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Oz
Amag: Bu calismanin amaci, taze ve donuk Klementin tiirli mandalinada ve mandalina kabugunda toplam

fenolik maddenin, toplam flavonoid maddenin, toplam antioksidan kapasitenin ve flavanon glikozitlerin
biyoerisilebilirliklerinin in vitro sindirim modeli kullanilarak degerlendirilmesidir.

Materyal ve yontem: Mandalina polifenollerinin biyoerisilebilirliginin tespitinde sirasiyla agiz, mide ve ince
bagirsaktaki sindirimi simiile eden bir in vitro sindirim modeli uygulanmistir. Toplam fenolik madde igerigi,
toplam flavonoid madde igerigi ve toplam antioksidan kapasitedeki degisimler spektrofotometrik yontemlerle
belirlenmis olup, flavanon glikozitlerin tespiti yiiksek performansli sivi kromatografisi—fotodiyot dizi
dedektérii (HPLC-PDA) ile yapilmstir. Ornekler arasindaki istatistiksel farkliliklarin degerlendirilmesi igin,
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Tukey testi uygulanmistir (p<0,05).

Bulgular ve sonug: Taze ve donuk mandalinalar i¢in toplam fenolik madde (sirasiyla %92 ve %85) ve toplam
antioksidan kapasite (sirasiyla %57-128 ve %46-96) biyoerisilebilirligi bakimindan o6nemli bir fark
goriilmemistir (p>0,05). Ancak donuk mandalinanin toplam flavonoid madde biyoerisilebilirliginin taze
mandalinaya kiyasla istatistiksel olarak 6nemli diizeyde daha yiiksek oldugu saptanmistir (sirasiyla %39 ve
%20) (p <0,05). HPLC-PDA ile yapilan kromatografik analiz sonucunda mandalinada bulunan baslica
flavanon glikozitler, narirutin ve hesperidin olarak tespit edilmistir. Spektrofotometrik analizle elde edilen
toplam flavonoid madde igerigi sonuglarinda oldugu gibi donuk mandalinanin flavanon glikozit
biyoerisilebilirliginin taze mandalinaya kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (sirasiyla %32-65 ve %25-
43) (p<0,05). Ote yandan mandalina kabuklarinin toplam fenolik madde (%33), toplam flavonoid madde
(%18), toplam antioksidan kapasite (%36-63) ve flavanon glikozit (%1,5-18) biyoerisilebilirliginin i¢
meyveden daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: klementin; bireysel hizli dondurma; in vitro sindirim; toplam fenolik madde; toplam
antioksidan kapasite; hesperidin; narirutin

Abstract

Objective: The objective of this study was to evaluate the bioaccessibility of total phenolics, total flavonoids,
total antioxidant capacity and flavanone glycosides in fresh and frozen clementine mandarins, and mandarin
peels using an in vitro digestion model.

Material and method: An in vitro digestion model simulating the digestion in the mouth, stomach, and small
intestine was applied to determine the bioaccessibility of mandarin polyphenols. Changes in total phenolic
content, total flavonoid content and total antioxidant capacity were determined using spectrophotometric
methods, whereas the detection of flavanone glycosides was carried out with high performance liquid
chromatography—photodiode array detector (HPLC-PDA). For the evaluation of statistical differences
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between the samples, one-way analysis of variance (ANOVA) was applied followed by Tukey's post-hoc test
(p<0.05).

Results and conclusion: Although there was statistically no significant difference between the fresh and
frozen mandarins in terms of the bioaccessiblity of total phenolics (92% and 85%, respectively) and total
antioxidant capacity (57-128% and 46-96%, respectively) (p>0.05), the bioaccessible total flavonoids from
frozen mandarin was found to be significantly higher than fresh mandarin (39% and 20%, respectively)
(p<0.05). Chromatographic analysis by HPLC—PDA revealed narirutin and hesperidin as the major flavanone
glycosides. Confirming the results obtained with spectrophotometric total flavonoid content method,
bioaccessibility of flavanone glycosides was found to be higher than that of fresh mandarin (32-65% and 25-
43%, respectively) (p<0.05). On the other hand, bioaccessibility of total phenolics (%33), total flavonoids
(%18), total antioxidant capacity (%36-63) and flavanone glycosides (%1.5-18) were lower in mandarin peels
compared to fruit pulp.

Keywords: clementine; individual quick freezing; in vitro digestion; total phenolic content; total antioxidant
capacity; hesperidin; narirutin
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1. Giris

Turunggillerden mandalina Rutaceae familyasina
ait olup kokeni Giineydogu Asya'dir. Daha sonra
buradan diinyanin farkli bolgelerine yayilan bu
meyve, giiniimiizde Akdeniz'in en 6nemli ticari
iirlinleri arasinda yer almaktadir (Langgut vd.,
2017). Gida ve Tarim Orgiitii’niin istatistiksel
verilerine goére, mandalina portakaldan sonra
diinyada en ¢ok dretimi yapilan turunggildir.
Tiirkiye, Cin ve Ispanya’dan sonra mandalina
iretiminde diinyada 3. sirada yer almaktadir.
Bununla birlikte, Tiirkiye mandalina ihracatinda
443 milyon dolar degerinde 900 bin tona yakin
miktarda tiretim ile de diinyada 2. sirada yer
almaktadir (FAOSTAT, 2022). King, Satsuma ve
Klementin en bilinen mandalina ¢esitleri olup
bunlardan Klementin c¢ekirdeksiz ve daha tath
olmasi ve kolay soyulmasi sebebiyle endiistriyel
tiretim i¢in uygundur (Barry vd., 2020).

Mandalina taze olarak tiiketilebildigi gibi
mevsimsel ve ¢abuk bozulan bir yapiya sahip
olmasindan dolay1 raf émriinii artirmak adina bazi
proseslere de tabi tutulmaktadir. Meyve suyu,
konsantre, recel, jole ve kurutulmus meyve
mandalinanin yaygin olarak islendigi {irlinlerden
bazilar1 olup (Mahawar vd., 2020) bu {irlinler gida
endiistrisinde donuk mandalina kullanilarak
iiretilmektedir. Mandalina dilimlerinin endiistriyel
olarak dondurulmasi distik sicaklikta ve yiiksek
hizda hava piskiirtmeli akiskan  yatakl
dondurucularda bireysel hizli dondurma (IQF)
islemi ile gerceklestirilmektedir. Bu islem
neticesinde yan {riin olarak mandalina kabuklari
aciga ¢ikmakta olup diinya ¢apinda iiretilen yillik
mandalina kabugu miktarmin 14,5 milyon ton
oldugu tahmin edilmektedir (Cho vd., 2020).
Birlesmis Milletler tiyesi iilkeler tarafindan 2030
yilt sonuna kadar ulagilmasi amaglanan hedefleri
iceren evrensel eylem c¢agrisindaki 17 kiiresel
cagridan bir tanesi de; endiistriler, isletmeler ve
tiketicilerin atiklarinin azaltilmasini tesvik etmeyi
icermektedir (UN, 2020). Benzer sekilde "Sifir
Atik Projesi" uygulamalarinin arttirilmasi konusu
11. Kalkinma Plan1 hedefleri arasinda da yer
almaktadir (Onbirinci Kalkinma Plani, 2019). Bu
nedenle, mandalina kabugu gibi atik olarak ayrilan
yan iriinlerin degerlendirilme potansiyellerinin
arastirilmasi 6nem arz etmektedir.

Mandalina, polifenoller 6zellikle de hesperidin ve
narirutin gibi flavanon glikozitler agisindan zengin
bir meyvedir. Flavanonlar lipit metabolizmasi,
antitiimdr ve antioksidan aktivite lizerindeki cesitli
faydali etkilerle iliskilendirilmektedirler (Cebadera
vd., 2020). Ayrica, hesperidin son yillarda kiiresel
bir pandemiye doniisen koronaviriis hastaligina

(COVID-19) kars1 umut verici aktiviteye sahip bir
ilag maddesi olarak da Onerilmistir (Meneguzzo
vd., 2020). Ote yandan, polifenollerin insan
sagligini destekleyici aktivitelerinin
gastrointestinal sistemdeki biyoerisilebilirliklerine
bagli oldugu bilinmektedir. Gastrointestinal
kosullarin simiilasyonu igin pratik, giivenilir ve in
vivo metotlardaki gibi etik kaygilar sebebi ile
kisitlamast  olmayan  in  vitro  sindirim
yontemlerinin ~ kullanimi  olduk¢a  yaygindir
(Wojtunik-Kulesza vd., 2020). Polifenollerin
biyoerisilebilirligini etkileyen pek ¢ok faktdr olup
bunlardan biri de gida prosesidir. Literatiirde in
vitro  gastrointestinal  sindirim  modelleri
kullanilarak mandalinanin meyve suyuna proses
edilmesi sonucunda polifenollerin
biyoerisilebilirliginde meydana gelen degisimleri
inceleyen bazi ¢alismalar mevcut olmakla birlikte
(Cilla vd., 2020; Sentandreu vd., 2020), bilindigi
kadariyla daha Once yapilan hicbir ¢aligmada
dondurma isleminin mandalina polifenollerinin
biyoerisilebilirligine olan etkisi incelenmemistir.
Yine daha once yapilan caligmalarda endiistriyel
iiretim sonucu agiga c¢ikan mandalina kabugunda
bulunan polifenollerin biyoerisilebilirligi taze ve
donuk tiriin ile de mukayese edilmemistir.

Yukarida sunulan bilgiler dikkate almarak bu
calismanin amaci, taze ve donuk mandalinada ve
mandalina kabugunda toplam fenolik maddenin,
toplam flavonoid maddenin, toplam antioksidan
kapasitenin ve flavanon glikozitlerin
biyoerisilebilirliklerinin in vitro sindirim modeli
kullanilarak degerlendirilmesidir.

2. Materyal ve yontem
2.1. Materyal

[zmir’in  Seferihisar ilgesinden hasat edilen
Klementin tiirii mandalinalar endiistriyel bir gida
isleme fabrikasinda (Mevsim Gida Sanayi ve
Soguk Depo Ticaret A.S, Salihli, Manisa) bireysel
hizli dondurma islemine tabii tutulmustur
(FloFreeze MX,  Frigoscandia, Helsingborg,
Isvec). Sekil 1 iizerinde gosterilen 3 noktadan farkl
tretim giinlerinde 3 tekrarli olarak Ornekleme
yapilmigtir. Toplanan ornekler soguk zincirle
laboratuvara ulastirildiktan sonra degirmen (IKA
All, Staufen, Almanya) ile ince toz halinde
ogiitilerek -80°C’de muhafaza edilmistir.

2.2. Kimyasallar

In vitro sindirim simiilasyonu igin Sigma-
Aldrich'den (Steinheim, Almanya) temin edilen a-
amilaz (insan tiikiiriigiinden), pepsin (domuz mide
mukozasindan), pankreatin (domuz
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pankreasindan) ve safra (domuzdan) kullanilmistir.
Spektrofotometrik analizlerde kullanilan kimyasal
ve reaktifler analitik saflik derecesinde olup aksi
belirtilmedigi takdirde yine Sigma-Aldrich'den
(Steinheim,  Almanya)  temin  edilmistir.
Kromatografik yontemle flavanon glikozitlerin
tespiti icin yiiksek saflikta hesperidin (Dr.
Ehrenstorfer, Ausberg, Almanya) ve narirutin
(MedChemExpress, New  Jersey, ABD)
standartlar1 satin alinmistir.

Hammadde (Mandalina)
Raw, material (Mandarin)
4
Secme, Yikama

Selection. Washi

!

Soyma Kabuk
Lecling Pegl

Kabuksuz mandalina
@ Mandarin withowt pesl
Dilimleme
Slic
Secme, Yikama
Selection, Washi

Bireysel Hizli Dondurma
Inglivicual Quick Freezi
{-40*C, 12 dk. min)
v
Secme, Yikama
Selection. Washi
¥

Ambalajlama
Lackaging

Donmug muhafaza
frazen slorass

Sekil 1. Mandalina dilimlerinin endiistriyel olarak
dondurulmasi isleminde yer alan adimlari 6zetleyen akim
semast. Bu caligsma kapsaminda incelenen drnekler: 1: taze
mandalina, 2: donuk mandalina, 3: mandalina kabugu.
Figure 1. Flow chart outlining the steps involved in the
industrial freezing of mandarin slices. Samples examined
in this study: 1: fresh mandarin, 2: frozen mandarin, 3:
mandarin peel.

2.3. In vitro sindirim modeli

Mandalina polifenollerinin biyoerisilebilirliginin
tespitinde sirastyla agiz, mide ve ince bagirsaktaki
sindirimi simiile eden bir in vitro sindirim modeli

calkalayicili su banyosu (Niive ST 30, Ankara,
Tirkiye) kullanilarak uygulanmis (Minekus vd.,
2014) ve hazirlanan elektrolit soliisyonlarinin
icerigi Cizelge 1’de belirtilmistir. Agizdaki
sindirimin simiilasyonu i¢in 10 g taze ve donuk
mandalina ve de mandalina kabugu {izerine 7 mL
agiz solisyonu, 1 mL 1500 U/mL aktiviteye sahip
a-amilaz enzimi, 0,05 mL 0,3 M kalsiyum Klorir
(Tekkim, Bursa, Tiirkiye) ilave edilerek su
banyosunda 37°C'de 2 dk. siiresince ¢alkalanmustir.
4 mL ag1z sindirimi sonras1 drnegi toplanmasinin
ardindan mide sindiriminin simiilasyonu i¢in 12
mL mide soliisyonu, 2,56 mL 25000 U/mL
aktiviteye sahip pepsin enzimi, 0,008 mL 0,3 M
kalsiyum Kloriir ilave edilerek pH 1 M hidroklorik
asit ile 3’e getirilmistir. Distile su ile toplam hacim
16 mL’ye tamamlandiktan sonra su banyosunda
37°C'de 2 saat siiresince ¢alkalanmistir. Yine 4’er
mL mide sindirimi sonrasi 6rnegi toplanmasinin
ardindan ince bagirsak sindiriminin simiilasyonu
icin 15,4 mL ince bagirsak soliisyonu, 7 mL 800
U/mL aktiviteye sahip pankreatin enzimi, 3,5 mL
160 mM safra, 0,056 mL 0,3 M kalsiyum Klorir
ilave edilerek pH 1 M sodyum hidroksit (Merck,
Darmstadt, Almanya) ile 7’ye getirilmistir. Distile
su ile toplam hacim 28 mL’ye tamamlandiktan
sonra su banyosunda 37°C'de 2 saat siiresince
calkalanmig ve ardindan ince bagirsak sindirimi
sonras1 Ornekleri toplanmistir. Toplanan 6rneklere
uygulanacak analizlerde sindirim sivilarindan
kaynaklanabilecek  etkilesimlerin ~ Onlenmesi
amactyla  mandalina  Ornekleri  katilmadan
yukaridaki iglemler tekrar edilerek kor o6rnek de
elde edilmistir.

Biyoerisilebilirlik asagidaki formiil kullanilarak
hesaplanmstir:

Biyoerisilebilirlik (%) = (sindirim sonras1 polifenol
miktari/sindirim 6ncesi polifenol miktar1) x 100

2.4. Polifenol ekstraksiyonu

Sindirilmemis taze ve donuk mandalina ve
mandalina kabugundaki polifenollerin
ekstraksiyonu daha oOnce literatiirde belirtilen
sekilde yapilmistir (Kamiloglu, 2019a). 2 g 6rnek
tizerine 5 mL %0,1 formik asit igeren %75 metanol
eklenerek 15 dk. sogutulmus ultrasonik banyoda
(Elma LC30H, Darmstadt, Almanya) tutulmustur.
Ardindan 4°C'de 10 dk. siiresince 10000 g hizinda
santrifiijlenmistir  (Hitachi CF15RN, Tokyo,
Japonya). Ust fazlar temiz tiiplere alinarak,
islemler bir kez daha tekrar edilmistir. Daha sonra
toplanan st fazlar bir araya getirilerek elde edilen
ekstraktlar analizlerden 6nce -20°C’de muhafaza
edilmistir.
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2.5. Toplam fenolik madde tayini

Toplam fenolik madde tayini daha once literatiirde
belirtilen sekilde yapilmistir (Velioglu vd., 1998).
100 uL ekstrakta 0,75 mL Folin-Ciocalteu reaktifi
eklenmis, 5 dk. beklendikten sonra 0,75 mL %6
sodyum karbonat (Merck, Darmstadt, Almanya)
ilave edilmistir. Karigimlar 90 dk. oda sicakliginda

bekletildikten sonra UV-Vis spektrofotometre
(Agilent Cary 60, Santa Clara, Kalifornia, ABD) ile
725 nm’de absorbans Ol¢limii yapilmistir. Gallik
asit standart kalibrasyon egrisi 10-600 ppm
araliginda lineerlik gostermis olup (R*= 0,9999),
elde edilen sonuglar mg gallik asit esdegeri
(GAE)/100 g olarak ifade edilmistir.

Cizelge 1. In vitro sindirim simiilasyonu i¢in kullanilan elektrolit soliisyonlarinin i¢erigi
Table 1. Content of electrolyte solutions used for the simulation of in vitro digestion

Hacim (mL), Volume (mL)

Konsantrasyon - . - .
Bilesenler Marka (mol/L) /.-.\glz Mlde II}Ce bagirsak
Constituents Brand Concentration soliisyonu soliisyonu soliisyonu (Small

(mol/L) (Oral (Gastric intestinal
solution) solution) solution)

Potasyum kloriir Isolab, Istanbul, 0,5 15,1 6,9 6,8
Potassium chloride Tiirkiye
Sodyum bikarbonat Isolab, istanbul, 1 6,8 12,5 425
Sodium bicarbonate Tiirkiye
Monopotasyum fosfat Honeywell, Charlotte, 0,5 3,7 0,9 0,8
Monopotassium phosphate Kuzey Karolina, ABD
Sodyum kloriir Sigma-Aldrich, 2 11,8 9,6
Sodium chloride Steinheim, Almanya
Amonyum karbonat Sigma-Aldrich, 0,5 0,06 0,5
Ammonium carbonate Steinheim, Almanya
Magnezyum klorir Merck, Darmstadt, 0,15 0,5 0,4 11
hekzahidrat Almanya
Magnesium chloride
hexahydrate
Hidroklorik asit Merck, Darmstadt, 6 0,09 1,3 0,7

Hydrochloric acid Almanya

2.6. Toplam flavonoid madde tayini

Toplam flavonoid madde tayini daha &nce
literatiirde belirtilen sekilde yapilmistir (Kim vd.,
2003). 1 mL ekstrakta 0,3 mL %5 sodyum nitrit
eklenerek 5 dk. beklendikten sonra 0,3 mL %10
aliminyum kloriir ilave edilmistir. 1 dk. sonra 2
mL 1 M sodyum hidroksit ve ardindan 2,4 mL
distile  su  eklendikten  sonra  UV-Vis
spektrofotometre ile 510 nm’de absorbans dl¢limii
yapilmistir. Rutin standart kalibrasyon egrisi 1—
800 ppm araliginda lineerlik gostermis olup
(R= 0,9958), elde edilen sonuglar mg rutin
esdegeri (RE)/100 g olarak ifade edilmistir.

2.7. Toplam antioksidan kapasite tayini

2.7.1. Bakir iyonu indirgeme
kapasitesi (CUPRAC)

CUPRAC yontemi ile toplam antioksidan kapasite
tayini daha Once literatiirde belirtilen sekilde
yapilmistir (Apak vd., 2004). 100 pL ekstrakta 1’er
mL 10 mM bakir (IT) kloriir (Merck, Darmstadt,
Almanya), 7,5 mM neokuproin, 1 M amonyum
asetat ve 1 mL distile su eklenmistir. Karisimlar 30
dk. siiresince oda sicakliginda bekletildikten sonra

antioksidan

UV-Vis spektrofotometre ile 450 nm’de absorbans
olgtimii yapilmigtir. Troloks® (Acros, New Jersey,
ABD) standart kalibrasyon egrisi 10-800 ppm
araliginda lineerlik gostermis olup (R®= 0,9993),
elde edilen sonuglar mg Troloks® esdegeri
(TE)/100 g olarak ifade edilmistir.

2.7.2. Demir iyonu indirgeyici antioksidan giicii
(FRAP)

FRAP yontemi ile toplam antioksidan kapasite
tayini daha oOnce literatiirde belirtilen sekilde
yapilmistir (Benzie ve Strain, 1996). 100 uL
ekstrakta 900 uL FRAP reaktifi (10:1:1 (v:v:v) pH
3,6 asetat tamponu, 10 mM 2,4,6-tripiridil-s-triazin
(TPTZ) ve 20 mM demir (111) kloriir) eklenmis ve
4 dk. beklendikten sonra UV-Vis spektrofotometre
ile 593 nm’de absorbans oOl¢iimii yapilmistir.
Troloks® standart kalibrasyon egrisi 1-200 ppm
araliginda lineerlik gostermis olup (R®= 0,9931),
elde edilen sonuglar mg Troloks® esdegeri
(TE)/100 g olarak ifade edilmistir.
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2.7.3. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
radikal siipiirme aktivitesi

DPPH yontemi ile toplam antioksidan kapasite
tayini daha Once literatiirde belirtilen sekilde
yapilmistir (Kumaran ve Karunakaran, 2006). 100
pL ekstrakta 2 mL 0,1 mM DPPH reaktifi eklenmis
ve 30 dk. beklendikten sonra UV-Vis
spektrofotometre ile 517 nm’de absorbans 6l¢timii
yapilmgtir. Troloks® standart kalibrasyon egrisi
10-100 ppm araliginda lineerlik gostermis olup
(R?= 0,9923), elde edilen sonuglar mg Troloks®
esdegeri (TE)/100 g olarak ifade edilmistir.

2.8. Yiiksek performansh sivi kromatografisi -
fotodiyot dizisi dedektorii (HPLC-PDA) ile
flavanon glikozitlerin kantifikasyonu

Mandalina 6rneklerinde bulunan baslica flavanon
glikozitlerin kantifikasyonu HPLC-PDA
(Shimadzu LC-2030, Kyoto, Japonya) ile daha
once literatiirde belirtilen sekilde yapilmistir
(Kamiloglu, 2019a). Membran filtrelerden (0,45
um) gegirilerek amber viallere alinan 6rnekler 10
pL hacminde sisteme enjekte edilmistir. Durgun
faz olarak C18 kolonu (250 x 4,6 mm, 5 um, MZ-
Analysentechnik, Mainz, Almanya) mobil faz
olarak ise trifloroasetik asit (TFA):ultra saf su
(1:1000 (v:v), mobil faz A) ve TFA:asetonitril
(1:1000 (v:v), mobil faz B) kullanilmistir.
Dakikada 1 mL akis hiziyla uygulanan lineer
gradyan su sekildedir: 0 dk., %95 A ve %S5 B; 45
dk., %65 A ve %35 B; 47 dk., %25 A ve %75 B;
49 dk., %65 A ve %35 B; 50 dk., %95 A ve %5 B.

Flavanon glikozitlerin tanimlanmasinda kolonda
tutunma siireleri ve karakteristik UV spektralari
dikkate alinmis olup, spekral 6lgiimler 280 nm'de
gerceklestirilmistir. Bilegiklerin kantifikasyonunda
kullanilan narirutin (naringenin 7-O-rutinozit) ve
hesperidin (hesperetin 7-O-rutinozit)
standartlarinin  kalibrasyon egrileri 5-100 ppm
arahiginda lineerlik gdstermis olup (R%0,9995),
elde edilen sonuglar mg/100 g olarak ifade
edilmistir.

2.9. istatistiksel analiz

Tim analizler 3 tekrarli olarak alinan 6rneklerde
3’er Olgiim yapilarak gergeklestirilmis ve elde
edilen veriler ortalama + standart sapma seklinde
ifade edilmistir. SPSS (siirim 24, IBM, Chicago,
lllinois, ABD) yazilim ile tek yonli varyans
analizi (ANOVA) yapilmig ve 6rnekler arasindaki
farklar Tukey testi ile tespit edilmistir (p<0,05).
Toplam fenolik madde ve toplam flavonoid madde
icerikleri, toplam antioksidan kapasite analizleri
arasindaki  korelasyonlar Excel (Microsoft,
Redmond, Washington, ABD) yazilimi ile
hesaplanmustir.

3. Bulgular ve tartisma

3.1. Toplam fenolik madde ve toplam flavonoid
madde icerikleri

In vitro sindirim simiilasyonu sirasinda mandalina
orneklerinin toplam fenolik madde ve toplam
flavonoid madde igeriklerinde meydana gelen
degisimler Cizelge 2’de verilmistir.

Cizelge 2. In vitro sindirim sirasinda toplam fenolik madde ve toplam flavonoid madde igeriklerinde meydana gelen degisimler
Table 2. Changes in total phenolic and total flavonoid contents during in vitro digestion

Ornek Sindirilmemis Ag1z Mide Ince bagirsak
Sample Undigested Mouth Stomach Small intestine
Toplam fenolik madde (mg GAE/100 g) — Total phenolic content (mg GAE/100 g)
Taze mandalina 109,7+3,4B,b 55,9+0,7B,d 122,0+29B,a 100,7 +2,8B,c
Fresh mandarin
Donuk mandalina 114,7+13B,a 60,5+3,3B,c 119,0+1,6B,a 97,1+ 3,0B,b
Frozen mandarin
Mandalina kabugu 5232+19,3Aa 167,8+2,8 Ac 358,8+ 16,8 Ab 171,4+32 Ac
Mandarin peel
Toplam flavonoid madde (mg RE/100 g) — Total flavonoid content (mg RE/100 g)
Taze mandalina 26,7+2,2B,a 8,1+14B,c 20,1+2,8Cb 54+12C,c
Fresh mandarin
Donuk mandalina 26,4+4,0B,a 10,1+2,8B,b 336+4,4B,a 10,4+2,4B,b
Frozen mandarin
Mandalina kabugu 1788 +5,0 Aa 48,0+£52Ac¢ 125,7+3,7Ab 321+11Ad

Mandarin peel

Sindirim 6ncesinde taze ve donuk mandalinalarin
toplam fenolik madde ve toplam flavonoid madde
igerikleri arasinda istatistiksel olarak Onemli bir
farklilk  goriilmemesine ragmen  (p>0,05)

mandalina kabugunun toplam fenolik madde ve
toplam flavonoid madde igeriginin taze ve donuk
mandalinalardan sirasiyla 4 ve 6 kat daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Daha Once
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literatiirde elde edilmis veriler de mandalina
kabuklarinin i¢ meyveye kiyasla daha yiiksek
miktarda toplam fenolik madde ve toplam
flavonoid madde igerdigini gostermistir (Chen vd.,
2020). Ag1z sindirimi simiilasyonundan sonra tiim
ornekler i¢in sindirim 6ncesine kiyasla daha diisiik
miktarlarda toplam fenolik madde ve toplam
flavonoid madde igerikleri elde edilmistir (p<0,05).
Bu bulgu literatiirde daha 6nce elde edilen verilerle
tutarli olup (Kamiloglu, 2019¢) bu durumun agiz
sindirimi simiilasyonu siiresinin polifenollerin gida
matrisinden salimimi ic¢in yetersiz olmasindan
kaynaklandig1 6ne siiriilmektedir. Mide sindirimi
simiilasyonu sonrasinda agiz sindirimi
simiilasyonuna kiyasla toplam fenolik madde ve
toplam flavonoid madde igeriklerinde artislar
gozlenmis ve ince  bagirsak  sindirimi
simiillasyonundan sonra ise mide sindirimine
kiyasla diigtisler goriilmiistiir (p<0,05).

Taze ve donuk mandalinalar igin fenolik
bilesiklerin biyoerisilebilirligi bakimindan 6nemli
bir fark goériilmemesine ragmen (sirastyla %92 ve
%85) (p>0,05), donuk mandalinanin flavonoid
biyoerisilebilirliginin taze mandalinaya kiyasla
istatistiksel olarak onemli diizeyde daha yiiksek
oldugu bulgusuna erisilmistir (sirastyla %39 ve
%20) (p<0,05). Dolayisiyla dondurma islemi
neticesinde mandalinadaki fenolik bilesiklerin
biyoerisilebilirliginin korundugu, flavonoidlerin
biyoerisilebilirliginin ise arttigi tespit edilmistir.
Literatiirde dondurmanin fasulye polifenolleri
lizerine etkisinin arastirilldigi bir calismada da
dondurma prosesinin biyoerisilebilir flavonoid
miktarlarinda artisa neden oldugu gorilmis
(Kamiloglu, 2019b) ve bu bulgunun dondurma
esnasinda olusan buz kristallerinin gida matrisinde
olusturdugu degisikliklerden dolay: flavonoidlerin
sindirim  simiilasyonu  esnasinda  ekstrakte
edilebilirliklerini arttirmasi ile iliskili olabilecegi
one siiriilmiistiir. Ote yandan mandalina kabuklar
icin elde edilen fenolik ve flavonoid
biyoerisilebilirlik  degerlerinin  (%18-33) i¢
meyveden daha diisiik olmasinin sebebinin
mandalina kabugu lif oraninin i¢ meyveye kiyasla
yaklagik 2 kat daha yiiksek olmasindan
kaynaklandig diistiniilmektedir (Czech vd., 2021).
Diyet lifinin polifenolleri hapsederek
gastrointestinal sivilar igerisindeki ¢ozlinlirligini
olumsuz yonde etkiledigi bilinmektedir (Jakobek
ve Mati¢, 2019; Kamiloglu vd., 2021). Diger
taraftan, her ne kadar mandalina kabugundaki
fenolik ve flavonoidlerin  biyoerisilebilirlik
degerleri i¢ meyveye kiyasla diisiik olsa da ince
bagirsak sindirimi simiilasyonu sonrasi elde edilen
toplam fenolik madde ve toplam flavonoid madde
igerikleri miktarsal olarak mandalina kabugunda i¢

meyveden daha yiiksektir (sirasiyla ortalama 171,4
mg GAE/100 g ve 32,1 mg RE/100 g). Bu da
mandalina kabugunun sindirim sonrasinda bile
toplam fenolik madde ve toplam flavonoid madde
icerigi bakimindan zengin bir yan {iriin
olabilecegine isaret etmektedir.

Toplam fenolik madde iceriginin tespitinde
kullanilan Folin—Ciocalteu metodu basit, saglam ve
tekrarlanabilir olmasinin yani sira 6zel bir ekipman
gerektirmemesi gibi avantajlara sahiptir. Bununla
birlikte, bu metodun bazi dezavantajlar1 da
mevcuttur. Bu yontem ile fenolik bilesiklerin yani
sira askorbik asit, sitrik asit, basit sekerler veya
bazi amino asitler gibi diger indirgeyici bilesikler
de Olciilebildiginden sonuglar gercek degerinin
iizerinde hesaplanabilmektedir (Capanoglu vd.,
2022). Benzer sekilde toplam flavonoid madde
iceriginin tespitinde kullanilan aliiminyum kloriir
metodu da flavonoidlere 6zgii bir yontem olmayip
fenolik asitleri de Olgebilmektedir (Kamiloglu,
2019a). Dolayisiyla, toplam fenolik madde ve
toplam flavonoid madde igeriklerini belirlemek
icin uygulanan spektrofotometrik yontemlerin
spesifik olmadig1 goz 6niinde bulundurularak, daha
giivenilir sonuglar elde etmek adma bu c¢alisma
kapsaminda HPLC-PDA ile flavanon glikozitlerin
kantifikasyonu da gerceklestirilmistir.

3.2. Toplam antioksidan kapasite icerigi

In vitro sindirim simiilasyonu sirasinda mandalina
orneklerinin toplam antioksidan kapasitelerinde
meydana gelen degisimler 3 farkli yOntem
(CUPRAC, FRAP ve DPPH) kullanilarak
belirlenmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 3’te
verilmistir. En yiiksek toplam antioksidan kapasite
verileri CUPRAC yontemi ile tespit edilmis olup
FRAP ve DPPH yontemleri ile daha diisiik degerler
elde edilmistir. Bu bulgunun CUPRAC yontemi ile
hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidanlar
olgtiliirken, FRAP yontemi ile yalnizca hidrofilik,
DPPH yontemi ile de yalmzca lipofilik
antioksidanlarin odlgiilmesiyle iligkili olabilecegi
diistiniilmektedir (Capanoglu vd., 2022). Toplam
fenolik madde ve flavonoid madde igeriklerinde
oldugu gibi sindirim 6ncesinde genel olarak taze ve
donuk mandalinalarin toplam antioksidan kapasite
iceriklerinde Onemli bir farklilik goriilmemekle
birlikte mandalina kabugunun toplam antioksidan
kapasitesinin taze ve donuk mandalinalardan 1,5-8
kat daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
Mandalina kabugunun polifenoller haricinde
karotenoidler gibi diger baz1 antioksidan Gzellik
gosteren biyoaktif bilesenler acisindan da i¢
meyveden daha zengin oldugu bilinmektedir
(Costanzo vd., 2020). Sindirim boyunca toplam
fenolik madde ve toplam flavonoid madde
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igeriklerindekine benzer bir trend izlenmistir. Ag1z
sindirimi simiilasyonundan sonra tiim 6rneklerde
daha dasiik miktarlarda toplam antioksidan
kapasite degerleri belirlenmis, mide sindirimi

simiilasyonundan sonra artiglar gézlenmis ve de
ince bagirsak sindirimi simiilasyonundan sonra ise
yine diigiisler oldugu gériilmiistiir (p<0,05).

Cizelge 3. In vitro sindirim sirasinda toplam antioksidan kapasitede meydana gelen degisimler
Table 3. Changes in total antioxidant capacity during in vitro digestion

Ornek Sindirilmemis
Sample Undigested

Mouth Stomach

Mide Ince bagirsak
Small intestine

CUPRAC (mg TE/100 g) - CUPRAC (mg TE/100 g)

Taze mandalina 104,7+139C,a 26,9+0,3B,c 98,7+ 82B,a 59,7+ 84 B,b
Fresh mandarin
Donuk mandalina 150,1+11,2B,a 28,7+2,7B,d 97,0+£9,6 B,b 68,9+ 8,9 B,c
Frozen mandarin
Mandalina kabugu 448,1+99 A,a 147,1+4,4 Ac 321,1+ 144 Ab 160,7 £4,7 Ac
Mandarin peel

FRAP (mg TE/100 g) — FRAP (mg TE/100 g)
Taze mandalina 16,1+ 1,5B.,b 19,8+ 1,0 B,ab 246+1,3B,a 16,3+2,5B,b
Fresh mandarin
Donuk mandalina 20,1 +4,9B,b 226+1,5B,b 31,0+3,6B,a 174+ 0,8B,b
Frozen mandarin
Mandalina kabugu 1514+1,5A 64,1+29 Ac 126,3+3,5Ab 68,1+2,1 Ac
Mandarin peel

DPPH (mg TE/100 g) — DPPH (mg TE/100 g)
Taze mandalina 26,8+2,3B,c 223+1,0C,c 62,7+3,5C,a 343+0,8B,b
Fresh mandarin
Donuk mandalina 353+4,2B,b 25,3+0,9 B,c 710+43B,a 33,8+1,7Bb
Frozen mandarin
Mandalina kabugu 88,1+5,7A,b 353+1,2Ad 996+1,6Aa 55,6 £0,6 A,c

Mandarin peel

Toplam fenolik madde igerigi icin elde edilen
veriler ile uyumlu olarak, dondurma islemi
sonucunda antioksidanlarin biyoerisilebilirliginin
korundugu gortilmiistiir (p>0,05). Taze ve donuk
mandalinalarda bulunan antioksidanlarin
biyoerisilebilirligi (sirasiyla %57-128 ve %46- 96)
mandalina kabuguna (%36-63) kiyasla yiizdesel
olarak daha yiiksek olmakla birlikte toplam fenolik
madde ve toplam flavonoid madde igeriklerinde
oldugu gibi mandalina kabugunun toplam
antioksidan kapasite degerleri de miktarsal olarak
ic meyveden daha yiiksektir (55,6-160,7 mg
TE/100 g). Bu da yine mandalina kabugunun
biyoerisilebilir antioksidanlar agisindan iyi bir
materyal olabilecegine dikkat cekmektedir.

Toplam fenolik madde ve flavonoid madde
igerikleri ve de toplam antioksidan kapasite
analizleri arasindaki korelasyonlar da tespit
edilmistir (Cizelge 4). Sindirim simiilasyonu
oncesinde tiim spektrofotometrik analiz yontemleri
arasinda olduk¢a lineer bir iliski oldugu
goriilmiistiir (R%>0,9675). Bu pozitif lineer iliski
aglz, mide ve ince bagirsak sindirimi
simiilasyonlar1 boyunca da devam etmistir
(R>>0,9013). Bu durum sindirim siiresince

polifenollerin antioksidan kapasiteye biiyiik oranda
katkida bulunduguna isaret etmektedir. Bu
calismada uygulanan toplam antioksidan kapasite
yontemlerinin pH kosullar1 goz 6niine alindiginda,
asidik pH’da c¢alisan FRAP yontemi mide
simiilasyonu sonrasi antioksidan kapasiteyi 6l¢gmek
icin daha uygunken, fizyolojik pH’da calisan
CUPRAC ve DPPH yontemlerinin agiz ve ince
bagirsak  simiilasyonu  sonrasi  antioksidan
kapasiteyi Olgmek ic¢in daha uygun oldugu
sOylenebilir. Ayrica, FRAP yontemi inkiibasyon
stiresinin kisa olmasi sebebi ile yavas kinetik
davranisa sahip polifenolleri protokol siiresi iginde
dlgmek miimkiin olmayabilir. Ilaveten, mandalina
gibi renkli bir gida matrisinde DPPH ile yakin
dalga boyu araliginda absorbe edilen bazi
antioksidanlarin bulunmasi sebebiyle bu yontemle
elde edilen sonuglarin dogru yorumlanmasi giic
olabilmektedir. Dolaysiyla CUPRAC yontemi
diger toplam antioksidan kapasite Glglim
metotlarma kiyasla daha avantajli olmasina ragmen
gidalarin toplam antioksidan kapasite 6lgtimlerinde
farkli mekanizmalara sahip birden fazla yontemin
uygulanmasi1  Onerilmektedir (Capanoglu vd.,
2022).
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Cizelge 4. Spektrofotometrik analizler arasindaki korelasyonlar

Table 4. Correlations between spectrophotometric assays

Analiz Sindirilmemis Ag1z Mide Ince bagirsak
Assay Undigested Mouth Stomach Small intestine
TFM-TFLM 0,9988 0,9837 0,9698 0,9368
TFM-CUPRAC 0,9794 0,9985 0,9895 0,9653
TFM-FRAP 0,9957 0,9964 0,9877 0,9906
TFM-DPPH 0,9725 0,9350 0,9110 0,9892
TFLM-CUPRAC 0,9768 0,9811 0,9685 0,9662
TFLM-FRAP 0,9962 0,9897 0,9897 0,9661
TFLM-DPPH 0,9675 0,9013 0,9537 0,9280
CUPRAC-FRAP 0,9829 0,9936 0,9905 0,9788
CUPRAC-DPPH 0,9853 0,9293 0,9131 0,9727
FRAP-DPPH 0,9675 0,9229 0,9328 0,9801

TFM: Toplam fenolik madde - Total phenolic content; TFLM: Toplam flavonoid madde - Total flavonoid content

3.3. Flavanon glikozit icerigi

HPLC-PDA ile kromatografik analiz sonucunda
mandalinada bulunan baslica flavanon glikozitler
narirutin ve hesperidin olarak tanimlanmistir (Sekil
2). Bu bulgu literatiirde daha 6nce yapilmis pek gok
caligma ile uyumlu olup bu calismada oldugu gibi
hesperidin ana  flavanon glikozit  olarak
belirlenmistir (De Ancos vd., 2017; Hunlun vd.,
2017; Roussos vd., 2019). In vitro sindirim
simillasyonu sirasinda mandalina Grneklerinde
bulunan narirutin ve hesperidin miktarlarinda
meydana gelen degisimler Cizelge 5’te verilmistir.
Sindirim Oncesinde donuk mandalinalarda taze
mandalinalara kiyasla daha diisiik miktarda
narirutin ve hesperidin tespit edilmistir (%17-29)
(p<0,05). Bu bulgunun dondurma iglemi sirasinda
buz kristallerinin olusumu sebebiyle gida matrisine
zarar  verilmesi  ile iligkili  olabilecegi
diisiiniilmektedir. Gida matrisindeki bu degisimler
hiicre duvari maserasyonuna ve oksidasyon ve
bozunmaya kars1 daha yiiksek hassasiyete neden
olabilmektedir (Oliveira vd., 2016; Kamiloglu,
2020). Spektrofotometrik analiz sonuclar1 ile
paralel olarak, mandalina kabugunun i¢ meyveden
%67-341 daha fazla flavanon glikozit icerdigi
gortilmiistiir (p<0,05). Agiz ve mide sindirimi
simiilasyonu sonrasinda sirasiyla once diisligler
sonra artiglar gézlenmis (p<0,05) ve goriilen trend
spektrofotometrik yontemler ile elde edilen
verilerle benzerlik  gostermistir. Ayrica
spektrofotometrik yontemlerden farkli olarak ince
bagirsak sindirimi simiilasyonundan sonra taze ve
donuk mandalinalar i¢in mide sindirimine kiyasla
artislar oldugu gorilmistiir (p<0,05). Literatiirde
ince bagirsak  sindirimi  sonrasinda  mide
sindirimine kiyasla polifenol miktarinda artislarin
tespit edildigi baska ¢alismalar da olmakla beraber
gbzlenen bu durum gidalarin sindirim sivilari ile
olan temas siiresinin artmasi sonucu bagirsak
enzimlerinin polifenollerin salinimini

kolaylastirmas1 ile aciklanmistir (Kamiloglu,
2019c; Ozdemirli ve Kamiloglu, 2022).
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Sekil 2. Mandalinada bulunan baslica flavanon glikozitleri
gosteren HPLC-PDA kromatogrami
Figure 2. HPLC-PDA chromatogram showing the major
flavanone glycosides present in mandarin

Taze mandalinada bulunan narirutin ve hesperidin
icin tespit edilen biyoerisilebilirlik degerleri
(strastyla %43 ve %25) daha once literatiirde elde
edilen veriler ile uyumludur (De Ancos vd., 2017).
Hesperidinin biyoerisilebilirliginin narirutinden
diisiik olmasinin sebebinin hesperidinin  suda
¢Oziinmesinin ¢ok diisiik olmasindan
kaynaklandig diistiniilmektedir (Anwer vd., 2014).
Toplam flavonoid madde igerigi sonuglarinda
oldugu gibi donuk mandalinanin flavanon glikozit
biyoerisilebilirliginin (%32-65) taze mandalinaya
kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu

bulgu bir kez daha dondurma isleminin
flavonoidlerin biyoerisilebilirligini olumlu yonde
etkiledigine isaret etmektedir. Yine

spektrofotometrik toplam flavonoid madde igerigi
verileri ile uyumlu olarak mandalina kabugunun
flavanon  glikozit  biyoerisilebilirliginin ¢
meyveden oldukca diisiik oldugu goriilmiistiir
(%1,5-18) (p<0,05). Bu durumun daha once de
bahsedildigi gibi kabukta yiiksek miktarda bulunan
diyet lifinin flavonoidlerin biyoerisilebilirligini
olumsuz yonde etkilemesinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir (Kamiloglu vd., 2021).
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Cizelge 5. In vitro sindirim sirasinda flavanon glikozitlerde meydana gelen degisimler
Table 5. Changes in flavanone glycosides during in vitro digestion

Ornek Sindirilmemis Ag1z Mide Ince bagirsak
Sample Undigested Mouth Stomach Small intestine
Narirutin (mg/100 g)

Taze mandalina 316+0,4B,a 53+0,2B,c 74+10B,c 13,7+29Ab
Fresh mandarin
Donuk mandalina 223+04C,a 38+02Cd 78+10B,c 144+10Ab
Frozen mandarin
Mandalina kabugu 529+13Aa 75+03AcC 344+09Ab 96+21Ac
Mandarin peel

Hesperidin (mg/100 g)
Taze mandalina 392+04B,a 0,4+0,02B,d 44+03B,c 9,7+0,1B,b
Fresh mandarin
Donuk mandalina 326+06C,a 0,3+0,01B,d 40+0,3B,c 105+05Ab
Frozen mandarin
Mandalina kabugu 1438+22Aa 20+03AcC 18,1+0,7Ab 2,1+03C,c

Mandarin peel

4. Sonug

Bu ¢aligmanin sonuglar1 mandalinanin endiistriyel
Olcekte dondurulmasi neticesinde biyoerisilebilir
polifienollerin  korundugunu ya da arttigm
gdstermistir. Ilaveten, mandalina isleme sonucu
atik olarak ayrilan kabuklarin sindirim sonrasinda
bile polifenoller agisindan zengin bir yan {iriin
olabilecegine dikkat cekilmistir. Ote yandan, bu
caligma kapsaminda yalnizca dondurma igleminin
mandalina  polifenollerinin  biyoerisilebilirligi
iizerine olan etkisi degerlendirilmis olup, optimum
biyoerisilebilirlik kosullarinin olusturulmasi igin
soguk depolama siiresince de polifenollerde
meydana  gelen  degisimlerin  incelenmesi
gereklidir. Ileride yapilacak olan galigmalarda bu
calismada kullanilan in vitro sindirim simiilasyonu
modeline kalin bagirsakta gergeklesen mikrobiyal
fermentasyonun da eklenmesi klinik ¢alismalar ile
daha uyumlu sonuglar elde etmek ac¢isindan uygun
olacaktir. Bununla birlikte, dondurma isleminin
mandalina polifenollerinin biyoerisilebilirligine
olan etkisini tam anlamiyla anlamak i¢in in vivo
aragtirmalara da ihtiya¢ duyulmaktadir.
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