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oz

Elma taze tiiketilebildigi gibi dondurulmus elma gibi ¢esitli formlara islenerek de titketilebilmektedir. Elma
isleme sonucu posa olarak adlandirilan biyoaktif bilesenler acisindan zengin bir atik Griin olusmaktadir. Bu
calismada taze ve dondurulmus elmalarda ve elma posasinda bulunan polifenollerin biyoerisilebilirliklerinin
in vitro gastrointestinal sindirim modeli kullanilarak degetrlendirilmesi amac¢lanmistir. Toplam fenolik madde,
toplam flavonoid madde ve toplam antioksidan kapasiteki degisimler spektrofotometrik yontemlerle tespit
edilmis olup, polifenolik bilesiklerin miktarinin tespiti yitksek performansh sivi kromatografisi—fotodiyot dizi
dedektérii (HPLC-PDA) kullanilarak kromatografik yontemle yapilmistir. Iz vitro gastrointestinal sindirim
simiilasyonu sonrasinda HPLC-PDA ile belitlenen toplam biyoerisilebilir polifenol miktarlart gbz niine
alindiginda, dondurulmus elma ve elma posasinin taze elmalara kiyasla %11-16 kadar daha fazla
biyoerisilebilir polifenole sahip oldugu gérilmustir. Sonug olarak, bu ¢alismada elde edilen bulgular gida
islemenin sindirim strasinda polifenollerin matriksten salinimint etkiledigini gbstermis olup, sindirilmemis
ornekler icin tespit edilen degerlerin biyoerisilebilitlik degetlerinden farkl olabilecegine dikkat ¢ekmistir.
Anahtar kelimeler: Granny Smith, bireysel hizli dondurma, 7 vitro gastrointestinal sindirim, flavonoidler,
fenolik asitler, toplam antioksidan kapasite, HPLC-PDA

EVALUATION OF POLYPHENOL BIOACCESSIBILITY IN FRESH AND
FROZEN APPLES AND APPLE POMACE

ABSTRACT

Apples can be consumed as fresh or processed into various products including frozen apples. As a
result of processing, pomace which is rich in bioactive compounds, is generated. The aim of this
study was to evaluate the bioaccessibility of polyphenols in fresh and frozen apples and apple pomace
using an 7 vitro gastrointestinal digestion model. Total phenolics, flavonoids, and antioxidant capacity
were determined spectrophotometrically, whereas the quantification of polyphenols were carried out
chromatographically using high performance liquid chromatography—photodiode array detector
(HPLC-PDA). Considering the bioaccessible polyphenols determined using HPLC-PDA after 7 vitro
gastrointestinal digestion simulation, it was found that frozen apples and pomace contained 11-16%
more bioaccessible polyphenols compared to fresh apples. In conclusion, results obtained in this
study showed that food processing affects the release of polyphenols from the matrix during
digestion and that the values determined for undigested samples may be different from the
bioaccessibility values.

Keywords: Granny Smith, individual quick freezing, 7z vitro gastrointestinal digestion, flavonoids,
phenolic acids, total antioxidant capacity, HPLC-PDA
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GIRIS
Elma dunyada tarimi yaygin olarak yapilan bir
meyve olup, muz ve lziimden sonra en fazla
utetilen uguncd’ meyvedir (FAO, 2017).
Epidemiyolojik ¢alismalar, elma titketiminin bazt
kanser tlrleri, kardiyovaskiiler hastaliklar, astim ve
diyabet riskini azalttigini 6ne sirmustir. Gortlen
bu  hastaliklara  karst  koruyucu  etkiler
polifenollerin - varhigr ile iliskilendirilmektedir.
Elma polifenollerinin glicli antioksidan aktiviteye
sahip oldugu, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
onledigi, lipit oksidasyonunu azalttigi ve
kolesteroli distirdiigii bilinmektedir (Boyer ve
Liu, 2004).

Elma taze tlketilebildigi gibi cesitli drtinlere
islenerek de tiiketilebilmektedir. Bireysel hizlt
dondurma (IQF) dogranmis veya dilimlenmis
elmalarin  distik sicakliklarda (-30 ile -40°C
arasinda) hava  piskirtmeli  dondurucuda
dondurulmast islemi olup, gelencksel dondurmaya
kiyasla cok daha kisa stirede
gerceklestirilmektedir. Elma isleme sonucu kabuk,
kok, ¢ekirdek ve kiispeyi iceren elma posast olarak
bilinen bir attk Grin olugmaktadir (Skinner vd.,
2018). Elma itretiminden elde edilen yihk atik
miktarinin  3.0-4.2 milyon mt oldugu tahmin
edilmektedir (Younis ve Ahmad, 2015). Sanayi
tretiminde olusan yan triinlerin bertaraft hem
gida treticisine bir maliyet olusturmakta hem de
gevre tUzerinde potansiyel bir olumsuz etki
yaratmaktadir. Ilaveten, yapilan arastirmalar yan
uriinlerin birgogunun potansiyel olarak degerli
biyoaktif bilesiklerin kaynagi olabilecegini ortaya
koymustur (Wijngaard vd., 2012; Huang vd,,
2013).

Son zamanlarda yapilan c¢aligmalarda insan
vicudundaki fizyolojik fonksiyonlar icin bir
o6nkosul olan biyoerisilebilirlik konusuna daha
fazla dikkat gosterilmeye baslanmustir. Insanlar
tzerinde yapilan 7# vivo galismalar zaman alic1 ve
maliyetli olup, etik kaygilarla da kisitlandigindan,
sindirimin  etkilerini arastirmak icin iz witro
modeller gelistirilmistir. [z vitro gastrointestinal
sindirim modelleri polifenollerin gida
matriksinden salimimini belitflemek ve viicutta
emilmeden 6nce profillerindeki degisiklikleri
degerlendirmek icin kullanmaktadir. Bununla

birlikte, 4 witro  gastrointestinal  sindirim
modellerinde uygulanan kosullarin cesitliligi farkls
calismalarda elde edilen sonuglarin birbitleri ile
karsilastirtlmasint - sturlamustir (Alminger  vd.,
2014). Bu sorunun ustesinden gelmek icin,
fizyolojik  olarak uygun kosullara dayanan
standartlastirilmis ve pratik bir statik sindirim
modeli 6nerilmistir  (Minekus vd., 2014). Bu
model daha 6nce polifenol icerigi zengin bazi gida
attklarinin  biyoerisilebilirliginin  degerlendirilme-
sinde kullanilmustir (Kamiloglu vd., 2017; Guven
vd., 2018). Bununla birlikte bilindigi kadariyla,
daha 6nce yapilan ¢aligmalarda endustriyel Gretim
sonucu agi¥a c¢tkan elma posasinda bulunan
polifenollerin  biyoerisilebilirligi hammadde ve
donmusg iiriin ile mukayese edilmemistir.

Yukarida sunulan bilgiler dikkate alinarak bu
calismanin amact, taze ve dondurulmus elmalarda
ve elma posasinda toplam fenolik maddenin,
toplam flavonoid maddenin, toplam antioksidan
kapasitenin ve polifenolik bilesiklerin
biyoerisilebilitliklerinin standartlastirilmis iz vitro

gastrointestinal ~ sindirim modeli kullanilarak
degerlendirilmesidir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Taze ve dondurulmus elmalar (Malus domestica
Borkh. var. Granny Smith), ve Uretim sonucu
agiga ¢tkan elma posasi endiistriyel bir gida isleme
fabrikasindan (Mevsim Gida Sanayi ve Soguk
Depo Ticaret A.S, Turankdy, Bursa) farkl tiretim
ginlerinde 3 tekrarh olarak temin edilmistir.
Elmalar bireysel hizlt dondurma (IQF) isleminden
once sirasiyla kabuk soyma ve c¢ekirdek alma,
asitlendirme ve  kip kesim islemlerine tabii
tutulmustur. Toplanan numuneler degirmen
(IKA, Almanya) yardimiyla sivi azot igerisinde
ince bir toz halinde 6gltilmus ve analizlere kadar
-80 °C'de muhafaza edilmistir.

Kimyasallar

In vitro gastrointestinal sindirim simiilasyonunda
kullantlan o-amilaz (EC 3.2.1.1), pepsin (EC
3.4.23.1), pankreatin (EC 232.468.9) ve safra
Sigma-Aldrich'den (Almanya) temin edilmistir.
Polifenollerin miktarinin tespiti i¢in kullanilan
>%98 safliktaki klorojenik asit, kafeik asit,
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katesin,  epikatesin,  hiperin  (kuersetin-3-
galaktozit), izokuersitrin (kuersetin-3-glukozit),
kuersitrin  (kuersetin-3-ramnozit) ve floridzin
standartlart da Sigma-Aldrich'den (Almanya) satin
alinmistir.

Sindirilmemis Numunelerin Ekstraksiyonu

2.00 £ 0.01 g toz halinde 6gitilmiis numune 5
ml  %0.1 formik asit iceren %75 metanol
solisyonu ile muamele edilmistir. Sonrasinda
numuneler ultrasonik banyoda (VWR, ABD) 15
dk. sonike edilmis ve 4 °C'de, 2700 x g hizinda 10
dk. siireyle santriftijlenerek (Hettich, Almanya) st
faz toplanmistir. Bu ekstraksiyon protokolii bir

kez daha tekratlanmis ve iki Gst faz 10 mIL'lik nihai
bir hacme tamamlanmustir (Kamiloglu ve
Capanoglu,  2015). Hazirlanan  ekstraktlar
analizlerden 6nce -20°C'de muhafaza edilmistir.

In Vitro Gastrointestinal Sindirim
Polifenollerin  biyoerisilebilitliginin tespiti igin
sirastyla ag1z, mide ve bagirsak sindirimini simiile
eden ¢ asamali bir iz witro gastrointestinal
sindirim modeli uygulanmigtir (Minekus vd.,
2014). Kullanilan ag1z, mide ve bagirsak elektrolit
solisyonlarinin icerigi Cizelge 1'de verilmistir.

Cizelge 1. Agiz, mide ve bagirsak elektrolit solisyonlari
Table 1. Oral, gastric and intestinal electrolyte solutions

Stok hacmi (mL)

on ittik a V'olume of stock (mL)

Bilesenler onsantasyont ) . Mide elektrolit  Bagirsak elektrolit
. (mol/L) Agiz elektrolit ) .

Constituents . . >, soliisyonu soliisyonu

Stock concentration  soliusyonu (Oral : .

(ol 1) lectrolyte solution) (Gastric electrolyte  (Intestinal electrolyte
solution) solution)

KCl 0.5 15.1 6.9 0.8
KH2PO4 0.5 3.7 0.9 0.8
NaHCOs3 1 6.8 12.5 42.5
NaCl 2 - 11.8 9.6
MgClo(H20)6 0.15 0.5 0.4 1.1
(NH4)2COs3 0.5 0.06 0.5 -
HCl 6 0.09 1.3 0.7

Ttum soliisyonlar distile su ile hazitlanmis olup, toplam hacim 400 mI’ye tamamlanmustir.
Al solutions are prepared with distilled water to a total volume of 400 mL.

Ag1z sindiriminin simtlasyonu icin 5.00 £ 0.01 ¢
numuneye 3.5 mL ag1z elektrolit solisyonu, 0.5
mL a-amilaz (1500 U/mL), 25 pL. 0.3 M CaCl, ve
975 uL distile su ilave edilerek karisim ¢alkalayicili
su banyosunda (Memmert, Almanya) 37 °C'de 2
dk. boyunca inkiibe edilmistir. Agiz sindirimi
tamamlandiktan sonra, her bir numune icin 2 mLL
ornek alinmugtir.

Mide sindirimini simile etmek icin, kalan
soliisyona 6 mL mide elektrolit solisyonu, 1.28
mL pepsin (25000 U/mL), 4 uL. 0.3 M CaCl,
eklenmis ve 1 M HCI kullanilarak pH 3’
ayarlanmistir. Daha sonra distile su ilavesi ile
toplam hacim 8 mL’ye tamamlanmis ve karisim
calkalayicili su banyosunda 37 °C'de 2 saat stiteyle
inkibe edilmistir. Mide sindirimi tamamlandiktan

sonra, her bir numune icin 2 ml 6rnek
toplanmustir.

Bagirsak sindirimini simiile etmek i¢in, karigimin
geri kalant 7.7 mL bagirsak elektrolit soliisyonu,
3.5 mL pankreatin (800 U/mL), 1.75 mL 160 mM
safra, 28 uL 0.3 M CaCl; ile karistirilmis ve 1 M
NaOH kullanilarak pH 7’ye  ayarlanmustir.
Ardindan toplam hacim 14 mlL olacak sekilde
distile su ilavesi yapilmis ve karisim ¢alkalayicili su
banyosunda 37 °C'de 2 saat daha inkibe
edilmistir. Bagirsak sindirimi similasyonunun
ardindan tekrar her bir numune icin 2 ml. 6rnek
alinmustir.

Ag1z, mide ve bagirsak sindirimi similasyonlart
sonrast toplanan 6rneklerin pH’st formik asit ile

411



412

S. Kamiloglu

2’ye ayatlanmis ve 4 °C'de, 23000 x g hizinda 5 dk.
streyle santrifiijlenmistir. Toplanan st fazlar
analizlere kadar -20 °C'de muhafaza edilmistir.
Yukaridaki islemlere ilaveten, elma ornekleri
katilmadan aynt kosullar altinda inktbasyonlar
yapilmis ve toplanan kor (blank) 6rnekler sindirim
stvilarindan kaynaklanan etkilesimlerin
duzeltilmesi i¢in kullanilmistir.

Spektrofotometrik Analizler

Toplam fenolik madde (TFEM) miktari, toplam
flavonoid madde (TFLM) miktar1 ve toplam
antioksidan kapasite (TAK) Olctimleri
spektrofotometre (Optima, Japonya) kullanilarak
gerceklestirilmistir.

TFEM  miktar1  Folin-Ciocalteu  reaktifi
kullandarak daha oOnce literatirde tarif edilen
sekilde tespit edilmistir (Velioglu vd., 1998). 100
uL ekstrakt 0.75 mL Folin-Ciocalteu reaktifi ile
karistirdmistir. Karisim 5 dk. oda  sicakliginda
inkiibe edilmis ve daha sonra 0.75 mL %06
Na;COs; solusyonu katisima ilave edilmistir. 90
dk. inkiibasyondan sonra 725 nm'de absorbans
Olgilmustir. TFEM miktari, 100 g agirlik basina
mg gallik asit esdegeri (GAE) olarak ifade
edilmistit.

TFLM miktari kolorimetrik aliminyum klortr
metodu uygulanarak tespit edilmistir (Kim vd.,
2003). Baslangicta 1 mL ekstrakta 0.3 mL %5
NaNO; eklenmigtir. 5 dk. sonra 0.3 mL %10
AlCl; ilave edilmistir ve 6. dk.'da 2 mL. 1 M NaOH
eklenmistir. Hemen ardindan 2.4 mL saf su ilave
edilip, karisim vortekslenmis ve 510 nm'de
absorbans 6l¢timil yapimistir. TFLM miktar1, 100
g agirlik basina (+)-katesin esdegeri (KE) olarak
ifade edilmisgtir.

TAK dort farkh metot (bakir (II) iyonu
indirgenme antioksidan kapasitesi (CUPRAC),
2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik  asit
diamonyum  tuzu) (ABTS), 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH), demir iyonu indirgeyici
antioksidan glic (FRAP)) kullanilarak
degerlendirilmistit. CUPRAC metodu icin, 100
puL ekstrakt 1 mlL 10 mM CuCl, 7.5 mM
neokuproin ve 1 M NHiCGH30: ile
karistirtlmistir. Ardindan karisima 1 ml. distile su
ilave edilerek nihai hacim 4.1 ml'ye getirilmistir.

Oda sicakliginda 30 dk. inkiibasyondan sonra 450
nm'de absorbans ol¢ulmustir (Apak vd., 2004).
ABTS metodu icin, ABTS stok soltisyonu, 50 mM
potasyum fosfat tamponu (pH 8.0) icinde, 734
nm'de 090 ( 0.05) absorbans derecesine
seyreltilmistir. Sonra, 100 pL ekstrakt, 1 mL
ABTS-¢alisma solusyonu ile karistirtlmis ve 1 dk.
sonra 734 nm'de absorbans 6lctilmustir (Miller ve
Rice-Evans, 1997). DPPH metodu icin, 100 pL
ekstrakt, 2 mL. 0.1 mM metanolde ¢6ziinmiis
DPPH reaktifi ile karstiridmistr. 30  dk.
inkiibasyondan sonra 517 nm'de absorbans
Olctlmustir (Kumaran ve Karunakaran, 20006).
FRAP metodu igin, 900 pl. FRAP reaktifi
(sirastyla 10:1:1 oranlarinda asetat tamponu (pH
3.6), 10 mM 24,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ)
soliisyonu ve 20 mM FeCl; karigimi), 100 pL
ekstrakt ile karistirilmigtir. Karisimin absorbansi 4
dk. sonra 593 nm'de kaydedilmistit (Benzie ve
Strain, 1996). Tim TAK tahlilleri icin, sonuglar
100 g agirlik basina mg Trolox® esdegeri (TE)
olarak ifade edilmistir.

Kromatografik Analizler

Polifenollerin miktar1 yiksek performansh sivi
kromatografisi—fotodiyot dizi dedektérii (HPLC-
PDA) (Waters, ABD) kullanilarak daha 6nce
literatiirde tarif edilen sckilde belitlenmistir
(Capanoglu vd., 2008). Toplanan tim O6rnekler,
0.45 um membran filtrelerden gegcirilerek
HPLC'ye enjekte edilmistit. Durgun faz olarak
C18 kolonu (25 cm x 4.6 mm, 5 pm; Sigma-
Aldrich, Almanya) kullanilmistir. 280, 312 ve 360
nm'de spektral 6l¢im i¢in 1 mL/dk. bir akis hizt
ve 10 pLL enjeksiyon hacmi olan su soliisyonlar
kullanilmustir: Trifloroasetik asit (TFA)/ultra saf
su (1:1000, v/v; elient A) ve TFA/asetonitril
(1:1000, v/v; eliient B). Kullanilan lineer gradyan
su sekildedir: 0 dk., %95 A ve %5 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.
Polifenollerin tanimlanmasinda kolonda tutunma
streleri ve karakteristik UV spektralari dikkate
alinmistir. Miktar tespiti icin otantik standartlar
kullanilarak sonuglar kg agirlik basina mg olarak
ifade edilmis olup, reynoutrin (kuersetin-3-
ksilozit) ve avikularin (kuersetin-3-arabinozit)
miktari kuersetin-3-glukozit standard: kullanilarak
hesaplanmustir.
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Istatistiksel Analiz

Analizler 3 tekratlh olarak temin edilen
numunelerin her birinde 3’er Ol¢lim yapilarak
gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglar ortalama
T standart sapma seklinde ifade edilmistir. Veriler
SPSS yazilimi IBM, ABD) kullanilarak tek yonla
ANOVA’ya tabii tutulmus ve numuneler
arasindaki farkhliklarin  belirlenmesinde Tukey
testi kullanilmustir (P < 0.05). Spektrofotometrik
analizler arast korelasyon katsayiari (R?) Excel

yazithmi  (Microsoft, ~ ABD)  kullanilarak
hesaplanmustir.
SONUC VE TARTISMA

Spektrofotometrik Olgiimler

In vitro gastrointestinal sindirimin TFEM, TFLM
ve TAK tzerine etkileri Cizelge 2’de verilmistir.
Sinditilmemis  6rnekler icin, dondurulmus
elmalarin ve elma posasinin taze elmalara kiyasla
daha distik miktarda TFEM (%39—49), TFLM
(%33-50) ve TAK  (%36-68) icerdigi
gorilmustir. Bu durum elmanin islenmesi
sirasinda  olusmast  muhtemel  enzimatik
esmerlesme ve oksidasyon reaksiyonlarinin
TFEM ve TFLM miktarlarinda kayiplara neden
olmastyla ve bu nedenle TAK degerlerinin de
diismesi ile agiklanabilir. [z vitro agiz sindirimi
sonrasinda tim numuneler icin sindirilmemis
orneklere kiyasla daha disik miktarlarda TFEM
(%028-40), TFLM (%24-43) ve TAK (%9-71)
degerleri elde edilmistir.  Literatirde bazt
polifenollerin, zellikle ¢ok sayida hidroksil grubu
olanlarin, alblimin gibi proteinlere giicli bir
sckilde baglandiklart ve bunun sonucunda
polifenol emilimini azaltan kompleksler ortaya
ctkardiklart bildirilmistit (Bohn, 2014). Ayrica,
gorilen bu durum agiz sindirimi i¢in uygulanan
inkiibasyon stresinin (2 dk.) TFEM, TFLM ve
TAK’ye katkida bulunan bilesenlerin = gida
matrisinden salinimi igin yeterli olmamasindan da
kaynaklaniyor olabilir. Nitekim, 2 saat siiren mide
sindirimi simtlasyonu sonrasinda TFEM, TFLM
ve TAK degerleri agi1z sindirimine kiyasla sirastyla
%82—-143, %75-112 ve %47-111 artis gbstermis
ve sindirilmemis numunelerde bulunan miktarlara
erismis ve hatta taze elmalar icin TFLM ve FRAP
metodu ile Slgiilen TAK degerlerinde istatistiksel
olarak o6nemli artiglar g6rilmistir (P < 0.05).
Daha o6nce kuru meyveler ile yapimis bir
calismada da mide sindirimi simiilasyonundan

sonra TFLM degertlerinde artiglar gOrilmustiir
(Kamiloglu vd., 2014). Bu durum, mide sindirimi
boyunca elma flavonoidlerinin gida matriksinden
ekstraksiyon isleminin devam ettigini ve serbest
kalan flavonoidlerin midedeki asidik ortamda iyi
bir stabilitesi oldugunu géstermektedir. [n vitro
bagirsak sindirimi taze elmalar icin genel olarak
TFEM, TFLM ve TAK degerlerinde disise
neden olmus olup, biyoerisilebilirlik degetleri
sindirilmemis numunelere kiyasla sirastyla %80,
%41 ve %39-69 olarak tespit edilmistir.
Dondurulmus elmalar ve elma posast igin de,
TFLM degeri icin gorilen trend taze elmalarla
benzerlik gdstermis ve biyoerisilebilirlik degeri
%065 olarak bulunmustur. Diger taraftan, bagirsak
sindirimi  simiilasyonu  sonrast dondurulmus
elmalar ve elma posasinin TFEM ve TAK
biyoerisilebilirlik degerleri sindirilmemis
numunelere kiyasla sirastyla %129-165 ve %65—
205 olarak tespit edilmistir. Literatiirde daha 6nce
yaptlan bir c¢alismada da bagirsak  sindirimi
sonrasinda benzer artislar goriilmis ve durum
gida maddesinin bagirsak sivilart ile olan ilave
temas suresi ve/veya bagirsaktaki  sindirim
enzimlerinin ~ matrikse  bagl  polifenollerin
salinimini  kolaylastirict etkisi ile aciklanmistir
(Bouayed vd., 2011). Elde edilen bu sonuglar, gida
islemenin  sindirim  strasinda  polifenollerin
matriksten salinimi etkiledigini géstermis olup,
sindirilmemis 6rnekler i¢in tespit edilen degerlerin
biyoerisilebilirlik degerlerinden farkli
olabilecegine isaret etmistir.

TFEM, TFLM ve TAK arasi korelasyonlar da
belitlenmistir. [n vitro gastrointestinal sindirim
oncesinde TFEM, TFLM ve TAK arasinda
oldukea lineer bir iligki elde edilmis olup, en
yiksek deger TFLM ve FRAP (R? = 0.924)
arasinda tespit edilmistir. TAK metotlart arasinda
da, oOzellikle FRAP ve CUPRAC metotlar
arasinda (R? = 0.987), olduk¢a yiksek bir
korelasyon gérillmustiir. Gorilen bu pozitif lineer
iliski 7 vitro ag1z sindirimi sonrasinda da devam
etmistit (R? = 0.813-0.991). Mide sindirimi
simiilasyonundan sonra ise daha ortalama bir iligki
gorilmekle beraber (R? =< 0.959), bagirsak
sinditimi  neticesinde  olduk¢a dustik  bir
korelasyon (R? = 0.469) elde edilmistir. Bu
calismada uygulanan TAK metotlarinin pH
kosullart g6z Onitine alindiginda, pH 3.6da
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gerceklestirilen  FRAP  metodu, midedeki
antioksidan aktiviteyi degetlendirmek icin daha
uygun olabilitken, pH 7.0-8.0’de uygulanan
DPPH ve CUPRAC metotlarinin aglz ve
bagirsaktaki TAK’yi degerlendirmek icin daha
uygun olabilecegi varsayilabilir. Sonug olarak, tek
bir antioksidan kapasite 6l¢tim metodu kullanarak
gida  Urlnlerinin  antioksidan  kapasitesinin
Olclilmesi ile tatmin edici bir degerlendirme
yapilmast mimkin olamayacagt gérilmistir. Bu
nedenle TAK 6lcumlerinde farklt mekanizmalara
sahip birden fazla metodun kullaniimasi
onerilmektedir (Apak vd., 2016). Buna ilavaten,
TFEM olcimiinde kullanilan Folin-Ciocalteu
metodu sadece fenolik bilesenlere 6zgii olan bir
test olmayip, askorbik asit, sitrik asit, basit seketler

ve bazi amino asitler gibi indirgen bilesenleri de
Olgerek, toplam fenolik madde igeriginin gercek
degerinden farkli ¢tkmasina neden olabilmektedir
(Capanoglu vd., 2018). Benzer sekilde TFLM
Olctlmesinde kullanilan kolorimetrik metot da
sadece flavonoidlere 06zgii bir test degildir.
Flavonoidlerin yani sira, fenolik asitler de bu testte
oldukea giiclii bir reaksiyon verirken, flavan-3-
oller hari¢ ¢ogu flavonoid bu teste zayif reaksiyon
vermektedir (Ho vd., 2012). Spektrofotometrik
metotlarla  elde edilen TFEM ve TFLM
sonuclarinin  spesifik olmamast nedeniyle, bu
calismada polifenollerin kromatografik yontemle
miktarlarinin  tespitinin  de yapilmasina karar
verilmistir.

Gizelge 2. In vitro gastrointestinal sindirim sirasinda toplam fenolik madde (TFEM), toplam flavonoid
madde (TFLM) ve toplam antioksidan kapasitede (TAK) meydana gelen degisimler
Table 2. Changes in total phenolic content (I'PC), total flavonoid content (I'FC) and total antioxidant capacity (1.AC)
during in vitro gastrointestinal digestion

Numune Sindirilmemis Agiz Mide Bagirsak
Sample Undigested Mouth Stomach Intestine
TFEM (mg GAE/100 g numune) — TPC (mg GAE/ 100 g sample)

Taze elma — Fresh apple 21.8£3.9ab 158£13b 287+23a 175+ 28b
Dondurulmus elma — Frogen apple 11.2 £ 2.8 be 6.7%03c¢ 16.3 £ 1.6 ab 185+ 33a
Elma posast — Apple pomace 132+ 3.1 ab 84+ 1.1b 16.1 £34a 170+ 332
TFLM (mg KE/100 g numune) — TFC (mg CE/ 100 g sample)

Taze elma — Fresh apple 60.7£69b 46.1£02Db 80.8£9.1a 248+ 15¢
Dondurulmus elma — Frozen apple 30.3 £ 4.1ab 172+ 1.0 ¢ 36.5£1.0a 19.9 £ 8.7 be
Elma posast — Apple pomace 40.5 = 6.6 ab 242+ 46D 415+ 100a 26.3 £ 1.5ab
TAK (mg TE/100 g numune) — T.AC (mg TE/ 100 g sample)

CUPRAC

Taze elma — Fresh apple 189.5+ 1532 1239+ 24b 1875+ 13.7a 1262%10.1b
Dondurulmus elma — Frogen apple 90.5+18.1a 50.7£22b 875+69a 85.9+3.6a
Elma posast — Apple pomace 103.4 £ 25.5 ab 68.6+80b 1149+ 11.1a 1042 1% 1454ab
ABTS

Taze elma — Fresh apple 1230+ 129 a 451+ 42c¢ 66.5 £ 5.0 bc 843+ 17.0b
Dondurulmus elma — Frozen apple 388+ 18¢ 293 +3.6d 61.8+44Db 797*£24a
Elma posast — Apple pomace 79.2£135b 326 £23c¢ 59.7£69b 104.6 £53a
DPPH

Taze elma — Fresh apple 478 £73a 163 £0.4c 279+ 09b 18.7 £ 1.3 bc
Dondurulmus elma — Frogen apple 242+t 14a 7.1+01d 139*12¢ 191%+13b
Elma posast — Apple pomace 268 £ 4.7a 85+ 04c 132+ 2.4 bc 174+32b
FRAP

Taze elma — Fresh apple 298%£19b 271%£22b 412+ 38a 194+26¢c
Dondurulmus elma — Frozen apple 169 + 3.4 ab 10.6 £ 09b 190+t 45a 171+ 1.5ab
Elma posast — Apple pomace 19.0 + 4.0 ab 135+ 25b 274+ 63a 18.5+ 2.6 ab

Bu tabloda gosterilen veriler 3 tekrarlt olarak temin edilen numunelerde yapilan Slgiimlerin ortalama * standart
sapma degerleridir. Satirlardaki farkl harfler istatistiksel olarak énemli farklidiklars temsil etmektedir (P < 0.05).
Data presented in this table consist of average values * standard deviation of 3 batches. Different letters in the rows represent statistically

significant differences (P < 0.05).



Elma polifenollerinin biyoerisilebilirligi

Kromatografik Olgiimler

Taze ve dondurulmus elmalarda ve elma
posasinda HPLC-PDA kullanilarak tespit edilen
baslica polifenoller Cizelge 3’te verilmistir. Taze
elma ve elma posasinda klorojenik asit, kafeik asit,
katesin,  epikatesin, hiperin,  izokuersitrin,
reynoutrin, avikulatin, kuersitrin ve floridzin dahil
10 adet polifenolik bilesen bulunmus olup,
dondurulmus  elmalarda  bu  bilesenlerden
kuersetin  glikozit  tiirevleri olan  hiperin,
izokuersitrin, reynoutrin, avikularin ve kuersitrin
tespit edilememistir. Bu durum literatiirde daha
once yapilan caligmalarla tutarli olup, kuersetin
glikozit tiirevlerinin elmanin sadece kabugunda
bulunmasindan kaynaklanmaktadir (KKaraman vd.,
2013). Sinditilmemis O6rnekler icin, taze ve
dondurulmus elmalarda en yitksek miktarlarda
bulunan bilesenler katesin, epikatesin  ve
klorojenik asit olup, toplam polifenolik bilesen
miktarinin  %59-96’sin1 olusturmaktadir. Elma
posasinda ise toplam  polifenolik  bilesen
miktarinin - %88’ine tekabil eden kuersetin
glikozitler en yiksek duzeyde tespit edilen
bilesenlerdir. ~ Agiz  sindirimi  simillasyonu
sonrasinda genel olarak polifenol iceriginde
sindirilmemis numunelere kiyasla istatistiksel
olarak 6nemli farklar gérilmemekle beraber (P >
0.05), kuersetin glikozitlerin miktarinin %51’e
kadar daha distik oldugu tespit edilmistir. Bu
durum spektrofotometrik Slgiimlerle elde edilen
TFLM sonuglariyla tutarlt olup, agiz sindirimi icin
uygulanan  inkiibasyon  suresinin  kuersetin
glikozitlerin gida matrisinden salinimi igin yeterli
olmamasindan  kaynaklaniyor  olabilir.  Yine
spektrofotometrik  Slciimler i¢in elde edilen
sonuglarda  oldugu gibi, mide sindirimi
simiilasyonu sonrasinda polifenolik bilesenlerin
degetleri ag1z sindirimine kiyasla sirastyla 3 kata
kadar artis  gOstermis ve  sindirilmemis
numunelerde bulunan miktarlara yetismistir.
Klorojenik asit ve katesin miktarlar ise 7 vitro
mide sindirimi sonrast sindirilmemis 6rneklere
kiyasla istatistiksel olarak daha yiiksek miktarlarda
tespit edilmislerdir (P < 0.05). Bagirsak sindirimi
simtlasyonundan sonra ise degisken sonuglar elde
edilmistir. Ornegin, klorojenik asit miktart midede
elde edilen degerlere kiyasla %30-81 kadar
azalirken, kafeik asit miktarinda ise 8.5 kata kadar
artts gorulmustir. Literatiirde daha 6nce yapilmig

bazi c¢alismalarda klorojenik asidin  sindirim
sirasinda  diger  kafeoilkinik  asitlere  olan
izomerizasyonundan bahsedilmistir (Tagliazucchi
vd., 2012). Klorojenik asit miktarinda gérilen
dustsler pH degisimi ve safra tuzlarinin varliginin
¢Okelti olusumuna neden olmast ile de iliskili
olabilir (Chethan ve Malleshi, 2007). Tlaveten,
kafeoilkinik asitlerin sulu ¢6zeltiler icerisinde olan
kararsizlig1 da goérilen kayiplara katkida bulunmus
olabilir (Vallejo vd., 2004). Kafeik asit miktarinda
gorillen artis ise daha Once yapilmis bazt
calismalar da bahsedildigi gibi klorojenik asitin
bagirsak simiilasyonu sonrasinda serbest asitlerine
hidrolize olmasindan kaynaklaniyor —olabilir
(Kahle vd., 2011). Benzer sekilde bagirsak
sindirimi sonrast katesin tamamen yok olurken,
epikatesin  miktarinda midede elde edilen
degerlere kiyasla istatistiksel olarak 6nemli artiglar
gorilmustir (5-13 kat) (P < 0.05). Bu durum
elmada bulunan prosiyanidin B2’nin epikategin
monomerlerine  ayrismasindan  kaynaklantyor
olabilir (Bouayed vd., 2012). Kuersetin glikozitleri
ise yine spektrofotometrik olarak elde edilen
TFLM sonuglarina paralellik g&stermis olup,
midedeki degerlere kiyasla %36—69 kadar azalis
gOstermistir. Elma dahil olmak tzere bir¢ok
meyve 6nemli miktarda diyet lifi icermektedir.
Diyet lifinin bazt bitki polifenolleri tzerinde
baglayict etkileri olup, enzimlerin substratlarina
difizyonunu  kisitlayarak  biyoerisilebilirligi
azalttiklart 6ne strtlmustir (Palafox-Carlos vd.,
2011). Dolayisiyla  kuersetin  glikozitlerinin
miktarlarinda meydana gelen azalis, diyet liflerinin
varhgr ile iliskili olabilir. Toplamda in witro
gastrointestinal sindirim sonrasinda
biyoerisilebilir polifenol miktarlart gbz Gniine
alindiginda dondurulmus elma ve elma posasinin
taze elmalara kiyasla %11-16 kadar daha fazla
biyoerisilebilir  polifenole  sahip  oldugu
gorilmustir. Bu bulgu spektrofotometrik olarak
elde edilen sonuglar1 destekleyici olup, gida
islemenin  sindirim  sirasinda  polifenollerin
matriksten salinimi etkiledigini géstermis olup,
sindirilmemis Srnekler icin tespit edilen degetlerin
biyoerisilebilirlik degerlerinden farkl
olabilecegine dikkat ¢ekmistir.
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Gizelge 3. In vitro gastrointestinal sindirim sirasinda polifenollerde meydana gelen degisimler
Table 3. Changes in polyphenols during in vitro gastrointestinal digestion

Numune Sindirilmemis Agiz Mide Bagirsak
Sample Undigested Mouth Stomach Intestine
Klorojenik asit (mg/kg numune) — Chlorogenic acid (mg/ kg sample)

Taze elma — Fresh apple 189 % 25¢ 22.6 £ 1.3 bc 425+53a 299+140Db
Dondurulmug elma — Frozen apple 126 £2.7b 111£12b 226%17a 101 £3.0b
Elma posast — Apple pomace 851 0.1 bc 11.8%+13b 26.1*£4.6a 49+02c
Kafeik asit (mg/kg numune) — Caffeic acid (mg/ kg sample)

Taze elma — Fresh apple 0.3£0.03b 0.3£0.05b 04=*01b 38+006a
Dondurulmug elma — Frozen apple 0.5% 0.2 bc 03+01c 0.6 £0.02b 227%0.042a
Elma posast — Apple pomace 0.4£0.02b 0.2£0.04c 0.4=£0.01b 0.6 £0.02a
Katesin (mg/kg numune) — Catechin (mg/ kg sample)

Taze elma — Fresh apple 215+ 63b 142+ 3.1b 559+ 15.6a te — nd
Dondurulmus elma — Frozen apple 119+ 40b 134+ 14D 3481 69a te — nd
Elma posast — _Apple pomace 1.3+ 0.04 b 49%06Db 222+ 42a te — nd
Epikatesin (mg/kg numune) — Epicatechin (mg/ kg sample)

Taze elma — Fresh apple 16.4 + 4.1 be 88+03c¢ 26.8+6.0b 1529+ 45a
Dondurulmug elma — Frozen apple 144+ 27b 109 £1.0b 220+ 04b 224.8 £ 38.8 a
Elma posast — Apple pomace 32+04Db 38*£13b 126 £ 0.8 b 176.6 £ 27.2a
Hipetin (mg/kg numune) — Hyperin (mg/ kg sample)

Taze elma — Fresh apple 121+£45a 96*32a 145+t 19a 79£08a
Dondurulmus elma — Frogen apple te — nd te — nd te — nd te — nd
Elma posast — Apple pomace 639+ 11.0a 325+53a 60.7 £209 a 314+ 114a
Izokuersitrin (mg/kg numune) — Lsoguercitrin (mg/ kg sample)

Taze elma — Fresh apple 35%209a 34+05a 39+07a 25%01a
Dondurulmus elma — Frogen apple te — nd te — nd te — nd te — nd
Elma posast — Apple pomace 215+ 42a 105+ 1.6b 22.6£50a 89+12b
Reynouttin (mg/kg numune) — Reynoutrin (mg/ kg sample)

Taze elma — Fresh apple 48+02a 26X 03b 56£0.7a 27%x0.1Db
Dondurulmus elma — Frozen apple te — nd te — nd te — nd te — nd
Elma posast — Apple pomace 117+ 23 ab 7.7 £ 1.6 bc 129+ 24a 40*x14c
Avikularin (mg/kg numune) — Avicnlarin (mg/ kg sample)

Taze elma — Fresh apple 7.8+t 1.6a 40%£09b 79+ 14a 43+£0.04b
Dondurulmus elma — Frogen apple te — nd te — nd te — nd te — nd
Elma posast — Apple pomace 19.1%£29a 98+23b 203+29a 6.9+28b
Kuersitrin (mg/kg numune) — Quercitrin (mg/ kg sample)

Taze elma — Fresh apple 8.1%+09ab 56+ 1.6b 93+ 10a 56+02b
Dondurulmus elma — Frozen apple te — nd te — nd te — nd te — nd
Elma posast — Apple pomace 21.0£38a 110+ 12b 21.5£57a 99+20b
Flotidzin (mg/kg numune) — Phloridzin (mg/ kg sample)

Taze elma — Fresh apple 28£09a 42%01a 41+ 14a 45+ 04a
Dondurulmus elma — Frozen apple 1.1+x05a 0.6£02a 1.0+0.1a 1.3+03a
Elma posast — Apple pomace 54+ 14b 9.9+ 3.7ab 120 £23a 48+05b

Bu tabloda gosterilen veriler 3 tekrarli olarak temin edilen numunelerde yapilan Sl¢imlerin ortalama * standart
sapma degerleridir. Satirlardaki farkli harfler istatistiksel olarak énemli farkliliklart temsil etmektedir (P < 0.05). te:
tespit edilemedi.

Data presented in this table consist of average values * standard deviation of 3 batches. Different letters in the rows represent statistically
significant differences (P < 0.05). nd: not detected.
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Bu calismada  standartlastirilmis iz vitro
gastrointestinal sindirim modeli kullanilarak taze
ve dondurulmus elmalarda ve elma posasinda
polifenollerin biyoerisilebilitligi degerlendirilmis-
tir. In witro gastrointestinal sindirim modelleri
uygulamast kolay, ucuz ve Ozel bir ekipman
gerektirmeyen metotlardir. Bununla bitlikte, 7
vitro  gastrointestinal  sindirim  metotlarini
kullanarak  biyoyaratliligin ~ 6ngorilebilmesini
sintrlayan bazt 6nemli hususlar vardir. Bunlarin en
onemlilerinden biti bircok 7z vitro model icin
kolonik fermantasyon asamasinin olmamasidur.
Kolona ulasan polifenoller mikrobiyal bozulmaya
maruz kalir ve bu bozunma sonucu olusan
bilinmeyen bilesikler sagliga faydali etkiler
saglayabilirler. Bu nedenle ileride yapilacak
biyoaktif bilesenlerin sindirimini degetrlendiren
calismalarda kolonik fermantasyon asamasinin da
dahil edilmesi tavsiye edilmektedir.
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