allerjik reaksiyonlara yol actigi
saptanmustir (Jacopson 1991). Pek cok iilkede izin verilen miktarlar oldukca azaltilmis
(ABD’de 10 ppm) olup, GRAS listesinden ¢ikarilmistir (Saldamli 1998). Her ne kadar
genel popiilasyonda siilfit sensitivitesi bilinmiyorsa da astimli olmayanlarda nadirdir.
Astimlilarda siilfit duyarliliginin % 3.9 oldugu, steroid bagimli astimlilarda ise % 8.4
oldugu tahmin edilmektedir (Adams 1992).



2.2.5.2 Yapiy1 ve Hazirlama, Pisme Ozelligini Gelistirenler

Asitligi diizenleyiciler besinin pH’smm1 ayarlamak icin kullanilirlar. Bunlar pH’y1
diisiirerek besinde bakteriosidal ve bakteriostatik etki de gosterebilirler. Artmis asidite
bir¢ok patojenik ve besini bozan mikroorganizmanin 1stya duyarliligini arttirir. Pigirme
ve diger 1s1 uygulamasi bakteriyi yok eder. Artmis asidite, mikroorganizmalarin
tiremesini inhibe ederek bazi besinlerin raf Omriinii uzatir. Topaklanmay1 Onleyici
maddeler tuz, pudra sekeri, siit tozu gibi toz halindeki karisimlarin akabilme 6zelligini
korumak, topaklanmayi, bir araya toplanmayi Onlemek i¢in kullanilir. Emilgatorler
yiizey gerilimini azaltarak su ve yagm birbirine karigsmasi ve homojen bir dagilma
saglanmas1 i¢cin kullanilirlar. Stabilizorler ise bunlarm yeniden ayrilmasmi Onlemek

amaciyla kullanilirlar (Briggs 1997).

2.2.5.3 Cesni artiricilar

En cok kullanilan ¢esni verici madde monosodyum glutamat (MSG) tir. Tat reseptor
fizyolojisi ile ilgili caligmalar 5. temel tadin varligini ortaya koymustur. Bu MSG
tarafindan olusturulan ve ‘umami’ denen tattir. MSG’m Cin Restoran1 Sendromu’na
neden olabilecegi ancak bu sendromun % 3’ten fazla MSG konsantrasyonundan sonra
cok az sayidaki kiside olusabilecegi belirtilmektedir. Ayrica Cin Restoran1 Sendromu
belirtileri ile (uyusma, fasial basin¢, bas donmesi, bas agrisi, terleme, bulanti, kusma,
carpinti, boyun ve suwt agrisy, flashing) plazma glutamat diizeyleri
iliskilendirilememistir. MSG, giinde 2 gramin altinda Na almasi gereken Kkisiler
tarafindan kullanilmamalidir. Na icerigi NaCl’den daha azdir. Bir gram tuzda 400 mg
Na bulunurken, 1 gram MSG’da ~150 mg Na vardir. Aroma arttiricilar aromay1 daha
cazip hale getirmek, orijinal aromayr korumak veya diizeltmek, arttirmak amaciyla

kullanilir (Briggs1997).

2.2.5.4 Renklendiriciler

Isleme ve depolama sirasinda kaybolan dogal rengi yeniden kazandirmak, zayif olan

rengi kuvvetlendirmek, gercekte renksiz olan besine renk vermek, diisiikk kaliteyi
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gizleyerek tiiketici begenisi kazanmak amaciyla katilirlar (Topsoy 1991). Toksik ve
karsinojenik olarak degerlendirilen renklendiricilerin kullanimi yasaklanmistir. Geriye
kalan renklendiricilere iliskin saglik sorunlar1 duyarli kisilerde genellikle allerjik

reaksiyonlar ve deri dokiintiileri, astim ve hiperaktivitedir (Adams 1992).

2.2.6 Gida Boyalan

Insanlar yeryiiziinde bir renk harmonisi i¢inde yasarlar. Cevrelerinde asina olduklari
renkleri gdormeyi beklerler ve tersi bir durum s6z konusu olursa bir eksikligin oldugu
imaj1 dogar. Bu durum gida maddeleri i¢inde aynidir. Tiiketiciler gidanin rengine
bakarak onun kalitesi hakkinda fikir verirler. Gidalarda alisik olduklar1 temel
hammaddenin rengini gormek isterler. Duyusal yontemlerle kalite degerlendirilmesinde

renk mutlak bir 6nyargi olusturur ve lezzet duyumuzu etkiler (Velioglu 1987).

Resim 2.1 Gida Boyasi

Rengin lezzete etkisine yumurtali keklerle yapilan bir caligma ornek verilebilir. Ayni
bilesimde ve ayni yontemle yapilan dort keke degisik niceliklerde yapay yumurta
boyasi katildiginda egitilmis panelistler saris1 daha fazla olan iki kekin lezzetini tercih
etmislerdir (Biron 1972). Buna benzer ilging bir 6rnekte Walford tarafindan verilmistir.
Egitilmis panelistlere cikolata lezzeti katilmis beyaz bir dondurma ile vanilya lezzeti
katilmig kahverengi dondurmalar sunulup lezzetini belirlemeleri istendiginde beyaz
renklinin vanilyali, kahverengi olanm ise c¢ikolatali olduguna karar vermislerdir

(Walford 1980).
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Boya katk1 maddeleri gidalarin goriiniisiinii degistiren, diizelten maddelerdir. Teknoloji
geregi yapilan islemler swrasinda iriiniin orjinal rengi kaybolmus olabilir, islendigi
hammaddeden gelen bir takim renk farkliliklar1 gozlenebilir, depolama sirasinda bir
takim renk kayiplar1 olabilir. Bu gibi sorunlarin Oniine ge¢mek, iirliniin goriiniisiinii
diizenlemek, daha parlak ve c¢ekici renkler elde etmek amaci ile boya katki maddeleri
kullanilmaktadir. Bunun icin boya katkilar1 gida endiistrisinin vazge¢ilmez 6geleridir

(Anon. 1986).

2.2.6.1 Gida Boya Katki Maddelerinin Tarihcesi

18. ve 19. yiizyillarda gida iireticileri bilingsizce kalitesiz ve bozulmus gidalar1 satmak
icin boya maddelerinin degerini istismar etmislerdir. Ornegin 1820 yilinda Frederick
Accum Londra’da A treatise on adulterations of food and Culinary Poison isimli
kitabinda tursularin  yesil renginin bakirsiilfatla, sekerlemelerin rengarenk
goriinlimlerinin  bakir ve kursun tuzlariyla verildigini agiklamistir. Ayrica c¢ali
yapraklarmin kurutulup zehirli bakir pasi ile boyanip Cin ¢ay: olarak, kullanilmis cay
yapraklarinin da kursun veya diger kimyasal maddelerle siyaha boyanarak taze cay
olarak satildigmi belirtmistir. Ancak Accum’un kitabi o doénemlerde Ingiliz halki
arasinda ¢ok az tepki yaratmis ve bu hilekéar caligmalar uzun yillar devam ederek pek

cok insanin oliimiine neden olmustur (Anon. 1986).

1856 yilinda Sir William Heny Perkins Ingiltere’de ilk sentetik boyay: icad etmistir.
Perkins ‘anilin purple’ adi verilen boya maddesinin sentezi ile ilgili ¢aligmalar yapmis
ve pek cok sayidaki yapay boyalar lizerinde yiiriitillen caligmalara onciiliikk etmis ve

sentetik boya endiistrisinin dogusuna yol agmistir (Newsome 1986).

1900 lerde 80 kadar boya maddesi Birlesik Amerika’da renklendirme amaciyla
kullanilmaya baslamist: (Velioglu 1987). O zamanlar bu boya maddelerinin hig¢ biri i¢in
saflasgtrma ve diizenleme yapilmamistir. Bu maddeler ve kumas boyalari
sekerlemelerde kullanilmustir. ilk kanun 1906 yilinda gidalara katilacak boya maddeleri

icin yapilmis ve 7 tane boya maddesinin kullanimina izin verilmistir.
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Bunlar sirasiyla:

-Amaranth

-Erythrosine, Ponceau 3R

-Indigotin, Naphtol yellow

-Light green, Orenge 1 maddeleridir (Furia 1980).

Daha sonraki donemlerde yasanin kapsaminda cesitli ve gerekli degismeler yapilmis ve
eldeki listelere yeni boya maddeleri ilave edilmistir. Bu arada konuyla ilgili fizyolojik
ve farmakolojik calismalar yogunlasmis sonu¢ olarak da sertifika sistemi ortaya

cikmustir (Furia 1975).

1906 yilindaki ilk yasamin yerini 1983 yilinda kabul edilen ‘Gida Maddeleri ila¢ ve
Kozmetik Yasast’ almis ve sertifika verilmis olan boya maddeleri artiridlmistir. 1938 ile
1950 yillar1 arasinda gida maddelerinde kullanilan boya maddelerinden dolay1 arzu
edilmeyen olaylar olmustur. Bu olaylar sekerlemelerde ve patlamig musirlarda boya
maddelerinin fazla kullanilmas1 sonucu ortaya ¢cikmis ve bu boya maddeleri ¢cocuklarda

diareye neden olmustur (Furia 1975).

Bu arada ABD’de FDA (Food and Drug Administration) adi verilen bir kurul
olusturulmustur. FD&C boyalarmin giivenirliginin saglanmasi ile ilgili farmakolojik
caligmalar 1957 yilinda FDA tarafindan baslatilmistir. 12 Haziran 1960 yilinda boya
katkilar1 2 bolimden olusan yasa haline getirilmistir. Buna gore 1. madde kalic1 kisim,
2. madde gecici kisim olarak belirlenmistir. Ayrica sertifikali ve sertifikasiz boya
maddeleri ad1 altinda iki ana grupta toplanan boya maddelerinin gidalarda kullanilma
miktarlarina gore zararli ve zararsiz oldugu limitler saptanarak gida endiistrisinde

kullanilan boya katkilarina ikinci bir kisitlama getirilmistir (Furia 1975).

Bu calismalarin sonunda tiiketiciler i¢cin kullanilmasinda sakinca goriilmeyen boya
maddeleri listelenmigstir. 1963-1970 yillar1 arasinda gida boyalar1 hakkimdaki
calismalara FAO/WHO’ya bagh olan bir uzman komite katilmig ve FD&C grubundaki
boyalar icin ADI (giinliik alinmasi gereken miktar) belirlenmistir. 1970 yilinin

sonlarinda FD&C grubuna dahil boyalarin kanunlar: diizenlenmistir (Furia 1975).
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Giiniimiizde boya katkilarindan FDA kurallarina gore sadece 9 tane sertifikali FD&C
renkleri ve 7 tane FD&C lakelerinin gida endiistrisinde kullanimina izin verilmistir.
Cizelge 2.1°de kalic1 ve gecici olmak iizere tiplerine gore sertifika verilmis boyalarin

listesi goriilmektedir (Newsome 1986).

Cizelge 2.1 Kalic1 ve gecici olarak sertifika verilmis sentetik boya katkilar1

Kalica Liste Gecici Liste
FD&C Red No.3 FD&C Yellow No.6
FD&C Blue No.2 FD&C Yellow No.6 Lake
FD&C Yellow No.5 FD&C Red No.3 Lake
FD&C Gren No.3 FD&C Blue No.1 Lake
FD&C Blue No.1 FD&C Blue No.2 Lake
FD&C Red No.4 FD&C Green No.3 Lake
FD&C Red No.40 Lake FD&C Yellow No.5 Lake
Orange B
Citrus Red No.2

2.2.6.2 Gida Boya Katki Maddelerinin Simiflandirilmasi

Gida maddelerine katilan boyalarin, sistematik olarak siniflandirilmas:t bir¢ok
bakimlardan faydali goriilmiistiir. Boylece siniflandirmada yer alan bir boya
maddesinin herkes tarafindan ayni sekilde anlagilmasi imkan dahiline girmis olacaktir.
Gergekten literatiirde ve bazi kuruluslarin yazilarinda boyalarm belirli sistem altinda
smiflandirildig: goriilmektedir. Ancak bu smiflandirma birbirinden farkli da olmaktir.
Bunlarin icinden FAO ve WHO’nun smiflandirilmasi en yaygin olanidir. Codex’te

FAQO’nun smiflandirilmasi esas alinmistir (Baysal 1990).
1) Boyalarin koklerine gore siniflandirilmasi

2) Boyalarn toksikolojik degerlendirilmelerine gore siniflandirilmasi

3) Kimyasal siiflandirma
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2.2.6.2.1 Gida Boyalarinin Koklerine Gore Simiflandirilmasi

Dogal Organik Boyalar

Cok eski zamanlardan beri kullanilmakta olan bu boyalar ¢esitli bitkilerin tozlarmdan,
hayvan ve mineral kaynaklardan elde edilen ekstraklardir (Hicks 1978). Bu boya
katkilar1 FDA tarafindan sertifikali boya maddeleri listesinden ¢ikarilarak oncelikli ve
stirekli kullanilma olasilig1 olan maddeler listesine aktarilmistir (Walford 1980). Ancak
boya katkilar1 kanunun sadece sentetik boyalarda degil dogal pigmentlerden elde edilen

boyalar1 da kapsamasi arzu edilmektedir (Neyer 1975).
Dogal olarak olusan boya maddelerinden gidalarda kullanilanlardan en énemli olanlar1
safran, roko boyasi, havaciva, klorofil, karamel, zerdacal, sumak, kizil kok boyasi,
karoten ve karotenoidler (Elhatip 1974). Dogal boyalar 1siya ve 1s18a karsi cok
duyarhdirlar.
Sentetik Organik Boyalar
Bu boya maddeleri sertifikali olup, hepsi yapay kaynakli olup, iki tiptir. Bunlar;

FD&C Boyalar

FD&C Lake Boyalar (Furia 1975).

FD&C Boyalar1 4 grupta smiflandirilabilir. Bunlar;
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Azo Boyalar

Azo boyalarmm Onemli 6zelligi iki yada daha fazla aromatik halkay1 birlestiren ve
meydana gelen konjuge sistemin bir parcasini olusturan kromoforazo grubudur(-N=N-).
Azo boyalar1 diazolastirilan aromatik aminin bagka bir amin fenol yada naftolle
kenetlenmesinden elde edilir. Bunlardan en az bir siilfo grubu icerenlere asidik azo
boyar maddeleri, bazik amin veya dialkil amin grubu igerenlere ise bazik azo boyar
maddeleri denir. Amino azo-benzen (anilin saris1) ilk kesfedilen bazik, o ve B naftol

oranj ise asidik azo boyar maddeleridir (Noonan 1980).

Q OH Q
0=S ZaN S=0
ONa N=N / |
—N NaO
O0—
NaO

Sekil 2.1 Tartrazin

Trifenilmetan Boyalart

Karbon atomuna baglanmis iki benzen halkasi ve bir p-kinoit grubunun baglanmasiyla

meydana gelmistir (Noonan 1980).

Ha

\©/Na0 S
SO

3

T
N

SO3Na

OH

Sekil 2.2 Green
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Fluoressein Tipi Boyalar

Fitalik asit ile resorsinin 1sitilmast sonunda elde edilmektedirler. Bu grup boyar

maddeler kirmiz1 kahverengi arasinda degisen renklerden olusurlar (Noonan 1980).

Sekil 2.3 Red 3

Siilfolanmus Indigo Boyalar

Bunlar temelde indigodan tiireyen bilesiklerdir. Indigo dogal olarak renksiz bitki
glikoziti halinde olusur. Bu glikozite indisan denir. Hidrolizlenirse glikoz ve indoksili
verir. Indoksil acik havada yiikseltgenerek indigoya doniisiir. Indigo boyalar1 konjuge

dikarbonil grublari tasirlar (Noonan 1980).

0
| | NaO,S
N N
SO,Na H H
Sekil 2.4 Blue 2

Indigo boyalari, 15132, yikamaya, baz ve asitlere karsi dayanikli olup, mavi renkli boyar

maddelerin en 6nemli grubunu olustururlar (Saldamli 1985).
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FD&C boyalarin smiflandirilmasi ve yapilar: Cizelge 2.2°de gosterilmistir (Furia 1975).

Cizelge 2.2 Sertifikali FD&C boyalarin siniflandirilmasi

Azo Boyalar1 FD&C Red No.2
FD&C Yellow No.5
FD&C Yellow No.6
FD&C Red No.4
FD&C Red No.40

Orenge B
Trifenilmetan Boyalar FD&C Blue No.1

FD&C Green No.3

FD&C Violet No.1
Floressein Tipi Boyalar FD&C Red No.3
Siilfolanmis Indigo Boyalar FD&C Blue No.2

FD&C boyalarinin ¢oziiniirliikk ve kararlilik olmak iizere iki 6nemli 6zelligi vardir. Bu
gruptaki boyalar suda c¢oziindiigii halde organik c¢oziiciilerde zor coziiniirler.
Coziiniirliikleri cok yiiksek oldugu icin gida sanayinde kullanimlar1 ¢ok kolaydir ve
sorun cikartmamaktadir. Bu grup icinde sadece FD&C Blue No. 2 ayricalikli bir
boyadir. Susuz ortamlar gz Oniine alindiginda gliserin ve propilen glikol ¢oziicii olarak
kullanilmaktadir. Genellikle boya maddeleri gliserinde propilen glikolden daha fazla
¢Oziinebilmektedir (Furia 1980).

Gida endiistrisinde kullanilan FD&C boyalarmin ¢oziiniirliigii ile ilgili degerler Cizelge
2.3’de gosterilmistir. Bu bilesikler genellikle degisik formlarda bulunurlar. Ornegin toz,
granill, sivi, sulandirilmis, macunsu gibi. Bu nedenle kullanilacak olan boya katki
maddesinin bulundugu durum kullanilma hacim ve miktarim etkileyeceginden,
kullanimlarinda boyanin formu dikkat edilmesi gereken onemli bir noktadir (Furia

1980).
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Cizelge 2.3 FD&C Boyalarinin ¢oziiciilerde gosterdikleri ¢oziiniirliikler (Furia 1980)

Boyalar Su (21°C) Gliserin Propilen Glikol Alkol
Red 2 134.82 161.04 11.24 Hafif
Red 3 119.84 230.32 217.21 18.73
Red 4 71.15 39.32 11.24 Hafif
Yellow 5 131.08 209.72 89.88 Hafif
Yellow 6 172.27 108.61 18.73 Hafif
Blue 1 187.25 280.88 396.97 14.18
Blue 2 11.24 3.75 Eser Hafif
Green 3 172.27 108.61 108.61 3.75

Red 40 209.72 29.96 14.98 Hafif
Violet 1 187.25 205.98 138.57 0.94

Bu boya maddelerinin gida endiistrisinde kullanimlar1 sirasinda dogan avantaj ve

dezavantajlar1 Cizelge 2.4’de gosterilmistir.

Cizelge 2.4 Boyalarm kullanimlar1 sirasinda dogan avantaj ve dezavantajlar

(Furia 1980)

Boyanin Saf Boya % Avantaj Dezavantaj

Formu

Toz boyalar 88-93 Kuru karisgimlar ig¢in Tozlu
elverisli

Taneli 88-93 Tozsuz Coziinmesi

boyalar yavas

Kuru-yas 90 Kuru karigimda Yok

karisimi yayilmaz

boyalar

Sulandirilmisg 1-6 Islemede kolaylik Pahali

boyalar saglar

Kirikli 22-85 Hassas tartimi Pahali

karisim yapilabilir

boyalar

Sulandirilma 1-8 Yagh iiriinlerde Cok pahali

mis boyalar kullanilir

Macun 4-10 Nem igerikli iiriinlerde Pahali

boyalar
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Sertifikali boya kullanildiklar1 gidalarda stabil bir 6zellik gostermektedir. Sentetik
boyalardan digeri olan FD&C lake boyalar1 ise 1959 yilinda sertifikali gida boyalar:
olarak kabul edilmistir. Bunlar aliiminyum hidroksit tiirevlerini ve bunun uzantilarini
iceren bilesiklerdir. % 10-40 arasinda saf boya icerirler. Lake boyalarmin gida
endiistrisinde kullanimina izin verilmeden Once bu boyalarin ¢éziinmeyenleri nisasta,
seliiloz, un gibi maddelere emdirilerek kullanilmaktaydi. Ancak bu yontemle boyama

giicii diistiigiinden bu uygulama imalatta sakinca yaratmaktadir (Saldaml 1985).

Yapilar1 nedeniyle lake boyalar, susuz ve su kullanimi miimkiin olmayan boyamalarda
kullanima uygundurlar. Yag orijinli gidalarin boyanmasinda genellikle FD&C lake yani
pigment boyalar1 kullanilmaktadir. Lake boyalar1 pH 3.5-9.5 arasinda stabil bir yapiya
sahiptirler (Saldamli 1985).

FD&C boyalar1 ve lakeler gidalara renk katki maddesi olarak katilmakla birlikte bu iki
tip arasinda fiziksel farklhiliklar vardir. Bu farkliliklar Cizelge 2.5’te gosterilmistir.

Cizelge 2.5 Sertifikali boyalar ile lake boyalar arasindaki farkliliklar (Furia 1975)

Ozellikler Lake boyalar Boyalar
Coziiniirlik Coziiciilerin hi¢ birinde Suda, propilen
¢Oziinmez glikol, gliserinde

¢Oziinur.

Renk verme sekli Dispersiyon yolu ile Coziinerek

Saf boya miktar1 % 10-40 dolaylarinda % 90-93

Kullanilma orani % 0.1-0.3 % 0.01-0.03

Partikiil biiyiikligii Ortalama 5 mikron 12-200 mesh

Isiga dayaniklihik Daha 1yi Iyi

Isiya dayaniklihik Daha 1yi Iyi

Renk verme giicti Saf boya miktar1 ile Dogrudan saf boya

Renk tonu

orantili olmaksizin

Saf boya miktarna gore
degisken

miktari ile iligkili
olarak
Sabit

20



Anorganik Boyalar

Gida maddelerine gida boyasi olarak katilan ve organik olmayan bilesikler bu grup
icinde yer almaktadir. Bu boya maddelerinin bir kag¢1 sunlardir:

Iron Oxides (demir oksitleri) : Sari, kahverengi ve siyah, kirmizi renkler icin.

Titanyum dioxide: Beyaz renkler icin.

Ultramurineler: Mavi, yesil, kirmizi renkler igin.

Karbon siyahi (Demirer 1987).

2.2.6.2.2 Gida Boyalarimin Toksikolojik Degerlendirmeye Gore Siniflandirilmasi

Boya katki maddelerinin saglikla iliskisi ve ozellikle toksikolojik 6zellikleri FAO ve
WHO laboratuvarlarinda incelenmektedir. Bu incelemelerin bazilar1 sona ermis,
bazilar1 devam etmektedir. Buna gore incelemelerin sona erip ermedigi esasina

dayanarak toksikolojik bir siniflandirma yapmak miimkiindiir (Gherorghiev 1987).

A Swnifi: Halen gidalarda kullanilmasina izin verilen boya maddeleri bu simif altinda
toplanmustir. Bu boya maddelerinin giinliik alinabilecek en yiiksek dozlar1 saptanmaigtir.
Ancak bu gruptaki boyalarin iireme ve fetiis iizerine yapmis oldugu etkiler heniiz tam
manast ile acikliga kavusmamustir.

B Swnifi: Bu smiftaki maddeler hakkinda, A smifindaki boyalar kadar derinlemesine
arastirma yapilmamis oldugundan, ayr1 bir sinif altinda toplanmustir.

C I. Siufi: Bu siif boyalar i¢in elde olunan degerler, heniiz onlarin kullanilmasina
yeterli degildir ve uzun siireli toksikolojik arastirmalar1 gerekmektedir.

C II. Siifi: Bu smiftaki boyalar hakkinda bilgiler yetersiz olup, heniiz uzun siireli
toksikolojik denemeleri yapilamamistir. Ancak yapilan uzun siireli testlere gore tiimor
teskili yapabilen ve dolayisiyla viicutta hasara sebep olan boyalar bu simifa dahil
edilmistir.

D Swnifi: Herhangi bir toksikolojik etkisi bulunup bulunmadigina ait elde edilen bilgileri
giivenilir olmayan boya maddeleri bu smifa alinmustir.

E Swnifi: Tehlikeli etkileri goriilen ve gida maddelerine katilmasina miisaade edilmeyen

boya maddeleri bu smifa alimustir (Gherorghiev 1987).
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2.2.6.3 Arastirmada Tespit Edilen Sentetik Gida Boyalarinin Spesifikasyonlari

2.2.6.3.1 Tartrazin
0
0 !
i OH e !
S~/ AL NS0
NaD™ | | Nesf Sy | ONa°
< 7NN
=N
D=
A\
O'Na*

Diger isimleri: FD&C Yellow No.5, Hydrazine Yellow, Tartarazine

Kod numaralart: E 102, Cl 19140, CI Food Yellow 4.

Molekiil agirhigi: 534.37

Sinif1: Sentetik azo boyasi

Rengi: A¢ik portakal sar1

Fonksiyonel kullanimi: Gida renklendiricisi

Coziiniirliigii: Suda kolay erir. % 95’lik alkolde erime kabiliyeti oldukca azdir.
ADI: JECFA 0 — 7.5 mg / kg viicut agirligi / giin (Larsson 1987).

2.2.6.3.2 Ponceau 4R

HO

N803S

Diger isimleri: Cochineal Red A, Cl Food Red 7, New Coccine, Brillant Scarlet 4R
Kod numaralart: E 124, CI 16255, CI Food Red 7.

Molekiil agirhigi: 604.48

Sinifr: Sentetik azo boyasi

Rengi: Kirmizi

Fonksiyonel kullanimi: Gida renklendiricisi

Coziiniirliigii: Suda kolay erir.

ADI: JECFA 0 — 4 mg / kg viicut agirlig1 / giin (Larsson 1987).
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2.2.6.3.3 Carmosine

OH

MY2s 0O

SO

Diger isimleri: Cl Acid Red 14, Rood Red 3 CI No.14720

Kod Numaralari: CI (1975) No. 14720, CI (1975) Food Red 3, Schultz (1931) No.
208 EEC No. E122

Molekiil agirhigi: 502.44

Sinifi: Monoazo

Rengi: Kirmizi

Fonksiyonel kullanimi: Gida renklendiricisi

Coziiniirliigii: Suda ¢oziiniir (FAO 1994).

2.3 Lokum

Lokum, su, seker, nisasta kullanilarak yapilan bir Tiirk tathsidir. Lokum dogal ve
saglikli bir besin kaynagi olup, pek ¢ok yararinimn oldugu bilinmektedir. Ornegin,
proteinli besinler, kullanildiktan sonra viicutta yakilir ve bunun sonucu iire, iirik asit ve
kreatinin gibi atik maddeleri aciga c¢ikar. Bu maddeler bobrek hastalarinda idrarla
viicuttan atilamaz ve kanda yiikselir. Sade lokum karbonhidrat kaynagi oldugundan,
bobrek hastalarinca devaml tiikketilmesi Onerilmektedir. Ayrica, yerelde lokumun hala

yara ve c¢ibana tedavi amach sarildig1 da bilinmektedir (Internet kaynag 3).

Resim 2.2 Gida boyasi kullamlmls lokumlar
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2.3.1 Lokumun Tarihgesi

Osmanlica rahat ul-hulkim yani bogaz rahatlatan kelimesinden tiireyen lokum,
yaklasik 15. yiizyilldan beri Anadolu’da bilinmekle birlikte, ozellikle 17. yiizyilda
Osmanli Imparatorlugu smirlar1 iginde yayginlasti. Avrupa’da ise bir Ingiliz gezgin
araciligiyla "Turkish Delight' adiyla 18. yiizyilda taninmaya baslandi. Daha 6nceleri bal
ya da pekmez ve un bilesimi ile yapilan lokumun 17. yiizyilda 'Kelle sekeri' olarak
bilinen rafine seker ile 6zellikle nisastanin bulunup iilkeye getirilmesi sayesinde hem

yapimi, hem de lezzeti degismistir (Internet kaynagi 3).

2.3.2 Lokum Uretimi

Genel olarak isletmelerde, lokum yapiminda soyle bir yol izlenmektedir. Once, seker
coziinebilecegi kadar su ile birlikte kaynatma kazanima konulup, karistirilarak isitilir. Bu
arada sitrik asitte bir baska kapta bir miktar suda ¢oziindiiriiliir. Kullanilacak suyun geri
kalan kisminda ise nisasta siispansiye hale getirilir. Sonra nisasta siispansiyonu ve asit
de seker cozeltisine katilarak karigim karistirilarak kaynatilir. Kitle belirli bir kivama
erisince (kazandan almip sogutulan bir miktar 6rnek parmaklar arasinda yuvarlanip
parmaklar acildiginda 6rnek iki parmaga birden yapisip uzamadigi, seklini koruyarak
parmaklardan birinde kaldig1 zaman) atesten indirilip nisastali tahta tablalara dokiiliir.
12-24 saat tablalarda bekletilip dinlendirilir. Sonra {izerine hindistan cevizi ya da pudra
sekeri ve nisasta karisimi dokiilerek, mermer tezgahlar iizerinde, istenen biiylikliik ve
sekilde kesilip pudra sekeri ya da hindistan cevizine bulanarak ambalajlanir (Internet

kaynagi 4).
2.4 Gida Boyalarimin Metabolizmasi

Viicuda aliman boya maddesi barsakta, asit, sindirim enzimleri ve barsak florasinin
etkisi altinda kalmaktadir. Azo maddelerinin tiirevleri polar ve nonpolar olan aromatik
bilesiklerdir. Azo rediiktaza karaciger ve barsak florasinda rastlanmaktadir. Parenteral
verildiginde indirgenmeden safra ve idrarda goriilmesine karsin, agizdan verildiginde
amin Uriinleri olarak goriinmekte, absorbe edilmekte, metabolize olmakta, ayni sekilde

atilmaktadir. Bu yolla ortaya ¢ikan diger bir grup sulfonik asit, absorbe edilir ve idrarda
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serbest asit N-asetil tiirevleri halinde atilir. Tartrazin ag1z yolu ile alindiginda, siilfonilik
aciga cikar, fakat serbest halde boya idrar veya fecesle atilmaz. Arastirmacilarin yaptigi
caligmalara gore bazi suda ¢Oziiniir azo boyalarmin biiyiik bir ¢ogunlugu safra ile

atilmaktadir (Aksoy 1984, Chung 1992, Golberg 1967).

Bazi1 ¢alismalar sonunda azo boyalariin etkilerinin barsaklarda bakteriyal flora yardimi
ile meydana geldigi ileri siiriilmiistiir. Baska bir c¢aligmada sulphanilic halkasinin,
insanlar ve ratlarda hiperaktivite gelistirdigi ve ¢cinko metabolizmasini da hizlandirdigi

ileri siiriilmiistiir (Collins 1992).

A.B.D.’de yapilan bir ¢calismada suda c¢oziinebilir azo boyalarinin barsak bakterileriyle
azalmadig1 rapor edilmistir (Anderton 1988).

2.5 Gida Boyalarimin Toksik Etkileri

Pek cok iilkede gidalarda kullanilan gida katki maddelerine yonelik yogun bir ilgi ortaya
cikmustir (Thorley 1984). Insanlarin gida boyasi ile karsilasmasi uzun yillar dncesine
dayanmaktadir. O zamanlarda dogal boyalar kullanilirken, 1856’da W.H. Perkin’in
siyah anilin boyasmi bulmasi, yeni bir sentetik boya endiistrisinin dogusuna yol
acmustir. Boylece ticari olarak iiretilen sentetik boyalar, dogal boyalarin yerine
kullanilmaya baslamistir. Sentetik boyalarin gidalarda kullanilmasimnin uygunlugu ve
emniyeti hakkinda sorular ortaya ¢ikmis ve bazilarmin kullanilmasi engellenmis veya
sadece uygun olanin kullanilmasina izin verilmistir (Newsome 1986, Crosby 1981).
1857°de yiyeceklerde katilan karigimlarla ilgili arastirmalarda tathilarin kromat, civa,
siilfat, kursun oksit, bakir arsenitle, sekerlemelerin ise elbise boyalar1 ile boyandigi

bulunmustur (Furia 1980).

Yapilan caligmalarda, bazi gida katkilarmin ve salisilatlarin hiperaktivite, dgrenme
bozuklugu gibi davranig bozukluklarina neden oldugu ortaya konmustur (Lewis1984,

Pollock 1980).

Onceden toksikolojik deneyler 6lgiit almirken, tereyaglarinda kullamilan bir boyanmn
sicanlarda karaciger kanserine neden oldugu ortaya c¢ikinca, boyalarin kanserojen

Ozellikleri iizerine arastirmalara baslanmistir (Demirer 1974).
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Deney hayvanlar1 iizerindeki arastirmalarda yiliksek dozlarda sentetik boyalarin
karaciger, bobrek hasarina sebep oldugu gozlenmis ve karaciger hasarinin uzun siireli

denemelerde karaciger tiimor olusumuna doniistiigii goriilmiistiir (Golberg 1967).

2.6 Oksidan ve Antioksidan Sistem

Yasamin siirekliliginin saglanmasi, hareket, is yapabilme ve biiyiime gibi biitiin
fizyolojik olaylar, enerji tarafindan saglanir. Tiim diger aerobik canlilar gibi, yagsamak
icin oksijene ihtiya¢ duyan insanlar da, enerji gereksinimini, oksidatif metabolizma yani
aerobik metabolizma tarafindan kontrol edilen reaksiyonlar sonucu elde eder. Aerobik
metabolizma, karbon ve hidrojen iceren metabolitlerin, karbondioksit ve suya tamamen
yiikseltgenmesini kapsar (Montgomery 1996). Oksijen, oksidatif metabolizma sirasinda
enerji eldesi i¢in suya indirgenirken ¢ok az bir kismi da “serbest radikaller” adi verilen,
elektronlarin1 kaybetmis zararli maddelere doniisiir. Serbest radikaller, tek elektron
eksiklikleri nedeniyle baska molekiillerle kolayca elektron ahigverisi yapabilir veya
onlarla birlesebilirler. Boylece diger molekiilerin yap1 ve fonksiyonlarini degistirebilir,
hatta pek cok dokuda hiicre hasar1 meydana getirebilirler (Porter 1998). Serbest
radikaller, organizmada, diger metabolik yollarin isleyisi sirasinda da olusabilmekte
veya cesitli dis etkenlerin etkisiyle de meydana gelebilmektedir (Aruoma 1991). Bir¢cok
hastaligin olugmasi ve patolojik durumun ortaya ¢ikmasinda serbest radikallerin rolii
vardir (Southorn 1998). Bunun yani sira, bu molekiilleri yakalayip etkisiz hale getiren,
“antioksidan” adi verilen maddeler bulunur. Antioksidanlar, bu molekiillerin doku
savaslarinda etkisiz hale gelmesini saglayabilirler. Normal kosullarda viicut, dogal
antioksidan sistemleriyle serbest radikallerin zararli etkilerini Onler. Viicudun
antioksidan savunmasi ile serbest radikal iiretimi arasindaki dengesizlik sonucu,
hiicrelerin lipit tabakasi peroksidasyona ugrayarak, oksidatif stres diye adlandirilan
hiicre hasarlar1 meydana gelir (Cochrane 1991). Cevreden ve besinlerle, oksidan etkili
zararli maddelerin viicuda alinmasinin yani sira, yasin ilerlemesiyle ortaya c¢ikan azalan
enzim aktivitesine bagh olarak da viicudun antioksidan savunma mekanizmasi yetersiz
kalabilmektedir. Neyse ki, antioksidan gorevleri olan ¢esitli vitaminler, mineraller ve
belirli enzimlerin disaridan viicuda alinabilmesi yaninda, beslenme de 1iyi bir

antioksidan savunma araci olabilmektedir (Dorgan ve ark. 1998).
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2.6.1 Oksidan Molekiillerin Hiicresel Kaynaklari

Genel olarak oksidan molekiillerin {retildigi yerler mitokondriler, sitozol,
peroksizomlar olarak swralanabilir (Tetik 2005). Plazma membranindaki lipit
peroksidasyonu,  hiicrelerdeki ~ bazi  bilesiklerin  otooksidasyonu,  oksijen
konsantrasyonunun yiikselmesi ve bir¢cok enzimin katalitik sikluslar1 sirasinda, aktive
olmus fagositlerin bakterisidal rolleri sonucu oksidan molekiiller aciga ¢ikmaktadirlar

(Akkus 1995, Wood and Simith 1991).

2.6.2 Oksidan Molekiillerin Biyolojik Kaynaklari

Uyusturucu ve alkol gibi aligkanlik yapan maddeler, antineoplastik ajanlar, stres (Akkus
1995), hava kirliligi, kimyasallar, paraquat gibi pestisitler, demir kursun gibi metaller,
antibiyotikler ve iyonize edici radyasyon baslica eksojen radikal kaynaklaridir (Onat

2002, Wood and Simith 1991).

2.7 Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Canli hiicrelerin yapitaslarint olusturan molekiillerin atomlari, kovalent baglarla
birbirine baghdir. Bu tip baglar paralel olmayan yoriingelere sahip iki komsu atomun
arasindaki elektronun ortaklasa kullanilmasina dayanmaktadir. Yeterli bir enerji kaynagi
ile (radian 1s1 veya cogu kez kimyasal etkiler) bu bag kopabilir (Akkus 1995). Bu tip bir
veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirlii, kararsiz, kimyasal
reaktiviteleri yiiksek molekiil veya atomlar “serbest radikal” olarak adlandirilirlar
(Cheeseman and Slater 1993). Radikal, eslesmemis elektronun atomik ya da molekiiler
orbitali kendi basmna isgal etmesidir. Semboliin iizerine bir nokta konur, bu serbest
radikal tiirlerine 6zgii bir isarettir (Murray 1990). Serbest radikaller genelde iic temel
mekanizma ile olugsmaktadir. Bunlar, bir molekiilii olusturan kovalent bagm homolitik
yarilmasi, molekiilii olusturan atomlardan birinin elektron kaybetmesi ve bir molekiiliin
yapisina tek bir elektron eklenmesi olarak siralanabilir (Onat ve ark. 2002). Serbest
radikaller, canli organizmalarda bircok kimyasal reaksiyonda kullanilan
metobolitlerdendir. Viicutta olagan serbest radikal oraminin degismesi sonucunda
oksidatif stres meydana gelmektedir. Radikaller; radikal olmayan atom veya

molekiilden bir elektron kaybiyla olusabilir;
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X —Pe +X*°

Diger bir mekanizma ise radikal olmayan atom veya molekiiliin bir elektron kazanmasi

ile serbest radikal olusur;
Y+e — > Y

Oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin oksidanlar lehine bozulmasi
olarak tammlanan oksidatif stres; diabet, alzheimer, bobrek yetmezligi gibi bircok
patolojik durumda (Dalle-Donne ve ark. 2003), hatta yaslilikta (Onat vd. 2002) ve alkol,
radyasyon gibi biyolojik kaynakli oksidan maddelere yogun bir sekilde maruz kalma
sonucunda da ortaya ¢ikmaktadir. Serbest radikaller insanlarda elliden fazla hastaligin

patolojisi ile iliskilendirilmektedir.

2.7.1 Serbest Oksijen Tiirleri (ROS)

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir.
Oksijen (Oy), elektron alicis1 olarak, aerob organizmalarin yasami icin gerekli bir
maddedir. Memeliler hiicrelerindeki ATP iiretiminin biiyiik bir kismini mitokondrial
elektron transport sisteminde, oksijenin dort elektronunun su (H,O) olusturmak iizere
indirgenmesiyle elde ederler (Akkus 1995). Fakat bu siirecte oksijenin % 1-3’li tam
olarak suya doniisemez ve ara iiriin olarak serbest oksijen radikalleri ve bunlarin da
cesitli reaksiyonlar: ile reaktif oksijen tiirleri (ROS) meydana gelir (Cheeseman and

Slater 1993). Reaktif oksijen tiirleri Cizelge 2.6’de (Onat ve ark. 2002) gosterilmistir.

Hiicre icinde reaktif oksijen radikallerinin olusumu en fazla mitekondrilerde gozlenir.
Baslica radikal kaynagi mitekondri membranindaki elektron transport zinciri olsa da
notrofiller, monositler ve makrofajlar, ROS iiretimi bakimindan yiiksek aktiviteye sahip

hiicrelerdir (Witko and Sarsat 2000).
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Cizelge 2.6 Reaktif oksijen tiirleri

Radikaller Radikal Olmayanlar
Siiperoksit anyon radikali (O;™) Hidrojen peroksit (H,0»)
Hidroksil radikali (HO) Lipit hidroperoksit (LOOH)
Peroksil radikali (ROO) Hipohaloz asit (HOX)
Alkoksil radikali (RO N-Halojenli aminler (R-NH-X)
Semikinon radikali (HQ) Singlet oksijen ('02),
Organik radikaller (R) Ozon (O3
Organik peroksit radikali (RCOO") Azot dioksit (NO»)
Nitrik oksid radikali (NO) Hipokloroz asit (HOCI)
Hemoproteine bagh radikaller Peroksinitrit (ONOO)

2.7.1.1 Siiperoksit Radikali (O,")

Soludugumuz oksijen iki radikalli, iki tek elektron iceren ve g¢ok stabil olan bir
molekiildiir, bir dis enerji kaynagi sayesinde bir elektron kazanmakla serbest
elektronlarindan birisini negatif yiik elde ederek cift konuma getirebilir (Deby and

Pincemail 1998). Bu molekiil siiperoksid anyonudur (O;").

02+C- — 02-'

Yalnizca bir eslesmemis elektronlu siiperoksit, O,’in isminin siiper olmasina ragmen
kendisinden daha az radikaldir. Sitoplazmadaki O, " nin baslica kaynagi endoplazmik
retikulumdaki sitokrom P450 sistemidir (Grisham and Mc Cord 2000).

Basit ancak spontan olarak, reaktif bir radikal olan siiperoksit anyonu organik
molekiillerin c¢esitli yikim reaksiyonlarinda rol oynayabilir. Siiperoksit anyonu
genellikle zararli oksidatif bir faktor olarak kabul edilmesine ragmen, aslinda direkt
olarak sadece niikleofilik 6zelliklerine dayanarak etki yapar ve aktivitesi sadece proton
(H") bulunmayan ortamlarda ortaya cikar (Grisham and Mc Cord 2000). Boyle

ortamlarla iki fosfolipidik kattan olusan hiicre membraninda karsilagsmak miimkiindiir.
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Burada O,”, deesterifikasyon ile fosfolipit molekiillerinin yag asitlerini serbestlestirmek
suratiyle fosfolipoproteinli yapinin stabilitesini bozar. Ama proton igeren ortamlarda O,
molekiiliiniin 6dmrii kisadir, O, * molekiilii tekrar O, molekiilii olabilmek i¢in kendi
elektronunu bagka bir siiperoksit anyona transfer eder. Boylelikle, O, molekiilii ve

hidrojen peroksit (H,O,) molekiilii olugmaktadir (Porter 1998).
02 +2e + 2H+ - » H202

Genellikle, O, » molekiiniin, fazla toksik olamadig1 ancak daha reaktif oksijen kdkenli

metabolitler i¢in prekiirsor oldugu kanis1 mevcuttur (Southorn and Powis 1998).

Elektron verici rolii olan siiperoksit anyonu, diger oksidan molekiillerin de kaynagidir.
Ozellikle sulu ortamlarda hizli bir sekilde siiperoksit dismutazin katalizledigi bir
reaksiyonla hidrojenperoksit ve oksijene doniismektedir. Reaktivitesi yiiksek oksidanlar,
hidrojenperoksit ve siiperoksitten iiretilmektedir. Bunlar siiperoksitin konjuge asiti
hidroperoksil radikali (HOy’), hidroksil radikali (OH") ve hidrokloriddir (OCI’). Ayni
zamanda bu reaktif ajanlar etkili mikrobisid (mikroorganizma) niteligi tagimaktadirlar

(Bhagavan 2002).

Fagositoz i¢in gerekli enerjinin karsilanabilmesi amaciyla oksijen tiiketimindeki artisa
‘raspiratory burst’ veya solunum patlamasi denmektedir. Bu olay sirasinda kullanilan
oksidazlar oksijenden bir elektron indirgeyerek ve NADPH’1 kullanarak siiperoksit

anyonunu olusturmaktadir.

NADPH + 20, oksidazlar NADP*+20, +H?
_—)
EnzH, +0, —————— EnzH + O, +H'

Stiperoksit, solunum zincirinde yukaridaki reaksiyonda goriildiigii gibi molekiiler
oksijenle olan iinivalan oksidasyonlarda, stokrom oksidaz ve enzim benzeri diger
proteinlerin, molekiiler oksijenle indirgenmesi sonucunda da olugmaktadir (Mentes ve

Ers6z 1993).
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Son arastirmalar ek hiicresel faktorii p40™™™ ve kiiciik bir G proteinin (roc), siiperoksit

iretim sisteminin aktivasyonunun i¢inde bulundugunu gostermektedir (Bhagavan 2002).
2.7.1.2 Hidrojen Peroksit (H,O»)

Hidrojenperoksit bir serbest radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri arasina girer
ve serbest radikal biyokimyasinda onemli bir rol oynar. Ciinkii siiperoksit ile reaksiyona
girerek (Haber-Weiss reaksiyonu) en reaktif oksijen radikali olan hidroksil radikalini
olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir. Haber-Weiss reaksiyonu katalizor varliginda da
yoklugunda da olusabilmektedir. Ancak, katalizorsiiz reaksiyon oldukg¢a yavas ilerler.
Demirle katalizlenen ikinci reaksiyon ise ¢ok hizlidir. Bu reaksiyonda dnce ferri demir
(Fe+3 ) siiperoksit tarafindan ferro demire (Fe+2) indirgenir. Sonra bu ferro demir
kullamlarak ‘Fenton reaksiyonu’ ile hidrojenperoksitten "OH ve OH iiretilir. Reaksiyon

mekanizmasi asagidaki sekildedir.

0, +Fe® » O+ Fe (Indirgenme reaksiyonu)
Fe"” +H,0, _____ , Fe” + OH™ + OH (Fenton reaksiyonu)
0, +H,00, ——OH + OH" + O, (HaberWeiss reaksiyonu)

Biyolojik sistemlerde en ¢ok siiperoksitin dismutasyon reaksiyonu sonucunda olusan
hidrojenperoksit, iirat oksidaz, glikoz oksidaz, D-amino oksidaz, monoamino oksidaz
gibi enzimlerin iki elektronu oksijene transfer etmesi ile de iiretilebilmektedir. Yine
metabolizmada ksantin oksidazla katalizlenen reaksiyonlarda elektronlar, H,O, olusumu

ile transfer edilebilmektedir (Gutteridge 1995).

Kovalent yapidaki H,O,, gecis metallerinin yoklugunda diger radikallere gore kararl,
zayif indirgen ve zayif oksidan 6zelligi tasimaktadir. Uzun Omiirlii bir metabolit olan
H,0; kolaylikla suya karisir ve su molekiilii gibi davranarak hizla hiicre membranindan
difiize edilebilir. H,O,’in redoks Ozellikleri ve demir gibi gec¢is metal iyonlarinin
varliginda yiiksek reaktiviteli serbest radikal olusturabilme yetenegi, ona karst viicudun
savunma gelistirmesini gerektirmektedir. Istenmeyen H,0,, katalaz, glutatyon
peroksidaz ve peroksidaz enzimleri ile hiicrelerden uzaklastirilabilmektedir (Gutteridge

1995).

31



Zehirli maddeler olan H;O;’ler, aym zamanda hiicrenin hemoproteini olan
hidroperoksidaz tiplerince (peroksidaz ve katalaz tarafindan), hayvansal hiicrelerde
halojen  bilesiklerinin  halojen iyonlarmi aktif hale gecirmek amaciyla
kullanilmaktadirlar. Bu sayede iyot iyonunun aktivasyonu saglanarak iyotlu troid
hormonlar1 olusturulmaktadir. Ayn1 mekanizma lokositlere, i¢lerine aldiklar1 yabanci

cisimleri tahrip ve mikroorganizmalari ise 6ldiirme yetenegi kazandirmaktadir.

2.7.1.3 Hidroksil Radikali (OH)

Hidroksil radikali bilinen en reaktif radikaldir. Amino asitler, niikleik asitler, organik
asitler, fosfolipidler ve karbonhidratlarin bircogu ile reaksiyona girebilirler

(Memigsogullar1 2005).

Biyolojik ve kimyasal sistemlerde iiretilebilen hidroksil radikali canhilarda dort

mekanizma ile olusabilir;

1) Fenton Reaksiyonu: Hidrojen peroksit, Fe** ve diger gecis metalleri varliginda

indirgenerek OH® radikalini olusturabilir (Gutteridge 1995).
Fe*?+ H,0, ——= Fe*®+ OH. + OH"

2) Haber-Weiss Reaksiyonu: Hidrojen peroksit, O'2° radikali ile demir ve bakir

katalizorliigtinde reaksiyona girerek hidroksil radikali olusturabilir (Young vd. 2001).

O,+ + H,0, + HY ——> 0O, + OH- + H,0

3) Suyun Yiiksek Enerjili Iyonize Radyasyona Maruz Kalmasiyla: Alinan enerji hiicre
suyu tarafindan absorbe edilir ve sudaki oksijen-hidrojen kovalent bagmin
parcalanmasina neden olur. Boylece hidrojen ve oksijen iizerinde dig orbitalde tek

elektron kalir ve iki radikal olusur (Gutteridge 1995).

Radyasyon
H,O > OHe + He
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4) Hidrojen Peroksitin UV Isigina Maruz Kalmasiyla: H>O>’nin UV 15181 altinda
kalmasi ile iki tane hidroksil radikali olusur (Akkus 1995).

uv

Y

H,0, 20H-

Her tiir biyolojik molekiil OH® radikalinin bir hedefi ise de, 6zellikle elektronca zengin
bilesikler secilen tercihli hedeflerdir. Niikleik asitler, proteinler ve lipidlerde baslatilan
radikalik tepkimelerde binlerce farkli ara iiriinler olusabilir. DNA ile tepkimesi sonucu
baz modifikasyonlari, baz delesyonlari, zincir kirilmalar1 gerceklesebilir; ileri
derecedeki DNA hasarlar1 tamir edilemediginden hiicre 6liimiine neden olur. Proteinler

izerinde olusan oksidasyonlar yap1 degisimine neden olacagindan, proteinler proteolitik

yikima gotiiriiliir. Hiicre zar1 su icermediginden OH® radikalinin bashca hedefi yag
asitleridir. Zar lipidlerinin peroksidasyonu zarin yapisini bozar ve gecirgenligini artirip

yine hiicre 6liimiine neden olabilir (Kiling ve ark. 2002).
2.7.1.4 Singlet Oksijen ('0,)

Enerji verilmek suretiyle meydana gelebilen oksijenin oldukca reaktif sekli singlet
oksijen (O»1]) olarak bilinmektedir. Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmamasi
nedeniyle serbest radikal olmadigi halde ROS’lar1 arasinda yer alan O,1] serbest radikal
reaksiyonlarinin baglamasina neden olmasi acisindan onem tasimaktadir. Viicutta deri
ve retina gibi giin 1518ina maruz kalan bolgelerde sikgca olustugu tespit edilmistir

(Grisham and Mc Cord 2000).

Ozellikle myelositlerde hipoklorit (OCI") ya da siiperoksit ayrismasindan dolay1
meydana gelebilen ve serbest radikal reaksiyonlarinin baslamasina neden olan singlet
oksijen, tiim canlilar ve mikro organizmalar icin Oldiiriictidiir. Bu etkisinin rastladig:
tiim kimyasal maddelere cift baglarla baglanmasi sonucu oldugu kabul edilmekte olan
(Yenson 1995) singlet oksijenin siiperoksit anyonu ile hidroksil radikali arasidaki

reaksiyon sonucu nasil meydana geldigi asagida gosterilmistir (Baron 1996).

02+ *OH —/> OH + 102
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Singlet oksijen, oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters
yoniinde olan bagka bir orbitale yer degistirmesi sonucu olusur. Delta (lAg 0O,) ve sigma
('Yg" 0,) olmak iizere iki sekli vardir. Bununla birlikte, biyolojik sistemlerde singlet
oksijenin aswr1 derece enerjili sigma formu hizli bir sekilde delta formuna
doniismektedir. Uyarilmis elektronlarinin daha diisiik enerji seviyelerine inmesiyle 15in
yayllmasma neden olan singlet oksijenin, kimyasal bir bilesikle etkilesimi sonucu
kemiluminesans meydana gelmesi ve bunun Olciilmesi ile reaktif oksijen tiirlerinin
tayini yapilabilmektedir. Bu sebeple; eslenmemis elektronu olmadigi i¢in serbest radikal
olarak kabul edilmeyen singlet oksijenin olusumu, fotokimyasal reaksiyonlar icin ¢ok

onemlidir (Akkus 1995, Gutteridge 1995).

2.7.1.5 Nitrik Oksit Radikali (NO°®)

Nitrik oksit, yiliksek yapili canlilarda amach olarak ve c¢ok Onemli biyolojik
fonksiyonlar1 yerine getirmek iizere iiretilen nitrojen merkezli bir radikaldir.
Paylagilmamis elektron aslinda nitrojen atomuna ait ise de, bu elektronun hem nitrojen
hem de oksijen atomu iizerinde delokalize olmasi nedeniyle tam radikal ozelligi
tastmaz. Bunun sonucu, bilinen diger radikallere gore reaktivitesi baskilandigidan

olduk¢a uzun omiirlidiir (Kiling ve ark. 2002).

Diger oksijen radikalleri ¢ok sayidaki enzimatik ve enzimatik olmayan yollar ile

fiziksel/kimyasal mekanizmalarla olusturulurken NO® sentezini saglayan mekanizmalar

son derece kisithdir. Viicuda giren nitro bilesiklerinin metabolize edilmesi sirasinda
olusan NO® bir tarafa birakilacak olursa, endojen NO® olusturan tek kaynak nitrik

oksit sentaz (NOS) enzimleridir (Kiling ve ark. 2002). NO®, damar endotel

hiicrelerinde NOS enzimi araciligiyla L-arjininden sentezlenir (Akkus 1995).
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Sekil 2.5 L-Arjininden nitrik oksit tiretimi

NO°® radikalinin yar1 6mrii 10-20 saniyedir. Kolayca diiz kasa gecerek Guanilat Siklaz
(GC) enziminin “hem” demirine baglanir ve cGMP sentezini uyarip damar gevsemesini
saglar. Sentezlenen nitrik oksit, aym zamanda tiyol gruplarini S-nitrozilasyona
ugratarak protein ve reseptor fonksiyonlarimi da degistirir. NO®, Fe-S kiimelerine
afinite gosterdigi i¢in bu gruplari iceren akonitaz enzimine de baglanir. Bu enzim hiicre
ici demir trafigini kontrol eder. NO®, akonitaz enzimine messenger RNA (mRNA)

baglanmasini artirir ve enzimin aktivitesini diisiiriir (Akkus 1995).

NO® radikalinin tek basma yikic1 6zelligi disinda, olusmus olan ROS’lar ile reaksiyon
vererek giiclii bir oksidan olan peroksinitriti (ONOO") meydana getirebilir. ONOO',
tirozin gibi fenolik amino asitleri nitrolayarak (Sekil 2.6) toksik nitro tiirevleri

(nitrotirozin) olusturmaktadir (Gilbert vd. 2002).
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NO* + O, ——» ONOO

CO, + ONOO' ———= ONO,CO,

Oy -OH Oy, -OH
] NH2 NH2 ]
ONO,CO, + _— + NO, + HCO3
OH o
Tirozin Tirozin Radikali
o\ OH O\ OH
NH, NH,
+NO; ————~
o ONOO
Tirozin Radikali Nitrotirozin

Sekil 2.6 Peroksinitritin tirozini nitrolamasi

ONOO, ileri dekompozisyonla en yikicit ROS olan OH® radikalini meydana getirebilir
(Gilbert 2002).

ONOO + H* ————> ONOOH
ONOOH > OH- + NO;

Diger radikallerdeki durumun aksine, nitrik oksiti ortamdan temizleyen herhangi bir
spesifik enzim yoktur. Nitrik oksitin aktivitesinin sonlandirilmasi ancak oksihemoglobin

tarafindan nitrata (NOj3") oksitlendirilmesi ile saglanir (Kiling ve ark. 2002).

Hob(Fe(I)O,) + NO* ——— Hb(Fe(lll)) + NO,
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2.7.2 Oksijen Tiirevi Olmayan Serbest Radikaller

Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu karbon merkezli radikaller (R°), peroksil
(peroksi) radikalleri (ROO’), alkoksil (alkoksi) radikalleri (RO") gibi Oonemli serbest
radikaller de meydana gelebilmektedir. Bunlardan 6zellikle doymamis yag asitlerinden

meydana gelen peroksil radikali, yar1 dmrii uzun olan bir radikaldir (Tetik 2005).

Methionin ve sistein gibi amino asitlerin komponenti olan ve c¢evresel siilfattan (SO4")
meydana gelen siilfiir, mikroorganizmalarin hidrojen siilfiti (H,S), asimile etmesi ve
indirgemesi sonucu inorganik siilfiir formunda olusarak bir dizi reaksiyonla organik
molekiillerin parcasit durumuna gelir. Siilfiir molekiillerde (proteinlerde oldugu gibi)

tiyol gruplarini veya tiyol bilesiklerini olusturmaktadir (Tetik 2005).
RSH + Cu® — o RS* + Cu* + H'
RS* + O ——— > RSOZ.

Yukaridaki reaksiyonlarda ifade edildigi sekilde, tiyol bilesikleri (R-SH) gecis
metallerinin varhiginda oksitlenerek thiyl (RS) radikalini, thiyl radikalleri ise oksijenle
tekrar reaksiyona girip siilfenil (RSO’) veya thiyl peroksil (RSO,’) gibi radikalleri
meydana getirirler (Tetik 2005).

2.8 Serbest Radikallerin Etkileri

Organizmadaki serbest radikal olusumunun artisina veya antioksidan savunma
sisteminin yetersizligine bagli olarak oksidan-antioksidan dengesinin radikaller lehine
bozulmas1 sonucunda, biyomolekiiller ile serbest radikaller kolaylikla reaksiyon
verebilir ve zincirleme reaksiyonlar1 baglatarak yeni serbest radikal olusumuna neden
olurlar. Olusan serbest radikallerin, cesitli patolojik durumlara yol agtig1 ve biyolojik
sistemlerde c¢ok Onemli fizyolojik roller oynadigi gozlenmektedir. Bu radikaller;
proteinler, lipitler, karbohidratlar ve niikleik asitleri yikima ugratabilir. Poliansature yag
asitlerinin oksidatif yikim olan lipit peroksidasyonu serbest radikallerin uyardig: hiicre
yikimimda 6nemli bir mekanizmadir. Bir¢ok hastalikta doku yikimi serbest radikaller ve

lipit peroksidasyonu sonucu olusur (Simsek 2002).
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2.8.1 Lipit Peroksidasyonu (LPO)

Lipit  peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan  baglatilan, membran
fosfolipitlerindeki cok doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan ve bdylece
membran lipit yapisin1 degistirerek hiicre yap1 ve fonksiyonlarini bozan kimyasal bir

olaydir (Gutteridge 1995).

LPO fosfolipid, glikolipid, gliserid ve sterollerin yapisinda bulunan poliansature yag
asitlerinin ROS’larin etkisiyle alkol, aldehit, hidroksiasit, etan ve pentan gibi cesitli

triinlere yikilmasimi kapsayan reaksiyonlar dizisidir (Gutteridge 1990).

Bu kimyasal olay (Sekil 2.7), organizmada olusan kuvvetli oksitleyici bir radikalin zar
yapisindaki ¢oklu doymamis yag asidi zincirindeki o-metilen gruplarindan hidrojen
atomunun uzaklastirilmasi ile baslamaktadir (Uysal 1998). Kuvvetli oksitleyici radikal
cogu zaman hidroksil radikalidir. Singlet oksijen ve nitrik oksitinde LPO baslaticisi
oldugu bilinmektedir (Chen ve ark. 1996). Hidrojen atomunun uzaklasmasiyla lipid
radikalleri meydana gelmekte ve bu lipid radikalleri otooksidasyona neden olarak
LPO’nun zincir reaksiyonu seklinde ilerlemesini saglamaktadir (Sekil 2.8). Zincir
reaksiyonu kendi kendini devam ettirme 6zelligi bulundugundan ve geri doniisiimsiiz

oldugundan LPO metabolizma i¢in en zararl reaksiyonlardandir (Akkus 1995).

Lipid Lipid Radikeli Lipid Radikeli Lipid Peroksi Radikali
H 0O

7?—>W'H% aas
Al A P

W |‘|3 00 H O—OH
—/V Byt

Mlondialdehit (VDA) Endoperoksit Lipid Hidroperoksit

Sekil 2.7 Lipid peroksidasyonu
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Lipid peroksidasyonun olusumu baslama, yayilma ve sonlanma seklinde ii¢ asamada

gerceklesir.

Bagslama Basamagi: Basta hidroksil radikali olmak iizere singlet oksijen ve nitrik oksit
gibi ROS’lar, hiicre membranindaki ¢oklu doymamis yag asidinin metilenik yan
zincirinden bir hidrojen atomunu koparir. Hidrojen koparilmasi ile yag zinciri iizerinde
karbon merkezli lipid radikali meydana gelir. Radikal olusumunu takiben yag asidi
zincirindeki ¢ift baglar konjuge dien seklinde yeniden diizenlendikten sonra O, ile

reaksiyona girerek peroksi radikalini olustururlar (Spiteller 2001).

OHe + LH ——— L+ 4+ H,0
Hidroksil Lipid Lipid
Radikali Radikali

Le + 0, ———— LOO-

Lipit Peroksi
Radikali

Yayilma Basamagi: Meydana gelen peroksi radikali diger bir peroksi radikali ile
birlesebilir ya da membranda bulunan proteinler ile tepkimeye girebilir. Ancak bu
molekiillerin en 6nemli 6zelligi kendilerine komsu yag asidi zincirlerinden hidrojen
atomlarin1 ¢ikarabilmeleri ve peroksidatif zincir reaksiyonunu yaymalaridir. Boylece,

yan zincirden hidrojen atomunun cikarilmasi ile her defasinda lipit hidroperoksitleri

(LOOH) ve yeni bir lipid peroksit (LOO®) radikali olusmaktadir (Koylii 2003).

LOO* + L'H ——— > L' + LOOH
Lipid
Hidroperoksit

L's + O, > '00s

Ortamda bulunan demir, bakir gibi metaller yayilma basamagi siwrasinda lipid

peroksidasyonunu dallanmasmi artirir (Sekil 2.8). Gecgis metalleri LPO sirasinda
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meydana gelen lipid hidroperoksitlerinin parcalanmasini saglar ve LPO zincir

reaksiyonunu katalize eder (Akkus 1995).

LOOH + Fe® ———— LO+ + OH ™ + Fe®

LOOH + Fe® ———— LOs + H' + Fe®

TN
7—T 7——» 77 LOOHLZ»LO+HO H,0

7——» 77 LOOH .

02

Sekil 2.8 LPO’nun zincir seklinde ilerlemesi ve dallanmasi (Cemek vd. 2008)

Sonlanma Basamagi: Lipid peroksidasyonu, LOOH molekiillerinin hem proteinleri
veya bazi metal kompleksleri varhiginda, siklik peroksitler ya da endoperoksitler
izerinden etan, pentan, aldehit, peroksitler, alkoller ve hidroksi yag asitleri gibi cesitli

tiriinlere bozunmasiyla sonlanir (Gutteridge 1990).

Ancak sonlanma sirasinda LOOH disinda serbest lipid radikalleri de ortamda mevcut ise
LPO zincirinin sonlandirilmasi, bu radikallerin antioksidanlar, baz1 metaller ve cesitli

tepkimeler vasitasiyla etkisizlestirilmesi ile saglanir (Sekil 2.9).
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LOe + LH LOH + L-

Y

LOO- +LOO-

Y

LOOL + O,

LOOQO-« + InH (Antioksidan)— In- + MP,

In* + LOO- > MP,
LOOs + Fe™ > Fe® + MP,
Le+Fe® > Fe® + MP,

Sekil 2.9 LPO’nun sonlanma basamagi

LPO’nun sonlanma basamaginda olusan en &nemli iiriin malondialdehittir (MDA). Ug
veya daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu ile olusan MDA,
membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve ¢apraz baglanmalarina sebep olur. Ayrica
deformabilite, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizeyindeki determinantlarin
agregasyonu gibi membran Ozelliklerini degistirebilir. Bunlarin disinda MDA, hiicre
membranindan kolayca gecip, DNA’nin azotlu bazlar ile tepkimeye girmekte ve DNA

ipciklerinde kopmalar1 meydana getirmektedir (Akkus 1995).

2.8.2 Malondialdehit (MDA)

Serbest radikaller, bir atom ya da molekiil yoriingesinde eslesmemis bir elektron iceren
yiikksek oranda reaktif kimyasal iiriinlerdir. Viicutta dogal metabolik yollarla serbest
radikaller olusur, ancak radikal parcalayan antioksidan sistemlerle olusan serbest
radikaller ortadan kaldirildigindan, herhangi bir sitotoksisite ortaya ¢ikmaz. Ancak bu
isleyisin radikaller lehine bozuldugu durumlarda bir dizi patolojik olay ortaya cikar.
Organizmada serbest radikal olusturan dogal olaylarin baslicalari, mitokondrial elektron
transportu, heksoz monofosfat yolu, ksenobiotiklerin metabolizmasi, dogal uyaranla
fagositik hiicrelerin aktivasyonu, olaylaridir. Serbest radikallerin hiicre disi1 etkileri arasi

bosluk ve sivilarda ortaya ¢ikar (Oztiirk ve ark. 2001).

Serbest radikallerden etkilenen membran yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin

oksidasyonu sonucunda lipit peroksidasyonu gelisir. Olusan lipit hidroperoksitlerinin
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aldehit ve karbonil bilesiklerine doniismesi sonucunda gelisen MDA, oksidatif hasarin,
sistemik dolasimda diizeyi saptanabilen dolayli bir gostergesidir. Malign timor

patogenezinde ROS’un potansiyel bir rol oynayabilecegi bildirilmistir (Asicioglu 2005).

Yaslanma, koroner kalp hastaliklar1 ve kanser basta olmak {iizere bircok hastalikta lipit
peroksidasyonunun Onemli rol oynadigi bilinmektedir. Lipit peroksidasyonunun son
triinii olan MDA doku reaksiyon zincir hizinin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir

(Smith 2000).

MDA, ROS’nin seviyesinin tespitinde kullanilan énemli bir gostergedir. Plazma MDA
konsantrasyonu enzimatik olmayan oksidatif lipit peroksid par¢alanmasi sonucu olusur.
MDA proteinlerin amino gruplaria, fosfolipitler veya niikleik asitlere baglanarak toksik

etkisini etkisini gosterir (Yariktas ve ark. 2003).

Lipit hidroperoksitler dogrudan DNA zincirini kirabilir ve lipit peroksil ve alkoksil
radikalleri DNA’da oksidasyona sebep olabilir. Okzoaldehidler DNA, RNA ve
proteinlere baglanabilme ve aralarinda capraz baglar olusturma 6zelliklerinden dolay:
antimitotik etki gosterirler. Boylece, kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar

(Yilmaz ve ark. 2003).

MDA diizeyindeki artmanin karsinomda yetersiz damarlasmadan meydana gelen nekroz
olusumu ile ilgili olabilecegi ve kanser hiicrelerinde serbest oksijen radikallerinin
artmasinin enzimlerin asir1 ekspresyonuna sebep olabilecegi, artmis antioksidan enzim
aktivitesinin de hiicrelerin kanserojen ajanlara hassasiyeti ile ilgili olabilecegi
diisiiniilmektedir. Kanserli hastalarda MDA diizeyleri artarken, antioksidan enzim
aktiviteleri artma ya da azalma gosterebilmektedir. SOR’nin yaptig1 yikimin iiriinii olan

MDA 'nin kendisi de mutajen ve potansiyel karsinojen etkilidir (Yilmaz ve ark. 2003).
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2.9 Antioksidanlar

Organizmada, ROS’larin hasar olusturucu etkilerine kars1 antioksidan savunma
sistemleri gelismistir. Normal kosullarda bu toksik tiirlerin hasar olusturucu etkileri
antioksidanlarla smirlanmaktadir. Boylece oksidatif hasara bagh olarak ortaya c¢ikan
doku hasar1 en aza indirilmektedir (Fang ve ark. 2002). Serbest radikaller ve
antioksidanlar arasindaki hassas denge korunmadigi takdirde, hiicre hasarina kadar
giden bircok patolojik degisiklik ortaya c¢ikar. Antioksidanlar dogrudan etkiyle
oksidanlar1 inaktif hale getirebilirler (Mathers ve ark. 2004).

Hiicre ve dokular, radikal iiriinleri ve reaksiyonlarmi inhibe eden bir sisteme sahiptir.
Radikallerle olduk¢a hizli reaksiyonlara girerek otooksidasyon-peroksidasyonun
ilerlemesini Onleyen maddeler antioksidan olarak tanimlanmaktadir. Hiicre ve doku
yikimlanmas: ile sonuglanabilecek oksidatif hasara karsi antioksidanlar her diizeyde

aktivite gosterir (Diindar ve Aslan 2000).

Antioksidanlar radikallerin olusturabilecegi hasarlar1 ortadan kaldirarak veya minimize
ederek, radikal olusum mekanizmalarim1 dnleyerek, iiretilen radikalleri notralize ederek,
hiicre veya dokularda olusan tahribati onararak ve lipit peroksidasyonu gibi daha fazla
radikal iiretilmesine neden olan zincir reaksiyonlarini durdurarak, hiicre, doku ve viicut

savunmasini saglamaktadirlar (Mathers ve ark. 2004).
Bunlarin yaninda organizmadaki antioksidan seviyeleri, oksidatif stresin dolayisiyla

viicudun patolojik ve fizyolojik durumunun da belirleyicisi olarak sik¢a kullanildig:

bilinmektedir (Mathers ve ark. 2004).
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Cizelge 2.7 Biyolojik sistemlerdeki antioksidanlarm siniflandirilmasi

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
Siiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Melatonin
Katalaz (CAT) a-Tokoferol (Vit. E) Seruloplazmin
Glutatyon peroksidaz (GPx) Askorbat (Vit. C) Transferin
Fosfalipit hidroperoksit glutatyon B-Karoten (Vit. A) Ferritin
Peroksidaz (PLGPx) Flonoidler Laktoferrin
Glutatyon-S-transferaz (GST) Urat Albumin
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Biluribin Lipoik asid

2.9.1 Enzimatik Antioksidanlar

Aerobik organizmalar oksijen toksisitesinden baslca ii¢ enzim yardimiyla korunur.

Bunlar; siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalazdir (Bhagavan 2002).

2.9.2 Enzimatik Olmayan Antioksidanlar (Dogal Antioksidanlar)

Askorbik asit (vitamin C), a-tokaferol (vitamin E), glutatyon ve melatonin gibi
molekiillerle de etkili bir sekilde serbest radikallere engel olunarak oksidatif stres
kontrol altinda tutulabilinmektedir. Bazen de enzimatik antioksidan savunma ile dogal
antioksidanlar birlikte c¢ahsarak viicudun korunmasimi saglamaktadirlar. Ornegin
Peroksidaz enzimleri (GPx gibi), dihidroaskorbikasit (indirgenmis vitamin C) gibi

ajanlar kullanarak peroksit radikallerini notralize etmektedirler (Wood ve ark. 1991).
2.9.2.1 Glutatyon (GSH)

Glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden olusan Glutatyon (y-
glutamilsisteinilglisin) hemen hemen  biitlin  hiicrelerde, oldukca yiiksek
konsantrasyonlarda mevcuttur. ilk kez 1921 yilinda Hopkins tarafindan kesfedilmistir.

IIk onceleri glutamil-sisteinden ibaret bir dipeptid oldugu zannedilmistir. Fakat 1929
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yilinda kristal halinde elde edildikten sonra yapismin tripeptid oldugu anlasilmigtir.
1935 yilinda ise Harrington ve Mead tarafindan d-Lglutamil-L-sisteiltez edilmistir
(Ulakoglu 1998).

Glutamat— Sistein—Glisin

N —

00C
S

2,

.+ |
| H NHy . Glutamat — Sistein — Glisin
Glutamat Sistein Glisin
indirgenmis Glutatyon (GSH) Yiikseltgenmis Glutatyon (GSSG)

Sekil 2.10 GSH ve GSSG’nin yapisi

Glutatyon, indirgenmis (GSH) ve yiikseltgenmis (GSSG) sekilde bulunmaktadir (Sekil
2.10). Hiicrenin yiikseltgenme-indirgenme dengesini koruyan 6nemli bir indirgen olan
glutatyon, hiicreleri endojen ve eksojen kaynakli oksidanlarin zararli etkilerinden

korumaktadir (Onat ve ark. 2002).

GSH, tiim memeli hiicrelerinde bol miktarda (0,5-10 mM) sentezlenir. Bu sentez 2
basamakta gerceklesir. Birinci basamakta, y-glutamilsistein sentetaz isimli enzim
GSH'm prekiirsor amino asitleri olan glutamat ve sisteinden, y-glutamilsisteinin
olusumunu Katalizler. ikinci basamakta ise, glutatyon sentetaz, glisin ve y-glutamil-
sisteinden glutatyonu olusturur. GSH negatif feed-back ile glutamilsistein olusum hizini
ve boylelikle kendi sentezini de denetler. Bu sentezde bir molekiil GSH i¢in hiicreler
tarafindan kullanildigindan, sentezinin inhibisyonu hizli tiikkenmesine yol acabilir
(Alican 1995). Indirgenmis glutatyon, serbest bir siilfidril gurubu iceren bir tripeptiddir.
Indirgenmis durumda hemoglobin ve eritrosit hiicre proteinlerinin sistein artiklarmi
muhafaza eden bir siilfidril tamponu olarak hizmet eder. indirgenmis glutatyonun
(GSH), oksitlenmis forma (GSSG) oran1 normalde yaklagik 500/1°dir. Indirgenmis form
H,0; ve organik peroksitlerin sebep oldugu detoksifikasyon reaksiyonlarinda 6nemli bir

rol oynar (Ulakoglu 1998).
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ADP + Pi ADP + Pi
Glutamat Y- GIu Cys » | 7-Glu-Cys-Gly
Y—glutamil GIutatyon sentaz
sistein
sentaz
NADPH GSSG 2H,0 (ROH)
GSH-Rx GPx

2GSH H,0, (ROOH)

Sekil 2.11 Glutatyon Sentezi

GSH aym zamanda GSH peroksidazlar (selenyum igceren ve digerleri) i¢in substrat
olabilir GSH peroksidaz H,O, ini indirgenmesi saglar tipki diger peoksidazlar gibi.
GSH askorbatin yani sira bir¢ok hiicresel komponentin indirgenmesinden de sorumlu
olan bir yapiya sahiptir. GSH’1n eritrositlerin normal hiicre yapisinin korunmasi ve
hemoglobindeki demirin ferro durumunda tutulmasi i¢in de gerekli oldugu ileri
stirilmektedir. Daha diisiik diizeyde indirgenmis glutatyon iceren hiicreler, hemolize

daha hassastir (Asicioglu 2005).

Eritrositlerde ki GSH konsantrasyonu bir c¢ift otozomal allen gen tarafindan
diizenlenmektedir ve yiiksek diizeydeki Glutatyonu (GSHH) kontrol eden genin diisiik
diizeydeki glutatyonu (GSHh) kontrol eden gene karsi dominant oldugu ileri siiriilse de

temel gen etkisi cevre ve diger genetik faktorlerin etkisi altindadir (Sodeman 1991).

Glutatyon (GSH) dogadaki en bol ve her yerde bulunan kiiciik organik molekiillerden
biridir. Nerdeyse tiim yasayan hiicrelerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan bu
endojen antioksidanin bircok dnemli fonksiyonel rolii oldugu bir¢cok defa incelenmistir.
Ksana biotikler, karsinojenler, serbest radikaller ve lipit peroksidler gibi bir¢ok endojen
ve ekzojen maddelerin detoksifikasyonu, intrasellule metabolizmada ve aminoasitlerin

transportunda, protein yapilarinin ve fonksiyonlarinin korunmasi, protein sentezinin ve

46



yikimmin diizenlenmesi, oksidatif zarara karst koruma ve immunfonksiyonun

korunmasi bu rollerden bazilaridir (Asicioglu 2005).

GSH in ayrica serbest radikallerin genotoksik etkilerine karsi korudugu diistiniilmiistiir.
Oksidatif ve serbest radikaller, radyasyona bagli mutasyon olusumu ve karsinogenezde
de onemli faktor oldugu diisiiniilmiistiir. Glutatyon, GSH peroksidazlar, GSH disulfat
reduktazlar ve yardimc1 NADPH saptayici reaksiyonlar ile beraber hiicredeki oksidatif

stres ve serbest radikal hasarinda savunmada anahtar rol oynar (John 1992).

Son yillarda yapilan calismalarda; cesitli stres faktorleri, serbest oksijen radikallerinin
(ROS) olusumunu hizlandirdig1 ve lipit peroksidasyonlarmna yol actigi gosterilmistir.
ROS'un olusturdugu oksidatif hasar oksidan stres olarak tanimlanmaktadir. Oksidan
stres ile GSH diizeylerinin azaldig1 bilinmektedir. In vivo ve invitro yapilan deneylerde,
endojen GSH';m cesitli hasarlarda mide mukozas1 biitiinliigiiniin korunmasinda 6nemli
bir mediator olabilecegi goriisii ileri siiriilmektedir (Bugra 2004). Diger yandan stres
tilserine bagli iskeminin, hasara karsi savunmada onemli bir faktér olan mukozal enerji

metabolizmasini azalttig1 da gosterilmistir (Ulakoglu 1998).

Oksidan stres sonucunda artan ROS olusumunun hiicre hasarlarindaki etkileri
bilinmektedir. Bu iriinlerin detoksifikasyonu, glutatyonun indirgenmis formunun

(GSH) oksitlenmis dimer formuna (GSSG) doniisiimii ile saglanmaktadir (John 1992).

Hiicre yiiksek miktarda oksidana maruz kaldiginda, GSSG olusumu metabolik sinirini
asmakta ve oksidatif stres olugsmaktadir. Detoksifiye olamayan oksidanlar membran
lipitlerinin ve hiicrenin ¢esitli fonksiyonel ve yapisal proteinlerinin bozulmasina neden
olmaktadir. Ayrica GSSG'nin kendisi de, proteinlerin siilthidril gruplariyla (-SH)

reaksiyonlasarak kalic1 zararl etkiler meydana getirmektedir.

Indirgenmis glutatyon (GSH) icerdigi tiyol grubu araciligi ile hiicre i¢inde redoks
potansiyeli yiiksek bir ortam saglayarak, hiicreyi oksidatif hasarlara karsi korur.
Glutatyon peroksidaz (GPx) isimli enzimin kofaktorliigiinii yaparak, hidrojen peroksidi
metabolize eder (Bugra 2004).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Yiin ipi Hazirlama

Numunelerdeki gida boyasinin numuneden ¢ekiminde kullanilan yiin, koyun yiiniiniin
temiz kisimlarindan secildi ve Soxhlete, 300 ml petrol eteri ile birlikte konuldu. Bu
isleme 12 saat devam edildi. Soxhlet diizeneginden ¢ikartilan yiinler 3 saat kurutuldu.
Su banyosunda 80 °C’ de 1 saat % 5’lik amonyak ile muamele edildi. Bu siire icerisinde
ara swra karistiridldi. Daha sonra yiinler bol su ile iyice yikandi ve kurutuldu. Temiz bir

kavanozda muhafaza edildi.

3.1.2 Numune Hazirlama

Afyonkarahisar’ daki 30 farkli imalathaneden 39 farkli lokum 6rnegi toplandi. Ornek

seciminde, iiriiniin renk cesitliligi ile imalathane farkliligi esas alindi.

3.1.3 Hayvan Materyali

Arastirmaya baslamadan once Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Etik Kuruluna
basvurularak etik kurulu onay1 alinmistir. Calismada kullanilan 200-250 g agirhigindaki
50 adet albino Sprague-Dawley cinsi rat, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastrma ve Uygulama Merkezi’'nden temin edildi. Ratlarin bakimi, AKU Deney
Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezinde, 12 saatlik ideal aydmlik ortaminda,
uygun sicaklikta, rat bakimi i¢in tasarlanmis polipropilen 17x30x42 cm boyutlaridaki
0zel kafeslerde yapildi. Ratlarin altlarma serilen kaba talas her giin degistirilerek,
kafeslerde kuru bir ortam olusmasi saglandi. Ratlar musluk suyu ve Afyon Yem
Fabrikasindan temin edilen standart pellet yem ile beslendi. Ratlarin bulunduklar:

ortama uyum saglamalar ile deneysel asamaya gecildi.
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3.2 Metot

Yapay renk maddelerinin, gidalardan etanolle ekstrakte edilip, kagit kromatografisinde
yiiriitiilerek boya cinslerinin belirlenmesi, her birinin ayr1 ayr1 etanolde ¢oziilerek UV
spektrofotometresinde maksimum absorbans gosterdigi dalga boyunda konsantrasyonun
okunmasi ve boya maddesi miktarimin analize alinan O6rnek miktar:1 lizerinden ppm

(mg/kg) olarak hesaplanmasi esas alinmustir.

Siganlar ¢calisma boyunca AKU Deney Hayvanlari Arastirma ve Uygulama Merkezinde
iki hafta belirli dozlarda gida boyas1 verilerek gozlem altinda tutuldular. Bu dozlar
hesaplanirken ADI (giinlik alinmasi gereken maksimum doz) degeri ve
analizlerimizden elde ettigimiz sonuglar géz Oniinde bulunduruldu. Rasgele drnekleme

metodu ile her biri on sigandan olusmak iizere toplam bes grup olusturuldu.

Grup 1: Kontrol grubu olarak diizenlendi ve deneyler siiresince herhangi bir madde
verilmedi. Grup diizenli bir sekilde beslendi. Tiim ratlar sakrifiye edilerek kan 6rnekleri

alind.

Grup 2: Diisiik doz tartrazin (sar1) grubu olarak diizenlendi. Tiim ratlara iki hafta
boyunca her giin gavaj ile 3 mg/kg tartrazin verildi. Grup diizenli bir sekilde beslendi.

Calisma sonunda tiim ratlar sakrifiye edilerek kan drnekleri alind.

Grup 3: Yiiksek doz tartrazin (sar1) grubu olarak diizenlendi. Tiim ratlara iki hafta
boyunca her giin gavaj ile 15 mg/kg tartrazin verildi. Grup diizenli bir sekilde beslendi.

Calisma sonunda tiim ratlar sakrifiye edilerek kan drnekleri alind.
Grup 4: Diisiik doz carmosine (kirmizi) grubu olarak diizenlendi. Tiim ratlara iki hafta

boyunca her giin gavaj ile 0.5 mg/kg carmosine verildi. Grup diizenli bir sekilde

beslendi. Caligma sonunda tiim ratlar sakrifiye edilerek kan ornekleri alind1.
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Grup 5: Yiiksek doz carmosine (kirmizi) grubu olarak diizenlendi. Tiim ratlara iki hafta
boyunca her giin gavaj ile 2.5 mg/kg carmosine verildi. Grup diizenli bir sekilde

beslendi. Caligma sonunda tiim ratlar sakrifiye edilerek kan ornekleri alind1.

Kan orneklerinin alinmasi: Ratlar intraperitoneal yolla 100 mg/kg ketamin ile
uyutulup, batin ve toraks orta hattan agilarak kalpten injektor ile kanlari alindi.
Malondialdehit (MDA) ve rediikte glutatyon (GSH) analizleri i¢in heparinli cam tiipler
kullanildi. Heparinli cam tiiplere kan Ornekleri alindiktan sonra, ayni giin icinde

laboratuvarda calisild.

3.2.1 Kalitatif Tayin

3—4 gr lokum numunesi 20-25 ml saf su ile ¢6ziildi. Hazirlanan numune 2-3 cm
uzunlugunda yiin ipi ve 4-5 ml KHSO4u4 ile birlikte bir behere konuldu ve su banyosunda
I saat tutuldu. 1 saat sonunda yiin musluk suyu ile iyice yikandi. Saf sudan gecirildi.
Yiin ipi yikandiktan sonra orijinal rengine donerse boya mevcut degildir. Eger yiin ipi
boyanmuigsa, temiz bir behere konur. 2—-3 ml saf su, 2-3 ml % 5’ lik amonyak cozeltisi
ilave edildi ve su banyosunda yarim saat tutuldu. Yarmm saat sonunda yiin ipi atildi,
kalan ¢ozelti 1-2 damla kalincaya kadar buharlastirilir. Bu ¢ozelti, kagida damlatma isi

icin hazirdir.

Bu son ¢ozelti ve standart boya ¢ozeltileri, kromatografi kagidina damlatildi. Damlalar
kuruduktan sonra kagit yiirlitme tankina yerlestirildi. Yiriitme sonunda numunelere ve
standartlara ait boya lekeleri, yiikseklik esas alinarak karsilastirilir (Ankara Il Kontrol

Laboratuvar Miidiirliigii).
3.2.2 Kantitatif Tayin
3—4 gr lokum numunesi iizerine 50 ml su koyup 1-2 saat bekletildi. Cig kartusunu aktif

hale getirmek icin 3 ml % 96’ lik etil alkol, 5 ml % 1’lik asetik asit damla damla
gecirildi. Disposable enjektor ile 2 ml numuneden c¢ekildi. Sonra C18 kartusu takilarak
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damla damla gecirildi. Kartusta biriken boya % 70’ lik alkolden 5 ml ¢ekilerek damla
damla deney tiipiine aktarildi ve spektrofotometrede okuma gerceklestirildi.

3.2.3 Biyokimyasal Analizler

3.2.3.1 MDA Tayini

Serbest radikallerin, doymamis yag asitlerini peroksidasyona ugratarak olusturduklari
son liriinlerden biri malondialdehittir (MDA). MDA, TBA (tiobarbitiirik asit) ile
reaksiyona girerek renkli formda bir bilesik meydana getirir. Olusan bu renkli bilesigin
532 ve 600 nm dalga boylarinda spektrofotometrede (Jenway 6305 UV/VIS) absorbansi
Olciilerek lipit peroksidasyonu tayini yapildi (Jain ve ark. 1989).

3.2.3.2 GSH Tayini

Tiim kandan distile su ile hazilanan hemolizatm i¢indeki SH (siilthidril) tagiyan biitiin
proteinler, prespitasyon (¢oktiiriicii) cozeltisi ile proteinler ¢oktiiriiliip, siiziilerek ayrilir.
Rediikte glutatyon (GSH), elde edilen berrak sivida SH gruplarinmm DTNB (5.5°-2-
Dithiobis nitrobenzoik asit) ile tepkime sonucunda olusan sari1 rengin 412 nm dalga
boyunda absorbansi spektrofotometrede (Jenway 6305 UV/VIS) olciildii (Buetler ve
ark. 1963).

3.2.3.3 istatistiksel analizler

Elde edilen bulgularin (MDA, GSH) istatistik hesaplamalari, SPSS 10.0 paket programi
kullanilarak yapildi. Caligmada elde edilen veriler "ortalama + standart sapma"olarak ifade
edildi (X + SD). Gruplarda varyans analizi (ANOVA) ve Tukey post testi uygulanarak
istatistiksel iligki belirlendi. Istatistik anlamlilik i¢in p < 0.05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismada toplanan lokum numunelerinde, kalitatif ve kantitatif analizleri yapildi.
Kalitatif analizler sonucunda sar1 lokumlarda tartrazin, kirmizi lokumlarda ise ponceau
4R ve carmosine gida boyalar: tespit edildi. Elde edilen kalitatif ve kantitatif analiz
sonuglar1 Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2 de gosterildi. Kantitatif analiz sonuclar1 ise Sekil
4.1 ve Sekil 4.2 de gosterilerek sonuglarin standartlara uygunlugu kontrol edildi.
Ratlardan alinan kan 6rneklerinde de malondialdehit, rediikte glutatyon diizeyleri analiz
edildi. Bu degerler yardimiyla her grup i¢in hesaplamalar yapilarak standart sapmalar1

bulundu. Elde edilen analiz sonuglar1 Cizelge 4.3 de sunulmugtur.

ik
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Sekil 4.1 Sar1 renkli lokumlarda tartrazin miktarinin dagilimi

Tiirk Gida Kodeksinin belirledigi standartlarda (Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi) sar1
renkli numuneler icin 300 mg/kg standart alinmistir. Sonuglarimizdaki dagilima
bakarsak Sekil 4.1 de goriildiigii gibi 39 numuneden 7 numune standartlarin tizerinde,
17 numune standart araliginda, 15 numunede ise sar1 renkli boya kullanilmayarak
sekerin karamelizasyonu ile elde edilen acik sar1 renk numunelere renk vermistir.
Numunelerin % 18’1 standartlarin tizerinde, % 43.5’1 ise standartlara uygun diizeyde

tartrazin icerdigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.1 Tartrazin gida boyasinin kantitatif analiz sonuglari

Numune Ad1 Gida Boyas1 Miktar1 (mg/kg)
1 201.04
2 95.20
3 320.54
4 48.96
5 -

6 -

7 -

8 527.26
9 171.85
10 169.32
11 -
12 384.89
13 -
14 -
15 336.01
16 -
17 437.87
18 -
19 -
20 -
21 402.17
22 125.81
23 485.8
24 103.5
25 260.27
26 113.92
27 199.89
28 110
29 187
30 175
31 -
32 -
33 203
34 181.06
35 92.7
36 -
37 -
38 -
39 168.52

* - sekli ile ifade edilen numunelerde gida boyas: bulunmamaktadir.

* Tiirk gida kodeksinin sar1 sekerlemeler icin belirledigi standart 300 mg/kg dir.
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* Mumune

Sekil 4.2 Kirmizi renkli lokumlarda ponceau 4R-carmosine miktarlarmin dagilimi

Tirk Gida Kodeksinin belirledigi standartlarda (Tirk Gida Kodeksi YOnetmeligi)
kirmizi renkli numuneler i¢in 50 mg standart alinmistir. Sonug¢larimiz Sekil 4.2°de
sunulmustur. Buna gore; 38 numuneden 8 numunede carmosine, 30 numunede ise
Ponceau 4R isimli gida boyalari tespit edilmistir. Bunlarin 0-50 mg arasinda 2 numune,
50-100 mg arasinda 16 numune, 100-150 mg arasinda 8 numune, 150 mg ve lizerinde
ise 12 numune oldugu tespit edilmistir. Genel olarak degerlendirmeye aldigimizda 0-50
mg arasindaki numuneler i¢in % 5.3 i kodekse uygun oldugu, % 42.1°1 50-100 mg
arasinda, %?21’1 100-150 mg arasinda ve % 31.6’st 150 mg iizerinde oldugu

bulunmustur.
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Cizelge 4.2 Ponceau 4R-Carmosine boyasmin kalitatif ve kantitatif analiz sonuglar1

Numune Adi

Ponceau 4R Miktar1 (mg/kg)

Carmosine Miktar: (mg/kg)

o RN AW N =

W W W W W W W W N DN DN DN NN DN N NN e e e e e e e e e
N QA N R WN =S Y 0NN NN R W N =S Y SN R WD =

38

214.1
91.22
228.26
72.86
115.89
60.17
293.59
86.12
166.45
248.5
154.42
214.66
164.74
253.51
89.66
68.67
155.96
122.01
109.18
86.68
83.62
63.38
89.40
130.31
68.31
124.86
142.28
160.39

161.57
96.8

43.42
32.48

* Tiirk Gida Kodeksinin kirmizi sekerlemeler icin belirledigi standart 50 mg/kg dir.
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Cizelge 4.3 Calisma gruplarina ait elde edilen MDA ve GSH degerleri

Gruplar
MDA (nmol/ml) GSH (mg/dl)
(n=10)

Kontrol 1.484 £0.21 43.007 £ 2.61
Diisiik Doz Tartrazin 1.369 £0.17 48.114 £2.66*
Yiiksek Doz Tartrazin 1.369 +0.14 52.057 £3.72°¢
Diisiik Doz Carmosine 1.558 £ 0.20 49.057 £2.51°
Yiiksek Doz Carmosine 1.379 £ 0.06 47429 £1.99*

MDA: Malondialdehit, GSH: Glutatyon
Diisiik Doz Tartrazin Gida Boyasi: 3 mg/kg ; Yiiksek Doz Tartrazin Gida Boyasi: 15 mg/kg
Diisiik Doz Carmosine Gida Boyasi: 0.5 mg/kg ; Yiiksek Doz Carmosine Gida Boyasi: 2.5 mg/kg

% Kontrol’den farklidir (p<0.05)
®. Kontrol’den farklidir (p<0.01)
¢: Kontrol’den farklidir (p<0.001)

MDA (nmol/ml)

—_ -
1 1

o000 A
OMvPRODO=TNVR®®LN
1

Kontrol " Diisik Doz " Yiksek Doz " Diisik Doz ' Yiiksek Doz
Tartrazin Tartrazin  Carmosine  Carmosine

Sekil 4.3 Gida boyasi verilen siganlarda MDA(nmol/ml) diizeyleri

Calismaya ait MDA degerleri kontrol, diisiik doz tartrazin, yiliksek doz tartrazin, diisiik
doz carmosine, yiiksek doz carmosine gruplari i¢in sirasiyla 1.484 + 0.21, 1.369 + 0.17,

1.369 £ 0.14, 1.558 + 0.20 ve 1.379 £ 0.06 nmol/ml olarak bulundu (Cizelge 4.3).
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GSH (mg/dl)
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Sekil 4.4 Gida boyasi verilen sicanlarda GSH (mg/dl) diizeyleri

Calismaya ait GSH degerleri kontrol, diisiikk doz tartrazin, yliksek doz tartrazin, diisiik
doz carmosine, yiikksek doz carmosine gruplari i¢in swrasiyla 43.007 + 2.61, 48.114 +

2.66, 52.057 +3.72,49.057 £ 2.51 ve 47.429 + 1.99 mg/dl olarak bulundu (Cizelge 4.3).

Bu verilere gore kontrol grubu, diisiik doz tartrazin grubundan istatiksel anlamda p<0.05
diizeyinde farkhdir. Yiiksek doz tartrazin grubu ise, kontrol grubundan istatiksel olarak
p<0.001 diizeyinde farklidir. Diisiik doz carmosine grubu, kontrol grubundan istatiksel
anlamda p<0.01 diizeyde ve yiiksek doz carmosine grubu ise kontrol grubundan

istatiksel anlamda p<0.05 diizeyinde fark oldugu bulunmustur (Cizelge 4.3).
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S. TARTISMA VE SONUC

Bircok gida da siklikla ve bilingsizce sentetik gida boyalar: kullanilmaktadir. 1950
yilina kadar insanlarda herhangi bir toksik etki fark edilmemesi nedeniyle gidalarda
kullanilan boya maddelerinin giivenligi iizerinde 6nemle durulmamustir. Ancak bu
tarthten sonra bazi toksik etkilerinin goézlenmesi ile gida boyalarmin zararh etkileri
lizerine ilgi artmus, Gida ve Ilag Teskilati (FDA) toksikoloji laboratuvarlarinda énemli

Olciide kronik toksisite testleri uygulanmaya baslamistir (Safeway 1987).

Deney hayvanlar ile yapilan ¢esitli caligmalarda, boyalarm sindirim sistemi, karaciger
ve kanda metabolik degisikliklere ugradigi gozlenmis ve bunlarm sistematik toksisite ve
karsinojeniteleri tizerine arastirmalar yapilmistir. Viicuda alman boya maddesi barsakta
asit, sindirim enzimleri ve barsak florasimin etkisi altinda kalmaktadir. Aromatik azo
yapisindaki gida boyalar1 barsakta rediiktif parcalanmaya ugramakta ve aminler
olusmaktadir. Olusan aminler absorbe edilerek metabolize olmaktadir. Gidalarda
bulunan azo boyalarinin indirgenmesi sonucu mutajenik ve promutojenik metobolitleri
olusmaktadir. Hepatik ve bakteriyel azo rediiktazin ortamda riboflavin oldugunda arttig1
belirtilmistir (Aksoy 1984).

Demirer (1974), ince tabaka kromatografisi yontemini kullanarak 201 adet seker
ornegindeki boyalar1 kalitatif olarak arastirmistir. Ankara piyasasinda yapilan bu
calisma sonucunda 25 adet 6rnegin izin verilen boyalarla, 66 adet 6rnegin izin verilen
ve verilmeyen boyalarla karigik olarak, 110 adet 6rneginde tamamen izin verilmeyen

boyalarla boyandiklarini tespit etmistir.

Alperden ve ark. (1979), Marmara bolgesinde satilan bazi gida maddelerinden aldiklar1
879 ornekte bulunan boya maddelerini kalitatif olarak saptamis ve sonug olarak bazi et
mamiilleri, recel, marmelat, cikolata, dondurma, sumak ve kirmizi toz biber gibi

gidalarin GMT’ ne aykir1 boyalar igerdigini tesbit etmislerdir.

Yentiir ve Bayhan (1990), 25 kirmiz1 biber, 25 ¢emen ve 25 sumak numunesinin ince

tabaka kromatografi yontemi ile incelemislerdir. Cemen numunelerinin hepsinin orange
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2 ihtiva ettigini, 5 numunenin orenge 2’ nin yani swra ponso Sx boyasi igcerdigini, 3
numuneninde orenge 2’nin yani sira orenge G ile boyali oldugunu bulmuslardir. 25
sumak numunesinin 18’inin sentetik boyalarla boyali oldugunu, bunlarinda 10 tanesinde
eritrosin, 5 tanesinde ponso Sx, 3 tanesinde ise intigotin boyas1 oldugunu tespit etmisler,

7 adet sumak ile 25 adet kirmizi1 biberin ise boyali olmadigin1 saptamigtir.

Yentiir ve Bayhan (1990), GMT’ ne gore boya katilmasma izin verilmeyen
tereyaglarinda, Ozellikle aromatik azo yapisindaki bazi sentetik boyalarin varligm
arastirmiglar ve sonugta 30 numunenin 5’inde gidalarda kullanilmasi yasaklanmis olan

P-dimetil-azobenzen boyasmin varligim saptamiglardir.

Sunulan calismada, sar1 renkli lokumlarda kalitatif analiz sonucu tartrazin boyasinin
oldugu tespit edildi. 39 numuneden 7 numune standartlarin iizerinde, 17 numune
standart araliginda, 15 numunede ise tartrazin kullanilmayarak sekerin karamelizasyonu
ile elde edilen acik sar1 rengin numunelere renk verdigi tespit edildi. Buna gore
numunelerin % 18’1 standartlarin iizerindedir fakat % 43.5’1 ise Tiirk Gida Kodeksine

uygun sar1 gida boyasi icermektedir.

Kirmizi renkli lokumlarda ise, 38 numuneden 8 numunede carmosine, 30 numunede ise
Ponceau 4R isimli boyalar tespit edildi. Bunlarin 0-50 mg arasinda 2 numune, 50-100
mg arasinda 16 numune, 100-150 mg arasinda 8 numune, 150 mg ve ilizerinde ise 12
numune oldugu bulundu. Genel olarak degerlendirmeye aldigimizda 0-50 mg
arasindaki numuneler yani % 5.3’ti Tiirk Gida Kodeksine uygundur. Bu sonuglar gida

boyalarinin lokumlarda 6zenli bir tartim yapi1lmadan rasgele yapildigin1 géstermektedir.

Gezer (1993), Ankara piyasasinda satilan akide sekerlerindeki boyalarin ince tabaka
kromatografisi ve spektrofotometrik yontem kullamilarak incelenmistir. Sonucta

orneklerdeki boyalar ve miktarlarmin yasalara uygun oldugunu saptamustir.
Yaman (1996), tarafindan yapilan calismada Ankara piyasasindan toplanan 89 adet

sekerleme, 74 adet icecek tozu, 50 adet puding, 50 adet recel ornegindeki boyalar

kalitatif ve kantitatif olarak arastirilmistir. Sekerlemeler ile icecek tozlarindaki boyalarin
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yonetmeliklere gore miisaade edilen boyalar oldugunu, ancak miktarlarin yiiksek
oldugunu saptamistir. Puding ve recel drneklerinde ise boya olmadigini tespit etmistir.
Kalyoncu (1995), tarafindan yapilan ¢alismada 100 adet sekerleme, 100 adet dondurma
ve 40 adet pasta siisii olmak iizere 240 adet ornek Ankara piyasasindan toplanmis olup,
kalitatif ve kantitatif boya analizi yapilmistir. Sekerlemelerin 53 tanesinde,

dondurmalarin 52 tanesinde, pasta siislerinin ise 32 tanesinde boya tespit edilmistir.

Yentiir ve Karakaya (1985), ince tabaka kromatografisi yontemiyle 25 seker ve 29
dondurma numunesi iizerinde arastirma yapmuslardir. Sonucgta 25 seker Orneginin
11’inde ponceau 3R, ponceau Sx, brillant blue, amaranth olmak iizere kullanimi
yasaklanmig boyalar, boya katilmas1 yasak olan dondurmalarda ise incelenen 29 6rnegin

16’s1nda cesitli sentetik boyalarin varligin1 saptamiglardir.

Hindistan’in Uthar Pradesh bolgesinin kirsal kesimlerinde 1984 yilinda yapilan bir
caligmada toplam 902 adet boyali siit iiriinleri, biskiivi, sekerleme, kek ve limonlu
icecek Ornekleri iizerinde boya arastirilmasi yapilmistir. Sonugta drneklerin yarisinda
yiikksek miktarda toksik oldugu bilinen boyalar tespit edilmistir (Khanna ve Singh,
1984).

Demirag ve Altug (1990), izmir ve cevresinde satilan toplam 19 adet sekerleme, lokum
ve yapay icecek tozu Ornegindeki boyalarin kalitatif ve kantitatif tayinlerini
gerceklestirmislerdir. Sonugta orneklerde saptanan boyalarm hepsinin kullanimina izin
verilen boyalar oldugunu, ancak miktarlarinin izin verilen degerlerin ¢ok iizerinde

oldugunu tespit etmislerdir.

Hunziker (1984), tarafindan yapilan bir calismada kirmizi boyalarin kullanimi
arastirilmigtir. Analize alinan 21 adet dondurma, 22 adet seker, 23 adet icecek Orneginin
% 83’iiniin kirmizi renkli boyalarla (ponso 4R, azorubin, amaranth) boyali oldugu tespit

edilmistir.

Biiyiikkpamukcu ve Saldamli (1995), nmin yaptigi bir arastirmada, ince tabaka

kromatografisi ve spektrofotometrik yontemden yararlamlmistir. Calismada, 81 adet
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seker Orneginden 11 adedinde boya miktarmnin tiizilk smirlarmin iizerinde oldugu,
etiketli orneklerde en yaygin olarak kullanilan renk maddesinin Ponceau 4R oldugu ve
pazar sekerlemeleri ile etiketli sekerlemeler arasinda Ponceau 4R ve eritrosin kullanim
orant agisindan bir fark olmadigi saptanmistir. Miktarlar: tiizilk smirlarinin iizerinde

saptanan boyalar ponceau 4R, sunset yellow ve tartrazindir.

Takahashi (1988), tarafindan Brezilya’nin Sao Poulo sehrinde sekerlemeler, icecek
tozlari, jeller, yogurt, dondurma ve surubu kapsayan 55 adet 6rnek iizerinde boyalarin
kantitatif caligmas1 yapilmistir. Sonucta Orneklerdeki boyalarin izin verilen smirlar

tizerinde oldugu tespit edilmistir.

Maslowska (1995), tarafindan Polonya’da yapilan bir caligmada jelatinli
sekerlemelerdeki boyalar UV spektrofotometrik yontemle taranmis elde edilen

sonuglarin Polonya’daki yasalara uygun gosterdigi tespit edilmistir.

Topsoy (1991), tarafindan Ankara piyasasinda satilan 80 adet akide sekeri, 60 adet
yapay icecek tozu ve 50 adet dondurma Ornegindeki gida boyalarinin tayini iizerinde
arastirma yapilmustir. Sonucta sekerlemeler ve yapay icecek tozlarinda tespit edilen
boyalarin gida katki maddeleri yonetmeligine gore kullamimina izin verilen boyalar
oldugu ancak miktarlarinin miisaade edilen miktarin ¢ok {iizerinde oldugu tespit

edilmistir. Boyanmasi yasak olan dondurmalarin 39 tanesinde de boya tespit edilmistir.

Gida boyalarinin en belirgin etkileri ¢cocuklarda hiperaktiviteye neden olduklar1 (Egger
1985), astimhi kisilerle aspirine duyarli kisilerde zararli istenmeyen reaksiyonlar
meydana getirdikleri belirtilmektedir (Jublin 1981, Monoret1986, Booth 1993). 1973
yilinda salisilatlar ve gida katki maddeleri icindeki salisilat benzeri dogal bilesiklerin
ozellikle yapay gida boyalar: ile tatlandiricilarin hiperaktiviteye ve 6grenme giicliigiine
neden oldugu hipotezi ortaya atilmistir (Metcalfe 1984). Ogretmen ve ailelerin subjektif
klinik gozlemlerine dayanarak yapilan calismalarda bdyle maddelerden armndirilmisg
diyetle beslenen cocuklarda hiperaktivitenin 6nemli Ol¢iide azaldigi saptanmistir

(Swanson ve Kinsbourne 1980). Buna karsin 1984 yilinda Londra’da 10 ¢ocuk iizerinde
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yapilan ayni konulu bir diger arastirmada ise katkisiz Ozel diyetin hicbir etkisi

bulunmamuistir (Thorley 1984).

Sunulan ¢aligmada ratlara gida boyasi verildikten sonra 6zellikle yiiksek sar1 ve yiiksek
kirmizi gruplarinda asir1 bir hareketlilik gosterdi. Gida boyas: almadan dnce sakin ve

hareketsiz olan ratlar aldiktan sonra hareketlerinde hizlanma gézlendi.

Gida boyalar1 sadece gidalara degil ilaglara veya kozmetik maddelerine de
katilmaktadir. Bunlarinda diizenlemeleri FDA tarafindan yapilmaktadir. Baz1 hastalarin
azo boyalarmin alimindan 1 saat sonra hiriltili nefes alma, kasinti, bas donmesi ve
damar tikaniklig1 sikayetlerinde bulundugu, boya ihtiva etmeyen ilaglar1 alanlarda ise bu

sikayetlerin olmadig: belirtilmistir (Caucina 1994).

Astimlilarin % 4-28’1 aspirin ve benzeri non-steroid analjezik, antiinflamatuar ilaglarin
alimiyla ataga girmektedir (Lockey vd. 1987). Bu ilaglarin ortak 6zelligi siklooksigenaz
enzim sistemini inhibe etmeleridir (Finn 1989). 45 astimli hastaya asetil salisilik asit,
tartrazin, sunset yellow, amarant, ponceau 4R, eritrosin, brillant blue ve indigotin
boyalarint kapsayan diyet uygulanmis olup sonucta sadece bir hastanin eritrosin, bir

hastanin da ponceau 4R boyalari ile ataga girdigi goriilmiistiir (Weber 1979).

Finlandiya’da 140 astimli hastayla yapilan bir ¢calismada 17 hastanin tartrazine karsi
duyarli oldugu (Stenius 1976), A.B.D.’deki baska bir calismada ise 40 hastadan 6
kisinin tartrazine duyarli oldugu goriilmiistiir (Settipane 1975).

Rekiirren iirtiker ve anjiondrotik ddemi olan 75 hastanin ayrintili incelenmesi ve
asetilsalisilik asit ve azo boyalar1 ile projakasyon testi yapilmasi sonucunda, 12 hastanin
asetilsalisilik asite, 7 hastanin azo boyalarma ve 12 hastanin da bunlarin her ikisine
birden duyarli oldugu bulunmustur. Daha sonra bu kisilere duyarl olduklar1 maddeleri
icermeyen Ozel bir diyet verilmis ve tiim hastalar iki y1l izlenmistir. Sonucta hastalarin
% 24’uniin semptomsuz, % 57’sinin eskiye gore daha iyi oldugu gozlenmistir (Ros

1976).
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Brezilya’da 3-14 yas grubundaki cocuklar iizerindeki yapilan bir c¢alismada boyali
besinlerin tiim ¢ocuklar tarafindan giinlilk alim miktarlar1 (ADI) iizerinde tiiketildigi,
ozellikle bu degerlerin sosyo-ekonomik diizeyi diisiikk olan bolgelerde ve geng erkek
cocuklarda daha fazla oldugu saptanmistir. Elde edilen bu sonuclarin toksikolojik
bakimdan bir potansiyel olusturduguna dikkat ¢ekilmistir (Toledo 1992).

Azo boyalarma karsi duyarlh olan insanlarda asir1 derecede barsak rahatsizligi sendromu
olmaktadir (Weber 1993). Yapilan bir arastirmada yaslar1 16-73 arasinda olan 81
hastanin % 44.4’iinde bu sendrom tespit edilmistir. Bu hastalarin % 25’1 diyet (boyasiz
ve koruyucusuz gidalarla) uygulayarak barsak rahatsizliklar1 diizeltilebilmis, geri
kalanlarda ise ilacla tedaviye ihtiya¢ duyulmustur (Antico 1989).

Yapilan diger bir caligmada tartrazinin alerjik ekzemaya neden olup olmadig:
arastirilmigtir.  Yaslar1 1-6 arasmnda degisen 12 c¢ocugun diyetlerinde 50 mg/kg
diizeyinde tartrazin verildiginde, 12 cocugun 11’inde tartrazine karsi intoleransh

olduklar1 ve hepsininde alerjik ekzema olustugu saptanmistir (Devlin ve David 1992)

Benzer sikayetler geng bir erkek ¢ocuk tarafindan rapor edildiginde, azo boyalarinin ve
koruyucularin olmadig1 diyet uygulamasi tavsiye edilmistir. Siirekli ve rahatsiz edici
kasmtilarin eritrosin, azorubin, tartrazin adli boyalarin aliminin kesilmesiyle diizeldigi,

cocugun bu boyalara kars1 duyarl oldugu belirlenmistir (Booth 1993).

Yapilan caligmalarda gida boyalarinin deney hayvanlarina subkiitan enjeksiyon ile
timOr olusumu Ozel ilgi ¢cekmistir. Bazi gida boyalarmin iireme ve fetiis lizerine
mutajenik etki gosterip gostermedikleri incelenmis ve sonugta doz cevap iligkisi oldugu
saptanmustir (Hutchinson 1992). Cesitli hayvan deneylerinde yiiksek dozlardaki sentetik
boyalarin olusturdugu karaciger hasarinin uzun siireli denemelerinde karacigerde timor
olusumuna doniistiigi gézlenmistir (Golberg 1967).

Siilfolanmis azo boyasi olan amarant ile yapilan bir calismada fareler 20-40 mg/kg boya
ihtiva eden diyetlerle 24 ay beslenmisler. Farelerin % 60’min barsak ve karin zarinda
sarkom olustugu, ayrica artan miktarlardaki amarantin bazi tireme, gelisme ve davranis

patolojilerine neden oldugu gozlenmistir (Tanaka, 1992).
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Bir bagka calismada deney hayvanlar1 2 yil boyunca diyetlerinde 5-50 mg/kg oraninda
Ponceau SX ile beslenmisler, sonucta 6zellikle karaciger ve meme tiimorii olmak iizere

Oonemli dl¢iide tiimoOr ve sarkom olusumlarinin gozlendigi belirtilmistir (IARC, 1975).

Aromatik azo yapisindaki gida boyalar1 barsakta asit, sindirim enzimleri ve barsak
florasinin etkisi altinda kalarak rediiktif parcalanmaya ugramakta ve aromatik aminler
olusmaktadir (Chung 1992). Olusan aminler absorbe edilerek metabolize olmakta,

mutajenik ve promutajenik metabolitler meydana gelmektedir (Liener 1969).

Ponceau 4R ve betakarotenin etkileri iizerine yapilan bir arastirmada ise invivo olarak
fare kemik iligi hiicrelerinin bu maddelerle temasi1 saglanmis ve sonugta betakarotenin
giivenli oldugu, Ponceau 4R’ nin ise bu hiicrelerde kromozom anormalligi yarattig1
gozlenmistir. Bu nedenle betakaroten giivenli ancak Ponceau 4R sakincali oldugu

belirtilmistir (Agarwal 1993).

Sunulan calismamizda ratlara iki hafta boyunca giinliikk ADI degerleri goz Oniinde
bulundurularak gida boyasi verildi. Bunun i¢in olusturulan deneysel calismada ratlar 5
gruba ayrildi. Kontrol grubu hari¢ diger gruplara tartrazin ve carmosine verildi. Bu
gruplara diisiik doz tartrazin 3 mg/kg, yiiksek doz tartrazin 15 mg/kg, diisiik doz
carmosine 0.5 mg/kg, yiikksek doz carmosine 2.5 mg/kg olmak iizere gida boyasi verildi.
Yapilan analiz sonucunda MDA kontrol grubuna gore degisiklik gostermezken, GSH’1n

ise kontrolden fazla oldugu tiim gruplarda gozlendi.

Ponceau 3R, sunset yellow, FCF ve amarantin fare karaciger hiicreleri kromatin yapisi
tizerine etkileri ise bir diger arastirmada incelenmistir. Sonugta bu azo boyalarmdan
sunset yellowun hiicre kromatini iizerine hic¢bir etkisi bulunmazken digerlerinin invitro
RNA sentezini stimiile ettigi tespit edilmistir (Yoshimoto 1984). Ayrica deney
hayvanlarma yiiksek dozda verilen sentetik boyalardan eritrosinin karaciger iizerinde
hasar meydana getirerek uzun donemde kanser olusumunu baslattig1 ve goziin retina
tabakasinda kristalin ortaya cikardigi da gozlenmistir (Hallstrom, 1987). Eritrosinle
ilgili bir baska ¢aligmada ise troid tiimor olusumuna olan etkisi arastirilmis olup timor

olusumu gozlenmistir (Hiasa 1988).
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Indigotin’in domuzlar, kopekler, tavsanlar, fareler ve insanlar iizerindeki uzun ve kisa
stireli caligmalarinda kanserojenik, mutajenik ve teratojenik olmadig: tespit edilmistir

(Sudhic ve Khanna 1991).

Ponceau 4R ve azorubin adli boyalar ile yapilan uzun siireli toksisite ¢calismalarinda her
iki boyanin da kanserojenik olmadigi tespit edilmistir (Brantom 1987; Ford 1987,
Marathe 1993).

Tartrazinle 1ilgili hayvanlar iizerinde yapilan uzun siireli bir caliymada farelerin
diyetlerine % 1.5 oraninda boya katilmistir. Sonucta bu degerin toksik etki meydana
getirmedigini ve viicut agirlikca 750 mg/kg’ a tekabiil ettigini tespit etmislerdir
(Combes 1986). Tartrazin ve metabolitlerinin laboratuvar hayvanlar1 iizerine olan
etkilerinin arastiriddigi bir bagka caligmada, hayvan viicudunda bunlara karsi spesifik
antikorlarin olugsmadigi, ancak kontakt sensitizasyon olusturdugu ve insanlarda benzer
etkiler olusturabilecegi bulunmustur (Safford ve Goodwin 1985). Tartrazin hayvandaki
etkisinin gosterilebilme kriterlerinden biri olarak Onerilen idrarlardaki bakteriyel

mutajenite konusu ise tartismalidir (Henschler ve Wild 1986).

Japonya’da bir¢ok sehirde uzunca bir siire benzil violet 4B adli boya gida boyasi olarak
kullanilmigtir. 12 ay boyunca 35 disi rat % 5 oraninda benzil violet 4B ihtiva eden
diyetle beslenmistir. Sonugta biiyiimenin 6nemli bir sekilde durdugu ve sadece 2 ratin
deneyi siirdiirebildigi goézlenmistir. 12 ay boyunca diyetleriyle yiiksek dozda verilen
benzil violet 4B nin sonugta disi farelerde meme kanseri olusumu gozlenmis kontrol

gruplarinda ise gdzlenmemistir (Sudhic ve Khanna 1991).

Sonug olarak; Afyonkarahisar piyasasinda satisa sunulan lokumlarin bir kisminda
kullanilan gida boyalarmin bilingsiz bir sekilde, yiiksek miktarlarda kullanildiklar: tespit
edilmistir. Gida boyalarmin gelisigiizel miktarlarda kullanilmasini engellemek icin etkin
bir denetimin diizenli olarak yapilmas1 ve treticilerin gida katki maddeleri konusunda

daha duyarl olabilmeleri i¢in egitilmeleri gerekmektedir.
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