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OZET

Bu tez calismasinda, Amaranth gida boyasinin genotoksik etkisi; bitki model
organizmasi Vicia faba (bakla) kullanilarak; kontrol grubu (saf su), 30, 50, 70, 100, 250
ve 500 mg/L konsantrasyonlari kullanilarak arastirildi. Amaranth sulu ¢ozeltisinde
bakla tohumlarini ¢gimlendirip, Amaranth’in tohum ¢imlenmesi, kok gelisimi, mitotik
indeks ve mitotik anormallikler Uzerine etkisi mitoz boélinmenin tim evrelerinde
arastirilip nitelendirildi. incelenecek preparatlarin hazirlanmasinda Feulgen ezme
preparat teknigi kullanildi.

Calismada; 24, 48 ve 72 saat ¢imlenme stirelerinin kullanildigi konsantrasyon
gruplarinda ¢imlenme oranlarindaki degisim, kontrol grubuna kiyasla, istatistiksel
acidan anlamh bulunmadi (p>0.10). Kok gelisimi ile ilgili yapilan arastirmalarda kok
gelisiminin; 250 mg/L konsantrasyon grubunda istatistiksel acidan anlamli olarak
azaldigr (0.01<p<0.05), 500 mg/L konsantrasyon grubunda ise; ileri derecede
anlamlilik gostererek azaldigi sonucuna varilmistir (p<0.001).

Tim konsantrasyon gruplarinda hesaplanan mitotik indeks orani ise; ileri
derecede anlamli olacak sekilde azaldi (p<0.001). Hiicrelerde rastlanan anormallikler;
metafaz plaginda toplanamama, kromozom vyapismasi, ¢ok kutuplu metafaz,
interfazda mikronikleus ve niikleusun odalara ayrilmasi seklinde goézlendi, bu
anormallik oranlarinin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (0.01<p<0.05).

Sonug olarak; Amaranth’in ¢imlenmeye etki etmedigi ancak 250 ve 500 mg/L
konsantrasyon grubunda kok gelisimini olumsuz etkiledigi, mitotik indeks ve mitotik
anormalliklere bakildiginda ise; tiim konsantrasyon gruplarinda genotoksik etkisi

oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Vicia faba, Amaranth, mitotik indeks, genotoksisite, koék

gelisimi, mitotik anormallik.



SUMMARY

In this thesis; the genotoxic effect of food coloring Amaranth were investigated
using the plant model organism Vicia faba (broad bean). Control group (dH20) and
Amaranth aqueous solutions were prepared in 30, 50, 70, 100, 250 and 500 mg/L
concentrations. The seeds were germinated to observe the effects of Amaranth on
seed germination, root development, mitotic index and mitotic abnormalities. All
stages of mitosis were also characterized using the Feulgen squash method.

In this study; the changes in germination rates of Vicia faba seeds in 24, 48 and
72 hours intervals were not found to be statistically significant compared to the
control group (p>0.10). The root developmenst were decreased statistically
significant in the 250 mg/L concentration group (0.01<p<0.05). But, in the 500 mg/L
concentration group; it was decreased statistically highly significant (p <0.001).

The rate of mitotic index calculated in all concentration groups were found to
be decreased statistically highly significant (p<0.001). Abnormalities in cells were
observed to be as; the failure of aligment in the metaphase plate, sticky
chromosomes, multipolar metaphase, micronucleus in the interphase and the partial
nucleus. All these abnormality rates were found to be statistically significant (0.01 <
p<0.05).

As a result of this study; Amaranth does not found to be affected the seed
germination . Eventhough, It affects root development negatively in the 250 and 500
mg/L concentration group. Mitotic index and mitotic abnormalities indicate that

Amaranth has genotoxic effect on Vicia faba in all concentration groups.

Keywords: Vicia faba, Amaranth, mitotic index, genotoxicity, root development,

mitotic abnormalities.
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TESEKKUR

Ylksek lisans tez ¢alismam siresince; bilimsel birikimini benimle paylasip, her
zaman beni motive eden, bana destek olan ve giiler ylziyle yol gosteren degerli
danisman hocam Sayin Dr. Ogr. Uyesi Sema Tilay HEKIMBASI'na tesekkiirii borg
bilirim.

Hayatim boyunca; maddi ve manevi destegiyle yanimda olan, benim icin her
turll fedakarhgi yapan, ellerinden gelen tiim imkanlari sunan ve bana duyduklari
glivenle beni yireklendiren sevgili annem Mesude AKALIN’a, sevgili babam Hiiseyin
AKALIN’a, sevgili abim Ahmet Selman AKALIN’a ve hayatimin her alaninda oldugu gibi
yogun calismalarim sirasinda da bana yardimci olup beni bir an olsun yalniz
birakmayan, destegini hep lizerimde hissettigim sevgili esim Safa YEMiS’e sonsuz

tesekkirlerimi sunuyorum ve bu tezi onlara ithaf ediyorum.
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karsilastirildiginda kalp ve akciger hipoplazisi.

1.4. Kafatasi kemiklerinde ve omurlarda meydana gelen anomaliler. 9
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3.2.: Kontrol grubu ve farkli Amaranth konsantrasyonlarinda ¢cimlendirilen 21
bakla tohumlarinda, 48 saat sonunda gozlenen kok gelisimi.

3.3.: Kontrol grubu ve farkli Amaranth konsantrasyonlarinda ¢cimlendirilen 22

bakla tohumlarinda, 72 saat sonunda gozlenen kok gelisimi.

3.4. Kontrol grubunda gozlenen hiicrelerde normal profaz safhasi (10x40). 24
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metafaz plaginda toplanamama (10x40).
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3.10.: Amaranth’in 50 mg/L konsantrasyon grubunda gézlenen hiicrelerde 28
cok kutuplu metafaz (10x40).

3.11.: Amaranth’in 70 mg/L konsantrasyon grubunda gézlenen hiicrelerde 29
interfazda mikronikleus (Ust ok) ve ¢ok kutuplu metafaz (alt ok)

(10x40).
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1. GIRIS

Azalan tarim alanlarina oranla hizla artan diinya nifusu, canhlarin temel
gereksinimi olan beslenme ihtiyacina yonelik galismalar yapilmasini gerektirmektedir.
Gidalarin uzun siire bozulmadan saklanabilmesi, Gretim maliyetlerinin duslrilmesi
ve mevsimlik gidalarin yilin her déneminde tiiketilme egilimlerinin artmasi gibi
hususlar gida katki maddelerinin kullanimini zorunlu hale getirmistir.

Gida katki maddeleri; gida hammaddesi olarak kullanilmayan fakat gidanin
lezzetini arttirmak veya istenen rengi vermek, gidada meydana gelebilecek
istenmeyen degisiklikleri engellemek ya da raf 6mrini uzatmak amaciyla isleme,
paketleme, tasima ve muhafaza asamalarinda gidalara katilan dogal ya da yapay
maddelerdir.

Gida katki maddeleri kullanim amaclarina gére dort gruba ayrilir;

e Aromayi ve rengi gelistiriciler
— Aroma Maddeleri
Aroma arttiricilar, gidadaki mevcut tadi ve kokuyu korumak veya tat ve kokuyu
daha cazip hale getirmek ya da istenmeyen tat veya kokunun éniine gegmek amaciyla
kullanihr.
— Renklendiriciler
Gidanin rengini dizenlemek, tiiketici begenisini kazanmak ya da renksiz besine

renk vermek amaciyla gidalara eklenen maddelerdir.

e Koruyucular
— Antimikrobiyaller
Gidada bulunan mikroorganizmalari kontrol altinda tutarak gida gilivenligini
saglamak, gidalarinin bozulmasinin 6niine ge¢gmek amaciyla kullanilan maddelerdir.
Nitrit ve nitrat bilesikleri, sorbik asit, propiyonik asit, benzoik asit gidalarda koruyucu

olarak kullanilan antimikrobiyal katki maddelerine 6rnektir.



— Antioksidanlar
Gidalarda oksidatif bozulmayi, renk, tat ve kokuda meydana gelen istenmeyen
degisiklikleri geciktiren veya onleyen, buna bagli olarak da gidalarin raf 6mriini

uzatan maddelerdir.

e Gidanin dokusunu, hazirlanma ve pisme 6zelligini iyilegtirenler

— pH ayarlayicilar (asetik asit, propionik asit, kalsiyum karbonat)

— Topaklanmayi 6nleyenler (magnezyum oksit, magnezyum karbonat, silikon
dioksit)

— Emdlsiyon yapicilar (lesitin, mono ve digliseritler)

— Stabilizorler, kivam arttiricilar (kalsiyum asetat, kalsiyum karbonat)

e Besin degerini koruyucu ve gelistiriciler
— Diyette eksik olabilecek besin 6gelerini eklemek amaciyla gidaya katilanlar
— Gidanin islenmesi sirasinda kaybolan besin 6gelerini yerine koymak amaciyla

gidaya katilanlar

Gida katki maddelerinin bir grubu olan rengi gelistiriciler, gidanin islenmesi
sirasinda kaybedilen dogal rengini gidaya geri kazandirmak ve ayrica estetik olarak
dikkat ¢ekici Grlinler olusturmak i¢in gidalara eklenen maddelerdir.

isleme sirasinda gida maddelerinde gidanin dogal renginde renk kaybi meydana
gelmektedir. Tuketiciler, gidalarin alisik olduklari  belirli renkte olmasini
beklemektedirler. Bu nedenle, gidalarin albenisini arttirmak icin renklendirici katki
maddeleri kullanimi, gida enddstrisi agisindan vazgecilmez hale gelmistir.

Renklendirici gida katki maddelerinin kullanimi eski Misir dénemine (MO 1500)
dayanmaktadir. O zamandan beri zerdecgal, maydanoz, i1spanak, meyveler, ¢icek
yapragl ozleri gibi dogal kaynakh ¢ok sayida renklendirici, gidalarin gériinimlerini
iyilestirmek icin kullanilmistir. Degisen ve gelisen teknolojiyle beraber gida
renklendiricisi olarak dogal (Uretilen boyalarin yaninda kimyasal olarak da
renklendirici boyalar Uretilmeye baslanmistir. Yapay katki boyalari, dogal kaynakli

olanlara gore uretim kolayhgi, disik maliyet ve daha iyi renklendirme ozellikleri,
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mikrobiyal kontaminasyona ugrama riskinin az olmasi, 1s, 151k, sicaklik, pH ve oksijene
karsi yuksek kararhlik gosterme gibi cesitli avantajlara sahip oldugundan yaygin olarak
kullanihr  [1]. Ancak insan ve hayvanlar Uzerinde karsinojenik, alerjik etki
gosterebilmesi, hiperaktiviteye ve 0grenme bozukluklarina yol acabilmesi gibi
zararlarindan dolayi bu katki maddelerinin gidalarda belirli oranlarda kullanimina izin
verilmektedir [2].

Yaygin olarak kullanilan gida katki maddelerinin kullanim miktarlarinin
dizenlenmesi tliketici saghgl acisindan onemlidir. Gida katki maddelerinin
givenilirligi, WHO (World Health Organisation-Diinya Saglik Orgiitii) ve FAO (Food
and Agriculture Organization-Gida ve Tarim Orgiitii) tarafindan ortaklasa yiriitiilen
uluslararasi bir uzman komitesi olan JECFA (Joint Expert Committee on Food
Additives-Gida Katki Maddeleri Ortak Uzmanlar Komitesi) ve EFSA (European Food
Safety Authority-Avrupa Gida Givenligi Otoritesi) tarafindan sirekli olarak takip edilir
ve degerlendirilir. Bu degerlendirmeler sonucunda FAO/WHO Uzmanlar Komitesi
tarafindan, renklendirici gida boyalari ile ilgili yapilan c¢alismalari géz o6niinde
bulundurularak, gida boyalari icin insanlarda glivenli doz olarak kabul edilen ADI
(Acceptable Daily Intakes-Onerilen Giinliik Tiiketim Miktari) degeri belirlenmektedir.
Bazi gida boyalari icin ADI degerleri; Eritrosin i¢in 0-0.1 mg/kg, Glinbatimi Sarisi igin
0-2.5 mg/kg, Amaranth igin 0-0.15 mg/kg, Tartrazin icin 0-7.5 mg/kg, Azorubin igin O-
4 mg/kg olarak belirtilmistir [3].

Her gida katki maddesi icin Avrupa Birligi tarafindan belirlenen 6zel tanima
kodu vardir ve bu tanima kodu E kodudur. E harfi "Europe (Avrupa)"nin kisaltmasidir.

E kodlama sistemine gore gida boyalarinin uluslararasi numaralandiriimasi
E100-E180 araliginda belirlenmistir. Ornegin E123 Amaranth, E102 Tartrazin gibi
renklendirici gida katki maddeleri E kodu ve li¢ basamakli sayilar kullanilarak belirtilir.

Yanindaki sayilar o katkinin islevsel sinifiyla ilgilidir [3].

1.1. Amaranth Gida Boyasi

Amaranth, dlinyanin bircok bolgesinde yapraklari sebze, kendisi sus bitkisi ve

tohumlari da tahil sayilan, cabuk Greyen ve bakim gerektirmeyen, dayanikli, tropikal,



renkleri koyu mordan kirmiziya ve altin rengine kadar degisiklik gosteren bir bitkidir.
Aztek, inka ve Maya toplumlarinda misir ve fasulyeye ek olarak giinliik diyetin bir
parcasi olup 6nemli bir gida GrlinU olarak tliketilmistir. Amaranth bol liflidir ve yliksek

protein icerir. Sekil 1.1. ‘de Amaranth bitkisinin cicegi gosterilmistir.

Sekil 1.1.: Amaranth bitkisinin giceklerinin goriintisa.

Amaranth gida boyasi; Amaranth bitkisinin rengarenk ¢iceklerinden Uretilen,

morumsu kirmizi renkte, toz, suda ¢ozlinlir boyadir.

1.1.1. Kimyasal Yapisi

e Digerisimleri: C.I. Food Red 9 (Cl Gida Kirmizisi 9)

Acid Red 27 (Asit Kirmuzisi 27)
e Kimyasal Adi: Trisodyum 2-hidroksi-1-(4-stlfonato-1-naftilazo) naftalin-3,6-
disiilfonat
e Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri: Amaranth anyonik bir boyadir. Morumsu kirmizi
bir goérlinime sahiptir. Suda ¢6zlinlr, etanolde az miktarda ¢ozinir ve bitkisel

yaglarda ¢6ziinmez. Sulu ¢ozeltisi 520 nm’de maksimum absorbsiyona sahiptir.



e Tehlike: Cilde temasta herhangi bir irritasyona neden olmaz. Goze temasta hafif
bir irritasyon meydana gelebilir.

e Kimyasal Formil: C;0H11N2Na3010S3

e Molar Kitle: 604,473 g/mol

e Verdigi Renk:

e Yapisal Formili:

Na* S S Na*
V4 N\
0 (o]
T
N
HN/
o
Na*

1.1.2. Kullanim Alanlari

Renklendirici katki maddeleri, uzun zamandir insan kultlirinin bir parcasi
olmustur. Onceleri dogal renklendiriciler kullanilirken gelisen endiistriyle beraber
sentetik gida katki maddeleri Uretilmeye baslanmistir. Gida endistrisi, bir gida
Urlninin estetik kalitesini, albenisini ve tiketimini artiracak sekilde sentetik
renklendiriciler kullanir. Diinyada yillik toplam renklendirici Giretiminin 800.000 ton

oldugu tahmin edilmektedir.


https://www.google.com/search?rlz=1C1RLNS_trTR875TR875&q=amarant+form%C3%BCl&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sDQ0K0zSUs9OttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqzS8otyS3MSF7HyJ-YmFiXmlSiARA7vyQEAUscZqUgAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjHot7dlvLmAhVLalAKHYGJDkgQ6BMoADARegQIDhAC
https://www.google.com/search?rlz=1C1RLNS_trTR875TR875&biw=1366&bih=657&q=amarant+molar+k%C3%BCtle&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sDQ0K0zS0spOttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqxy83MSixRyE4uLF7GKJOYmFiXmlShABLMP7ynJSQUA8xmeHFAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiG1e_-kvLmAhVPa1AKHQvyBEgQ6BMoADASegQIEBAX

Yapay gida renklendiricileri, gida gériinimuni cazip kilmak igin diinya ¢apinda
yaygin olarak kullanilmakta olup farkli alanlarda uygulanmaktadir. Amaranth; alkolsiiz
icecekler endistrisinde, meyve aromali pek cok icecekte, sekerlemelerde renk verici
olarak sikga tercih edilen renklendirici gida boyalarindandir.

Amaranth, pastorizasyon sicakliklarina karsi stabilitesinin yliksek olmasi
nedeniyle sit Urdnlerinde, yiksek sterilizasyon veya pisirme sicakliklarina ve asidik
ortam kosullarina karsi dayanikli olmasi nedeniyle konserve gidalarda, yulksek
¢Ozunurlige sahip oldugu igin kuru toz igecekler, tathlar, krema tozu, g¢orbalar ve
soslarda kullanilmaktadir [3].

Amaranth gida endustrisinin yaninda kozmetik, tekstil ve kagit Gretimi gibi

bircok endistride de yaygin olarak kullanilmaktadir [4].

1.1.3. Canlilar Uzerine Etkisi
1.1.3.1. insanlar Uzerine Etkisi

1.1.3.1.1. Toksik Etkisi

Ginlimizde hazir gidalar, insanlar tarafindan oldukca fazla tiiketilmektedir.
Ulasimi kolay olan gida katki maddeli besinlerin denetimi yapilmal ve kullanilan
miktarlar belirlenen oranlarin Gzerine ¢itkmamalidir. Gida katki maddeleri uygun
sekilde kullanildiginda, yani izin verilen katki maddesi, izin verilen besinlerde, izin
verilen miktarlarda ve yasalara uygun sekilde kullanildiginda saglik riskleri minimize
edilmis olur. Tuketilen gidalarda kullanilan gida katki maddeleri, miktarlarina dikkat
edilmedigi takdirde ise insan saghgi icin ciddi tehdit olusturmaktadir.

Amaranth’in toksik etkisi, yapilan ¢ok sayida ¢alisma ile gesitli canli tirlerinde
test edilmistir. Amaranth’in toksisitesi uygulanan doza, uygulandigi dokuya ve
uygulama sekline ve bagh olarak degismektedir. Amaranth’in tiketildikten sonra
insan vicudunda aspirin, benzoik asit gibi ilaglarla etkilesmesi durumunda duyarl
insanlarda alerjik ve astimatik reaksiyonlara sebep oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya
konmustur [5].

islenmis gidalarin tiiketiminin artisina paralel olarak, FDA tarafindan

kullanimina izin verilen renklendiricilerin tliketim miktarlari 1950 yilinda 12 mg/kisi



basi/gun iken 2012 yilinda 68 mg/kisi basi/guin olarak yaklasik 5 kat artis gostermistir.
Bazi tlketiciler 6rnegin cocuklar, yetiskinlere gore daha fazla sentetik gida
renklendiricileri ile renklendirilmis icecek, sekerleme, dondurma ve meyveli trinler
tiketmektedir, renklendiricilere daha fazla miktarda maruz kalmaktadir.
Renklendiricilerin insan saghgina etkileri ile ilgili yapilan c¢esitli calismalarda;
renklendirici katki maddeleri iceren gidalar tiiketildiginde insanlarda deri dokiintileri,
migren, kanser ve kromozom hasari gibi rahatsizliklar ve ¢ocuklarda hiperaktivite
gOzlenmistir [6].

Saglikh beslenmenin ¢cok 6nemli oldugu cocukluk caginda yeterli ve dogru
beslenememek, cocugun zihinsel, fiziksel ve duygusal durumunu etkilemektedir.
Dikkat eksikligi ve hiperaktivite, cocukluk caginda cok sik gorilen psikiyatrik
bozukluklardandir. Bu rahatsizliga genetik faktorler, cevresel degisiklikler, mental
sorunlar ve beslenme neden olmaktadir. Etiyolojisi tam olarak bilinmemekle beraber
cevresel etmenlerden besinler ve gida katki maddeleri, dikkat eksikligi ve
hiperaktivite ile iliskisi bulunan ve arastirilan iki buylk etmendir [6]. S6z konusu
durumla ilgili yapilan bir calismada, yapay renklendirici iceren gidalarla beslenen 3 ile
8-9 yaslarindaki cocuklardan olusturulan iki grupta da dikkat eksikligi ve hiperaktivite
gorildigi ortaya cikmistir [7].  Renklendiriciler ve hiperaktivite arasindaki iliskinin
degerlendirilmesine yonelik Pelsser ve arkadaslari tarafindan 2011 yilinda yapilan
calismaya gore, 4-8 yaslari arasinda dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu olan
100 gocuga saglikl diyet uygulandiginda cocuklarin  %78’i, dikkat eksikligi ve
hiperaktivite belirtileri agisindan diyete olumlu cevap vermistir. Renklendiricilerin
saghk Uzerindeki etkileri hakkinda vyapilan ¢alismalar sonucunda gida
renklendiricilerinin dikkat eksikligi ve hiperaktivitenin dogrudan sebebi olmadigi, var

olan semptomlari ilerlettigi gozlenmistir [2].

1.1.3.1.2. Mutajenik Etkisi

Gida katki maddeleri toksik etkiye sebep oldugu gibi mutasyonlara yol acip
mutajenik etki gostererek insanlar icin olasi bir tehlike kaynagi da olabilir.

Amaranth’in sahip oldugu azo fonksiyonel grubundan (-N=N-) ve aromatik halka
yapisindan dolayi insan saghgina zararh oldugu one surilmektedir [4]. Amaranth’in
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DNA’ ya baglanabildigi ve kromozom anomalilerine sebep oldugu da Mpountoukas
ve arkadaslari tarafindan 2010 yilinda yapilan calisma ile belirtilmistir. Bu ¢calismada,
insan periferik kan hiicresi kilturleri Gzerinde Amaranth gida boyasinin etkisini
degerlendiren bir deney gerceklestirmislerdir. Yapilan bu deney sonucunda incelenen
boyanin 8 mM konsantrasyonda, hiicrelerde mitotik indeks azalmasina neden
oldugunu, hiicre boélinmesinde gecikmeler ortaya cikardigini ve bu hiicrelerde
anomaliye sebep olup mikrontikleus olusturdugunu goéstermislerdir [4].

Amaranth’in insanlar tGzerindeki mutajenik etkisini belirlemeye yonelik yapilan

¢alismalar oldukga kisith olup, daha ileri galismalarin yapilmasina ihtiyag vardir.

1.1.3.2. Hayvanlar Uzerine Etkisi

Gidalarda kullanilacak olan katki maddelerinin deney hayvanlarinda test edilip doza
bagli olarak ortaya ¢ikarabilecegi olasi toksik ve sitotoksik etkilerin belirlenmesi, gida

katki maddelerinin kullanim izinlerinin verilmesinde blyuk bir 6neme sahiptir.

1.1.3.2.1. Toksik Etkisi

Hashem ve arkadaslari (2010), sicanlarda Glnbatimi Sarisi, Kurkumin ve
Amaranth’in toksik etkisini arastirmistir. Bu arastirma kapsaminda, kullanilan disi
sicanlarin hamileliginin 6. glinlinden 15. gliniine kadar ADI degerinin 10 kati olacak
sekilde, kilogram basina 47 mg/kg dozda, oral yoldan Amaranth uygulandiginda
fetlslerin %27.8’inde blylime geriligi Sekil 1.2. ile, %8.3’lUnde akciger ve kalp
hipoplazisi Sekil 1.3. ile ve %25’inde iskelet anomalilerinin ortaya ¢iktigini Sekil 1.4. ile

gostermistir [8].



Control

Sekil 1.2.: Sirasi ile oral yoldan 157.5 mg/kg Kurkumin (C), 315mg/kg Glinbatimi Sarisi
(B) ve 47 mg/kg Amaranth (A) uygulanan sican fetislerinde gorilen blyime geriligi.

Sekil 1.3.: 47 mg/kg dozda Amaranth uygulanan sigan fetlstn(in kontrol ile
karsilastirildiginda kalp ve akciger hipoplazisi.

Sekil 1.4.: Kafatasi kemiklerinde ve omurlarda meydana gelen anomaliler.



Yapilan 8 haftalik bir calisma ile sicanlara oral yoldan uygulanan farkh dozlardaki
Amaranth’in karaciger ve bobregi olumsuz etkileyebilecegi ve biyokimyasal
parametrelerde olumsuz degisikliklere neden olabilecegi gosterilmistir [9].

Amaranth gida boyasi, gastrointestinal sistemde emilen ve 1- amino-4-naftalin
stlfiirikasit ve 1-amino-2-hidroksi-3,6-naftalen distlfirik asit olarak riinlere yikilan
bir azo boyadir. Amaranth'in yikimi sonucu olusan bu Urlnlere, boya ile beslenen
sicanlarin idrarinda da rastlanir [9].

Alanin aminotranferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST) ve alkalin fosfataz
(ALP) gibi sitoplazmik enzimler karacigere ait bozukluklarin degerlendiriimesinde
kullanihir.  Bu enzimler, olasi karaciger hasarinda membran gegirgenliginin
degistirilmesi sonucu dolasim sistemine girerler. Bu enzimlerin aktivitesindeki artis
karaciger hasarini yansitir [10]. Yapilan ¢alismada, oral yoldan 47 mg/kg dozda
Amaranth gida boyasi uygulamasi yapilan sicanlarda ALP, AST ve ALT enzimlerinin
kontrol grubuna gore onemli oranda yikselmesiyle sicanlarda Amaranth’a bagli
karaciger hasarinin meydana gelmis oldugu gosterilmistir [9].

Azo boyalarin toksik etkisi, bilesigin kendisinin dogrudan etkisinin veya azo
baginin indirgenmesi sirasinda Uretilen serbest radikallerin ve aril amin tiirevlerinin
olusumunun bir sonucu olabilir [11].

Bu serbest radikaller, oksidatif strese neden olur ve bunun sonucunda karaciger
hiicreleri dejenerasyona ugrar, membran akiskanligi kaybedilir, membran bitlinlGgl
ve fonksiyonu bozulur, ciddi patolojik degisiklikler meydana gelir [12].

Proteinler, tiim canli hiicrelerin temel bilesenidir ve bir organizmanin metabolik
faaliyetlerini yerine getirebilmesi icin gerekli olan enzimler, hormonlar ve birgok
madde protein yapidadir [13]. Serum proteininin maddelerin tasinmasi, bagisiklik
savunmasl, kan pihtilasmasi gibi bircok islevi vardir. Serum protein seviyeleri ve
analizleri beslenme durumunu, enfeksiyonu ve ¢esitli bozukluklari degerlendirmede
kullanilir [14]. Siganlara 4.7 mg/kg dozda Amaranth uygulandiginda toplam protein
dizeyinde azalma oldugu gozlenmistir. Bu durum, 4.7 mg/kg dozdaki Amaranth'in
protein sentezinin baskilanmasina neden olabilecegini diislindiirmektedir.

Serum proteininin azalmasi, Amaranth’in azo baglantisi nedeniyle bozulmus
olan protein sentezine baglanabilir [9]. Karaciger fonksiyonlarindaki bozukluk da

serum proteinini bastirir ve bodylece hayvanlarda hipoproteinemiye yani, kanda
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protein dizeyinin normalin altina dliismesine neden olur. Ayrica, bazi toksik
bilesiklerin sonucu olarak amino asit deaminasyonundaki artis da hipoproteinemiye
neden olur [9]. Calismalar, azo boyalarinin DNA, RNA ve azot fiksasyonu inhibisyonu
gibi bircok biyolojik reaksiyonda da yer aldigini bildirmistir [15].

Bilirubinin dogal bir antioksidan oldugu gosterilmistir [16]. Yapilan calismada
4.7 mg/kg dozda Amaranth boyasi uygulanan sicanlarda, kontrol grubuna kiyasla
toplam bilirubin miktarinda 6nemli bir azalma meydana geldigi gosterilmistir. 47
mg/kg dozda Amaranth uygulandiginda ise, bilirubin miktarinda artis gézlenmistir. Bu
da yiiksek dozda Amaranth uygulanmasinin karaciger hasarina neden olup, bilirubinin
dolasima sizmasina neden oldugunu géstermektedir [9].

Yapilan hematolojik degerlendirmede 4.7 mg/kg dozda Amaranth uygulamasi
yapilan sicanlarda hemoglobin ve alyuvar sayisinda yikselme gézlenmistir. Bu durum;
elektron tasima zincirinin gida katki maddeleri tarafindan bozulmasinin bir sonucu
olarak, dokulara ulastirilan diisiik oksijen miktarina yanit amacli sistemin telafi edici
cabasini gostermektedir [9].

Sicanlar Gzerinde Shtenberg ve Gavrilenko (1970, 1972) tarafindan iki calisma
yapiimistir. Calismalardan birinde; Amaranth’in sulu ¢ozeltisi, 12 ay boyunca 1.5 ve
15 mg / kg dozlarinda oral yoldan verilmistir ve sicanlar 3 kez ciftlestirilmistir. 1.5
mg/kg Amaranth uygulanan grup icin canl dogumu olmayan basarisiz gebeliklerin
ylzdesi, 3. ciftlesme sonucunda en yiksek deger olarak raporlanmis ve 1. ve 2.
giftlesme durumunda 6li yavrularin yizdesi sirasiyla % 20.7 ve % 33.8 olarak
belirlenmistir. Daha yliksek dozda uygulanan Amaranth, dogurganlk ve gebelik
sonuglari Gzerindeki olumsuz etkinin belirgin bir sekilde artmasina neden olmamistir.
ikinci calismada cinsel olarak olgunlasmis 320 sican kullanilmistir. Bu sicanlara 12 ay
boyunca icme suyu ile beraber 1.5 ve 15 mg/kg dozda Amaranth uygulanmistir. Bu
sicanlarin sperm kalitesin bozulma ve 6strus sikluslarinda uzunluk saptanmistir. Bu
degisiklikler istatistiksel olarak anlamli olsa da, sistematik olarak anlamsiz
bulunmustur ve doz-etki iliskisine dair tutali bir kanit raporlanmamistir. Testislerin
histolojisi ve dogurganlik lzerinde uygulanan farkh dozlardaki Amaranth’in higbir
etkisi gorilmemistir, fakat dogumdan 1 ay sonra mortalitede istatistiksel olarak

anlamli bir artis oldugu ortaya konmustur [17],[18].
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Amaranth’in neden oldugu toksisitenin belirlenmesine yonelik bir baska
¢alismada iki cinsiyette de siganlar kullanilmistir. Siganlarin giinliik diyetlerinde 50,
250 ve 1250 mg/kg Amaranth uygulanmistir. Amaranth uygulamasinin dogurganlik,
hematolojik parametreler, serum kimyasi veya timor insidansi Uzerinde olumsuz
etkisi gozlenmemistir. Ayrica uygulama yapilan tim hayvanlarin kirkinde renk
degisimi meydana gelmistir ve diskida hafif kirmizi renk ortaya ¢ikmistir. Yiksek doz
Amaranth uygulanan siganlar daha fazla yavru lretmistir ve bu yavrularin ortalama
agirligi kontrol grubunun yavru agirliklarindan daha disiik olmustur. Yiksek dozda
Amaranth uygulamasi yapilan disi sicanlarin idrarlarinda daha fazla miktarda proteine

rastlanmistir [19].

1.1.3.1.2. Mutajenik Etkisi

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile Amarant’in potansiyel
genotoksisitesinin degerlendirilmesine yonelik Drosophila melanogoster kullanilarak
yapilan ¢alismada 12.5, 25 ve 50 mg/ml konsantrasyonda uygulanan Amaranth,
Drosophila melanogoster’'da genotoksisite gdstermistir [20].

Sasaki ve arkadaslari (2002) tarafindan yapilan ¢alismaya gore, fare mide salgi
bezi dokusunda ve gastrointestinal sistemde Amaranth’in 1000 mg/kg dozda DNA
hasarina sebep oldugu gosterilmistir [21]. Yapilan baska bir arastirmayla ise
Amaranth’in fare intestinal sisteminde mikronikleus testinde genotoksik etkiye sahip
olmadigl gbzlenmis olup Sasaki (2002) tarafindan yapilan calismada farelerde
meydana gelen DNA hasarlarinin gegici oldugu, hasarlarin lezyonlarda sabitlenmedigi
ve bu durumun boyalarin lokal sitotoksisitesi ile kismen aciklanabilecegini
disundirmektedir [22].

Amaranth gibi suda ¢6zlnlir azo boyalar, yutulan boyanin dnemli 6l¢lide
emilmesini engelleyen yuklli silfo gruplarina sahiptir. Bozulmamis boya kolona
ulastiginda bagirsak mikroflorasi tarafindan kapsamli metabolik indirgenmeye
ugrayabilir ve indirgenmis aromatik aminler hizla emilir. Aromatik aminler sirasiyla
P450 ve asetiltransferaz ile oksitlenir ve asetile edilir. Aktive edilmis aromatik aminler
genotoksisite gosterir. Shimada ve arkadaslari, 2010 yilinda yaptiklari ¢alismalarla
cesitli konsantrasyonlarda Amaranth gida boyasinin, sicanlarin ve farelerin cesitli
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doku hiicreleri Gizerindeki etkisini degerlendirmistir. Beyin, akciger, karaciger, bobrek,
mide, kolon, idrar kesesi ve kemik iligi, fareler icin 1 ve 10 mg/kg dozda uygulamadan
3 saat sonra ve siganlar icin 10, 100 ve 1.000 mg /kg dozda uygulamadan 3, 6, 12 ve
24 saat sonra 6rneklenmistir. Farelerde Amaranth’in uygulamasindan 3 saat sonra 10
mg/kg’lik dozda kolon spesifik DNA hasarina neden oldugu gozlenmistir. Sicanlarda
test edilen dozlarda, 3 saat sonra incelenen 10 mg/kg dozda Amaranth uygulanan
mide 6rnegi harig, 3 ila 24 saat arasindaki herhangi bir 6érnekte kolon spesifik DNA
hasari ya da diger organlarda hasar gézlenmemistir. Midede olusan DNA hasari da,
doza bagh yanit eksikligi nedeniyle sporadik olarak kabul edilmistir. [23].
Amaranth’in farkli organlarda neden oldugu DNA hasarini belirlemeye yonelik
yapilan bir diger calismada hamile fareler ve erkek fareler kullaniimistir. Hamile
farelere oral yoldan 2000 mg/kg dozda Amaranth uygulanip beyin, akciger, karaciger,
bobrek, mide, kolon, idrar kesesi ve embriyonun uygulamadan 3, 6 ve 24 saat sonraki
ornekleri incelenmistir. Tek hiicre jel elektroforezi kullanilarak DNA hasar tespiti
yapiimistir. Kolonda 3 saatlik 6rnekte ve akcigerde 6 saatlik 6rnekte Amaranth’in
genotokisisite gosterdigi fakat diger organlarda ve embriyoda DNA hasarina neden
olmadig gosterilmistir. Erkek fareler icin yapilan uygulamada da Amaranth’in kolon

hiicrelerinde DNA hasarina neden oldugu bildirilmistir [24].

1.1.3.3. Bitkiler Uzerine Etkisi

DNA molekillu yapisindaki hasarin ve hiicre bdélinmesindeki degisikliklerin
tespiti icin, analizi kolaylastiran disilik sayida (2n=2x=16) ve blyilik kromozoma sahip
olmasi nedeni ile Allium cepa L. (sogan) kok ucu hiicrelerinde, Amaranth’in sitotoksik
etkisini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada 0.4 ve 4 ml’lik dozlara 24 ve 48 saatlik
maruz kalma suresi sonunda degerlendirmeler yapiimistir. 5000 hiicre analiz edilip
mitotik indeks hesaplanmistir ve ki-kare testi kullanilarak istatistiksel analiz
yapiimistir. Elde edilen verilere gore; 24 saatlik ve 48 saatlik maruz kalma siresinde,
her iki dozda da uygulanan Amaranth gida boyasi, kontrol grubuna kiyasla béliinen
hiicre sayisinda ve mitotik indekste azalmaya neden olmustur ve hiicrelerde

mikronikleus gozlenmistir. Sonuclar, degerlendirilen dozlar ve maruz kalma siireleri
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altinda kullanilan Amaranth’in, Allium cepa L. kok ucu hicreleri igin sitotoksik
oldugunu gostermistir [25].

Model organizma Vicia faba (bakla)’da Amaranth gida boyasinin genotoksik
etkisi Gzerine yapilan ¢alismalarda, Vicia faba kok hiicrelerine Amaranth’in 100 mg/L
dozda uygulanmasinin mikronikleus oranini arttirdigi gézlenmistir [26].

Ginlimize kadar yapilan; Amaranth’in diger bitkiler ve c¢alismamizda
kullanilacak olan Vicia faba Uzerine mutajenik ve sitotoksik etkisini belirlemeye

yonelik calismalari yetersiz sayidadir.

1.2. Tezin Amaci, Katkisi ve igerigi

Amaranth, gida Griinindn rengini canlandirmak, Griind daha secilebilir hale
getirmek amaciyla gida endistrisinde kullanilan bir gida boyasidir. Bu tezin amaci;
insan ve hayvanlar Uzerinde karsinojenik, alerjik etkiler yapabilen ve cocuklarda
hiperaktiviteye sebep olabilen Amaranth’in gida boyasi olarak kullaniminin mutajenik
etki acisindan glivenilirliginin, bitki model organizmasi olan Vicia faba kullanilarak test
edilmesidir. Ayrica, Amaranth Uzerine daha once cesitli canh tirlerinde yapilmis olan
genotoksisite g¢alismalari geliskili sonuglar arz etmekte olup yetersiz sayidadir. Bu
sebeple tez calismamizin, konu Ulzerindeki bilgi agigina Vicia faba bitki model
organizmasi 6zelinde katkida bulunmasi hedeflenmektedir.

Amaranth’in genotoksik etkisi cesitli tlrlerde incelenmistir ve vyapilan
deneylerde bazi tirler Gizerinde geliskili ve yetersiz data mevcuttur. Calismamiz; konu
Uzerindeki literatlre bitki test sistemi yaklasimi ile data katkisinda bulunmayi
hedeflemektedir.

Bu tez c¢alismasi vasitasiyla Vicia faba bitkisi kullanilarak Amaranth’in
genotoksik etkisinin varligi ve niteligi kontrol edilmis olacaktir.

Amaranth’in bitkilerdeki genotoksik etkisi lizerine yapilan 6nceki ¢alismalar,
Vicia faba’ da sadece mikronikleus testi ile sinirli kalmistir. Bu tez ¢alismasinda ise
olasi mutajenik etki ve mitotik indeks, mitoz boliinmenin tiim evrelerinde arastirilarak

nitelendirilmistir.
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Bakla (Vicia faba)

Bu galismada; Ege Tarimsal Arastirma Enstitlisi’nden temin edilen bakla (Vicia
faba) tohumlari in vitro kosullarda gimlendirildi ve Amaranth’in mitotik etkilerini test
etmek igin kullanild.

Bakla; baklagiller familyasina adini veren, B1, B2, B6 ve K vitaminlerini
bulundurmakla beraber magnezyum, kalsiyum, demir ve potasyum acisindan da
oldukca zengin olup insan beslenmesinde énemli bir yere sahip olan bitkidir. Ege,
Marmara ve Akdeniz Bolgesi'nde yetisen bakla; mutfagimizda taze, i¢ veya kuru
olarak tuketilir. Fabaceae ailesine aittir ve kromozom sayisi 2n=2x=12 ‘dir. Kazik
kokludir, otsu govdeye ve bilesik yapraklara sahiptir ve yesil glibre uygulamalarinda
kullanihr. Ihman iklim bitkisidir ve yetistirilme déneminde 18 — 27 °C sicakliga ihtiyac
duyar. Cimlenme dénemi icin uygun sicaklik ise 25 °C’ tir.

Yetistiriciliginin kolay, masraflarinin az, sicakliga karsi toleransli ve kromozom
sayisinin az olmasli gibi nedenlerle, genotoksisite ¢alismalarinda bakla (Vicia faba)

bitkisi siklikla tercih edilir.

2.1.2. Amaranth Gida Boyasi

Arastirmada kullanilan Amaranth, aktar olan Tarihi Heybeli Baharat’tan temin
edildi. Amaranth’in; 30 mg/L, 50 mg/L, 70 mg/L, 100 mg/L, 250 mg/L ve 500 mg/L
konsantrasyonlarinda hazirlanan sulu ¢ozeltileri kullanildi. Kontrol grubu igin saf su

kullanildi.
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2.2. Metod

2.2.1. Tohumlarin Cimlendirilmesi

30 mg/L, 50 mg/L, 70 mg/L, 100 mg/L, 250 mg/L ve 500 mg/L
konsantrasyonlarda hazirlanan Amaranth sulu ¢ozeltisi ve kontrol olarak saf su
kullanilarak ¢imlendirilmek tzere, kontrol grubu ve her bir konsantrasyon grubu igin
rastgele secilen 30 adet bakla tohumu, kurutma kagitlarinin tzerine konarak Petri
kaplarina yerlestirildi. Oda sicakliginda, Petri kaplarinin agizlari kapatilarak 24, 48 ve

72 saatlik stireler igin cimlenmeye birakildi.

2.2.2. Cimlenen Tohumlarda Kék Uzunluklarinin Olgiilmesi

Farkli konsantrasyonlardaki Amaranth sulu c¢Ozeltisinin, bakla bitkisi kok
uzunluguna etkisini belirlemek amaci ile ¢cimlenen tohumlarin kéklerinin uzunluklari
24, 48 ve 72 saatlik periyotlarda ayri ayri Olglllp aritmetik ortalamalari alindi ve

fotograf cekimleri yapild.

2.2.3. Mitoz Preparatlarinin Hazirlanmasi

Mitotik indeks ve anomalilerin gozlemi amaci ile mitotik preparatlarin

hazirlanmasi igin Feulgen ezme preparat metodu kullanildi.

e Cimlenmis tohumlarin kék uglarinin apeks kismi 1-1.5 cm uzunlugunda kesildi.

e On fiksasyon icin kék uclari a-monobromonaftalen’in sudaki doymus
cozeltisinde, +4 °C ‘ta 16-17 saat bekletildi.

e Buradan cikarilan kok uclari Farmer ¢ozeltisi (1: glasiyel asetik asit, 3: etil alkol)
iceren tuplere alinip +4 °C ‘ ta saklandi.

e Farmer ¢ozeltisinden alinan kok uglari sirasiyla, %70 etil alkol ve saf su ile
yikandi.

e Yikanan kdk uglari N HCl iceren bir tiipe alinarak 60 °C sicak su banyosunda 12

dakika hidroliz edildi.
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e Hidroliz sonrasi kdk uglari, Feulgen boyasi iceren tiiplere alinarak 1-2 saat oda
sicakliginda ve karanlik ortamda kok uglari kirmizi renk alana kadar boyanmaya
birakild.

e Boyanan kok ucglarindan 1-2 mm uzunlugunda parca kesilerek lam (izerine
alindi.

e Alinan doku lizerine 1 damla LPO (Lactopropioaseto-orcein) boyasi damlatilarak
piring gubuk ile dik vuruslar yapilarak ezildi.

e Yayilan hicreler Uzerine lamel kapatildi. Preparat iki kurutma kagidi tzerine
alinarak diiz bir zeminde, bas parmakla bastirildi.

e Preparat iki kurutma kagidi arasindan gikarilmadan, hiicrelerin tek dizlem
Uzerinde dagilmasini saglamak amaci ile arkasi diiz bir kursun kalemle,
preparatin Gzerine dik vuruslar yapildi.

e Leica arastirma mikroskobu ile 40 x bliyitme oraninda goézlem yapildi ve

hiicrelerin fotograflari cekildi.

2.2.4. Mitotik indeks

Mitotik indeks, bir hiicre populasyonunda mitoz boéliinme yapan hiicrelerin tim
hiicrelere oranidir. Bu calismada, mitotik indeks hesaplama amaci ile her bir
konsantrasyon grubu ve kontrol grubu icin hazirlanan preparatlardan rastgele 3
tanesi segildi. Secilen 3 preparattan toplam 1500 hiicre sayildi. Bu sayilan hiicrelerden

mitoz gegirmekte olanlarinin tim hicrelere orani % olarak hesaplandi.

2.2.5. Mitotik Anormallik Gozlemleri

Sayilan hicrelerden boliinme asamasindaki hticrelerde anormallik oranlar

ylzde olarak hesaplandi. Anormalliklerin tanimi yapilarak fotograflandi.
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2.2.6. istatistiksel Verilerin Hesaplanmasi

Saf su ve farkli konsantrasyonlardaki Amanranth sulu ¢ozeltisiyle ¢imlendirilen
tohumlarin ¢imlenme oranlari hesaplandi, tohumlardan uzayan kok uglarinin
ortalama uzunluklarinin istatiksel analizi student t testi kullanilarak yapildi, kdk uglari
ile hazirlanan preparatlarda sayilan hiicrelerden boliinme asamasinda olan hiicrelerin
sayisi belirlendi ve mitotik indeks degeri hesaplandi, anlam dereceleri belirlendi.
Hiicrelerdeki anormallik oranlari hesaplandi, student t testi ile istatistiksel

degerlendirmeler yapildi.
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3. BULGULAR

Bu calismada; Amaranth’in cimlenme, kdk gelisimi, mitotik indeks Gzerine etkisi
ve mitotik anomaliler kapsaminda elde edilen bulgular her bir konsantrasyon grubu

icin degerlendirildi.

3.1. Amaranth’in Sulu Cozeltisinin Farkl
Konsantrasyonlarinin Tohum Cimlenmesi Uzerine Etkisi

Kontrol grubu (saf su) ve Amaranth ¢ozeltisi 6rneklerinde ¢cimlenen tohumlarda
herhangi bir morfolojik degisim gozlenmedi. Cimlendirilen tim gruplarda ¢imlenme
sliresi (24,48 ve 72 saat) arttikca, cimlenme oraninda da dogru orantil bir artis tespit
edildi. Amaranth konsantrasyonunun; 30, 50, 70, 100, 250, 500 mg/L oldugu gruplarin
24, 48 ve 72 saat sonunda, cimlenme Ulzerine etkileri kontrolle kiyaslandiginda;
istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmadi (p>0.10). Farkh Amaranth
konsantrasyonlarinin, bakla tohumlarinin ¢imlenmesine etkileri Tablo 3.1.'de

gosterilmektedir.

Tablo 3.1.: Farkh konsantrasyonlarda hazirlanan Amaranth ¢ézeltilerinin
¢imlenme Uzerine etkisi.

Uygulanan Cimlenmeye Cimlenme Orani (%)
Amaranth Sulu Birakilan

Cozeltisinin Tohum Sayisi 24. saat 48. saat 72. saat
Konsantrasyonlari
Kontrol(Saf su) 30 16.6 50 86.6
30 mg/L 30 20 43.3 80
50 mg/L 30 16.6 43.3 83.3
70 mg/L 30 23.3 60 76.6
100 mg/L 30 20 56.6 90
250 mg/L 30 13.3 56.6 90
500 mg/L 30 20 56.6 86.6
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Saf suda ¢imlendirilen bakla tohumlarinin cimlenme orani 24 saat sonunda %16.6
iken Amaranth’in 30 mg/L, 100 mg/L ve 500 mg/L konsantrasyonlarinda %20, 70 mg/L
konsantrasyonda ise %23.3 olarak hesaplandi. Cimlenme oranindaki bu artislar,
istatistiksel acidan anlamli bulunmadi (p>0.10). 250mg/L konsantrasyonda hesaplanan
%13.3 oranda c¢imlenme, ylizde deger olarak kontrole oranla azaldi, ancak bu azalma
istatistiksel agidan anlamh bulunmadi (p>0.10).

48 saat sonundaki hesaplamalarda; en vyiksek ¢imlenme orani, 70 mg/L
konsantrasyonda %60 hesaplanarak kontrole gére % 10 oraninda bir artis gortldi. Ancak
bu degerin, istatistiksel acidan anlamsiz oldugu belirlendi (p>0.10).

Kontrol grubunda; 72 saat sonundaki ¢cimlenme orani %86.6 olarak hesaplandi.
Cimlenmede 30, 50, 70 mg/L doz gruplarinda kontrole gore azalis, 100 ve 250 mg/L doz
gruplarinda ise; kontrole gore bir artis gozlense de, bu farkhliklar istatistiksel agidan

anlamli goriilmedi (p>0.10).

3.2. Amaranth’in Sulu Cozeltisinin Farkl
Konsantrasyonlarinin Kék Gelisimi Uzerine Etkisi

Degisik Amaranth konsantrasyonlarinin etkisi altinda ¢imlendirilen bakla
tohumlari 24, 48 ve 72 saat slire sonunda kok gelisimi olarak incelendiginde; kontrole
oranla tim konsantrasyon gruplarinda kék uzunlugunda azalma oldugu, Tablo 3.2.’de

gosterilmektedir.
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Tablo 3.2.: Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan Amaranth ¢ozeltisinin kok
gelisimi Gzerine etkisi.

Uygulanan 24. Saatin 48. Saatin 72. Saatin
Amaranth Sulu Sonunda Sonunda Sonunda
Cozeltisinin Ortalama Kok Ortalama Kok Ortalama Kok
Konsantrasyonlari Uzunlugu Uzunlugu Uzunlugu
(mm) (mm) (mm)

Kontrol(Saf su) 70,7 8,06+1,66 11,07+4,35
30 mg/L 6,331,221 7,2311,73 9,12+3,43
50 mg/L 6,611,67 7,6112,06 10,08+4,31
70 mg/L 6,14+0,89 6,94+1,92 9,52+3,48
100 mg/L 610,63 6,82+1,49 9,44+3,28
250 mg/L 5,75+1,47 6,64+1,72 8,62+3,34
500 mg/L 5,66+1,03 6,29+1,75 7,07+£2,72

24 saatin sonunda; 70 mg/L konsantrasyonda Olciilen kok uzunlugundaki

azalista, kontrole gore sinirda anlamlihk gorildi (0.05<p<0.10). 100 ve 500 mg/L

konsantrasyonlardaki kok uzunluklari da, istatistiksel acidan anlamli olarak azaldi

(0.01<p<0.05). 30, 50, 250 mg/L konsantrasyonlarda olctilen kdk uzunluklarindaki

azalma, istatistiksel agidan anlamli bulunmadi (p>0.10). Kontrol grubuna gore; diger

konsantrasyon gruplarinda olglilen kok uzunlugundaki gelisim, Sekil 3.1.de

gosterilmektedir.
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Sekil 3.1.: Kontrol grubu ve farkli Amaranth konsantrasyonlarinda ¢cimlendirilen
bakla tohumlarinda, 24 saat sonunda gozlenen kdk geligimi.

Kontrol grubuna gore; 48 saat sonunda 6l¢lilen kok uzunlugundaki azalma (Sekil
3.2.), 30 ve 50 mg/L konsantrasyon gruplarinda anlamli bulunmadi (p>0.10). 70 mg/L
konsantrasyon grubunda, istatistiksel agidan sinirda anlamli olarak azaldi
(0.05<p<0.10). 100 ve 250 mg/L konsantrasyon gruplarindaki azalma ise; anlamli
bulundu (0.01<p<0.05). 500 mg/L konsantrasyonda goézlenen kok uzunlugundaki

azalma ise; yuksek diizeyde istatistiksel anlamhlik olarak hesaplandi (0.001<p<0.01).
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Sekil 3.2.: Kontrol grubu ve farkli Amaranth konsantrasyonlarinda ¢imlendirilen
bakla tohumlarinda, 48 saat sonunda gozlenen kok geligimi.

22



72 saat sonunda kontrol grubuna gore; diger gruplardaki kék uzunlugunda
meydana gelen gelisim Sekil 3.3."de gosterilmistir. 30 mg/L konsantrasyonda 6l¢llen
kok uzunlugu, istatistiksel hesaplamada sinirda anlamh olarak azalma gosterdi
(0.05<p<0.10). 50, 70 ve 100 mg/L konsantrasyonda Olculen kok uzunluklarindaki
azalma orani ise; istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p>0.10). 250 mg/L
konsantrasyondaki grupta meydana gelen kdk uzunlugundaki azalis, istatistiksel
anlamlilik gosterdi (0.01<p<0.05). 500 mg/L konsantrasyondaki kok uzunlugunun ise;

ileri derecede anlamli olacak sekilde diisis gosterdigi tespit edildi (p<0.001.)
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Sekil 3.3.: Kontrol grubu ve farkli Amaranth konsantrasyonlarinda ¢imlendirilen
bakla tohumlarinda, 72 saat sonunda gozlenen kok geligsimi.

3.3. Amaranth’in Sulu Cozeltisinin Farkli Konsantrasyonlarinin
Mitotik indeks Uzerine Etkisi
Kontrol grubu ve farkli konsantrasyonda Amaranth c¢ozeltilerinde ¢imlenen
bakla tohumlarin kok uglarindan hazirlanan preparatlarda, mitotik indeks (%) degeri
ve boélinen hiicre sayisi hesaplandi. Mitotik indeks; kontrol grubunda % 6.93 olarak
tespit edildi; diger 30, 50, 70, 100, 250 ve 500 mg/L konsantrasyonlarda ise mitotik

indeksin ylzde deger olarak disus gosterdigi belirlendi (Tablo 3.3.).
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Tablo 3.3.: Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan Amaranth ¢ozeltisinin mitotik
indeks Uzerine etkisi.

Uygulanan Amaranth Sayilan Boliinen Mitotik

Sulu Cozeltisinin Hiicre Hiicre indeks
Konsantrasyonlari (%)
Kontrol(Saf su) 1500 10443,21 6,93
30 mg/L 1500 1310,57 0,86
50 mg/L 1500 254,16 1,66
70 mg/L 1500 24+2,64 1,60
100 mg/L 1500 4145,82 2,73
250 mg/L 1500 1944,16 1,26
500 mg/L 1500 3+1 0,2

Kontrole gore; 30, 50, 70, 100, 250, 500 mg/L konsantrasyon gruplarinda
hesaplanan mitotik indeks oranindaki azalma; ileri derecede anlamli olacak sekilde

disis gosterdigi tespit edildi (p<0.001).

3.4. Amaranth’in Sulu Cozeltisinin Farkli Konsantrasyonlarinin
Etkisi ile G6zlenen Mitotik Anormallikler

Farkli konsantrasyonlardaki Amaranth sulu ¢ozeltilerinde g¢imlendirilen bakla
tohumlarinin kék ucu hicrelerinde meydana gelen mitotik anormallik oranlari, Tablo
3.4.'te verilmistir. Bu anormallik oranlari istatiksel agidan anlamli olarak saptanmistir

(0.01<p<0.05).
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Tablo 3.4.: Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan Amaranth ¢ozeltisinde gimlendirilen
tohumlarin mitotik anormallik oranlari.

PROFAZ METAFAZ ANAFAZ TELOFAZ
Uygulanan
Amaranth Sulu N|A|/AN| N | A AN N| A|AN | N | A |AN
Cozeltisinin (%) (%) (%) (%)
Konsantrasyonlari
Kontrol(Saf su) 17| -] 0 | 8 | - 0 1| - 0 - - -
30 mg/L 6|-|0(5]2 (2857 - |- | - | -]|-/]-
50 mg/L 17| -1 0| 2 517142 1 - 0 - - -
70 mg/L 3/-|0(7 13|65 [1|-|0]-]|-]|-
100 mg/L 2| -0 3 |35(|9210]| - - - 1 - 0
250 mg/L 3|-(0| 2|14 8750 - - - - - -
500 mg/L 1/-]101] 2] - 0 - - - - - -

Kontrol grubunda; rastgele 3 preparat secilerek sayilan 1500 hiicreden toplam

104 tanesinde mitoz bolinme gozlendi. Bu hiicrelerden; 17 tanesinin profaz

evresinde, 86 tanesinin metafaz evresinde, 1 tanesinin ise anafaz evresinde oldugu

belirlendi. Mitoz bolinmenin tiim profaz (Sekil 3.4.), metafaz (Sekil 3.5.) ve anafaz

(Sekil 3.6.) evreleri normal sekilde gerceklesti, telofaz evresinde hiicre gézlenmedi.
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Sekil 3.5.: Kontrol grubunda gozlenen hiicrelerde normal metafaz safhasi (10x40).
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Sekil 3.6.: Kontrol grubunda gozlenen hiicrelerde normal anafaz safhasi (10x40).

Amaranth’in sulu ¢ozeltisinin 30 mg/L konsantrasyonunda mitoz gegiren 13
hiicreden profaz evresinde 6, metafaz evresinde ise 7 hiicre sayildi ve toplam
anormallik orani %15.38 olarak tespit edildi. Bu anormallikler; kromozomlarda

yapisma (Sekil 3.7.), metafaz plaginda toplanamama (Sekil 3.8.) olarak belirlendi.
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Sekil 3.7.: Amaranth’in 30 mg/L konsantrasyon grubunda gozlenen hiicrelerde
kromozom yapismasi (10x40).

Sekil 3.8.: Amaranth’in 30 mg/L konsantrasyon grubunda gozlenen hiicrelerde
metafaz plaginda toplanamama (10x40).
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Sayilan hiicrelerin %1.66’sinin mitoz bolinme gegirdigi 50 mg/L konsantrasyon
grubunda; profaz evresinde 17, metafaz evresinde 7, anafaz evresinde 1 hiicre sayildi.
Toplam olarak %20 anormal hiicre tespit edildi. Hiicrelerde; metafazda kromozom

yapismasi (Sekil 3.9.) ve ¢ok kutuplu metafaz (Sekil 3.9. ve Sekil 3.10.) gorilda.

Sekil 3.9.: Amaranth’in 50 mg/L konsantrasyon grubunda gozlenen hiicrelerde
metafazda kromozom yapismasi ve ¢ok kutuplu metafaz (10x40).
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Sekil 3.10.: Amaranth’in 50 mg/L konsantrasyon grubunda gozlenen hiicrelerde
¢ok kutuplu metafaz (10x40).

3 profaz, 20 metafaz ve 1 anafaz evresinde olmak lzere 24 hiicrenin mitoz
boliinme gegirdigi 70 mg/L konsantrasyon grubunda toplam %54.16 oranda mitotik
anormallik tespit edildi. Bu anormallikler; ¢ok kutuplu metafaz ve interfazda

mikronikleus (Sekil 3.11.), nikleusun odalara ayrilmasi (Sekil 3.12.) olarak belirlendi.
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Sekil 3.11.: Amaranth’in 70 mg/L konsantrasyon grubunda gézlenen hiicrelerde
interfazda mikrontikleus (Ust ok) ve ¢ok kutuplu metafaz (alt ok) (10x40).

Sekil 3.12.: Amaranth’in 70 mg/L konsantrasyon grubunda gézlenen niikleusun
odalara ayrilmasi (10x40).
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Toplamda % 85.36 oranda mitotik anormalligin tespit edildigi 100 mg/L
konsantrasyon grubunda, mitoz bolinme gecirdigi gozlenen 41 hiicreden profaz
evresinde 2, metafaz evresinde 38 ve telofaz evresinde 1 hiicre sayildi. Hiicrelerde;
cok kutuplu metafaz (Sekil 3.13.), interfazda mikronikleus (Sekil 3.14.) anormallikleri

gozlendi.

Sekil 3.13.: Amaranth’in 100 mg/L konsantrasyon grubunda gozlenen hiicrelerde ¢ok
kutuplu metafaz (10x40).
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Sekil 3.14.: Amaranth’in 100 mg/L konsantrasyon grubunda gozlenen hiicrelerde
interfazda mikroniikleus (10x40).

Amaranth’in 250 mg/L konsantrasyonda oldugu grupta 19 hicre mitoz
boélinmeye ugradi. Bu hiicrelerden 3 tanesi profaz, 16 tanesi metafaz sayildi. Mitoz
gegciren hiicrelerde anormallik orani % 73.68 olarak belirlendi. Bu anormallikler; ¢ok
kutuplu metafaz ve nikleusun odalara ayrilmasi (Sekil 3.15.) ve metafazda kromozom

yapismasi ve mikronikleus (Sekil 3.16.) olarak tespit edildi.
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Sekil 3.15.: Amaranth’in 250 mg/L konsantrasyon grubunda goézlenen hiicrelerde
nikleusun odalara ayrilmasi (Ust ok) ve ¢ok kutuplu metafaz (alt ok) (10x40).

Sekil 3.16.: Amaranth’in 250 mg/L konsantrasyon grubunda goézlenen hiicrelerde
metafazda kromozom yapismasi (lst ok) ve mikronikleus (alt ok) (10x40).
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En ylksek konsantrasyon grubu olan 500 mg/L’de 3 hiicre mitotik boliinme
gecirdi. Bu hiicrelerden 1 tanesi profaz evresi, 2 tanesiise metafaz evresinde gozlendi.
Profaz ve metafaz evresindeki hiicrelerde herhangi bir anormallik belirlenmedi ancak

nikleusun odalara ayrilmasi ve interfazda mikrontikleus gézlendi (Sekil 3.17.).

Sekil 3.17.: Amaranth’in 500 mg/L konsantrasyon grubunda gézlenen hiicrelerde
nikleusun odalara ayrilmasi (Ust ok) ve interfazda mikroniikleus (alt ok) (10x40).
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada farkli konsantrasyonlarda (30, 50, 70, 100, 250, 500 mg/L)
hazirlanan Amaranth gida boyasinin, bitki model organizmasi olan baklanin (Vicia
faba) kok ucu hiicrelerine genotoksik etkisi incelenmistir. Amaranth’in bitkilerdeki
genotoksik etkisini test etmeye yonelik yapilan daha 6nceki calismalar; Allium cepa L.
(sogan) kok ucu hiicrelerinde Gomes ve arkadaslari tarafindan 2013 yilinda mitotik
indeks ve mikrontiikleus testiile [25], 2009 yilinda Zheng ve arkadaslari tarafindan ise
Vicia faba (bakla)’'da mikroniikleus testleriile sinirli kalmistir [26]. Bu tez ¢alismasinda
ise  Amaranth’in mutajenik etkisi ve mitotik indeks, mitoz bolinmenin tim
safhalarinda incelenmis olup, bu baglamda yapilan ilk calismadir.

Bu tez calismasinda; Amaranth gida boyasinin kullanilmasinin nedeni,
gecmisten glinimiize kadar basta gida endistrisi olmak lzere; kozmetik, tekstil gibi
bircok alanda kullanilmak amaciyla Amaranth’in hayatimiza girmis olmasidir. Bitki
model organizmasi olarak baklanin kullanilmasinin nedeni ise; kromozom sayisinin
disiik (2n=2x=12) ve mikroskobik gozlem icin kromozomlarinin boyutlarinin oldukca
elverisli olmasidir [27].

Cimlenme orani bulgularina goére; kontrol grubu ve tim konsantrasyon
gruplarindaki tohumlarda ¢imlenme gézlenmistir. Cimlenme orani her grup icin kendi
icinde; 24, 48 ve 72 saatlik periyot sonunda artis gdéstermistir. Ancak 24 saat sonunda;
30, 70, 100 ve 500 mg/L konsantrasyon gruplarinda ¢imlenme orani kontrole gore
artis gosterirken, 50 mg/L grubunda ayni kalmistir ve 250 mg/L grubunda azalmistir.
24 saat sonunda gozlemlenen artis ve azalislar anlamh bulunmamistir (p>0.10). 48
saat sonunda; 30 ve 50 mg/L gruplarinda ¢imlenme orani azalmis, diger gruplarda
kontrole gbre artmistir. 48 saat sonunda gézlemlenen artis ve azalislarda da anlamlilik
gorilmemistir (p>0.10). 72 saat sonunda ise kontrole gore ¢cimlenme oraninda 30, 50,
70 mg/L gruplarinda azalma; 100 ve 250 mg/L gruplarinda artma, 500 mg/L grubunda
ise ayni oranda sabitlik gézlenmistir. 72 saat sonunda gozlemlenen artis ve azalislarda
herhangi bir anlamhlik saptanmamistir (p>0.10). Sonug olarak ¢cimlenme oranlarinda
gozlenen bu 24, 48 ve 72 saatlik degisimler, 6rneklerin hig¢birinde kontrole gore

istatistiksel acidan anlaml bulunmamistir (p>0.10).

36



Amaranth’in bakla bitkisinin kok gelisimine etkisini belirlemek icin yapilan
deneylerde, milimetre cinsinden 6lglilen ortalama kok uzunlugu; kontrole kiyasla
butiin gruplarda azalma go6stermistir. Kok uzunlugundaki bu azalis; 250 mg/L
konsantrasyon grubunda, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
olmustur (0.01<p<0.05). 500 mg/L konsantrasyon grubunda ise; ileri derecede
anlamli olacak sekilde azalis tespit edilmistir (p<0.001). Bu galisma ile Amaranth’in
250 ve 500 mg/L konsantrasyonda bakla bitkisi i¢in ¢imlenmeye toksik etki yaptig
sonucuna variimistir.

Amaranth’in mitotik indeks Gzerine etkileri ile ilgili bulgularda, kontrol grubuna
kiyasla tim konsantrasyon gruplarinda mitotik indeks oraninda azalma goézlenmistir.
Sonug olarak; tiim gruplarda tespit edilen mitotik indeksteki azalma oranlari ileri
derecede anlamlilik gostermektedir (p<0.001). Mitotik indeksin azalmasi ise
sitotoksik etki olarak yorumlanmistir.

Amaranth’in mitotik indekste neden oldugu degisiklikler, bu tez calismasinda
gozlenen sonuclari destekler nitelikte olarak; Allium cepa L. (sogan) kok ucu
hiicrelerinde ve insan periferik kan hiicresi kiltirleri Gizerinde de tespit edilmistir.
Sogan kok ucu hiicrelerinde mitotik indeks; 0.4 ve 4 ml dozlarda uygulanan Amaranth
etkisiyle, kontrol grubuna oranla azalma gostermistir [25]. Mpountoukas ve
arkadaslarinin 2010 yilinda yaptigi bir ¢calismada ise; 0.02, 0.2, 0.5, 1, 2, 4 ve 8 mM
seviyelerinde uygulanan Amaranth’in insan periferik kan hicrelerinde, artan dozla
ters orantili olarak mitotik indekste azalmaya neden oldugu goézlenmistir, mitotik
indeks oranindaki bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.01) [4].

Degisik Amaranth konsantrasyonlarinda yetistirilen bakla bitkisinin kok
ucundan hazirlanan preparatlarda, mikroskopla inceleme yapildiginda bir takim
anormalliklere rastlanmistir. Bu anormallikler; kromozomlarda yapisma, metafaz
plaginda toplanamama, mikronikleus, ¢ok kutuplu metafaz ve nikleusun odalara
ayrilmasi seklinde goérilmis ve bu anormallik oranlarinin istatiksel olarak anlamli
oldugu belirlenmistir (0.01<p<0.05).

Genotoksisite ¢alismalarinda 1930’lu yillardan itibaren Allium cepa (sogan) ve
Vicia faba (bakla) kok uclari, sitogenetik calismalarda sikhkla kullaniimaktadir.
Allium/Vicia mikronukleus testi, gegcmisten glinimuze hala kullaniimakta olup, bu test

sistemleri ile bazi kimyasal ajanlarin sitotoksisite analizlerinin yapildigi bircok ¢calisma
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mevcuttur [28, 29]. ilhan (2008), Sunset Yellow (E110) ve Brilliant Black (E151) isimli
renklendirici gida katki maddelerinin Allium cepa ve Vicia faba kok ucu hiicrelerinde
sitotoksik etkilerini mikroniikleus testi ile aragtirmis olup, bu iki kimyasal maddenin
doz miktarindaki artisla orantili olarak mikroniikleus miktarinin arttigini tespit
etmistir [30]. Mikronikleus testi igin kimyasal ajan olarak Amaranth’in kullanildigi
Allium cepa L. (sogan) [25] ve Vicia faba (bakla) [26] kdék ucu hiicrelerinde ise
Amaranth, sitotoksik etki gostererek mikroniikleus oranini arttirmistir. Bu sonuclarla
paralel olarak, yapilan bu tez calismasinda da mikronikleus olusumuna bitin
Amaranth konsantrasyon gruplarinda rastlanmistir. Mikronikleus olusumundaki
artis, Amaranth’in genetik materyalde olusturdugu hasarin bir gostergesi olarak
degerlendirilmektedir [25].

Gozlenen diger anormalliklerden olan kromozomlarda yapisma ise; maruz
kalinan kimyasalin toksik etkilerini gostermekte olup genellikle geri donistimsizdir
ve bitkinin 6limiine neden olabilmektedir [31]. Hiicrelerde gorilen ¢ok kutupluluk
ise; sentriolin maruz kalinan kimyasal sebebiyle bir kereden fazla bolinmesiyle
hiicrede ikiden fazla kutbun olusmasidir.

Bu tez calismasinda elde edilen bulgulara gore; tim Amaranth
konsantrasyonlarinda bakla bitkisinde ¢imlenme gozlendigi ve kontrol grubuna
kiyasla konsantrasyon gruplarinda gozlenen ¢imlenme oranindaki fark istatistiksel
olarak anlamsiz oldugu icin, Amaranth’in ¢imlenmeye genotoksik bir etki
gostermedigi distnilmektedir. Kok gelisimi lizerine etkilerine dair bulgularda ise; 30,
50, 70 ve 100 mg/L Amaranth konsantrasyonuna kok gelisimi toleranslh olup 250 ve
500 mg/L konsantrasyonda kok gelisimi olumsuz etkilenmistir. Fakat Amaranth’in;
mitotik indeks ve mitotik anormallik oranlari tzerindeki neden oldugu degisimler;
tim konsantrasyon gruplarinda Amaranth’in mitotik indeks ve mitotik anormallikler
acisindan genotoksik etkisine isaret etmektedir.

Yapilan bu tez ¢alismasi, gida katki maddesi Amaranth’in bakla bitkisindeki
genotoksik etkisi Uzerine yapilan 6nceki calismalardan farkh olarak, genotoksik
etkinin sadece mikronikleus testi ile sinirli kalmayip, olasi mutajenite; mitotik indeks
ve mitoz bolinmenin tim evrelerinde arastirilip nitelendirilmistir.

Bu calisma; Amaranth’in genotoksik etkisi ile ilgili yapilan arastirmalara veri

katkisinda bulunacaktir.
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