SiDAS MEDYA

Akademik Gida®
ISSN Online: 2148-015X
http://dergipark.gov.tr/akademik-gida

Akademik Gida 17(4) (2019) 526-537, DOI: 10.24323/akademik-gida.667270

Derleme Makale / Review Paper

Fenolik Bilesiklerin Bagli Formlari ve Biyoyararhhgi

Glulsah Karabulut “=, Oktay Yemis =
Sakarya Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Bélimii, 54187, Sakarya

Gelis Tarihi (Received): 23.07.2019, Kabul Tarihi (Accepted): 02.12.2019
EA Yazigsmalardan Sorumlu Yazar (Corresponding author): oktayyemis@sakarya.edu.tr (O. Yemis)
® 02642953192 = 0264 29556 01

0z

Bu derleme kapsaminda gidalarin yapisinda bulunan bagh (ekstrakte edilemeyen) fenolik bilesiklerin 6zellikleri,
olusturdugu komplekslerden protein-fenolik ve karbonhidrat-fenolik iligkisi, sindirimdeki metabolizmasi ve
biyoyararliigi Gzerinde durulmustur. Gidalarin yapisindaki fenolik bilesikler organik solventlerin kullanildigi klasik
metotlar ile belirlenmektedir. Ancak ekstraksiyon kalintisinda kalan ve toplam fenolik bilesiklerin dnemli bir kismini
olusturan bagh formlari gogunlukla géz ardi edilmektedir. Bu nedenle, 6zellikle bagli fenolik madde igerigi yiksek olan
gidalarin toplam fenolik madde igerigi, bagh formalar dikkate alinmadigindan gegmiste dogru sekilde ortaya
koyulamamistir. Meyve, sebze, tahil ve baklagil Grtnlerindeki toplam fenolik igeriginin %20-60'1na karsilik gelen bagli
fenolik bilesikler, fenolik kompozisyonun belirlenmesinde artik dikkate alinmaktadir. Bagh fenolikler hiicre duvarindaki
selliloz, pektin, protein gibi yapilara ester, eter veya asetal baglariyla kovalent olarak baglanabilmektedirler. Fenolik
bilesikler sahip olduklari aromatik halkalar ve hidroksil gruplarindan dolayi hidrofobik ve hidrofilik interaksiyonlarla,
hidrojen ve kovalent baglarla hiicre duvarina ve ortamdaki protein, karbonhidrat, lipit gibi yapilara baglanabilme
yetenegine sahiptirler. Fenoliklerin makro molekillerle etkilesiminde molekidl agirh@i, polimerizasyon derecesi,
aromatik gruplarin sayisi gibi birgok etkili faktér bulunmaktadir. Olusan bu kompleksin saglik tzerine bir ¢ok olumlu
etkisi oldugu bilinmektedir. Gidalardaki fenolik bilesiklerin biyoyararlihdi, sindirim veya bagirsak sisteminde gida
matriksinden salinimina, emilimine ve kan dolasim sistemine gegisine baghdir. Ozellikle bazi gidalardaki polifenoller
hicre duvari yapisindaki protein, karbonhidrat, lipit gibi makromolekillere baglanarak mide-bagirsak sistemindeki
biyoyararliligi biiylk 6lglide etkilemektedir. Hiicre duvari materyallerinin sindiriminin zor olmasi nedeniyle bagli fenolik
bilesikler mide-bagirsak sisteminde degisime ugramadan kolona ulasabilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bagli fenolikler, Protein-fenolik kompleksi, Karbonhidrat-fenolik kompleksi, Biyoyararlilik

Bound Forms of Phenolic Compounds and their Bioavailability
ABSTRACT

In this review, the properties of bound (unextractable) phenolic compound forms in food structure, protein-phenolic
and carbohydrate-phenolic relationships, metabolism and bioavailability in digestion are discussed. Phenolic
compounds in foods are determined by conventional methods using organic solvents. However, bound forms which
remain in the extraction residue and constitute a significant portion of the total phenolic compounds are ignored.
Therefore, the total phenolic content of foods, especially those with high phenolic content, has not been accurately
determined in the past. Bound phenolic compounds which account for 20-60% of the total phenolic content of fruit,
vegetables, cereals and legumes are now taken into account in determining the phenolic composition. Bound
phenolics can be covalently attached to the cell wall by structures such as cellulose, pectin, protein by ester, ether or
acetal bonds. Due to their aromatic rings and hydroxyl groups, phenolic compounds have the ability to bind to the cell
wall and to structures such as protein, carbohydrate, lipid by hydrophobic and hydrophilic interactions, hydrogen and
covalent bonds. There are many factors in the interaction of phenolics with macromolecules such as molecular
weight, degree of polymerization, and number of aromatic groups. This complex is known to have many positive
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effects on human health. The bioavailability of phenolic compounds in foods depends on their release, absorption and
passage into the bloodstream during digestive or intestinal fermentations. In particular, polyphenols in certain foods
bind to macromolecules such as proteins, carbohydrates, lipids in the cell wall structure and greatly affect the
bioavailability of the gastrointestinal tract. Due to the difficult digestion of cell wall materials, bound phenolic
compounds can reach the colon without alteration in the gastrointestinal tract.

Keywords: Bound phenolics, Protein-phenolic complex, Carbohydrate-phenolic complex, Bioavailability

GIRiS

Fenolik bilesikler meyve, sebze, tahil ve cesitli bitkisel
urGinlerde dogal olarak bulunan ve bu gidalarin renk, tat,
koku gibi cesitli karakteristik 6zelliklerinden sorumlu olan
fitokimyasallardir. Ayni zamanda fenolik bilesikler,
bitkilerin savunma mekanizmasinda rol oynayarak virus,
parazit gibi gesitli zararlilara kars! etki gostermektedirler

[1]. Bu fitokimyasallar, sikimik asit izyolu ve
fenilpropanoid metabolizmasindan tiretilen bir veya
daha fazla hidroksil (-OH) grubu baglanmis aromatik
benzen halkasi iceren kalabalik bir bilesen grubundan
olusmaktadirlar [2]. Fenolik bilesikler temelde
flavanoidler ve flavanoid olmayanlar olmak Uzere 2
sinifa ayrilabilirler (Sekil 1).

FENOLIK ASITLER C6-C1 FLAVANOLLER
: : Katesin
Benzoik asitler Epikatesin
Gallik asit Epigallokatesin
%‘ Sinnamik asitler FLAVONOLLER
Kafeik asit, Ferulik asit,
Z Kumarik asit Kuersetin c
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= 2
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Sekil 1. Fenolik bilesiklerin siniflandiriimasi [2]
Flavanoid olmayanlar; fenolik asitler (C6-C1; kafeik asit, olarak (hidrojen, hidroksil, metoksil vb.) temelde

gallik asit vb.), stilbenler (C6-C2-C6; resveratrol, piceid
vb.) ve lignanlar (C6-C3-C3-C6) olarak ayriimaktadirlar.
Fenolik asitler yapilarindaki fonsiyonel gruplara bagl

sinnamik ve benzoik asit olmak Uzere farkh biyolojik
aktiviteler goOsteren alt gruplara ayrilmaktadir [2].
Flavanoidler grubunda ise flavanoller (katesin,
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proantosiyanidinler vb.), flavonoller (kuersetin, mirisetin
vb.) ve antosiyanidinleri de (siyanidin, malvinidin vb.)
iceren alt gruplar bulunmaktadir.

Gida maddeleri 500-25000 arasinda farkli sayida
fitokimyasal barindirmaktadir ve bunlarin yaklasik 500
tanesini olusturan “fenolik bilesikler” saglkla yakin
iliskilerinden dolayr en populer bilesik grubudur [3].
Fenolik bilesiklerin sahip oldugu biyolojik aktivite;
antioksidatif [4], antimikrobiyal [5], antienflamatuvar [6]
ve antiviral [7] ozellikler gOstermesinden
kaynaklanmaktadir. Fenolik bilesikler vicutta oksidanlar
ile antioksidanlar arasindaki dengenin korunmasinda
6nemli rol oynamaktadirlar [4]. Fenolik bilesiklerin
antioksidan etkisi, viicutta dejenere etki gdsteren oksijen
konsantrasyonunu azaltmasina, oksidasyonun
baslamasini 6nlemesine veya direkt olarak serbest
radikalleri tutarak radikal oksijen turlerinin olugmasini
engellemesine dayanmaktadir [6]. Yapilan ¢alismalarda,
oksidatif stress ile iliskilendirilen fenolik bilesiklerin
diyetteki alimiyla kanser [8], ylUksek kolestrol [9], kroner
kalp [10], katarakt, diyabet [11] gibi hastaliklarin ve
yaslanmanin [12] Onlenebildigi gortlmustar. Fenolik
bilesiklerin kalp-damar hastaliklari ve kansere karsi
etkisine dair bir ¢cok galisma detayli sekilde derlenmistir
[13, 14, 15].

Fenolik bilesikler hiicre icerisinde i) serbest ii) ekstrakte
edilebilir-konjuge ve iii) ektrakte edilemeyen-bagh olmak
Uzere 3 farkh formda bulunmaktadir [16]. Serbest
formdaki  fenolikler  hiicredeki  vakuollerin igine
hapsolmus durumdadir. Konjuge formdaki fenolikler
yapisindaki aromatik halkalar ve hidroksil gruplari (-OH)
sayesinde glikozitlere veya disik molekdl agirhikl
bilesenlere esterlesebilmektedirler [17]. Bagh fenolikler
ise hicre duvarindaki seliloz, pektin, protein gibi
yapilara ester, eter veya asetal baglariyla kovalent
olarak baglanabilmektedirler. Fenoliklerin aromatik
halkasindaki hidroksil gruplari (-OH) bitkisel hicre
duvarlarindaki lignine eter bagiyla; karboksil gruplar (-
COOH) ise protein ve karbonhidratlara ester bagiyla
baglanabilmektedir [3]. Ayni zamanda bagdh fenolik
bilesikler gida matriksine veya cgesitli hicresel yapilara
baglanmadan yalnizca fiziksel olarak makrobilesenlerin
yapisina hapsolmus durumda bulunabilmektedirler [18].

Meyve, sebze, tahil ve baklagil Grinlerindeki toplam
fenolik iceriginin %20-60'ina karsilik gelen bagh fenolik
bilesikler Uzerine yapilan c¢alismalar gun gectikce
artmaktadir [2]. Yapilan ¢alismalarda bagl fenolikler igin
“ekstrakte  edilemeyen fenolikler’, “gcb6ziinemeyen
fenolikler”  (bound, nonextractable, unextractable,
insoluble) gibi ayni anlama gelen farkli terimler
kullanilabilmektedir.

BAGLI FENOLIKLER

Gidalarda fenolik bilesiklerin serbest ve konjuge formlari
sulu organik solventlerin (yaygin olarak metanol, etanol
veya aseton:su) kullanildigi  klasik  metotlarla
tanimlanabilmektedir. Ancak ekstraksiyon kalintisinda
kalan ve toplam fenolik bilegiklerin énemli bir kismi olan
bagh formlar g6z ardi edilmektedir  [19].
Makromolekullere gesitli interaksiyonlarla baglanan ve

528

ekstrakte edilemeyen formdaki fenolik yapilara
ektraksiyon solventleri tarafindan ulasilamamaktadir
[20]. Bu nedenle dzellikle bagh fenolik madde icerigi
yiksek olan gidalarin toplam fenolik madde igerigi
gecmiste dogru sekilde ortaya koyulamamistir.

Fenolik bilegiklerin gizli kalmis yapilari olan bagl
fenolikler ilk kez 1980’li yillarin basinda Bate ve Smith
[21] tarafindan baklagiller tizerine yapilan bir ¢alismada
baglh  taninlerin  varhidiyla ortaya  konulmustur.
Sonrasinda 90’ yillarda sinirh sayida c¢alisma
bulunmakla birlikte giinimiizde MALDI-TOFF MS
(matriks destekli lazer dezorpsiyon iyonizasyon-ugus
zamanh kuitle spektroskopisi), FT-IR (fourier transform
kizilétesi), NMR (nikleer manyetik rezonans), MS (kitle
spektroskopisi) ve NIR (yakin kizilétesi spektroskopisi)
gibi ileri tekniklerle bagh fenolik bilesiklerin yapisi detayl
bir sekilde aydinlatilabilmektedir [22]. Meyve, sebze,
tahil ve baklagillere kadar ¢ok gesitli gida Urinlerinde
yaygin olarak bulunan bagh ve konjuge fenolik
bilesiklerin varligi toplam fenolik madde igeriklerinin
farkli ekstraksiyon yontemleriyle yeniden
degerlendiriimesini gerektirmistir. Tablo 1'de cesitli
gidalardaki bagh fenoliklerin toplam fenolik madde
icerisindeki oranlari ve tespit edilen bagh fenolik
kompozisyonlar verilmistir.

OLUSTURDUGU KOMPLEKSLER

insan viicudunda birgok biyolojik aktiviteye sahip olan
fenolik bilesiklerden yilksek dizeyde faydalanabilmek
icin diger molekillerle etkilesimlerini bilmek buylik énem
tasimaktadir. Fenolik bilesikler sahip olduklari aromatik
halkalar ve hidroksil gruplarindan dolayi hidrofobik ve
hidrofilik interaksiyonlarla, hidrojen ve kovalent baglarla
hicre duvarina ve ortamdaki protein, karbonhidrat, lipit
gibi yapilara baglanabilme yetenegine sahiptirler [20,
41]. Fenolik bilesiklerle makromolekul kompleksleri
arasindaki kovalent olmayan etkilesimler hidrojen
baglari ve hidrofobik etkilesimlerden kaynaklanirken;
kovalent etkilesimlerin temelinde enzimatik oksidasyon
mekanizmasi yer almaktadir [20]. Fenoliklerin makro

molekillerle  etkilesiminde  birgok  etkili  faktor
bulunmaktadir. Bu faktdrler —asagidaki  sekilde
aciklanabilir.

i) Molekil agirhgi: Fenolik bilesiklerin buyik molekil

agirhgina sahip olmasi daha fazla hidroksil grup
icermesi  dolayisiyla  makromolekllere  karsi
reaktivitesini artirmaktadir.

Polimerizasyon derecesi ve gallik asitle esterlesme
ylizdesindeki artig: Polimerizasyon derecesindeki ve
gallik asitle esterlesme ylzdesindeki artis ile hidrojen
bagi olusturabilecek hidroksil gruplarinin  ve
hidrofobik interaksiyon olusturabilecek aril gruplarinin
sayisi artarak ilgili fenoligin makromolekillere
baglanma olasiligi artmaktadir.

iii) Hareket kabiliyeti/esneklik: Hareket ve esneklik
kabiliyeti yuksek olan fenolik bilesikler
makromolekiillerle karsilastiklarinda kompleks

olusumuna uygun konumlamayi daha kolay elde
edebilmektedirler.

Orto fenolik ve aromatik gruplarin sayisindaki artis:
Fenoliklerin makromolekilleri baglama kapasitesi
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orto konumda ve aromatik yapilarda artmaktadir [20,
42].

Fenolik  bilegiklerin  gidalardaki makromolekdillerle
kovalent ve kovalent olmayan etkilegsimleri fenolik
acisindan zengin gida Urtnlerinin kalitesini etkileyen en

Onemli faktorlerdendir. Bu derleme kapsaminda, 2 alt
baslik altinda fenolik bilesiklerin protein ve karbonhidrat
komplekslerine, komplekslerin olusumunda etkili olan
mekanizmalara ve bilesenlerin foksiyonel dzelliklerindeki
degisimlere deginilmistir.

Tablo 1. Bazi gida maddelerinde bagl fenolik madde miktarinin toplam fenolik madde

miktarina orani (%)

Materyal Bagh Fenolik Orani (%) Kaynakca
Meyveler
Elma (Malus domestica) 27 [23]
Muz (Musa acuminate) 92 [19]
Uziim (Citrus paradisi) 25 [19]
Seftali (Prunus persica) 43 [19]
Portakal (Citrus sinensis) 59 [19]
Karpuz (Citrillus Lanatus) 22 [19]
Olgun Musmula (Mespilus germanica L.) 21 [24]
Kizilcik (Cornus mas) 76 [25]
Sebzeler
Brokoli (Brassica oleracea) 55 [19]
Ispanak (Spinacia oleracea) 38 [23]
Tath kirmizi biber (Capsicum annuum) 16 [26]
Patates (Solanum tuberosum) 19 [27]
Marul (Lactuca sativa) 58 [19]
Salatalik (Cucumis sativus) 69 [19]
Havug (Daucus carota) 70 [19]
Aci biber (Capsicum annuum L.) 40-58 [28]
Sogan (Allium cepa) 23 [4]
Balkabagi (¢ekirdeksiz) (Cucurbita pepo) 10 [29]
Yenilebilir yosunlar [30]
-Nelumbo nucifera 71 [30]
-Cosmos sulphureus 51 [30]
-Telosma minor 27 [30]
Lahana yapragi (Brassica oleraceae L. 5 [31]
var. acephala DC.)
Tahillar

97 [32]
Arpa (Hordeum vulgare L.) 70 [33]
Misir (Zea mays L.) 99 [32]
Bugday (Triticum aestivum) 98 [32]
Yulaf (Avena Sativa) 97 [32]
Cavdar (Secale cereal) 88 [32]
Dar (Kodo; Paspalum scrobiculatum) 71 [34]
Siyah Piring (Oryza sativa) 42 [35]
Kahverengi piring (Oryza sativa) 85 [36]
Yagh Tohumlar
Palm 35 [37]
Soya (Glycine max) 44 [38]
Baklagiller
Nohut (Cicer arietinum) 50 [39]
Mercimek (6 turde, Lens culinaris) 1-17 [40]

Protein-Fenolik Kompleksi

Proteinler sahip olduklari hidrofobik bolgeler sayesinde
fenolik bilesiklerle kompleks olusturabilmektedirler.
Protein-fenolik iligkisi fenoliklerin aromatik halkasi (-OH
gruplar) ile proteinlerin hidrofobik boélgeleri (-COOH
gruplar) arasindaki temelde kovalent olmayan
etkilesimlere dayanmaktadir [20].
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Proteinlerle fenolikler arasindaki iligskinin mekanizmasi
Uzerine yapilan calismalar bu etkilesimde c¢ok cesitli
faktorlerin etkili oldugunu ortaya koymustur [43,44].
Protein-fenolik iligkisinin 6zellikle, Gzim c¢ekirdek ve
kabuklarinin kullanildigini galismalarda detayli sekilde
incelendigi gortlmektedir. Yiksek fenolik madde
icerigine sahip Uzumlerin saraba islenmesiyle ortaya
¢ikan burukluk hissinde, protein-fenolik kompleksi
onemli rol oynamaktadir. Bu konuda Rinaldi ve ark. [45]
yaptiklari ¢alismada, GzUmlerin tiketimi sonrasinda
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agizda olusan buruk tadin
proantosiyanidinlerin  yuksek prolin igerigine sahip
tikdrik  proteinlerine  baglanarak  ¢okelmesinden
kaynakli oldugunu ortaya koymuslardir. S6z konusu
calismada proantosiyanidinlerin polimerizasyon
derecesi, gallik asitle esterlesme yuzdesi ve -OH grup
sayisi gibi degiskenlerinin  proteinlerle  kompleks
olusturmadaki etkisi incelenmistir. Bu degiskenlerin
artisinin proantosiyanidinlerin hidrofobikligini ve c¢oklu
bag olusturma vyetenegini tetikledigi ve dolayisiyla
proantosiyanidin-protein kompleksinin olusumunu
artirdigi  goérulmustir. Bir baska c¢alismada, {zim
cekirdeklerindeki fenolik bilesiklerin sigir serum albumini
ve a-amilaz ile olusturdugu kompleks yapisi
incelenmistir. Uziim ¢ekirdek fenoliklerinin  protein
yaplilarina gosterdidi yiksek affinite igerigindeki tanen
miktar1 (artan olgunluk dereceleriyle artis gosteren) ve
hidrofobisitesindeki artis ile yakindan iligkilendirilmistir
[46].

yapisindaki

Protein-fenolik etkilesimini, rutin ve epikatesin eklenmis
soya proteini temelli film yapisinda inceleyen Friesen ve
ark. [47], protein-fenolik kompleks olusumunda fenolik
bilesiklerin hidroksil (-OH) ve amino asitlerin amino (-
NH>) gruplarn arasindaki ¢apraz hidrojen baglarin etkili
oldugunu belirtmiglerdir. Proteinlerin rutin ile olusturdugu
kompleks yapisinin epikatesin ile olusturdugundan daha
kuvvetli olmasi rutinin molekdl agiriginin ve hidrojen
bag olusumunu artiran seker grup sayisinin epikatesinin
sahip oldugundan daha fazla olmasiyla iligkilendirilmistir.

Protein-fenolik  kompleks  yapisinin  olusumunda
proteinlerin yapisi ve yapidaki amino asitlerin
kompozisyonu da blylik ©6nem tasimaktadir [43].
Ozellikle esnek yapidaki prolin amino asidince zengin
proteinlerin fenolik bilesiklere karsi daha yiksek
affinitesinin oldugu bilinmektedir. Protein yapisinda
bulunan prolin aminoasidi halka yapisi nedeniyle
hidrojen baglarinin a-heliks yapisina dénidsumuinu
onlenerek fenolik bilesikler igin uygun baglanma
bdlgeleri olusturmaktadir [48]. Haratifar ve Corredig [49]
calismalarinda, kazein misellerinin Ozellikle ¢ayin
yapisindaki katesine kargl gosterdigi affinitede kazein
misellerinin  yuksek prolin iceriginin etkisi oldugunu
vurgulamiglardir. Hasni ve ark. [50] tarafindan yapilan
calismada ise c¢ayin yapisindaki katesinlerin sut
proteinleriyle olusturdugu komplekste hidrofobik baglarin
etkili oldugunu ve proteinlerle etkilesimde o6zellikle B-
kazeinin a-kazeinden daha gugli baglar olusturabildigi
belirtiimistir.

Proteinlerin fenolik bilesikler ile kompleks
olusturmasinda bulunduklari ortamin kosullari da (pH,
sicaklik, iyonik kuvvet vb.) etkili olabilmektedir. Bu
konuda Rawel ve ark. [51] yaptiklar detayli arastirmada
farkl fenolik bilesik (klorojenik asit, ferulik asit, gallik
asit, kuersetin, rutin, izokuersetin) ve protein (insan
serum albumini, sigir serum albumin, soya glisini ve
lizozim) gruplarinin etkilesime girmesine c¢evresel
kosullarin etkisini incelemiglerdir. Calismanin
sonucunda sicaklik (25-90°C) ve iyonik Kkuvvetteki
duststn yani sira pH'daki (pH 5-7) artisin protein-
fenolik  kompleks  olusumunu artirdigi  ortaya
konulmustur. Budryn ve ark. [52] ise yesil kahvedeki
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bazi fenolik asitler (hidroksisinnamik asit ve klorojenik
asit) ile protein yapilari (yumurta beyazi, peynir alti suyu
ve soya proteinleri) arasindaki baglanmanin derecesine
sicaklik (25°C, 90°C) ve pH (pH 3.20, 6.45)nin etkisini
modern analitik bir teknik olan LC-QTOF-MS/MS ile
incelemislerdir. Duslk sicaklik ve asidik pH’nin, fenolik
bilesiklerin hidrojen baglarini etkileyerek proteinlere

hidrofobik  baglarla  baglanmasini  tegvik  ettigini
saptamiglardir.
Protein-fenolik kompleksinde her iki bilesende de

olumlu-olumsuz yapisal, fonksiyonel, organoleptik ve
besinler degisimler meydana gelebilmektedir [49, 52,
53]. Ozellikle cay, sarap gibi Uriinlerdeki burukluk
protein-fenolik etkilesiminin bir sonucu olarak ortaya
cikmaktadir. Proteinlerin fenolik bilesiklerle kompleks
olusturmasi  sonucu, proteinlerin a-heliks ve -
konformasyonundaki artisla birlikte ikincil ve Gguncul
yapilar degisime ugramaktadir. Bunun sonucunda
proteinlerin  izoelektrik  noktasi  degismekte ve
¢ozunmeyen ¢Okelti olusumuyla sert, yavan bir duyusal
algi ortaya ¢ikmaktadir [43, 49]. Yapilan bir calismada
caydaki fenolik bilesiklerden katesinlerin, a-kazein ve (-
kazein gibi st proteinleri ile hidrofilik ve hidrofobik
etkilesimlere girdigi ileri spektroskopi teknikleri ile ortaya
konulmustur. Olusan kompleks yapisinda, kazeinin
ikincil yapisi degiserek dlzensiz (unfolded) hale
gecmekle birlikte katesininin de antioksidan aktivitesi
dasmustar [50].

Gida igsleme endistrisinde protein-fenolik kompleks
olusumundan faydalanilarak berraklastirma
uygulamalariyla bulaniklik ve acilik unsurlarini giderici
calismalar yapilabilmektedir [54, 55]. Jauregi ve ark.
[55], saraplarin durultulmasinda, durultma ajani olarak
jelatin ve peynir alti suyu proteinlerinden B-laktoglobulini
kullanarak istenmeyen aciliga ve bulanik goriinime yol
acan bilesenleri protein-fenolik kompleksi sayesinde
uzaklastirmislardir.

Proteinlerin-fenolik bilesiklerle etkilesimi sonucu olusan
cOkelti proteinlerin besinsel, enzimatik ve gesitli biyolojik
aktivitelerinde kayiplara yol acgabilmektedir [55]. Soya
proteinleri-fenolik iligkisi Uzerine yapilan bir calismada
olusan komplekste lisin, sistein ve triptofan gibi bazi
aminoasitlerin miktarinda azalmalar saptanmigstir. Ayrica
kompleks yapisindaki proteinlerin biyoyararhliginin, bazi
sindirim enzimlerinin inhibisyonuyla o6nlendigi ortaya
konulmustur. Bu etkilesim sonucu proteinlerin ikincil ve
Uglncul  yapilart  molekillerin - ylizey  6zelliklerini
etkileyerek degismektedir. Hidrofilik/hidrofobik
Ozelliklerde meydana gelen bu degisim proteinlerin
¢ozunurlik davraniginin yanisira emuilsifikasyon, kopuk
olusturma ve jellesme gibi fonsiyonel o6zelliklerini de
etkilemektedir [56]. Benzer sekilde fenolikce zengin

kahverengi deniz yosunu (Ascophyllum nodosum)
ekstraktlari Uzerine yapilan c¢alismada; fenoliklerin
protein  affinitesi  nedeniyle  sindirimde  gorevli

enzimlerden a-amilaz ve a-glukozidaz aktivitelerinin
distiginu ortaya koymuslardir [57].

Protein-fenolik kompleks yapisinda fenolik bilesiklerin
antioksidan aktivesi korunabilmekte veya tam tersine
maskelenebilmektedir. Bu konunun arastirildigi  bir
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calismada; siyah caya %33 oranina kadar yagsiz st
eklendiginde cayin yapisindaki toplam fenolik icerigi ve
antioksidan  aktivitenin  degisiklik  gdstermedigini
belirtiimistir [58]. Bunun aksine; Budryn ve ark. [52]
tarafindan yapilan c¢alismada, yesil kahvedeki fenolik
asitler (hidroksisinnamik ve klorojenik asit) ile yumurta
sarisi, peynir alti suyu ve soya proteinleri arasindaki
baglanmanin fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesini
olumsuz yénde etkiledigi ve biyoyararliigi disirdagu
gOrulmastar.

Karbonhidrat-Fenolik Kompleksleri

Polifenoller siklodekstrin, pektin, selliloz ve diyet lifi gibi
cesitli karbonhidratlarla kompleks olusturabilmektedir.
Olusan bu kompleksin saglik Uzerine bir ¢ok olumlu
etkisi oldugu bilinmektedir [41]. Karbonhidratlarin fenolik
bilesiklerle  arasindaki iliski hlcre  duvarindaki
karbonhidratin hidroksil gruplari ve glikozidik oksijen
atomlariyla proantosiyanidinlerin hidroksil ve aromatik
halkalar arasinda olusan hidrojen baglar ve hidrofobik
etkilesimlere baglidir [59]. Fenolikler ile karbonhidratlar
arasindaki iliskide proteinlere benzer sekilde kovalent
olmayan hidrojen, van der Waals ve hidrofobik baglar
etkilidir [60]. Arastirmalar sonucunda bu etkilesimlerin
meydana gelmesinde 6nem tasiyan bir ¢ok faktor
tanimlanmistir [59].

Fenolik bilesikler hicre duvari materyallerinden olan
pektin, seliloz ve diyet lifleri ile etkilesime
girebilmektedirler ~ [60].  Karbonhidratlarin  fenolik
bilesiklerle kompleks olusturmasinda, karbonhidratlarin
sahip olduklari hidrofobik porlar oldukga etkilidir. Hiicre
duvari yapisindaki porlarin kiicik olmasi yuksek molekl
agirlikl fenolik bilesiklerin hiicre duvarina baglanmasini
onleyebilmektedir. Fenoliklerin sterik agidan boyutunun
bu porlara yerlesmeye uygun olmasi karbonhidrat-
fenolik kompleks olusumunu tetiklemektedir [20].
Brahem ve ark. [61] yaptiklari ¢alismada armutlarin
olgunlagsma siiresince yapilarindaki fenolik bilesiklerin
karbonhidratlar ile etkilesimi incelenmistir. Armutlarin
olgunlasmasi prosiyanidinlerin hicre duvari bilesenleri
ile  kovalent olmayan etkilesimlerini  artirmigtir.
Etkilesimdeki bu artis olgunlasma sonucu meyvenin
hicre duvarindaki karbonhidratlarin por boyutundaki
artisla iliskilendirilmistir. Ayrica olgunlagsma sirasinda
pektin yan zincirlerinin azalmasi sonucu prosiyanidinlere
daha ylksek affinite gésteren ramnogalakturonik yapisi
ortaya ¢ikmistir.

Karbonhidrat fenolik etkilesiminde ortamdaki bilesenlerin
ve konsantrasyonlarinin etkisi bulunmaktadir. Bautista-
Ortin ve ark. [62] kirmizi ve beyaz saraplarda tanen-
hicre duvari etkilesimine antosiyaninlerin etkisini
inceledikleri galismalarinda antosiyanin igerigi ve
konsantrasyonuna bagl olarak tanen ve antosiyaninlerin
hicre duvari adsorpsiyon bdlgelerine baglanmak igin
yaristiklarini belirtmiglerdir.

Karbonhidrat-fenolik kompleks yapisi, bilesenlerin ayri
ayri sahip olduklari 6zelliklerini degistirebilmektedirler.
Ornegin; yapilan galismalarda kuersetinin siklodekstrin
ile olusturdugu kompleks yapisinda, disik suda
¢ozunebilirlik ozelligine sahip kuersetinin
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¢6zUndrllgunin  arttdr ve  ayrica  antioksidan
aktivitesinin korundugu belirtilmistir [63]. Yapilan bir
baska c¢alismada karbonhidrat-kurkumin kompleks
yapisinin - kurulumunda hidrojen baglarinin  baskin
oldugu belirtiimigtir. Bu etkilesimde alkali ortamlarda
oldukg¢a kararsiz olan kurkumin, karbonhidrat yapilariyla
kompleks olusturdugunda alkali ortamdaki stabilitesinin
daha ylksek oldugu vurgulanmistir [64].
SINDIRIMDEKI METABOLIZMASI
BiYOYARARLILIGI

VE

Bitkiler tarafindan sentezlenen fenolik bilesikler dogal
olarak birgok bitkisel gidanin yapisinda bol miktarda
bulunmaktadir. Gidalardaki fenolik bilesiklerin
biyoyararliigi; sindirim veya bagirsak fermentasyonlari
sirasinda gida matriksinden salinimina, emilimine ve
kan dolagim sistemine gegigine baghdir [65]. Ozellikle
bazi gidalardaki polifenoller hicre duvari yapisindaki
protein, karbonhidrat, lipit gibi makromolekdillere
baglanarak mide-bagirsak sistemindeki biyoyararlihgi
blyuk Olgude etkilemektedir. Hucre duvari
materyallerinin sindiriminin zor olmasi nedeniyle bagl
fenolik bilesikler mide-bagirsak sisteminde degisime
ugramadan kolona ulasabilmektedir [66].
Bifidobacterium, Lactobacillus spp. gibi yaklasik 14 log
KOB mikroorganizmayi iceren kolonda fermentasyon
sirasinda salgilanan ekstraselller enzimler
makromolekullerin hiicre duvari matriksini parcalayarak
veya yapisindaki kovalent baglarini hidrolize ederek
bagli fenoliklerin salinmasini saglamaktadirlar [2].

Bagli fenoliklerin  kolona ulasabilmesinde, fenolik
maddenin ve fenolik-makromolekiil kompleksinin yapisi,
mide-bagirsak  sistemindeki  enzimlerin  fenolik-
makromolekiil kompleksi ile temasi gibi gesitli faktorler
etkilidir [41]. Bu konuda Saura-Calixto ve ark. [68]
tarafindan yapilan galismada, in vitro mide-bagirsak ve
kolonik fermentasyon ortamlarini kullanarak
polifenollerin biyoyararlihgini degerlendirmiglerdir.
Konjuge fenoliklerin yaklasik %50’sinin ince bagirsaga
ulasabildigi  gozlenirken; bagh fenoliklerin  buyuk
¢ogunlugunun yapisal olarak degisime ugramadan
kolona ulagabildigi bildirilmistir.

Gidalarin yapisindaki bagl fenolik bilesiklerin insan
vicunda izledigi yol ve olusan degisimler Sekil 2'de
gosterilmistir. izlenen yollar su sekilde tanimlayabiliriz:
(I) Takaruk enzimleri ile etkilesimden dedismeden cikar.
(1) Asidik kosullara dayanikli olan bagh fenolik yapilari
mide ortamindan degismeden cikar. (l1l) ince bagirsakta
Faz | modifikasyonlariyla (oksidasyon, rediksiyon)
yaklasik %5-10 oraninda enzimatik hidrolize ugrar (1V)
Korbagirsaga (apendiks) ulasan polifenolik yapilar
burada depolimerizasyona ugramazlar. (V) Kolonda Faz
Il enzimleri ile mikroflora tarafindan hidrolize edilen
polifenolik yapilar basit fenollere sindirilirken gesitli
metabolitler olusur. (V1) Absorbe edilen bilesenler kan
kanalyla karacigere tasinirken sulfatlanmig, metillenmis
ve glukuronidasyona ugramis konjugatlar olusur. Bazi
bilesenler tekrar safra kanaliyla ince bagirsaga gecer.
(VIl)  Sonucunda Ure kanaliyla bosaltiir  [1].
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bilegsenler kan kanaliyla
karacigere tasinir. Bazi
bilesenler tekrar ince
bagirsak kanalina geger.

(V) Kolondaki mikroflora

"...ﬁ — 2 \,
(I) Tdkdrak enzimleri ile ~;{r |
etkilesimden degismeden Sha ¥\
cikar. i
(V)  Absorbe edilen

(I Asidik kosullara dayanikh
olan bagh fenolik yapilar mide
ortamindan degismeden ¢ikar.

(I1) ince bagirsakta yaklagik %5-
10 oraninda enzimatik hidrolize

ugrar ve Faz | metabolitleri
| olusur.

[

(V) Kérbagirsaga ulagsan
polifenolik yapilar depoli-

merizasyona ugramazlar.

tarafindan hidrolize

edilen polifenolik yapilar

basit fenollere sindiri-

lirken cesitli metabolitler

olusur.
(Vi) Ure
bosaltim

kanalyla

Sekil 2. Bagh fenolik bilesiklerin insan viicunda izledigi yol ve olugan degisimler [1]

Polifenollerin biyoyararliidi Uzerine bir ¢ok calisma ve
derleme bulunmaktadir [1, 68, 69]. Bu galismalar in vivo
veya in vitro g¢alismalan kapsamaktadir. Hayvan
denekleri Gzerindeki in vivo galismalar her grupta 10
denek ile (yaygin olarak Wistar tirt fareler) 4 haftalik
suregte diyette %5-13 oraninda test edilen urinin
eklenmesiyle yapilmaktadir. Denek hayvanlarinin digki
agirliklari, kan ve Ure 6rneklerinde yapilan kantitatif ve
kalitatif analizler 6zellikle bagl fenolik bilesenlerin
vucuttaki biyoyararliidinin de@erlendiriimesinde 6nem
tasimaktadir [70, 71]. Denekler arasi degiskenligin
sinirlandirdidi in vivo galismalar, statik ve dinamik yapay
mide-bagirsak  ortamlarinin  kullanildigr  in  vitro
galismalarla asilmaya calisiimaktadir. Statik ortamda
agiz, mide ve ince bagirsak kosullari ayni anda
saglanirken dinamik ortamda kademeli gegisler
uygulanmaktadir.

Sindirim sirasinda salinamayan bagl fenolik bilesikler,
mide-bagirsak sisteminden kolona ulasana kadar ve
Ozellikle de kolonda pozitif antioksidan ortam
yaratabilmektedir. Dolayisiyla karsilastiklari serbest
radikalleri notralize edebilmekte veya semi-kinon, kinon
gibi  oksidasyon yan GrUnleri ile  reaksiyona
girebilmektedir [72]. Gobert ve ark. [73] tarafindan
yapilan bir calismada sigir eti, aygicek yagi ve
nisastanin sindirimi sirasinda mide-bagirsak ortaminda
ortaya c¢ikabilecek oksidasyonda fenolik bilesiklerin
etkisini incelemiglerdir. Calismada fenoliklerin midedeki
sindirim sirasinda lipit tlrevi olan konjuge dienleri inhibe
etmesinin yani sira Tiyobarbitlrik asit ile reaksiyona
giren madde (TBARS) miktarinin duststinde de etkisi
oldugu gozlenmistir.

Bagh fenolikleri iceren gidalarin tiketimi bagirsaktaki
faydali bakterilerin geligimini tesvik edebildigi gibi
patojen bakterilerin geligimini de inhibe
edebilmektedirler. Chacar ve ark. [74] tarafindan yapilan
bir calismada 2 aylik fare deneklerine fenolik bilesiklerin
bagirsak florasina etkisini gostermek amaciyla farkli
konsantrasyonlarda (2.5, 5, 10 ve 20 mg/ kg (vucut
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agirh@ basina) /giin) fenolik asit iceren izim ezmesi
diyeti uygulanmistir. Denekler 14 aylik olana kadar bu
diyetler ile beslenerek deneklerin 6 ve 14 aylk
dénemlerinde fekal drnekleri toplanmistir. Bu drneklerin
kolon mikroflora kompozisyonunda neden oldugu
degisim polimer zincir reaksiyonu (PCR) ile analiz
edilmistir. Kolon sistemine ulasabilen bagh fenoliklerin
saghkli  badirsak florasinda bulunmasi istenen
Bifidobacterium sayisini  artirirken; patojenik  etki
gosteren Clostridium sayisini inhibe ettigi goralmustr.

Bagli fenolikler sindirim sisteminde degisime ugramadan
kolona ulasabilmekte ve bu sayede kolonda oksidatif
ortam saglayabilmektedir. Kolonda ise mikrobiyal floraya
substrat gorevi gorerek saglik Uzerinde olumlu etkileri
kanitlanmis daha kigik bilesenlere veya metabolitlere
fermente edilmektedir. Verzelloni ve ark. [75] tarafindan
yapilan calismada polifenol metabolitlerinin diyabet
Oncllu olan protein glikasyonuna ve norotoksisiteye olan
etkisini néron hucre kultart Gstlinde incelemislerdir. Bu
calismada fenolik bilesiklerin fermentasyonu sonucu
kolonda olusan metabolitlerden ellajitannin tlrevleri
(Urolithinler ve pirogallol) ve klorojenik asit tirevlerinin
(dihidrokafeik asit, dihidroferulik asit ve feruloilglisin)

diyabetik  komplikasyonlari  o6nleyebilecedi  ortaya
konulmustur. Kolona ulasan polifenoller fermente
edilince hidroksifenilasetik, fenilpropiyonik,

fenilvalerolaktonlar, fenilvalerik asitler, fenilpropionik
asitler, fenilasetik asitler, hiperkirik, benzoik asit ve
fenilbuturik asit gibi gesitli saglik Gzerine olumlu etkileri
olan metabolitler olusmaktadir [76].

Yapilan c¢alsmalar bagh fenoliklerin oksidatif ve
antifertilite etkisi sayesinde kolon kanserini blyuk 6lgide
Onleyebildigini gdstermektedir. Sanchez-Tena ve ark.
[78], proantosiyanidin ve lifge zengin diyetle (Kontrol,
%1 proantosiyanidin iceren diyet lif) beslenen kanserli
fare deneklerinde kolon kanserinin gelisimini 6 hafta
boyunca incelemiglerdir. Bagirsak poliplerinin %65’inin
boyutu <1 mm’ye diserken; toplam kanser hicresi
miktarinda %76 oraninda azalma go&zlenmigtir.
Hajiaghaalipour ve ark. [79] yaptiklari ¢alismada beyaz
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caydaki fenoliklerin hucresel yapidaki DNA'y1 oksidatif
stresten korudugu ve IC50 87 pg/mL konsantrasyonda
(IC50; inhibe edici konsantrasyonun vyarisi) kolon
kanseri hicrelerinin ¢ogalmasini inihibe ettigini ortaya
koymustur. Benzer sekilde kakao [80]; bugday unu [81];
igde [82] gibi ¢cok gesitli gida maddelerinin i¢erigindeki
biyoaktif fenolik bilegenlerin kolon kanserini énleyebildigi
ortaya konulmustur.

Bagh fenoliklerin lipit, protein ve karbonhidrat molekdlleri
ile kompleks yapisinda bu molekdllerin yarayishligina
olumlu ya da olumsuz bazi etkileri olmaktadir. Lipit-
fenolik komplekslerinin sindirim  Gzerindeki etkisini
inceleyen bir galismada, kakaodaki fenolik bilesiklerin
yag icerigi ylksek olan gikolata trlnlerinde daha ylksek
yararlanilabilirligi oldugu vurgulamiglardir [83]. Ayrica
fenolik bilesiklerin lipitlerle olusturduklari kompleks
yapinin lipit oksidasyonunu o6nledigi ve lipitlerin
absorbsiyonunu azaltarak olumlu saglik etkileri sagladigi
bilinmektedir [84]. Bu konuda yapilan bir galismada, et
drtnleri ile kirmizi sarabi birlikte tliketen deneklerden
alinan kan o&rneklerine gore fenoliklerle kompleks
olusturan lipitlerin mide bagirsak sisteminde daha dusuk
oranda absorbe edildigi ortaya konulmustur [72].

Protein-fenolik komplekslerinde protein sindirilebilirligi
yaplya bagh olarak artmakta veya azalmaktadir.
Ozellikle hidrofobik ve aromatik aminoasitlerden fenil
alanin, prolin, tirozin ve ftriptofanin Ust mide bagirsak
kanalindaki  sindirilebilirligi  duserken  pankreatik
enzimlerle ince bagirsaktaki sindirilebilirligi artmaktadir
[85]. Fenolikler proteinlerin yapisini, kalitesini, duyusal
Ozelliklerini  (6zellikle aci tat) ve fonksiyonelligini
degistirmektedir. Kompleks yapida proteinlerdeki
besinsel kayiplar esansiyel aminoasitlerin yikimi ve
proteolitik, glikolitik enzimlerin inhibisyonuyla
iliskilendirilmektedir [20]. Bu durum o6zellikle proteince
zengin olmayan diyetlerde buylk problemlere vyol
acabilmektedir. Petzke ve ark. [85] tarafindan fare
denekleri Uzerinde yapilan ¢alismada klorojenik asidin
peynir altt suyu protein yapisindaki 3 laktoglobulinin
sindirilebilirligini distrdigu ortaya konulmustur. Aksine

soya proteinleri ile  kompleks yapan Artemisia
dracunculus bitkisinden ekstrakte edilen fenolik
bilesiklerin  fare deneklerinin  sindirim  kanalinda

biyoyararlihgi artirdigi gortulmustur [86]. Felberg ve ark.
[87], soya suti-kahve karisiminin insan sindirim
sistemindeki etkisini gdstermek amaciyla yaptiklari
calismalarinda o6zellikle klorojenik asidin Ust sindirim
kanalindaki absorpsiyonunun %42 oraninda azaldigini
ortaya koymuslardir. Yapilan bir baska c¢alismada
proteince zengin gida kompozisyonunun fenolik
bilesiklerin  biyoyararlihdr ve antioksidan aktivitesi
Uzerine etkisi in vitro ortamda incelenmistir. Bu amagla
st ve yumurta UrlUnleri UGzim ekstrakti ile
zenginlestirilmistir. Endustriyel kosullarda tath,
milkshake, omlet ve pankeke islenen Urinlerin agiz,
mide ve bagirsak kanalindaki degisimi izlenmistir. Gida
matriksi  6zellikle antosiyaninlerin bagirsak fazina
bozulmadan ulasmasini saglarken antioksidan aktiviteyi
ozellikle bagirsak kanalinda azaltmistir. Gida matriksleri
arasinda omlet sindirimi sonrasinda diger Urlnlere
kiyasla daha ylksek oranda toplam fenolik icerigi ve
antioksidan aktivite degerleri elde edilmistir [88].
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Karbonhidrat-fenolik kompleks yapisi, fenolik bilesiklerin
sindirim  sisteminden  kolon sistemine aktivitesini
koruyarak taginmasina yardimci olmaktadir. Kompleks
yapinin, karbonhidratlarin vucuttaki sindirilebilirligine
dair herhangi bir olumsuz etkisi ortaya koyulmamistir.
Bu konuda yapilan bir galismada dimer ve trimer
yapidaki prosiyanidinlerin, karbonhidratga zengin
diyetlerdeki biyoyararlih@l in vitro ve in vivo ortamda
degerlendirilmigtir. In vitro calismada yapay agdiz, mide
ve ince-bagirsak olmak lGzere 3 adimli dinamik ortama
300 mg prosiyanidin ve 300 mg prosiyanidin+600 mg
tahil temelli gida karisimi eklenerek sindirim sonrasi
elde edilen kalinti ve supernatant LC/MS ile analiz
edilmistir. In vivo g¢alismada ise benzer sekilde fare
denekleri ise sadece 1 g prosiyanidin ve 1 ¢
prosiyanidin+2 g karbonhidratga zengin gida urini ile
beslenerek kan plazma o6rneklerindeki fenolik miktari
analiz edilmistir. Calismanin sonucunda in Vvitro
calismada fare deneklerine kiyasla daha ylksek
fenolik metabolit saptanmistir. Ayrica karbonhidratlarin
prosiyanidinlerin emilimini baskiladigi ortaya
konulmustur [89]. Baska bir calismada diyet lifleri ile
kompleks yapan bagh ferulik asitin in vitro ortamda
kolonik fermentasyonda goérev alan ksilosidaz ve
arabinofuranosidaz enzimlerinin  aktivitesini  6nledigi
rapor edilmigtir [90].

Fenoliklerin makromolekiillerle olusturdugu kompleksler
cogunlukla olumlu degisikliklere neden olurken bazi
calismalarda besinsel degerlerde ya da enzim
aktivitelerinde diisiise neden oldugu aciktir. Ozellikle
nano tasiyict goérevi géren bu makro yapilar sayesinde
fenoliklerin antioksidan aktivitesi degismeden kolon
sistemine kadar tasinabilmesi saglk agisindan en
onemli faydasidir. Benzer sekilde kolon ortaminda
antioksidan ve antimikrobiyal ortamin destelenmesiyle
basta kolon kanseri olmak Uzere bir cok mide-bagirsak
hastaligi dnlenebilmektedir.

SONUG

Uzun yillardan beri gidalardaki fenolik bilesikler Gizerine
¢ok sayida calisma yapilmistir. Fakat, bagh fenoliklerin
dahil edildigi cahsmalar ancak son vyillarda artis
gOstermistir. Bagh fenolikler; tahillar, yagh tohumlar ve
bakliyatlar basta olmak Uzere birgok bitkisel temelli
gidada fazla miktarda bulunmaktadir. Detayli analiz
yontemleriyle fenoliklerle protein ve karbonhidratlar
arasindaki iliski ¢6zimlenmektedir. Bu kompleks yapilar;
isleme prosesleri sirasinda gidalarin duyusal, teksturel,
kimyasal birgok ozelligini degistirebilmektedir.
Gundmuzde birgok gidanin fenolik profili bagh fenolikleri
kapsayacak sekilde glncellenmisti. Buna Kkarsin;
gidalardaki bagh fenolik profilinin  fermentasyon,
haslama, pisirme gibi proses kosullarindaki degisimini
inceleyen yeterince c¢alisma bulunmamaktadir. Bagli
fenoliklerin  ekstraksiyonunu kapsayan genel kabul
gOérmis bir prosedirin  olmayisi farkli  analiz
sonuglarinin  kargilastirilabilirligini  zorlagtirmaktadir.
Benzer sekilde in vivo ve in vitro deney tasarimlarinda
farkli gida kombinasyonlarindaki eksikliklerin
tamamlanmasiyla bagh fenoliklerin sindirim kanalindaki
yolculugu daha net bir sekilde ortaya koyulabilecektir.



G. Karabulut, O. Yemis Akademik Gida 17(4) (2019) 526-537

KAYNAKLAR

(1]

(2]
3]

[4]

(5]

(6]

[7]

(8]

9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[15]

Bohn, T. (2014). Dietary factors affecting
polyphenol bioavailability. Nutrition Reviews, 72(7),
429-452.

Shahidi, F., Yeo, J. (2016). Insoluble-bound
phenolics in food. Molecules, 21(9), 1216.
Acosta-Estrada, B.A., Gutiérrez-Uribe, J.A., Serna-
Saldivar, S.0. (2014). Bound phenolics in foods, a
review. Food Chemistry, 152, 46-55.

Albishi, T., John, J.A., Al-Khalifa, A.S., Shahidi, F.
(2013). Antioxidant, anti-inflammatory and DNA
scission inhibitory activities of phenolic compounds
in selected onion and potato varieties. Journal of
Functional Foods, 5(2), 930-939.

Kaur, S., Mondal, P. (2014). Study of total phenolic
and flavonoid content, antioxidant activity and
antimicrobial properties of medicinal plants. Journal
of Microbiology & Experimentation, 1(1), 00005.
Zhang, H., Tsao, R. (2016). Dietary polyphenols,
oxidative stress and antioxidant and anti-
inflammatory effects. Current Opinion in Food
Science, 8, 33-42.

Zhang, X.L., Guo, Y.S., Wang, C.H., Li, G. Q., Xu,
J.J., Chung, H.Y., Ye, W.C,, Li, Y.L.,, Wang, G.C.
(2014). Phenolic compounds from Origanum
vulgare and their antioxidant and antiviral activities.
Food Chemistry, 152, 300-306.

Thangapazham, R.L., Sharma, A., Maheshwari,
R.K. (2006). Multiple molecular targets in cancer
chemoprevention by curcumin. The AAPS Journal,
8(3), E443.

Erlund, I, Koli, R., Alfthan, G., Marniemi, J.,
Puukka, P., Mustonen, P., Mattila, P., Jula, A.
(2008). Favorable effects of berry consumption on
platelet function, blood pressure, and HDL
cholesterol. The American Journal of Clinical
Nutrition, 87(2), 323-331.

Kris-Etherton, P.M., Lichtenstein, A.H., Howard,
B.V., Steinberg, D., Witztum, J.L. (2004).
Antioxidant vitamin supplements and
cardiovascular disease. Circulation, 110(5), 637-
641.

Demir, T., Akpinar, O., Kara, H., Giingér, H.
(2019). Nar (Punica granatum L.) kabugunun in
vitro antidiyabetik, antienflamatuar, sitotoksik,
antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi. Akademik
Gida, 17(1) , 61-71.

Fisher, L., laniro, T., Lau, F., Wang, H., Daggy, B.
(2015). Synergistic effects of phenolic mixtures in
human cell models of aging. The FASEB Journal,
29, 608-36.

Hollman, P.C. (2014). Unravelling of the health
effects of polyphenols is a complex puzzle
complicated by metabolism.  Archives  of
Biochemistry and Biophysics, 559, 100-105.

Cirillo, G., Curcio, M., Vittorio, O., lemma, F.,
Restuccia, D., Spizzirri, U.G., Puoci, F., Picci, N.
(2016). Polyphenol conjugates and human health:
a perspective review. Critical Reviews in Food
Science and Nutrition, 56(2), 326-337.

Kotecha, R., Takami, A., Espinoza, J.L. (2016).
Dietary phytochemicals and cancer

(16]

(17]

(18]

[19]

[20]

[21]

[22]

(23]

(24]

(25]

(26]

(27]

(28]

chemoprevention: a review of the clinical evidence.
Oncotarget, 7(32), 52517.

Nayak, B., Liu, R.H., Tang, J. (2015). Effect of
processing on phenolic antioxidants of fruits,
vegetables, and grains-a review. Critical Reviews
in Food Science and Nutrition, 55(7), 887-918.
Saura-Calixto, F. (2012). Concept and health-
related properties of nonextractable polyphenols:
the missing dietary polyphenols. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 60(45), 11195-
11200.

Gokmen, V., Serpen, A., Fogliano, V. (2009). Direct
measurement of the total antioxidant capacity of
foods: the ‘QUENCHER’approach. Trends in Food
Science & Technology, 20(6-7), 278-288.
Pérez-Jiménez, J., Saura-Calixto, F. (2015).
Macromolecular antioxidants or non-extractable
polyphenols in fruit and vegetables: Intake in four
European countries. Food Research International,
74, 315-323.

Le Bourvellec, C., Renard, C.M.G.C. (2012).
Interactions between polyphenols and
macromolecules: quantification methods and

mechanisms. Critical Reviews in Food Science and
Nutrition, 52(3), 213-248.

Bate-Smith, E.C. (1973). Tannins of herbaceous
leguminosae. Phytochemistry, 12(7), 1809-1812.
Ignat, 1., Volf, 1., Popa, V.I. (2011). A critical review
of methods for characterisation of polyphenolic
compounds in fruits and vegetables. Food
Chemistry, 126(4), 1821-1835.

Papillo, V.A., Vitaglione, P., Graziani, G., Gokmen,
V., Fogliano, V. (2014). Release of antioxidant
capacity from five plant foods during a multistep
enzymatic  digestion  protocol.  Journal  of
Agricultural and Food Chemistry, 62(18), 4119-
4126.

Gruz, J., Ayaz, F.A., Torun, H., Strnad, M. (2011).
Phenolic acid content and radical scavenging
activity of extracts from medlar (Mespilus
germanica L.) fruit at different stages of ripening.
Food Chemistry, 124(1), 271-277.

White, B.L., Howard, L.R., Prior, R.L. (2010).
Release of bound procyanidins from cranberry
pomace by alkaline hydrolysis. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 58(13), 7572-
7579.

Oboh, G., Rocha, J.B.T. (2007). Polyphenols in red
pepper (Capsicum annuum var. aviculare (Tepin))
and their protective effect on some pro-oxidants
induced lipid peroxidation in brain and liver.
European Food Research and Technology, 225(2),
239-247.

Nara, K., Miyoshi, T., Honma, T., Koga, H. (2006).
Antioxidative activity of bound-form phenolics in
potato peel. Bioscience, Biotechnology, and
Biochemistry, 70(6), 1489-1491.
Hervert-Hernandez, D., Sayago-Ayerdi, S.G., Goni,
I.S.A.B.E.L. (2010). Bioactive compounds of four
hot pepper varieties (Capsicum annuum L.),
antioxidant capacity, and intestinal bioaccessibility.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 58(6),
3399-3406.



[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

G. Karabulut, O. Yemis Akademik Gida 17(4) (2019) 526-537

Peri¢in, D., Krimer, V., Trivié, S., Radulvié¢, L.
(2009). The distribution of phenolic acids in
pumpkin’s hull-less seed, skin, oil cake meal,
dehulled kernel and hull. Food Chemistry, 113(2),
450-456.

Kaisoon, O., Siriamornpun, S., Weerapreeyakul,
N., Meeso, N. (2011). Phenolic compounds and
antioxidant activities of edible flowers from
Thailand. Journal of Functional Foods, 3(2), 88-99.
Ayaz, F.A., Hayirlioglu-Ayaz, S., Alpay-Karaoglu,
S., Gruz, J., Valentova, K., Ulrichova, J., Strnad, M.
(2008). Phenolic acid contents of kale (Brassica
oleraceae L. var. acephala DC.) extracts and their

antioxidant and antibacterial activities. Food
Chemistry, 107(1), 19-25.
Irakli, M.N., Samanidou, V.F., Biliaderis, C.G.,

Papadoyannis, I.N. (2012). Development and
validation of an HPLC-method for determination of
free and bound phenolic acids in cereals after
solid-phase extraction. Food Chemistry, 134(3),
1624-1632.

Dvorakova, M., Guido, L.F., Dostalek, P., Skulilova,
Z., Moreira, M.M., Barros, A.A. (2008). Antioxidant
properties of free, soluble ester and
insoluble-bound phenolic compounds in different
barley varieties and corresponding malts. Journal
of the Institute of Brewing, 114(1), 27-33.
Chandrasekara, A., Shahidi, F. (2010). Content of
insoluble bound phenolics in millets and their
contribution to antioxidant capacity. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 58(11), 6706-
6714.

Ti, H., Li, Q., Zhang, R., Zhang, M., Deng, Y., Wei,
Z., Chi, J., Zhang, Y. (2014). Free and bound
phenolic profiles and antioxidant activity of milled
fractions of different indica rice varieties cultivated
in southern China. Food Chemistry, 159, 166-174.
Zhou, Z., Robards, K., Helliwell, S., Blanchard, C.
(2004). The distribution of phenolic acids in rice.
Food Chemistry, 87(3), 401-406.

Neo, Y.P., Ariffin, A., Tan, C.P., Tan, Y.A. (2008).
Determination of oil palm fruit phenolic compounds
and their antioxidant activities using
spectrophotometric methods. International Journal
of Food Science-Technology, 43(10), 1832-1837.
Ademiluyi, A.O., Oboh, G. (2013). Soybean
phenolic-rich extracts inhibit key-enzymes linked to
type 2 diabetes (a-amylase and a-glucosidase) and
hypertension (angiotensin | converting enzyme) in
vitro. Experimental and Toxicologic Pathology,
65(3), 305-309.

Wang, Y.K., Zhang, X., Chen, G.L., Yu, J., Yang,
L.Q., Gao, Y.Q. (2016). Antioxidant property and
their free, soluble conjugate and insoluble-bound
phenolic contents in selected beans. Journal of
Functional Foods, 24, 359-372.

Alshikh, N., Camargo, A.C., Shahidi, F. (2015).
Phenolics of selected lentil cultivars: Antioxidant
activities and inhibition of low-density lipoprotein
and DNA damage. Journal of Functional Foods, 18,
1022-1038.

Jakobek, L. (2015). Interactions of polyphenols with
carbohydrates, lipids and proteins. Food
Chemistry, 175, 556-567.

535

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

(48]

[49]

(50]

(51]

[52]

(53]

[54]

[55]

de Freitas, V., Mateus, N. (2001). Structural
features of procyanidin interactions with salivary
proteins. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 49(2), 940-945.

Ozdal, T., Capanoglu, E., Altay, F. (2013). A review
on protein-phenolic interactions and associated
changes. Food Research International, 51(2), 954-
970.

Czubinski, J., Dwiecki, K. (2017). A review of
methods used for investigation of protein-phenolic
compound interactions. International Journal of
Food Science & Technology, 52(3), 573-585.
Rinaldi, A., Jourdes, M., Teissedre, P.L., Moio, L.
(2014). A preliminary characterization of Aglianico
(Vitis vinifera L. cv.) grape proanthocyanidins and
evaluation of their reactivity towards salivary
proteins. Food Chemistry, 164, 142-149.
Ferrer-Gallego, R., Gongalves, R., Rivas-Gonzalo,
J.C., Escribano-Bailén, M.T., De Freitas, V. (2012).
Interaction of phenolic compounds with bovine
serum albumin (BSA) and a-amylase and their
relationship to astringency perception. Food
Chemistry, 135(2), 651-658.

Friesen, K., Chang, C., Nickerson, M. (2015).
Incorporation of phenolic compounds, rutin and
epicatechin, into soy protein isolate films:
Mechanical, barrier and cross-linking properties.
Food Chemistry, 172, 18-23.

Soares, S., Mateus, N., de Freitas, V. (2012).
Carbohydrates inhibit salivary proteins precipitation
by condensed tannins. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 60(15), 3966-3972.

Haratifar, S., Corredig, M. (2014). Interactions
between tea catechins and casein micelles and
their impact on renneting functionality. Food
Chemistry, 143, 27-32.

Hasni, I., Bourassa, P., Hamdani, S., Samson, G.,
Carpentier, R., Tajmir-Riahi, H.A. (2011).
Interaction of milkk a-and B-caseins with tea
polyphenols. Food Chemistry, 126(2), 630-639.
Rawel, H.M., Meidtner, K., Kroll, J. (2005). Binding
of selected phenolic compounds to proteins.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 53(10),
4228-4235.

Budryn, G., Patecz, B., Rachwat-Rosiak, D., Oracz,
J., Zaczynska, D., Belica, S., Navarro-Gonzalez, .,
Meseguer, J.M.V., Pérez-Sanchez, H. (2015).
Effect of inclusion of hydroxycinnamic and
chlorogenic acids from green coffee bean in (-
cyclodextrin on their interactions with whey, egg
white and soy protein isolates. Food Chemistry,
168, 276-287.

Rossetti, D., Yakubov, G.E., Stokes, J.R.,
Williamson, A.M., Fuller, G.G. (2008). Interaction of
human whole saliva and astringent dietary
compounds investigated by interfacial shear
rheology. Food Hydrocolloids, 22(6), 1068-1078.
Erkan-Kog, B., Turkyllmaz, M., Yemis, O., Ozkan,

M. (2015). Effects of various protein-and
polysaccharide-based clarification agents on
antioxidative  compounds and  colour  of

pomegranate juice. Food Chemistry, 184, 37-45.
Aguié-Béghin, V., Sausse, P., Meudec, E.,
Cheynier, V., Douillard, R. (2008). Polyphenol-3-



[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

G. Karabulut, O. Yemis Akademik Gida 17(4) (2019) 526-537

casein complexes at the air/water interface and in
solution: effects of polyphenol structure. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 56(20), 9600-
9611.

Rawel, H.M., Czajka, D., Rohn, S., Kroll, J. (2002).
Interactions of different phenolic acids and
flavonoids with soy proteins. International Journal
of Biological Macromolecules, 30(3-4), 137-150.
Pantidos, N., Boath, A., Lund, V., Conner, S,
McDougall, G.J. (2014). Phenolic-rich extracts from
the edible seaweed, ascophyllum nodosum, inhibit
a-amylase and a-glucosidase: potential anti-
hyperglycemic effects. Journal of Functional Foods,
10, 201-209.

Kyle, J.A., Morrice, P.C., McNeill, G., Duthie, G.G.
(2007). Effects of infusion time and addition of milk
on content and absorption of polyphenols from
black tea. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 55(12), 4889-4894.

Renard, C.M., Watrelot, A.A., Le Bourvellec, C.
(2017). Interactions between polyphenols and
polysaccharides: mechanisms and consequences
in food processing and digestion. Trends in Food
Science & Technology, 60, 43-51.

Watrelot, A.A., Le Bourvellec, C., Imberty, A.,
Renard, C.M. (2014). Neutral sugar side chains of
pectins limit interactions with procyanidins.
Carbohydrate Polymers, 99, 527-536.

Brahem, M., Eder, S., Renard, C.M., Loonis, M., Le
Bourvellec, C. (2017). Effect of maturity on the
phenolic compositions of pear juice and cell wall
effects on procyanidins transfer. LWT-Food
Science and Technology, 85, 380-384.
Bautista-Ortin, A.B., Martinez-Hernandez, A., Ruiz-
Garcia, Y., Gil-Munoz, R., Gbmez-Plaza, E. (2016).
Anthocyanins influence tannin-cell wall interactions.
Food Chemistry, 206, 239-248.

Celik, S.E., Ozyirek, M., Gicli, K., Apak, R.
(2015). Antioxidant capacity of quercetin and its
glycosides in the presence of B-cyclodextrins:
influence of glycosylation  on inclusion
complexation. Journal of Inclusion Phenomena and
Macrocyclic Chemistry, 83(3-4), 309-319.

Zhou, M., Hu, Q., Wang, T., Xue, J., Luo, Y.
(2016). Effects of different polysaccharides on the
formation of egg yolk LDL complex nanogels for
nutrient delivery. Carbohydrate Polymers, 153,
336-344.

Pastoriza, S., Delgado-Andrade, C., Haro, A.,
Rufian-Henares, J.A. (2011). A physiologic
approach to test the global antioxidant response of
foods. The GAR method. Food Chemistry, 129(4),
1926-1932.

Arranz, S., Silvan, J.M., Saura-Calixto, F. (2010).
Nonextractable polyphenols, usually ignored, are
the major part of dietary polyphenols: a study on
the Spanish diet. Molecular Nutrition & Food
Research, 54(11), 1646-1658.

Saura-Calixto, F., Serrano, J., Goni, I. (2007).
Intake and bioaccessibility of total polyphenols in a
whole diet. Food Chemistry, 101(2), 492-501.
Angelino, D., Cossu, M., Marti, A., Zanoletti, M.,
Chiavaroli, L., Brighenti, F., Del Rio, D., Martini, D.
(2017). Bioaccessibility and bioavailability of

536

(69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[79]

[76]

[77]

(78]

phenolic compounds in bread: a review. Food &
Function, 8(7), 2368-2393.

Dufour, C., Loonis, M., Delosiére, M., Buffiere, C.,
Hafnaoui, N., Santé-Lhoutellier, V., Rémond, D.
(2018). The matrix of fruit & vegetables modulates
the gastrointestinal bioaccessibility of polyphenols
and their impact on dietary protein digestibility.
Food Chemistry, 240, 314-322.

Lépez-Oliva, M.E., Pozuelo, M.J., Rotger, R,
Mufioz-Martinez, E., Goni, I. (2013). Grape
antioxidant dietary fibre prevents mitochondrial
apoptotic pathways by enhancing Bcl-2 and Bcl-x L
expression and minimising oxidative stress in rat
distal colonic mucosa. British Journal of Nutrition,
109(1), 4-16.

Pérez-Jiménez, J., Diaz-Rubio, M.E., Saura-
Calixto, F. (2013). Non-extractable polyphenols, a
major dietary antioxidant: occurrence, metabolic
fate and health effects. Nutrition Research
Reviews, 26(2), 118-129.

Gorelik, S., Kanner, J., Schurr, D., Kohen, R.
(2013). A rational approach to prevent postprandial
modification of LDL by dietary polyphenols. Journal
of Functional Foods, 5(1), 163-169.

Gobert, M., Rémond, D., Loonis, M., Buffiere, C.,
Santé-Lhoutellier, V., Dufour, C. (2014). Fruits,
vegetables and their polyphenols protect dietary
lipids from oxidation during gastric digestion. Food
& Function, 5(9), 2166-2174.

Chacar, S., Itani, T., Hajal, J., Saliba, Y., Louka, N.,
Faivre, J.F., Maroun, R., Fares, N. (2018). The
impact of long-term intake of phenolic
compounds-rich grape pomace on rat gut
microbiota. Journal of Food Science, 83(1), 246-
251,

Verzelloni, E., Pellacani, C., Tagliazucchi, D.,
Tagliaferri, S., Calani, L., Costa, L.G., Brighenti.,
F., Borges, G.,Crozier, A., Conte, A., Del Rio, D.
(2011). Antiglycative and neuroprotective activity of
colon-derived polyphenol catabolites. Molecular
Nutrition & Food Research, 55(S1), S35-S43.
Saura-Calixto, F., Pérez-Jiménez, J., Tourifio, S.,
Serrano, J., Fuguet, E., Torres, J.L., Gofii, I.
(2010). Proanthocyanidin metabolites associated
with dietary fibre from in vitro colonic fermentation
and proanthocyanidin metabolites in human
plasma. Molecular Nutrition & Food Research,
54(7), 939-946.

Nunez-Sanchez, M.A., Gonzdélez-Sarrias, A,
Romo-Vaquero, M., Garcia-Villalba, R., Selma,
M.V., Tomas-Barberan, F.A., Garcia-Conesa, M.T.,
Espin, J.C. (2015). Dietary phenolics against
colorectal cancer-from promising preclinical results
to poor translation into clinical trials: pitfalls and
future needs. Molecular Nutrition & Food Research,
59(7), 1274-1291.

Sanchez-Tena, S., Lizarraga, D., Miranda, A.,
Vinardell, M.P., Garcia-Garcia, F., Dopazo, J.,
Torres, J.R., Saura-Calixto, F., Capella, G,
Cascante, M. (2013). Grape antioxidant dietary
fiber inhibits intestinal polyposis in Apc Min/+ mice:
relation to cell cycle and immune response.
Carcinogenesis, 34(8), 1881-1888.



[79]

80]

[81]

[82]

83]

[84]

[85]

G. Karabulut, O. Yemis Akademik Gida 17(4) (2019) 526-537

Hajiaghaalipour, F., Kanthimathi, M.S., Sanusi, J.,
Rajarajeswaran, J. (2015). White tea (Camellia
sinensis) inhibits proliferation of the colon cancer
cell line, HT-29, activates caspases and protects
DNA of normal cells against oxidative damage.
Food Chemistry, 169, 401-410.

Reagan-Shaw, S., Nihal, M., Ahmad, N. (2008).
Dose translation from animal to human studies
revisited. The FASEB Journal, 22(3), 659-661.

Lv, J,, Yu, L., Lu, Y., Niy, Y., Liuy, L., Costa, J., Yu,
L.L. (2012). Phytochemical compositions, and
antioxidant  properties, and antiproliferative
activities of wheat flour. Food Chemistry, 135(2),
325-331.

Zeriouh, W., Nani, A., Belarbi, M., Dumont, A., De
Rosny, C., Aboura, I., Ghanemi, F.Z., Murtaza, B.,
Patoli, D., Thomas, C., Apetoh, L., Rébé, C.,
Delmas, D., Khan, N.A., Ghiringhelli, F., Rialland,
M., Hicham, A. (2017). Phenolic extract from
oleaster (Olea europaea var. Sylvestris) leaves
reduces colon cancer growth and induces caspase-
dependent apoptosis in colon cancer cells via the
mitochondrial apoptotic pathway. Plos One, 12(2),
0170823.

Ortega, N., Reguant, J., Romero, M.P., Macia, A.,
Motilva, M.J. (2009). Effect of fat content on the
digestibility and  bioaccessibilty of cocoa
polyphenol by an in vitro digestion model. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, 57(13), 5743-
5749.

Lorrain, B., Dangles, O., Loonis, M., Armand, M.,
Dufour, C. (2012). Dietary iron-initiated lipid
oxidation and its inhibition by polyphenols in gastric
conditions. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 60(36), 9074-9081.

Petzke, K.J., Schuppe, S., Rohn, S., Rawel, H.M.,
Kroll, J. (2005). Chlorogenic acid moderately
decreases the quality of whey proteins in rats.

(86]

(87]

(88]

(89]

[90]

Journal of Agricultural and Food Chemistry, 53(9),
3714-3720.

Ribnicky, D.M., Roopchand, D.E., Poulev, A.,
Kuhn, P., Oren, A., Cefalu, W.T., Raskin, 1. (2014).
Artemisia dracunculus L. polyphenols complexed to
soy protein show enhanced bioavailability and
hypoglycemic activity in C57BL/6 mice. Nutrition,
30, 4-10.

Felberg, 1., Farah, A., Monteiro, M.C., Ronoel,
L.D.O., Pacheco, S., Calado, V., Donangelo, C.M.
(2015). Effect of simultaneous consumption of
soymilk and coffee on the urinary excretion of
isoflavones, chlorogenic acids and metabolites in
healthy adults. Journal of Functional Foods, 19,
688-699.

Pineda-Vadillo, C., Nau, F., Dubiard, C.G,,
Cheynier, V., Meudec, E., Sanz-Buenhombre, M.,
Guadarrama, A., Téth, T., Csavajda, E., Hingyi, H.,
Karakaya, S., Sibakov, J., Capozzi, F.,
Alessandra., B., Dupont, D. (2016). In Vvitro
digestion of dairy and egg products enriched with
grape extracts: effect of the food matrix on
polyphenol bioaccessibility and antioxidant activity.
Food Research International, 88, 284-292.

Serra, A., Macia, A., Romero, M.P., Valls, J.,
Bladé, C., Arola, L., Motilva, M.J. (2010).
Bioavailability of procyanidin dimers and trimers
and matrix food effects in in vitro and in vivo
models. British Journal of Nutrition, 103(7), 944-
952.

Snelders, J., Olaerts, H., Dornez, E., Van de Wiele,
T., Aura, A.M., Vanhaecke, L., Delcour, J.A.,
Courtin, C.M. (2014). Structural features and
feruloylation modulate the fermentability and
evolution of antioxidant properties of
arabinoxylanoligosaccharides  during in  vitro
fermentation by human gut derived microbiota.
Journal of Functional Foods, 10, 1-12.

537



