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OZET

Bu ¢alismada gidalarda koruyucu olarak kullanilan benzoik asit’in genotoksik etkisi
Drosophila melanogaster’de Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi ile
degerlendirilmistir. Iki isaret geni tasiyan ii¢ giinliik trans-heterozigot larvalara farkl
konsantrasyonlarda (50 mM, 75 mM ve 100 mM) test maddesi uygulanmistir ve
kimyasalin her konsantrasyonda letalitesi saptanmistir. Deney sonuglarina gore
mutasyon gozlenen kanat sayist ile toplam mutasyon arasinda pozitif bir iliski
belirlenmistir. Buna ildve olarak her kanatta gézlenen mutasyonlar sayi ve tipine gore
de simiflandirimislardir. Bu ¢alisma gida katki maddelerinin dogru kullaniminin insan
saglhigi acisindan 6nemli bir etkiye sahip oldugunu géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Drosophila melanogaster, Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon
Testi, Benzoik asit, Genotoksikoloji
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ABSTRACT

In this study, benzoic acid, which is food preservative, has been evaluated for
genotoxicity in the wing somatic mutation and recombination test (SMART) of
Drosophila melanogaster. Third-instar larvae trans-heterozygous for two genetic
markers mwh and flr, were treated by different concentrations (50 mM, 75 mM and 100
mM) of the test compound and lethality of the chemical were determined for each
concentration. A positive correlation was observed between total mutation and the
number of mutated wings. In addition, the observed mutations were classified according
to the size and type of the mutation per wing. The present study shows that the correct
administration of some food additives has a significant effect on human health.

Key Words: Drosophila melanogaster, Somatic Mutation and Recombination Test,
Benzoic acid, Genotoxicity

1. Giris

Gilintimiizde besinlerin {iretim ve tiiketim iliskileri, gida katki maddelerinin (GKM)
kullanimini teknolojik bir zorunluluk olarak ortaya koymaktadir. Endiistrinin geligsmesi
ile besin tiretiminin ve islenmesinin artmast GKM kullanimini da artirmistir. Beslenme
aliskanliklariin degismesi, besin hazirlama i¢in daha az zaman ayrilmasi gibi nedenler
yari-hazir veya ticari olarak tamamen hazirlanmig olan besin iiretimini tesvik etmis, bu

da GKM kullanimini kaginilmaz kilmustir.

GKM Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeliginde soyle tanimlanmaktadir (Tiirk Gida Kodeksi
1997): Tek basina gida olarak tiiketilmeyen veya gida ham ya da yardimci maddesi
olarak kullanilmayan, tek basina besleyici degeri olan veya olmayan, secilen teknoloji
geregi kullanilan, islem veya imalat sirasinda kalinti veya tlirevleri mamul maddede
bulunabilen, gidanin {iretilmesi, tasnifi, islenmesi, hazirlanmasi, ambalajlanmasi,
taginmasi, depolanmasi sirasinda gida maddesinin tat, koku, goriinii, yap1 ve diger
niteliklerini korumak, diizeltmek veya istenmeyen degisikliklere engel olmak ve

diizeltmek amaciyla kullanilan maddelerdir.

Son 30 yildir gelismis iilkeler basta olmak iizere, yiyecek maddelerinde kullanilan katk1
maddelerinde tam bir patlama olmustur. Gida katki maddelerinin tiiketimi arttik¢a, bazi

rahatsizliklarla olan baglantilara yonelik bulgular da ortaya ¢ikmistir. Bunlarin iginde en
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sikca goriilenleri egzema, astim, bas agrisi, alerjik kasintilar, gastrik rahatsizliklar, ishal
(6zellikle cocuklarda) hiperaktiflik ve asir1 duyarlilik (hypersensitivity) vb.’dir
(Gtinesli, 2000).

Kullanilmasima izin verilen gida katki maddelerinin siirekli olarak alindiginda toksik
etkiler gosterdikleri bilinmektedir (Briggs, 1997). Bu katki maddeleri gelisigiizel
miktarlarda ve tiiziik dis1 olarak gidalarda kullanildigi zaman halk sagligi agisindan
zararli olabilir. Son zamanlarda kimyasal karsinojenlere maruz kalma, dnemli bir sorun
haline gelmistir. Kullanilan gida katki maddeleri sagliga zarar vermeyecek dozlarda
kullanilsalar dahi, bu maddelerin bir siire sonra viicutta birikerek insan sagligini tehdit
edebilecek miktarlara ulasabilecegi, dokularda hasar meydana getirebilecegi, kisaca

insan i¢in mutajenik ve karsinojenik olabilecegi gibi konular géz ardi edilmemelidir.

Son yillarda kimyasallarin mutajenik ve genotoksik etkilerinin arastirilmasinda
prokaryotik ve Okaryotik sistemler kullanilmaktadir (Garcia ve Dapena,1974).
Prokaryotik ve oOkaryotik canlilarda genel hiicre metabolizmasi birbirinden biiyiik
farkliliklar igerir. Bu nedenle kimyasallarin prokaryotik bakteri sistemleri ile test
sonuglart karyotik canlilarda ayni kimyasallarin olasi etkileri konusunda giivenilir
bilgiler veremez. Okaryotik canli olan Drosophila hakkinda genetik bilgi birikimi ve
uygun deney hayvani olma Ozellikleri nedeni ile kimyasallarin genotoksik etkisini

aragtirmada siklikla kullanilmaktadir.

Bu calismada, gidalarda koruyucu olarak kullanilan katki maddelerinden Benzoik
asit’in canlilardaki genotoksik etkisi Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi
(SMART) ile arastirtlmigtir. Bu ¢alisma gida katki maddelerinin gida sanayinde
kullanilmasinin ve tiiketici tarafindan tiiketiminin bilingli bir sekilde olmasina yardimci

olacaktir.
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2. Materyal ve Metod

2.1. Drosophila stoklari

Deneylerde kullanilan Drosophila melanogaster’in sik kanat killiligir (multiple wing
hair, mwh/mwh) ve diizensiz kanat killihg1 (flare, I’/ In (3LR), TM3 Bd) genlerine
sahip iki mutant ki Ziirih Universitesi Toksikoloji Enstitiisiinden temin edildi.
Homozigot ¢ekinik bir mutasyon olan mwh geninin 3. kromozom {izerindeki yeri
0.0’dir. Kanat hiicrelerinde normalde tek hiicreden tek kil ¢ikmasi gerekirken, birden
fazla kil ¢ikmasina neden olur. Ikinci isaret geni flare (flr)’in 3. kromozomdaki yeri
39.0°dir. Fenotipte korelmis kil seklinde goriiliir ve homozigot oldugunda lethal olup
TM3 geni ile dengededir. Bu ¢alismada fIr soyu dominant Blade isaret geni tasimaktadir
(Charles ve arkadaslari., 1991).

2.2. Uygulama

Stoklar ve deney sistemleri 25°C ve % 40-60 bagil neme ayarlanmus etiivlerde tutuldu
ve standart Drosophila besiyeri (Instant Drosophila Medium, Carolina Biological
Supply Company, Burlington, N.C.) kullanildi. Mutant soylardan 5 giinlik mwh virjin
disilerle, ayni yastaki fIr’ erkeklerinin caprazlanmasindan 3 giin sonra 4’er saat
araliklarla toplanan yumurtalardan trans-heterozigot ligiincii donem larvalar elde edildi.
Standart besi ortamindan alinarak yikanan larvalar 100’erli gruplar halinde 1,5 g besi
ortam1 5 ml belirlenen dozdaki kimyasal ile islatilarak ortama gomiildi (Graf ve
arkadaslar1., 1989). Kimyasal iceren standart besi ortamina alinan larvalar gelismelerini
tamamlamaya birakildi. Pupadan cikan ergin bireyler hafif eterle bayiltilarak diseksiyon
mikroskobu altinda cinsiyet ve fenotiplerine gore ayirt edildi. Her doz uygulamasi ii¢
kez tekrarlandi ve bu tekrar gruplarindan alinan sonuglarm farkliiginin 6nemi % testi
yapilarak kontrol edildi. Pupadan ¢ikan birey sayilari tespit edildikten sonra dominant
Blade isaret geni tagimayan (normal kanat sekline sahip) bireylerden sadece disiler
(Drosophila erkeklerinde rekombinasyon goriilmez) ayrilarak digerleri atildi (Graf ve
arkadaglart.,, 1984). Secilen bu disi bireyler kanat preparatlart hazirlanana kadar

bekletilmek tizere %70’lik ethanol igeren tiiplere alindi.
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2.3. Kanat preparatlarinin hazirlanmasi

Normal fenotipli kanatlar mikroskop altinda sinekten ayrilarak 1am tizerine yerlestirildi.
Bir damla Faurse soliisyonu (30 g Arap zamki, 20 ml glycerol, 50 g chloral hydrate, 50
ml distile su) kullanilarak kanatlar 1am iizerine tespit edildi. Lamel ile kapatilan
preparatlar tizerlerine kiicliik agirliklar konarak tozdan uzak petri kaplari iginde
kurumaya birakildi. Daha sonra kenarlari tirnak cilasi ile kapatilarak uzun siireli

preparatlar elde edildi (Graf ve arkadaslar1., 1984).
2.4. Kanatlarin mikroskobik analizleri

Belirlenen dozlarda uygulanan kimyasallarin mutajenik etkisi kanat killarinin
mikroskop altinda 400X biiyiitme ile incelendi. Mutasyonun olusum sekline gore,
mutasyon tasiyan hiicre kiimesinde 1-2 hiicre oldugunda kii¢iik kiime (S=1-2, small
single spot), 3-4 hiicre oldugunda biiyiikk kiime (S>2, large spot) ve t (twin) (mwh ve
" fenotipinin her ikisinin de birlikte gozlendigi kiimeler) seklinde smiflandirildu.
Ayrica kimyasallart ¢6zmede kullanilan su ile kontrol deneyleri yapildi (Browder ve

arkadaslart., 1991).
2.5. Deneyde Kullanilan Katki Maddesinin Ozellikleri

Deneylerde kullanilan benzoik asit beyaz renkli, kat1 ve kendine has kokusu olan bir
maddedir. E kodu E210’dur. Gidalarda antimikrobiyal madde olarak kullanilir. Benzoik
asidin sinonimleri Benzenecarboxylic acid ve Phenylcarboxylic acid’dir. Kimyasal
formiilii C;H¢O, olup, molekiil agirligi 122,12°dir. Benzoik asit meyva sulari, suruplar,
gazli icecekler, ketgap, tursu, margarin, sofralik zeytin, kakaolu mamiiller, biskiivi,
gofret, kek ve kremalar gibi bir¢cok iiriinde kiif, maya ve bakteri faaliyetlerine bagl
olarak ortaya ¢ikan bozulmalar1 6nlemek amaciyla kullanilir. Benzoik asidin gidalarda

kullanildig1 doz araligi 150-1000 mg/kg’dir.
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3. Bulgular

Bu ¢alismada, gidalarda koruyucu olarak kullanilan Benzoik asit’in genotoksik etkisi
Drosophila melanogaster’de Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) ile
aragtirllmistir. Benzoik asit 50 mM, 75 mM ve 100 mM olmak iizere ii¢ farkli
konsantrasyonda uygulannus ve sonuglar su kontrol grubunun degerleri ile
karsilastirilmistir. Deney grubu ile kontrol grubu arasindaki farkin anlamli olup
olmadig1 Chi-Square Test ile hesaplanmis ve sonuglar Tablo-1’de verilmistir. Ayrica

konsantrasyon artisina bagl olarak genotoksik etkinin arttig1 gézlenmistir.

Benzoik asidin uygulandigi farkli konsantrasyonlar, kimyasal uygulamasi sonucunda
hayatta kalan sineklerin yasama yiizdeleri, mutasyon gozlenen kanat yiizdeleri ve
kanatlarda tespit edilen toplam mutasyon yiizdeleri Tablo-1’ de gosterilmistir. Bulunan
degerler kontrol grubu (su) ile karsilastirilmig ve aradaki farkin anlamliligi Khi-Square

Testi ile belirlenmistir.

Tablo-1: Benzoik asit’in genotoksisitesi ile ilgili sonuglar

BENZOIK ASIT
(Ir)n(i/lz) YASAMA MUTASYON GOZLENEN TOPLAM
YUZDESI (%) KANAT (%) MUTASYON (%)
50 mM 72 % 20,3 * 35,74 ***
75 mM 60 ** 27,4 *** 62,50 ***
100 mM 40 *w* 44,64 *** 86,46 ***
Kontrol 98 7,59 14,55

* Kontrole gére P< 0.05 diizeyinde énemli (X test)
* * Kontrole gore P< 0.01 diizeyinde 6nemli (X test)

* % * Kontrole gore P< 0.001 diizeyinde énemli (X” test)

Benzoik asidin uygulandigi 50 mM, 75 mM ve 100 mM’lik konsantrasyonlar ve kontrol

gurubunun yasama yiizdeleri Sekil-1’de verilmistir. Grafikte konsantrasyon arttik¢a
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yasama yiizdesi kontrol grubuna oranla 6nemli dl¢lide azalmistir. Bu da benzoik asidin
toksik etkisinin konsantrasyon arttik¢a arttigini gostermektedir.

Benzoik asidin uygulandigt farkli {i¢ konsantrasyon ile hayatta kalarak incelenebilen
sineklerdeki mutasyon gozlenen kanat yiizdeleri  arasindaki iliski Sekil-2’de
gosterilmistir. Bu grafikte konsantrasyon artisina bagli olarak mutasyon gozlenen kanat
ylizdesi artmaktadir. Bu artis kontrol grubuna oranla anlamli bulunmustur. Sekil-3’te
Benzoik asidin uygulandigi farkli konsantrasyonlar ile toplam mutasyon yiizdesi
arasindaki iliski gortilmektedir. Bu grafikte de konsantrasyon arttik¢a toplam mutasyon

ylizdesinin artmasi dikkat ¢cekmektedir.
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Sekil-1: Benzoik Asidin Uygulandigi Konsantrasyonlar ile Yasama Yiizdesi Arasindaki
Iligki
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4. Tartisma ve Sonug¢

Bu ¢aligmada Benzoik asit 50 mM, 75 mM ve 100 mM olmak iizere {i¢ konsantrasyonda
uygulanmig ve sonuglar kontrol grubunun degerleriyle karsilagtirilmistir. Deney
grubuyla kontrol grubu arasindaki fark Chi-Square Test ile her bir grup i¢in anlamli
bulunmustur. Konsantrasyon arttikca yasama ylizdesinin azalmasi ve toplam
mutasyonun artmasi Benzoik asidin Drosophila Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon
Testi (SMART)’ne gore hem toksik hem de mutajenik oldugunu gostermektedir. Bu
calisma gida katki maddeleriyle yapilan diger galigsmalarla genotoksisite bakimimdan
benzerlik gostermektedir.

Graf ve arkadaslar1 (1989), farkli 1aboratuvarlarda aralarinda nitrosopiperidin ve sodium
nitrit gibi kimyasallarin da bulundugu 30 kimyasali Drosophila SMART Test ile
genotoksik acidan degerlendirmislerdir. Kronik beslenme sonrasinda 10 mM’lik
nitrosopiperidine iki bagimsiz deneyde de agik¢a pozitif sonu¢ vermistir. Sodyum nitrit
ise 72,5 mM’lik konsantrasyonda genotoksik bulunmustur. Benzer sekilde bu ¢aligmada
kullanilan benzoik asitte bir gida koruyucusu olup 75 mM’lik dozu genotoksisite
bakimindan anlamli sonug vermistir.

Schlatter ve arkadaslar1 (1992), gida katki maddelerinden potasyum sorbat, sodyum
sorbat ve 4,5-epoxy-2-hexenoic acid’in genotoksik etkisini SMART ile arastirmiglardir.
Caligmalart sonucunda sadece 4,5-epoxy-2-hexenoic acid’in zayif genotoksik etkiye
sahip oldugunu, potasyum sorbat ve sodyum sorbat’in ise genotoksik etki
gostermedigini saptamiglardir.

Gida boyalarindan tartrazin’in genotoksik etkisi Drosophila’da SMART ile Niraj ve
arkadaslar1 (1989) tarafindan aragtirllmig ve tartrazinin hem mutajenik hem de
rekombinojenik etkiye sahip oldugu saptanmustir.

Graf ve arkadaslar1 (1994), yaptiklar1 ¢alismada Ispanya orijinli bes sarap, bir
brandy, ii¢ bitki ¢ay1 ve siyah cayin SMAR Test ile genotoksik etkisini arastirmiglardir.
Sonugta alkollii igeceklerden kirmizi sarapta, ¢aylardan ise siyah ¢ay (Camellia sinensis)
ve iki bitkisel cayda (Achillea millefolium, Urtica dioica) genotoksik etkisinin oldugu

gozlemistir. Farkli iceceklerde ve bitkisel ¢aylarda mevcut bulunan Ouercetin ve Rutin
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maddelerinin SMART Test ile genotoksik etkisinin oldugu bu arastirma ile agiga
¢ikartilmistir.

Graf ve arkadaslar1 (1986), SMART Test ile instant kahvenin mutajenik degil fakat
rekombinantik oldugunu gostermislerdir. Ramirez ve arkadaslari (2001), sodyum
nitridin genotoksik etkisine kars1 yesil biber ekstraktinin antimutajenik etki gosterdigini
saptamiglardir. Kronik uygulamalarda sodium azid’in genotoksik etkisinin oldugu da bu
test ile gosterilmistir (Gonzales ve arkadaslari, 1997).

Gilman ve Godman (1980), iki farkli kahve konsantrasyonu SMART Test ile genotoksik
acidan karsilagtirmuglardir. Calismada iki farklt wrkin isaret gen ozellikleri kullanilarak
trans-heterozigot larvalar kullanilmistir. Kullanilan yontemde ergin erkek sinekler sulu
kahve soliisyonunda, metabolizmalar: farkli oldugundan beslenirken isaret geni tasiyan
disilerle caprazlanmis ve F|, F, generasyonlarinda farkli sonuglar elde edilmistir. Ergin
kanatlarinda olusan killarin yap1 sekil farkliliklart analiz edilmis ve mitotik
rekombinasyon sonucu degisik fenotipte gdzlenen mutasyonlar olusmustur. Farklr iki
sekilde hazirlanan kahvenin i¢inde bulunan kafein somatik hiicreleri konsantrasyona
gore etkilemistir. Sonugta, yiiksek konsantrasyonlu uygulamalarda mutasyonel kayiplar
olmustur, fakat istatistik olarak sonu¢ Onemsiz bulunmustur. Idamar ve arkadaglari
(2002), tic tubbi bitki cesidinden eksrakte ettikleri ugucu yaglarin genotoksik etkisini
SMART Testi ile arastirmiglar ve bu maddelerin genotoksik degil antigenotoksik etkiye
sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Ebringer ve arkadaslar1 (1982) iki nitrdz igeren gida koruyucusunun mutajenik etkisini
incelmisler ve 5S-NFAA {3-(5-nitro-2-furyl) acrylic acid} mutajenik bulunmustur.
Guzman ve arkadaglart (1998), Drosophila melanogaster’de SMART Testi ile methyl
urea, sodyum nitrit ve bunlarin kombinasyonlarinin genotoksisitesini arastirmiglardir.
Yapilan ¢alismada methyl urea genotoksik bulunmazken sodyum nitrit’in 36 mM’lik
konsantrasyonunda toplam mutasyon yiizdesi zayif bulunmustur. Ancak metyl urea ve
sodyum nitridin birlikte uygulanmasi sonucunda genotoksik etkinin dnemli derecede
arttigl gézlenmistir.

Frei ve arkadaglari, (1992) genotoksik potansiyeli olan on alti pyrrolizidine alkaloid

Drosophila’nin  kanat hiicrelerindeki somatik mutasyon ve rekombinasyonun
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incelenmesi ile test etmislerdir. Hayvan tiirleri ve insanin Ozellikle karacigerinde
patojenik toksik etkileri olan bu maddeler genotoksik etkilerine goére siralanmustir.

Nane ve ¢am bitkisinden ekstrakte edilen bazi ucucu yaglarin genotoksik etkiye sahip
oldugu yine SMART Test ile Lazutka ve arkadaslar1 (2001) tarafindan tespit edilmistir.
Cunha ve arkadaslar1 (2002), kanser tedavisinde kullanilan iki ildcin genotoksik etkisini
arastirmiglar ve SMART Testi sonuglarma gore bu ilaglarin yiiksek rekombinojenik
aktiviteye sahip oldugunu bulmuslardir.

Tiburi ve arkadaslar1 (2002), Vincristine, vinblastine ve vinorelbine isimli alkoloitlerin
genotoksik etkisini wing spot test (SMART) ile arastirmislar ve ii¢ alkoloitinde
genotoksik etkisinin yiiksek oldugunu bulmuslardir.

Kalender (1997), sodyum benzoat ve tartrazinin fare dermal ve ince bagirsak bag
dokusu mast hiicrelerinde degraniilasyon etkilerini arastirmistir. Sodyum benzoat ve
tartrazin, agiz ve enjeksiyon yoluyla farelere (Mus musculus domesticus) verilmis ve
mast hiicrelerindeki degraniilasyon Transmission Electron Microscope (TEM) ile
incelenmigtir. Sonug olarak, hem dermal bag dokusu mast hiicrelerinde, hem de ince
bagirsak bag dokusu mast hiicrelerinde degraniilasyon tespit etmislerdir. En fazla
degraniilasyon Sodyum benzoat ve tartrazinin birlikte uygulandigt grup olup, bunu
Sodyum benzoatin tek basma uygulandigi grup izlemektedir. En az degraniilasyon ise
tartrazinin tek bagina uygulandigi grupta rapor edilmistir.

Adams’a (1992) ve Yurttagiil (1993)’e gore benzoik asit astim, deri dokiintiileri,
hiperaktiviteye neden olabilmektedir. Yapilan bir calismada Ankara piyasasindan
saglanan meyva sularinda Benzoik asit miktarinin izin verilen degeri astig1 saptanmustir
(Yentiir ve Bayhan 1990).

Tim diinyada yeterli ve dengeli beslenme sorununun; organizmanin yapi taslarini
olusturan, biyolojik degeri yliksek gida maddelerinin tiiketimi ile g¢dziimlenebilecegi
bilinmektedir. Yapilan arastirmalar, dengeli beslenmenin insanlarin fiziksel ve mental
caligmalarin1  bilylik Olciide etkiledigini gostermistir.  Bu nedenle gida katki
maddelerinin kullanimlart ile ilgili olarak uyulmasi zorunlu olan bazi temel ilkeler
vardir. GKM yasalara uygun sekilde kullanildiginda, yani izin verilen katki maddesi

izin verilen besinlerde ve izin verilen miktarlarda kullanildiginda; yararlandigimiz ve
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saglik riskleri minimize edilmis maddelerdir. Uygun GKM kullanimu ile iiriin ¢esitliligi
artacak, besin kayiplar1 azalacak, fiyatlar diisecek ve beslenme durumu olumlu
etkilenecektir. GKM’nin uygun kullanimi {iretici, tliketici ve devlet ig birligini
gerektirmektedir. Ureticiler otokontrolle iirettikleri besinin kalitesini, iiretim
asamalarinda, satisa sunmadan Once, kontrol etmeye dnem vermelidir. Bunu kavrayan
tireticiler kaliteli ve saglikli tiretim yaparak hem halk sagligina hizmet edecekler, hem
de rekabette  Oncelik  kazanacaklardir.  Tiiketiciler =~ GKM’ler konusunda
bilinglendirilmelidir. Besin sanayisi i¢in tiiketici istekleri son derece 6nemlidir. Bilingli
tiketici, dogru GKM kullanimi konusunda, hem {ireticiyi hem de devleti etkin kontrol

yapma konusunda daha duyarli héale getirecektir.
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