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OZET : Renk, gidanin kolayca taninmasi ve nihai kararin verilmesi icin giinimiiz modern toplumunda vazgecilmez bir 6zel-
liktir. Gida boyalarinin toksikolojisi, 6zellikle boyar maddelerin kansere sebep olabilecegi konusu giindeme geldiginden beri
birgok arastirma yapilmis ve gida boyalarinin énemli kismi ulusal ve uluslararasi onaylanmis listelerden mutajenik ve kan-
serojenik aktivitelerinden dolay! ¢ikarilmistir. Bu ¢calismada, esasi hiicre canlihgini belirlemeye dayali olan MTS (3-(4, 5-di-
methylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium assay) testi kullanilarak Tartrazin, Eritro-
sin, New Coccine, Rose Bengal, Pholoxine, Allura Red ve Amaranth sentetik gida boyalarinin toksiditelerinin dl¢tlmesi
amaglanmistir. Adi gegen her bir boyanin 1mM konsantrasyonlari ile CHO (Chinese hamster ovary) hiicreleri inkibe edilmis-
tir. MTS testinin sonucuna gére Eritrosin, Rose Bengal, Pholoxine, Allura Red ve Amaranth boyalarinin kontrole gére hicre
canlihg Gzerine istatistik olarak 6nemli derecede (p<0.05) toksik oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Gida boyalari, MTS testi, hiicre canliligi

ABSTRACT : Color, an inevitable feature used to easily recognize and also to reach final decision about the food in our
modern world. Since issue about toxicology of food color agents especially their carcinogen properties has received interest,
several research studies have been done and according to their results important parts of food colors were taken out from
the food additives lists approved by national and international agents. In the present study, MTS assay (3-(4, 5-dimethylthia-
zol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium assay) determining of vitality of cells was used to
measure toxicity of several artificial food colors (Tartrazine, Erythrosine, New Coccine, Rose Bengal, Pholoxine, Allura Red
and Amaranth). One mM concentration of each color was incubated with CHO (Chinese hamster ovary cell). According to
MTS assay, toxicity of Erythrosine, Rose Bengal, Pholoxine, Allura Red and Amaranth against cell vitality was evaluated
significantly higher comparing the control (p<0.05).
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GIRIS

Depolama ve Uretim metotlarinin gelisimiyle birlikte islenmis gida Urinlerinin orani her gecgen yil artmaktadir.
Bu da gida boyalari gibi katkilarin kullaniminin azaltiimasi ihtiyacini beraberinde getirmektedir (1). Ancak bu
katki maddelerinin givenirliginin yeniden degerlendiriimesiyle kullanimina izin verilmis olanlarin bir kisminin
izinleri iptal edilebilmektedir. Ornegin butter yellowun kullanim izni ayni yil kanserojen oldugu kanitlandiktan
sonra kaldinlmistir (2). Kullanimina izin verilen gida boyalarinin miktari tiiketici saghgini koruma adina son yil-
larda azaltiimasina ragmen birgok sentetik gida boyasi disuk fiyatlari, yuksek etkileri ve stabilite ézelliklerinin
¢ok iyi olmasindan dolayi hala tim dinyada yaygin olarak kullaniimaktadir (3).

Gidanin ilk fark edilen 6zelligi rengidir. Gida boyalari, gidaya daha g¢ekici ve lezzetli bir goriinis kazandirmak,
Uretim asamalarinda kayba ugrayan rengi telafi etmek, ¢ocuklar gibi belli tiketici gruplarinin dikkatini cekmek
amaciyla kullanilr (4, 5).

Bu ¢alismada Tartrazin, Eritrosin, New Coccine, Rose Bengal, Pholoxine, Allura Red ve Amaranth sentetik bo-
yalarin toksiditeleri MTS (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetra-
zolium assay) testi kullanilarak belirlenmeye calisiimistir.
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MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Bu ¢alismada materyal olarak CHO (Chinese hamster ovary) hiicreleri ve Tartrazine, Erythrosine, New Cocci-
ne, Rose Bengal, Pholoxine, Allura Red , Amaranth (Sigma-Aldrich Chemical, St. Louis, MO) gida boyalari ve
MTS (CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega Corporation, Madison, WI, USA)
materyal olarak kullaniimistir.

Yoéntem

Hucrelerin canhihgini (yasayabilirligini) tayin etmek icin kullanilan MTS (administered 3-(4, 5-dimethyl thiazol-
2-yl)-5-(3-carboxymethoxy phenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt) (6) testi 37 °C’de yasayan hlc-
relerin mitokondriyal aktiviteleri sonucu tetrazolium tuzunun (suda ¢6zlnebilir formazon Grind) renkli bir yapi-
ya doénustlrilmesi temeline dayanir. Dehidrogenaz enzimlerinin Urettigi formazon miktan kdltirdeki canh hiic-
re sayisiyla direkt orantilidir ve 490 nm’de &l¢ilebilir (7). CHO hicreleri, %10 dana cenini serumu iceren Ham'’s
12 besiyerinde ve %5 CO, ve % 95 hava icerigine sahip bir inkuibatérde inkibe edildi. Cogaltilan hicreler he-
mecytometer ile sayildiktan sonra 1x105 /mL olacak sekilde kompleks media ile seyreltildi. Seyreltilen hiicreler
(96-well plates) klvetlere 100 pL olacak sekilde bdlindu.

Uzerlerine 150 pL besiyeri konuldu. Hiicrelerin kiivetlere tutunmasi icin 4-6 saat inkiibasyona birakildi. Tutun-
ma tamamlandiktan sonra kiivetlerdeki besiyeri ayrildi. Hazirlanan standart boya ¢dzeltilerinden 250 pL her bir
kiivete eklendi. Hiicreler 24 saat gida boyalari ile (%5 CO,-%95 hava) inkiibe edildi. inkilbasyonun sonunda
MTS eklendi ve 4 saat 37°C’de inkibe edildi. Daha sonra 490 nm absorbansta bir mikroplate okuyucu (Spec-
tra Count, Perkin-Elmer) kullanilarak okuma yapildi.

istatistik calismada ANOVA (tek yonlii varyans analizi) testi kullanildi.

BULGULAR VE TARTISMA

Gida boyalarina icecekler, sut trlnleri, tahil Grunleri, firin Griinleri, gerezler ve dondurma gibi ¢esitli gida trin-
lerinde sik rastlanmaktadir. Bu boyalarin kullanimi birgok Ulkede yasalarca oldukga siki kontrol altindadir. Gi-
da boyalarinin givenliginden emin olmak icin diizenlemeler yapilmasina ragmen tim boyalarin olmasa da bir
kisminin zararli ve yan etkilerinin oldugu rapor edilmistir. Ornegin indigokarminin anafilaksi (asirt duyarlilik),
yUksek tansiyon, disik tansiyon ve teratogenositiye sebep oldugu arastirmalarca tespit edilmistir.

Sentetik boyalar gida katkilarinin ¢ok énemli bir b8IUmUnU olusturur. Bazi sentetik gida boyalar yasal olarak
1880’lerden beri gidalara eklenmektedir. Ancak bu boya maddelerinin bazilar, 6zellikle fazla tiketiliyorsa, in-
san saghgi icin potansiyel risk tasir. Bu nedenle kabul edilebilir giinlik en ylksek tiketim (ADI) gibi givenilir
veriler, hayvan deneyleri ve insan klinik ¢alismalarinin temelini olusturur. Gida katkilarinin insan Gzerindeki tok-
sik etkilerinin belirlenmesine ybnelik calismalar bazi sebeplerden dolayi olduk¢a zordur. Toksikolojik ¢calisma-
lar hayvanlardaki deneysel sonuclara baglidir (1, 5). Bir gida katki maddesinin insan tiketimi i¢in kullaniimasi-
na onun akut, kronik, sub-akut toksiditesi Uzerinde yapilan ¢alismalardan sonra onay verilir. Bununla beraber
o gida maddesi marketlerde yerini aldiktan sonra da uzun zaman gézlenmeli ve toksikolojik etkilerinin incelen-
mesine devam edilmelidir. Clnki bu bilesenler tlketildikten sonra farkli bilesiklerle interaksiyona girerek yeni
toksik riskler yaratabilirler (8 ). Bu veriler FAO ve WHO tarafindan belli araliklarla tekrar arastirilir ve degerlen-
dirilir (9).

Bu calismada kullanilan boyalardan biri olan Tartrazinin MTS testinde canli hiicre sayisini azaltmadiginin tes-
pit ediimesine ragmen (Grafik 1) birgok arastirmaci mutajenik prosesi stimle ettigini (10, 11), hicre canliligi-
ni azalttigini (12), sindirim sisteminde DNA hasarini ADI degerine yakin dozlarda indiikledigini (13) rapor et-
mistir. Ayrica oksidatif strese sebep olan oksijen cisimciklerinin de aktivitesini artirdigini gésteren ¢alismalara
rastlanmaktadir (14).
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MTS testini uygulandigimiz diger bir boya Eritrosindir. Eritrosinin 1 mM lik konsantrasyonu ile inkiibe edilen
CHO hucrelerinin canliligr herhangi bir boya ile inklibasyona tabi tutulmamis ayni hicrelerin canl kalabilme
Ozellikleriyle karsilastiriidiginda (Sekil 1) istatistik olarak énemli derecede farkli bulunmustur. Eritrosin ile yapi-
lan bazi toksikolojik ve kanserojenik calismalar bizim sonuglarimizi desteklemektedir. Séyle ki; Eritrosin dalak
blytumesine, gdzlerde alerjik reaksiyonlara, deri ve mukoz membranlarda tahrise, solunum hizinin artmasina,
bas agrisi, bulanti, dermatit, atopik hastaliklara yol agmakta ve disiik dozlarinin bile DNA hasarini indikledi-
i, belirtiimektedir (15, 16). Bunun disinda eritrosinin de bulundugu bir gida boyasi karisimiyla beslenen sican-
lardan izole edilen karaciger hicrelerinde canli hiicre sayisinda azalma gézlenmistir (13).

CGalismamizda New Coccine ile ilgili elde ettigimiz sonug istatistik olarak kontrolden farkl bulunmamigtir (Sekil
1). Ancak bu boyanin kemirgenlerdeki kolon DNA hasarini indiikledigi ve bu hasari ADI de@erine yakin dozlar-
da gergeklestirdigi, canh hiicre sayisini azalttigi ¢esitli arastiricilar tarafindan rapor edilmistir (10-13). New Coc-
cine’in gida boyasi olarak kullanimina ABD’de izin verilmemistir (17). Amerika’da sadece ilag ve kozmetikte,
Japonya’da ise gida, ila¢ ve kozmetikte kullanimina izin verilen Pholoxine’in Staphylococcus aureus’'un aktivi-
tesini 6nledigini gosteren galismalar vardir. Bu nedenle bu boyanin antimikrobiyel uygulamalarda kullanilabile-
cegini bazi arastirmacilar énermektedir (18). Pholoxine’in mutajenik, teratojenik ve kanserojenik olmadigi ABD
Gida ve llagc Dairesi (U.S. Food and Drug Administration) tarafindan belirtiimesine ragmen
(http://www.cfsan.fda.gov/~dms/col-cert.html), yapilan bir calismada farelerde teratojenik etkiye sahip oldugu
ve fare fetuslarinda i¢ ve dis organlarda ve iskelette anormalliklere yol agtigi rapor edilmistir. Ayrica Pholoxine
glines 15131 veya yapay isikla karsilastiginda deri hiicrelerinin membranlarinda hasara sebep olmaktadir (19,
20). Bir bagka calismada Schizosaccharomyces pombe Pholoxine ile muamele edildikten sonra proteinin ok-
sidasyon Urlnlerinde artis, glutatyon (GSH) oraninda ise %50’ye varan azalma gézlenmistir (21). Bu da Pho-
loxine’nin oksidatif stresin olusumunu tetiklediginin bir géstergesidir. Ayrica bu boya ile yapilan MTS testinde
hicre canliliginda %90 azalma gézlenmistir (22). Bu sonug bizim Pholoxine i¢in buldugumuz sonuglarla para-
lellik géstermektedir. Buna gére Pholoxine’in sebep oldugu hicre 6limi, kontrole gore istatistik olarak énemli
oranda farkhdir (Sekil 1) (p<0.05).
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Sekil 1. Cesitli gida boyalarinin hiicre canliigi tzerine etkisinin MTS testi sonucu
Degerler ortalama + S.S olarak verilmigtir.
“Kontrolle karsilastirildiginda énemli derecede fark vardir (p<0.05). (n=3/grup).
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1948'den beri yalniz Japonya’'da kullanilan Rose Bengal’in IgE tretimini etkiledigi bilinen bir gercektir. Ayrica
bu boyanin bazi enzimleri ve sigan hepatocyteslerindeki RNA sentezini inhibe ettigini gdsteren calismalar var-
dir (10, 11). Shrestha ve ark. Rose Bengal'in, protein tirozin kinaz ile birlikte proteinlerin hiicresel fosforilas-
yon seviyelerini diizenleyen protein tirozin fosfatazin inhibisyonuna sebep oldugunu bildirmigtir (11). Bu tur yan
etkilere sahip oldugu belirlenmis olan Rose Bengal’in galismamizda kullanilan MTS toksikoloji testine verdigi
cevap kontrol hicreleriyle karsilastirildiginda istatistiki olarak énemli derecede toksik bulunmustur (Sekil 1)
(p<0,05).

Bu calismada kullandigimiz boyalardan biri olan Allura Red’in ise MTS testi sonucunda canli hiicre sayisini is-
tatistik olarak énemli oranda azaltmakta oldugu gézlenmistir (Sekil 1) (p<0,05). Bu boya ile ilgili yapilan ¢alis-
malarin birinde kemirgenlerdeki DNA hasarini indlikledigi tespit edilmistir (10, 11). Ayrica karacigerden izole edi-
len mitokondrileri %38 oraninda inhibe ettigi rapor edilmistir (23). Allura Red gibi azo boyalari ince bagirsakta
absorbe edilmezler. Hepsi intestinal bakteriler tarafindan kolonda metabolize olurlar. Bu metabolitler digskiya ge-
cebilecekleri gibi genel sirkllasyona absorbe olabilir ve idrara gegebilirler (24). Tim bu olumsuz etkilerine rag-
men 1971’den beri Allura Red'in kullanimina genotoksik olmadigi gerekgesiyle ABD’de izin verilmektedir (25,
17). Galismamizda canli hiicre sayisini 6nemli oranda azaltan (p<0.05) bir baska gida boyasi Amaranth’'dir (Se-
kil 1). Amaranth’in sigan fetuslari igin toksik ve kanserojenik etkiye sahip olmasinin muhtemel oldugu belirtiimek-
tedir. Metabolitlerinden biri olan sodyum naphthionate fetusta sternebral anormalliklere neden olabildigi, diger bir
metaboliti olan R-amino tuzunun da iskelet anormalliklerine yol acabilecegi rapor edilmistir (24). Reyes ve ark.
(23) Amaranth’in karacigerden izole ettikleri mitokondrileri inhibe etme oranini %20 olarak tespit etmislerdir. Ay-
rica kolonlarda DNA hasarini indukledigini gésteren bazi ¢alismalar da vardir (10, 11).

SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz bu calisma Eritrosin, Rose Bengal, Pholoxine, Allura Red ve Amaranth’in hiicre canhihgini énemli
derecede azalttigini géstermistir. Ancak bu ¢alismada kullanilan boyalar gida endustrisinde séz konusu olan-
larin sadece bir kismidir. Ginuimuzde kullanilan bitin gida boyalarinin toksik 6zellikleri kesin olarak belirlen-
melidir. Ozellikle cocuklar, yaslilar ve hastalarin tiikettigi yiyecek ve iceceklerdeki miktar ve cesidine dikkat edil-
melidir. Gida boyalarinin kullaniminin gerekli oldugu giinimiiz kosullarinda daha glvenli olanlarinin segilmesi
ve bu konuda yapilan arastirmalara verilen dnemin artiriimasi gerekmektedir.
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