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ÖZET : Renk, g›dan›n kolayca tan›nmas› ve nihai karar›n verilmesi için günümüz modern toplumunda vazgeçilmez bir özel-

liktir. G›da boyalar›n›n toksikolojisi, özellikle boyar maddelerin kansere sebep olabilece¤i konusu gündeme geldi¤inden beri

birçok araflt›rma yap›lm›fl ve g›da boyalar›n›n önemli k›sm› ulusal ve uluslararas› onaylanm›fl listelerden mutajenik ve kan-

serojenik aktivitelerinden dolay› ç›kar›lm›flt›r. Bu çal›flmada, esas› hücre canl›l›¤›n› belirlemeye dayal› olan MTS (3-(4, 5-di-

methylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium assay)  testi kullan›larak Tartrazin, Eritro-

sin, New Coccine, Rose Bengal, Pholoxine, Allura Red ve Amaranth sentetik g›da boyalar›n›n toksiditelerinin ölçülmesi

amaçlanm›flt›r. Ad› geçen her bir boyan›n 1mM konsantrasyonlar› ile CHO (Chinese hamster ovary) hücreleri inkübe edilmifl-

tir. MTS testinin sonucuna göre Eritrosin, Rose Bengal, Pholoxine, Allura Red ve Amaranth boyalar›n›n kontrole göre hücre

canl›l›¤› üzerine istatistik olarak önemli derecede (p<0.05) toksik oldu¤u tespit edilmifltir. 

Anahtar kelimeler: G›da boyalar›, MTS testi, hücre canl›l›¤›

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).

Keywords: Food colors, MTS assay, cell liveliness

G‹R‹fi
Depolama ve üretim metotlar›n›n geliflimiyle birlikte ifllenmifl g›da ürünlerinin oran› her geçen y›l artmaktad›r.

Bu da g›da boyalar› gibi katk›lar›n kullan›m›n›n azalt›lmas› ihtiyac›n› beraberinde getirmektedir (1). Ancak bu

katk› maddelerinin güvenirli¤inin yeniden de¤erlendirilmesiyle kullan›m›na izin verilmifl olanlar›n bir k›sm›n›n

izinleri iptal edilebilmektedir. Örne¤in butter yellowun kullan›m izni ayn› y›l kanserojen oldu¤u kan›tland›ktan

sonra kald›r›lm›flt›r (2). Kullan›m›na izin verilen g›da boyalar›n›n miktar› tüketici sa¤l›¤›n› koruma ad›na son y›l-

larda azalt›lmas›na ra¤men birçok sentetik g›da boyas› düflük fiyatlar›, yüksek etkileri ve stabilite özelliklerinin

çok iyi olmas›ndan dolay› hala tüm dünyada yayg›n olarak kullan›lmaktad›r (3). 

G›dan›n ilk fark edilen özelli¤i rengidir. G›da boyalar›, g›daya daha çekici ve lezzetli bir görünüfl kazand›rmak,

üretim aflamalar›nda kayba u¤rayan rengi telafi etmek, çocuklar gibi belli tüketici gruplar›n›n dikkatini çekmek

amac›yla kullan›l›r (4, 5). 

Bu çal›flmada Tartrazin, Eritrosin, New Coccine, Rose Bengal, Pholoxine, Allura Red ve Amaranth sentetik bo-

yalar›n toksiditeleri MTS (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetra-

zolium assay)  testi kullan›larak belirlenmeye çal›fl›lm›flt›r.
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MATERYAL VE YÖNTEM

Materyal

Bu çal›flmada materyal olarak CHO (Chinese hamster ovary) hücreleri ve Tartrazine, Erythrosine, New Cocci-

ne, Rose Bengal, Pholoxine, Allura Red , Amaranth (Sigma-Aldrich Chemical, St. Louis, MO) g›da boyalar› ve

MTS (CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega Corporation, Madison, WI, USA)

materyal olarak kullan›lm›flt›r.

Yöntem

Hücrelerin canl›l›¤›n› (yaflayabilirli¤ini) tayin etmek için kullan›lan 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 yaflayan hüc-

relerin mitokondriyal aktiviteleri sonucu tetrazolium tuzunun (suda çözünebilir formazon ürünü) renkli bir yap›-

ya dönüfltürülmesi temeline dayan›r. Dehidrogenaz enzimlerinin üretti¤i formazon miktar› kültürdeki canl› hüc-

re say›s›yla direkt orant›l›d›r ve 490 nm’de ölçülebilir (7). CHO hücreleri, %10 dana cenini serumu içeren Ham’s

12 besiyerinde ve %5 CO2 ve % 95 hava içeri¤ine sahip bir inkübatörde inkübe edildi. Ço¤alt›lan hücreler he-

mecytometer ile say›ld›ktan sonra 1x105 /mL olacak flekilde kompleks media ile seyreltildi. Seyreltilen hücreler

(96-well plates) küvetlere 100 μL olacak flekilde bölündü.

Üzerlerine 150 μL besiyeri konuldu. Hücrelerin küvetlere tutunmas› için 4-6 saat inkübasyona b›rak›ld›. Tutun-

ma tamamland›ktan sonra küvetlerdeki besiyeri ayr›ld›. Haz›rlanan standart boya çözeltilerinden 250 μL her bir

küvete eklendi. Hücreler 24 saat g›da boyalar› ile (%5 CO2-%95 hava) inkübe edildi. ‹nkübasyonun sonunda

MTS eklendi ve 4 saat 37°C’de inkübe edildi. Daha sonra 490 nm absorbansta bir mikroplate okuyucu (Spec-

tra Count, Perkin-Elmer) kullan›larak okuma yap›ld›. 

‹statistik çal›flmada ANOVA (tek yönlü varyans analizi) testi kullan›ld›.

BULGULAR VE TARTIfiMA 
G›da boyalar›na içecekler, süt ürünleri, tah›l ürünleri, f›r›n ürünleri, çerezler ve dondurma gibi çeflitli g›da ürün-

lerinde s›k rastlanmaktad›r. Bu boyalar›n kullan›m› birçok ülkede yasalarca oldukça s›k› kontrol alt›ndad›r.  G›-

da boyalar›n›n güvenli¤inden emin olmak için düzenlemeler yap›lmas›na ra¤men tüm boyalar›n olmasa da bir

k›sm›n›n zararl› ve yan etkilerinin oldu¤u rapor edilmifltir.  Örne¤in ‹ndigokarminin anafilaksi (afl›r› duyarl›l›k),

yüksek tansiyon, düflük tansiyon ve  teratogenositiye sebep oldu¤u araflt›rmalarca tespit edilmifltir. 

Sentetik boyalar g›da katk›lar›n›n çok önemli bir bölümünü oluflturur. Baz› sentetik g›da boyalar› yasal olarak

1880’lerden beri g›dalara eklenmektedir. Ancak bu boya maddelerinin baz›lar›, özellikle fazla tüketiliyorsa, in-

san sa¤l›¤› için potansiyel risk tafl›r. Bu nedenle kabul edilebilir günlük en yüksek tüketim (ADI) gibi güvenilir

veriler, hayvan deneyleri ve insan klinik çal›flmalar›n›n temelini oluflturur. G›da katk›lar›n›n insan üzerindeki tok-

sik etkilerinin belirlenmesine yönelik çal›flmalar baz› sebeplerden dolay› oldukça zordur. Toksikolojik çal›flma-

lar hayvanlardaki deneysel sonuçlara ba¤l›d›r (1, 5). Bir g›da katk› maddesinin insan tüketimi için kullan›lmas›-

na onun akut, kronik, sub-akut toksiditesi üzerinde yap›lan çal›flmalardan sonra onay verilir. Bununla beraber

o g›da maddesi marketlerde yerini ald›ktan sonra da uzun zaman gözlenmeli ve toksikolojik etkilerinin incelen-

mesine devam edilmelidir. Çünkü bu bileflenler tüketildikten sonra farkl› bilefliklerle interaksiyona girerek yeni

toksik riskler yaratabilirler (8 ).  Bu veriler FAO ve WHO taraf›ndan belli aral›klarla tekrar araflt›r›l›r ve de¤erlen-

dirilir (9). 

Bu çal›flmada kullan›lan boyalardan biri olan Tartrazinin MTS testinde canl› hücre say›s›n› azaltmad›¤›n›n tes-

pit edilmesine ra¤men (Grafik 1)  birçok araflt›rmac› mutajenik prosesi stimüle etti¤ini (10, 11), hücre canl›l›¤›-

n› azaltt›¤›n› (12), sindirim sisteminde DNA hasar›n› ADI de¤erine yak›n dozlarda indükledi¤ini (13) rapor et-

mifltir. Ayr›ca oksidatif strese sebep olan oksijen cisimciklerinin de aktivitesini art›rd›¤›n› gösteren çal›flmalara

rastlanmaktad›r (14).



MTS testini uyguland›¤›m›z di¤er bir boya Eritrosindir. Eritrosinin 1 mM lük konsantrasyonu ile inkübe edilen

CHO hücrelerinin canl›l›¤› herhangi bir boya ile inkübasyona tabi tutulmam›fl ayn› hücrelerin canl› kalabilme

özellikleriyle karfl›laflt›r›ld›¤›nda (fiekil 1) istatistik olarak önemli derecede farkl› bulunmufltur. Eritrosin ile yap›-

lan baz› toksikolojik ve kanserojenik çal›flmalar bizim sonuçlar›m›z› desteklemektedir. fiöyle ki; Eritrosin dalak

büyümesine, gözlerde alerjik reaksiyonlara, deri ve mukoz membranlarda tahrifle, solunum h›z›n›n artmas›na,

bafl a¤r›s›, bulant›, dermatit, atopik hastal›klara yol açmakta ve düflük dozlar›n›n bile DNA hasar›n› indükledi-

¤i, belirtilmektedir (15, 16). Bunun d›fl›nda eritrosinin de bulundu¤u bir g›da boyas› kar›fl›m›yla beslenen s›çan-

lardan izole edilen karaci¤er hücrelerinde canl› hücre say›s›nda azalma gözlenmifltir (13). 

Çal›flmam›zda New Coccine ile ilgili elde etti¤imiz sonuç istatistik olarak kontrolden farkl› bulunmam›flt›r (fiekil

1). Ancak bu boyan›n kemirgenlerdeki kolon DNA hasar›n› indükledi¤i ve bu hasar› ADI de¤erine yak›n dozlar-

da gerçeklefltirdi¤i, canl› hücre say›s›n› azaltt›¤› çeflitli araflt›r›c›lar taraf›ndan rapor edilmifltir (10-13). New Coc-

cine’in g›da boyas› olarak kullan›m›na ABD’de izin verilmemifltir (17). Amerika’da sadece ilaç ve kozmetikte,

Japonya’da ise g›da, ilaç ve kozmetikte kullan›m›na izin verilen Pholoxine’in Staphylococcus aureus’un aktivi-

tesini önledi¤ini gösteren çal›flmalar vard›r. Bu nedenle bu boyan›n antimikrobiyel uygulamalarda kullan›labile-

ce¤ini baz› araflt›rmac›lar önermektedir (18). Pholoxine’in mutajenik, teratojenik ve kanserojenik olmad›¤› ABD

G›da ve ‹laç Dairesi (U.S. Food and Drug Administration) taraf›ndan belirtilmesine ra¤men

(http://www.cfsan.fda.gov/~dms/col-cert.html), yap›lan bir çal›flmada farelerde teratojenik etkiye sahip oldu¤u

ve fare fetuslar›nda iç ve d›fl organlarda ve iskelette anormalliklere yol açt›¤› rapor edilmifltir. Ayr›ca Pholoxine

günefl ›fl›¤› veya yapay ›fl›kla karfl›laflt›¤›nda deri hücrelerinin membranlar›nda hasara sebep olmaktad›r (19,

20).  Bir baflka çal›flmada Schizosaccharomyces pombe Pholoxine ile muamele edildikten sonra proteinin ok-

sidasyon ürünlerinde art›fl, glutatyon (GSH) oran›nda ise %50’ye varan azalma gözlenmifltir (21). Bu da Pho-

loxine’nin oksidatif stresin oluflumunu tetikledi¤inin bir göstergesidir. Ayr›ca bu boya ile yap›lan MTS testinde

hücre canl›l›¤›nda %90 azalma gözlenmifltir (22). Bu sonuç bizim Pholoxine için buldu¤umuz sonuçlarla para-

lellik göstermektedir. Buna göre Pholoxine’in sebep oldu¤u hücre ölümü, kontrole göre istatistik olarak önemli

oranda farkl›d›r (fiekil 1) (p<0.05). 

fiekil 1. Çeflitli g›da boyalar›n›n hücre canl›l›¤› üzerine etkisinin MTS testi sonucu

De¤erler ortalama ± S.S olarak verilmifltir. 
*Kontrolle karfl›laflt›r›ld›¤›nda önemli derecede fark vard›r (p<0.05). (n=3/grup).
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1948’den beri yaln›z Japonya’da kullan›lan Rose Bengal’in IgE üretimini etkiledi¤i bilinen bir gerçektir. Ayr›ca

bu boyan›n baz› enzimleri ve s›çan hepatocyteslerindeki RNA sentezini inhibe etti¤ini gösteren çal›flmalar var-

d›r (10, 11). Shrestha ve ark.  Rose Bengal’›n,  protein tirozin kinaz ile birlikte proteinlerin hücresel fosforilas-

yon seviyelerini düzenleyen protein tirozin fosfataz›n inhibisyonuna sebep oldu¤unu bildirmifltir (11). Bu tür yan

etkilere sahip oldu¤u belirlenmifl olan Rose Bengal’in çal›flmam›zda kullan›lan MTS toksikoloji testine verdi¤i

cevap kontrol hücreleriyle karfl›laflt›r›ld›¤›nda istatistikî olarak önemli derecede toksik bulunmufltur  (fiekil 1)

(p<0,05). 

Bu çal›flmada kulland›¤›m›z boyalardan biri olan Allura Red’in ise MTS testi sonucunda canl› hücre say›s›n› is-

tatistik olarak önemli oranda azaltmakta oldu¤u gözlenmifltir  (fiekil 1) (p<0,05). Bu boya ile ilgili yap›lan çal›fl-

malar›n birinde kemirgenlerdeki DNA hasar›n› indükledi¤i tespit edilmifltir (10, 11). Ayr›ca karaci¤erden izole edi-

len mitokondrileri  %38 oran›nda inhibe etti¤i rapor edilmifltir (23).  Allura Red gibi azo boyalar› ince ba¤›rsakta

absorbe edilmezler. Hepsi intestinal bakteriler taraf›ndan kolonda metabolize olurlar. Bu metabolitler d›flk›ya ge-

çebilecekleri gibi genel sirkülasyona absorbe olabilir ve idrara geçebilirler (24). Tüm bu olumsuz etkilerine ra¤-

men 1971’den beri Allura Red’in kullan›m›na genotoksik olmad›¤› gerekçesiyle ABD’de izin verilmektedir (25,

17). Çal›flmam›zda canl› hücre say›s›n› önemli oranda azaltan (p<0.05) bir baflka g›da boyas› Amaranth’d›r (fie-

kil 1). Amaranth’›n s›çan fetuslar› için toksik ve kanserojenik etkiye sahip olmas›n›n muhtemel oldu¤u belirtilmek-

tedir. Metabolitlerinden biri olan sodyum naphthionate fetusta sternebral anormalliklere neden olabildi¤i, di¤er bir

metaboliti olan R-amino tuzunun da iskelet anormalliklerine yol açabilece¤i rapor edilmifltir (24). Reyes ve ark.

(23) Amaranth’›n karaci¤erden izole ettikleri mitokondrileri inhibe etme oran›n› %20 olarak tespit etmifllerdir. Ay-

r›ca kolonlarda DNA hasar›n› indükledi¤ini gösteren baz› çal›flmalar da vard›r (10, 11).

SONUÇ VE ÖNER‹LER
Yapt›¤›m›z bu çal›flma Eritrosin, Rose Bengal, Pholoxine, Allura Red ve Amaranth’›n hücre canl›l›¤›n› önemli

derecede azaltt›¤›n› göstermifltir. Ancak bu çal›flmada kullan›lan boyalar g›da endüstrisinde söz konusu olan-

lar›n sadece bir k›sm›d›r. Günümüzde kullan›lan bütün g›da boyalar›n›n toksik özellikleri kesin olarak belirlen-

melidir. Özellikle çocuklar, yafll›lar ve hastalar›n tüketti¤i yiyecek ve içeceklerdeki miktar ve çeflidine dikkat edil-

melidir. G›da boyalar›n›n kullan›m›n›n gerekli oldu¤u günümüz koflullar›nda daha güvenli olanlar›n›n seçilmesi

ve bu konuda yap›lan araflt›rmalara verilen önemin art›r›lmas› gerekmektedir.  
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