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Abstract: Pyridinium derivatives are among the surfactants widely used in the field of corrosion prevention. These
derivatives can be used in various applications to improve the durability of metal materials, provide long-lasting
protective coatings and combat corrosion. Based on this property of pyridinium surfactants, in this study, two
cationic surfactants with different functional groups (one amide and one ester group) attached to pyridinium nitrogen
were synthesized and their structures were confirmed by spectroscopic method (FT-IR). The inhibitory activities of
these synthesized products against corrosion of mild steel in 1.0 M HCI medium were determined and compared
among themselves. The weight loss method on metal plates was used to determine the inhibitory activity. For this,
metal plates were immersed for 24 hours in 1.0 M HCI solutions without inhibitors and with different concentrations
of inhibitors. At room temperature of 25 °C, the corrosion inhibition of both synthesized compounds was found to
be close to each other. However, at the lower inhibitor concentrations studied, the inhibitor containing the ester
functional group showed slightly better inhibition activity. Adsorption isotherm studies were performed to obtain
accurate information about the corrosion inhibition mechanism. Isotherm studies based on gravimetric measurements
revealed that the adsorption of the synthesized compounds was consistent with the Langmuir isotherm. In addition,
in order to support the corrosion inhibition efficiency results, at the end of the corrosion tests, the morphological
changes of the surface were observed by taking images of the metal surface with an optical microscope camera.

Keywords: Synthesis, Corrosion inhibitor, Weight loss, Adsorption isotherm, Acidic medium

Piridinyum azotuna bagh farkh fonksiyonel grup iceren iki adet katyonik yiizey
aktif maddenin sentezi ve 1.0 M HCI ortamindaki korozyon inhibisyon ozellikleri

Ozet: Piridinyum tiirevleri, korozyon &nleme alaninda yaygin olarak kullanilan yiizey aktif maddeler arasindadir.
Bu tiirevler, metal malzemelerin dayanikliligini artirmak, uzun 6miirlii koruyucu kaplamalar saglamak ve korozyonla
miicadele etmek i¢in ¢esitli uygulamalarda kullanilabilir. Piridinyum ytiizey aktif maddelerin bu 6zelliginden yola
¢ikarak, bu ¢alismada, piridinyum azotuna bagl farkli fonksiyonel gruplara (biri amit digeri ester grubu) sahip iki
pozitif yukli siirfaktanin sentezi gerceklestirilmis ve FT-IR yoOntemiyle yapisindaki fonksiyonel gruplari
dogrulanmistir. Sentezlenen bu liriinlerin 1.0 M hidroklorik asit ortaminda diisiik karbonlu ¢eligin korozyonuna karst
inhibitér aktiviteleri belirlenmis ve kendi aralarinda karsilastirilmistir. Inhibitor aktiviteyi belirlemek i¢in metal
plakalar iizerinde kiitle kayb1 yontemi kullanilmistir. Bunun i¢in metal plakalar 24 saat boyunca inhibitorsiiz ve farkli
konsantrasyonlarda inhibitor igeren 1.0 M HCI ¢ozeltilerine daldirilmigtir. Oda sicakligi olan 25 °C'de, sentezlenen
her iki bilesigin korozyon inhibisyonunun birbirine yakin oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, ¢aligilan daha diisiik
inhibitér konsantrasyonlarinda, ester fonksiyonel grubu iceren inhibitdr biraz daha iyi inhibisyon etkinligi
gostermistir. Korozyon inhibisyon mekanizmasi hakkinda dogru bilgi edinmek icin adsorpsiyon izoterm ¢aligsmalari
yapilmistir. Gravimetrik l¢timlere dayanan izoterm ¢aligsmalari, sentezlenen bilesiklerin adsorpsiyonunun Langmuir
izotermi ile uyumlu oldugunu ortaya koymustur. Ayrica korozyon oOnleme etkinligi sonuglarimi desteklemek
amaciyla korozyon testleri sonunda optik mikroskop kamerasi ile metal ylizeyinin goriintiileri almarak yiizeyin
morfolojik degisimleri gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Sentez, Korozyon inhibitorii, Kiitle kaybi, Adsorpsiyon izotermi, Asidik ortam

*Corresponding Author: Serkan Oztiirk, serkanozturk@uludag.edu.tr
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1 GIRiS

Korozyon olayi, malzemelerin g¢evresel etkiler ve
kimyasal/elektrokimyasal reaksiyonlar sonucunda
fiziksel, kimyasal ve mekanik 6zelliklerinde degisime
yol acan istenmeyen bir durumdur [1]. Bu durum, her
iilkenin ekonomik acidan biiylik kayiplar yasamasina
sebep olan bir durumdur. Eger malzeme 6zellikle
metallerden ve alasimlardan olusuyorsa, bu durumda
metal korozyonu terimi kullanilir ve metalik korozyon,
metal endiistrisini olumsuz yonde etkiler. Korozyonun
etkiledigi sadece demir ve gelik endiistrisi degil, aym
zamanda bu endiistriden yararlanarak gerceklestirilen
tim yatirimlarin verimini olumsuz etkiler. Bu durum,
malzeme, enerji ve emek kayiplarina neden olur.
Ulkemiz igin bu kayiplarin gayri safi milli hasilanin %
4.5 dolayinda oldugu belirlenmistir [2,3]. Korozyonun
maddi kayiplara neden olmasi bir yana, ¢evre kirliligine
ve insan sagligma zarar vermesi de gozardi
edilmemelidir.

Endiistride, metal yiizeyindeki pasmn, kirecin ve
yabanct maddelerin temizlenmesi igin, gogunlukla HCI1
ve H,SO, ¢ozeltilerinin kullanildigi, etkili bir yilizey
temizleme yontemi olan asitle temizleme (pikling)
islemi uygulanmaktadir [4]. Bu islem sirasinda asitle
temas eden metal ylizeyinde zamanla yiikseltgenme
sonucu metal korozyonu meydana gelmektedir. Asidik
ortamda meydana gelen metalik korozyonun anot
reaksiyonunda  metal  yiikseltgenirken,  katot
reaksiyonunda da asitten gelen hidrojen iyonlari
metalin verdigi elektronlart alip indirgenerek H, gazi
olusturmaktadir [5].

Asidik ortamda hizli bir sekilde seyreden korozyonu
engellemek veya azaltmak i¢in inhibitor kullanmak, en
yaygin kullanilan yontemlerden biridir. Disiik
konsantrasyonlarda korozif elektrolit ¢6zeltisine ilave
edilerek korozyon olaymin hizin1 dikkate deger bir
sekilde azaltan maddeler olan korozyon inhibitorleri,
korozif elektrolit ortamda yeterince iyi ¢oziinerek,
ylizeye iyi tutunup yiizeyin veya aktif merkezlerin
cozeltiyle temasini keserek anti-korozyon etkilerini
gostermektedirler [5].

Son zamanlardaki aragtirmalar, metal korozyonunu
onlemek igin kullanilan 6nemli bir bilesik smifinin
yiizey aktif maddeler oldugunu ortaya koymustur.
Ozellikle yapisinda piridinyum iyonu barindiran
katyonik yiizey aktif maddeler ile ilgili arastirmalar
dikkat ¢ekmektedir [6-12]. Tim bu aragtirmalarda,
calisilan piridinyum yiizey aktif maddelerin metal
yiizeyler lizerinde koruyucu tabakalar olusturduklar: ve
bu sekilde korozyon siirecini etkileyerek metallerin
dayanikliligini artirip korozyona bagli hasari azaltiklari
bildirilmistir. Bu arastirmalarin ¢ogalmasi adina, bu
calismada, piridinyum azotuna bagl farkli fonksiyonel
gruplara (biri amit ve digeri ester grubu) sahip iki
katyonik ylizey aktif madde sentezlenmesi ve bu
bilesiklerin 1.0 M HCI ¢o6zeltisinde meydana gelen
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metal korozyuna karsi inhibitorliik ozelliklerinin
karsilagtirllmas1  amaglanmistir.  Bununla  birlikte,
korozyon inhibisyon mekanizmas: hakkinda elle
tutulur degerlendirmeler yapabilmek adina adsorpsiyon
izoterm ¢aligmalarinin yapilmasi ve metal yiizeyini
korozyona karsi koruduklarin1 gorsel olarak ortaya
koyabilmek i¢in ise optik mikroskop kamera Bushman,
Istanbul, Tiirkiye) ile metal yiizeyi goriintiilerinin
alimmasi hedeflenmistir.

2 MATERYAL VE METOD

Sentezlerde kullanilan reaktif ile ¢oziiciilerden laurik
asit (dodekanoik asit), 2-aminopiridin, trietilamin
(TEA), Kloroform ve asetonitril Merck (Merck,
Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir.
Etil-kloroasetat ile 2-kloroasetamit reaktifleri Sigma-
Aldrich (St. Louis, Missouri, ABD), tiyonil kloriir
bilesigi ise Acros Organics firmasindan (Thermo Fisher
Scientific Geel, Belgika) satin alinmistir. Korozif ortam
olarak kullanilan 1.0 M HCI ¢ozeltisi, yine Merck
firmasindan (Merck, Darmstadt, Almanya) satin alinan
kiitlece %37’lik HCI ¢ozeltisinden hazirlanmastir.

Sentezlenen son {irlinlerin FT-IR spektrumlari, Perkin-
Elmer firmasina ait Spectrum Two FT-IR
spektrometresinde  (Shelton, Connecticut, ABD)
alinmistir. Element analizleri bir LECO CHNS-932
element analizorii (Saint Joseph, Michigan, ABD)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Metal kuponlarin sabit
tartima gelene kadar kurutulmalari igin NUVE EV 018
marka vakum etiivii (Ankara, Tiirkiye) kullanilmastir.
Korozyon testinden hemen sonra metal plakalarin 1000
kat biyiitiilmiis yiizey goriintiileri Bushman marka
dijital mikroskop kamera (Istanbul, Tiirkiye) ile
almmustir.

2.1  Bilesiklerin Sentezi

Reaksiyonun ilk asamasinda laurik asit, tiyonil kloriir
ile asetonitril ortaminda asit kloriiriine doniistiirilmiis
ve hemen ardindan 2-amino piridin ile amit tiirevi (1)
sentezlenmistir. 1 nolu bilesik daha sonra, ayri ayri
olarak 2-kloroasetamit ve etil kloroasetat reaktifleri ile
asetonitril icerisinde 24 saat geri sogutucu altinda
kaynatilmasi suretiyle son iriinler (2 ve 3) elde
edilmistir. 2-Kloroasetamit ile reaksiyonundan 2 nolu
amit fonksiyonel grubu igeren, etil kloroasetat ile
reaksiyonundan ise 3 nolu ester fonksiyonel grubu
iceren katyonik yiizey aktif madde sentezlenmistir.

Sentezlere ait reaksiyon semasi Sekil 1°de
gosterilmistir.
2.1.1.  1-(2-amino-2-oksoetil)-2-

dodekanamidopiridin-1-ium kloriir (2)
bilesiginin sentez ve karakterizasyon
verileri

Ayni mol oraninda 1 nolu bilesik ile 2-kloroasetamit
100mL’lik reaksiyon balonuna alindi ve igerisine

2
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¢0ziicii olarak yaklasik 30 mL asetonitril eklenerek 24
saat boyunca geri sogutucu altinda kaynatildi. Siirenin
sonunda ¢dziicii evaporatérde buharlastirildi  ve
balonda kalan kalint, eter ile iki sefer yikandi. Son iiriin
olarak elde edilen yagimsi kat1 vaks tarzinda madde
kurutuldu ve miktar1 belirlendi. Verim: % 27.
Ci19H32CIN3O2 (Ma: 369.93 g mol?) icin Elem. Anal.
(hesaplanan): C, 61.69; H, 8.72; Cl, 9.58; N, 11.36; O,
8.65. (Bulunan): C, 61.82; H, 8.78; N, 11.25. FT-IR
(ATR, cm™) v: 3378, 3290 (primer amit, N-H), 3163
(sekonder amit, N-H), 3013 (aromatik C-H), 2958,
2919 (alifatik C-H), 1640 (sekonder amit C=0), 1614
(primer amit C=0).

2.1.2. 2-dodekanamido-1-(2-etoksi-2-
oksoetil)piridin-1-ium Kkloriir (3) bilesiginin
sentez ve karakterizasyon verileri

2 nolu madde i¢in kullanilan sentez prosediiriiniin
aymist uygulanmistir. Uriin olarak elde edilen yagimsi
kati vaks tarzinda madde kurutuldu ve miktari
belirlendi. Verim: % 69. C21H3sCIN2O3; (Ma: 398.97 g
mol?) i¢in Elem. Anal. (hesaplanan): C, 63.22; H, 8.84;
Cl, 8.89; N, 7.02; O, 12.03. (Bulunan): C, 63.32; H,
8.96; N, 6.95. FT-IR (ATR, cm™) v: 3354, (amit, N-H),
3064 (aromatik C-H), 2955, 2916, 2850 (alifatik C-H),
1727 (ester C=0), 1683 (amit C=0).

o o -

s0Cl,
—_—
\O)J\OH Asetonitril
10

Asetonitril

2

o] = \ o 7
\M)kN SN %N g \,
10 H Cl o H 1
o= :<

2 3 ©

NH, o)

Sekil 1. Katyonik yiizey aktif maddelerin sentez
semasi

2.2.  Asidik Ortamda Gergeklestirilen Korozyon
Testleri
Diisiik karbon igerikli soguk haddelenmis celikten

yapilan metal plakalar, asidik ortamda gerceklestirilen
korozyon testlerinde kullanilmistir. Bu ¢elik malzeme,
DIN EN 10130 [13] standardina uygun olarak
hazirlanmistir ve kimyasal bilesimi Tablo 1'de
verilmistir. Metal plakalar, 0.1 cm kalinliginda, 2.2 cm
genisliginde ve 5.0 cm uzunlugunda dikdortgen
seklinde kesilmistir.

J. Ata-Chem.,Volume 3, Issue 1, 1-8, 2023
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Tablo 1. Korozyon testlerinde kullanilan gelik
malzemenin elementel bilesim ytizdeleri

Elementel Bilesim Yiizdeleri (%)

C Mn p S Fe
0.07 0.35 0.015 0.015 Geri
kalam

o o
QL \)]\ Asetonitril
(24 saat refliiks)| C! NH cl o\ | (24 saat refliiks)

Kiitle kaybi yontemine dayali korozyon testlerinin
hazirlik agamasi, daha Once literatiirde bildirilen
yontem [5] dogrultusunda gergeklestirildi. 0.1 X 2.2 X
5.0 cm boyutlarinda (kalinlik x genislik x uzunluk)
kesilen metal plakalar, iizerlerinde var olabilecek pas
ve oksit tabakalarmin giderilmesi adina %15'lik HCI
¢ozeltisinde 5 dakika boyunca bekletildi. Akabinde
metal kuponlar saf su ile temizlendi. Kurutulan metal
plakalarin yiizeyi 180 numarali zimpara kagidiyla
zimparalanmig ve ardindan bir slire boyunca aseton
icinde tutulmustur. Asetondan c¢ikarilan plakalar, bir
vakum firininda (NUVE EV 018 vakum etiivii, Ankara,
Tiirkiye) ve daha sonra sabit tartima kadar kisa bir siire
acik havada kurutuldu ve test oncesi metal plakanin
kiitlesi tartildi.

1.0 M HCl ¢6zeltisi, korozyon testlerinden hemen 6nce,
taze bir sekilde hazirlanmustir. Teste sokulan tek pozitif
yukli siirfaktanlar, belirli miktarlarda tartilarak 100 mL
1.0 M HCI i¢inde ¢oziindiiriildii ve daha sonra 150
mL'lik kapakli cam kaplara yerlestirildi. Boylelikle
inhibitorlerin asidik ortamda 5, 25, 50, 100 ve 250 ppm
¢ozeltileri hazirlanmigtir. Diger taraftan kontrol testi ve
kargilagtirma i¢in 100 mL 1.0 M HCI1 baska bir cam
kaba konuldu ve igerisine inhibitér eklenmedi.
Hazirlanan  inhibitdrsiiz  ve  inhibitorlii  asidik
cozeltilere, On test tartim1 yapilan metal plakalar ip ile
baglanarak daldirildi. Bu plakalar karistirilmadan 24
saat boyunca oda sicakliginda bekletildi. 24 saatlik test
siiresinden sonra agindirict ortamdan ¢ikarilan metal
plakalar, bir piset kullanilarak damitilmis su ile
durulanmistir.  Plakalar daha sonra aseton ile
temizlendi; 6nce bir vakumlu firinda (NUVE EV 018
vakum etiivii, Ankara, Tiirkiye), daha sonra kisaca agik
havada kurutuldu ve testten sonra metalin kiitlesi
tartildi.

2.3. Dijital Mikroskop Kamera ile Metal Yiizeyi
Goriintiisii Alma

Asidik ortamda gergeklestirilen korozyon testlerinin
ardindan metal plakalar aseton ile yikanip vakum
desikatoriinde kurutulduktan sonra dijital mikroskop
kamera (Bushman, istanbul, Tiirkiye) ile metal
yiizeylerin 1000 kat biiyiitilmis ortamlarma ait
goriintiileri elde edildi.
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3 BULGULAR VE TARTISMA

3.1.  Sentezlenen Yiizey Aktif Maddelerin FT-IR
Spektrumlari

Sentezlenen son flrlinlere ait (2 ve 3) FT-IR
spektrumlart Sekil 2°de verilmigtir. Sekillerde goriilen
amit N-H, aromatik C-H, amit C=0 ile ester C=0
gerilmelerine ait pikler, bilesiklerin bagarili bir sekilde
sentezlendiklerine dair kuvvetli bir delil teskil
etmektedir. Her ne kadar 2 nolu bilesigin verimi diisiik
citkmis olsa da (% 27), ki eter ile yikama esnasinda bir
kism1 eter fazina gectigi i¢in boyle oldugu
diigiiniilmekte, hem primer hem de sekonder amit
gruplarina ait karakteristik piklerin  goriilmesi
bilesiklerin yapilarinin  dogrulanmasindaki  kaniti
giiclendirmektedir.

3.2. 1,0 M HCI Cozeltilerinde Korozyon Testleri

Tablo 2'de, 1.0 M asidik korozif ortamda metal
yiizeyine tutturulmus farkli konsantrasyonlardaki 2 ve
3 nolu katyonik yiizey aktif maddelerin, 24 saat
boyunca 1.0 M HCl asit ¢6zeltisine daldirilmast sonucu
metal plakalardaki kiitle kaybindan hesaplanan
korozyon hizt ve inhibisyon etkinligi sonuglari

verilmistir.

Akgiil ve Oztiirk

Tablo 2 Oda sicakliginda 24 saat boyunca 1.0 M
hidroklorik asit ¢ozeltisi igerisinde farkli inhibitor
konsantrasyonlarina maruz birakilan metal kuponlarda
kiitle kayb1 dl¢iimilyle hesaplanan korozyon hizi ile
korozyon 6nleme verimlilikleri (% IE).

Korozyon

.
2

Sekil 2. Sentezlenen inhibitorlerin FT-IR spektrumlart
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»  Inhibisyon
inhibitor 14 gg‘lg) M7 Etkinligi
Konsantrasyonu Ty (% IE)
x 10
(ppm)
2 3 2 3
0 21.06 21.06 - -
5 379 307 8201 8543
25 311 269 8525 87.23
50 242 227 8849 8921
100 295 212 8597 89.93
250 148 155 9298 9263
Korozyon inhibitérlerini dogrudan 1.0 M HCI

¢ozeltisinde ¢ozerek ve metal kuponlari 24 saat
boyunca oda sicakliginda bu asindirici asit ¢ozeltisine
daldirarak yapilan inhibisyon testlerinin ardindan
korozyon hizim1 (K.H.) hesaplamak i¢in denklem 1
kullanilmustir [14,15].

AW

T €y

K.H.=
Axt

AW mg cinsinden kiitle kayb1, A ¢m? cinsinden metal
plaka yiizey alan1 ve t saat cinsinden daldirma siiresidir.
Korozyon inhibisyon etkinligi (IE) sonuglar1 asagida
verilen denklem 2 ile belirlenmistir [16].

IE (%) = (W"W

o

) x 100 ()

Burada; IE (%) : yiizde inhibisyon etkinligi, Wo:
inhibitdr olmayan korozif ¢ozeltideki metalin kiitle
kaybi, W: inhibitdr iceren korozif ¢ozeltideki metalin
kiitle kaybidir. Tablo 2’deki degerlere bakildiginda, her
iki inhibitoriin ¢alisilan inhibitdr konsantrasyonlarda
korozyon hizim1 disiirdiikleri ve ayrica inhibisyon
etkinligi  sonuglarinin  birbirine yakin  oldugu
goriilmektedir. Bu sonug ise, sentezlenen katyonik
ylizey  aktif maddelerin  calisilan  inhibitor
konsantrasyonlarinda etkin birer korozyon inhibitorleri
olduklarin1 gostermektedir. Bununla birlikte, daha
diisiik inhibitdr konsantrasyonlarinda ester fonksiyonel
grubu igeren 3 nolu bilesigin 2 nolu bilesige nazaran
biraz daha iyi korozyon inhibisyon etkinligi sagladigi
gorillmiistiir.
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3.3.  Adsorpsiyon izotermi

Korozyon inhibisyon mekanizmas1 hakkinda bilgi
edinmek igin yapilan adsorpsiyon izoterm deneyleri,
adsorbe olmus molekiillerin metal yiizeyindeki aktif
bolgelerle etkilesimi hakkinda bilgi verir [17,18].
Kabul edilen goriise gore, organik inhibitdrler
tarafindan korozyon inhibisyonu, adsorbe edilmis su
molekiillerini metal yilizeyinden uzaklastirir. Bunu
yapmak i¢in, organik inhibitdr molekiilleri bir metal
yiizeyine iki sekilde adsorbe olabilir. Bunlar
elektrostatik ¢ekim sonucu olan fiziksel adsorpsiyon ve
kimyasal  baglanma  sonucu olan  kimyasal
adsorpsiyondur [19-21].

Cesitli standart adsorpsiyon izotermleri arasinda en iyi
uyum Langmuir izoterminde elde edilmistir. Cilinkii en
yiiksek dogrusal korelasyon katsayist (2 nolu bilesik
icin R? = 0.9989, 3 nolu bilesik igin ise R? = 0.9999)
Langmuir izoterm grafiklerinde elde edilmistir. So6z
konusu bu grafikler Sekil 3’te goriilmektedir. iki
katyonik yiizey aktif maddenin 1.0 M HCI
cozeltisindeki diisiik karbonlu ¢eligin yiizeyindeki
adsorpsiyonu, Langmuir modeline uydugu i¢in, biiyiik
olasilikla tek tabakali bir adsorpsiyon olacaktir [22].

denklem 3 ile

Langmuir adsorpsiyon izotermi

karakterize edilir [23].

Cinh 1
=—+( 3
0 Kads inh ( )
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Z 0,0004

=

y =1,0708x + 9E-06
R2=0,9989

E]

0,0003
U »

0,0002
0,0001

0 0,0002 0,0004

Cinn M)

0,0006 0,0008

3

0,0008
0,0007
0,0006
0,0005

y =1,0752x + 5E-06
R?=0,9999

(==}
L 0,0004
=

O 00003
0,0002
0,0001

0
0,0000 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005 0,0006 0,0007

Cil.lll (M)

Sekil 3. Langmuir adsorpsiyon izotermi grafikleri
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Burada Cinn M cinsinden inhibitér konsantrasyonu, 6
yiizey kaplamasi ve Kags adsorpsiyon-desorpsiyon
stirecinin denge sabitidir. Elde edilen kiitle kaybi
degerleri kullanilarak, yilizey kaplamasi (6) 4 nolu
baginti ile belirlenir [24].

0= (521

Burada; Wo: inhibitér olmayan korozif ¢6zeltideki
metalin kiitle kaybi, W: inhibitor igeren korozif
¢ozeltideki metalin kiitle kaybidir. Sekil 3, Cinn'e karst
Cinn/0 grafigini gostermektedir. Katyonik yiizey aktif
maddelerin  Kags degerleri Sekil 3'teki dogrusal
grafiklerin kesigiminden hesaplanmistir ve bu degerler
Tablo 3’te verilmistir. Tablo 3'de goriildigi gibi, Kads
degerleri 2 bilesigi i¢in 11.90x10% M ve 3 bilesigi igin
21.50x10* M olarak belirlenmistir. Kags degerlerinden
elde edilen sonuca gore, yapisinda ester fonksiyonel
grubu bagli katyonik yiizey aktif maddenin (3) metal
ylizeyinde adsorbe olma kabiliyeti daha yiiksektir. Bu
sonug, adsorbe edilen 3 nolu inhibitér molekiilii ile
metal ylizeyi arasindaki bagin daha gii¢lii oldugunu
gostermektedir [16]. Bu noktay1 agikliga kavusturmak
icin, katyonik yiizey aktif maddelerin adsorpsiyonunun
Gibbs serbest enerji degerleri (AG%qs) asagidaki
denklem 5'te gosterildigi gibi hesaplanmigtir [25].

AGY,, = —RTIn(55.5 x Kugs) 5)

Burada R evrensel gaz sabiti, T mutlak sicaklik ve 55,5
cozeltideki  suyun  molar  konsantrasyonudur.
Hesaplanan AG%gs degerleri bilesik 2 icin -38.91 Kj
mol? ve bilesik 3 igin -40.37 kj mol*'dir (Tablo 3).
Negatif Gibbs serbest enerji degerleri, her iki yilizey
aktif maddenin metal ylizeyine adsorpsiyonunun
kendiliginden gergeklestigini gostermektedir. Bununla
birlikte, genel bir yaklagimda, yiikli molekiiller ve
yikli metal arasindaki elektrostatik etkilesimler
(fiziksel adsorpsiyon) -20 kJ mol-1'e kadar Gibbs
serbest enerji degerlerinde yer alirken, inhibitor
molekiillerinden metal yiizeyine elektron paylasimi
veya transferini igeren kimyasal adsorpsiyon -40 kJ
mol-1'den daha negatif degerlerde gegerlidir [26].
Mevcut calismada, Tablo 3'te AGO%gs
degerlerine bakildiginda, her iki bilesigin de metal
yiizeyine cogunlukla  kimyasal
adsorpsiyon yoluyla oldugunu sdylemek miimkiindiir.
3 nolu bilesik i¢in daha biiyiik negatif Gibbs serbest
enerji degeri, ester grubu igeren bu katyonik ytizey aktif
maddenin  kimyasal adsorpsiyon yoluyla metal
ylizeyine daha fazla baglandigini gosterir. Bu sonug ise,
3 nolu katyonik yiizey aktif maddenin metal yiizeyine

5

verilen

baglanmasinin
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biraz daha saglam adsorbe oldugunu gostermektedir ki,
bu  husus, inhibisyon etkinligi = sonuglarini

aciklamaktadir.

Tablo 3 2 ve 3 nolu bilesiklerin, Langmuir izotermine
gore belirlenen, adsorpsiyon denge sabitleri (Kags) ve
Gibbs serbest enerji degerleri (AG%gs)

i K AG°
Bilesikler (x 104ad§/|_1)a (Ki m(;fil)
2 11.90 -38.91
3 21.50 - 40.37

3.4. Metal Yiizeyi Goriintiileri

Inhibitdr iceren ve icermeyen asit ¢ozeltisinde 24 saat
bekletilen ¢elik kupon yiizeylerinin dijital mikroskop
kamera cihazi (Bushman, Istanbul, Tiirkiye) ile alinan
1000 kat biyiitiilmiis yiizey goriintiileri Sekil 4'te
gosterilmektedir. Sekil 4-a'daki goriintii inhibitdrsiiz
asit  ¢Ozeltisine  daldirilmig  metal  yiizeyini
gostermektedir. Metalin, igerisinde inhibitér olmayan
asit ¢ozeltisine daldirilmis olan tiim yiizeyinin oksit
tabakasi ile kaplandigi ve piiriizli bir hal aldig:
gozlemlenmistir. Bu da, metal yiizeyinde korozyon
meydana geldigini ve yiizeyde korozyon iiriinlerinin
olustugunu  gostermektedir.  Sekil  4-b,c,d,e,f’de
gosterilen yiizey goriintiileri, sirastyla 5, 25, 50, 100,
250 ppm 2 nolu inhibitér konsantrasyonlu asit
cozeltisine 24 saat daldirilmis metal yiizeylere aittir.
Sekil 4-g,h,i,j,k’da gosterilen metal yiizey goriintiileri
ise sirastyla ayni inhibitor kosantrasyonlu 3 nolu yiizey
aktif madde iceren asit ¢bzeltisine daldirilmis metal
ylizeylerini isaret etmektedir. Gorilmektedir ki,
metaller inhibitorli asit ortamina maruz kaldiklarinda,
ylizeylerinde
ylizeyleri daha diiz bir goriiniim kazaniyor. Metal
ylizeylerde, sadece, test Oncesinde uygulanan
zimparalama isleminden kaynakli, c¢izik izleri fark
edilmektedir. Katyonik ylizey aktif maddeler i¢in elde
edilen bu metal yiizey goriintileri, yilizey aktif
maddelerin yiizeye adsorbe oldugunu ve metali
korozyona karsi korudugunu desteklemektedir.

asinma ve pirizlilik olusmuyor,
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Sekil 4. Dijital mikroskop kamera ile ¢ekilen metal
yiizeyi goriintiileri; (a) inhibitdrsiiz, (b) 5 ppm 2, (c)
25 ppm 2, (d) 50 ppm 2, (e) 100 ppm 2, (f) 250 ppm 2,
(9) 5 ppm 3, (h) 25 ppm 3, (i) 50 ppm 3, (j) 100 ppm 3
(k) 250 ppm 3

4. SONUCLAR

1) Piridin azotuna bagli birinde amit fonksiyonel grubu
digerinde ester fonksiyonel grubu igeren iki adet mono-
katyonik yiizey aktif madde sentezlendi ve yapilari
spektroskopik yontemle aydinlatildi.

2) Bu iki maddenin, metal plakalardaki kiitle kaybi
degerlerinden  yola ¢ikilarak, farkli  inhibitor
konsantrasyonlarindaki korozyon hizlar1 ve inhibisyon
etkinlikleri hesaplanmigtir. Hesaplamalar sonucunda
ester fonksiyonel grubu igeren bilesigin (3), digerine
gore korozyon hizini biraz daha fazla disiirdiigiin,
buna bagli olarak da daha iyi inhibisyon etkinligi
gosterdigi tespit edilmistir.

3) Bu sonucu destekler nitelikte, 3 nolu bilesigin metal
ylizeyine daha baskin bir sekilde kimyasal
adsorpsiyonla  tutundugu, Langmuir  izoterm
caligmalarindan anlagilmigtir. Kimyasal adsorpsiyon
tirli daha saglam bir tutunmay1 ortaya koydugundan,
ester fonksiyonel grubu igeren inhibitériin metal
ylizeyine daha saglam adsorbe oldugunu sdylemek
miimkiindjir.

4) Inhibitérlerin korozyon inhibisyon etkinlikleri, optik
mikroskop kamerayla metal yiizeyi goriintiileri alinarak
gorsel olarak da kanitlanmustir.
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Cikar catismalari

Yazaralar arasinda herhangi
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Abstract: Cholinesterases allow the nervous system to function properly by catalyzing the breakdown of the
neurotransmitter acetylcholine (ACh), a naturally occurring neurotransmitter, into choline and acetic acid.
Cholinesterases in the human body are of two types: acetylcholinesterase (AChE; E.C.3.1.1.7) and
butyrylcholinesterase (BChE; E.C.3.1.1.8). In this study, the anticholinergic effect of p-Nitroaniline was investigated
experimentally and theoretically and compared with tacrine, which is known as an AChE inhibitor. As a result of
experimental inhibition studies, ICso values were calculated as 17.77 nm against AChE and 18.73 nm against BCE
for p-nitroaniline, and 15.06 nM against AChE and 15.75 nM against BChE for tacrine. In addition, K; values; for
p-nitroaniline it was calculated as 1.80 £ 0.16 nm against AChE, 6.49 + 1.63 nm against BCHE, and for tacrine it
was calculated as 2.59 + 0.90 nM against AChE and 7.08 + 0.90 nM against BChE. Docking Score values were -
4.631 against AChE and -3.779 against BChE for p-nitroaniline and -12.908 against AChE and -6.090 against BChE
for tacrine. The results of the study showed that p- nitroaniline has an effective inhibition against ACHE and BCHE
enzymes associated with global metabolic AD disease.

Keywords: Alzheimer’s disease, enzyme inhibition, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase.

p-Nitroanilinin antikolinerjik etkilerinin belirlenmesi

Ozet: Kolinesterazlar, dogal olarak olusan bir nérotransmiter olan nérotransmitter asetilkolinin (ACh) kolin ve asetik
aside parcalanmasini katalize ederek sinir sisteminin diizgiin ¢aligmasina izin verir. Insan viicudunda kolinesterazlar,
asetilkolinesteraz (AChE; EC3.1.1.7) ve butirilkolinesteraz (BChE; EC3.1.1.8) dahil olmak iizere iki tiptir. Bu
¢aligmada, p-Nitroanilin'in antikolinerjik etkisi deneysel ve teorik olarak arastirildi ve AChE inhibitorii olarak bilinen
takrin ile karsilastirildi. Deneysel inhibisyon ¢aligmalari sonucunda ICso degerleri p-nitroanilin i¢in AChE'ye karst
17.77 nm ve BCE'ye kars1 18.73 nm, takrin i¢in AChE'ye kars1 15.06 nM ve BChE'ye kars1t 15.75 nM olarak
hesaplanmistir. Ayrica K, degerleri; p-nitroanilin i¢cin AChE’ye kars1 1.80 + 0.16 nm, BCHE'ye kars1 6.49 + 1.63
nm, takrin i¢in AChE’ye karst 2.59 + 0.90 nM ve BChE’ye karst 7.08 = 0.90 nM olarak hesaplandi. Yerlestirme
skoru degerleri p-nitroanilin igin AChE'ye kars1 -4.631, BChE'ye karsi -3.779 ve takrin i¢in AChE'ye kars1 -12.908,
BChE'ye kars1 -6.090 idi. Caligmanin sonuglari, p-nitroanilin'in global metabolik AD hastalig ile iliskili ACHE ve
BCHE enzimlerine kars1 etkili bir inhibisyona sahip oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, enzim inhibisyonu, asetilkolinesteraz, butirilkolinesteraz

*Corresponding Author: Adem Ertiirk, a.erturk@atauni.edu.tr
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1. INTRODUCTION

Alzheimer's disease (AD) is a slowly progressive
neurodegenerative  brain  disease that affects
approximately 5-10% of the elderly population, for
which no current treatment has yet been found and the
mechanism of which is not fully known [1, 2].
According to the cholinergic hypothesis, the cerebral
cortex's acetylcholine level decreases with cholinergic
neurons' loss in AD [3]. Characteristic pathological
symptoms with decreased acetylcholine (ACH), B-
protein amyloid aggregation, and tau-
hyperphosphorylation are observed in patients, and
studies show that the cholinergic hypothesis is a
clinically appropriate strategy [4]. The level of
acetylcholine  (an  important  neurotransmitter
associated with memory) in the hippocampus and
cortex region of the brain has been reported to have a
direct effect on AD [5]. Cholinesterase enzymes
including acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase (BChE) can convert
acetylcholine (ACh) and butyrylcholine (ACh) to
acetate, butyrate and choline (Ch). Therefore,
Alzheimer's disease can be treated with the use of
pharmaceuticals that restore acetylcholine levels
through the inhibition of cholinesterase enzymes [6-8].
N-forms heterocyclic compounds that are widely
distributed in nature, have physiological and
pharmacological properties, and are components of
many biologically important molecules, including
many vitamins, nucleic acids, drugs, and antibiotics [9].
They also form an integral part of many
pharmacologically active molecules. Base pairs of
DNA and RNA (guanine, cytosine, adenine, and
thymine), purines, and pyrimidines are also
heterocyclic compounds containing N [10].

It was determined that p-nitraniline has high inhibitory
activity on AChE and BChE enzymes by preliminary in
silico molecular chelation studies. As a result, in this
study, the inhibitory effects of p-nitraniline on AChE
and BChE enzymes, whose inhibitory effects have not
been studied before, on these enzymes were
investigated experimentally and theoretically.Tacrine,
known as an AChE inhibitor, used to treat Alzheimer's
disease, was used as a reference molecule in studies.

2. MATERIALS AND METHOD
2.1. AChE and BChE enzymes inhibition assays

The inhibition effects of p-nitroaniline on the activities
of AChE and BChE enzymes were determined
according to the Ellman  method  [11].
Acetylthiocholine iodide (AChl) for AChE enzyme
activity, butyryl thiocholine iodide (BChl) for BChE
enzyme activity, and 5,5'- Dithio-bis(2-nitro-benzoic)
acid (DTNB) were used as a substrate for activity
measurements. Briefly, by mixing 100 mL of Tris/HCI
buffer (1.0 M and pH 8.0), 10 mL of p-nitroaniline and
tacrine solution dissolved in deionized water at
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different concentrations, and 50 mL of AChE/BChE
(5.32 £ 10-3 EU) solution. It was incubated for 10
minutes at 25 °C. Then, the reaction was started by
adding 50 mL, 0.5 mM DTNB and 50 mL, 10 mM
AChI/BChl. The formation of yellow 5-thio-2-
nitrobenzoate anion as a result of the reaction of DTNB
with thiocholine released by enzymatic hydrolysis of
AChI/BChl was monitored spectrophotometrically at
412 nm wavelength and the results were recorded [12-
14]. From the recorded results, activity (%)-
concentration and Line weaver-Burk plots were drawn
for tacrine and p-nitroaniline. ICso, 12 and K; values
were calculated and inhibition types were determined.

2.2. Molecular modeling studies

Theoretically, there are many programs in
bioinformatic chemistry for the design of new drugs
and active substances. Molecular placement is one of
the methods developed for this (15). Experimental
inhibition studies have also been supported
theoretically by molecular placement studies. The
Schrodinger Molecular Modeling Suite (the docking
program of Maestro 20.3) was used to predict the
binding affinity and possible interactions between
ligands (p-Nitroaniline and tacrine) and corresponding
proteins (AChE and BChE) [16]. In the first phase of
molecular studies, the molecular structure of p-
Nitroaniline was drawn with the chem-draw program,
and the pdb extension file was created. Crystal
structures of acetylcholinesterase and butyrylcholine
esterase with 2 A resolution (TJH (PDB ID: 4TVK),
3F9 (PDB ID: 4TVK)) were obtained from the protein
database [17, 18]. The ligands were prepared using Lig
Prep at pH 7.0. The energy minimization was done by
using an OPLS3e force field. Based on the calculated
Glide score the best pose was ranked [19].

3. RESULTS AND DISCUSSION

Alzheimer's disease (AD) is one of the most common
forms of dementia for older people. A chronic disease
that causes a decline in central nervous system,
language ability, and cognitive function [20]. As a
result of irregularities in acetylcholine metabolism,
AChE activity increases. These increases increase
amyloid protein formation and hydrolysis of
acetylcholine, resulting in neurodegenerative diseases
such as AD. Synthesis and detection of molecules that
reduce AChE activity are extremely important to
prevent these diseases caused by damage to the
cholinergic system [21]. Enzyme inhibition studies are
effective therapeutic approaches for the pharmaceutical
and cosmetic industries [22]. When the Ki values were
compared as a result of experimental studies conducted
for this purpose, it was determined that p-nitroaniline
had a stronger inhibitory effect against the AChE and
BCHE enzymes associated with global metabolic AD
disease than the positive control compound tacrine
(Table 1).
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The results of the molecular insertion simulations are
given in Table 2. When the experimental inhibition
results and free binding energy scores were evaluated,
it was observed that the results were compatible. The
results showed that p-Nitroaniline had a weaker
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insertion score and higher free binding energy than
tacrine, the positive control compound.
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Figure 1. Plotted to determine the inhibitory effect of p-nitroaniline on AChE enzyme at different concentrations;
a) Activity (%)-[p-Nitroaniline] and b) Lineweaver-Burk (Ki) plots
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Figure 2. Plotted to determine the inhibitory effect of p-nitroaniline on BChE enzyme at different concentrations;
a) Activity (%)-[p-Nitroaniline] and b) Lineweaver-Burk (Ki) plots
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Figure 3. Plotted to determine the inhibitory of p-nitroaniline on AChE enzyme at different concentrations; a)
Activity (%)-[Tacrine] and b) Lineweaver-Burk (Ki) plots
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Figure 4. Plotted to determine the inhibitory of p-nitroaniline on BChE enzyme at different concentrations; a)

Activity (%)-[Tacrine] and b) Lineweaver-Burk (Ki

) plots

Table 1. The enzyme inhibition results of p-Nitroaniline against acetylcholinesterase (AChE), and butyrylcholine

esterase (BChE) enzymes

1Cso0 (NM) Ki (nM)
Compounds
AChE r? BChE r? AChE BChE
p Nitroaniline 17.77 0.9918 18.73 0.9840 1.80+0.16 6.49 + 1.63
Tacrine 15.06 0.9965 15.75 0.9890 2.59+0.90 7.08 +0.90

*Tacrine (TAC) was used as a positive control for AChE and BChE enzymes.

Table 2. Docking scores and binding energies of the compounds for acetylcholinesterase (AChE), and

butyrylcholinesterase (BChE) enzymes

Enzymes Compounds Docking Score XP GScore  Glide gscore  Glide emodel
Acetylcholinesterase p-Nitroaniline -4.631 -4.631 -4.631 -35.412
(PDB: 4TVK) Tacrine -12.908 -12.909 -12.909 -62.350
Butyrylcholinesterase p-Nitroaniline -3.779 -3.779 -3.779 -31.096
(PDB: 4TPK) Tacrine -6.090 -6.091 -6.091 -42.653
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Abstract: It is aimed to remove crude oil in water by adsorption process by using expanded perlite, corncob and
fiber as adsorbent materials in this study. The BET method was used to determine the specific surface areas of the
adsorbent materials. According to ASTM F726-06 standard, the capacities of adsorbent materials on adsorption of
Batman-Garzan oil in water and in salty water were assessed for short-term tests of 30 minutes and long-term testing
of 180 minutes. As a result of the test revealed that each adsorbent's highest specific adsorption capacity was found
to be 5.0 g/L adsorbent amount. The short-term test revealed that expanded perlite, corncob, and fiber each had an
adsorbing capacity of 45.78, 51.95, and 82.52 mg of adsorbed oil/g adsorbent, respectively. In the long-term test
results, the adsorption capacities of the adsorbents for expanded perlite, corncob and fiber were found to be 130.63,
173.01 and 134.16 mg of adsorbed oil/g adsorbent, respectively. Crude oil removal percentages of the short-term
test were determined as 21.16 for expanded perlite, 21.79 for corncob and 24.18 for fiber. It was found that the
crude oil removal percentage was 63.06 for expanded perlite, 38.22 for corncob and 43.71 for fiber the long-term
test results. Crude oil removal percentages of long-term tests in salty water were calculated at 30.28 for expanded
perlite, 34.78 for corncob and 17.42 oil for fiber. In short and long-term test studies investigating the specific crude
oil adsorption capacity; the highest adsorption capacity was observed in fiber with 18 mg/g adsorbent in the short-
term test, while it was observed in expanded perlite with 2588 mg/g adsorbent in the long-term test.

Keywords: Oil pollution, adsorption, expanded perlite, corncob, fiber

Genlesmis Perlit, Misir Kocani ve Elyaf Kullanilarak Sudaki Ham Petrol
Kirliliginin Giderilmesi

Ozet: Bu calismada adsorpsiyon prosesi ile sudaki ham petroliin temizlenmesi amaglanmistir. Bu amagla adsorban
malzeme olarak genlesmis perlit, misir kogani ve elyaf kullanilmistir. Kullanilan adsorbanlarin 6zgiil yiizey alanlart
BET metodu ile belirlenmistir. Kullanilan adsorbanlarin, Batman-Garzan sahast ham petroliinii, su ve tuzlu su
ortamindan adsorplama kapasiteleri ASTM F726-06 standartlarina gore 30 dakikalik kisa siireli ve 180 dakikalik
uzun siireli testler ile belirlenmistir. Test sonuglarinda, her bir adsorbanin en yiiksek adsorpsiyon kapasitesine 5.0
g/L’lik adsorban miktarinda saglandigi goriilmiistiir. Adsorbanlarin kisa siireli test sonucunda adsorplama
kapasiteleri sirasiyla, genlesmis perlitin 45.78 misir koganinin 51.95 ve elyafin 82.52 mg/g olarak bulunmustur.
Uzun siireli test sonuglarinda ise sirasiyla, genlesmis perlitin 130.63; misir koganinin 173.01 ve elyafin 134.16
mg/g olarak bulunmustur. Kisa siireli testin (%) ham petrol giderim miktarlari; genlesmis perlit i¢in 21.16, misir
kogani igin % 21.79 ve elyaf igin 24.18 olarak bulunmustur. Uzun siireli test sonuglarinda ham petroliin %
gideriminde genlesmis perlitin % 63.06, misir koganinin % 38.22 ve elyafin ise % 43.71 olarak bulunmustur. Tuzlu
su kullanilarak yapilan uzun siireli test calismalarinda (%) ham petrol gideriminin; genlesmis perlitin 30.28; misir
koganinin 34.78 ve elyafin 17.42 olarak bulunmustur. Ozgiil ham petrol adsorpsiyon kapasitesinin arastirildig1 kisa
ve uzun siireli test ¢aliymasinda, kisa siireli test i¢in 918 mg/g ile elyafin, uzun siireli test i¢in ise 2588 mg/g ile
genlesmis perlitin en yiiksek adsorpsiyon potansiyeline sahip oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Petrol kirliligi, adsorpsiyon, genlesmis perlit, misir kogani, elyaf
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1. GIRiS

Diinya’da artan endiistrilesmeden dolay1 enerjiye
duyulan ihtiyacin karsilanmasinda, ham petrol ve
tiirevlerinin kullaniminda biiylik artig olmustur [1].
Ham petrol {iiretiminin yapildig1 alanlardan diger
alanlara taginmasi ¢ok biiyiik oranda deniz ulagimi ile
yapilmaktadir [2]. Ham petroliin taginmasi sirasinda,
basta insan hatasindan kaynakli bircok deniz kazasi ve
buna bagli olarak petrol kirliligi meydana gelmektedir
[1-3]. Ayrica petroliin iretimi, depolanmast, rafinerisi,
tasinmast ve ulastirilmasi alanlarinda yonetimsel ve
bazi teknik konulardan kaynaklanan eksiklikler nedeni
ile bu tirden kazalarin olusturduklari atiklar, su
kaynaklarina karigarak kirlilige yol agmaktadir [1-3].
Ancak bu olumsuz etki petroliin miktarina, dagilim
oranina, dagilan alanin yapisina bagl olarak degisiklik
gosterir. Biiytik petrol kirliliklerine neden olan kazalar
nispeten az olmasma karsin, sonuglart olumsuz
cevresel etkiden dolay1 oldukga biiyiik olabilmektedir.
Devletler bu kazalarin dnlenmesi igin etkin ¢oziimler
iretmeye ihtiyag duymaktadirlar. Ddkiilen petrol
miktarin1 minimum diizeye indirecek ¢oziimlerin
bulunmasi ile ¢evrenin korunmasi saglanmis olacaktir
[4]. Yiiksek hidrokarbonlu yapiya sahip olan bu
organik kirliligi 6nlemek ve olumsuz etkilerini
minimize etmek i¢in kiiresel ¢apta ciddi calismalar ve
yatirrmlar yapilmakta ve ¢esitli aritim metotlar
gelistirilmektedir [1]. Aritim i¢in uygulanan kimyasal
ve fiziksel yontemler arasinda elektrokimyasal aritim,
kimyasal koagiilasyon/flokiilasyon, biyolojik
oksidasyon, ozonlama, adsorpsiyon, membran
filtreleme ve biyolojik aritma gibi geleneksel metotlar
yer almaktadir [5-7]. Atik petrol giderimi igin
uygulanan geleneksel metotlardan ikisi flotasyon ve
koagiilasyondur. Flotasyon prosesi, sudan daha az
yogunluga sahip olan petroliin suyun ylizeyinde
yizdiiriilmesi  iglemine  dayanir.  Koagiilasyon
prosesinde ise, destabilize edilen askidaki partikiiller,
kolloidler ve petrol atiklari bir araya gelerek daha
biiyiik floklar olusturularak sudan daha yogun ve agir
hale getirilip ¢oktiiriilerek bertaraf edilir [1]. Atik
petroliin sulu ortamdan aritilmasi geleneksel yontemler
ile giderilemeyecek kadar zor ve karmasik oldugu
bilinmektedir. Geri kazanim i¢in kullanilan geleneksel
yontemler zaman alict ve pahalidir [8]. Dokiilen
petroliin timiinii uzaklastirma islemi sadece zaman
alici olmakla kalmaz, ayni zamanda geri kazanilan
petroliin ¢ogu biiyiik bir enerji kayb1 olan adsorbanla
birlikte atilir [9]. Bu nedenle islenmesi kolay, petrolii
hizli bir sekilde adsorbe edebilen ve biiyik bir
adsorpsiyon kapasitesine sahip adsorbanlara olan
ihtiyag son yillarda artmigtir [8-10]. Calismamizda
Batman Garzan Petrol Sahasindan alinan ham petrol
at1g1 adsorpsiyon yontemiyle giderilmeye galisiimistir.
Adsorban madde olarak misir kocani, elyaf ve
genlesmis perlit kullanilmistir. Sodyum kloriir tuzu
kullanilarak deniz suyuna benzer kosullar elde
edilmeye c¢aligilarak; tuz etkisi, adsorban madde
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miktar1, kisa ve uzun siireli testler ile incelemeler
yapilmigtir.

2. Materyal ve metod

Bu calismada; adsorban malzeme olarak genlesmis
perlit, musir kocani ve elyaf kullanilarak petroli
adsorplama kapasiteleri aragtirtlmistir. Kullanilan
Adsorban malzemelerin bir takim fiziksel 6zellikleri
Tablo 1°de verilmistir. Kullanilan perlit Tagper Perlit
San. Ve Tic. Ltd. S$ti firmasindan, misir kogani ve elyaf
ise yerel marketlerden temin edilmistir. Ham petrol
ornekleri ise Batman Garzan Sahasi bdlgesinden temin
edilmistir. Calismada kullanilan musir  kogani
laboratuvar ortaminda el ile ogiitiilerek ince taneli
boyutlara getirilmistir. Genlesmis perlit ve elyaf ise
herhangi bir isleme tabii tutulmadan dogrudan
kullanilmistir.  Tablo 2°de deneysel ¢alismada
kullanilan ham petroliin 6zellikleri verilmistir.

Tablo 1. Adsorban malzemelerin fiziksel ozellikleri

Spesifik
Yogunluk
Adsorban Boyut (cm) [ylizey alam
(kg/m®)
(m?/g)
. 0.07 (75%
Genlesmis 70-130 (91 ) g8
Perlit 0.43 (25%)
Misir Kogant 721 0.5-1.0 0.51
Elyaf 1.31 4-5 0.17 £ 0,06

Tablo 2. Batman-Garzan Sahasi ham petrolliiniin
ozellikleri

Ozellik Batman-Garzan Sahasi
API gravite 19

Ozgiil Agirhik (g/cm3) 0.894
Viskozite (20 °C, cSt) 9.676

Yiizey alani 6lgiimleri ZEISS SIGMA 300 model
cihazt kullanilarak adsorban malzemelerin ylizey
alanlar1 BET yontemi ile hesaplanmistir. Yapilan
hesaplamada, farkli relatif basinglarda azot gazi
gonderilerek adsorpsiyon ve desorpsiyon Olgiimleri
yapilmis ve BET izotermine gore ylizey alan degerleri
hesaplanmistir. Daha sonra adsorban numuneler
icerisindeki  gozeneklerdeki olusmus olabilecek
tikanmalarin temizlenmesi i¢in vakum altinda 50 °C’da
1 saat siireyle gaz giderme iglemi uygulanmustir.

Adsorbanlarin petrolii adosorplama kapasitelerinin
belirlenmesi igin yapilan deneyler ASTM F726-06
standartlarina gore gerceklestirilmistir [11]. Deneyler
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20 °C’de termostatik calkalayicida 120 devir /dakika
karigtirma hizindal00 mL caligma numuneleri ile 30
dakika kisa stireli ve 180 dakika uzun siireli testlere
tabii tutularak yapilmistir. Calismada kullanilan ham
petrolden 1 mL alinip (0.894 g) 100 ml suya konularak
deneysel ¢aligmalar yapilmistir. Caligmada belirlenen
optimal miktar (5.0 g/L) kullanilarak deneysel igslemler
yapilmigtir. Ayrica adsorbanlardan ¢oken miktarlar
kurutulup tartilarak hesaplama dig1 birakilmistir.
Adsorplama igleminden sonra numuneler 6rgii sepette
30 saat siiziilmiis ve tartimlar1 hassa terazi ile yapilarak
hesaplamalara gegilmistir. Deneyler her bir test ti¢ kez
tekrarlanmis ve bu testlerin aritmetik ortalamasi
alinmugstir.

Olgiim hesaplamalarinda kullanilan denge adsorpsiyon
miktari (qe), ve % giderim bagintilart madde miktarlari
esas alinarak asagidaki denklemlere gdre hesaplandi
[12]:

_ (mg —m)V 1
mo—m
Tutulan petrol (%) = %xwo e e 2
0

Burada, ge bir gram adsorban basina adsorbe edilen
ham petrol miktaridir (mg/g), mo: Baslangi¢c petrol
iktarin1 m¢: Herhangi bir t aninda ortamda kalan petrol
miktarini, V: ¢o6zeltinin hacmini (L) ve W: eklenen
adsorbanin (g) kuru agirligint vermektedir.

3.BULGULAR

3.1. Optimal adsorbent miktarinin belirlenmesi

Sekil 1'de goriildiigii iizere, optimal adsorban
miktarlarimi belirlemek i¢in, 30 dakikalik kisa siireli
deney siirecinde, adsorban dozaj1 2.0, 3.0, 4.0 ve 5.0
g/L gibi farkli miktarlardaki adsorban miktarlari ile bir

dizi deneysel ¢alisma gerceklestirildi.

Grafik incelendiginde optimal adsorban dozajinin
belirlenen siire i¢in, 5.0 g/L ile en yiiksek adsorplanma
kapasitesine sahip oldugu gorilmektedir. Adsorban
miktarinin dozaji 2.0 g/L.’den 5.0 g/L’ye artirildiginda,
adsorpsiyon verimliliginde her ii¢ numune iginde
yaklasik olarak %350'ye yakin oranda bir artis
gozlemlendi. Bunun nedeni, adsorban malzemenin
miktar1 arttikca, kati/sivi oranindaki degisime baglh
olarak adsorbent-adsorbat etkilesmlerin daha fazla
olabilecegi ve buna bagli olarak adsorplanan madde
miktarinda artiga baglanabilir [13,14]. Bu nedenle
optimal adsorban miktar1 5.0 g/L olarak belirlendi ve
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bundan sonra gerceklestirilen deneylerde bu miktar baz
alind1.

< 60
|-
£ 50
o
c 40
]
S 30
=}
2 20
R 10
0
2 3 4 5
Madde miktar (g/L)
U /S
40 3var
N’ BANR

w
o

% Tutulan petrol
= N
o o

2 3 4 5
Madde miktar (g/L)

AT

% Tutulan petrol

3 4 5
Madde miktari (g/L)

Sekil 1. Kisa siireli testte farkli adsorban miktarlarinin
Batman-Garzan petroliiniin % adsorplanma verimi
(Deneysel Kosullar: T:293 K, pH: Dogal pH)

3.2.  Adsorpsiyon iizerine  farkh

adsorbanlarin etkisi

prosesi

Adsorpsiyon prosesinde olay adsorbanin yiizeyinde
gerceklestigi i¢in adsorpsiyon kapasitesi ylizey alani ile
dogrudan orantilidir. Gozenekli yapilarin yiizey alanlari
biyiiktiir. Kiigiik gozenek capina sahip olan katilarin
ylizey alani biiyiik, yogunluklar: ise diisiiktiir buna
karsin biiylik gozenek c¢apma sahip olan katilarin,
ylizey alan1 daha diisilk ve yogunluklar1 ise daha
yiiksektir. Bunun sonucunda adsorbanin partikiil

boyutunun kiigiik, yiizey alaninin genis ve goézenekli
18
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yapida olmasi adsorpsiyonu artiracaktir [2,15,16].
Sekil 2’deki grafikte farkli adsorbanlarin, petroli
adsorplama kapasitelerinin yiizdesi verilmistir.

-
o

W Perlit

S 60 Misir kogant
S 50 |mElyaf
(5]
2 40
c
8 30
>
E 20
N 10

0

2 3 4 5
Madde miktar (g/L)

Sekil 2. Uzun siireli testte farkli adsorban miktarlarinin
Batman-Garzan petroliinii % adsorplanma verimi
(Deneysel Kosullar: T:293 K, pH: Dogal pH)

Sekil 2’den goriildiigii lizere, perlit ile yapilan testlerin
daha iyi sonug verdigi gézlemlenmistir. Bunun nedeni
genlesmis perlitin yiiksek oranda mezo (orta) ve mikro
(kiigiik) gozeneklere sahip oldugu bilinmektedir.
Ayrica mezo gozenek yapisina sahip adsorbanlarin
organik kokenli bilesiklerin adsorpsiyonunda daha
etkin oldugu bilinmektedir [17]. Dolayisiyla daha
biiyiik bir ylizey alanina sahip olan genlesmis perlit bu
calismada daha etkin bir adsorpsiyon verimine sahip
olmustur. Yapilan ¢aligmada misir kogani elyafa gore
daha aktif bir adsorpsiyon sergiledigi gézlemlenmistir.
Fakat adsorban miktar: arttiginda elyafin daha etkin
oldugu tespit edilmistir. Genel olarak yapilan
caligmalarda; organik atik gideriminde hidrofobik
ozellige sahip olan adsorbanlar tercih edilmis, bunun
yaninda hidrofilik karakterli adsorbanlara ise
hidrofobik karakter kazandirilmaya c¢alisilmistir.
Ayrica nisbi hidrofillik 6zellige sahip selilozik elyaf ve
organokil gibi adsorbanlarinda kullanildig:
caligmalarda mevcuttur [18,19]. Farkli adsorbanlarin
petrol tutma kapasiteleri sekil 4’te verilmistir.

3.3. Siirenin adsorpsiyon prosesi iizerine etkisi

Adsorpsiyon prosesinde siire dnemli parametrelerden
biridir. Siirenin proses iizerine olan etkisi Sekil 4’de
verilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde, artan
stire ile adsorpsiyon kapasitesinin arttig1 belirlenmistir.
Artan siire, genlesmis perlitin Batman-Garzan
petroliiniin adsorpsiyonunda en iyi sonucu vermistir.
Kisa siireli test neticesinde elde edilen sonugta ise
elyafin en yiiksek verimi sergiledigi gézlemlenmistir.

J. Ata-Chem.,Volume 3, Issue 1, 16-21, 2023

Agisli ve ark.

2120

% Tutulan

Sekil 4. Farkli adsorbanlar iizerine Batman-Garzan
petroliiniin adsorpsiyon prosesinde siirenin etkisi
(Deneysel Kosullar: T:293 K, pH: Dogal pH,
Adsorbent miktart: 5 g/L)

3.4. Petrol Adsorpsiyonunda Tuzlu Suyun EtkKisi

Tuz adsorpsiyon prosesini olumsuz etkileyen bir etken
oldugu bilinmektedir. Yapilan deneysel c¢alismalarda
ti¢ tiir adsorban malzemenin de tuzlu suyu adsorplama
kapasitelerinin, tatli suya gore daha diisik oldugu
goriilmiistiir. Bu caligmada bulunan sonu¢ Cubuk ve
arkadaglan tarafindan farkli adsorbanlar kullanilarak
yapilan c¢alisma ile benzer bir sonucu vermistir [2].
Tuzlu suda adsorpsiyonun diisiik olmasinin nedeni, tuz
ilavesinin su yogunlugunu ve iyon yiikiini artirdigi
bunun sonucunda prosesteki adsorpsiyon prosesinde
difizyonu azalttigi disliniilmektedir. Literatiirde
¢ozeltideki iyon yiikiiniin artmasinin adsorpsiyon hizini
diigtirdigi bildirilmektedir [20]. Benzer ¢aligmalarda
oldugu gibi, bu calismada da deniz suyunu simiile
edebilmek i¢in NaCl igeren su kullanilmigtir [21,22].
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Kiitlece %2.5’liikk NaCl igeren su numunesi ve uzun
stireli teste gore petroliin adsorbentler tarafindan %
tutulma kapasiteleri Sekil 5’de verilmistir.

Grafikten goriildiigii iizere, adsorbantlarin tuzlu suyu
adsorplama kabiliyetlerinin tath suya gore daha diisiik
oldugu literatiir ile uyumludur. Bu duruma sudaki iyon
yiikiinlin artisindan kaynakli olarak, prosesin difiizyona
olan olumsuz etkisinden dolay1, adsorplanma hizinin
diismesinden kaynaklanmaktadir [20]. Ayrica tuzun
adsorbentlerin aktif bolgelerine adsorplanmasi ve buna
bagli olarak zeta potansiyelinin degigmesi sonucunda
adsorbentin performansinda bir azalmanin olabilecegi
diisiintilmektedir. Bu durumda kullanilan adsorban
malzemelerin denizde petrol kaynakli kirliliklerin
uzaklastirilmasinda tatli suya gore daha az etkin oldugu
goriilmektedir. Petrol gideriminin amaglandig1 benzer
bir ¢alismada, organokil gibi tam hidrofobik olmayan
malzemeler ile yapilan giderimde, ham pamuk elyafina
yakin sonuglar elde edilmistir [18].

80 ® Tuzlusu = Su
o
)
& 60
c
] 8,22
8 34,785,
g 40
I_
X 20

0
Genlesmis perlit Misir kogant

Elyaf

Sekil 5. Uzun siireli test sonucunda adsorbantlarin tuzlu
suda ve suda ham petrolii (%) adsorplama kapasitesi
(Deneysel Kosullar: T:293 K, pH: Dogal pH,
Adsorbent miktart: 5 g/L)

3.5. Adsorban malzemelerin
adsorplama kapasiteleri

ozgiill  petrol

ASTM F726-06 test standardina gore yapilan petrol
adsoplama test sonuglar1 Tablo 3’de verilmistir. Ozgiil
petrol adsorplama kapasiteleri agagidaki bagintiya gore
belirlenmistir [8].

(my —my)
7m0 fet e en e e e e e e e e e s

0SC =

Burada;
0SC: Ozgiil petrol adsorplama kapasitesi

mMo: Test dncesi adsorban agirlig:
my: Test sonrasi adsorban agirligi
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Tablo 3’de kisa ve uzun siireli test verilerine gore, farkll
absorbanlarin, kisa siireli teste gore oOzgiil petrol
adsorplama kapasitesinde en diisiik verimin genlesmis
perlitte en yiiksek verimin ise elyaf da oldugu
goriilmiistiir. Ayni sekilde uzun siireli test verileri géz
Oniine alindiginda en yiiksek verimin genlesmis perlitte
ve en az verimin ise musir koganinda oldugu
belirlenmistir. Adsorbanlarin petrol ile birlikte suyu da

adsorplamasi,  adsorbanlarin  hidrofilik  yapida
olduklarini gostermektedir.
Tablo 3. Adsorban malzemelerin 6zgiil petrol

adsorplama kapasiteleri

Ads. Kisa siireli test Uzun siireli test
Malzeme

mo(g) | my(g) | OSC | mo(g) | mi(g) | OSC
Sg:;ilmeIS 0432 | 0.762 | 0.764 | 0.262 | 0.940 | 2.588
Misir 0412 | 0.750 | 0.820 | 0.413 | 1.118 | 1.707
Kogani
Elyaf 0414 | 0.794 | 0.918 | 0.375 | 1.074 | 1.864
4. SONUCLAR VE TARTISMA
Yapilan deneyler neticesinde, optimal adsorban

miktarmin her bir malzeme i¢in i¢in 5.0 g/L olarak
bulunmustur. Diger taraftan, Adsorban olarak
kullanilan perlit, misir kocant ve elyaf malzemelerinin
petrol giderimi etkinliginin degerlendirilmesinde, uzun
stireli test i¢in genlestirilmis perlitin en iyi sonucu
verdigi goézlemlenmistir. Ayrica kullanilan her ii¢
adsorbanin da petrol kirliliklerinin giderilmesinde

temizleme sorbentleri olarak kullanilabilmelerine
imkan  saglanacagi  diisiinilmektedir.  Ayrica
malzemelerin  modifikasyon ile hidrofobisitesi

artirilarak daha etkin oranlarda ham petrol adsorplanma
veriminin artirtllabilecegi diisiiniilmektedir.

Cikar catismalar
Yazaralar arasinda herhangi bir c¢ikar ¢atismasi
bulunmamaktadir.

Etik Onay: Bu
gerekmemektedir.

calisma i¢cin Etik  Onay1
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Abstract: In the literature, the general name cyclitol is used to describe all cyclic alcohols. Thus, cyclitols are defined
as cyclic compounds with more than one hydroxy group in their structure. The use of cyclitols in the treatment of
cancer, ulcers and fractures and the biological activity of its derivatives as antileukemic, antitumor and enzyme
inhibitors have increased the importance of stereospecific and short-cut synthesis of these compounds. In this review,
general information is given about the six-ringed cyclitols inositol, quersitol, conduritol, carba-sugar, gabosins,
which are stated as the main cyclitols.

Keywords: Inositol, quercitol, conduritol, carba-sugar, gabosin.

Siklik Polialkoller: Inositol, Quersitol, Konduritol, Karba-Seker ve Gabosin

Ozet: Literatiirde tiim siklik alkolleri belirtmek icin genel olarak siklitol adi kullanilmaktadir. Boylece siklitoller
yapisinda birden fazla hidroksi grubu bulunan siklik yapidaki bilesikler olarak tanimlanmiglardir. Siklitollerin
kanser, tlser ve kiriklarin tedavisinde kullanilmasi ve tlirevlerinin ise antilésemik, antitimor ve enzim inhibitorii
olarak biyolojik aktivite gostermesi bu bilesiklerin stereospesifik ve kisa yoldan sentezinin 6énemini artirmistir. Bu
incelemede temel siklitoller olarak belirtilen alti halkali siklitoller inositol, quersitol, konduritol, karba-seker ve
gabosinler hakkinda genel bilgi verilmistir.

Anahtar Kelimeler: Inositol, quercitol, konduritol, karba-seker, gabosin.
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1. GIRIS ve GELISME

Siklitol kelimesi, bir halkada hidroksil gruplarinin
dogrudan bagli oldugu karbosiklik polialkoller igin
kullanilir [1]. Biitiin siklitoller dogal firiin olarak
tanimlanmaktadir. Karbonhidrat grubunda olan
inasitoller, quersitoller, konduritoller, karba-sekerler
ve gabosinler [2] (Sekil 1) biyolojik sistemlerde etkili
reaktifler olarak Onemlidir. Karbonhidratlar ise
glikoprotein ve glikolipitlerin bilesenlerinden olan
onemli biyomolekiiller olup genis bir yelpazede
biyolojik aktivite gostermektedir. Bu bilesiklerin
biyolojik sistemlerdeki rolleri sebebiyle sentezi ve
gelistirilmesine biiyiik 6nem verilmistir [3].

1.1 inositoller

Siklitoller arasinda, glikosidaz inhibitorleri, hiicreler
arasi iletisim, protein baglama, fosfat depolama vb.
dahil olmak {iizere dikkat ¢ekici, kapsamli ve dnemli
biyolojik islevleri nedeniyle inositoller biiyiik 6neme
sahiptirler. Inositoller, sikloheksanhekzol yapisina
sahip dokuz izomeri olan bir siklitol sinifidir. Bu
izomerleden myo-, chiro-, scyllo-, muco- ve neo-
inositoller dogal olan ve cis-, epi- ve allo-inositoller de
dogal olmayan izomerlerdir (Sekil 2). Posternak myo-
inositol i¢in, bitkilerin temel bir bileseni olup tespiti
icin yeterli tekniklerin kullanilmasi kosuluyla her
yerde bulunabilecegini ifade etmistir [4a].

OH OH OH
HO OH HO OH HO
HO OH HO OH HO
OH OH
Inositol Quersitol Konduritol
OH o
HO OH HO CH3
HO HO
OH OH

Karba-seker (-)-Gabosin

Sekil 1. Inositol, quersitol, konduritol, karba-seker ve
gabosin molekiillerinin organik yapisi

Dogada en ¢ok bulunan siklitol olan miyo-Inositol,
okaryotik hiicrelerde bir dizi ikincil haberci igin
onemli bir rol oynar [4a]. Son yillarda, hiicre
biliylimesi gibi gesitli hiicresel islevlerde 6nemli rol
oynayan inositol fosfatlar, apoptoz, hiicre migrasyonu,
endositoz ve hiicre farklilasmasi 6zellikle aragtirilmig
ve hiicresel sinyal olaylarinda hayati biyolojik ve
fizyolojik islevlere sahip olan yeni tiirevler
kesfedilmistir [4].
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D-chiro-inositol L-chiro-inositol

a)
OH OH
HO OH HO:C‘j/OH
HO OH HO” > “OH
OH OH

cis-inositol allo-inositol

epi-inositol

b)

Sekil 2. a) Dogal olan inositoller; b) Dogal olmayan
inositoller

1.2. Quersitoller

Quersitoller (Sekil 3), siklitol ailesinin bir iiyesi olup
siklohekzan pentol yapisina sahip dogal iirinlerdir [5].
Quersitol, sikloheksan halkasi tizerindeki hidroksi
gruplarinin  konfigiirasyonuna goére 10  farkli
stereoizomer ile gosterilmistir. Adimi bu bilesigin bol
miktarda bulundugu Quercus cinsi bitkilerden
almigtir.  Genel olarak sikloheksanpentol veya
deoksiinositol i¢in kullanilan genel bir isimdir [6].

Quersitoller Chamaerops humilis [7] gibi bir¢ok bitki
tirtinde de tespit edilmistir. Stephania hernandifolia
[8], Mimusops hexandra [9,10], Acetabularia
crenulata [11], Pachygone ovate [12], ve Eucalyptus
sp. [13] tiirleride quersitol bilesikleri igerdigi
belirlenmistir. Bu  bitkilerde quersitol'in  diger
siklitollerle birlikte goriilmesi, Quercus [14-16] ve
Eucalyptus [17] tlrlerinin taksonomik belirteci olarak
tespit edilmistir.

Quersitollerin  bitkilerde fizyolojik olarak stres
toleransinda ve kimyasal savunmasinda dnemli rolleri
vardir. Mese agaglarinda (Quercus robur L.) uzun
stireli kuraklik stresi (glikoz, fruktoz ve galaktoz gibi
kolayca metabolize olabilen karbonhidratlar yerine)
quersitol ve manitol gibi daha kararli ve koruyucu
osmolitlerin olustugu gézlenmistir [18]. Ayrica Pirnal
Mese olarak bilinen Akdeniz sklerofil mese agacinin
(Quercus ilex) yaralanma tedavisi iizerine yapilan
calismada otgul zararlilarin saldirisiyla quersitol ve
kinik asit gibi karbon agisindan zengin ikincil
metabolitlerin miktarinda artig gdzlenmistir [19].
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Mese agacindan yapilan figilarda geleneksel olarak
mayalanan saraplarda tespit edilen quersitol,
sarapcilik endiistrisinde de hizlandirilmig
olgunlastirmada kullanilan mese talagi uygulamasinda
bir belirteg olarak kullanilmasi i¢in alternatif bir teknik
olarak onerilmistir [16]. Benzer sekilde quersitol ve
siklitollerin miktar tayini yaklagimi, mese ballarin
farkli ¢iceklerinin nektar ballarindan ayirt etmek igin
de Onerilmistir [20].

Quersitoller, glukozun endosiklik oksijenin bir
metilen grubu ile degistirilmesiyle {iretilen siklik
monosakarit analoglaridir. Bu metilen, kondiritolleri
glikosidaz enzimleri tarafindan bozunmaya karsi
hidrolitik olarak kararli hale getirmektedir [21].
Quersitol, glukoza benzer yapisal 6zelliklere sahip
oldugu icin, glukozidaz enzimine baglanirken bu
sekeri taklit etmesi beklenmektedir. Bu yaklagim yeni
antidiyabetik ajanlarin  sentezine yon verecegi
umuduyla, glukozidaz ve diger glikosidaz
inhibitorlerini sentezlemek i¢in bir Oncii olarak
Quersitol'in  daha fazla tanitilmasina katkida
bulunmustur [22,23].

Quersitoller glikosidazlarin potansiyel inhibitorleri
olmasinin yani sira sekonder metabolit olarak da farkli
biyolojik aktivitelere sahiptirler. Ornegin son
aragtirmalar, quersitoliin bazi okaliptiis tiirlerinde
ozmotik potansiyelin ayarlanmasina Snemli dlgiide
katkida bulundugunu gostermistir [24].

OH OH OH
O_“&\OH @_M\OH O/OH
HO" > “oH HO" Y OH HO" Y “OH
OH OH OH
cis allo epi
OH OH OH
HO" > SoH HO" Y "o HO" Y oH
OH OH OH
muco talo vibo
OH OH
+OH WOH
HOY Y oH  HO” Y “OH
OH OH
pI"OlO neo
OH OH
OH CiOH
HO >N oH HO" 7~ TOH
OH OH
scallo galo

Sekil 3. Quersitol diastereomerlerinin yapilar.
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Quersitol'in 16 stereoizomeri vardir. Bunlarin 4'4
simetrik ve diger 12'si 6 ¢ift optik ayna goriintiisiinde
gruplandirilmstir. Bitkilerde Quersitol'iin yalnizca ii¢
optik¢e aktif formu bulunmustur. Bunlar (+)-proto-
quersitol, (-)-proto-quersitol ve (-)-vibo-quersitoldiir.
[25]. Bilinen ilk sikloheksanpentol, polarize 15181 saga
ceviren siklitol (+)-proto-Quersitol 1800 li yillarin
ortalarinda  mese (quercus) palamudundan
saflagtirtlmistir [25a]. Daha sonra 1961 yilina kadar
bilinmeyen ve eucalyptus populnea agacinin
yapraklarinda da polarize 15181 sola geviren izomer (-)-
proto-Quersitol bulunmustur [25d].

1.3. Konduritol

Konduritol terimi, siklo(heks)-5-en-1,2,3,4-tetrollerin
izomerleri i¢in kullanilan bir isimdir. Siklitoller, ii¢
veya daha fazla halka atomunun her biri {izerinde bir
hidroksil grubu igeren sikloalkanlar olarak tanimlanir;
yani sikloalkan poliollerdir [26]. Polisiklik olanlar da
dahil olmak tizere diger halka yapilarina
uygulanmistir. Bu nedenle, yukaridaki tanima gore
konduritoller sikloalkanlar degilde sikloalkenler
olduklari i¢in siklitol degildir, ancak literatiirde siklitol
terimi genellikle bir polihidroksillenmis siklik bilesik
anlamimda  kullanilmaktadir. Ancak sikloalken
olmalarina ragmen quersitol ve inositollerin
sentezinde de yaygin olarak kullanildiklari i¢in siklitol
olarak smiflandirilmistir.

Kiibler, 1908'de Marsdema Condurango asmasinin
kabugundan yeni bir alkol izole etmis ve adin1 bitkinin
isminden dolay1r konduritol olarak adlandirmistir.
Kiibler  saflastirdigi  bilesik  {izerine  yaptigi
incelemelerde optikge aktif olmadigini ve doymamis
siklik yapiya sahip oldugunu belirlemistir [27].
ilerleyen zamanda Dangschat, Fisher [28] ve Kern
[29] tarafindan yapisinin arastirilmasi  sonucu
saflastirilan bilegigin konduritol A yapisinda oldugunu
gostermislerdir. Konduritoliin altt diastereomerinin
olugmasi miimkiindiir. Diastereoizomerler A. B, C, D,
E ve F olarak etiketlenmistir (Sekil 4). Konduritol A-
F'den olusan konduritol ailesi, ikisi mezo (A ve D) ve
dordii D,L ¢ifti (B, C, E ve F) oldugundan, 10 izomerik
form igerir [4,30]. Tim olas1 konduritol izomerleri
sentezlenmis ve biyolojik dnemleri incelenmistir.

OH OH OH
CC)H ‘__OH ('j:OH
~ OH ;""”’OH < oH
OH OH OH
4 B c
OH OH OH
OH OH O:OH
OH < "OH <" OH
OH OH OH
D E F

Sekil 4. Konduritol yapilari.
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Dangschat, Fisher [28] ve Kern [29] tarafindan
konduritol-A'nin kesfi, ¢ok sayida izomerin yani sira
inositol tilirevlerinin sentezinin yolunu ag¢mustir.
Dogada, sadece konduritol A ve F' nin olusumu tespit
edilmistir [30]. Bunlardan konduritol F, yesil
bitkilerde kii¢iik miktarlarda bulunurken, konduritol A
belirli tropikal bitki aileleriyle sinirlidir ve ozellikle
Hindistan ve Asya'da yaklasik 2000 yildir diyabete
kars1 kullanilan popiiler bir ilacin temelidir. Bir ¢ali
olan Gymnena sylvestre'den izole edilmektedir [31].
Diger dort konduritol, sentez yoluyla elde edilen ve
dogada bulunmayan izomerlerdir [32, 33].

Konduritoller (sikloheks-5-en-1,2,3,4-tetroller),
biyolojik olarak aktif bilesiklerin sentezi igin
baslangic malzemeleri olarak degerli bir poliol
smifidir. Bu sebeple, inositol fosfat, quersitoller,
siklofellitol, pseudo-sekerler, pankratistatin, likoridin,
aminoglikozid antibiyotikler, seker
analoglari, vb. ile 6rneklenen biyolojik dneme sahip
siklitollerin hazirlanmasi i¢in sentetik Oncii olarak
kullanilmistir  [32]. Bazt  konduritol
antifeedant (bazi bitkilerde dogal olarak bulunan ve

amino asit

tirevleri

onlar1 yiyen bocekleri veya diger hayvanlari olumsuz
yonde etkileyen bir madde), antibiyotik, timor
onleyici, 16semi Onleyici ve biiyiime diizenleyici
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir [32].

Konduritol A, bagirsak glikoz emilimini &nleme
kabiliyeti obezite ve diyabet tedavisinde bir ajan
olarak kullanimi1 nedeniyle bu bilesikler arasinda
oldukga 6nemligir bir yere sahiptir. Etki mekanizmasi
belirsiz kalsa da Miyatake [34] konduritol A' nin
hipoglisemik etkisinin, aldozlar1 seker alkollerine
dontistiiren enzim olan lens aldoz rediiktazinin
inhibisyonunun bir sonucu olarak diyabetik siganlarda
katarakt gelisimini Onledigini gostermistir. Ayrica,
konduritol A' nin hipoglisemik aktivitesi, tiimii trans
hidroksil konfigiirasyonuna sahip olan konduritol B
tarafindan da gosterilmis ve ayrica izole edilmis
pankreatik adaciklardan insiilin salinimimi modiile
ettigi belirlenmistir.

1.4. Karba-Seker

pai )

"Karbohidrat mimetigi" terimi, siklikla, birden fazla
hidroksi grubuna sahip olan ve bu nedenle bir
sakkarite benzeyen herhangi bir karbonhidrat tiirevini
veya bagka bir bilesigi ifade etmek icin kullanilir. 1966
[35] ve 1968 [36] yillar1 arasinda McCasland aragtirma
grubu, bir monosakkaritin halka oksijeninin bir
metilen grubu ile degistirildigi bir dizi tiirev gelistirdi
(Sekil 5). Bu tiir bilesiklere su anda "karba-sekerler"
denmesine ragmen, bu tiir bilesikler ailesi i¢in "s6zde
sekerler" terimini genel kullanilir hale getirdiler.
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‘L OH OH
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OH OH OH
OH OH OH
OH OH OH

a-D-talopiranoz a-D-galaktopiranoz a-D-gulopiranoz

Sekil 5. McCasland ve grubu tarfindan sentezlenen
bazi karba-gekerler [44] ve karsilik gelen "gercek"
sekerler.

Arastirmacilar, karba sekerlerin orijinal sekerlere
yapisal benzerliginin, ilgili gergek sekerler yerine
enzimler veya diger biyolojik sistemler tarafindan
tanimlanmalarini saglayacagini varsaydilar. Daha da
onemlisi, gergek dogal sekerlerle yiiksek bir benzerligi
garanti ederken, hafif degisiklik, endojen parcalayici
enzimlere kars1 daha fazla kararliliga sahip bilesikler
sagladig1 goriislinii benimseyerek bunu destekleyen
calismalar yapmuslardir [37].

5a-karba-R-d-galaktopiranoz, Streptomyces'in
fermantasyon suyundan dogal bir iiriin olarak izole
edilmigtir [38]. Giiniimiize kadar olan ¢aligmalarda da
karba  sekerlerin  kimyasal,  biyolojik  ve
konformasyonel kapsamli  bir sekilde
incelenmis [39, 40] ve enzim inhibisyonu, lektin

yonleri

baglama ve hatta HIV ve kanser tedavisi iizerine
aragtirmalar yapilmistir [41-43]. Furanoz yapili karba
sekerlerde [45-46] piranoz yapili karba seker gibi
basarili bir gsekilde dogal kaynaklardan saflastirilmigtir
[47-50].

OH

Ot
o
e

Sekil 7. Dogal kaynaklardan saflastirilan karba-
piranoz tiirevleri [47-50]
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HO HO. HO HO
%jioﬂ Ej:\OH HO%'(\S:OH HO&:OH
HNY Y S0H gt >N Yo 1Nt Y YoH NN YoH
OH oH OH OH
Valienamin Validamin Hidrosivalidamin Valiolamin

Sekil 8. Dogal olarak olusan amino karbonhidrat
piranozlar [51-55]

Inositollerle yakindan alakali karba-sekerler dnceden
de belirtildigi gibi pseudo-seker olarak da bilinirler.
Bir o-D-galaktopiranoz Klebsiella
bakterilerinin biiylime inhibitorii 6zelligi gosterir ve
steptomyces fermantasyonunda bulunurlar. a-D-
galaktopiranozun bir analogu olan validanin ve
valienamin sirasiyla antibiyotik validamisin B ve
akarbozun N-bagli bilesikleridir [56].
antibiyotik olan validamisin A dogada bulunan karba-
sekerlerden olusan bir biyolojik aktif dogal tirlindiir.
1970 de pseudo-sekerlerin bir trisakkariti olarak
saflagtirilmistir. Bunlarin yedi tane daha homologu
olan antibiyotikler (validamysin B-H) ve yeni karba-
amino  seker tirevi  bilesikler:  validamin,
hidroksivalidamin, valienamin ve valiolaminde
sentezlenmistir (Sekil 8). Daha sonra 1976-1982
yillar1 arasinda birgok c¢alisma grubu o-amilaz
akarboz ve pseudo-seker
inhibitorii olarak izole etmiglerdir. 1973 yilinda ise
zayiff  bir  antibiyotik 5a-karba-o-D-
galaktapiranoz Streptomyces den izole edilmistir [56].

tlirevi

Zirai bir

inhibitori tlirevlerini

olan

1.5. Gabosin

Gabosinler (Sekil 9), antibiyotik, antikanser ve DNA
baglama ozellikleri gibi ilging biyoaktiviteler gdsteren
hidroksillenmis sikloheksenonlar ve sikloheksanonlar
ailesine ait ikincil bir metabolittir. 1974' te
Streptomyces tiir bakterilerden gabosin C' nin ilk
izolasyonundan [57] bu yana 15 bagka gabosin izole
edilmistir [58]. Bu dogal iiriinler, karba-sekerler
familyasinda smiflandirilabilir [59]. Bu baza duyarh
ketokarba-sekerlerin  her biri, bir veya
hidroksimetil siibstitiientli bir trihidroksillenmis
sikloheksanon veya sikloheksenon ¢ekirdegi icerir.
Yapisal cesitlilikleri, iki ila dort asimetrik
merkezlerindeki bagil ve mutlak konfiglirasyon
varyasyonlarindan ve/veya karbon zincirindeki metil

metil

veya hidroksimetil gruplarindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 9. Ikincil metabolitler olarak gabosin ailesi.

2. SONUC

Karbonhidratlar genellikle gida kaynaklart olarak
diistiniilir.  Oligosakkaritlerin  biyolojik  rolleri,
proteinlerin ve niikleik asitlerin rollerine kiyasla
gecmiste birgok yonden goz ardi edilmistir. Ornegin
kan gruplarinin antijenik belirleyicilerinin
karbonhidrat  yapilar1  oldugu yillardir
bilinmesine ragmen, genel olarak karbonhidratlarin
O6nemi tam olarak anlasilamamistir. Son yillarda

uzun

oligosakkaritlerin biyolojik rolii hakkinda ¢ok sey
6grenildi ve bu, glikobiyoloji ad1 verilen yeni bir alana
yol agt1.

Bu derlemede, siklitol olarak siniflandirmanin ilk
iyeleri olarak kabul edilen inisitol, quersitol ve
konduritoller ve bunlarla ilgili tirevler olan karba-
sekerler ve gabosinleri hakkinda genel bilgi
icermektedir. Bu derleme ile yukarida belirtilen
bilesikleri tanimak i¢in bilgi verilmektedir.
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Abstract: It has been determined that Glutathione S-transferases (GSTs) and Glutathione reductase (GR) activities
increase in cancer cells and contribute to the progression of cancer by causing multidrug resistance (MDR). The
enzyme glutathione reductase catalyzes the transfer of electrons between oxidized glutathione (GSSG) and
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, reduced form, (NADPH). The resulting reduced glutathione (GSH)
can detoxify various xenobiotics by attacking the electrophilic center in the catalysis of GSTs. Detoxification of
anticancer drugs with increased expression of GST and GR in cancer cells reduces the effectiveness of these drugs.
GST and GR inhibition is an important approach in cancer treatments. In this study, from human erythrocytes, GR
was isolated using 2',5'-ADP Sepharose 4B affinity chromatography method with 16.912 EU/mg protein specific
activity, and GST was isolated by using the Glutathione Agarose affinity chromatography method with 4.88 EU/mg
protein specific activity. After the isolation of the enzymes, the inhibition effects of vanillin, epicatechin, and
catechin on the activities were investigated. None of the three substances inhibited GST. Vanillin and epicatechin
were found to inhibit GR with 1Csg values of 86.25 uM and 345 uM, respectively. The elucidation of the inhibition
mechanism was carried out by molecular docking studies conducted using the AutoDock program. It has been
thought that the findings obtained as a result of this study will guide the design of inhibitors in GR and GST targeted
therapies.

Keywords: Glutathione, vanillin, epicatechin, catechin, inhibition, molecular docking.

Baz fenolik bilesiklerle glutatyon s-transferaz ve glutatyon rediiktaz inhibisyonu: in
vitro ve in siliko analiz

Ozet: Glutatyon S-transferazlar (GSTs) ve Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitelerinin kanser hiicresinde arttig1 ve coklu
ila¢ direncine (MDR) sebep olarak kanserin ilerlemesine katkida bulundugu belirlenmistir. Glutatyon rediiktaz
okside glutatyon (GSSG) ile indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) arasinda elektron
transferini katalize eder. Bu reaksiyon sonucu olusan rediikte glutatyon (GSH) GSTs katalizliginde cesitli
ksenobiyotiklerin elektrofilik merkezine saldirarak detoksifiye eder. Kanser hiicrelerinde antikanser ilaglarin artan
GST ve GR ekspresyonu ile detoksifikasyonu bu ilaglarin etkinligini azaltir. Bu nedenle kanser tedavilerinde GST
ve GR inhibisyonu 6nemli bir yaklasimdir. Bu ¢alismada, insan eritrositlerinden GR izolasyonu 2',5'-ADP Sepharose
4B afinite kromatografisi yontemiyle 16,912 EU/mg protein spesifik aktiviteyle, GST izolasyonu ise Glutatyon
Agaroz afinite kromatografisi yontemiyle 4,88 EU/mg protein spesifik aktiviteyle gergeklestirilmistir. Enzimlerin
izolasyonundan sonra vanilin, epikatekin ve katekinin aktiviteler {izerine inhibisyon etkisi incelenmistir. Her {i¢
madde de GST’yi inhibe etmezken, vanilin ve epikatekinin GR’yi sirasiyla 86.25 uM ve 345 uM ICsg degerleriyle
inhibe ettigi belirlenmistir. inhibisyon mekanizmasinin aydimlatiimasi ise AutoDock programi kullanilarak
molekiiler yerlestirme ¢alismalari ile gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen bulgularin GR ve GST
hedefli tedavilerde inhibitdr tasarimina yon verecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Glutatyon, vanilin, epikatekin, katekin, inhibisyon, molekiiler yerlestirme.
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1.  INTRODUCTION

The family of enzymes known as Glutathione S-
transferases (GSTSs) has a crucial function in protection
against oxidative stress and detoxification the cellular
environment. These enzymes catalyze the conjugation
of glutathione with a wide range of electrophilic
compounds, resulting in their neutralization and
excretion from the body. GSTs are expressed in various
tissues and cell types, with different subtypes showing
specific associations with certain cellular functions and
tissue types. For example, Due to its involvement in
cancer development and drug resistance, GSTP1 has
become an appealing target for the treatment of cancer
[1,2].

The broad substrate specificity and detoxification
function of GSTs make them essential in maintaining
cellular  homeostasis and  protecting  against
environmental toxins and carcinogens. The expression
of GSTs can be influenced by various factors, including
genetic polymorphisms, environmental exposures, and
disease states [3,4].

There is a close relationship between GST and
glutathione reductase (GR), as GR plays a critical role
in  maintaining intracellular levels of reduced
glutathione (GSH), which is essential for GST function.
The regeneration of GSH from its oxidized form
(GSSG), which is produced during some antioxidant
enzyme-catalyzed processes, is carried out by GR [5,6].

GR is a ubiquitous enzyme which is essential for
preserving the balance of redox inside cells by
catalyzing the reduction of GSSG to its reduced form
(GSH), which is essential for several cellular processes
[6]. GR is highly expressed in various tissues, including
liver, erythrocytes, and brain, where it plays a critical
role in protecting cells against oxidative stress by
regulating the levels of GSH. GR expression can be
influenced by various factors, including genetic
polymorphisms and environmental exposures, which
can lead to altered cellular redox status and increased
susceptibility to oxidative damage [6]. Given its central
role in redox homeostasis, GR has emerged as a
promising drug target for various diseases, including
cancer, inflammatory diseases, and parasitic infections
[7.8].

Given their involvement in drug metabolism and the
detoxification of xenobiotics, GSTs have emerged as a
promising drug target for various diseases, including
cancer, inflammatory diseases, and parasitic infections.
The development of GST inhibitors has the potential to
improve treatment outcomes and overcome drug
resistance [9,10]. This study will provide an overview
of GSTs, their functions and expression, and their
potential as a drug target for various diseases.

The development of GR inhibitors has the potential to
improve treatment outcomes by disrupting redox
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balance in diseased cells and
susceptibility to oxidative stress [6].
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Figure 1. Structures of phenolic compounds that was
used in inhibition studies

Phenolic compounds are a class of natural or synthetic
compounds characterized by the presence of one or
more phenol rings. These compounds exhibit diverse
biological functions, such as antioxidative, anti-
inflammatory, and antitumor effects. Due to their
diverse  pharmacological  activities, phenolic
compounds have become a focus of drug discovery and
development [11].

So, in this study it was aimed to investigate the
inhibitory effects of phenolics such as vanillin,
epicatechin, and catechin on the activities of human
erythrocytes GST and GR.

2. MATERIALS AND METHOD
2.1. Materials

Isolation of GR and GST enzymes was carried out
using human blood obtained from healthy donors
through the Turkish Red Crescent (Erzurum branch).
The chemicals used in the experiments for isolating and
testing activity were obtained from E. Merk AG, Fluka,
and Benzoate derivatives from Fluorochem.

2.2. Activity assays

The activity of GST was determined according to the
method proposed by Habig et al., (1974) with slight
modifications [12,13]. Activity monitoring was carried
out at 340 nm and 25°C using a UV-Vis
Spectrophotometer. The reaction medium consisted of
10 mM phosphate buffer (pH 6.5), 2 mM GSH, 2.5 mM
CDNB, and enzyme eluate.

The GR activity was determined based on the method
proposed by Carlberg and Mannervik, (1981) with
slight modifications [14,15]. The activity measurement
was conducted using a Beckman Coulter DU 730
UV/Vis Spectrophotometer at 340 nm. The assay
medium consisted of 10 mM phosphate buffer (pH 7.5),
2 mM GSSG, enzyme eluate, and 0.2 mM NADPH.
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2.3. Inhibition assays

To investigate effects of inhibition of the phenolic
compounds on GST and GR enzymes, the proteins
were first isolated from human blood using affinity
chromatography techniques, as previously described in
the literature. Hemolysate was prepared by separating
erythrocytes from whole blood using the detailed
procedure in Giiller, (2021) [16].

GST and GR were isolated using Glutathione Agarose
and 2',5-ADP Sepharose 4B affinity columns,
respectively [13,15]. Three different phenolic
compounds, namely catechin, epicatechin, and vanillin,
listed in Table 1, were tested as inhibitors. Stock
solutions of each inhibitor were prepared at a
concentration of 1 mg/mL. To determine the I1Cso
values, enzyme activities were measured at varying
concentrations of inhibitors.

2.4. Molecular Docking

The molecular docking study was conducted to
investigate the possible types of interactions and
energies between the molecules and the enzymes.
AutoDock 4.2 was used for the study. The ligands were
prepared by drawing the three-dimensional structures
of the derivatives as *sdf files with ChemDraw
software. The *sdf files were then converted to *pdb
format using Avogadro software. The ligands were
further prepared by creating rotatable torsions with the
Autodock tool and saved as a *pdbqt file. The receptor
protein used in this study was hGR (PDB code: 1XAN)
[17] of which crystal structure (*pdb file type) were
obtained from the protein database
(http://www.rcsb.org/pdb). The AutoDock tool was
used to prepare the proteins, and Kollman charges were
added to them. The resulting proteins were saved in
*pdbqgt format [18,19].

3 RESULTS AND DISCUSSION

To investigate new inhibitors of GST and GR is
important because these enzymes play critical roles in
maintaining cellular homeostasis and protecting against
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oxidative stress and environmental toxins. However,
their overexpression has been linked to various
diseases, including cancer, inflammatory diseases, and
parasitic infections. In particular, GSTs have been
implicated in drug resistance, making them an
attractive target for cancer treatment. Additionally,
inhibition of GR activity can lead to increased levels of
oxidized glutathione (GSSG), which has been
associated with various diseases, including cancer and
Alzheimer's disease [20,21]. Therefore, the
development of new inhibitors of GST and GR has the
potential to improve treatment outcomes for these
diseases and overcome drug resistance [21,22]. One of
the important applications of phenolic compounds in
drug design is as inhibitors of target enzymes such as
GST and GR. These enzymes play critical roles in
cellular detoxification and protection against oxidative
stress, but they are also involved in drug resistance in
cancer and other diseases. Phenolic compounds have
been shown to inhibit the activity of GST and GR,
which can enhance the efficacy of chemotherapy drugs
and overcome drug resistance. Furthermore, phenolic
compounds are generally safe and well-tolerated,
making them attractive candidates for drug
development. Overall, the use of phenolic compounds
as inhibitors of target enzymes in drug design offers a
promising approach to developing new and effective
treatments for a variety of diseases [23,24].

This study was focused on in vitro inhibition of human
erythrocytes GR and GST by some phenolic compound
and inhibition profiles were predicted by molecular
docking analysis.

For in vitro inhibition studies, firstly, GR and GST
were isolated from human erythrocytes with the
specific activities of 16.912 EU/mg protein and 4.88
EU/mg protein respectively. Then, solutions of the
compounds were prepared at a concentration of 1
mg/mL, and adequate dilutions were made until
appropriate concentrations were reached. According to
the inhibition studies, it was found that while catechin
did not show an inhibitory effect, vanillin and
epicatechin inhibited hGR with ICsy values of 86.25
UM and 345 puM, respectively (Figure 2).
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Figure 2. 1Csp graphs of vanillin and epicatechin
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Similar to this, the results of past studies have
demonstrated that some natural substances inhibit GR
isolated from various sources. In a study, pB-sitosterol,
stigmasterol, diosgenin, and jervine were found to have
ICs0 values of 1.2580 uM, 5.2116 uM, 0.1916 uM, and
0.7701 uM, respectively [25]. Another report revealed
that the 1Cso values of curcumin, quercetin, and
resveratrol were 17.25 +3.8 mM, 57.8 £ 14.2 mM, and
520 + 96.7 mM, respectively [26]. Giiller, (2021)
studied the effects of resorcinol and its derivatives on
hGR, and found ICs values to range from 0.014 to
1.500 mM [27]. As for GST inhibition, all three
phenolic compounds did not inhibit the activity of
hGST. In some studies, the effects of various phenolic
compounds on the GST activity were investigated.
Appiah-Opong et al., (2009) reported that curcumin
and its analogues (diferuloymethane,
bisdemethoxycurcumin, demetoxydiferuloymethane)
showed an inhibitory effect against a number of GST
isoenzymes [28]. van Zanden et al., (2003) in in vitro
experiments, found that quercetin inhibited the
hGSTP1-1 enzyme and the 1Csp value was 4.4 uM [29].

In this study, the free binding energies of the inhibitors-
GR receptor complex were determined using the
AutoDock4 tool. The accuracy of the docking process
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was confirmed by the redocking of co-crystallized
ligands and receptor proteins, which resulted in an
RMSD value of 0.076, as depicted in Figure 3.

Figure 3. Result of re-docking process on hGR receptor

Following the validation process, docking experiments
of ligands into receptor was conducted. According to
the results presented in Table 1, all the compounds
exhibited lower binding affinities compared to the co-
crystallized ligand, HXP, which had a binding affinity
of -8.11 kcal/mol.

Table 1. Inhibition results of compounds on hGR.

Compounds ICso values  Estimated Free Estimated
(M) Energy of Binding  Inhibition Constant, K
(kcal/mol) (M)
Catechin - - -
Epicatechin 345 -7.00 7.37
Vanillin 86.25 -4.88 263.28
HXP* - -8.11 0.978

*HXP: 3,6-dihydroxy-xanthene-9-propionic acid, standard inhibitor of hGR.

Figure 4. Docking pose of HXP, co-crystalized ligand, into GR receptor.
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It was seen from Figure 4 that HXP interacted with
Val370, Asp441, and GIn445 residues of receptor via
six H-bond. It also showed hydrophobic =-alkyl
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interactions upon Leu338, Pro368, and Leu444 amino
acids via 7 bonds of its benzene moieties.
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Figure 5. Docking poses of (A) epicatechin and (B) vanillin into GR receptor.

Epicatechin indicated its inhibition effect via four H-
bonds. The benzene group of the compound was
observed to interact with the active site residues
through hydrophobic z-alkyl and alkyl interactions,
leading to increased stability of the compound within
the binding pocket. As for, vanillin, it had n-sigma and
n- © Ti-shaped interactions with benzene moieties of
Phe226 and Thr379 residues with its benzene ring. It
has been thought that its inhibition potency could be
attributed to five H-bonds indicated with binding
pocket residues mostly being as H-acceptor.

4. Conclusion

In conclusion, this study provides an assessment of the
inhibitory effects of catechin, epicatechin, and vanillin
on human erythrocyte GR and GST, both in vitro and
in silico. The inhibition of these enzymes has been
recognized as a viable approach in the treatment of
cancer. The results of in vitro inhibition study indicated
that all three phenolic compounds did not inhibit
activity of hGST. While catechin did not show
inhibition effect, vanillin and epicatechin inhibited
hGR with the ICso values of 86.25 uM and 345 uM
respectively. Free Binding energies of inhibitors on
hGR were estimated as -4.88 kcal/mol and -7.00

J. Ata-Chem.,VVolume 3, Issue 1, 31-37, 2023

kcal/mol. Their inhibitory potency was found lower
than standard inhibitor, HXP.
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