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One Cikanlar
* DMSO ve DMF bakteriler tizerinde toksik etkiye sahiptir.
* DMF’nin toksik etkisi kimyasallarin biyoaktivitelerini perdeleyebilmektedir.
« Salisilidin Anilin Schiff bazlar1 gram negatif bakteriye karsi daha etkili antibakteriyel etki gdstermistir.
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Giiniimiizde en onemli problemlerden birisi bakterilerde gozlemlenen ¢oklu antibiyotik direngliligidir. Bu
Gelis:22/05/2022 sorun iilkelerin hem saglik sektoriinii hem de ekonomisini etkilemektedir. Mevcut antibiyotiklerin etkisiz
Kabul: 09/08/2022 kalmast saglik harcamalarina ayrilan biitcenin artmasina sebep olmaktadir. Bu soruna ¢éziim olarak yeni
antimikrobiyal etkiye sahip kimyasallar yeni arastirmalarin odak noktast olmugstur. Bu arastirmalarin odak
noktasini dogal bitkisel kaynaklar olustursa da antibakteriyel etkiye sahip yeni kimyasallarin sentezlenmesi

Anahtar Kelimeler de on plana ¢tkmaktadir. Bu kimyasallar arasinda Schiff bazlar: onemli bir yer tutmaktadir. Bu ¢alismada da

salisiliden anilin Schiff bazi ve onun 2-siibstitiie iyot, klor ve brom halojen tiirevi Schiff bazlarmin hem DMSO
Schiff bazi, hem de DMF de antibakteriyel etkileri gram negatif Escherichia coli ve gram pozitif Staphylococcus aureus’a
Salisiliden Anilin, karst olgtilmiistiir. DMF 'nin agirt toksik etkisi kimyasallarin biyoaktivitesini perdelemistir. Buna karsilik,
Antibakteriyel etki, DMSO’da ¢ozdiiriilen kimyasallar antibakteriyel etki gostermislerdir. Kimyasallarin gram negatif E. coli’ ye
Halojen siibstitiie karst daha etkili olduklar: gozlemlenmigtir. En diisiik MIK degeri 135 ug/mL olarak belirlenmis ve E. coli'ye

karst tiim Schiff bazlar: bu etkiyi gostermistir. Dolayisiyla yeni sentezlenen Schiff bazlarm gelecegin
antibiyotik ¢aginin énciilleri olmasi muhtemeldir.

Antibacterial Activities of Some Salicylidene Aniline Schiff Bases in DMSO and DMF Solvents

Highlights
* DMSO and DMF have toxic effects on bacteria.
* The toxic effect of DMF can mask the bioactivities of chemicals.
« Salicillidine aniline Schiff bases showed more effective antibacterial effect against gram negative bacteria.

Article Info Abstract

One of the most important problems today is the multi-antibiotic resistance observed in bacteria. This
problem affects both the health sector and the economy of countries. The ineffectiveness of existing antibiotics
causes an increase in the budget allocated to health expenditures. As a solution to this problem, chemicals

1sejeyen euundery

Received: 22/05/2022 with new antimicrobial effects have been the focus of new research. Although natural plant sources are the
Accepted: 09/08/2022 focus of these studies, the synthesis of new chemicals with antibacterial effect is also prominent. Among these

chemicals, Schiff bases have an important place. In this study, the antibacterial effects of salicylidene aniline
Keywords Schiff base and its 2-substituted iodine, chlorine and bromine halogen derivative Schiff’s bases were

measured in both DMSO and DMF against gram negative Escherichia coli and gram positive Staphylococcus
Schiff’s bases, aureus. The extremely toxic effect of DMF masked the bioactivity of the chemicals. On the other hand,
Salicylidene Aniline, chemicals dissolved in DMSO showed antibacterial effects. It has been observed that the chemicals are more
Antibacterial effect, effective against gram negative E. coli. The lowest MIC value was determined as 135 ug/mL and all Schiff’s
Halogen substitute bases showed this effect against E. coli. Thus, new synthesized Schiff bases are likely to be the precursors of

the future antibiotic era.
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1. GIRIS

Bulasici hastaliklara bagli 6liim oranindaki artis, antibiyotiklere karsi ¢oklu direng gosteren bakterilerle
dogrudan iligkilidir [1]. Son yillarda, ¢oklu direng fenotiplerine sahip olanlar da dahil olmak tizere ¢esitli
mikroorganizmalarda antibiyotik direngleri tanimlanmistir. Bu durum, Diinya Saghk Orgiitiiniin de
belirttigi gibi endise vericidir [2]. Etkili tedavilerin olmamasi bu sorunun ana nedeni olarak belirtilmektedir.
Bu nedenle son zamanlarda bircok aragtirmalarda yeni terapotik alternatiflerin  gelistirilmesine
odaklanilmustir. Ozellikle bazi arastirmalarda alternatif olarak, mevcut antibiyotik siniflarinda bulunmayan
yeni kimyasal 6zelliklere sahip yeni antibiyotik siniflarinin gelistirilmesinin 6nemi vurgulanmistir [3,4].
Bu baglamda Schiff bazlar1 yeterince aragtirllmamis bir alternatif sunmaktadir.

Ik olarak 1864 yilinda Hugo Schiff tarafindan 6nerilen Schiff bazi reaksiyonu [5]; Aldehitler (veya
ketonlar) ve amino gruplari i¢eren bilesikler arasinda imin gruplarimin olusumuyla sonuglanan reaksiyonu
ifade eder ve yapisal olarak, bir Schiff bazi (imin veya azometin olarak da bilinir), karbonil grubunun (C'O)
bir imin veya azometin grubu ile degistirildigi bir aldehit veya ketonun bir nitrojen analogudur [6-8].
Dolayisiyla, Schiff bazi ligandlarinin sentezlenmesi kolay olmakla birlikte hemen hemen tiim metal iyonlari
ile kompleks olusturarak Schiff bazi/metal kompleksleri olusturulabilmektedir [9]. Schiff bazlarin organik
kimyadaki bu istisnai popiilaritesi, ucuz malzemeler kullanan basit sentez tekniklerine baglanmaktadir.
Aslinda, hala literatiirde farkli sentetik yollar tarif edilmeye devam etmektedir [10].

Schiff bazlari, gelismis nanomalzemeler gibi endiistriyel kullanimlardan kemoterapétiklere ve yeni ilag
gelistirmeye kadar ¢esitli alanlardaki genis uygulamalari nedeniyle cok dikkat ¢ekmistir. Ozellikle amino
asitlerden tiiretilen Schiff baz komplekslerinin, yeni bir tiir potansiyel antibakteriyel ve antikanser
reaktifleri, anti-inflamatuar, DNA bdliinmesi, ates diisiiriicii gibi 6zellikler dahil olmak iizere genis bir
biyolojik aktivite yelpazesi gostermistir [11].

Yeni antimikrobiyal maddelerin eldesi ile yeni bir soru daha ortaya ¢ikmistir. Ozellikle bu maddelerin
arastirma asamasinda antimikrobiyal etkilerinin ortaya konabilmesi i¢in uygun c¢oziicliye ihtiyag
duyulmustur. Genellikle bu tiir molekiiller suda veya sulu ¢ozeltide ¢oziinmezler ve uygun organik
coziiciilerin aragtirilmasi gereklidir. Dimetil siilfoksit (DMSO) ve dimetil formamid (DMF), geleneksel
antibiyotiklerin ve diger ¢6ziilmesi zor anti-enfektif molekiillerin ¢dziindiiriilmesi i¢in kullanilan koklii
coziiciilerdir. Ayrica, Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitlisii kilavuzlart gibi iyi kurulmus
antimikrobiyal duyarlilik testi protokolleri, etionami ve rifampin gibi ¢éziinmeyen antibiyotikleri ¢6zmek
i¢in bu ¢oziiciilerin kullanilmasini 6nerir. Bu nedenle, bu tiir DMSO ve DMF ¢o6ziiciilerinden kaynaklanan
herhangi bir potansiyel antimikrobiyal etkininde incelenmesi 6nemlidir [12].

Bu nedenle, bu ¢alismada salisilaldehitten tiiretilen Schiff bazlarinin (Salisiliden-3-iodoanilin, Salisiliden-
3-chloroanilin, Salisiliden-3-bromoanilin) hem DMSO hem de DMF’de ¢oziiniirliigiiyle antibakteriyel
aktivitelerinin degerlendirilmesi amaglanmustir.

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Bu calismada kullanilan salisilaldehit, anilin, siibstitiie anilinler Merck’ten alinmis ve saflastirilmadan
kullanilmastir.
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2.2. Schiff baz sentezi

Caligilan Schiff bazlari, salisilaldehit ile anilin ve kloro, bromo ve iyodo anilinlerin kondensasyonu
sonucunda sentezlendi (Cizelge 1). Her sentezde 0,02 mol salisilaldehit ve 0,02 mol anilin ve anilin tiirevleri
(2-,kloro, bromo ve iyodo anilinler) kullanildi. 0,02 mol salisiladehit ve 0,02 mol anilin, 50 mL sicak etanol
icinde ayr1 ayn ¢ozdiriildii ve ardindan salisilaldehit ¢ozeltisi, anilin ¢ozeltisine ilave edildi.
Salisilidenanilinin ¢okmesi i¢in saat cami ile kaplanmis bir beher i¢indeki karigim 24 saat dinlenmeye
birakildi. Schiff bazinin kristal c¢okeltisi filtre k&gidindan siiziildii. Schiff bazi etanolden yeniden
kristallendirilerek saflagtirildi [13].

Cizelge 1. Schiff Baz ligandi ve onun halojen tiirevieri

H=—N
H R
R: H, Cl, Br, |

R Schiff bazi
H Salisiliden Anilin (Ligand)
2-1 Salisiliden-2-iodoanilin

2-Cl | Salisiliden-2-chloroanilin

2-Br | Salisiliden-2-bromoanilin

2.3. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Calismada kullanilan tiim ¢ozeltiler bekleme sonrasi ¢okelme olmasi sebebiyle ¢ozeltiler taze olarak
hazirlanarak kullanilmigtir. Schiff bazi ¢ozeltileri hazirlarken, tiim Schiff bazlart i¢in hig¢ ¢okeltinin
olusmadig1 maksimum kiitle olarak 13 mg belirlenmistir. Tartilan Schiff bazlarinin {izerine konsantre ya
Dimetil sulfoksit (DMSO, Formiil: C;HsOS, yogunluk: 1,1g/cm? Ma: 78,13 g/mol) ya da dimetil formamid
(DMF, Formiil: C3H7NO, yogunluk: 0,948, Ma: 73,09 g/mol) ilave edilerek ¢oziinme saglanmig ve daha
sonra distile su (dH2O):etanol (EtOh) (4:1 h/h) soliisyonu ile 1:5'e (h/h) seyreltilmstir. Kontrol olarak
Salisiliden Anilin (salisilidin anilin Schiff bazi: SA, Ma: 197 g/mol), ve tiirevleri olan salisilidin-2-
iyodoanilin (S21A, Ma: 323 g/mol), salisilidin-2-kloroanilin (S2KA, Ma: 231,5 g/mol) ve salisilidin-2-
bromoanilin (S2BA, Ma: 276 g/mol) gram pozitif Staphylococcus aureus ve gram negatif Escherichia coli
iizerinde test edilmis ve esit oranda seyreltilmis DMSO ve DMF kullanilmustir.

Disk Difiizyon Yontemi

Elde edilen Schiff bazlarinin bakterilere kars1 antimikrobiyal aktivitelerini degerlendirmek igin E. coli ile
S. aureus bakterileri i¢in dncelikle disk difiizyon yontemi uygulanmistir. Gece boyunca biiyiitiilen bakteri
kiiltiirleri, McFarland 0,5 bulanikliga ayarlanmis ve 100 pL kiiltiir Mueller-Hinton agar plakalarina
asilanmigtir. 20pl. ¢o6zlinmils kimyasallar 6 mm'lik steril disklere emdirilmis ve agar besiyerine
yerlestirilmistir. Standart antibiyotik olarak penisilin G 10 mg/disk, gentamisin 10 mg/disk ve tetrasiklin
30 mg/disk kullanilmistir. Bakteriler 16-20 saat siireyle 35 °C'de inkiibe edilmis ve tiim inhibisyon
bolgelerinin caplar dlgiilmiistiir [14].
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Minimum Inhibitér (MIK) ve Bakterisidal Konsantrasyon (MBK)

Bir gecede yetistirilen bakteri kiiltiirleri, bulaniklik McFarland 0,5'e ayarlandiktan sonra sivi besi yeri ile
1:100 oraninda seyreltilmistir. Daha sonra 100pnL bakteri kiiltiirii esit hacimde 1X, 0,5X, 0,25X, 0,125X ve
0,0615X konsantrasyonlarda kimyasal ile 1:1 (h/h) oraninda mikroplaka kuyusunda karistirilmistir. 35
°C'de gece boyunca inkiibasyondan sonra, MIK degeri gorsel gozlem ile belirlenmistir. Daha sonra
kimyasallarin bakterisidal / bakteriyostatik etkisini degerlendirmek i¢in mikroplaka kuyularindan 50 uL
inokulum alinmis ve ayni kosullar altinda inkiibe edilen Mueller-Hinton agar iizerine inokiile edilmistir.
Agar plakta iireme olmayan en diisiik kimyasal konsantrasyon MBK [15] olarak belirlenmistir.

3. BULGULAR VE TARTISMA

Calismada Schiff bazlarinin ve ¢oziiciilerin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesinden once standart
antibiyotikler olarak penisilin G (10 mg/disk), gentamisin (10 mg/disk) ve tetrasiklin (30 mg/disk)
Escherichia coli ve Staphylococcus aureus karsi test edilmistir (Cizelge 2). Denenen standart antibiyotikler
her iki mikroorganizmaya kars1 etkili bulundu. En diisiik aciklik S. aureus i¢in penisilin tarafindan 14 mm
olarak gozlemlendi. Tiim karigimlar i¢cin de oncelikle disk difiizyon yontemi kullanildi. Salisilidin-2-
iyodoanilin (S2IA) DMSO karigiminda ¢oziinmezken DMF karisiminda ¢oziinmiistiir. Bu asamada
kimyasal yiliklenmis disklerin sadece gevresinde temiz alan 6l¢iildii (6mm). Benzer sonuglar negatif kontrol
olarak test edilen DMSO kontrol karisimi (DMSO:EtOH:dH20 1:1:4) ve DMF kontrol karisimi
(DMF:EtOH:dH20 1:1:4) icinde gbzlemlendi ve sadece 6mm’lik bir temiz alan 6l¢iildii.

Cizelge 2. Standard antibiyotiklerin disk difiizyon ile antimikrobiyal etkileri

Penisilin (mm) | Gentamisin (mm) | Tetrasiklin (mm)
S. aureus 14 - 15 18 -20 27-28
E. coli 19-20 24-24 20-22

Bu tarz ¢alismalarda 6ncelikle bilinmesi ve géz oniinde bulundurulmas: gereken konu ¢dziiciiniin hem saf
hem de sinerjistik etkisinin olabilecegidir. Bu ¢aligmada kullanilan DMSO’nun 1/10 diliisyona kadar
konsantrasyonda toksik etki gosterebildigi iyi bilinmektedir [16,17]. Disk difiizyon deneyinde 1/6 seyreltik
DMSO yiiklenen diskler etrafinda temiz alan olustu. Benzer sekilde DMF yiiklenen diskler etrafinda da
temiz alan gdzlemlendi. DMF’ nin DMSQO’ya gore daha toksik oldugu bilindigi i¢in bunlar beklenen
sonuclardi. Ancak tiim kimyasallar i¢inde benzer sonuglar elde edildi. Bunun sebebi olarak bu ¢aligmada
kullanilan Schiff bazlar1 hidrofobik bazlardi ve su igerisinde hicbir sekilde ¢oziilme gostermediler. Hatta
DMSO:dH20 1:5 (h/h) karisiminda dahi ¢okelmeler gozlemlendi. Bu sebepten maksimum
konsantrasyonda Schiff baz ¢ozeltisi elde edebilmek adina karigima bir birim EtOH eklendi. Buna ragmen
S2IA Schiff bazinin DMSO c¢ozeltisi elde edilemedi ve sadece DMF ¢ozeltisi ile deneyler devam ettirildi.

Disk diflizyon ydntemini takiben MIK ve MBK antibakteriyel aktivite testleri gergeklestirildi (Cizelge 3 ve
4). Schiff bazi konsantrasyonlar1 1,083mg/mL (1X) ila 0,068mg/mL (1/16X) araliginda denendi. Elde
edilen veriler 15131nda, DMF kontrol karigitminin antibakteriyel etkisinin daha yiiksek oldugunu ve bu
etkinin gram negatif E. coli iizerinde daha yiiksek oldugu gézlemlendi. DMSO kontrol karigrmmin MIK
degeri 1/2 iken DMF kontrol karisiminda E. coli i¢in 1/4 ve S. aureus i¢in 1/2 bulundu. DMF kontrol i¢in
bu degerler ayn1 zamanda MBK degerleri olarak da tespit edildi. DMSO kontrol karigimi i¢in MBK
degerleri en yiiksek konsantrasyon degeri (1:5 DMSO:karisim h/h) olarak gézlemlendi. Buna karsilik DMF
cozeltileri igin Schiff bazlarin MBK degerleri tespit edilemedi. DMSO ¢ozeltileri i¢in ise MBK degerleri
tiim Schiff bazlar i¢in 1/2 (542 ug/mL) olarak belirlendi. Kimyasallarin MiK degerleri degerlendirildiginde
E. coli igin tim Schiff bazlarin hem DMSO hem DMF degerleri 1/8 (135 pg/mL) olarak 6lgiildii. S. aureus
i¢in ise S2KA Schiff bazinin DMSO ¢bzeltisi haric diger Schiff bazlara ait MIK degerleri 1/4 (271 pg/mL)
olarak tespit edildi. Bunun yaninda Schiff bazlarin DMSO ¢ézeltilerinde MIK degerleri 1/8’lere kadar diistii
ve MBK degerleri kontrolden farkli olarak gozlemlendi.
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Cizelge 3. Schiff bazlarin MIK bulgulari*

DMSO DMF

SA | S2IA | S2KA | S2BA | Cdmso* | SA S2IA | S2KA | S2BA | Cdmf*
E. coli 1/8 | DD 1/8 1/8 1/2 1/8 1/8 1/8 1/8 1/4
S.aureus | 1/4 | DD 1/2 1/4 1/2 1/4 1/4 1/4 1/4 1/2

*DD: Degerlendirme disi; Cdmso: DMSO kontrol; Cdmf: DMF kontrol

Cizelge 4. Schiff bazlarin MBK bulgulart*

DMSO DMF

SA | S2IA | S2KA | S2BA | Cdmso* | SA S2IA | S2KA | S2BA | Cdmf*
E. coli 1/2 | DD 1/2 1/2 1 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4
S.aureus | 1/2 | DD 1/2 1/2 1 172 1/2 172 1/2 1/2

*DD: Degerlendirme dis1; Cdmso: DMSO kontrol; Cdmf: DMF kontrol

Caligsmanin bulgularimi genel olarak ele aldigimizda, Schiff bazlarin etkisini belirlemede DMSO’nun daha
etkin oldugunu goézlemledik. Benzer sonucu Baluja vd. (2015)[18] ve Kirkwood vd. (2018)[12] de
calismalarinda gostermislerdir. DMF’nin DMSO’dan daha toksik etki gostermesi ve MBK etkilerinin
gdzlemlenmesini etkilemesi ve ayn1 sekilde MiK degerlerinde kimyasallarin etkin degerlerinin kontroliin
etkin konsantrasyonundan 2 kat daha seyreltik olarak elde edilmesi DMF nin etkisinin Schiff bazlarin
etkisini perdeledigini gdstermektedir. Ancak burada DMF kontrol karisimmin MiK degerinin 1/4 ve DMSO
kontrol karigiminin ise 1/2 oldugu g6z 6niine alinirsa DMF’nin kimyasallarin antibakteriyel aktivitelerine
sinerjistik bir etkisinin olmadigini da sdyleyebiliriz.

Her ne kadar DMF c¢ozeltilerinden elde edilen bulgular Schiff bazlarin aktivitelerini perdelesede DMSO
cozeltilerini géz onlinde bulundurdugumuzda Schiff bazlarin antibakteriyel aktivitelere sahip olduklar
gozlemlenmektedir (Cizelge 4). Hatta bulgular1 degerlendirdigimizde E. coli’nin (gram negatif bakteri)
hem salisiliden anilinden hem de tiirevlerinden daha fazla etkilendigini sdyleyebiliriz. Bu biiyiik olasilikla,
azalan elektrofiliklige bagli olarak bakterinin membrani (6zellikle gram negatif bakterilerin lipopolisakkarit
tabakasi) ile Schiff bazlari arasindaki etkilesimdeki artistan kaynaklanmaktadir [19]. Clinkii, Mohamed ve
digerleri (2021) [19], salisiliden anilinin (F, Cl ve Br) halojenlerinin orto (o-; 1,2-), meta (m-; 1,3-), ve para
(p-; 1,4-) pozisyonlarmin reaktivite degisimi iizerindeki etkisi ile ilgili bir ¢alisma ylritmiistir ve
halojenlerin pozisyonlarinin metallere karsi yapinin reaktivitesini hemen hemen degistirmemesine ragmen,
bulunduklar1 konumun yapida elektrofilikligi azalttigin1 bulmuslardir.

Bu ¢aligmada Schiff bazlarin en diisiik ve etkili konsantrasyonu olarak 135 ug/mL bulunmustur. Literatiir
verileri incelendiginde Schiff bazlarinin metal komplekslerinin ligandin veya tiirevlerinin etkisini %50
hatta daha fazla artirdig1 belirtilmistir [20,21]. Hatta yeni yapilan bir ¢alismada yesil kimya yontemi ile
seliiloz bazli iiretilen bir Schiff bazin bakir kompleksinin E. coli ve S. aureus'a karsi antibakteriyel etkinligi,
ligandin kendisine kiyasla sirasiyla %472 ve %823 arttifi gosterilmistir. Dolayisiyla ileride
gerceklestirilecek caligsmalarla farkli metaller denenerek ligandlarin etkin konsantrasayonlart daha diisiik
seviyelere cekilerek ilag etken maddesi olarak kullanim potansiyelleri artirilmis olacaktir.

Sonug olarak, ¢oklu antibakteriyal direnglilik bakteriler arasinda yayilmaktadir ve ilerde hem saglik
sektoriinde hem de ekonomik alanda daha ¢ok zararlar verecektir. Bunun Onlenmesi amaciyla yeni
antibakteriyel maddelerin bulunmasi dnem arzetmektedir. Yeni tiir antibakteriyel maddeler arasinda yeni
Schiff bazlarin ve bunlarin tiirevlerinin 6nemi artmaktadir. Ancak endiistriyel iiretim agisindan ve ilerde
saglik sektoriinde kullanimi agisindan {iretilen bu kimyasallarin su bazli ve hatta yesil kimya teknolojileri
ile tiretilmesi kolayliklar saglayacaktir. Buna karsilik, molekiiler etki mekanizmalarini arastirmak igin hala
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uzun bir yol var. Bu nedenle, yeni modifikasyonlarin bulunmasi ve yeni Schiff bazlarinin sentezlenmesi,
yeni Ozelliklere sahip antibakteriyel, antimikrobiyal kimyasallar i¢in yeni bir donem acabilir.

CIKAR CATISMASI/CAKISMASI BiLDIiRiMi
Yazarlar arasinda ¢ikar catismasi/¢akismasi bulunmamaktadir.
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