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ÖZET 

 

Dünyada beslenme alıĢkanlıklarının da değiĢmesi ile hazır gıda tüketiminde artıĢ yaĢanmıĢtır. Bu 

artıĢla beraber gıdalarda kullanılan katkı maddeleri kullanımı da artmıĢtır. Gıda katkı maddelerinin 

güvenle kullanılabilecek miktarlarının belirlenmesi uzun yıllardır araĢtırma konusu olmuĢtur. 

Çünkü söz konusu kimyasalların sağlığa olası etkileri tartıĢma konusu olmaya devam etmektedir. 

Bu çalıĢmada tatlandırıcı olarak kullanılan Mannitol ve Laktitol‟ün in vitro genotoksik etkileri, 

insan periferal lenfosit hücrelerinde kromozom anormallikleri (KA) ve mikronükleus (MN) testleri 

ile değerlendirilmiĢtir. Ayrıca bu tatlandırıcı maddelerin mitotik indeks (MĠ) ve nükleer bölünme 

indeksi (NBĠ) üzerine etkileri de incelenmiĢtir. Mannitol için 500, 1000, 2000, 4000 ve 8000 

μg/mL‟lik, laktitol için 250,500,1000,2000ve 4000 μg/mL‟lik konsantrasyonlar kullanılmıĢtır. 

Uygulanan testlerde iki farklı katkı maddesininde tüm konsantrasyon ve sürelerde hücre baĢına 

düĢen kromozomal anormallik frekansını ve anormal hücre yüzdesini etkilemediği, mikronükleus 

frekansında ve nükleer bölünme indeksi değerlerinde kontrole göre önemli bir değiĢikliğe sebep 

olmadığı gözlenmiĢtir. Mitotik indeks değerlerinde ise Mannitol‟ün 24 ve 48 saatlik 

uygulamalarında 2000, 4000 ve 8000 µg/mL „lik konsantrasyonlarında, Laktitol‟ün 500, 1000, 

2000 ve 4000 μg/mL‟lik konsantrasyonlarında kontrole oranla anlamlı düĢüĢ gözlenmiĢtir. Sonuçta 

Mannitol ve Laktitolün in vitro insan lenfositlerinde kullanılan konsantrasyonlarda önemli bir 

genotoksik etkiye sahip olmadığı gözlenmiĢtir. 
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ABSTRACT 

 

There has been an increase in the consumption of ready-made foodwith the change in dietary habits 

in the world. The use of additives in foods was also increasedwith this situation Determining the 

amounts of food additives that can be used safely has been the subject of research for many years. 

Because the possible effects of these chemicals on health continue to be a matter of discussion. In 

this study, the in vitro genotoxic effects of Mannitol and Lactitol used as sweeteners were 

evaluated in human peripheral lymphocytes by chromosomal abnormalities (CA) and micronucleus 

(MN) assays. In addition, the effects of these sweeteners on the mitotic index (MI) and nuclear 

division index (NBI) were also investigated. Concentrations of 500, 1000, 2000, 4000 and 8000 

μg/mL were used for mannitol and 250, 500, 1000, 2000 and 4000 μg/mL for lactitol. In the 

assaysapplied, it was observed that the two different additivesdid not affect the chromosomal 

abnormality frequency per cell and the percentage of abnormal cells at all concentrations and 

treatments, did not cause a significant change in the micronucleus frequency and nuclear division 

index values compared to the control. In the mitotic index values, a significant decrease was 

observed at the concentrations of 2000, 4000 and 8000 µg/mL of Mannitol and 500, 1000, 2000 

and 4000 µg/mL of Lactitol in 24 and 48h treatments, compared to the control. As a result, it was 

observed that mannitol and lactitol did not have a significant genotoxic effect at the concentrations 

used in human lymphocytes in vitro. 
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1. GĠRĠġ 

Günümüz toplum ihtiyaçlarının değiĢmesiyle birlikte buna paralel olarak gıda tüketiminde 

de değiĢiklikler meydana gelmiĢtir. Gıda sektöründe teknolojinin geliĢmesi ile yeni üretim 

teknikleri kullanılması, ürünlerin çeĢitlenmesi, toplumda çalıĢma hayatının giderek 

yoğunlaĢması, kiĢilerin yoğun hayat temposunda yemek yemeğe daha kısa zaman ayırmak 

istemeleri gibi nedenlerle hazır gıdaya olan eğilim artmıĢtır. Böylece gıda endüstrisinde de 

hazır gıda üretiminde artma meydana gelmiĢtir. Bu artıĢla üretilen hazır gıdaların üretim 

aĢamasından tüketiciye herhangi bir bozulma olmadan gelebilmesi gündeme gelmiĢtir [1-

3]. Bu amaçla kullanılan gıda katkı maddeleri en geniĢ anlamı ile “gıdalara üretim 

aĢamasında ilave edilen maddeler” olarak tanımlanabilir. Türk Gıda Kodeksi‟nde, gıda 

katkı maddeleri “tek başına gıda olarak kullanılmayan ve gıdanın tipik bir bileşeni 

olmayan, besleyici değeri olsun veya olmasın gıdalara teknolojik amaçlı katılan, doğrudan 

veya dolaylı olarak gıdaların bir bileşeni haline gelen veya bunların özelliklerini 

değiştiren maddelerdir” diye tanımlanmaktadır [4]. 

Gıdalarda bulunan maddelerden yağlar, karbonhidratlar, proteinler, mineraller ve 

vitaminler doğal bileĢen olarak kabul edilir. Bunun dıĢında gıdada besin değerinin 

artırılması, tatlandırılması, görünümün iyileĢtirilmesi, besinlerde oluĢabilecek kayıpların 

önlenebilmesi, gıdanın besin kalitesini koruyarak saklanması ve raf ömrünün uzatılması 

amacı ile gıdaya dıĢardan eklenen maddeler doğal bileĢen dıĢında kabul edilir. Sayılan bu 

özelliklerin sağlanabilmesi amacıyla gıda katkı maddelerinin kullanımı gün geçtikçe 

yaygınlaĢmıĢtır. Ancak gıda katkı maddeleri ile ilgili yapılmıĢ olan araĢtırmalar, canlılarda 

sağlık riski oluĢturabileceklerini gösterdiğindenhem araĢtırma sayısının artmasına hemde 

bazı katkı maddelerinin kullanımına kısıtlamalar getirilmesine sebep olmuĢtur [5-7]. 

Yapılan araĢtırmalar ile kullanılan katkı maddelerinin insan sağlığı üzerindeki etkileri 

tartıĢılan bir konu haline gelmiĢ olup bu tartıĢma güncelliğini korumaktadır. Katkı 

maddelerinin tüzükte belirtilen miktardan fazla kullanılması, uzun süre kullanımda vücutta 

birikmesi sağlık risklerinin oluĢmasını tetiklemektedir [8]. Son yıllarda geliĢmiĢ ülkeler 

baĢta olmak üzere kullanılan katkı maddelerinde artıĢ meydana gelmiĢ, bu artıĢ ile birlikte 

baĢ ağrısı, depresyon, egzama gibi rahatsızlıklar, astım, ishal (özellikle çocuklarda) 

hiperaktiflik ve aĢırı duyarlılık (hipersensitivite), alerjik reaksiyonlar, sindirim sitemi 

bozuklukları gibi rahatsızlıklara yönelik bulgular elde edilmiĢtir [9-10]. 
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Katkı maddelerinin kullanım miktarlarının yönetmeliklerde sınırlandırılması sağlığa zarar 

vermeyeceği anlamına gelmemektedir. Katkı maddelerinin uzun süreli tüketimi insan 

sağlığına olumsuz etkileroluĢturabilmektedir [11]. Ġnsanların aynı gün içinde ne kadar 

kimyasala maruz kalabileceği, kiĢilerin beslenme alıĢkanlığına göre değiĢeceğinden, 

maruziyet oranı bilinememektedir. 

Tatlandırıcı; gıdaya tatlı tat veren ancak Ģeker olmayan madde olarak tanımlanmaktadır. 

Genel olarak Ģeker yerine tüketilen, Ģekere oranla daha az enerji sağlayan, doğal ve yapay 

olarak üretilebilen katkı maddeleridir [11-12]. Genotoksisite, hücrelerin genetik 

materyalinde biyolojik, kimyasal veya fiziksel etkenlerin oluĢturabileceği hasar olarak 

tanımlanabilir. OluĢabilecek bu hasarlar genel olarak kromozom anormallikleri, gen 

mutasyonları, DNA zincir kırıkları ve DNA eklentileri olabilmektedir. Meydana gelen bu 

genotoksik etki hücre içinde onarıldığında mutasyona neden olmayabilir ancak 

onarılmamıĢ hasarlar genetik materyalde kalıcı değiĢikliklere neden olabilmektedir. Bu 

kalıcı değiĢiklikler mutasyonlar olarak adlandırılmaktadır. Mutasyonun kritik genlerde 

oluĢması kanser gibi ciddi hastalıklara neden olmaktadır. Bu nedenle de oluĢan 

mutasyonlar potansiyel kanserojen olarak kabul edilir. Mutajenitenin sağlık üzerinde 

birçok kalıcı etki bırakması açısından kullanılan tüm katkı maddelerinin etkilerinin 

belirlenip değerlendirilmesi, yine bu maddelerin güvenirliliklerinin arttırılması amacıyla 

kullanılan testlerde önemli etken olmaktadır [13]. 

Çoğu alanda karĢımıza çıkan bu katkı maddelerinin geniĢ kullanım alanı gıda sanayidir. 

Gıda katkı maddelerinin genotoksik etkilerinin incelenmesi ve kısa sürede tespit 

edilmesinde çeĢitli genotoksisite testleri kullanılmaktadır. Söz konusu testler tüm dünyada 

gıda katkı maddelerinin karsinojenik ve genotoksik etkilerinin tespitinde rutin olarak 

kullanılmaktadır. Kullanılan bu testlere örnek olarakkromozom anormallikleri (KA), 

mikronukleus (MN), kardeĢ kromatit değiĢimi (KKD), comet ve Ames testleri verilebilir 

[14-18]. 

ÇalıĢmamızda tatlandırıcılar grubuna dâhil olan gıda katkı maddelerinden Laktitol ve 

Mannitol‟ün genotoksik etkileri in vitro insan lenfositleri kullanılarak kromozomal 

anormallik ve mikronükleus testleri ile incelenmiĢtir. Ayrıca mitotik indeks ve nükleer 

bölünme indeksleri tespit edilerek söz konusu gıda katkı maddelerinin sitotoksik 

aktiviteleri belirlenmiĢtir. Bu tez çalıĢmasının ülkemiz ve dünyada araĢtırmaya konu olan 

gıda katkı maddelerinin kullanım alanlarına iliĢkin verilen ve verilecek olan izinlerin 
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güncellenmesi, kullanımlarıına iliĢkin yol göstermesi ve bundan sonra yapılacak olan 

çalıĢmalara yön verebilmesi açısından öneminin büyük olabileceği düĢünülmektedir. 
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2.GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Gıda, Gıda Teknolojisi ve Gıda Güvenliği 

 

Gıdavücuda dıĢarıdan alınan, enerji veren ve canlılığın devamını sağlayan, organizmanın 

besin ihtiyacını karĢılayan, hücre yapım ve onarımını gerçekleĢtiren, bedenin sürekli ve 

düzenli çalıĢmasını sağlamakiçin canlılartarafından tüketilen vazgeçilmez bir ihtiyaçtır. 

Tüketilen katı veya sıvı besinler iĢlenmemiĢ olabildiği gibi, yarı iĢlenmiĢ ve 

iĢlenmiĢolabilmektedir [19,20]. 

KentleĢme oranının artması ile gıdalarda da büyük değiĢimler meydana gelmiĢtir. Gıdanın 

tüketiciye ulaĢma aĢamasında besin değeri ve gıda kalitesinde değiĢimler meydana 

gelebilmektedir. Üretilen gıdalarıniĢleme, depolama ve dağıtımısırasındakimyasal, 

fizikselve biyolojik olarak farklılaĢma yaĢanabilmektedir. Gıdaların, üretimden baĢlayarak, 

tüketiciye ulaĢana kadargeçen süreçte yaĢanacak olan bu değiĢimlerin en aza indirgenmesi 

ve sağlıklı bir Ģekilde yürütülebilmesi amacıyla gıda teknolojisitekniklerinin uygulanması 

büyük önem taĢımaktadır [21-23]. 

Gıda güvenliği insan sağlığını direkt etkilediğinden dünya çapında her zaman önemli bir 

konu olmuĢtur [5,6]. Sağlıklı gıda üretiminin yapılabilmesi için, gıda üretim proseslerinde 

ve gıdanın depolama, dağıtım aĢamalarında kurallara riayet edilmesi ve bunun için gereken 

önlemlerinalınması gıda güvenliği olarak tanımlanmaktadır [24]. 

Günümüzde gıda maddelerinin üretim teknikleri değiĢmiĢ, ürün çeĢitliliği artmıĢ ve 

gıdalarıntaĢıma, saklama, depolama sürelerinde artıĢ meydana gelmiĢtir. Ancak bu 

iĢlemlerin yapılması sırasında gerekli koĢulların sağlanmaması gıda üzerinde olumsuzluk 

yaĢanmasına ve özellikle insan sağlığı üzerinde risk oluĢturmasına neden olabilmektedir. 

Gıdada meydana gelebilecek herhangi bir olumsuzluktan korumak ve insan sağlığı 

üzerinde risk oluĢturan etmenleri ortadan kaldırmak amacıyla gıda maddelerinin taĢıması 

gereken asgari ve teknik kıstasları içeren yasal düzenlemeler yapılmaktadır. Gıda ile 

ilgilenen tüm kurum ve kuruluĢlarda, gıda maddelerinin sağlığa uygun Ģartlarda üretilmesi 

ve tüketilmesi için tüm dünyada geçerli bir gıda mevzuatı uygulanması gerektiği 

düĢünülmektedir [25]. 
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Gıda Mevzuatı, genel anlamda, gıda maddelerinin üretiminin yapıldığı ve satıldığı her türlü 

mekânın niteliklerinin belirlendiği, üretimi yapılan gıda maddelerinin kalite ve hijyen 

bakımından uyması gereken kriterleri içeren kurallar Ģeklinde tanımlanabilir [25,26]. 

Ülkemizde Gıda Mevzuatı‟na kaynaklık eden kuruluĢlar;  

1. Tarım ve Orman Bakanlığı, 

 

2. Sağlık Bakanlığı,  

 

3. Sanayi ve Teknoloji Bakanlığı,  

 

4. Çevre, ġehircilik ve Ġklim DeğiĢikliği Bakanlığı ile bünyelerindeki genel 

müdürlükler,  

 

5. Ġlgili diğer birimler ve taĢra teĢkilatlarındaki yapılanmalar Ģeklinde 

sıralanabilmektedir [25]. 

 

Dünya genelinde kalitenin bir standart olarak ortaya çıkması ile gıdagüvenliği dünya 

çapında iĢ birliği yapmayı gerektirmiĢtir. Bu bağlamda gıda güvenliği ile ilgili uluslararası 

kuruluĢlar kurulmuĢtur.  

Uluslararası Gıda Mevzuatı ile Ġlgili KuruluĢlar; 

1. BirleĢmiĢ Milletler Örgütü (United Nations) 

2. BirleĢmiĢ Milletler Gıda ve Tarım Örgütü (Food and Agriculture Organization of 

the United Nations -FAO) 

3. Kodeks Alimentarius Komisyonu (Codex Alimentarius Commission) 

4. Dünya Sağlık Örgütü (World Health Organization -WHO) 

5. Pestisit FAO / WHO Ortak Toplantısı (Pesticide  FAO / WHO Joint Meeting) 

6. Uluslararası Standart Organizasyonu (International Standards of Organisations -

ISO) 

7. Avrupa Birliği (European Union – EU) 

8. Tüketici Sağlığı ve Güvenliği Genel Müdürlüğü Avrupa Komisyonu (Healthand 

Consumer Protection Directorate-General, European Commission) 

9. Avrupa Gıda Güvenliği Otoritesi (European Food Safety Authority-EFSA) 

10. Gıda ve Veterinerlik Ofisi (Foodand Veterinary Office -FVO) 

11. Gıda ve Yem için Hızlı Uyarı Sistemi (Rapid Alert System forFoodand Feed -

RASFF) 
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12. Dünya Ticaret Örgütü (World Trade Organisation - WTO) 

13. Gıda ve Ġlaç Dairesi (Food and Drug Administration-WTO) 

14. Gümrük Tarifeleri ve Ticaret Genel AnlaĢması (General Agreement on Cumtons  

Tariffs and Trade -GATT) Ģeklinde sıralanabilmektedir [8, 25]. 

 

Çok uzun yıllardır var olan katkı maddeleriözellikle gıdanın dayanıklılığını ve tüketici 

beğenisini arttırmak, lezzet ve rengi korumak, besin değerinin kaybını önlemek ve 

arttırmak, raf ömrünün uzatmakamacıyla gıda endüstrisinde yardımcı maddeler olarak 

kullanılmaktadır [26,27]. 

2.2. Gıda Katkı Maddeleri ve Kullanım Amaçları 

GeliĢen dünya ile birlikte gıdaların üretim ve tüketiminde de büyük değiĢimler meydana 

gelmiĢ, tüketicinin gıda beklentilerinde de değiĢimler gözlenmiĢtir. Gıda hazırlama 

aĢamasında daha az vakit harcanmak istenmesi, beslenme alıĢkanlıklarının değiĢerek hazır 

gıdaya talebin fazla olması paketli gıda tüketimini artırmıĢtır. Bu durum da gıdakatkı 

maddelerinin çeĢit ve kullanım alanlarında artıĢ meydana gelmesine neden olmuĢtur.  

Kullanılan bu gıda katkı maddelerinin artıĢı ilebunların sağlık bakımından etkileri tartıĢma 

konusu olmuĢtur ve bu tartıĢmalar halen güncelliğini korumaktadır. Hazır gıda tüketiminin 

artması ve bilinçsiz beslenme, katkı maddesinin alımını arttıracağı için sağlık üzerinde 

olumsuz bir etki gösterebileceği öngörülen bir gerçektir [28]. 

Türk Gıda Kodeksi Yönetmeliği‟nde gıda katkı maddeleri, “tek baĢına hammadde olarak 

kullanılmayan, tek baĢına ve yardımcı madde olarak kullanımı olmayan, yine tek baĢına 

besleyicilik değeri bulunmayan, gıdanın üretilmesinden tüketilmesine kadar geçen süreçte 

görünüĢ, tat, koku gibi yapısal özelliklerin korunması ve istenmeyen bir etkinin 

oluĢmaması amacıyla kullanılan maddelerdir” Ģeklinde tanımlanmaktadır [17, 28]. 

BaĢka bir tanımlamaya göre gıda katkı maddeleri, gıdaların tat, koku, lezzet ve görünüĢ 

gibi duyusal özelliklerini korumak ve arttırmak, gıdanın kalite özelliklerini kaybetmeden 

raf ömrününuzatılmasını sağlamak, gıdanın iĢlenme prosesinde ve depolama, taĢıma, 

ambalajlama aĢamalarında gıda değerinin korunmasını sağlamak amacıyla eklenen, 

besleyici değeri olmayan ve gıdanın bir bileĢeni haline gelen maddelerdir [5,29]. 

Gıda katkı maddeleri kullanılırken dikkat edilecek bazı önemli hususlar bulunmaktadır. 

Bunlar; 
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 Özellikle sağlığa zararlı olmamalı ve yönetmeliklerce belirlenmiĢ olan katkı 

maddeleri kullanılmalıdır. 

 

 Katkı maddelerinin kullanımında teknolojik zorunluluk bulunmalıdır.  

 

 Kullanımında sakınca bulunmadığı belirlenen gıdalarda kullanılmalıdır. 

 

 Ġzin verilen miktarlarda kullanılmalıdır.  

 

 Üretilen gıdanın besin değerini ve kalitesini koruyacak katkı maddeleri 

kullanılmalıdır. 

 

 Kullanılan katkı maddesi herhangi bir olumsuzluğu maskelemek amacı 

taĢımamalıdır [28]. 

 

Bir gıda katkı maddesinin kullanım miktarı; 

1. Katkı maddelerinin belirlenmiĢ olan günlük kabul edilebilir alım miktarlarıveya 

buna denk bir değerlendirme ile, 

2. Özel gruplar için hazırlanan gıda maddelerine katılan katkı maddelerinin günlük 

alım miktarlarının bu gruplar için özellikle denenmiĢ olarak belirlenmesi gerekir 

[30]. 

 

Gıda katkı maddeleri kullanım amaçlarına göre 4 grupta incelenebilir [6,28]. Bunlar; 

     1.Koruyucular 

Gıdada tat, koku, lezzet gibi duyusal; renk kaybı, acıma gibi yapısal özelliklerde meydana 

gelebilecek istenmeyen etkilerin engellenmesi ve gıdanın kalitesini koruyarak raf ömrünün 

uzatılmasını sağlamak için kullanılmaktadır. Bu amaçla genellikle antimikrobiyaller (nitrit, 

nitrat, benzoik asit) ve antioksidanlar (butillendirilmiĢ hidroksitoluen (BHT), 

butillendirilmiĢ hidroksianisol (BHA), galatlar)kullanılmaktadır. 

2. Gıdanın lezzet, görünüĢ ve yapısını geliĢtirenler 

a. pH ayarlayıcılar: Gıdanın asitlik veya bazlık derecelerini kontrol etmek, istenilen pH 

düzeyine getirmek için kullanılırlar. 
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b. Topaklanmayı önleyenler: Toz halinde olan karıĢımların bir araya gelerek 

topaklanmasını önleyerek yapısını koruyan maddelerdir. Bu amaçlaalüminyum silikat, 

trikalsiyum fosfat gibi katkı maddeleri kullanılmaktadır. 

c. Emülsifiyerler: Gıda içerisine katılan su ve yağın homojen bir görünüm alarak 

dağılmasını önleyen katkı maddeleridir. Bu amaçla lesitin, mono ve digliseritler gibi katkı 

maddeleri tercih edilmektedir. 

d. Stabilizörler, kıvam arttırıcılar, yapay tatlandırıcılar  

Stabilizörler: Homojen hale gelen su ve yağınuzun süre bu yapıda kalmasını sağlamak 

amacıyla gıdaya eklenmektedir. 

JelleĢtirme ajanı: Gıdaya jelimsi bir yapı ve doku kazandırmak amacıyla (keçiboynuzu 

zamkı, pektin gibi)kullanılmaktadır. 

Yapay tatlandırıcılar: ġeker yerine kullanılan, kalorisi olmayan katkı maddeleridir. Gıdanın 

tadını tüketici açısından daha cazip hale getirir. Bu amaçla mannitol, laktitol, aspartam, 

sakkarin gibi katkı maddeleri kullanılmaktadır. 

Renk stabilizasyon ajanı: Gıda ürününün rengini kalıcı hale getirmektedir. 

3. Aroma ve Renk geliĢtiriciler 

a. Aroma maddeleri: Gıdada bulunan aromayı daha cazip ve hoĢ hale getirmek için 

kullanılmaktadır. Bu amaçla daha çok lezzet arttırıcılar (örneğin, monosodyum 

glutamat=MSG) tercih edilmektedir. 

b. Renklendiriciler: Gıdanın hazırlanma aĢamasında meydana gelen renk kayıplarını tekrar 

kazandırmak, bazı renkleri kuvvetlendirilerek gıda albenisinin artmasını sağlamak için 

kullanılmaktadır. Bu amaçla tartrazin, indigotingibi maddeler tercih edilmektedir. 

4. Besin değerini koruyucu geliĢtiriciler (Besin ögeleri): Gıda hazırlanma aĢamasında 

eksilen besin ögelerinin tekrar kazandırılması (B1, B2, niasin) ve beslenmede eksik olan 

vitaminlerin eklenmesi amacıyla kullanılmaktadırlar [6,28]. 
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2.4. Gıda Katkı Maddelerini Kullanım Miktarlarının Belirlenmesi ve E Kodu 

Gıda katkı maddelerinin sağlık üzerinde oluĢturduğu etkileri hakkında bilgi sahibi 

olunabilecek verilerden biri de toksisite test sonuçlarıdır. Gıdada kullanılan katkı 

maddelerinin karsinojenik ve mutajenik etkileri sonucunda ortaya çıkabilecekolan toksik 

etkiler standart toksisite testleri iledeğerlendirilmektedir. Katkı maddesinin toksik etki 

göstermediği dozların belirlenmesi amacıyla deney hayvanları ve/veya hücre kültürleri 

kullanılmaktadır. Yapılan test sonuçlarında hiçbir toksik etki göstermeyen doz 

belirlenmektedir. Herhangi bir toksik etki göstermeyen doz elde edilirse bu doza NOAEL 

(No Observed Adverse Effect Level=gözlenebilir yan etki oluĢturmayan düzey) denir. 

NOAEL hiçbir etkinin görülmediği konsantrasyon olarak tanımlanmaktadır.  NOAEL 

değerini belirlemek için öncelikle LD50 değeri belirlenir. LD50 değeri deney hayvanlarının 

%50‟sinin ölümüne neden olan dozdur. Daha sonra belirlenen LD50 dozunun miktarı 

azaltılarak verilen her dozun toksik etkileri araĢtırılır. Deney hayvanlarının hücre ve 

dokularında oluĢabilecek tüm toksik etkiler incelenir. Bu inceleme sonucunda araĢtırmaya 

konu olan katkı maddesinin zararsız olduğuna dair herhangi bir doz miktarı tespit 

edilemezse, o katkı maddesinin gıdalarda kullanılmasına izin verilmez. Kullanılacak gıda 

katkı maddelerinin izin verilen dozları NOAEL değeri bulunarak belirlenir. Doz belirleme 

deneyleri insanlar üzerinde yapılamadığı için deney hayvanında hiçbir yan etkiye sebep 

olmayan dozun 1/100‟ü insan için (günlük kabul edilebilir alım miktarı =ADI değeri 

Acceptable Daily Intake) kabul edilir. ADI değeri, katkı maddesinin günlük alınmasına 

izin verilen miktar değeridir ve bu insanlarda güvenli doz olarak kabul edilir. Ġnsanın vücut 

ağırlığının kilogramı baĢına mg olarak belirlenir. NOAEL değerinden ADI değerine 

geçiĢte kullanılan iĢlem ise ADI (Kabul edilebilir günlük alım) = NOAEL / 100 olarak 

belirlenmiĢtir [31-33]. 

Gıda katkı maddelerinin standartlaĢtırılması amacıyla Avrupa Birliği tarafından Europe 

kelimesinin baĢ harfi olan “E” kullanılarak E-kodları oluĢturulmuĢtur. OluĢturulan E-

kodları gıda katkı maddeleri konusunda çalıĢan uluslararası kuruluĢların ortak çalıĢması 

sonucu oluĢmuĢtur. E-kodu, isimleri uzun olan katkı maddelerinin etikette daha kısa 

Ģekilde belirtilmesi amacıyla da yarar sağlamaktadır. Ancak tüketicinin etikette belirtilen 

E-kodunun hangi katkı maddesine karĢılık geldiğini bilmesi önemlidir."E" numara sistemi 

ile gıda katkı maddelerinin temel iĢlevlerine göre sınıflandırılması ise aĢağıda 

gösterilmiĢtir. 
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· Renklendiriciler E 100 – 180 

· Koruyucular E 200- 297 

· Antioksidanlar E 300 – 321 

· Emülgatör ve stabilizatörler E 322- 500 

· Asit / baz sağlayıcılar E 500- 578 

· Tatlandırıcılar, koku verenler E 620 – 637[34,35]. 

 

2.5. Gıda Katkı Maddelerinin Sınıflandırılması 

 

Gıda katkı maddelerinin gıda sanayide birçok alanda kullanılmaktadır. Farklı alanlarda 

kullanılan bu katkı maddeleri üretilecek gıdaya ve kullanım amacına göre 

sınıflandırılmaktadır. Gıda katkı maddelerinin fonksiyonel sınıfları, 30 Haziran 2013 tarih 

ve 28693 sayılı Resmi Gazetede yayımlanarak yürürlüğe giren Türk Gıda Kodeksi Gıda 

Katkı Maddeleri Yönetmeliğinde aĢağıda belirtilen 26 ana baĢlıkta toplanmıĢtır [36]. 

Bunlar; tatlandırıcılar, renklendiriciler, koruyucular, antioksidanlar, taĢıyıcılar, asitler, 

asitlik düzenleyiciler, topaklanmayı önleyiciler, köpüklenmeyi önleyiciler, hacim 

arttırıcılar, emülgatörler, emülsifiye edici tuzlar, sertleĢtiriciler, aroma arttırıcılar, köpük 

oluĢturucular, jelleĢtiriciler, parlatıcılar, nem vericiler, modifiye niĢastalar, ambalajlama 

gazları, itici gazlar, kabartıcılar, metal bağlayıcılar, stabilizörler, kıvam arttırıcılar, un 

iĢlem maddeleridir [36].  

2.5.1. Tatlandırıcılar 

Tatlandırıcılar, ürüne Ģeker tadı vermesi amacıyla gıdaya katılan ve birçok gıdada 

kullanımı olan katkı maddeleridir. Kullanım alanları olarak unlu mamuller, Ģekerlemeler, 

tatlılar, dondurmalar, alkolsüz içecekler gösterilebilmektedir [37,38]. 

Yapılan araĢtırmalar sonucunda tatlandırıcıların tropikal ülkelerde asırlar önce kullanıldığı 

görülmektedir. Thaumatococcus daniellii bitkisinden elde edilen ve tomatin diye 

adlandırılan maddenin gıdalarda tatlandırıcı olarak kullanıldığı anlaĢılmaktadır. Sakkarinin 

keĢfi ile gıda sanayinde yapay tatlandırıcılar kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Ġkinci dünya savaĢı 

sonrası ortaya çıkan Ģeker kıtlığı sonucunda yapay tatlandırıcı kullanımında artıĢ meydana 
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gelmiĢtir. Tatlandırıcılar üretim Ģekillerine göre doğal ve yapay tatlandırıcılar olarak iki 

grupta incelenebilir [39-42]. 

 

2.5.1.1. Yapay tatlandırıcılar 

 

Kimyasal yöntemlerle üretilen yapay tatlandırıcılar genel olarak besin değeri olmayan ve 

enerji sağlamayan katkı maddeleri olarak tanımlanabilmektedir. Bu tatlandırıcılar, 

genellikle diyet ürünlerinde, diĢ çürüklerinin engellenmesinde ve kan glukoz değerinin 

kontrolünde kullanılabilmektedir. En yaygın olarak kullanılan yapay tatlandırıcılaraörnek 

olarak sakkarin, aspartam, asesülfam-K ve siklamat verilebilir. Bu grup içinde sakkarin 

tatlılık derecesi en yüksek, kullanım alanı en geniĢ ve en ucuz tatlandırıcıdır [41,42,44]. 

 

2.5.1.2. Doğal tatlandırıcılar 

 

Bitki ve bitki köklerinden üretilen ve besin değeri olan doğal tatlandırıcılar da genel olarak 

enerji vermektedirler. En yaygın olarak kullanılan doğal tatlandırıcılara; sakkaroz, glukoz, 

früktoz ve dekstroz örnek verilebilir [39,43]. 

 

ġeker alkolleri besleyicilik değeri olan, glisemik indeksi düĢük tatlandırıcılardır. Enerji 

verme miktarı düĢük olduğundan gıda üreticileri tarafından birçok üründe kullanılmaktadır. 

En yaygın kullanılan Ģeker alkolleri sorbitol, eritriol, maltitol, mannitol, ksilitol ve 

laktitoldür [42]. 

Mannitol yaygın olarak kullanılan bir Ģeker alkolüdür. Gıda sanayide tatlandırıcı katkı 

maddesi olarak kullanıldığı gibi tıp ve eczacılıkta da kullanılmaktadır. Mannitol ısı 

düĢürücü özelliğinden dolayı çikolata kaplamalarında, Ģekerlemelerde ve sakızlarda 

kullanılmaktadır. Glisemik indeksi sukroz ile kıyaslandığında daha düĢük olduğu 

görülmektedir. Tıp uygulamalarında Mannitol‟ün, beyin ödeminin azaltılmasında etkili 

olduğu görülmüĢ ancak bazı yan etkilere neden olduğu rapor edilmiĢtir.  Bu yan etkilerin 

baĢında dehidrasyon ve elektrolit sorunları yer almaktadır. Ayrıcaböbrek sorunları 

meydana getirmesi ve kalp yetmezliğini ilerletmesi ciddi yan etkileri arasında 

gösterilmiĢtir. Mannitol‟ün hamilelik sırasında güvenli kullanımı ise belirsizdir. Diyabet 

hastaları için tatlandırıcı olarak kullanılan Mannitol, ilaç sanayinde çiğneme tabletlerinde 

ve gözlerde meydana gelen yüksek basıncı azaltmak için de kullanılmaktadır [43-48]. 
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Laktitol, disakkarit Ģeker alkolüdür. Tatlılık derecesi sakkarozun yaklaĢık %40‟ı kadar olan 

laktitolün glisemik indeksi yok sayılacak seviyededir. Laktitol beyaz kristal formda 

bulunur ve molekül ağırlığı Ģekere yakın düzeydedir. Bundan dolayı su aktivitesinde 

benzer etki göstermektedir. Laktitol düĢük tatlılık derecesinden ötürü tatlandırıcı olarak 

çekiciliği az olmasına karĢın, tüketildiğinde ağızda acı tat bırakmaması ve hacim verici 

özelliği olmasından dolayı unlu mamullerde, dondurmalarda, çikolata ve benzeri ürünlerde 

kullanılmaktadır. Ayrıca bisküvilere gevrekliği sağlamak içinde laktitol kullanılmaktadır. 

Laktitol eczacılık alanında ve bazı gıdalarda da laktülozun yerine kullanılmaktadır [49,50]. 

2.6. Genotoksisite Testleri 

 

Günümüzde kimyasal maddelerinin kullanımına paralel olarak genetik hastalıklarda ve 

kanser vakalarında artıĢ meydana gelmiĢtir. Kullanılan kimyasal maddelerin insan 

genomunda herhangi bir olumsuzluğa neden olabileceği düĢüncesi kimyasallar üzerinde 

yapılan araĢtırmaları daha önemli hale getirmiĢtir. Meydana gelebilecek mutasyonlar hem 

bireyi hem de gelecek nesilleri etkileyebilecek anormallikler oluĢturabilmektedir. Bu 

sebeple kimyasal maddelerin genotoksik, mutajenik ve kanserojeniketkilerinin araĢtırılması 

amacıyla farklı canlı gruplarıyla çeĢitli testler geliĢtirilmiĢtir [51,52]. Bu kimyasal 

maddelerin sağlık üzerinde oluĢturabileceği risklerin tespitinde kısa süreli genotoksisite 

testleri geliĢtirilmiĢ ve kullanılmıĢtır. Genetik toksisite ya da genotoksisite testleri, genetik 

hasara neden olan maddeleri belirlemek için geliĢtirilmiĢ in vitro ve in vivo testlerden 

oluĢmaktadır. In vivo ve in vitro testler kültüre veya izole edilmiĢ hücre düzeneğine sahip 

testlerdir. Hücre kültürleri ile birçok kimyasal maddenin genotoksik etkisi  

araĢtırılabilmektedir. Toksisite çalıĢmalarında hücre kültürlerinin kullanım avantajları Ģu 

Ģekilde sıralanabilmektedir: 

a. Türler arası farklılığıgözetmez, 

b. Toksik etki yapabileceği düĢünülen kimyasal maddenin deri, karaciğer, kan gibi kendine 

özgü doku hücrelerinde çalıĢma yapılmasına olanak sağlar, 

c. OluĢan toksisitenin hücreler üzerinde ortaya çıkmasını sağlar,  

d. Deney hayvanlarının acı çekmesi ve ölmesinin önüne geçilir [53,5-56]. Ġnsan hücre 

kültürlerinden genotoksisite testlerinde en yaygın olarak tercih edileni ise lenfosit 

kültürleridir. Lenfositlerin tercih edilme sebepleri ise; 

 

1-Periferik kandan kolayca ve çok sayıda hücre elde edilebilmesi 
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2-Kan dolaĢım sisteminde G0 evresinde olmaları,  

3-Hücre kültürü ortamında bölünmeye kolayca teĢvik edilebilmeleri,  

4-Senkronize popülasyon yani aynı fazda, aynı anda olmaları sayılabilmektedir [57]. 

 

Genotoksisite testleri eriĢebilirliği ve uygulaması basit ve hızlı olması, genetik materyalde 

oluĢan hasarın belirlenmesinde hassas olmaları, ucuz yöntemler olmalarıgibi nedenlerle 

tercih edilmektedir [58,59]. Herhangi bir kimyasal maddenin genotoksik riskinin 

belirlenmesi amacıyla insan lenfosit kültürlerinde en yaygın kullanılan genotoksisite 

testleri kromozomal anormallik (KA) ve mikronükleus (MN) testleridir [60]. 

 

2.6.1. Mikronükleus Testi 

 

Mikronükleus testi; 1986 yılında Howell tarafından eritrositlerde gözlenmiĢtir. 1907 'de 

Jolly, Howell‟ın çalıĢmalarını desteklemiĢ, böylece mikronükleuslar “Howell-Jolly 

cisimcikleri” olarak da tanımlanmıĢtır. Bu test ilk olarak 1950‟lerin ortalarında bitki 

hücrelerinde, 1970‟lerin ortalarında ise hayvan hücrelerinde kullanılmaya baĢlanmıĢtır [61-

64]. Mikronükleus; hücre siklusunun gerçekleĢtiği anda kromozomların serbest kalması ile 

ana çekirdekten bağımsız, çekirdek büyüklüğü ana çekirdeğin 1/3‟ünden küçük olan, dıĢ 

kısmı nükleus zarı ile çevrili yapılardır [65]. Sitoplazmaları birdir ve ana çekirdeğin hemen 

etrafında yer alırlar [50].  Mikronükleuslarhücredeki kinetekor ve iğ ipliklerinde oluĢan 

hatalardan, hücre bölünmesinin denetimini yapan genlerineksikliklerinden, kromozomlarda 

meydana gelen tahribat sonucu oluĢmaktadır [66]. Mikronükleusların oluĢumu hasarın 

meydana geldiği evreye bağlı değildir, hücre siklusu boyunca meydana gelmektedirler[50].  

 

Mikronükleus testinde sitoplazma bölünmesini engellemek için sitokalasin-B kullanılır. 

Aktin polimeraz inhibitörü olan sitokalasin-B, sitoplazma bölünmesini durdururken 

çekirdek bölünmesi devam eder ve binükleat oluĢumu sağlanır. Bölünme sırasında 

mutajenik etkiler sonucu ana çekirdeğin etrafında küçük çekirdekler oluĢmaktadır. OluĢan 

bu çekirdekler mikronükleus olarak adlandırılmaktadır [67-69]. 

 

Mikronükleus testi, genotoksik maddelerin kromozomlar üzerinde oluĢturduğu etkilerin 

incelenmesinde genel olarak tercih edilmektedir. Birmaddeninuygulanması ile MN 

oranının kotrole göre fazla çıkması maddenin genotoksik olduğunu göstermektedir. Eğer 

MN oranında kotrole göre değiĢiklik meydana gelmemiĢse maddenin genotoksikolmadığı, 
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MN oranında azalmanın meydana gelmesi ise maddenin anti genotoksiketkide olduğunu 

gösterebilmektedir [70-73]. 

 

Farklı hücre çeĢitlerine uygulanabilmesi, uygulama süresinin kısa ve kolay olması, 

güvenilir sonuç vermesi MN testinin genotoksik araĢtırmalarda sıkça tercih edilmesini 

sağlamıĢtır. In vivo ve in vitro olarak uygulanabilen bu test genotoksisitesi araĢtırılan 

maddelerin mutajenik ve karsinojenik etkilerinin belirlenmesinde kullanılmaktadır 

[70,74,75]. 

 

Mikronükleus kanser teĢhisinde de sıkça kullanılan bir test yöntemidir. Kanserin kendine 

özgü kromozom düzensizliği MN testinin kullanılmasına olanak sağlamıĢtır. MN testi 

pestisit, gıda katkı maddeleri ve çevresel etmenlerden kaynaklanan kimyasal ve fiziksel 

etkenlerin neden olduğu genotoksik etkilerin belirlenmesinde sıkça kullanılmaktadır [76-

78]. 

 

2.6.2. Kromozom Anormallikleri Testi (KA) 

 

Kromozom anormallikleri testi fiziksel ve kimyasal maddelerin genotoksik tahribatını 

belirlenmek amacıyla kullanılan bir test yöntemidir. Genotoksik maddelerin etkisi 

sonucunda DNA‟da oluĢan tahribat kromozomları sayı ve yapı bakımından etkilemektedir. 

Kromozomlarda meydana gelen bu değiĢimler kromozom anormallikleri olarak 

tanımlanmaktadır. Kromozomların yapısal olarak meydana gelen anormallikler kromatid 

ve kromozom kırığı, disentrik ve halka kromozom, fragment, kardeĢ kromatidlerde 

birleĢme, inversiyon, izokromozom ve translokasyondur. Aneuploidi ve poliploidi ise 

sayısal anormalliklerdir. Kromozomlarda meydana gelen bu anormallikler genotoksik 

maddenin çeĢitine ve hücre bölünmesini etkilediği evreye göre değiĢmektedir.  Anormallik 

hücre bölünmesinin G1, S ve G2 safhalarının herhangi birinde oluĢabilmektedir. Bu 

evrelerde oluĢan kırıklar kromozom ve kromatid kırıkları olarak ikiye ayrılmaktadır. 

Genotoksik maddenin, mitozun G0 ve G1 evresinde etkili olması ile kromozom kırıkları 

oluĢurken;  kromatid kırıkları S ve G2 evresinde etkili olması ile oluĢmaktadır.  G1 

safhasında sadece bir kromatidde oluĢan kırık S safhasında da devam ederse, metafaz 

sonrasında iki kromatid de kırık görülerek kromozom kırığı oluĢumuna neden olur. 

Meydana gelen bu kırıkta tekrar birleĢme olmazsa asentrik fragment ve delesyonlu 
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kromozom oluĢumu gözlenir. OluĢan bu fragmentler metafaz evresinde kaybolmaz ise 

anafaz evresinde mikronükleusların meydana getirir [67,78-82]. 

 

Kromozom anormallikleri testi ile hücrede meydana gelen sitogenetik tahribat kısa sürede 

belirlenebilmektedir. In vivo ve in vitro olarak uygulanabilen bu test yöntemi fiziksel ve 

kimyasal maddelerin genotoksisitesi belirlemede en sık kullanılan yöntemdir. Bu test 

yönteminde genetik materyalde oluĢan tahribat büyük ölçüde incelenebilmekte ve 

genomdaki tahribatın derecesi saptanabilmektedir. Anormallik sayısı ile kanser oluĢumu 

karĢılaĢtırılabilmekte ve genotoksik maddenin kanser riski belirlenebilmektedir 

[57,69,70,83]. 

 

Kromozom anormallikleri testinde meydana gelen anormalliklerin belirlenmesi için 

genellikle periferal lenfositler kullanılmaktadır. In vitro uygulamalarında kullanılan bu 

hücreler, kromozomlarda kendiliğinden oluĢan hasar oranının düĢük olması ve primer 

hücre olmaları tercih edilmektedir. Kromozom anormallikleri testinin kanser riski 

belirlemede önemli ve güvenilir sonuçlar vermesi avantajları arasında sayılmaktadır. 

Ancak oluĢan kromozom anormalliklerinin tespit edilme sürecinin yavaĢ ve güç olması 

dezavantaj olarak görülmektedir [73,84,126]. 

. 

2.7. Tatlandırıcılar ve Diğer Gıda Katkı Maddeleri ile YapılmıĢ Bazı Genotoksisite 

ÇalıĢmaları 

 

Bu çalıĢmada genotoksik etkileri değerlendirilen Mannitol ve Laktitol‟ün 

genotoksisitesinin incelendiği bazı çalıĢmalar mevcuttur.  

Laktitol‟ün genotoksik etkisini belirlemek amacıyla comet testi uygulanmıĢ ve izole 

edilmiĢ lenfositler 250, 500, 1000, 2000 ve 4000 µg/mL‟lik konsantrasyonlarile 1 saat 

muamele edilmiĢtir. Laktitol‟ün DNA hasarına neden olmadığı gözlenmiĢtir. Ek olarak 

aynı konsantrasyonların BHK-21 An 31 yavru hamster böbrek hücrelerine 24 saat 

muamelesi sonucu MTT testinde sitotoksik etki göstermediği kaydedilmiĢtir [85]. Yine 

laktitol ilegerçekleĢtirilmiĢbaĢka bir genotoksisite çalıĢmasında Çinhamster akciğer 

hücreleri ve fare polikromatik eritrosit hücreleri kullanılarak mikronükleus testi 

uygulanmıĢtır. ÇalıĢma sonucunda Laktitol‟ün mutajenik ve genotoksik etki göstermediği 



16 

 

görülmüĢtür [86].Benzer Ģekilde 1983 yılında JECFA Laktitol‟ün S. typhimurium TA98, 

TA100, TA1535, TA1537 ve TA1538 suĢlarında mutajenik olmadığını belirtmiĢtir [87]. 

Mannitol‟ün insan periferal lenfositlerine 72 saat boyunca 2x10
5
 ve 3x10

5
 µg/mL‟lik 

konsantrasyonları ile uygulanmıĢ ve KKD oluĢumunu arttırdığı belirlenmiĢtir [88]. JECFA 

(1986) Mannitol için aĢağıdakitestleri uygulamıĢtır: 

1. Salmonella typhimurium G46 TA1530 ve Saccharomyces cerevisiae D3 

suĢukullanılarak yapılan fare konak aracılı test  

2. Rat kemik iliği ve insan W1-38 hücrelerinde sitogenetik bir test (test adı, içeriği 

vedetayları raporda paylaĢılmamıĢtır)  

3.S. typhimurium TA98, TA100, TA1535 ve TA1537 suĢları ile Ames testi 

4. Ratlarda dominant letal test  

Mannitol için uygulanan bu testlerin herhangi birinde mutajenik etki gözlenmemiĢtir  [89]. 

Laktitol ve Mannitol ile gerçekleĢtirilmiĢ baĢka bir genotoksisite çalıĢması 

bulunmamaktadır. Ancak farklı tatlandırıcıların genotoksik potansiyellerinin araĢtırıldığı 

araĢtırmalar mevcuttur.  

Doğal bir tatlandırıcı olan Steviosid ile 50 mg/petri dozunda S. typhimurium TA98 suĢu 

kullanılarak Ames testi uygulanmıĢ ve sonucunda steviosidin mutajenik etki gösterdiği 

görülmüĢtür [90]. Bir tatlandırıcı olan eritritolün genotoksik etkisi erkek ICR fare kemik 

iliği hücreleri kullanılarak 1250, 2500 ve 5000 mg/kg konsantrasyonlarında in vivo 

mikronukleus testi ile incelenmiĢ vemutajenik etkiye sahip olmadığı saptanmıĢtır [91]. 

Yapay tatlandırıcı olan sorbitol, sakarin, aspartam ve Asesülfam-K‟nın genotoksisiteleri 

comet testi ile incelenmiĢtir. Dört tatlandırıcı da insan periferal lenfosit hücrelerine 1,25; 

2,5 ve 5 ppm konsantrasyonları ile üç saat uygulanmıĢ ve tüm tatlandırıcıların comet 

kuyruk yoğunluğu ve momentini artırdığı saptanmıĢtır [92]. Dragsted ve ark. (2002)‟nın 

sukrozile yaptıkları çalıĢmada, Fischer cinsi ratlar (Big Blue Rats) kullanılmıĢtır. 21 gün 

süresinceratlarındiyetlerine %6.9, %13.8 ve %34.5‟lik sukroz ilave edilmiĢ ve çalıĢılan 

dozların kolon mukoza hücrelerinde yüksek mutasyonoluĢturduğu ve sukrozun genotoksik 

etki gösterdiği bildirilmiĢtir [93]. Bir Ģeker alkolü olan maltitolün genotoksik etkisinin 

araĢtırılması amacıyla insan periferal lenfosit hücrelerinde kromozomal anormallik, 

mikronükleus ve kardeĢ kromatit değiĢimi testleri kullanılmıĢtır. Farklı konsantrasyonve 
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sürelerde mikronükleus oluĢumunun oransal olarak önemli derecede arttığı tespit 

edilmiĢtir. KA değerini anlamlı olmamakla birlikte indüklediği, KKD değerinde ise 

herhangi bir genotoksik etki göstermediği bildirilmiĢtir [94]. Johannes ve ark. (1992), Ģeker 

alkolü olan ve daha çok diyabetik hastaların tercih ettiği sorbitolün genotoksik etkisini 

incelemiĢlerdir. 0.9 M sorbitolün Çin Hamster Ovaryum (CHO) hücrelerinde kromozomal 

anormallikleri artırdığını göstermiĢlerdir [95]. 

Tatlandırıcı olan sükrozun 35 g/L ve 70 g/L‟lik konsantrasyonları 24 ve 48 saat süresince  

A.cepa kök ucu hücrelerine uygulanması sonucunda kontrole oranla 

anlamlısonuçlarsaptanmıĢtır [96]. Durnev ve ark. (1995)‟nın siklamat ile yaptıkları 

çalıĢmada C57Bl/6 farelerine 5 gün boyunca oral yolla günlük 11 ve 110 mg/kg 

konsantrasyonlarda siklamat verilmiĢ ve kromozom anormalliklerinin indüklenmediği 

rapor edilmiĢtir [97]. Takayama ve ark. (2000), sodyum siklamatın genotoksik etkisini 

maymunlar üzerinde çalıĢmıĢlardır. Doğumdan sonra diyetlerine günde 100-500 mg/kg 

sodyum siklamat eklenen maymunların bazılarında kolon kanserinin metastazı ile 

karaciğer ve prostat kanserlerinin oluĢum gösterdiğini bildirmiĢlerdir. Ancak sodyum 

siklamatın, direkt kanser oluĢumu ile iliĢkili olmadığını belirtmiĢlerdir [98]. Mukherjee ve 

Chakrabarti (1997) asesülfam-K‟nın genotoksik etkisini fare kemik iliğihücrelerinde 15, 

30, 60, 450, 1500, 2250 mg/kg konsantrasyonları kullanarak değerlendirmiĢler ve söz 

konusu maddenin klastojeniteyeneden olduğunuaçıklamıĢlardır [99]. Erkek Fischer 344 

sıçanlarının içme sularına 28 gün süresince her gün %0.01 ve %0.05 oranlarında sodyum 

siklamat maddesi ilave edilmiĢ ve deney hayvanlarının idrar keselerinde neoplastik 

geliĢime neden olmadığı bildirilmiĢtir [100]. 

Sasaki ve ark. (2002), sukraloz‟un genotoksik etkisini araĢtırmak amacıyla farelerin 8 

farklıorganı (mide, kalın bağırsak, karaciğer, böbrek, mesane, akciğer, beyin ve kemik 

iliği) ilecomet testi uygulamıĢlardır. 100, 1000 ve 2000 mg/kg konsantrasyonlarında 24 

saat, 2000 mg/kg konsantrasyonunda 3 saat etkileĢimi sonucunda farelerde gastrointestinal 

sistemlerinde DNA tahribatının oluĢtuğunu belirtmiĢlerdir [101].  

Stevia bitki özütü fare ve insan hücreleri kullanılarak incelenmiĢtir. Farelere bir ay 

süresince günde iki kez 500 mg/g özüt verilerek polikromatik eritrositlerde MN testi ve bir 

hafta süresince günde üç kez 750 mg/g özüt verilerek de fare primer spermatositlerinin 

analizi yapılmıĢ, DNA hasarına neden olmadığı görülmüĢtür. Ayrıca insan lenfosit ve fare 

kemik iliği hücrelerinde yapılan kromozom anormallik testi sonucunda da genotoksik etkili 
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olmadığı saptanmıĢtır [102]. MS/Ae fareleri ile yapılan mikronükleus testinde 25, 250, 500 

ve 1000 mg/kg steviol verilen deney hayvanlarından alınan kemik iliği eritrositlerinde 

genotoksik etki görülmediğibildirilmiĢtir [103]. YapılmıĢ baĢka bir araĢtırmada Stevia 

rebaudiana Bertoni yapraklarının etanolik ekstraktının genotoksisitesi Ames testi, fare 

kemik iliği hücrelerinde mikronukleus testi ve fare sperm malformasyon testi uygulanarak 

incelenmiĢtir.  %1.04, %2.08 ve %3.12'lik ekstrakt oral olarak 90 gün süresince 

uygulanmıĢ, tüm test sonuçlarında ratlarda toksik etkiye rastlanılmamıĢtır. Uygulama 

sonucunda hayvanlarda klinik, histopatolojik, hematolojik ve davranıĢsal değiĢiklik 

görülmediği belirtilmiĢtir [104]. Stevia için yapılmıĢ diğer çalıĢmalarda S. typhimurium 

suĢu TA98 kullanılmıĢ, 50 mg/petri doz uygulaması yapılmıĢ ve genotoksik etkiye neden 

olduğu saptanmıĢtır [105]. Yine Salmonella typhimurium‟un TM677 suĢu ile yapılan ileri 

mutasyon testinde pozitif sonuç vermiĢtir [106]. 

 

Yapay tatlandırıcı olan sakkarinin Çin hamster kemik iliğinde yapılan genotoksik 

çalıĢmada, KKD değerini arttırdığı görülmüĢtür. Yine sakkarin için yapılan diğer bir 

araĢtırmada S.cerevisiae’da rekombinasyona neden olduğu belirtilmiĢtir [108]. Sakkarin, 

sorbitol ve aspartamın 1,25; 2,5; 5 ppm lik konsantrasyonları insan periferal lenfositleri ile 

1 saat muamele edilerek genotoksik etkisi comet testi ile incelenmiĢ vesöz konusu üç katkı 

maddesinin DNA hasarına neden olduğu görülmüĢtür [107].  %30 sukroz, %30 glikoz ve 

%30 fruktoz Ģeker konsantrasyonlarının genotoksik etkisini incelenmek amacıyla comet 

testi uygulanmıĢtır. 35 gün süresince ratlara verilen söz konusu maddelerin genotoksik 

etkili olmadığı görülmüĢtür [109]. 
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3.MATERYAL METOT 

3.1.Materyal 

 

Bu araĢtırmada gıdalarda tatlandırıcı olarak kullanılan Mannitol (Applichem CAS No: 69-

65-8)ve Laktitol‟ün (Sigma-Aldirich CAS No: 81025-04-9) ticari olarak satın alınmıĢ hazır 

formları kullanılmıĢtır. Her iki madde beyaz kristal toz halinde ve suda çözünür yapıdadır. 

Mannitol ve Laktitol‟ün genotoksik etkilerinin belirlenebilmesi için kültüre edilmiĢ insan 

periferal lenfosit hücreleri kullanılarakmikronükleus (MN) ve kromozomal anormallik 

(KA) testi uygulanmıĢtır. Bunun için kan, herhangi bir sağlık problemi bulunmayan, alkol, 

sigara, ilaç kullanmayan, 23-27 yaĢ arası bireylerden alınmıĢtır. ÇalıĢma, Amasya 

Üniversitesi GiriĢimsel Olmayan Klinik AraĢtırmalar Etik Kurulundan alınan (11.06.2020 

tarih ve 42 nolu karar) izin ile gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.1.1. Test Materyalleri 

 

Mannitol 

Kimyasal adlandırması: D-Mannitol  

Molekül ağırlığı: 182,17 g/mol 

Molekül formülü: C6H14O6 

Yapısal formülü: ġekil 3.1‟de verilmiĢtir. 

 

 

 
 

ġekil 3. 1. Mannitolün yapısal formülü [96]. 
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Laktitol 

Kimyasal adlandırması: 4-O-ß-D-Galaktopiranozil-D-glusitol 

Molekül ağırlığı: 344,32 g/mol 

Molekül formülü: C12H24O11 

Yapısal formülü: ġekil 3.2‟ de verilmiĢtir. 

 

 
 

ġekil 3. 2. Laktitolün yapısal formülü [97]. 

 

 

 

3.2. Metot 

 

3.2.1 ÇalıĢmada Kullanılacak Konsantrasyonların Belirlenmesi 

 

Laktitol ve Mannitol‟ün literatürlerde belirtilen rat LD50 dozları referans noktası alınarak 

çalıĢmada kullanılacak konsantrasyonların belirlenmesi için ön denemeler 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Buna göre, kullanılacak konsantrasyonların belirlenmesi amacıyla ilk 

olarak Laktitol için 4000; 2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25 µg/mL‟lik, Mannitol için 

2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,63 µg/mL‟lik konsantrasyonlar çalıĢılmıĢtır. 

Söz konusu denemelerin sonuçlarına göre Laktitol için çalıĢmada 4000, 2000, 1000, 500 ve 

250 µg/mL‟lik konsantrasyonlarının kullanılması uygun görünmüĢtür. Mannitol için ise 

2000, 1000 ve 500 µg/mL‟lik konsantrasyonlar çalıĢma için uygunluk göstermiĢtir ancak 

daha yüksek konsantrasyonların da etkilerini değerlendirmek açısından yeni bir deneme 
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daha yapılmıĢ ve Mannitol‟ün 8000 ve 4000 µg/mL‟lik konsantrasyonları da çalıĢmaya 

dahil edilmiĢtir. 

 

3.2.2. Kromozomal Anormallik (KA) Testi 

ÇalıĢmada kullanılan kromozomal anormallik (KA) testi Evans‟ın metodunda birtakım 

değiĢiklikler yapılarak uygulanmıĢtır [114]. Daha önce özellikleri belirtilen donörlerden 

alınan kan örnekleri içerisinde LymphoPlus besiyeri bulunan tüplere ekilmiĢtir. Mannitol 

için 500, 1000, 2000, 4000 ve 8000 µg/mL‟lik, Laktitol için 250, 500, 1000, 2000 ve 4000 

µg/mL „likkonsantrasyonlar lenfositlere 24 ve 48 saat uygulanmıĢtır. Ġçerisinde besiyeri 

bulunan tüplere 1/10 oranında heparinize edilen periferik kan örneklerinden 0,2 mLekim 

yapılmıĢtır. Daha sonra 37°C de ki etüvde 72 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Kültür 

ortamına, kültürlerin 24 ve 48 saat sonraMannitol ve Laktitol maddelerinden belirlenen 

konsantrasyonları ilave edilmiĢtir. Bu aĢamada kontrol (distile su) ve pozitif kontrol (0,20 

µg/mL mitomisin-C) çalıĢmaya dâhil edilmiĢtir. Kültürün 70. saatinde her bir tüpe 0,06 

µg/mL kolkisin çözeltisi eklenmiĢtir. 

72. saat bitiminde kültür sonlanması yapılmıĢtır. Tüpler 1200 rpm devirde 10 dakika 

santrifüj edilerek süpernatant atılması sağlanmıĢtır. Bu iĢlem sonucunda tüp dibinde kalan 

kısma 0,075 M KCl çözeltisi 5 mL damla damla ilave edilmiĢ ve homojen bir Ģekilde 

dağılması için vortekslenmiĢtir. Bu iĢlemden sonra tüpler 37 ˚C‟de 30 dk inkübasyona 

bırakılmıĢ, inkübe süresi sonunda tekrar santrifüj edilmiĢ, kalan süpernatant kısmı atılmıĢtır. 

Ardından kültür tüplerinin her birine daha önceden hazırlanmıĢ ve buzdolabında soğutulmuĢ 

3:1 metanol:asetik asit karıĢımından ilave edilmiĢtir. Bu iĢlem sonrasında tüpler 45 dk +4°C 

„de bekletilip, fiksasyon iĢlemi iki kere daha tekrarlanmıĢ, süpernatant kısmı atılmıĢtır. 

Kalan hücreler pipetaj yapılarak homojen hale getirilmiĢtir. Homojenize edilmiĢ hücre 

süspansiyonu daha sonra; saf su ile yıkanarak temizlenmiĢ ve -20 °C „de bekletilmiĢ lamlar 

üzerine damlatılmıĢtır. Bu Ģekilde hazırlanan preparatlar oda sıcaklığında 24 °C „de 

kurumaya bırakılmıĢtır. Kuruyan lamlar daha sonra Giemsa boyasında (%5, pH=6,8) 25 

dakika boyanmıĢtır. Bu iĢlemden sonra preparatlarda bulunan fazla boya saf sudan 

geçirilerek yıkanmıĢtır. Yıkama aĢaması tamamlanan preparatlar kuruduktan sonra entellan 

ile daimi hale getirilmiĢ, mikroskop incelemesi için hazırlanmıĢtır. 

Kromozom anormalliklerinin ve mitotik indeksin saptanması 
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Kromozomal anormallik (KA) tespit edilmesinde, çalıĢılan konsantrasyonlar için 600 

metafaz (her donör için 200‟er metafaz) incelemesi yapılmıĢtır. Metafaz evresinde hücre 

seçimi yapılırken dağılımın homojen olması ve sayımı yapılan kromozomların her birinin 

net olmasına dikkat edilmiĢtir. Ġnceleme yapılan toplam hücre içinde anormal hücrelerin 

yüzdesi belirlenmiĢ, hücre baĢına düĢen kromozom anormalliği sayısı hesaplanmıĢtır. 

Mitotik indeksin (MĠ) tespitinde ise; her konsantrasyon için 2000‟er hücre (toplam 6000 

hücre) incelemesi yapılmıĢtır. Mitotik indeks metafaz evresinde bulunan hücre sayısının, 

toplam hücre sayısına oranı yüzde cinsinden hesaplanıp belirlenmiĢtir. 

3.2.3. Mikronükleus Testi 

 

Mikronukleus (MN) testinin uygulamasında Fenech (2007)‟in metodu bir takım değiĢiklikler 

yapılarak kullanılmıĢtır [19]. Donörlerden alınan 1/10 oranında heparinli periferik kandan 

0,2 mL‟si, içerisinde 2,5 mL besiyeri ortamı bulunan (LymphoPlus) tüplere ilave edilmiĢ ve 

37 °C „deki etüvde 72 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. ÇalıĢmamızda kullanılacak olan gıda 

katkı maddeleri konsantrasyonları laboratuvar koĢullarında yapılan ön çalıĢmalara göre 

belirlenmiĢtir. Mannitol için 500, 1000, 2000, 4000 ve 8000 µg/mL‟lik, Laktitol için 250, 

500, 1000, 2000 ve 4000 µg/mL „lik konsantrasyonları lenfositlere 48 saat uygulanmıĢtır. 

Her iki madde için bir pozitif kontrol (Mitomisin C; MMC) ve kontrol (distile su) grubu 

bulundurulmuĢtur. Sitokinezi engellemek için tüm kültürlere inkübasyonun 44. saatinde 

Sitokalasin-B (5,2 µg/mL) ilave edilmiĢtir.72 saat sonunda kültür sonlandırılmıĢtır. Her bir 

tüp 1000 rpm‟de 10 dakika santrifüj edilerek süpernatant atımı sağlanmıĢtır. Geriye kalan 

kısma 0,075 M KCL çözeltisinden 5 mL yavaĢ yavaĢ eklenerek vortekslenmiĢtir. Bu 

iĢlemden sonra tüpler 5 dakika +4 °C‟de bekletilmiĢtir. Daha sonra tüpler tekrar santrifüj 

iĢlemine tabi tutulup, süpernatant atımı sağlanmıĢtır. Bu iĢlemden sonra her bir tüpe 5 mL, 

3:1 metanol: asetik asit karıĢımı ilave edilmiĢ, daha sonra tüpler 15 dakika +4 °C‟de 

bekletilmiĢtir. Fiksatif iĢlemi 2 defa daha tekrar edilmiĢ ve son fikstatife formaldehit 

eklenerek santrifüj edilmiĢtir. Son kez yapılan santrifüj iĢlemi sonrasında geriye kalan 

süpernatant atılmıĢve pipetaj iĢlemi ile kalan hücreler homojen hale getirilmiĢtir. 

Homojenize olan hücre süspansiyonu buzdolabında bekletilmiĢ lamlar üzerine pipet ile 

yayılmıĢtır. Preparatlar 24 saat oda sıcaklığında kurumaya bırakılmıĢtır. 

Mikronukleus ve nükleer bölünme indeksi (NBĠ)‟nin belirlenebilmesi için preparatlar %5‟lik 

Giemsa tampon eriğinde (pH 6.8) 15-20 dk bekletilmiĢ, oda sıcaklığında kurumaya 

bırakılmıĢtır. Kuruyan preparatlar, daimi hale getirmek amacıyla entellan ile kapatılmıĢ, 
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mikroskop ile incelemek için hazırlanmıĢtır. Nükleer bölünme indeksi belirlemek amacıyla 

her bir konsantrasyondaher donörden 1000 adet olmak üzere toplam 3000 adet, 

mikronukleus frekansını belirlenirken her bir konsantrasyonda her donörden 2000 adetolmak 

üzere preparatlardan toplamda 6000 adet hücre değerlendirilmiĢtir. Hücreler 1 çekirdekli 

(1N), 2 çekirdekli (2N), 3 çekirdekli (3N) ve 4 çekirdekli (4N) Ģeklinde tespit edilmiĢ, “n 

incelenen toplam hücre sayısı” olarak alınıp, [1x(1N)+2x(2N)+3x(3N+4N)]/n 

formülükullanılarak hesaplanmıĢtır [99]. 

3.2.4. Ġstatistiki analizler 

 

Uygulama ve kontrol gruplarından elde edilen hücre baĢına düĢen kromozom anormalliği, 

anormal hücre frekansı, mikronükleus frekansı, mitotik indeks (MI) ve nükleer bölünme 

indeksi sonuçları z-testi ile analiz edilmiĢ ve değerlendirme yapılmıĢtır. AraĢtırmamız da 

KA/ Hücre sayısı, anormal hücre sıklığı, MN/ Hücre sayısı, mitotik indeks ve nükleer 

bölünme indeksininkonsantrasyonabağlı etkileri regresyon analizi ile incelenmiĢtir. 
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4.BULGULAR 

4.1.Mannitol Uygulaması 

4.1.1.Kromozom Anormallik (KA) Test Bulguları 

 

Mannitol‟ün kültüre edilmiĢ insan lenfosit hücrelerinde 24 ve 48 saat 

uygulanmasındakarĢılaĢılan anormallikler görülme sıklığına göre sırasıyla kardeĢ 

kromatidlerde birleĢme (%71,25), kromatit kırığı (%16,25), kromozom kırığı (%8,75), 

fragment (%2,50) ve poliploidi (%1,25)‟dir(Çizelge 4.1). 

Çizelge 4.1. de görüldüğü üzere lenfositlere 24 ve 48 saatlik mannitol muamelesi, 

kullanılan hiçbir konsantrasyonda, hücre baĢına düĢen kromozomal anormallik frekansını 

ve anormal hücre yüzdesini anlamlı oranda etkilememiĢtir (Çizelge 4.1, ġekil 4.1 ve 4.2) 
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Çizelge 4. 1 .Mannitol‟ün insan periferal lenfosit hücrelerinde oluĢturduğu 

kromozomanormallikleri 

 
Uygulama Anormallikler 

  

Test maddesi 
 

              KA 

 

 

Süre 

(saat) 

Konsantrasyon 
  

  yapısal      sayısal Anormal 

hücre                         

± SH (%)                 

          

KA/Hücre ± 

SH 

 
(μg/ml) ktk kzk  kkb  ktd  ds f p 

  
Kontrol 24 0 - - 3 - - - - 0,50 ±0,29 0,05 ± 0,0029 

MMC 24 0,2 6 2 8 1 1 
 

- 3,00±0,70 0,03 ± 0,0070 

Mannitol 24 500 - - 5 - - 1 - 1,00 ±0,41 0,01 ± 0,0041 

  
1000 - - 3 - - - - 0,50 ±0,29  0,005±0,0029 

  
2000 - - 2 - - - 1 0,50 ±0,29  0,005±0,0029 

  
4000 - - 3 - - - - 0,50 ±0,29  0,005±0,0029 

  
8000 1 1 7 - - - - 1,33± 0,47  0,015±0,0050 

            

            

Kontrol 48 0 1 - 3 - - - - 0,67 ±0,33  0,0067±0,0033 

MMC 48 0,2 4 - 7 5 - - - 2,67± 0,66  0,0267±0,0066 

Mannitol 48 500 - - 3 - - - - 0,5 ± 0,29  0,0050±0,0099 

  

1000 1 1 4 - - - - 1,00 ±0,41  0,0100±0,0041 

  

2000 - 1 3 - - - - 0,67 ±0,33  0,0067±0,0030 

  

4000 - - 2 - - 1 - 0,5 ± 0,29  0,0050±0,0020 

  

8000 - 2 4 - - - - 1,00 ±0,41  0,0100±0,0041 

Kromozom 
 

anormallik 

           
yüzdesi 

  

16,25 8,75
5 

71,25 0,00 0,00 2,5 1,25 

   

           
 

 

 

ktk: kromatid kırığı, kzk: kromozom kırığı, kkb: kardeĢ kromatidlerde birleĢme, ds: disentrik kromozom, ktd: kromatit değiĢimi, 
f:fragment, p:poliploidi  

 

 

 

 

 

 

 

. 
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ġekil4 .1. Mannitol‟ün insan periferal lenfosit hücrelerinde oluĢturduğu anormal hücre 

yüzdesi frekansı 
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ġekil4. 2.  Mannitol‟ün insan periferal lenfosit hücrelerinde oluĢturduğu hücre baĢına 

düĢen anormallik frekansı 

 

Mannitol 24 ve 48 saatlik uygulamalarının her ikisinde de mitotik indeksi en yüksek üç 

konsantrasyonda, konsantrasyona bağlı (24 saat r= -0,97 ve 48 saat r= -0,96)anlamlı olarak 

düĢürmüĢtür (Çizelge 4.2, ġekil 4.3). 
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Çizelge 4. 2.Mannitoluygulaması sonucu lenfositlerde görülen mitotik indeks değerleri 

* Kontrole göre P< 0,05 düzeyinde anlamlı (z testi)

** Kontrole göre P< 0,01 düzeyinde anlamlı (z testi) 

*** Kontrole göre P< 0,001 düzeyinde anlamlı (z testi)

Uygulama 

Test maddesi MĠ 

Süre (saat) Konsantrasyon MĠ±SH 

% 

(μg/ml) 

Kontrol 24 0 6,66 ± 0,32 

MMC 24 0,2 3,66 ± 0,24 

Mannitol 24 500   6,40± 0,32 

1000 6,20 ± 0,31 

2000 5,73 ± 0,30* 

4000 5,40 ± 0,29** 

8000 5,33 ± 0,29** 

Kontrol 48 0 6,06 ± 0,31 

MMC 48 0,2 4,10 ± 0,26 

Mannitol 48 500 5,63± 0,30 

1000 5,36 ± 0,29 

2000 4,56 ± 0,27*** 

4000 4,43 ± 0,27*** 

8000 4,16 ± 0,26*** 
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ġekil4.3. Mannitol uygulaması sonucu lenfositlerde görülen mitotik indeks değerleri 

 

4.1.2. Mikronükleus (MN) Testi Bulguları 

 

 

Mannitol ile insan lenfositlerinde 48 saat muamele sonucu elde edilen veriler istatistiki 

olarak karĢılaĢtırılmıĢtır. Buna göre Mannitol, mikronükleus frekansında ve nükleer 

bölünme indeksi değerlerinde kontrole göre önemli bir değiĢikliğe sebep olmamıĢtır 

(Çizelge4.3).  
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* Kontrole göre P< 0,05 düzeyinde anlamlı (z testi) 

** Kontrole göre P< 0,01 düzeyinde anlamlı (z testi)  

*** Kontrole göre P< 0,001 düzeyinde anlamlı (z testi) 
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Çizelge 4. 3.Mannitol‟ün insan periferal lenfosit hücrelerinde oluĢturduğu mikronükleus 

frekansları ve nükleer bölünme indeksi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil4. 4. Mannitol‟ün insan periferal lenfosit hücrelerinde oluĢturduğu mikronükleus  

frekansları 
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Test 

maddesi 

Uygulama Sayılan 

binükleat (BN) 

hücre sayısı 

BN hücreler içinde  

mikronükleus 

frekansları 

  (1)        (2)        (3)   

 

MN ± SH 

(%) 

 

Nükleer Bölünme 

Ġndeksi (NBI) ± 

SH 

 

Süre 

(saat) 

Konsantrasyon 

(μg/mL) 

Kontrol 

MMC 

Mannitol 

48 

48 

48 

 

0,00 

0,20 

500 

1000 

2000 

4000 

8000 

6000 

6000 

6000 

6000 

6000 

6000 

6000 

7 

65 

9 

6 

7 

9 

9 

- 

5 

- 

- 

1 

- 

1 

- 

- 

- 

- 

- 

2 

- 

      0,12 ± 0,04 

1,25 ± 0,14 

0,15 ± 0,05 

0,10 ± 0,04 

0,15 ± 0,05 

0,25 ± 0,06 

0,18 ± 0,05 

 1,23 ± 0,20 

 1,30 ± 0,21 

 1,41 ± 0,22 

 1,42 ± 0,22 

 1,39 ± 0,21 

 1,30 ± 0,21 

 1,27 ± 0,20 
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4.2.Laktitol Uygulaması 

4.2.1.Kromozom Anormallik (KA) Testi 

Laktitol‟ün kültüre edilmiĢ insan lenfositlerine 24 ve 48 saat uygulanması ile karĢılaĢılan 

anormalliklerin görülme sıklığı sırasıyla kardeĢ kromatidlerde birleĢme (%81,94), kromatid 

kırığı (%8,34), kromozom kırığı (%6,94), kromatit değiĢimi (%1,39), disentrik 

kromozomlar (%1,39)‟dır (Çizelge 4.4, ġekil 4.5 ve 4.6). 

Laktitol uygulamasının insan periferal lenfositlerinde anormal hücre yüzdesi ve hücre 

baĢına düĢen anormallik sayısında tüm uygulama sürelerinde ve konsantrasyonlarında 

kontrole göre önemli bir değiĢikliğe neden olmadığı görülmüĢtür.  
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Çizelge 4. 4.  Laktitol‟ün insan periferal lenfosit hücrelerinde oluĢturduğu kromozom 

anormallikleri ve frekansları 

Test 

maddesi 
Uygulama Anormallikler 

  

 
          KA 

Süre (saat) Konsantrasyon

n 
  

  

yapısal 

    

Anormal 

hücre                                                                 
± SH (%)                 

   KA/Hücre ±                

SH 

(μg/ml) ktk  kzk  kkb ktd  ds 
  

Kontrol 24 0 - - 6 - - 1,00 ± 0,41 0,0100 ±0,0041 

MMC 24 0,2 3 1 7 3 1 2,50 ± 0,64 0,0250 ±0,0064 

Lactitol 24 250 - - 2 - - 0,33 ± 0,24 0,0033 ±0,0024 

  
500 - - 3 - - 0,50 ± 0,29 0,0050 ±0,0029 

  
1000 - - 3 - - 0,50 ± 0,29 0,0050 ±0,0029 

  
2000 1 - 5 - - 1,00 ± 0,41 0,0100 ±0,0041 

  
4000 - 1 4 - - 0,83± 0,37 0,0083 ±0,0037 

          

          

Kontrol 48 0 - - 4 1 - 0,83± 0,37 0,0083 ±0,0037 

MMC 48 0,2 1 2 9 2 - 2,33± 0,62 0,0233 ±0,0062 

Lactitol 48 250 - - 3 - - 0,50 ± 0,29 0,0050 ±0,0029 

  

500 - - 2 - - 0,33 ± 0,24 0,0033 ±0,0024 

  

1000 1 - 2 - - 0,50 ± 0,29 0,0050 ±0,0029 

  

2000 - - 4 - 1 0,83 ± 0,37 0,0083 ±0,0037 

  

4000 - 1 5 - -  1,00 ± 0,41 0,0100 ±0,0041 

Kromozom  
         anormallik 

  

8,34 6,94 81,94 1,39 1,39 

  yüzdesi 

          

 

ktk: kromatid kırığı, kzk: kromozom kırığı, kkb: kardeĢ kromatidlerde birleĢme, ds: disentrik kromozom, ktd: kromatit değiĢimi 
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ġekil4.5. Laktitol‟ün insan periferal lenfosit hücrelerinde anormal hücre yüzdesifrekansı 
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ġekil4.6. Laktitol‟ün insan periferal lenfosit hücrelerinde oluĢturduğu hücre baĢına düĢen 

anormallik frekansları 

 

Mitotik indeks değerlerinde insan lenfositlerinde Laktitol‟ün 24 ve 48 saatlik 

uygulamalarında 500, 1000, 2000 ve 4000 µg/mL „lik konsantrasyonlarda kontrole oranla, 

konsantrasyona bağlı anlamlı düĢüĢ (24 saat için r= -0,96, 48 saat için r= -0,95) 

gözlenmiĢtir (Çizelge 4.5). 
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Çizelge 4. 5.Laktitol‟ün insan periferal lenfosit hücrelerinde oluĢturduğu mitotik indeks 

değerleri 

 
* Kontrole göre P< 0,05 düzeyinde anlamlı (z testi) 
** Kontrole göre P< 0,01 düzeyinde anlamlı (z testi)  
*** Kontrole göre P< 0,001 düzeyinde anlamlı (z testi) 
 

 
Uygulama 

 
Test 
maddesi  

MĠ 
   

 

 

Süre (saat) Konsantrasyon 
MĠ±SH %  

  
 

(μg/ml)   
 

  Kontrol 24 0 7,33 ± 0,34 
 

  MMC 24 0,2 3,16 ± 0,23 
 

  Laktitol 24 250 6,56 ± 0,32 

   
  

500 6,20 ± 0,31* 

   
  

1000 6,10 ±0,31** 

   
  

2000 5,60 ± 0,30*** 

   
  

        4000 5,20 ± 0,29*** 

   
       

     

 
 

Kontrol 48 0 6,87 ± 0,33 
 

  MMC 48 0,2 3,47 ± 0,24 
 

  Laktitol 48 250 6,80 ± 0,33 

   

  

500 5,77 ± 0,30* 

   

  

1000 5,60 ± 0,30** 

   

  

2000 4,70 ± 0,27*** 

   

  

4000 4,60 ± 0,27*** 
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ġekil4.7. Laktitol‟ün insan periferal lenfositlerinde oluĢturduğu mitotik indeks değerleri 

 

4.2.2. Mikronükleus (MN) Testi 

 

Laktitol ile insan lenfositlerinde 48 saat muamele sonucu elde edilen veriler Çizelge 4.6‟da 

sunulmuĢtur. Buna göre Laktitol‟ün mikronükleus frekansında ve nükleer bölünme indeksi 

değerlerinde kontrole göre önemli bir değiĢikliğe sebep olmadığı gözlenmiĢtir (ġekil 4.8). 
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Çizelge 4 6. Laktitol‟ün insanperiferal lenfosit hücrelerinde oluĢturduğu mikronükleus 

frekansları ve nükleer bölünme indeksi 

 

Test 

maddesi 

Uygulama Sayılan 

binükleat (BN) 

hücre sayısı 

BN hücreler içinde  

mikronükleus 

frekansları 

  (1)        (2)        (3)   

 

MN ± SH 

(%) 

 

Nükleer Bölünme 

Ġndeksi (NBI) ± 

SH 

 

Süre 

(saat) 

Konsantrasyon 

(μg/mL) 

Kontrol 

MMC 

Laktitol 

48 

48 

48 

 

0,00 

0,20 

250 

500 

1000 

2000 

4000 

6000 

6000 

6000 

6000 

6000 

6000 

6000 

4 

51 

3 

3 

4 

6 

6 

- 

5 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

1 

      0,07 ± 0,05 

      1,02 ± 0,18 

      0,05 ± 0,04 

      0,05 ± 0,04 

0,07 ± 0,05 

0,10 ± 0,04 

0,15 ± 0,05 

       1,33 ± 0,21 

1,34 ± 0,21 

1,52 ± 0,22 

1,58 ± 0,23 

1,30 ± 0,21 

1,35 ± 0,21 

1,23 ± 0,20 

 

SH: Standart hata 

 

 

 

ġekil4. 8. Laktitol‟ün insan periferal lenfosit hücrelerinde oluĢturduğu mikronükleus 

frekansları 
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ġekil4. 9. Uygulama sonucunda insan lenfositlerinde gözlenen kromozom anormallikleri 

kardeĢ kromatidlerde birleĢme 
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5.TARTIġMA 

Nüfusun hızlı artıĢı ile birlikte gıdaya duyulan ihtiyaç da artmıĢtır. Güncel geliĢmeler gıda 

sanayinde zorunludeğiĢimleri vegeliĢmeleri meydana getirmiĢtir. Dünya hızlı bir 

küreselleĢme yaĢamıĢ, bunun sonucu olarak insanlar yeme içmede pratikliğe yönelmiĢtir.  

Bu yönelim hazırlama aĢaması kolay ve pratik gıdaya olan talebi arttırmıĢtır. Bunun 

sonucu olarak gıdada hızlı bir sanayileĢme baĢlamıĢ, bu da gıdaya katılan katkı 

maddelerinin kullanımında artıĢ meydana getirmiĢtir. Gıda katkı maddeleri gıdanın 

bozulmadan daha uzun süre saklanması, raf ömrünün uzatılması, lezzet ve görünümün 

tüketicinin dikkatini çekecek Ģekilde olması ve üretim maliyetinin azaltılması amacıyla 

gıdaya belli oranlarda katılan maddelerdir. Bu amaçla kullanılan ortalama altı bin katkı 

maddesinin varlığı bilinmektedir [35,115]. Tüketilen katkı maddelerinin artması ile birlikte 

sağlık üzerinde oluĢturabileceği riskler her zaman soru iĢareti oluĢturmuĢtur. Her ne kadar 

katkı maddelerinin kullanım miktarları sınırlandırılsa da uzun süreli kullanımlarda sağlık 

üzerinde ne gibi olumsuzluklar oluĢturacağı önemli bir araĢtırma konusudur.  Bazı katkı 

maddelerinin üzerinde yapılan ve halen yapılmakta olan genotoksisite çalıĢmaları, bazı 

katkı maddelerinin olumsuz etki oluĢturabileceğini göstermiĢtir. Diyabet, obezite, üreme ve 

kardiyovasküler, özellikle çocuklarda hiperaktivite ve alerji gibi hastalıklara neden olduğu 

yapılan araĢtırmalar sonucu bilinmektedir [115-117]. 

Kimyasal maddelerin hücre içerisinde bulunan genetik materyale zarar vererek mutasyona 

neden olması genotoksisite olarak adlandırılır. Genotoksik maddeler hem maruz kalan 

kiĢide hem de gelecek nesillerde genetik hasara neden olmaktadır. Kimyasal maddelerin 

neden olduğu bu mutasyonların tespiti amacıyla genotoksisite testleri kullanılmaktadır.  In 

vivo ve in vitro olarak uygulanabilen genotoksisite testleri gıda katkı maddeleri gibi birçok 

ajanın genotoksik etkilerini araĢtırmada kullanılan güvenli testlerdir.  Mikronükleus ve 

kromozom anormallikleri testi genotoksisite tespitinde en sık kullanılan testlerdir [14-

17,118].  

Bu çalıĢmada, gıdalarda tatlandırıcı olarak kullanılan mannitol ve laktitol maddelerinin in 

vitro genotoksik etkileri kromozom anormallikleri (KA) ve mikronükleus (MN) testleri ile 

araĢtırılmıĢtır.  

 

Sonuçta her iki tatlandırıcı gıda katkısının da kromozomal anormallikler ve mikronükleus 

oluĢumunu indüklemediği görülmüĢtür. Ek olarak nükleer bölünme indeksi değerlerinde de 
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yine her iki gıda katkı maddesi muamelesinde kontrole göre önemli bir değiĢiklik olmadığı 

tespit edilmiĢtir. Mitotik indeks değerlerinde ise her iki madde için kontrole göre anlamlı 

düĢüĢ gözllenmiĢtir. 

Kromozom anormalliği testi, kromozomlarda meydana gelen yapı ve sayı değiĢikliğini 

tespit etmekte kullanılan genotoksisite testidir. Bu test araĢtırmaya konu olmuĢ maddenin 

olası karsinojenitesinindeğerlendirilmesinde yaygın olarak kullanılır. Kromozomal 

anormallik çevresel faktörlerden meydana geldiği gibi kendiliğinden de meydana 

gelebilen, genel olarak yapısal ve sayısal anormallikler olarak incelenmektedir. Sayısal 

anormallikler; normal süreçte olmayan, kromozomal ayrılmada sorun nedeniyle oluĢan ve 

kromozom sayısında değiĢiklik meydana gelen anormalliklerdir. Genel olarak anöploidi, 

poliploidi gibi anormallikler görülmektedir. Bir diğer anormallik ise yapısal anormalliktir. 

Yapısal anormallik kromozomların kırılmasıyla ya da kırılarak normal olmayan bir Ģekilde 

yapıĢıp tekrar birleĢmesi ile oluĢan anormalliktir. Yapılan çalıĢmalar sonucunda en sık 

görülen yapısal normallikler; kardeĢ kromatitlerde birleĢme, kromatit kırığı, kromozom 

kırığı, kromatid değiĢimi ve fragment gibi anormalliklerdir. DNA‟da oluĢan kromozom 

anormalliklerin belirlenmesinde hücre döngüsünün G2 evresi hasar tespiti için büyük 

öneme sahiptir. Meydana gelen hasarın onarımı G2 fazında gerçekleĢmektedir.  Hücre 

döngüsünün G1, S, G2 evrelerinde oluĢan kromatid ve kromozom kırıkları, mitoz ve 

mayoz bölünmeler boyunca oluĢabilmektedir. Kromatid vekromozom kırıklarının oluĢması 

hücre döngüsünün hangi evresinde etkili olduğuna bağlıdır. ÇalıĢılan maddenin mitoz 

bölünmenin G0 veya G1 evresinde etkili olması kromozom tipi kırıklara neden olurken, S 

veya G2 evresinde etkili olması kromatit tipi kırıklara neden olmaktadır. Meydana gelen 

bu kromozom kırıkları, G1 evresinde sadece bir kromatitte bir kırık oluĢturur, S evresinde 

de sürerse metafaz aĢamasından sonra her iki kromatitte de kırık oluĢmasına neden olur, bu 

da kromozom kırığı yapısını oluĢturur. Eğer oluĢan kırıklarda birleĢme olmazsa bir asentrik 

fragment ile bir delesyonlu kromozom oluĢumu görülür. OluĢan bu asentrik parçalar 

metafazda kaybolabilirken, anafaz evresinde mikronükleusları da oluĢturabilmektedir 

[78,119-127]. 

Kromozom kırıkları herhangi bir dıĢ etken olmadan kendiliğinden ya da mutajenik etki 

sonucu oluĢabildiği gibi; kimyasal maddeler de DNA tahribatına neden olmaktadır [66]. 

Mutajenik etki kromozom kırıklarına neden olduğu gibi gen mutasyonlarını da 

etkilediğinden, gen mutasyonları ile ilgili yapılan araĢtırmalarda kromozom kırığı 

çalıĢmalarından yararlanılmaktadır [61,66,128-130]. DNA‟da hem kromatit hem 
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kromozom kırıkları kanser riskini belirlemek için değerlendirilmektedir. Ancak kromozom 

tipi anormalliklerin belirleyiciliğinin, kromatid tipi anormalliklere oranla daha iyi sonuç 

verdiğine dair araĢtırmalar mevcuttur [131,132]. 

ÇalıĢmada gıda katkı maddelerinden tatlandırıcı olarak kullanılan maddelerin oluĢturduğu 

diğer yapısal anormallikler kardeĢ kromatitlerde birleĢme, fragment ve disentrik 

kromozomdur. Laktitol uygulamalarında kromatid değiĢimine ender olarak rastlanılmıĢtır.  

Kromatid değiĢimi, homolog olmayan kromozomlar arasında meydana gelen tipik triradyal 

veya quadriradyal değiĢimlerdir [128,133]. Diğer bir anormallik türü olan 

disentrikkromozom, iki kromozomun uçlarında meydana gelen kırıkların, sentromeri 

bulunan kısımlarının kırılmıĢ uçlardan birleĢmesidir. KardeĢ kromatidlerde birleĢme ise 

çalıĢmamızda en fazla gözlemlenen anormalliktir. KardeĢ kromatidlerde birleĢme 

genellikle kromozomların iki ucunda oluĢan kırıkların karĢılıklı birleĢerek halka 

görünümünü almasıdır [134,135]. Yaptığımız bu çalıĢmada sayısal anormallik olan 

poliploidi çok az miktarda görülmüĢtür. Poliploidi; canlının genomundaki mevcut 

kromozommiktarının, gametindeki mevcut kromozom sayısı kadar artıĢ göstermesidir 

[134,136-138].   

Mitotik indeks (MĠ), çeĢitli kimyasal maddelerin sitotoksisitesini yorumlamak ve hücresel 

bölünme süreleri hakkında bilgi sahibi olabilmek için kullanılan önemli bir parametredir 

[139]. Sitotoksik etkiye neden olan birçok kimyasal maddenin varlığı mitotik indekste 

düĢüĢlere neden olmaktadır. Mitotik indekste meydana gelen bu düĢüĢün nedenleri olarak 

hücrelerin mitoz bölünmesini sağlayan G2 evresinin engellenmesi, DNA sentezinin 

gerçekleĢebilmesi için lüzumluolan ve iğ iplikleri oluĢturan enzimlerin inhibisyonu 

gösterilmektedir [114,140,141]. Mitotik indeksin, hücrede hasar meydana getiren etkilerin 

araĢtırılmasında mitotik değiĢikliklerin değerlendirilmesi amacıyla kullanılan duyarlı bir 

belirteç olduğu düĢünülmektedir. Mitotik indekste meydana gelen düĢüĢ, hücrenin çoğalma 

özelliğini kaybettiğine, hücrenin ölümüne sebep olacak etmenlerin varlığına veya hücrenin 

interfaz aĢamasında zamansız olarak büyümeyi durduğuna yorumlanabilir [142]. 

Mikronükleus testi (MN), fiziksel ve kimyasal etmenlerin oluĢturduğu genotoksisitenin, 

mutajenik etkilerinin belirlenmesinde kullanılan, istatiksel analizi kolay, fazladan kültür 

basamağı gerektirmeyen ve insan periferik kan lenfositlerinde, yanak mukozası ve kemik 

iliği gibi farklı tipteki hücrelerde uygulanabilen bir testtir. Test sonucunda hücrede 

meydana gelen kromozom kırıkları ve hücre yapısında meydana gelen anormallikler 
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kansergöstergesi kabul edilmektedir. Bu nedenle kansere sebebiyet veren maddelerle 

etkileĢime girmiĢ bireylerde, kanser riskinin belirlenebilmesi amacıyla kullanılmaktadır. 

Yine bu test; ilaç sanayide, gıda sanayide özellikle katkı maddelerinde, tıp alanında 

radyoterapi ve bunun gibi fiziksel ve kimyasal birçok etkenin değerlendirilmesi amacıyla 

kullanılmaktadır [57, 76-78,143]. 

Hücrenin klastojenik, karsinojenik ve mutajenik etkenler sonucu DNA‟sında meydana 

gelen hasar MN‟nin temelini oluĢturur. Hücrede çeĢitli nedenlerden veya kendiliğinden de 

MN oluĢabilmektedir. Bu oluĢumlara DNA da oluĢan hasarların onarılmaması veya yanlıĢ 

onarılması, kinetokor proteinlerinde, iğ iplikçiklerinde ve sentromerde meydana gelen 

mutasyonlar neden olmaktadır. Mutasyonlar sonucu, DNA‟nın tamir genlerinde ve hücre 

bölünmesini kontrol eden genlerdeoluĢan hatalar MN frekansını arttırabilmektedir 

[67,143].  

Sitotoksisite araĢtırmalarında kullanılan göstergelerden biri de nükleer bölünme indeksidir. 

Nükleer bölünme indeksi değerlendirilmesinde mononükleat, binükleat, trinükleat ve 

tetranükleat hücreler sayılarak hesaplama yapılmaktadır. Hücrede bölünmeyi 

gerçekleĢtiremeyen, mononükleat olarak sayılan değer, en düĢük NBĠ değeri sayılır ve bu 

değer 1,0‟dir. Bölünme tüm hücrelerde bir kez gerçekleĢirse binükleat sayılacak ve NBĠ 

değeri 2,0 olacaktır. Hücrelerin birden fazla bölünme geçirmesi sonucunda da 2‟den daha 

fazla çekirdekli hücreler sayılacak ve NBĠ değeri 2,0‟dan büyük olacağı anlamına 

gelecektir [143,144]. Bu çalıĢmada mannitol ve laktitolün nükleer bölünme indeksini 

etkilemediği tespit edilmiĢtir. 

ġeker yerine kullanılan, yapay tatlandırıcı olan mannitolün insan perifal lenfositlerinde 

genotoksisite ve sitotoksisite üzerine etkilerinin araĢtırıldığı çalıĢmalara rastlanmıĢtır. 

Laktitolün ise insan periferal lenfositleri üzerindeyapılmıĢ genotoksisite ve sitotoksisite 

etkilerinin araĢtırıldığı az sayıda çalıĢma mevcuttur. Ancak farklı tatlandırıcı katkı 

maddelerinin genotoksisite ve sitotoksisite etkilerinin değerlendirildiği çalıĢmalar 

mevcuttur. 

Iwakura ve ark. (1994), Laktiol‟ün genotoksik ve mutajenik etkisini bakterilerde ters 

mutasyon testi, kültürlenmiĢ memeli hücrelerinde kromozom anormallik testi ve farelerde 

mikronükleus testi ile incelenmiĢtir. Salmonella typhimurium (TA1535, TA100, TA1537 

ve TA98) ve Escherichia coli (WP2uvrA) kullanılarak yapılan ters mutasyon testinde 

genotoksik etki göstermediği saptanmıĢtır. Yine kromozom anormallik ve mikronükleus 
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test sonuçlarında da kontrole oranla anlamlı artıĢ gözlenmediği bildirilmiĢtir [86]. Laktitol 

için yapmıĢ olduğumuz çalıĢma sonucunda da genotoksik etki göstermediği ve araĢtırma 

sonuçlarının birbirini desteklediği görülmüĢtür. 

JECFA 1983 yılında yayınladığı raporda laktitolün S. typhimurium TA98, TA100, 

TA1535, TA1537 ve TA1538 suĢlarında mutajenik etkili olmadığını belirtmiĢtir [87].  

Ninomiya ve ark. (1994a), laktitol ile yaptıkları çalıĢmada Sprague-Dawley sıçanları 

kullanarak geliĢim ve doğurganlık üzerinde oluĢturduğu toksik etkiyi araĢtırmıĢlar, sonuç 

olarak laktitolün diĢi ve erkeklerde çiftleĢme ve doğurganlığı etkilemediği, canlı fetusların 

geliĢiminde olumsuzluk görülmediğini bildirmiĢlerdir [145]. Ninomiya ve ark. (1994b)‟nın 

sıçanlarla yapmıĢ olduğu baĢka bir çalıĢmada oral olarak 0,7; 2,65 ve 10 g/kg doz 

seviyelerinde laktitol verilmiĢ, sonuç olaraklaktitolün iç organlar ve dıĢ görünüĢle ilgili 

anormal bir duruma da neden olmadığını tespitetmiĢlerdir [146]. 

Laktitol ile yapılan baĢka bir çalıĢmada Tesh ve ark. (1994)‟nın tavĢanlarla yaptıkları 

teratojeniteçalıĢmasıdır. Bu çalıĢmada tavĢanlara 0; 0,25;0,75 ve 4,5 g/kg/gün laktitol oral 

yolla verilmiĢ, verilen dozların tavĢanlarda toksik etki göstermediği ve üreme 

fonksiyonlarında olumsuzluğa neden olmadığı anlaĢılmıĢtır [147]. 

Laktitol ile güncel olarak yapılan baĢka bir çalıĢma Avuloğlu-Yılmaz ve arkadaĢlarının 

(2022), laktitolün sitotoksik etkisini BHK-21 An 31 yavru hamster böbrek hücrelerinde 

MTT testi ile, genotoksik etkisini insan periferal lenfositlerinde comet testi ile incelediği 

çalıĢmadır. ÇalıĢmada laktitolün 125, 250, 500, 1000, 2000 ve 4000 

µg/mLkonsantrasyonkullanılmıĢ ve BHK-21 An 31 yavru hamster böbrek hücrelerinde 

önemli derecede sitotoksik etkiye neden olmadığı belirtilmiĢtir. Ek olarak, laktitolün izole 

lenfositlere 1 saatlik uygulamasısonucunda, test edilen tüm konsantrasyonlardacomet 

kuyruk yoğunluğu ve momentinin kontrole göre değiĢmediği gösterilmiĢtir [85]. 

Weitberg ve arkadaĢları 1985 yılında mannitol üzerinde yaptıkları çalıĢmada insan 

periferik kan lenfosit hücrelerini 2x10
5 

ve3x10
5 

µg/mL‟lik konsantrasyonlarile 72 saat 

muamele etmiĢ, sonuç olarak KKD oluĢumunun arttığını bildirmiĢlerdir [88]. 

JECFA‟nın 1986 yılında yayınladığı rapora göre mannitol ile Salmonella typhimurium G46 

TA1530 ve Saccharomyces cerevisiae D3 suĢu kullanılarak fare konak aracılı test 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Ayrıcatest adı, içeriği ve detayları raporda paylaĢılmamıĢ olan Rat 

kemik iliği ve insan W1-38 hücrelerinde sitogenetik bir test yapılmıĢtır. Aynı raporda S. 



44 

 

 

typhimurium TA98, TA100, TA1535 ve TA1537 suĢları ile Ames testi gerçekleĢtirilmiĢ ve 

ratlarda dominant letal test uygulanmıĢtır. Sonuç olarak raporda Mannitolün bu test 

sistemlerinin herhangi birinde gözlemlenebilir mutajenik etkiye neden olmadığı 

açıklanmıĢtırancak raporda doz ve süreler gibi birçok ayrıntılı bilgiye ulaĢılamamıĢtır [89]. 

Laktitol ve mannitol ile ilgili genotoksisite ve sitotoksisite çalıĢmaları oldukça sınırlıdır. 

Ancak bu yönde gerçekleĢtirilmiĢ diğer tatlandırıcılar ile ilgili çalıĢmalar mevcuttur. 

Yüksek fruktozlu mısır Ģurubu (YFMġ) ve früktozun (FR) sitotoksik etkileri insan 

karaciğer karsinoma (HepG2) hücrelerindeMTT testi ile incelenmiĢtir. YFMġ (%5; 7,5; 

10; 15; 20 ve 30) ve FR (62,5; 125; 250; 500; 1000 ve 2000 µg/mL)‟nin belirlenen 

konsantrasyonları24 ve 48 saatlik uygulamada tüm konsantrasyonlarda kontrole göre 

anlamlı oranda sitotoksik etki gösterdiğini görülmüĢtür. ÇalıĢmaya konu olmuĢ her iki 

tatlandırıcının genotoksik etkileri insan periferal lenfositlerinde kromozomal anormallik, 

mikronükleus, comet testi ve kardeĢ kromatit değiĢimi testi ile incelenmiĢtir. Her iki madde 

için de yüksek konsantrasyonlarda kromozom anormallik (48 saatlik uygulama) ve kardeĢ 

kromatid değiĢimi (24 ve 48 saatlik uygulama) frekanslarında artıĢ görülmüĢtür. Yine her 

iki tatlandırıcı için yapılan mikronükleus ve comet testi sonucunda önemli genotoksik etki 

meydana gelmiĢtir [148]. 

Hansen ve ark. (2008) yaptığı genotoksisite çalıĢmasında früktoz, sükroz ve glikoz 

Ģekerlerinin %30„luk konsantrasyonları ratlara 35 gün süre ile uygulanmıĢtır. Uygulama 

sonunda karaciğer ve kolonda DNA tahribatı comet testi ile incelenmiĢtir. ÇalıĢılan 

Ģekerlerin DNA‟da zincir kırıklarına neden olmadığı, kolonda mutasyon oranını arttırdığı, 

ancak bu artıĢın anlamlı olmadığı belirtilmiĢtir [109]. AraĢtırıcılar çalıĢma sayısının 

artırılarak karĢılaĢtırmalı olarak daha kesin sonuçlar elde edilmesini gerektiğini 

vurgulamıĢlardır. 

Bir baĢka tatlandırıcı türü olan stevia için insan periferal lenfosit hücrelerinde 

mikronükleus ve kromozomal anormallik testleri ile genotoksik etkileri incelenmiĢtir. 

ÇalıĢmada1, 2, 4, 8 ve 16 µg/mL stevia konsantrasyonlarıile insan periferal lenfosit 

hücrelerine 24 ve 48 saat muamele edilmiĢtir. Uygulama sonunda mikronükleus ve 

kromozomal anormallik sayısında kontrole oranla anlamlı değiĢikliğin görülmediği 

saptanmıĢtır [149]. AraĢtırmacı sonuçlarının önceki bulguları açıkça desteklediğini 

bildirmiĢtir. 
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Sakarin ve stevia ailesinden olan rebaudiozit A‟nın günlük kullanım miktarının genotoksik 

etkisini incelemek amacıyla yapılan çalıĢmada sıçanlara 48 gün süresince normal su ve 

farklı konsantrasyonlarda sakarin ve rebaudiozit A çözeltisi içeren diyet uygulanmıĢtır. 

Uygulama sonucunda sakarin diyeti içeren grupta östrojen siklus yüzdesinde ve serum 

progesteron seviyelerinde artıĢ meydana gelmiĢtir. Yine arttırılmıĢ over kisti ve artan 

steroidogenez ile iliĢkili faktörlerin ekspresyonu görülmüĢtür. Ayrıca yumurtalıklar 

üzerinde sakarinin olumsuz etkileri gözlenmiĢtir. Rebaudiozit A diyeti uygulanan 

gruplarda serum progesteron seviyelerinde azalıĢ görüldüğünü belirtilmiĢtir [153]. 

Bir Ģeker alkolü olan ksilitolün genotoksik etkileri kromozom anormallikleri (KA), kardeĢ 

kromatit değiĢimi (KKD), sitokinez blok mikronükleus sitom (CBMN-Cyt) ve comet 

testleri ile araĢtırılmıĢtır. Söz konusu araĢtırmada ksilitol 125; 250; 500 ve 1000µg/mL‟lik 

konsantrasyonlarda insan periferal lenfositlerine 24 ve 48 saatlik uygulama sürelerinde 

verilmiĢtir. Sonuçta uygulanan tüm testlerde özellikle yüksek konsantrasyonlarda kontrole 

göre önemli genotoksik etki gözlenmiĢtir. Ek olarak mitotik indeksin yine benzer 

konsantrasyonlarda önemli düĢüĢe neden olduğu tespit edilmiĢtir [127]. Bu nedenle 

xylitol‟ün kullanımının azaltılmasının ya da kullanımına dikkat edilmesinin faydalı olacağı 

yönünde yorum yapılmıĢtır. 

Çadırcı ve ark. (2020) yapay tatlandırıcı olan aspartamın genotoksik etkisini kromozomal 

anormallik testi, sitotoksik etkisini ise MTT testi ile insan perifral kan hücrelerinde 

araĢtırmıĢlardır. 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 mg/L‟likkonsantrasyonlar insan periferal 

lenfosit hücrelerine 48 saat muamele edilmiĢ ve tümkonsantrasyonların hücre canlılığını 

önemli düzeyde etkilemediği görülmüĢtür. MTT testi sonucunda kromozomal anormallik 

frekansında artıĢa neden olarakgenotoksik etkigösterdiğigözlemlenmiĢtir [150]. Sonuç 

olarak, bu çalıĢmada aspartamın orta derecede sitotoksik aktiviteye sahip olduğunun 

belirlendiği, ancak yan etkileri nedeniyle izlenmesi ve sınırlandırılması gerektiği Ģeklinde 

yorum yapılmıĢtır. Vasileva ve ark. (2021)‟nın aspartam üzerinde yapmıĢ olduğu baĢka bir 

genotoksisite çalıĢmasında kromozomal anormallikler ve MĠ oranı Allium cepa L. testi ile 

incelenmiĢtir. 400, 600, 800 ve 1000 mg/mL aspartam ile 72 saat boyunca kök uçlarına 

uygulama yapılmıĢtır. Uygulama sonunda 400 mg/mL konsantrasyon hariç MĠ‟i diğer tüm 

dozlarda azaltarak sitotoksik etkiye neden olduğu, kromozomal anormallik frekansını ise 

tüm konsantrasyonlardaartırdığı belirlenerekgenotoksik etkili olduğu vurgulanmıĢtır [151]. 

Bu nedenle aspartam ile yapılacak çalıĢmaların artırılması ve dikkatli tüketilmesi gerektiği 

belirtilmiĢtir. 
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Silva ve ark (2018), yapay tatlandırıcılardan asesülfam potasyumun (ASE-K) genotoksik 

etkisini insan periferal lenfosit hücrelerinde hem tek baĢına, hem de aspartamla (AS) 

birlikte araĢtırmıĢlardır. Comet testi için %0,5 ve %5 uygulama 

konsantrasyonlarıbelirlenmiĢ, tek baĢına uygulanan ASE-K'un %0,5‟lik konsantrasyonda 

genotoksik etki oluĢturmadığını, AS+ASE-K birlikte kullanımı sonucu tüm 

konsantrasyonlarda önemli genetik hasar oluĢturduğunu belirtmiĢlerdir [152]. Verilere 

dayanarak iki kimyasal maddenin birlikte tüketilmemesi önerilmektedir.  ASE-K 

tatlandırıcısının 7.5, 15, 30, 60, 120 ve 240 μg/mL‟lik konsantrasyonları kullanılarak (24 

ve 48 saat) yapılan baĢka bir çalıĢmada ASE-K‟nın yüksek konsantrasyonlarda HepG2 

hücrelerinde ve insan lenfositlerinde sitotoksik etki gösterdiği, KA ve comet testince hafif 

düzeyde genotoksik etkili olduğu bildirilmiĢtir. Ancak MN sıklığı ve nükleer bölünme 

indeksi açısından fark gözlenmedi. Yapay tatlandırıcıların sağlığa etkileri henüz tam olarak 

bilinmediği için bu maddeleri içeren besinlerin aĢırı tüketilmemesi gerekmektedir. Bu 

nedenle daha fazla çalıĢma ihtiyaç vardır. 

Aspartamın genotoksik etkilerinin incelenmesi amacıylayapılan baĢka bir çalıĢmada 500, 

1000 ve 2000 µg/ml‟lik konsantrasyonların insan periferal lenfositlerde 24 ve 48 saat 

muamele edilmesi sonucunda KKD oluĢumunu etkilemediği ancak KA ve MN sayısını 

arttırarak genotoksik etkili olduğunu görülmüĢtür [154]. Bununla birlikte, farklı testlerde 

ileri çalıĢmalar yapmak gereklidir. 

Canımoğlu ve ark. (2006) maltitolün genotoksisitesini araĢtırmak amacıyla periferal 

lenfosit hücreleri üzerinde mikronükleus, kromozomal anormallik ve kardeĢ kromatid 

değiĢimi testleriuygulamıĢladır. Maltitolün 1,25; 2,5 ve 5 mg/mL konsantrasyonları 

hücrelere 24 ve 48 saat süresince verilmiĢtir. Kromozomal anormallik ve kardeĢ kromatit 

değiĢimi frekanslarında uygulanan sürelerde hiçbirkonsantrasyonda kontrole göre anlamlı 

artıĢ görülmemiĢtir. Ancak uygulama yapılan sürelerde konsantrasyondan bağımsız olarak 

mikronükleus sıklığında artıĢ belirlenmiĢtir. Mitotik indeks ve replikasyon indeksinde 

anlamlı bir değiĢim görülmemiĢtir [94]. 

Bandyopadhyay ve ark. (2008) tatlandırıcı olarak kullanılan sakkarin, aspartam ve 

asesulfam-K maddelerinin genotoksik etkilerini ames testi ve fare kemik iliği hücrelerinde 

comet testi incelemiĢlerdir. Comet testinde 18 saat süresince sakkarinin 50, 100, ve 200 

mg/kg‟lık, aspartamın 7, 14, 28, ve 35 mg/kg ve asesulfam-K‟nın 150, 300, ve 600 mg/kg 

konsantrasyonlarıfarelerle verilmiĢ ve sonuçta comet parametlerinde artıĢ gözlenmiĢtir. 
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Ames testi için S. typhimurium TA 97a ve TA 100 suĢları ile çalıĢma yapılmıĢ ve 

çalıĢılankonsantrasyonlarda mutajenik etki görülmemiĢtir [158]. Tatlandırıcılar için toksik 

etkili kabul eden ve reddeden tartıĢmalı ve kafa karıĢtırıcı araĢtırmalar bulunmaktadır. 

Bununla birlikte tatlandırıcı kullanımında kısıtlamalar önerilmektedir. 

BaĢka bir tatlandırıcı türü olan tartrazinin genotoksik etkisini incelemek amacıyla 0,4 ve 4 

ml‟lik konsantrasyonlarıAllium cepa kök meristematik hücrelerine 24 ve 48 saat uygulama 

yapılmıĢ, sonuç olarak mitotik indeks değerlerinde azalıĢ gösterdiği ve yüksek sitotoksik 

etkiye sahip olduğu bildirilmiĢtir [159]. Hassan (2010) „nın yaptığı çalıĢmada, 7,5 ve 15 

mg/kg tartrazin oral yolla farelere verilmiĢtir. Uygulamasonucunda 

tartrazininkonsantrasyon artıĢı ile paralel olarak kemik iliği hücrelerinde KA oluĢumunun 

kontrole oranla arttığı belirlenmiĢtir. Comet testi sonucunda ise böbrek ve karaciğer 

hücrelerinde DNA tahribatına neden olduğu görülmüĢtür [160]. Renklendiricilerin 

tüketiminde özellikle çocuklar için kısıtlamaların getirilmesi sağlık açısından önem 

taĢımaktadır. 

Bu tez çalıĢmasındatatlandırıcılar grubundan laktitol ve mannitolün genotoksik etkileri 

kromozomal anormallik ve mikronükleus testleri kullanılarak incelenmiĢ ve her iki 

tatlandırıcı maddesinin kullanılankonsantrasyonlarda ve test Ģartlarında genotoksik etkiye 

neden olmayabileceği görülmüĢtür. Tatlandırıcılar üzerinde yapılmıĢ olan diğer 

çalıĢmalarda bazı tatlandırıcıların yüksek dozlarının genotoksik etkili olduğu görülürken, 

bazı tatlandırıcıların ise kullanılan dozlarda genotoksik özellik göstermediği görülmüĢtür. 

Laktitol ve mannitolün daha önce yapılmıĢ genotoksisite ve sitotoksisite çalıĢmaları tez 

sonuçlarını destekler niteliktedir. YapılmıĢ olan çalıĢmalarda doğal tatlandırıcılarında 

genotoksik özellikte olabileceği görülmektedir. Bundan dolayı doğal ve yapay tatlandırıcı 

farketmeksizin tatlandırıcı tüketiminin azaltılması sağlık açısından büyük öneme sahiptir. 

Sitotoksik terimi hücrelerin ölümüne sebep olan anlamında kullanılmaktadır. Herhangi bir 

kimyasal maddenin sitotoksik potansiyelinin belirlenmesi amacıyla sitotoksisite 

araĢtırmaları yapılmaktadır. Sitotoksisite, incelenen kimyasal maddenin dozuna ve maruz 

kalınan süresine bağlı olarak hücrelere farklı oranlarda zarar vermektedir. Mitotik indeks 

(MI), replikasyon indeksi (RI) ve nükleer bölünme indeksi (NBI), hücre döngüsü kinetiği, 

hücre çoğalması ve sitotoksisite belirteçleri olarak kullanılmaktadır. Aynı zamanda in 

vitrohücre bölünmesine birçok kimyasalın etkileri üzerine bilgi sağlar. Çünkü MI, RI ve / 



48 

 

 

veya NBI'da meydana gelen azalmalar hücre döngüsü ilerlemesinin engellenmesi ve 

kapasitenin kaybedilmesini gösterir [161-163]. 

Bu çalıĢmada Mannitol‟ün 24 ve 48 saatlik uygulamalarının her ikisinde de mitotik indeksi 

en yüksek üç konsantrasyonda, Laktitol‟ün ise 24 ve 48 saatlik uygulamalarında 500, 1000, 

2000 ve 4000 µg/mL „lik konsantrasyonlarda kontrole oranla, konsantrasyona bağlı 

anlamlı oranda azalttığı gözlenmiĢtir. Yine Mannitol ve Laktitol‟ün her ikisinin de nükleer 

bölünme indeksi değerlerinde de kontrole göre önemli bir değiĢikliğe sebep olmadığı, bu 

nedenle sitotoksik etki göstermediği görülmüĢtür. Tatlandırıcıların sitotoksik etkileri 

üzerinde yapılmıĢ olan baĢka çalıĢmalarda bulunmaktadır.  

Laktitol‟ün 250, 500, 1000, 2000 ve 4000 µg/mL‟lik konsantrasyonlar BHK-21 An 31 

yavru hamster böbrek hücrelerine 24 saat muamelesi sonucu MTT testinde sitotoksik etki 

göstermediği kaydedilmiĢtir [85]. 

Benzil benzoatın 10 mM, 15 mM ve 20 mM „lik konsantrasyonları kullanılarak hücre 

canlılığı üzerine etkileri MTT testi ile değerlendirilmiĢtir. Benzil benzoatın artan 

konsantrasyonlarına bağlı olarak hücre canlılığında azalma meydana getirdiği ve sitotoksik 

etki gösterdiği bildirilmiĢtir [164]. 

Rencüzoğulları ve arkadaĢları 500, 1000 ve 2000 µg/ml‟lik konsnatrasyonları kullanılarak 

aspartamın sitotoksik etkisini incelemiĢler ve sadece yüksek konsantrasyonda kromozom 

aberasyonlarını ve mikronukleus formasyonunu indüklediği ve mitotik indeksi azaltma 

yoluyla sitotoksik etkiler gösterdiğini bulmuĢlardır [154]. 

Xylitol (XYL) tatlandırıcısının 125,00; 250,00; 500,00; 1000,00 µg/mL‟lik 

konsantrasyonları kullanılarakin vitro insan lenfositlerinde özellikle yüksek 

konsantrasyonlarda sitotoksik etkilere sahip olduğu sonucuna varılmıĢtır [127]. 

Sodyum sakkarin ve sodyum siklamat kullanılarak hem ayrı ayrı hem de kombine olarak 

sitotoksik etkisi incelenmiĢtir. Sodyum siklamatın 10,00; 15,00 ve 30,00 mg/mL ve 

sodyum sakkarinin 20,00; 40,00 ve 80,00 mg/ml‟lık konsantrasyonları 48, 72 ve 168 

saatlik uygulamaları sonucunda her iki madde ve bunların kombinasyonları 

konsantrasyona ve muamele süresine bağlı olarak iki test sisteminde de sitotoksik etki 

gösterdiği bildirilmiĢtir [165]. Sodyum siklamat, sodyum sakkarin, sükraloz, aspartam ve 

asesulfam-K‟nın sitotoksisitesi 24, 48 ve 72 saat süresince Caco-2, HT-29 (kolon) ve 
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HEK-293 (böbrek) hücrelerinde 1-50 mM aralığında konsantrasyonlar kullanılarak MTT 

testi ile incelenmiĢ ve tüm tatlandırıcılar için ve 10 mM‟dan büyük konsantrasyonlarda 

inkübasyon süresi arttıkça hücre canlılığının azaldığı gözlenmiĢtir [166]. 

Yapay tatlandırıcı olan maltitolün 1,25; 2,5 ve 5 mg / mL‟lik (24 ve 48 saat) tüm 

konsantrasyonlarda ve muamele sürelerinde replikasyon indeksini ve mitotik indeksi 

etkilemediği, sitotoksik etkili olmadığı bildirilmiĢtir [94]. Tatlandırıcı olan rebaudiosid 

A‟nın etkisi MTT testi ile değerlendirilmesi amacıyla insan kolon kanser HT-29 ve T84 

hücre hatlarında farklı konsantrasyonlar (%0, %0.001, %0.05, %0.1, %0.3, %0.5 ve %1) 

kullanılmıĢtır. Farklı miktarlarda Rebaudiosid A eklendiğinde (%1 hariç) hücresel canlılık 

ve proliferasyonda belirgin bir değiĢiklik olmadığı ve sitotoksik etki göstermediği 

bildirilmiĢtir [167].  Aspartamın 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, ve 100 mg/L‟lik 

konsantrasyonları primer insan kan hücrelerinde sitotoksik etkisi MTT testi ile 

değerlendirilmiĢtir. Hücre canlılığında konsantrasyona bağlı önemli oranlarda düĢüĢe 

neden olmuĢtur [150].  Ġnsan karaciğer karsinoma HepG2 hücrelerinde asesülfam K‟nın 

sitotoksik etkisi MTT testi ile incelenmiĢtir. 48 saatlik uygulamada 120 ve 240 μg/mL 

konsantrasyonlarının hücre canlılığını önemli düzeyde düĢürdüğünü bildirmiĢlerdir. Yine 

bu tatlandırıcının 24 ve 48 saatlik muameleleri boyunca MIdeğeri 60, 120 ve 240 

μg/mL‟lik konsantrasyonlarında anlamlı düzeyde düĢüĢ gözlenmiĢtir [166]. 

 

Mitotik indekste meydana gelen azalmanın baĢlıca nedeni olarak membranlarda bulunan 

ATP‟az enzimlerinin engellenmesi ile mitokondriyel fonksiyonun iĢlevini yerine 

getiremeyiĢi arasında iliĢki olduğu düĢünülmektedir. Ayrıca azalmanın nedenleri arasında 

mitoz bölünmesini sağlayan G2 evresinin engellenmesi, DNA sentezinin engellenmesi, 

DNA sentezinin gerçekleĢebilmesi için lüzumlu olan ve iğ iplikleri oluĢturan enzimlerin 

inhibisyonu gösterilmektedir.  Mitotik indekste meydana gelen düĢüĢ, hücrenin çoğalma 

özelliğini kaybettiğine, ortamda hücrenin ölümüne sebep olacak ajanların varlığına veya 

hücrenin interfaz evresinde büyümeyi zamansız olarak durdurması Ģeklinde yorumlanabilir 

[113,140,167,168]. 
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6. SONUÇ 

 

Gıda katkı maddeleri, gıdanın üretilmesinden tüketiciye ulaĢıncaya kadar geçen sürede 

görünüĢ, tat, yapı, koku gibi özelliklerinde oluĢabilecek olumsuzlukları önlemek amacıyla 

gıdaya katılan maddelerdir. Bu katkı maddeleri kullanılmadan önce toksikolojik 

çalıĢmalara tabi tutularak, ADI (kabul edilebilir günlük alım miktarı) değeri belirlenir. ADI 

değeri belirlenen katkı maddelerinin kullanımı sonucu herhangi bir olumsuzluğa 

rastlanılırsa ADI değeri azaltılırveya kullanımı yasaklanır.  ADI değeri güvenli doz kabul 

edilmesine rağmen yapılan araĢtırmalar bazı katkı maddelerinin belirlenen dozlarının 

sağlık açısından risk oluĢturabileceğini göstermektedir [1].   

Gıda katkı maddesi olan ve kullanımı gün geçtikçe artan tatlandırıcılar; Ģeker yerine 

kullanılan ve tatlılık derecesi yüksek katkı maddeleridir.  Kullanılan tatlandırıcıların Ģekere 

kıyasla düĢük kalorili olması, düĢük glisemik indeksli ve düĢük maliyetli olması sıklıkla 

tercih edilme nedenleri arasındadır. Özellikle diyabet hastaları tarafından sıkça tüketilen bu 

maddeler günümüzde daha az kalori alımı ile Ģekere alternatif olarak birçok kiĢi tarafından 

tüketilmektedir. Her ne kadar ADI değerleri belirlenmiĢ olsa da sağlık açısından 

oluĢturabileceği riskler endiĢeye neden olmaktadır. Tatlandırıcıların sağlık 

açısındanherhangi bir olumsuzluğa neden olduğunu belirten in vivo ve in vitro çalıĢmalar 

bulunmaktadır. Ancak yapılan bu çalıĢmalar çeliĢkili sonuçlarından dolayı tartıĢmalara 

neden olmuĢtur [2-5].  

Bu tez çalıĢmasında tatlandırıcı türü olan Mannitol ve Laktitol‟ün insan periferal lenfosit 

hücrelerinde genotoksik etkisi değerlendirilmiĢtir. ÇalıĢmaya konu olan her iki maddenin 

uygulanankonsantrasyon ve sürelerde in vitro insan lenfosit hücrelerinde genotoksik etki 

göstermediğive bu açıdan herhangi bir risk taĢımayabileceği görülmüĢtür. Ancak her iki 

tatlandırıcı da önemli oranda sitotoksik etki göstermiĢtir. Ancak bu çalıĢmalar yapılacak 

baĢka genotoksisite ve sitotoksisite testleriyle ve kullanılacak diğer hücre gruplarıyla da 

desteklenmelidir. 
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