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Oz

Amag: Guntimiizde hazir ve paketli gidalarin yayginlasmastyla
birlikte gida katki maddelerinin kullanimi da hizla artmugtir. Tat-
landiricilar, renklendiriciler, koruyucular ve kivam artiricilar gibi
bir¢ok katki maddesi, bireylerin giinlitk yasaminda kagimilmaz
hale gelmistir. Sodyum benzoat ve potasyum sorbat ise 6zellikle
gida ve ilag sanayisinde yaygin olarak kullanilan giiclii antimik-
robiyal maddelerdir. Ancak, bu maddelerin bu kadar genis capta
kullaniminin insan saghg tizerindeki etkileri hakkinda yeterli bi-
limsel veri bulunmamaktadir. Bu belirsizlikler, sodyum benzoat
ve potasyum sorbatin potansiyel zararlarini daha derinlemesine
arastirma gereksinimini dogurmustur. Bu ¢alismanin amac,
sodyum benzoat ve potasyum sorbatin 1929 fare fibroblast ve
HOB insan osteoblast hiicreleri iizerinde konsantrasyona bagl
olarak sitotoksik etkilerinin gosterilmesini amaglamaktadir.
Yontem: Sodyum Benzoat ve Potasyum Sorbat'n sitotoksik et-
kilerinin degerlendirilmesi icin HOB ve 1929 hiicre soylarina 24
saat siire 10 farkli konsantrasyonun (0,5mM- 100mM) maruzi-
yeti yapilmis ve MTT yontemi ile hiicre canhilig1 belirlenmistir.

Bulgular: MTT testi sonuglarina gore; Sodyum Benzoatin ve
Potasyum Sorbat’n her iki hiicre soyu i¢in 20 mM iizerinde kon-
santrasyona gore anlamli derece artan sitotoksik etkisi oldugu
gosterilmistir. Sodyum Benzoatin 1929 ve HOB hiicrelerinde 24
saat icin IC50 degerleri sirastyla; 240,7 ve 99,78 mM; Potasyum
Sorbat’in 1929 ve HOB hiicrelerinde IC50 degerleri sirasiyla;
404,9 ve 122,1mM olarak hesaplanmustir.

Sonug: Gida takviyelerinde ve endiistride en sik kullanilan katks
maddelerinden olan Sodyum Benzoat ve Potasyum Sorbat’n iki
farkli saglikli hiicre hattinda artan konsantrasyonlarla gosterdigi
sitotoksik etkiler, bu maddelere maruz kalmanin daha kontrollii
bir sekilde gergeklestirilmesi gerektigini ortaya koymaktadir. Bu-
nunla birlikte, bu konsantrasyonlardaki etkileri daha iyi anlamak
i¢in daha ayrintili molekiiler ¢alismalar yapiimalidir.

Anahtar Kelimeler: Sodyum benzoat, Potasyum Sorbat, Gida
Katki Maddesi, E202, E212

Abstract

Aim: The rapid increase in the use of food additives has
paralleled the widespread consumption of ready-made and
packaged foods. Additives such as sweeteners, colorants, pre-
servatives, and thickeners have become unavoidable in daily
life. In particular, sodium benzoate and potassium sorbate are
widely used as powerful antimicrobial agents in the food and
pharmaceutical industries. However, there needs to be more
scientific data regarding the effects of their extensive use on
human health. These uncertainties have highlighted the need
for further investigation into the potentially harmful effects of
sodium benzoate and potassium sorbate. This study aims to
assess the cytotoxic effects of sodium benzoate and potassium
sorbate on L929 mouse fibroblast and HOB human osteoblast
cells based on their concentrations.

Methods: To assess the cytotoxic effects of sodium benzoate
and potassium sorbate, HOB and 1929 cell lines were exposed
to 10 different concentrations (ranging from 0.5 mM to 100
mM) for 24 hours. Cell viability was then determined using
the MTT assay.

Results: The MTT test results indicated that sodium benzo-
ate and potassium sorbate significantly increased cytotoxic
effects on both cell lines at concentrations above 20 mM. The
IC50 values of Sodium Benzoate in L929 and HOB cells for 24
hours were calculated as 240.7 and 99.78 mM, respectively;
the IC50 values of Potassium Sorbate in 1929 and HOB cells
were calculated as 404.9 and 122.1 mM, respectively.

Conclusion: The cytotoxic effects of sodium benzoate and po-
tassium sorbate, among the most used additives in food sup-
plements and industry, observed at increasing concentrations
in two different healthy cell lines indicate that exposure to
these substances should be more carefully controlled. More-
over, more detailed molecular studies are needed to under-
stand these concentrations' effects better.
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1. Giris / Introduction

Gida katki maddeleri, genellikle bozulmay: énlemek,
kiif olusumunu engellemek ve tazeligi korumak ama-
ciyla meyve suyu, gazoz, soya sosu ve krem peynir gibi
islenmis gidalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (1).
Sodyum benzoat (E212) ve potasyum sorbat (E202),
kiif bityiimesini inhibe edici, bozulmay1 6nleyici ve
triinlerin tazeligini koruyucu etkileriyle antibakteri-
yel ve antifungal ajanlar olarak gida katki maddeleri
arasinda yaygin sekilde kullanilmaktadir (2, 3). AO-
WHO Ortak Gida Katki Maddeleri Uzman Komitesi
Raporu (JECFA), bu bilesiklerin giivenligini incelemis
ve benzoik asit ve benzoat tuzlar: i¢in kabul edilebilir
giinlitk alim miktarini (ADI) viicut agirlig1 bagina 0-5
mg/kg, sorbik asit ve sorbat tuzlar1 i¢in ise viicut agir-
l1g1 basina 0-25 mg/kg olarak rapor etmistir (2). Bu
koruyucular, yasal olarak gidalarda kullanilmakta olup,
viicut tarafindan izin verilen sinirlarin tizerinde alindi-
ginda zararli etkileri olabilir ve alerjik reaksiyonlara yol
acarak iirtiker, non-immiinolojik temas tirtikeri, astim
gibi reaksiyonlar veya hiicresel toksik etkiler olugtu-
rabilir. Bu nedenle, bu koruyucularin kullanimini si-
nirlayan cesitli diizenlemeler yiiriirlige konulmustur.
Islenmis gidalarda benzoat ve sorbat kullanimina ilig-
kin olarak, FDA, bu maddelerin maksimum sinirlarini
sirastyla %0,1 ve %0,1-0,2 olarak belirlemistir. Ayrica,
AB Yonetmeligi 92/2/EC’ye gore farkli islenmis gida-
lar i¢in benzoat ve sorbatin maksimum seviyeleri 200
mg/L ile 2000 mg/L arasinda belirlenmistir (3, 4).

Sodyum benzoat (SB), benzoik asidin sodyum tuzudur
ve bakteriyel ve fungal bilyiimeyi asidik ortamlarda
inhibe eder. Benzoat yapisinin yiiksiiz olmasi, hiicre
membranlarindan hizla difiize olmasina olanak tanir.
Diisitk organik asitli gida koruyucularinin mayalarin
mitokondriyal DNAsinda mutajen ve prooksidan etki-
ler yarattig1 belirlenmistir. Bu nedenle mayalara kars:
da koruyucu etkisi bulunmaktadir. Oral yolla alinan
sodyum benzoat, sindirim sisteminde hizla absorbe
edilmekte ve yaklasik 1-2 saat sonra plazma konsant-
rasyonunda en yiiksek diizeye ulagmaktadir. Dermal ya
da oral yolla alindiktan sonra karacigerde metabolize
edilerek glisin ile hippiirik asit yapisini olusturur ve
hizli bir sekilde idrar yoluyla atilmaktadir (5). Ancak
bir¢ok ¢aligma, toksisitesi nedeniyle SB'nin gida koru-
yucusu olarak yaygin kullaniminin kisitlanmas: gerek-
tigini gostermistir (6, 7). Kronik maruziyetin trtiker,

anjiyoddem, astim ve ¢ocukluk ¢ag1 hiperaktivitesi ile
iliskili olabilecedi gosterilmistir. Hiicresel toksik etki-
leri, Vicia faba, Allium cepa, ¢in hamsteri ovaryumu,
fibroblast ve insan lenfosit hiicrelerinde yapilan in
vitro ve in vivo ¢alismalarda ortaya konmustur. Ko-
lorektal kolon kanseri hiicrelerinde (HCT-116) SB’nin
hiicre canliligini azalttig1 ve apoptoza neden oldugu,
ayrica memeli hiicrelerinde mitokondriyal DNA ha-
sar1 yarattig1 belirlenmistir (6, 8, 9).

Potasyum sorbat (PS), sorbik asidin potasyum tuzu-
dur ve kiif olusumunu 6nleyici antimikrobiyal 6zellik-
lere sahiptir. PS, meyve suyu, soda, soya sosu, ketcap
gibi islenmis gidalarda yaygin olarak koruyucu olarak
kullanilmaktadir (1, 10). Farmakokinetik acidan,
PSnin oral uygulamadan sonra tamamen absorbe
edildigi ve viicutta dagilim gosterdigi belirtilmistir.
PS, heksanoik aside metabolize edilebilecegi gibi kar-
bondioksit (CO,) ve suya (H,0) oksitlenebilir. %80-
86’s1 akcigerler yoluyla CO, olarak atilirken, %2-10"u
idrar yoluyla tire olarak ve daha diisiik konsantras-
yonlarda mukonik ve sorbik asit olarak atilmaktadir.
Bircok ¢alisma, PSnin cesitli hayvan modellerinde
toksisitesini gostermis olsa da, PSnin cesitli hiicreler
ve hayvanlar {izerindeki toksisite mekanizmasi ile ilgi-
li geliskili veriler bulunmaktadir (10).

Bu ¢alismada sodyum benzoat ve potasyum sorbatin
1929 (fare fibroblast) ve HOB (insan osteoblast) hiicre
soylarinda sitotoksik etkisinin olup olmadiginin aras-
tirllmas1 amaglanmaktadir.

2. Yontem / Method
2.1. Sitotoksisitenin belirlenmesi

Sodyum benzoat (Tekkim, TK.201030.01002, Tiir-
kiye), Potasyum sorbat (Tekkim, TK.200970.01002,
Tiirkiye), Tekkim kimyadan, hiicre kiiltiiri medyum
ve diger soliisyonlar Multicellden (Wisent Biopro-
ducts, St-Bruno, QC, Kanada) satin alindi. Sodyum
Benzoat (SB) ve Potasyum Sorbat (PS)1n sitotoksik
etkisini belirlemek i¢cin 1929 (fare fibroblast) ve HOB
(insan osteoblast) hiicre soylar1 kullanilmistir ve hiic-
reler ATCCden temin edilmistir. Hiicreler %10 fetal
sigir serumu ve %1 penisilin-streptomisin bulundu-
ran DMEM icerisinde ve %5 CO?2 ile 37°Cde inkiibe
edilmistir. Sodyum Benzoat ve Potasyum Sorbatin
500 mM olacak sekilde PBS (Fosfat tuzu tamponu)
igerisinde stok soltisyonlar1 hazirlanmis ve hiicrelere
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0,5, 1, 3, 5, 7, 10, 20, 50, 70 ve 100 mM olarak hazir-
lanmis konsantrasyonlar 24 saat uygulanmistir. MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoli-
um bromide) yontemi, Mosmmann (1983)e gore ya-
pilmigtir (11). MTT testi i¢in hiicreler, kuyu bagina
5x10* hiicre yogunlugunda 96 kuyulu plakalara ekilmis
bir gece boyunca tutunmalar: saglanan hiicreler SB ve
PS'in farkll 10 konsantrasyonuna (0,5-100 mM) ma-
ruz brrakilmigtir. Maruz kalma siiresinin sonunda, her
bir kuyucuga 10 ul MTT soliisyonu (PBSde 5 mg/ml)
eklenmis ve karanlikta 4 saat inkiibe edilmistir. Canli
hiicreler tarafindan olusturulan formazan kristalleri
DMSO ile ¢ozildiikten sonra, mikroplaka okuyucu
(Thermo Scientific Multiskan GO) kullanilarak 570
nmde absorbanslar1 dl¢lilmils ve kontrole gore hiicre
canlilig1 hesaplanmustir.

2.2. Istatistiksel analiz

Deney gruplarina ait ortalama veriler ve + ortalama-
larin standart hatalarin (SEM) degerlendirilmesinde
GraphPad Prism 9.5.1 programi kullanilmistir. Ista-
tistiksel analizler icin One-Way ANOVA yo6ntemi ve
ardindan Dunnettin ¢oklu karsilagtirma testi uygu-
lanmistir. Sonuglarin degerlendirilmesinde p<0.001,
p<0.01 ve p<0.05 anlamlilik seviyesi temel alinmustir.

3. Bulgular/Results

Sodyum Benzoat ve Potasyum Sorbatin fare fibroblast
ve insan osteoblast hiicrelerinde hiicre canliligina olan
etkisi sekil 1'de gosterilmistir. Sonuglarin istatistiksel
degerlendirilmeleri sonrasinda 10 mM iizerinde kon-
santrasyonlarda hiicre canlihiginda konsantrasyona
bagli olarak artan seviyeden anlamli bir azalma bulun-

mugstur. Sodyum benzoat ve Potasyum sorbatn 24
saat maruziyeti sonrasinda elde edilen IC50 degerleri
Tablo 1de verilmistir.

SB = Sodyum Benzoat, PS= Potasyum Sorbat, L929=
fare fibroblast hiicre soyu; HOB= insan osteoblast
hiicre soyu.

4. Tartisma/Discussion

Sodyum benzoat ve potasyum sorbat, diisiik konsant-
rasyonlarda yaygin olarak kullanilan gida koruyu-
cularidir ve Avrupa Ekonomi Toplulugu iilkelerinde
1964’ten bu yana kullanimina izin verilmektedir. Bu
katki maddeleri, genellikle ABDde giivenli olarak
kabul edilen (GRAS) dogrudan gida katki maddeleri
arasinda yer alir. Ancak, kullanildiklar1 gida tirtinleri
ve ilaglar yoluyla biyolojik siireclere dahil olarak bes-
lenme yetersizligine ve gesitli hastaliklara yol agabil-
dikleri, yiiksek dozlarda ise insan sagligina olumsuz
etkilerinin oldugu gosterilmistir (10, 12).

Chaleshtori ve ark. (2018) Iranda yaptiklar1 ¢alisma-
da, bir¢ok paketli gidada bulunan SB ve PS miktarlar1
incelemis ve kronik maruziyetleri hesaplamigtir. Her
ne kadar gidalardaki bu katki maddelerinin tek bagina
yasal sinirlar icinde oldugu bulunsa da, kronik maru-
ziyet hesaplamalar1 sonucunda 6nerilen giinlitk alim
dozlarimin tizerinde bir titketim oldugu gosterilmistir.
Bu ¢aligmada, ortalama kronik maruziyet degerleri SB
i¢in 81 mg/kg, PS icin ise 76 mg/kg olarak belirlen-
mis ve bu sonuglar yaklasgik 1 mM seviyesinde kro-
nik maruziyete isaret etmistir (2). Ulca ve ark. (2013)
tarafindan Tiirkiyede yapilan bagka bir ¢alismada ise,

Tablo 1 Sodyum benzoat ve Potasyum sorbat’in

24 saat maruziyeti sonrasinda elde edilen IC50 (mM) degerleri

SB PS
L929 234,1 404,9
HOB 99,78 122,1

SB = Sodyum Benzoat, PS= Potasyum Sorbat, L929= fare fibroblast hiicre soyu; HOB= insan osteoblast hiicre soyu.
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Sekil 1 Sodyum Benzoat ve Potasyum Sorbat’in hiicre canliligi tzerine etkileri
(*:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001). L929: Fare fibroblast hiicreleri, HOB: insan osteoblast hiicreleri.

983 perakende gida 6rnedi incelenmis ve drneklerin
%2,3’tinde sorbik asit ve benzoik asit oranlarinin izin
verilen limitlerin {izerinde oldugu tespit edilmistir
(13).

Yapilan calismalarda, SB»in ve PS1n sitotoksik etkileri
farkli in vitro ve in vivo modellerde arastirilmigtir (14,
15). Sodyum benzoat ve potasyum sorbatin 4 ve 8 mM
konsantrasyonlarinda insan lenfosit hiicrelerinde ge-
notoksik etkiler gozlenmis, ancak bu konsantrasyon-
larda sitotoksik etki goriilmedigi rapor edilmistir (16).
Jurkat hiicrelerinde yapilan baska bir ¢alismada, SB’nin
0,125 mM ile 1 mM konsantrasyonlar1 arasinda, PS’in
ise 5 mM ile 10 mM arasinda doza bagli olarak sitotok-
sisitenin arttig1 gosterilmistir (17). HCT116 kolon kan-
seri hiicreleri tizerinde SBnin etkileri incelendiginde,
6,25 mMdan itibaren 50, 100 ve 200 mM konsantras-
yonlarinda apoptoza bagh hiicre canliliginin azaldig1

belirlenmistir (8). Pongsavee ve Mishra (2021) po-
tasyum sorbatin 0,5-2 mg/ml konsantrasyonlarinda
insan lenfosit hiicrelerinde sitotoksik etkilerinin yani
sira oksidatif stresi artirdigini ve kromozom hasarina
yol actigini gostermistir (18). Benzer sekilde, PS’in
125-1000 pg/ml arasindaki konsantrasyonlarda geno-
toksik etkilerinin oldugu bildirilmistir (19).

Bu ¢aligmada, sodyum benzoat ve potasyum sorbatin,
saglikli hiicre soylar1 olan L929 ve HOB hiicrelerinde
10 mM {izerindeki konsantrasyonlarda hiicre canlili-
ginda azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Elde edi-
len sonuglar, SB ve PS'nin sitotoksisitesinin degerlen-
dirildigi diger ¢calismalarla uyumlu bulunmustur

5. Sonug/Conclusion

Sodyum benzoat ve potasyum sorbat igin sirasiyla
onerilen giinliik alim miktarlar1 olan 5 mg/kg ve 25
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mg/kg dozlariin molaritesi hesaplandiginda (35 uM
ve 167 uM), bu degerlerin L929 ve HOB hiicrelerinde
hiicre canliliginin azaldig1 konsantrasyonlardan olduk-
ca diisiik oldugu goriilmektedir. Ancak, bu katki mad-
delerinin gida, endiistri ve kozmetik gibi bir¢ok iiriinde
yaygin kullanilmasi ve yapilan analizlerin de gosterdigi
lizere, ortalama kronik alim miktarinin énerilen dozla-
rin ¢ok iizerinde oldugu unutulmamalidir. Bu nedenle,
bu maddelere iliskin daha detayli molekiiler ¢caligma-
lara ve iiriinlerdeki miktarlarin analizine yonelik daha
fazla veri sunulmasina ihtiyag vardir.
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