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Ozet

Fenolik bilesikler ve gida proteinlerinin kovalent olmayan ve kovalent iliskileri, polifenolce zengin gida
urlinlerinin kalitesini etkileyen en temel iki faktordiir. Bu derlemeyle, proteinler ve fenolik bilesikler
arasindaki iliskilerin biyokimyasal temelleri ve dolayistyla polifenolce zengin gida ve iceceklerin duyusal
ve besleyici kalitelerinin aciklanmast amaclanmaktadir. Ayrica, gida 6rneklerindeki bu interaksiyonlar ile,
gidalarin fonksiyonel sonuclarmnin daha iyi anlasilmasi saglanmaktadir. Mevcut ¢alismalar, interaksiyonlar
sonucunda proteinlerin ikincil ve tglinctl yapisinin degistigini, proteinlerin ¢ozilebilirliginin azaldigini,
ancak termal stabilitenin gelistigini gostermektedir. Ayrica, bazi amino asitlerin miktari ve protein
sindirilebilirliginin azaldigi ve fenolik bilesiklerin antioksidan kapasitesinin azalttigint gostermektedir.
Polifenol yapisi ve tipi, protein tipi ve konsantrasyonu, polifenollerin konsantrasyonu, sicaklik ve pH,
interaksiyonlar etkileyen parametrelerdir. Bu derlemede, fenolik bilesik ve gida proteinlerindeki temel
etkilesimler incelenmis ve temel bulgular 6zetlenmistir.

Anahtar kelimeler: Protein, fenolik bilesik, interaksiyon, kovalent, kovalent olmayan

INTERACTION MECHANISMS and EFFECT of
PARAMETERS to THESE INTERACTIONS of
PHENOLIC COMPOUNDS and PROTEINS in FOOD

Abstract

Non-covalent and covalent associations of phenolic compounds with food protein are two of the most
fundamental factors affecting the quality of phenol-rich food products. This review describes the
biochemical bases of associations between phenolic compounds and proteins, therefore it will help to
understand organoleptic and nutritional qualities of phenol-rich foods and drinks. It will also allow a
better understanding of the functional consequences of these interactions on food samples. Recent
studies showed that while secondary and tertiary structures of the proteins were changed, solubility of
the protein was decreased, however its thermal stability can be improved. Moreover, the amount of some
amino acids and protein digestibility were reduced and proteins significantly decrease the antioxidant
capacity in general. The effects of factors such as phenolic compound structure and type, protein type
and concentration, concentration of phenolic compounds, temperature, and pH are discussed. In this
review, the interactions of phenolic compounds and protein are investigated and basic findings are
summarized.
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GIRIS

Protein-fenolik interaksiyonlari son yillarda
oldukca dikkat cekmektedir. Diyetin bir parcast
olan siit, yumurta, et, tahillar ve yagli tohumlarin
icerdigi proteinlerin, insan vicudu i¢in 6nemi
tartistimayacak kadar buytktir. Proteinler;
karboksil grubu, amino grubu, hidrojen atomu
ve yan zincirin (R) a-karbonuna kovalent baglarla
baglanmasiyla olusan 20 farkli aminoasitin bir
araya gelmesiyle meydana gelen kompleks
polimerlerdir.  Proteinlerin  yapisindaki ve
fonksiyonlarndaki farklilik, bu aminoasitler arasinda
olusan amid baglarinin yani sira, aminoasitlerin
stralanisindan meydana gelmektedir (1).

Fenolik bilesikler ise aromatik halkaya baglh
hidroksil grubu iceren kimyasal yapilar olarak
adlandirilan enerji metabolizmasinda ve biytimede
gorev almayan ikincil metabolitlerdir (2). Fenolik
bilesikler, bitkilerden elde edilen gidalarin ve
iceceklerin duyusal karakterlerinden sorumludur.
Bu bilesiklerin antimutajenik ve antikarsinojenik
etkilerinden dolay1 gidalarda, katk: maddesi olarak
kullanildigr bilinmektedir (3). Ancak, yapilan
calismalar sonucunda fenolik bilesikler ytiksek
konsantrasyonda uygulandiginda zararli etkilerinin
(sindirim  enzimlerinin inhibisyonu, viicut
agirliginda azalma vb.) oldugu belirlenmistir.
Bugtin gidalarda 8000’den fazla fenolik bilesige
rastlanmaktadir (4). Diyet polifenolleri cok cesitli
yapilar gostermektedir: molekul agirligi yaklasik
100 Da olan basit molektllerden molekil agirlig
1000 Da ulasan molekllerdir (4, 5). Yiksek protein
ilgisine sahip olan fenolik bilesiklerin protein
molekdllerinin i¢ bolgesine sizabilecek kadar kiictik,
peptit zinciriyle bir ana noktadan daha fazla bag
yapacak kadar da biiytk oldugu bilinmektedir (6).
Fenolik bilesenler iki gruba ayrilmaktadirlar: basit
fenolik bilesenler ve polifenoller (7). Polifenoller ise
karbon yapilarma gore fenolik asitler, flavonoidler,
stilbenler ve lignanlar olarak smiflandirtlirlar.
Fenolik asitler, kafeik asit, ferulik asit ve hidroliz
edilebilir taninlerden olusurken, flavonoidler ise
flavonoller, flavonlar, izoflavonlar, flavanonlar,
antosiyaninler, flavanollerden olusur (8). Insan
ve hayvan calismalarindan alinan verilere gore,
fenolik bilesikler osteoporozun Onlenmesi,
kanserin bazi tiplerinin ve kalp hastaliklarini da
iceren bazi hastaliklardan korunmada ¢nemli rol
oynarlar. Polifenollerin saglik tizerine olumlu

etkilerinin oldugu yoninde cok fazla calisma
bulunmaktadir (9-14).

Polifenollerin besleyici etkisi, onlarin proteinleri
coktiirmesi ve baglamasi sonucunda meydana
gelebilmektedir (15). Proteinler ve polifenoller
(taninler) arasindaki interaksiyonlari anlamak,
etkili kontroller ve dogal iceceklerde ¢oken kismin
uzaklasmasi icin énemlidir (16).

Yapilan calismalar, gidalardaki fenolik bilesiklerin,
proteinlerle cesitli etkilesimlerde bulunduklarint
ve bunun sonucunda gidanin yapisinin, besleyici
degerinin ve antioksidan aktivitesinin degistigini
gostermektedir. Dolayisiyla gidalarda bulunan
fenolik bilesiklerin ve proteinin birbirleriyle
interaksiyonlarinin incelenmesi biyik Oneme
sahiptir. Bu derlemede fenolik bilesiklerin ve
proteinlerin reaksiyonuyla sergilenen interaksiyonlar,
sonuclart ve tespit icin kullanilan analiz yontemleri
incelenmis ve Ozetlenmistir.

Fenolik Bilesik-Protein Komplekslerinin
Olusumu

Fenolik bilesikler ve proteinlerin etkilesim
mekanizmalar: tam olarak aydinlatilamamistir.
Ancak, bu mekanizmalari ac¢iklayabilmek icin,
protein ve fenolik yapisindaki degisimlerin ayri
ayrt incelenmesi gerekmektedir.

Teorik olarak, protein ve polifenoller arasindaki
interaksiyonlar 3 asamaya ayrilmaktadir: (i) bircok
polifenol molekiiller, proteinlere eklendikten
sonra proteinlerin peptitleri ile baglanabilmektedir;
(i) polifenol miktart yetersizse, iki peptit
molekilu polifenol kapli dimerler olusturabilmekte
ve cokme meydana gelebilmektedir (iii) daha
polifenoller ile proteinlerin reaksiyonu sonrasinda,
buytik partikiller daha buytik kompleksler
olusturmaktadir (17, 18).

Fenolik bilesikler ve proteinler arasindaki etkilesimin
temelinde farkli mekanizmalarin etkili oldugu
tespit edilmistir: hidrojen baglama, -baglama,
hidrofobik, iyonik ve kovalent baglanma (Sekil 1)
(19). Fenolik bilesiklerin aromatik halkalarindaki
hidroksil gruplari ve aromatik cekirdekler fenolik
bilesikler-protein kompleksi icin temel baglanma
bolgesini olusturur. Protein molekilleri ve fenolik
gruplar arasindaki temel cekici kuvvet hidrojen
baglari ve hidrofobik interaksiyonlardir. Hidrojen
baglama, hidrojen atomu ve ona kovalent olarak
baglanan N, O ya da S gibi elektronegatif atomlarin



arasinda gerceklesmektedir. Bu baglar, sudan
korunduklar stirece stabillerdir (20). Van der
Waals interaksiyonlari, cevrelenen solventler
tarafindan etkilenen molekdler ici interaksiyonlardir.
Notr pH da proteinler pozitif ya da negatif yiiklere
sahiptir. Proteinlerdeki bu yuikli gruplar protein
molekiullerinin ytizeyine dagiir. Elektrostatik
interaksiyonlar benzer yikler ve zit vyikler
arasinda meydana gelebilir. Cesitli polar gruplar
arasindaki hidrojen baglama ve elektrostatik
interaksiyonlar stabil degildir ve onlarin stabilitesi
apolar cevresel bakima bagimlidir (21). Polar
olmayan gruplar arasinda hidrofobik interaksiyonlar
daha gticlidir (22).
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Sekil 1: Protein ve fenolik bilesikler arasindaki interaksiyon
mekanizmalari (17)

Fenolik bilesik ve protein interaksiyonlari
ya dontsimli ya da donlsimsiz olarak
siniflandirilmaktadir. Fenolik bilesik ve protein
arasinda olusan bag hidrojen, hidrofobik ve
vander Waals gibi kovalent-olmayan kuvvetlerden
olusursa bu geri dontstimli reaksiyon olarak
adlandirilmaktadir. Geri dontisimli  fenolik
bilesik-protein  interaksiyonlari, c¢o6zeltilerde
cozilemeyen komplekslerin olusmasina yol
acmaktadir (23, 24). Fenolik bilesikler ve proteinler
arasinda kovalent baglanmalar olustugunda ise
geri donilistimsiiz reaksiyonlar meydana gelmektedir
(4). Polifenoller (Sekil 2, 1), molekiler oksijen
varliginda veya enzimatik reaksiyonlar sonucunda
alkali pHlarda protein capraz baglarinin olusumuna
yol agan kininleri olusturmaktadir. Yitksek aktiviteye
sahip olan kininler proteinlerin silfidril ve amino
gruplartyla reaksiyon gostermektedirler ve boylece
ya kinonlari (Sekil2, 3) olusturmaktadir ya da yan
zincirde bir dimer (Sekil 2, 4) olusturmaktadirlar.
Kininler, tanin olarak adlandirilan yiiksek molekil

agirlikli pigmentlerin olusmasiyla sonuc¢lanan
yogunlasma reaksiyonlarina maruz kalmaktadirlar

(sekil 2) (21).
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Sekil 2: Fenolik bilesik ve proteinlerin etkilesimi (1).

Fenolik Bilesikler ve Protein Interaksiyonunu
Etkileyen Faktorler

Protein ve fenolik bilesikler arasindaki interaksiyonlart
etkileyen cok fazla degisken vardir. Bunlarin basinda
sicaklik, pH, protein tipi ve konsantrasyonu,
fenolik bilesiklerin yapisi ve konsantrasyonu, tuz
konsantrasyonu ve bazi ajanlarin eklenmesi
gelmektedir (25).

Sicaklik, hidrojen baglarinin olusumuna neden
olarak interaksiyonu etkileyen faktorlerin basinda
gelmektedir. Sastry ve Rao (26) aycicegi
tohumlarindaki polifenol icermeyen 118
proteinlerinin 5-0-kafeoilkunik asit ile interaksiyonu
tizerine farkl: sicakliklarin etkisini incelemislerdir.
Bu calisma sonucunda, sicakligin azalmasiyla
interaksiyonun azaldigt ve sicaklik 55 °Cnin
tizerine ¢iktiginda interaksiyonun kayboldugu
belirlenmistir. Ancak Hoffmann ve ark. (27) nin
yaptigt calisma, prosiyanidin tirevleri ile
BSA(bovine serum albiimin)nin ¢oktiirilmesinin
sicakliktan bagimsiz oldugunu gostermistir.

pHnin etkisini arastiran ¢alismalar incelendiginde
ise, proteinin izoelektrik noktasinin altindaki
pHlarda meydana gelen fenolik bilesik-protein
komplekslerinin distk cozintrlik gosterdikleri
gorilmistir. Sastry ve Rao (26) yaptklar
calismada distk pHlarda, baglanma bolgesinde
daha gtclt baglanmanin meydana gelmesinin
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nedenini proteinin bu pHlarda daha fazla
ayrilmasindan kaynaklandigini belirtmislerdir.
Kroll and Rawel (28) peyniralt: suyu proteinleriyle
bitkisel fenollerin pH 9’da reaksiyona girdigini
gostermislerdir. Ancak, hicbir gida bu kadar ytiksek
pH degerlerinde bulunamayacagi icin gida ile
ilgili calismalart aydinlatmamistir. Yuksel ve ark. (29)
asidik sartlar ve diisik sicakliklarda, hidrofobik
interaksiyonlarin ve hidrojen baglanmanin baskin
oldugunu gostermislerdir. Polifenol oksidaz
varliginda, sicaklik yikselmesinde ve notral ya
da alkali pH’da hidroksisinamik asit ve klorojenik
asitten kinon ya da vyari-kinonlarin kovalent
baglanma ile olustugunu belirlemislerdir.

Wang ve ark. (30) epigallokatesin gallat (EGCG)
ve a-Laktalbumin arasindaki kovalent baglanmay1
ve a-Laktalbumin’in emiilsifiye edici 6zellikleri
ve antioksidan aktivitesi tizerine EGCG’nin farkli
pH, sicaklik ve i1sitma stirelerindeki etkisini
arastirmiglardir. a-Laktalbumin énemli bir sut
proteinidir ve bebek gidalart ve besleyici barlar
gibi yiiksek protein iceren gidalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. a-Laktalbumin kictik (14 200
Da), asidik (pI 4-5) ve globuler bir proteindir
(33). Bu ¢alisma sonucunda, pH 8de EGCG’nin
o-Laktalbumine kovalent olarak baglandig: tespit
edilmistir. Ayrica pH 6’da EGCG ve a-Laktalbumin
arasinda, sicakligin  artmasiyla  hidrofobik
etkilesimlerden dolay1 bir kompleksin olustugu ve
bulanikligin arttigi goézlenmistir. Bu, sicakliktaki
artist ile tanin ve prolin arasinda olusan
kompleksten kaynaklanmaktadir. Ancak pH'nin
artmastyla a-Laktalbumin’in yapist degistiginden
ve oksitlenen EGCG ve a-Laktalbumin arasindaki
kovalent interaksiyondan dolay: bulaniklikta bir
azalma oldugu tespit edilmistir. pH'nin artmastyla,
alkali sartlarda, kinonun olusmasina yol acan fenolik
hidroksil gruplarinin protondan arindirilmasi
saglanarak kinonlarin elektrofilik 6zelliklerine
sahip o-kinonlar proteinlerin nukleofilik
merkezinde reaksiyona girmektedir ve kovalent
baglanma gerceklesmis olur. Calisma sonucunda,
a-Laktalbumin yapisinda bazi degismelerin
meydana gelmesi sonucunda, antioksidatif ve
emtlsifiye edici aktivitelerinin arttigt belirlenmistir.
Almajano ve ark. (31) ise protein cesidinin fenolik
bilesikler ile interaksiyon tzerine bir etkisi olup
olmadiginin incelemek icin 5 farkli proteinden
(BSA, a-Laktalbumin, B-Laktalbumin, a-kazein
ve B-kazein) birini iceren ¢ozeltinin antioksidan
ozellikleri tizerine EGCG’nin etkisini arastirmislardir.

EGCG’nin bu proteinlerle reaksiyona girdigi,
floresans kayiplariyla ve antioksidan aktivitedeki
artis ile dogrulanmistir. EGCG ve a-kazeinden
olusan kompleks (30°C) en ytiksek antioksidan
aktiviteye sahipken bunu sirastyla f-kazein, BSA,
B-Laktalbumin ve a-Laktalbumin kompleksleri
takip etmektedir. Fenolik bilesikler, proteinlerin
baglanma bolgesine bagimli olarak ya hidrofilik
ya da hidrofobik olarak baglanmaktadirlar. Fenolik
bilesiklerin proteinlere baglanma ilgisi, proteinlerin
hidrofobisite, izoelektrik nokta ve aminoasit
bilesimiyle ilgilidir (23).

Soares ve ark. (32) (+)-katesin, (-)-epikatesin,
(-)-epikatesin gallat, malvidin-3-glukosit, tannik
asit, prosiyanidin B4, prosiyanidin B2 galat ve
prosiyanidin oligomerleri gibi farkli fenolik
bilesikler ile sigir serum albiimini ve o-amilazin
(insandan) interaksiyonunu florasans azalmasiyla
belirlemislerdir. Analiz edilen her iki proteinde
globiilerdir ve benzer buytkliiktedirler (66kDa
ve 56kDa, sirastyla). Yapisal olarak birbirlerine
benzemelerine ragmen baglanma ilgileri oldukca
farklidir. Her iki proteinde de aminoasit kalintdarinin
3 boyutlu yapilart farklidir. Bu 3 boyutlu yap:
proteinin fonksiyonunun belirlenmesinde ¢nemlidir.
Bu calisma sonucunda, polifenollerin baglanma
ilgisinin, onun molekil agirlig: ve gallol gruplarinin
sayist ile dogrudan ilgili oldugu belirlenmistir.
Ayni proteinler icin farkli fenolik bilesikler
karsilastirildiginda, daha kuglk polifenol bilesenleri
daha az baglanma grubu icerdiklerinden en
zayif baglanma ilgisine sahiplerdir. Ancak farkli
proteinlerle karsilastirildiginda, ayni polifenol
molekuli proteinin 3 boyutlu yapistyla ilgili olarak
farkli baglanma etkisi gostermektedir. Bartolome
ve ark. (33) ise diisiik molekul agirlikli fenolikler
(p-kumarik asit,p-hidroksibenzoik asit, protokatesik
asit, kafeik asit ve +katesin) ile BSA'nin
interaksiyonunu incelemislerdir. En gticli BSA’ya
baglanma ilgisi 3,4-dihidroksil benzoik asit ve
sinamik asitler (protokatesik asit ve kafeik asit)
de gozlenirken, p-hidroksibenzoik asitler BSA ile
interaksiyon gostermemistir. Bu yapilan calismalar
s1ginda fenolik bilesiklerin molekiiler agiliklarimimn,
metilasyon, hidrolizasyon, glikosilasyon ve
hidrojenasyon derecelerinin proteinlerle yaptiklar
interaksiyonu etkiledigi goriilmustir.
Ferrer-Gallego ve ark. (34) BSA ve a-amilaza
tzim cekirdegi ekstraktinin baglanma yetenegini
triptofan florasansindaki azalma ile 6l¢muslerdir.
Bu calisma sonucunda tGziim ¢ekirdegi ekstraktlar



proteinlerle baglanma yetenegine Olcilmustiir.
Olgunlasma derecesi ile iligkili tanin yapisindaki
degisimlerle tanin-protein interaksiyonlari degismistir.
Hasat asamasindaki cekirdek ekstraktlari hasat
sonrast asamaya gore daha c¢ok baglanma
ilgisi gostermistir. Olgunlastikca, molektllerin
hidrofobisitesinde artisla ilgili molekil ktitlesindeki
taninlerin artis1 protein ilgisini artirir. Ancak bunu
aksine, olgunlasmayla uztim cekirdeklerinin
aciliginda azalma meydana gelir. Bu calisma
sonucunda, tanin-protein interaksiyonlarinin tek
bir aciklamasinin olmadig: tespit edilmistir.

Zhang ve ark. (35) farkli protein tipleri ve farkli
fenolik bilesikler cesitlerinin interaksiyona etkisini
incelemek icin a-laktalbumin ve B-laktalbumin
ile klorojenik asit, kafeik asit, ferulik asit ve
kumarik asidin interaksiyonunu arastirmislardir.
Baglanma modu, baglanma sabitleri ve peyniralt:
suyu proteinlerinin yapisi Gizerine kompleks
olusturmanin etkilerini analiz etmek icin Floresans,
CD ve FTIR spektroskopilerini kullanilmistir. Bu
calisma sonucunda peynir proteinlerinin yapisinin
degistigi ve a-heliks miktarinda ¢nemli azalma
meydana gelirken B-diziminde artis meydana
gelmistir.

Proteinler ve Fenolik Bilesikler iizerine Fenolik
Bilesik ve Proteinlerin interaksiyonunun Etkisi

Proteinlerle fenolik bilesiklerin interaksiyonu
sonucunda, ¢ozinebilirlik, 1sil stabilite ve
sindirilebilirlik gibi proteinlerin fizikokimyasal
ozelliklerinde degisimler meydana gelirken (36),
proteinlerin  besleyici  6zellikleri  proteaz
inhibisyonundan ve zorunlu aminoasitlerin
modifikasyonundan dolayr degismektedir. Protein
yapiun yani sira, gidanin fenolik yapist, serbest
polifenol icerigi, antioksidan kapasitesi ve
gidadaki fenolik bilesenlerin biyoyarayishiligi
da degisebilmektedir (16). Fenolik-protein
interaksiyonlarint daha iyi anlamak, isleme, tasima
ve depolama siiresi boyunca gida trtnlerindeki
proteinlerin ve fenolik bilesiklerin 6zelliklerinin
kontrol edilmesi gerekmektedir (37).

Prigent ve ark. (38) kinon olusturmak icin kahve
polifenollerinin pH 8.0 de lizozimle interaksiyonu
sonucunda lizozim ¢ozinurligini azalttigint
belirtmislerdir.

Gallo ve ark. (39) sit proteinleri ile kakao
polifenollerinin molekiler interaksiyonlarini
arastirmis ve peynir altt suyu ve kazein
fraksiyonlarinin kakao polifenollerine baglanmasini

gozlemlemislerdir. Katesin ve epikatesinli
B-laktoglobulinin interaksiyon yapisi ve bagl
bolgedeki aminoasit kalintilart tanimlanmustir.
Naczk ve ark (40) mangostan meyvesindeki fenolik
bilesiklerin sigir serum albiimini ile olusturduklar
interaksiyonu degerlendirmislerdir. Kabuk kismindan
elde edilen fenolik bilesikler giicli protein
coktirme yetenegine sahipken, meyvenin yenilebilir
kismindan elde edilen fenolik bilesikler, diger
ekstraktlarla karsilastirildiginda  sigir  serum
albimini icin daha buytk ilgi gostermislerdir.
Budryn ve ark. (41), interaksiyonlar sonucunda
hem fenolik bilesiklerin hem de proteinlerin
fonksiyonel ozelliklerinde, 6zellikle antioksidan
aktivitede ve onlarin emilimindeki azalmadan
dolay1 fenolik bilesiklerin enkapsiile edilerek
gidalarda kullanilmasinin faydali olacagini
distinmuslerdir. B-siklodeksitrin ile hidroksisinamik
asit ve klorojenik asidi inkliizyon icinde hapsetmisler
ve yumurta, soya ve peyniralti suyu izolatlarinda
kullanmuslardir. Sonug olarak, yumurta proteinleri,
peynir alti suyu ve soya proteinleri ile yesil
kahveden klorojenik, ferulik ve kafeik asidin
gulcli interaksiyonu 90 °C de ve oda sicakliginda,
asidik ve notral pHlarda belirlenmistir. Bu
interaksiyonlar hidrofobik interaksiyonlar, hidrojen
baglart ve kovalent baglar ile gerceklesmistir.
Fenolik bilesiklerin inkltizyonu sonucunda,
proteinlere fenolik bilesiklerin baglanmasi azalmis
ve fenolik bilesikler B-siklodekstrinle olusturulan
cozelti icinde kalmustir.

Rawel ve ark. (42) farkli fenolik bilesiklerle
interaksiyon sonrasinda soya proteinlerinde bulunan
lisin, sistein ve triptofanin miktarinin azaldigini
belirlemislerdir. Ayni1 zamanda proteinlerin in vivo
ve in vitro sindirilebilirliginin kondense taninlerin
varliginda azaldigini tespit etmislerdir. Onlarin
interaksiyonlari sindirilemeyen proteinleri ve
inhibitor sindirim enzimleri olusturmaktadir.

Von Staszewski ve ark. (43) peyniralti suyu pro-
teinleri farkli yesil cay cesitlerine eklenerek anti-
mikrobiyal kapasitelerinin degisimi incelenmistir.
Peyniralti suyu proteinleri eklendiginde yesil ca-
yin antimikrobiyal aktivitesinin maskelendigi or-
taya ¢ikmistir.

Kirmizt sarapta bulunan fenolik antioksidanlarinin,
insanlarda bulunan lipoproteinlere baglandig: ve
bu sayede saglik tzerine olumlu aktiviteler
gosterdigi yapilan ¢alismalarla belirlenmistir (44).
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Protein-Fenolik Interaksiyonlarinin Olciimiinde
Kullanilan Teknikler

Protein ve fenolikler arasindaki interaksiyonlarin
Olctulmesi kullanilan bazi yontemler arasinda
Matriks destekli lazer dezorpsiyon iyonizasyon-ucus
zamanl Kitle Spektroskopisi (MALDI-TOF MS),
Nikleer manyetik resonans (NMR) spektroskopisi,
Florasans spektroskopisi, Atomik Kuvvet
Mikroskopu (AKM), FT-IR spektroskopisi (Fourier
transform kizilotesi), mikrokalorimetri, enzim
inhibisyonu, protein ¢oktiirme, kapiler elektroforez,
bulaniklilik ve nefelometre sayilabilmektedir.
Son yillarda bu amacla fliioresans sondiirme
yaygin olarak kullanilmaktadir (45-50).

MALDI TOF-MS polifenollerin, proteinler ve
peptitlerle yaptigr komplekslerin analizlerinde
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu
yontemde Oncelikle laser 1sinlariyla molekuller
iyonlastirilmakta ve molektller arasinda olan
interaksiyon kiitle spektroskopisiyle tespit
edilebilmektedir (51, 52).

NMR ile atom cekirdekleri 4-900 MHz frekans
araliginda elektromanyetik 1sinlari absorbe ederek
ve donme enerji seviyelerine uyarilmaktadir. Bu
seviyenin Olctilmesiyle kati veya sivi fazdaki
molekillerin dinamigi ve konformasyonlar:
hakkinda detayli bilgi sahibi olunmaktadir. Bu
yontem protein ve fenolik bilesikler arasindaki
etkilesimin hangi baglarda etkili oldugunun
aydinlatimasinda kullanilmaktadir. Charlton ve ark.
(21) prolince zengin proteinler ile polifenollerin
interaksiyonlart sonucunda yapisal degisimleri
tanimlamak icin pH 3.8-6.0 araliginda NMR
kullanmuslardir.

Flioresans spektroskopisinde ise interaksiyonun
tespitinde florasan 6zelligine sahip aminoasitlerden
yararlanilmakta veya daha spesifik olarak
molekller florasan boyalarla isaretlenmektedirler
(53). Flioresan siddetine bagli olarak aralarindaki
enerji transferi 6lctilebilmekte ve birbirleriyle
olan etkilesimleri ve konformasyonlart hakkinda
bilgiler edinilebilmektedir (54). Flioresans
Olctimler, kromofor molekilin dolaylarindaki
molekiler cevre hakkinda bilgi saglamaktadir.
Proteinin fliioresans ¢zelliginin azalmast sondirme
olarak adlandirilmaktadir (47).

FT-IR spektroskopisi, kizilotesi bolgede molekiillerin
uyarilmasiyla molekiiller aras: etkilesim sonucu
olusan baglar tayin edilebilmektedir. Wang ve ark.
(30) EGCG ile kompleks olusturan o-laktalbuminin
yapisal degisimlerini analiz etmek icin 4000-400 cm?!

araliginda FT-IR spektrumunu kullanmislardir.
Proteinlerin ikincil yapisinin  1600-1700 cm?
arasindaki bolgede karakteristik amid I baglarini
olusturan hidrojen baglartyla iliskili oldugunu
tespit etmislerdir. pH 8'de a-laktalbumin 3298 cm™,
1635 cm ve 1542 cm! de ana bantlar sergilerken,
EGCG ile interaksiyon sonucunda bu degerlerde
azalma gozlenmistir.

SONUCLAR

Gidalarin yapisinda bulunan fenolik bilesikler ve
proteinler molekiil dizeyinde etkilesim icindedir
ve son Urunlerin fonksiyonel 6zelliklerinde
degisime neden olmaktadirlar. Daha da 6nemlisi,
bu gidalarin besleyici degerlerinde de olumlu ve
olumsuz degisimler olmaktadir. Bu nedenle,
interaksiyonlarin ve interaksiyon mekanizmalarinin
incelenmesi gida acisindan biylik Onem
arzetmektedir.

KAYNAKLAR

1.0zdal T, Capanoglu, E, Altay F. 2013. A review
on protein—phenolic interactions and associated
changes. Food Res Int, 51: 954-970.

2.Harnly JM., Bhagwat S., Lin LZ. 2007. Profiling
methods for the determination of phenolic
compounds in foods and dietary supplements.
Anal Bioanal Chem, 389: 47-61.

3.Swieca M. Seczyk L. Gawlik-Dziki U. Dziki D.
2014. Bread enriched with quinoa leaves — The
influence of protein—phenolics interactions on
the nutritional and antioxidant quality. Food
Chem, 162:54-62.

4.Guo W, Kong E, Meydani M. 2009. Dietary
polyphenols, inflammation, and cancer. Nutr
Cancer, 61: 807-810.

5.Haslam E. 1996. Natural polyphenols (vegetable
tannins) as drugs: Possible modes of action. J Nat
Prod, 59:205-215.

6.Mulaudzi RB, Ndhlala AR, Kulkarni MG, Staden
JV. 2012. Pharmacological properties and protein
binding capacity of phenolic extracts of some
Venda medicinal plants used against cough and
fever. J Ethnopbarmacol, 143: 185-193.
7.Vermerris W, Nicholson R. 2006. Families of
phenolic compounds and means of classification.
In: Phenolic Compound Biochemistry Vermerris
W. Nicholson R. (Eds.), London: Springer, pp. 3-25.
8.Acar J, Gokmen V, 2005. Fenolik Bilesikler.
Gida Kimyast. Saldamli, T (Bas editor). Hacettepe
yayinlari, Ankara, Turkiye.



9.Chen D, Wan SB, Yang H, Yuan J, Chan TH,
Dou QP. 2011. EGCG, green tea polyphenols
and their synthetic analogs and prodrugs for
human cancer prevention and treatment. Adv
Clin Chem, 53:155-177.

10.Zakaria ZA, Hisam EEA, Rofiee MS, Norhafizah
M, Somchit MN, Teh LK., Salleh MZ. 2011. In vivo
antiulcer activity of the aqueous extract of Bauhinia
purpurea leaf. J Ethnopharmacol, 137:1047-1054.
11.Han N, Gu 'Y, Ye C, Cao Y, Liu Z, Yin J. 2012.
Antithrombotic activity of fractions and components
obtained from raspberry leaves (Rubus chingii).
Food Chem , 132: 181-185.

12.Tao WW, Duan JA., Yang NY., Tang YP, Liu
MZ., Qian YF. 2012. Antithrombotic phenolic
compounds from Glycyrrhiza uralensis. Fitoterapia,
83: 422-425.

13.Beara IN, Lesjak MM, Orcic DZ, Simin ND,
Cetoyevic-Simin DD, Bozin B, Mimica-Dukic
NM, 2012. Comparative analysis of phenolic profile,
antioxidant, anti-inflammatory and cytotoxic activity
of two closely-related Plantain species: Plantago
altissima L. and Plantago lanceolata L. LWT -Food
Science and Technology 47: 64-70.

14.Zimmer AR, Leonardi B, Miron D, Schapoval
E, Oliveira JR, Gosmann G. 2012. Antioxidant
and anti-inflammatory properties of Capsicum
baccatum: from traditional use to scientific
approach. J Ethnopharmacol, 139: 228-233.
15.Jansman AJM. 1993. Tannins in feedstuffs for
simple stomached animals. Nutr Res Rev 6:209-236.
16. Thongkaew C, Gibis M, Hinrichs J, Weiss J.
2014. Polyphenol interactions with whey protein
isolate and whey protein isolate-pectin coacervates.
Food Hydrocoll, 41: 103-112.

17.Bourvellec CL, Renard, CMGC. 2012. Interactions
between polyphenols and macromolecules:
Quantification methods and mechanisms. Crit
Rev Food Sci Nutr, 52:213-248.

18.Diniz A, Escuder-Gilabert L, Lopes NP,
Villanueva-Camanas RM, Sagrado S, Medina-
Hernandez MJ. 2008. Characterization of interactions
between polyphenolic compounds and human
serum proteins by capillary electrophoresis. Anal
Bioanal Chem, 391(2):625-632.

19. Hasni I, Bourassa P, Hamdani S, Samson G,
Carpentier R, Tajmir-Riahi H. 2011. Interaction of
milk a- and b-caseins with tea polyphenols. Food
Chem, 126 (2): 630-639.

20.Loomis WD, Battaile J. 1966. Plant phenolic
compounds and the isolation of plant enzymes.
Phytochemistry 5:423-438.

21. Damodaran S. 1996. Amino acids, peptides,
and proteins. In Food chemistry, Fennema O.R.
(Ed.), Marcel Dekker, Inc. pp. 321-429.

22. Hagerman AE, Butler LG. 1978. Protein
precipitation method for the quantification of
tannins. J Agric Food Chem. 26:809-812.

23. Prigent SV, Voragen AG, Visser AJ, van
Koningsveld GA, Gruppen H. 2007. Covalent
interactions between proteins and oxidation
products of caffeoylquinic acid (chlorogenic
acid). J Sci Food Agric, 87(13): 2502-2510.

24. Charlton AJ, Baxter NJ, Khan ML, Moir AJG,
Haslam E, Davies AP, Williamson MP. 2002.
Polyphenol/peptide binding and precipitation. J
Agric Food Chem, 50:1593-1601.

25. Oliveira A, Alexandre EMC, Coelho M, Lopes
C, Almeida DPF, Pintado M. 2015. Incorporation
of strawberries preparation in yoghurt: Impact
on phytochemicals and milk proteins. Food
Chem, 171: 370-378.

26. Sastry MCS, Rao MSN. 1990. Binding of CGA
by the isolated polyphenol-free 11S protein of
sunflower (Helianthus annus) seed. J Agric Food
Chem, 38, 2103-2110.

27. Hoffmann T, Glabasnia A, Schwarz B,
Wisman KN, Gangwer KA, Hagerman AE. 2006.
Protein binding and astringent taste of a polymeric
procyanidin, 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-beta-D-
glucopyranose, castalagin, and grandinin. J Agric
Food Chem, 54, 9503-95009.

28. Kroll J, Rawel HM. 2001. Reactions of plant
phenols with myoglobin: Influence of chemical
structure of the phenolic compounds. J Food Sci,

66:48-58.

29. Yuksel Z, Avci E, Erdem YK. 2010.
Characterization of binding interactions between
green tea flavanoids and milk proteins. Food
Chem, 121: 450-456.

30. Wang X, Zhang J, Lei F, Liang C, Yuan F, Gao
Y. 2014. Covalent complexation and functional
evaluation of (-)-epigallocatechin gallate and
a-lactalbumin. Food Chem, 150:341-347.

31. Almajano MP, Delgado ME, Gordon MH, 2007.
Changes in the antioxidant properties of protein
solutions in the presence of epigallocatechin
gallate. Food Chem, 101:126-130.

32. Soares S, Mateus N, Freitas V, 2007. Interaction
of Different Polyphenols with Bovine Serum
Albumin (BSA) and Human Salivary a-Amylase
(HSA) by Fluorescence Quenching. J Agric Food
Chem, 55:6726-6735.

51



52

V. H. Ozyurt, S. Otles

33. Bartolome B, Estrella I, Hernandez MT, 2000.
Interaction of low molecular weight phenolics
with proteins (BSA). J Food Sci, 65(4): 617-621.
34. Ferrer-Gallego R, Gongalves R, Rivas-Gonzalo
JC, Escribano-Bail n MT, Freitas V, 2012. Interaction
of phenolic compounds with bovine serum albumin
(BSA) and a-amylase and their relationship to
astringency perception. Food Chem, 135:651-658.
35. Zhang H, Yu D, Sun J, Guo H, Ding Q, Liu R.,
Ren F. 2014. Interaction of milk whey protein
with common phenolic acids. Journal of Molecular
Structure, 1058: 228-233.

36. Labuckas DO, Maestri DM, Perell M, Mart nez
ML, Lamarque AL. 2008. Phenolics from walnut
(Juglans regia L.) kernels: Antioxidant activity
and interactions with proteins. Food Chem, 107:
607-612.

37. Jakobek L. 2015. Interactions of polyphenols
with carbohydrates, lipids and proteins. Food
Chem, 175:556-567.

38. Prigent SVE, Gruppen H, Visser AJWG, Van
Koningsveld GAHD, Alfons GJV. 2003. Effects of
non-covalent interactionswith 5-o-caffeoylquinic
acid (CGA) on the heat denaturation and solubility
of globular proteins. J Agric Food Chem,
51:5088-5095.

39. Gallo M, Vinci G, Graziani G, Simone CD,
Ferranti P. 2013. The interaction of cocoa
polyphenols with milk proteins studied by
proteomic techniques. Food Res Int, 54:406-415.
40. Naczk M, Towsend M, Zadernowski R, Shahidi
F. 2011. Protein-binding and antioxidant potential
of phenolics of mangosteen fruit (Garcinia
mangostana). Food Chem, 128:292-298.

41. Budryn G, Palecz B, Rachwal-Rosiak D,
Oracz J, Zaczynska D, Belica S, Navarro-Gonzalez
I, Meseguer JMV, Perez-Sanchez H. 2015. Effect
of inclusion of hydroxycinnamic and chlorogenic
acids from green coffee bean in B-cyclodextrin
on their interactions with whey, egg white and
soy protein isolates. Food Chem, 168: 276-287.
42. Rawel HM, Czajka D, Rohn S, Kroll J. 2002.
Interactions of different phenolic acids and
flavonoids with soy proteins. Int J Biol Macromol,
30: 137-150.

43. Von Staszewski, M. V., Pilosof, A. M. R., & Ja-
gus, R. J. (2011). Antioxidant and antimicrobial
performance of different Argentinean green tea
varieties as affected by whey proteins. Food
Chem, 125, 186-192.

44.Ivanov V, Carr AC, Frei B. 2001. Red wine
antioxidants bind to human lipoproteins and
protect them from metal ion-dependent and -
independent oxidation. J Agric Food Chem,
49(9): 4442-4449.

45.de Freitas V, Carvalho E, Mateus N.
2003. Study of carbohydrate influence on protein-
tannin aggregation by nephelometry. Food
Chem, 81:503-509.

46.Frazier RA, Papadopoulou A, Mueller-Harvey 1,
Kissoon D, Green RJ. 2003. Probing protein-tannin
interactions by isothermal titration microcalorimetry.
J Agric Food Chem, 51:5189-5195.

47. Carvalho E, Povoas MJ, Mateus N, de Freitas
V. 2006. Application of flow nephelometry to the
analysis of the influence of carbohydrates on
protein-tannin interactions. Journal of Science
and Food Agriculture, 86:891-896.

48. Papadopoulou A, Frazier RA. 2004.
Characterization of proteinpolyphenol interactions.
Trends Food Science and Technology, 15:186-190.
49. Horne J, Hayes J, Lawless HT. 2002. Turbidity
as a measure of salivary protein reactions with
astringent substances. Chemical Senses, 27:653-659.
50. Fickel J, Pitra Ch, Joest BA, Hofmann RR.
1999. A novel method to evaluate the relative
tannin-binding capacities of salivary proteins.
Comp Biochem Physiol Part C Toxicol Pharmcol,
122: 225-229.

51. Flaudrops C, Armstrong N, Raoult D, Chabriére
E. 2015. Determination of the animal origin of
meat and gelatin by MALDI-TOF-MS. J Food
Compos Anal, 41: 104-112.

52. Rohn S. 2014. Possibilities and limitations in
the analysis of covalent interactions between
phenolic compounds and proteins. Food Res Int,
65:13-19.

53. Park YS, Polovka M, Martinez-Ayala AL,
Gonzalez-Aguilar GA, Ham KS, Kang SG, Park
YK, Heo BG, Namiesnik J, Gorinstein S, 2015.
Fluorescence studies by quenching and protein
unfolding on the interaction of bioactive
compounds in water extracts of kiwi fruit
cultivars with human serum albumin. Journal of
Luminescence, 160: 71-77.

54. Wang X, Liu F, Liu L, Wei Z, Yuan F, Gao Y.
2015. Physicochemical characterisation of
B-carotene emulsion stabilised by covalent
complexes of a-lactalbumin with (-)-epigallocatechin
gallate or chlorogenic acid. Food Chem, 173:564-508.



