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Siilfonat Grubu iceren Schiff Baz1 Ligandi ve Gegis Metal Kompleksleri: Sentezi, Yapisal Karakterizasyonlari ve
Antimikrobiyal Aktivitelerinin Incelenmesi

ilyas GONULY

OZET: Bu cahismada, molekiil yapisinda primer diamin ve disiilfonik asit grubu bulunduran 4,4'-Diamino-2,2'"-
stilbendisiilfonik asit bilesigi ile 2,4-dihidroksi benzaldehit kullanilarak kararli kompleksler olusturabilen HsL Schiff bazi
ligandi sentezlenmistir. HsL ligandinin Cu(Il), Zn(Il) ve Cd(II) kompleks bilesikleri sentezlenmistir. Elde edilen
bilesiklerin molekiil yapilart analitik ve spektroskopik yontemler kullanilarak karakterize edilmistir. Tiim bilesiklerin gram
pozitif (5), gram negatif (6) ve probiyotik bakterileri (2) kullanilarak antimikrobiyal aktiviteleri ve antifungal aktivite
(MIC, MBC) ¢alismalar1 yapilmustir. Bilesiklerin 500, 250, 62.5, 31.2, 15.63 ve 7.81 ug/mL konsantrasyonlarda indikator
bakterileri tizerine MIC degerleri, H4L i¢in 250 mg/mL, [CuzH2L(CH3COO)2(H20)-] i¢in 31.5 mg/mL, [Cd2H2LCl2(H20):]
icin 62.5 mg/mL, [Zn;H:L(CH3COO)2(H20)2] i¢in 125 mg/mL olarak komplekslerin ligantdan daha etkili oldugu
belirlenmistir. MBC testinde 500-250 mg/mL konsantrasyonlarinda bakterisid etki belirlenmistir. Agar kuyu difiizyon
testinde ise bilesikler sadece 500 mg/ml’de test edilmis ve farkli inhibisyon ¢aplar1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kompleks bilesikler, antimikrobiyal aktivite, gram pozitif

Sulfonate Group Containing Schiff Base Ligand and Their Transition Metal Complexes: Synthesis, Structural
Characterization and Antimicrobial Activity Studies

ABSTRACT: In this study, HiL Schiff base ligand which can form stable complexes with 4,4’-Diamino-2,2'-
stilbenedisulfonic acid compound having primary diamine and disulfonic acid group in its molecular structure was
synthesized. Cu(ll), Zn(1l) and Cd(Il) complex compounds of the H4 Lligand were synthesized. Molecular structures of the
compounds obtained were characterized using analytical and spectroscopic methods. Gram positive(5), gram negative(6),
probiotic bacteria(2) antimicrobial and antifungal activities (MIC, MBC) of all compounds were studied. MIC values of
the compounds on indicator bacteria at concentrations of 500, 250, 62.5, 31.2, 15.63 and 7.81 pg/mL, 250 mg/mL for H4L,
315 mg/mL for [CuzH:L(CH3COO)2(H20):], 62,5 mg/mL for [Cd:H:LCIy(H20,] and 125 mg/mL for
[Zn2H2L(CH3COO0)2(H20):], the complexes were determined to be more effective than the ligand. Bactericidal effects
were determined in the MBC test at concentrations of 500-250 mg/mL. In the agar well diffusion test, the compounds were
tested only at 500 mg/ml and different inhibition diameters were determined.
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GIRIS

4,4'-dinitro-2,2'-stilbendisiilfonik asidin demir tozu ile indirgenmesi ile elde edilebilen 4,4'-
diamino-2,2'-stilbendisiilfonik asit, yapisal olarak, iki fenil halkasinin her birinde amino ve siilfonik
asit fonksiyonel gruplari igeren bir trans- stilben tiirevi bir organik bilesiktir. Bu Stilben molekiilleri
genellikle azo boyalari, optik parlatici, agarticilar, fosforlar ve bazi pH gostergelerinin ana maddelerini
olustururlar. Ayrica bir¢cok sivi kristal malzemede rijit kistm (mezojen) olarak kullanilabilmektedir
(Salas ve ark., 2019).

Stlfonik asit ve tuzlarinin organik boyalardaki kullanimi1 boyanin kumasa daha siki baglanma ve
suda daha 1iyi ¢oziiniirliik gibi 6zellikler kazanmasina yolagmaktadir. Sodyum hidroksit ve karbonatlar
gibi bazik siilfonatlar, organik sentezde, bazi biyolojik olarak aktif bilesiklerde, siilfo ilaglarinda,
katyon degisim reginelerinde ve 6zellikle deterjan endiistrisinde yaygin olarak kullanilirlar (Wan ve
ark., 2017).

Onemli organik bilesikler smifina mensup olan Schiff bazlari, konvensiyonel yéntemlerle kolay
bir sekilde sentezlene bilmektedir. Primer aminler ve aldehitlerin (ketonlar) kondenzasyon reaksiyonu
sonucu ortamdan su ¢ikisi ile olusan yeni azometin bagina sahip organik bilesikler Schiff baz1 bilesikleri
olarak adlandirilmaktadir. Kolay sentezlenmesi ve yiiksek verimle elde edilebilmelerinden dolay1 bu
bilesiklere ayricalikli ligandlar denilmektedir. Yeni olusturulan bilesiklerin yapilarinda bulunan
fonksiyonel gruplarin farklilagmasi, Schiff bazlarinin ¢ok farkli uygulama alanlarinda kullanilmalarina
imkan saglamaktadir. Stlfonik asit ve karboksilik asit gibi gruplarin sodyumlanmalar1 sonucu
olusturulan sodyum siilfonat ve karboksilat gruplari gibi tuz yapilarint bulunduran schiff bazi
bilesikleri yepyeni suda ¢6ziinebilen 6zellik kazanabilmektedir (Bharti ve ark., 2018). Azot, oksijen ve
kiikiirt gibi elektron verici gruplar bulunduran bilesikler metal iyonlar: ile koordine kovalent baglar
kurarak kararli ve yeni kimyasal 0Ozelliklerde kompleks bilesikler olusturarak antimikrobiyal,
antioksidan ve antienflamatuvar denemelerinde kullanilabilmeleri bilim insanlarinin 1lgisini
cekmektedir (Li ve ark., 2018).

Antibiyotikler, baz1 mikroplarin (bakteriler ve bazi parazitler) neden oldugu enfeksiyonlar
tedavi etmek amaci ile kullanilan bir grup ilagtir. Bu ilaglar 1800'lerin sonunda ilk olarak galisilmaya
baslanmis ve penisilinin 1900’lerin basinda uygulanmasi ile enfeksiyonu iyilestirebilme yetenekleri
anlasilmistir. Ayrica Bakteriler, maya ve kiifler, 6nemli sayida gida ve gida iirliniiniin bozulmasindan
sorumlu olan yaygin mikroorganizma tiirleridir (Gonelimali ve ark., 2018).

Antimikrobiyal ajanlar olarakda bilinen antibiyotikler, bulasic1 hastaliklarin kiiresel etkisinin
azaltilmasinda ¢ok onemlidir. Bununla birlikte, patojenik bakterilerde ¢oklu ilaca direngli susun ortaya
c¢ikmasit ve yayilmasi, mevcut antimikrobiyal ajanlarin patojenik bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlara kars1 ¢ok daha az etkili oldugu veya bazen hi¢ olmadig: i¢in 6nemli bir halk sagligi
tehdidi haline gelmektedir.

Bu nedenle, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan bilinen antimikrobiyal ajanlara
kars1 patojenik bakterilerin hizli ve yaygin olarak direng gosterebildigine dair net bulgularin olmasi
yeni antimikrobiyal ajanlarin bulunmasina olan ihtiyaci biiyiik dl¢iide arttirmistir (Rice ve ark., 2006).

Bu ¢alismada kapsaminda iminbag1 i¢ceren H4LL Schiff Bazi ligand1 ve metal komplekslerinin sentez
yapilmis ve yapisal karakterizasyonlar1 analitik ve spektroskopik teknikler kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tiim bilesiklerin gram pozitif (5), Gram negatif (6), probiyotik bakterileri (2)
antimikrobiyal aktiviteleri ve antifungal aktivite (MIC, MBC) ¢aligmalar1 yapilmistir. Bilesiklerin 500
ve 250 62.5, 31.2, 15.63, 7.81 pg/mL konsantrasyonlarda indikatdr bakterileri lizerine MIC degerleri
ve MBC testinde 500-250 mg/mL konsantrasyonlarinda bakterisid etki gosterdigi belirlenmistir. Agar
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kuyu difiizyon testinde ise bilesikler sadece 500 mg/ml’de test edilmis, Salm. poona ve S. Paratyphi A
(10.55-20.90 ve 11.44-19.36 mm), Aeromonas iizerine ligand hari¢ (8.12-18-52 mm), Pseudomonas
(7.14, 15.89 mm), Campliobacter (14.30 ile 20.89 mm), Candida albicans (7.12 mm), Bacillus tizerine
ligand ve [Cu2H:L(CH3COO)2(H20)2] kompleksi hari¢ 18.23, 12.09 mm, MRSA iizerine 7.34 ile
26.12 mm inhibisyon ¢apinda kompleksler daha etkili olmustur.

MATERYAL VE METOT

Coziiciilerin tamami ticari olarak satin almmustir. Imin bagi iceren ligand ve kompleks
bilesiklerin sentezinde kullanilan 4,4’-Diamino-2,2'-stilbendisiilfonik asit, 2,4-hidroksi benzaldehit
Cu(CH3CQOO)2, Zn(CH3CO00)2.2H20 ve CdCl, bilesikleri Sigma Aldrich firmasindan tedarik
edilmistir. Bilesiklerin Infraredspektrumlari, Perkin-Elmer RX-1 FT-IR spektrometre cihazi (KBr disk;
4000-400 cm™) kullamilarak kaydedilmistir. Matris destekli lazer desorpsiyon / iyonizasyon ugus
zaman1 kiitle spektrometresi (MALDI-TOF-MS) olglimleri bir Bruker Daltonics MicrOTOF
kullanilarak kiitle analizleri gergeklestirilmistir. DMSO-ds ¢oziiciisii kullanilarak elde edilen *H-,13C-
NMR analiz spektrumlart Bruker 600 MHz cihazi ile kaydedilmistir. ThermoScientific Flash 2000,
CHNS Elementel Analiz cihazi ve Sherwood MK-1(Kalibrasyon sabiti (C) CuSO4.5H,0) Manyetik
siisseptibilite cihazi kullanilarak analizler gerceklestirilmistir.

HaL Bilesiginin Sentezi:

H4L Schiff baz1 ligandinin sentezlenmesi i¢in Sodyum hidroksitten (0.08 g, 2 mmol) tartilarak 45
mL metanol ¢oziiclsiine eklenmistir. Bu karisim igerisine 4,4’-Diamino-2,2'-stilbendisiilfonik asit
(0.3704g, 1mmol)) tartilip ¢Oziilmesi sodyum tuzu haline doniigiip ¢Oziinmesi igin 1sitilarak
karigtirilmistir. Ve ¢oziinme tamamen saglandiktan sonra ¢ozelti iizerine 30 mL metanolde ¢6ziilmiis
2,4-dihidroksi benzaldehit’in (0.152 g, lmmol) ¢o6zeltisinden damla damla eklenmistir. Bu
kondenzasyon reaksiyonu 4 saat refliiks ettirilerek devam ettirilmistir. Reaksiyon basladiktan 1 saat
sonra olusan ¢okelti tamamlandiktan sonra siiziilmiistiir. Safsizliklardan arindirilmak i¢in siiziilen
cokelti hegzan ve soguk metanol ile yikanmistir. Su, DMSO ve THF’de ¢oziinebilen koyu kirmizi
renkte schiff bazi ligand1 sentezlenmistir (Atahan ve ark., 2015).

OH
HC=0
Metanol
OH
Refliiks
(4 Saat)

Sekil 1. HsL Schiff bazi ligandinin olusum reaksiyonu

HiL: Verim: %89, renk: koyu kirmizi, EN.:>300 °C; Ma: 654,57g.m0|"1; C2sH20N2Na2010S>
ligandinin elementel ve ICP-OES analizlerinin teorik sonucu(%):C, 51.38; H, 3.08; N, 4.28; S,
90.80;Na, 7.02; Deneysel (%):C, 51.07; H, 2.87; N, 4.03; S, 9.53; Na, 6.84; FT-IR(cm™): 3362 (O-H),
1618 (C=N), 1251-1173(S0,).*H-NMR (400 MHz, DMSOQ4-ds) 6 ppm: 13.65 (s, 1H) 10.34 (s, 1H);
8.89 (s, 1H); 8.20 (s, 1H); 7.804 (s, 1H); 7.76 (d, J=8.80 Hz, 1H); 7.53 (d, J=8.40 Hz, 1H); 7.45 (d,
J=8.00 Hz, 1H); 6.45 (d, J=8.80 Hz, 1H); 6.36(s, 1H). **C-NMR (100 MHz, DMSOs-ds) ¢ ppm:
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163.20; 162.57; 161.77; 146.60; 145.93; 134.45; 133.11; 127.07; 126.64; 121.27; 119.85; 112.20;

107.99; 102.45.

Kompleks Bilesiklerin Sentezi

H4L ligand:1 (0.655g, 1mmol) tartilarak balon igerisine aktarilmis ve 40 mL metanolde 1sitilarak
¢ozllmistiir. Ligandin tamami ¢oziindiikten sonra [CuzL(CH3COO)2(H20).] kompleksini sentezlemek
icin Cu(CH3COQ), (0.364 g, 2 mmol), [Zn2L(CH3COO0)2(H20).] kompleksini sentezlemek igin
Zn(CH3C00)2.2H20(0.440 g, 2 mmol) ve [Cd:LCl>x(H20)2] kompleksini sentezlemek igin ise
CdCl2(0.367 g, 2 mmol) metal tuzlar tartilarak karistirma devam ederken eklenmistir. Elde edilen
karisim geri sogutucu altinda karistirilarak 3 saat refliiks edilmistir. Reaksiyon karigimi 3 saat sonunda
oda sicakligina kadar sogutulmustur. Sentezlenen iiriin1 kalintilardan temizlenmek i¢in soguk metanol
ve hegzan kullanilarak iyice yikanmistir. Analitik ve spektroskopik metodlar kullanilarak molekiiler
yapilar1 karakterize edilmistir (Tungel ve ark., 2003).

OH

HO:Q
N

Cu(CH;C00),

Zn(CH;C00),.4H,0

NaO;S Q
~ Metanol
O SO3Na Refluks,4 saat
~N

e

HO HyL
Metal:Ligand oranl; 2:1

cdcl,

(0]

>—  on

Sekil 2. HyL Schiff bazi Ligandinin Metal Kompleks Sentez Reaksiyonu
[CuzH2L (CH3COO0)2(H20)2]: Verim: %85, renk: yesil, E.NN.:>350 °C, Manyetik moment: 1.76 B.M.;

Ma: 933.93 g.mol~%; Cs2H2sN2NaxCu2016S2 molekiilii’niin teorik elementel ve ICP-OES sonucu(%):C,
41.16; H, 3.02; N, 3.00; S, 6.87; Na, 4.92; Cu, 13.61; Deneysel (%):C, 40.94; H, 2.98; N, 3.14; S, 6.52;

Na, 4.67; Cu, 13.26.

.0 i
Cu p
N=

)

[Zn2H2L(CH3COO)2(H20)2]: Verim: %78, renk: agik turuncu, E.N.:>350 °C, Manyetik moment:
diamanyetik; Ma: 937.43 g.mol~1; Cs2H2sN2Na2Zn,016S2 molekiilii’niin teorik elementel ve ICP-OES
sonucu(%): C, 41.00; H, 3.01; N, 2.99; S, 6.84; Na, 4.90; Zn, 13.95; Deneysel (%):C, 39.88; H, 2.71;

N, 2.75; S, 6.53;Na, 5.22; Zn, 13.69.
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[Cd2H2LCl2(H20)2]:  Verim: %91, renk: koyu turuncu, E.N.:>350 °C, Manyetik moment:
diamanyetik; Ma: 984.31 g.mol_l; C2sH22CIoN2NaxCd2012S,; molekiilii’niin teorik elementelve ICP-
OES sonucu(%): C, 34.17; H, 2.25; N, 2.85; S, 6.51; Na, 4.67; Cd, 22.84; Deneysel (%):C, 33.95; H,
2.08; N, 2.52; S, 6.23;Na, 4.35; Cd, 22.45.

Ligand ve Komplekslerinin Antimikrobiyal Etkisinin Tespiti

Sentezlenen bilesiklerin 5 gram pozitif (Enterococcus faecalis, Streptococcus agalactia, S.
aureus, MRSA (Metisilin resist. S. aureus Bacillus subtilus), 6 (Gram negatif (Aeromonas hidrofilia,
Salmonella Paratyphi A, Campylobacter jejuni, E.coli, Salmonella poona, Acinetobacter boomanii,
Klebsiella pneumoniae) ve laktik asit bakterileri (Lactobacillus reuteri, Lactobacillus plantarum ve
fungi olarak Candida albicans lizerine antimikrobiyal aktivite ¢aligmalar1 yapilmistir. Testte, indikator
bakterilerin {izerine sentez bilesiklerin 500 ve 250 62.5, 31.2, 15.63, 7.81 pug/mL konsantrasyonlar1
calisilmistir (Saranya ve ark., 2020).

Kuyu Difiizyon Testi

H4L Schiff bazi1 ligand1 ve metal komplekslerinin antimikrobiyal aktiviteleri, Muller Hinton agar
ile kuyu difiizyon metodu kullanilarak analiz edilmistir. Antimikrobiyal aktivite i¢in saf su igerisinde
bilesiklerin maksimum ¢o6ziintirliik miktarlarinda ¢oziilerek konsantrasyonlart 1000 pg/mL olacak
sekilde hazirlanmistir. Tetrasiklin referans antibakteriyel madde olarak kullanilmistir. Aytar ve ark.,
2019 optimizasyon c¢alismalari modifiye edilerek her bir indikator bakteri ile agilanmis Muller Hinton
agarl petri kaplara acilan kuyucuklara her bir kimyasal bilesik 100 pL aktarilmis ve 18 saat 37 °C'de
bakterilerin optimum sicakliklarinda inkiibe edilmistir (Aytar ve ark., 2019). Inkiibasyon sonunda
kuyucuk etrafinda olusan zon gaplar1 dijital kumpas yardimiyla mm cinsinden 6l¢iilmiistiir (Al-Qadsy
ve ark., 2020).

2.3.2. Mikro Broth Diliisyon Testi (MIC ve MBC)

96 oyuklu bir plaka, 150 uL ¢ift kuvvetli Mueller Hinton Broth (MHB) ve Cift kuvvetli ligand
sollisyonu ile diliisyonlarimin her biri 1ile (1:1 v/v), 30 pL organizma siispansiyonu karistirilir ve 35
°C'de 18-24 saat inkiibe edilir. En diisiik biiyiime inhibisyonunu gdsteren konsantrasyon, organizmanin
MIC'si olarak kabul edilecektir. MIC, biiylimeyi inhibe eden en yiiksek seyreltme (tlipteki bulaniklik
max diislik oldugu) olarak ifade edilir. Bu MIC diliisyonlarindan besiyerinde 99%> cansiz hiicre tespiti
pozitif olanlar MBC olarak degerlendirilir (Lalitha ve ark., 2009).

96 kuyucuklu plate icerisinde MHB besi ortaminda ve sentezlenen bilesikler eklenerek 600 nm
dalga boyunda UV Spektrofotometresi yardimi ile 0., 3. ve 18. saat araliginda absorbans degisimleri
kaydedilmistir. Indikator kiiltiirler, bir gece asilama sonucu elde edilen taze kiiltiir yaklasik 10°
koloni/mL olusturacak sekilde 0.5 McFarlanda standart steril fizyolojik su ¢ozeltisi ile seyreltilmistir.
Gram negatif, gram pozitif, probiyotik bakteriler ve bir adet fungus (mantar) olmak iizere toplam 16
adet indikator bakterilere karsi test edilmistir. Bilesik c¢ozeltileri, distile su i¢inde 1000 pg/mL
konsantrasyonlar1 hazirlanmigtir. Bilesiklerin, 96 kuyucuklu bir plate igerisinde 2 kat seyreltme
islemleri 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63, 7.81 pg/mL konsantrasyon degerlerinde seyreltilerek
hazirlanmistir. Test sonuglar seffaf kuyucuktaki konsantrasyon degerleri MIC olarak degerlendirilmis
ve agarl plate de canli hiicre varlig testi ile MBC tespiti yapilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Schiff Bazi ligand1 ve komplekslerinin karbon (C), hidrojen (H), kiikiirt (S), azot (N) yiizde
bilesenlerini belirlemek ic¢in elementel analiz ve metal (Cu,Zn,Cd) bilesenlerinin deneysel degerlerini
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belirleyebilmek icin ICP-OES cihazlar1 kullanilarak belirlenmistir. Deneysel ve teorik tiim sonuglar
sentez boliimiinde goriilmektedir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde molekiillerin &nerilen
molekiil yapilarinin deneysel ve teorik bulgular ile uyum igerisinde oldugu belirlenmistir.

H4L ligandimin kompleks bilesiklerinin magnetik duyarlilik sonuglart molekiiliin yapisina iliskin
bilgiler verebilmektedir. Elde edilen bakir kompleksinin 1.76 BM olarak belirlenen peff degeri
kompleksin paramagnetik oldugunu gostermistir. Bu deger géz ontine alinarak hesaplandiginda 1 tane
eslesmemis elektronu oldugu belirlenmistir. Belirlenen verilere gore hibrit yapisinin sp® ya da dsp?
(dortyiizlii veya kare diizlem) yapilarindan her ikisinide tercih edebilecegi anlasilmistir. Cinko ve
Kadminyum komplekslerinin deneysel olarak manyetik duyarlilik analizi yapilmistir. Bu
komplekslerin diamanyetik oldugu ve teorik verilerle de uyum i¢inde oldugu goriilmiistiir. Tiim
Komplekslerin diger analiz verileri degerlendirildiginde 4 koordinasyonlu kompleksler iiretilmistir.
Ayrica Cu(ll) kompleksinin dsp? hibriti yaparak kare diizlem oldugu ve diger Zn(Il), Cd(II)
komplekslerinin sp® hibriti yaparak diizgiin dért yiizlii geometriye sahip oldugu diisiiniilmektedir
(Hossain ve ark., 2018).

Sentezlenen Bilesiklerin FT-IR Spektrum Bulgularinin Degerlendirilmesi

HsL imin bagi igeren ligandin karakteristik FT-IR spektrumu incelendiginde —C=N gerilme
titresimleri 1618 cm™’de kuvvetli bir pik olarak goriilmektedir. 3362 cm™ ve 1251-1173cm™’de
gbzlenen pikler ise HsL ligandinin yapisinda bulunan Ar-OH ve —-SO; gruplarinin varligin
gostermektedir.

Ayni periyod ve ayni grupta bulunan Cu(Il), Zn(Il) ve Cd(II) metal iyonlar1 kullanilarak elde
edilen komplekslerin FT-IR spektrumlart incelendiginde azometin baginda bulunan azot iizerinden
metal iyonuna koordine oldugu -C=N- piklerinin yerlerinde gbzlenen kaymalardan net bir sekilde
anlasilmaktadir. Sentezlenen komplekslerin 3381-3250-3368 cm™*deki pikler koordinasyon kiiresinin
icerisindeki H20 molekiili ve ligantta koordine olmayan fenolik —OH’dan kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Cu(ll) ve Zn(Il) komplekslerinin FT-IR spektrumlar1 incelendiginde 1737-1738 cm’
1*de ortaya cikan piklerin yapida diisiiniilen asetat(CH3COO") grubunun metallere koordine oldugunu
ve Onerilen yapilar ile uyum igerisinde oldugunu desteklemektedir. Kompleks bilesiklerin FT-IR
spektrumlarinda ortaya ¢ikan N-M baginin sahip oldugu pikler 620-628 cm™ araliginda ve M-O
bagimin sahip oldugu pikler ise 453-535 cm™ araliginda goriilmektedir (Shaikha ve ark., 2016). Ligant
ve koplaks bilesiklerinin FT-IR spektrumlar1 Cizelge 1°de goriilmektedir.

Cizelge 1. Schiff baz1 ve metal komplekslerinin FT-IR Spektrumlarinin Degerlendirilmesi

Bilesikler (OH) (>C=0) (C=N) (SO») (M-N) (M-0O)
HslL 3362 - 1618 1251-1173 - -
[CuzH:L (CH3COO)2(H20)2] 3381 1737 1611 1232-1184 620 568
[ZNn2H2L(CHsCO0)2(H20):] 3250 1738 1613 1302-1172 626 566
[CdzHL Clo(H20)] 3368 - 1619 1301-1164 628 566

H4L Ligandinin 'H- ve 1*C-NMR Bulgularinin Degerlendirilmesi
HaL bilesiginin *H-NMR spektrumu degerlendirildiginde molekiil yapisinda bulunan Ar-OH
grubu protonlarindan kaynakli 13.65 ppm’de 1H singlet (s,Ar—OH) ve 10.34 ppm’deki 1H singlet
(s,Ar—OH) sinyaller goriilmektedir. Sentezlenen H4L bilesigini olusturan karakteristik imin bagina ait
8.89ppm’de 1H singlet (s,CH=N) protondan kaynakli sinyal goriilmektedir. Yapida bulunan (-
CH=CH-) protonundan kaynakli 8.89ppm’de 1H singlet sinyali goriilmektedir. Ayrica aromatik (Ar-
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H) protonlara ait goriilen sinyaller ise 7.804-6.360 ppm araliginda oldugu belirlenmistir. HaL schiff
bazi ligandinin *H- ve C-NMR spektrumlar1 Sekil 3’de goriilmektedir.

20

63.20
—162.57

\-161.76
—12126
~119.85

102.45

2
-
|

N-126.63
—112

_A127.06

™-145.93
—13445

_~146.60

Ve,

L il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 8 &8 75 70 65 60 55 50 45 40 35

3
i

SEBRRANGT $38 g @

BRRNRNRNN @688

// [
/
J j .
1 J
I
A sy \_JL_
S a
14.5 13.5 12.5 11.5 10.5 9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0

Sekil 3. HsL Schiff bazi ligandinin DMSO ¢éziiciisiinde *H- ve **C-NMR Spektrumlari

Sentezlenen Bilesiklerin Kiitle Analiz Spektrum Bulgularinin Degerlendirilmesi

HsL ligand1 ve tiim kompleks bilesiklerinin MALDI-TOF kiitle analizleri alinarak elde edilen
kiitle spektrum verileri molekiillerin gercek yapilarimin teorik yapilar ile uyumlu oldugunun
belirlenmeye calisilmistir. HsL ligandinin kiitle spektrumu incelendiginde MALDI-TOF-MS m/z orani
654.620 [M] olarak belirlenmistir. Bakir metal kompleksi incelendiginde MALDI-TOF-MS m/z orani
933.787 [M] piki goriilmiistiir. Yine bakir kompleksinin fregmantlari incelendiginde m/z oran1 778.101
[M -2H20 -2CH3COO]" ve 692.212 [M -2CH3COO -1SO3Na -2H20]" oldugu belirlenmistir. Cinko
kompleksinin Kiitle spektrumu incelendiginde m/z oran1 938.496 [M]" piki goriilmiis ve fregmantlar
incelendiginde m/z oranm1 773.663 [M -2CH3COO -1SOsNa]* ve m/z oran1 684.750 [M -2CH3COO -
2H,0 -1Zn -O]" pargalanma iriinleri oldugu disiiniilmektedir. Kadminyum kompleks bilesiginin
kiitle spektrumunda belirlenen m/z oran1 985.337 [M]" piki ve kompleksin fregmantlari incelendiginde
m/z oran1 906.272 [M -Cl -H.0 -Na -2H]" ve 877.889 [M -2Cl -2H,0]" pargalanma iiriinlerinden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Sentezlenen tiim bilesiklerin MALDI-TOF kiitle spektrumlart ve
fregmantlar1 degerlendirildiginde teorik olarak molekiilii olusturan tiim gruplarin analiz sonuglar ile
uyumlu oldugu belirlenmistir (Kus ve ark., 2019).

Minimum Inhibisyon Konsantrasyon Testi Sonucu Antimikrobiyal Bulgular

Bilesiklerin MIC test sonuglar1 grafikle, kuyu agar diflizyon testleri ise bilesiklere inhibisyon
etki gosterdigi indikatorler tizerindeki zon ¢aplart mm cinsinden Cizelge 2’de gosterilmistir. Sekil 4°de
ligandin kendisi indikatdr gram negatif bakterileri lizerine, bakteriyostatik etkinin %90’lardan fazla
oldugu 250 mg/mL konsantrasyonu olarak tespit edilmis, hastane patojeni Acinetobacter boomanii
(Acinet. b.) iizerine 125 mg/mL’da %90’dan yiiksek ayn1 etkileri gdstermistir. Indikatdr gram pozitif
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bakteriler iizerine 250-500 mg/mL konsantrasyonlarda yine %90’in ilizerinde bakteriyostatik etki
gostermis, ligand’in probiyotik bakterilerden Lb. plantarum iizerine Lb. reuteri’den daha fazla etkili
oldugu (250 ile 500 mg/mL) tespit edilmistir. Ayni zamanda ligand’in 61.5 ve 125 mg/mL
konsantrasyonlart Lb. reuteri iizerine %?20-10’larda bakteriostatik etki gdsterirken, ayni
konsantrasyonlar L. plantarum hiicrelerinin gelisimini daha ¢ok baskilamistir. Candida albicans
bakterileri iizerine 250-500 mg/mL konsantrasyonlarda uygulandiginda bakteriyostatik etkili oldugu
belirlenmistir.

H.L
BHkontrol E61.5 B125 0250 @500
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g 1
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8 i [ i I [ Il
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Pseu a. Aemm H. Camp.l.  Ecoli Kleb. P. Salmp Salm. P. A, Acmet b Ent.a.  Str.a. Bacl. s. u. Staph a. MRSA  Lb.r. Lb. p. Cand. a
Gram negatif bakteri Gram pozitif bakteri Probiyotik bakteri Fungi
Hkontrol  0.986 1.093 0 1414 0.78 0.897 0597 0.798 1.607 0.766 0.967 0.304 0.971 1.581 0.803 1637
H615 0304 1271 0.833 1.09 0.932 1321 1.032 1.048 1.145 0.939 0.868 0.705 1.256 1.413 0744 0945
H125 0427 0.718 0.679 0.181 0.492 0.869 0.482 0.059 0652 0.213 0.363 0.812 0.566 1.196 0.11 0934
00250 0021 0.042 0.055 0.148 0.066 0.034 0.057 0.042 0.054 0.025 0.07 0.057 0.06 0.096 0028 0042
BE500 0016 0.058 0.042 0.135 0.037 0.035 0.039 0.052 0.051 0.022 0.077 0.04 0.06 0.143 0026 0.08

Indikatér bakteriler

Sekil 4. HsL ligandimin 600 nm UV-spektrofotometrede mikroplate kullanilarak 62.5, 125, 250 ve 500 mg/mL
konsantrasyonlardaki MIC degerleri

Sekil 5’de bakir kompleksinin ([Cu2H2L(CH3COO)2(H20)2]) MIC sonuglari verilmistir. Yaklagik
tiim indikator bakterilerde ayni etkiye yol agmig 31.25 mg/mL en diisiik konsantrasyonlarda %90 tizeri
bakteriyostatik etkiye yol agmistir. Gram negatif /pozitif probiyotik ve fungi lizerinde ayni etkiye sahip
olmustur.

[Cu;H,L(CH;C00),(H,0),]
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Indikangr bakteriler

Sekil 5. [CuzH,L(CH3COO0),(H20)2] kompleksinin 600 nm UV-spektrofotometrede mikroplate kullanilarak 31.25 62.5,
125, 250 ve 500 mg/mL konsantrasyonlardaki MIC degerleri

Sekil 6’da [Cd2H2LCl2(H20)2] kompleksinin Campliobacter, Klebsiella ve Acinetobacter iizerine
bakteriyostatik degeri en yiiksek konsantrasyon 125 mg/mL olurken diger gram negatif bakterilerde
62.5 mg/mL olarak tespit edilmistir. Gram pozitif bakterilerde staphylococcus, Enterococcus ve
Bacillus iizerine 125 mg/mL olurken diger gram pozitif bakterilerde 62.5 mg/mL olarak tespit
edilmistir. Probiyotiklerden Lactobacillus reuteri Lactobacillus plantarumdan daha hassas olarak 62.5
mg/mL’de %90-99’dan fazla bakteriyostatik olarak etkilenmistir. Benzer olarak kadminyum
kompleksi 62.5 mg/mL’de %90 dan fazla Candida {izerinde bakteriostatik etki gostermistir. Birgok
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antibakteriyel ajan, bakteri hiicre duvarinin temel bileseni olan peptidoglikanin olusumu i¢in 6nemli
olan adimlar1 engeller. Kadmiyum tuzlarmin kendileri zehirlidir, ancak komplekslerin stabilitesi test
ortaminda (Cd(II)) iyonlariin serbest kalmasini1 engeller. Ek olarak, kadmiyum tuzlar1 da insanlar i¢in
zehirlidir, oysa ligandlarin metaller ile olusturdugu kompleks bilesiklerin bu zararl etkilerini oldukg¢a
azalttig1 literatiir caligmalarinda goriilmektedir (Foni ve ark., 2014).
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Indikatér bakteriler

Sekil 6. [CdoH,LCly(H20),] kompleksinin 600 nm UV-spektrofotometrede mikroplate kullanilarak 62.5, 125, 250 ve 500
mg/mL konsantrasyonlardaki MIC degerleri

Bir¢ok antibakteriyel ajan, bakteri hiicre duvari sentezinin onemli olan temel bilesen olan
peptidoglikan olusumu adimlarini engelleyerak antimikrobiyal etki gosterirler. Cd tuzlarinin insan igin
zehirlidir ancak komplekslerin stabil olmasi test ortaminda (Cd) iyonlarinin serbest birakilmasini 6nler
(Foni ve ark., 2014). Cd ligandlarmimn kararli oldugunu buna karsin cd-komplekslerinin kararli
olmamasiyla insanlar i¢in toksik bulmustur.

Sekil 7°de [Zn2H2L(CH3COO)2(H20)2] kompleksinin MIC degerleri verilmistir. Gram negatif
bakterilerin tiimii [Zn2H2L(CH3COO)2(H20)]  kompleksinden ayni konsantrasyon olan 125
mg/mL’de bakteriyostatik (%90) olarak etkilenmistir. Benzer olarak gram pozitif bakterileri ve fungi
de ayn1 konsantrasyonda %90’dan fazla bakteriyostatik etkiye ugramislardir. Candida albicans ise 500
mg/mL’de %90’dan fazla bakteriyostatik etkilenirken, kompleksin 125 mg/mL’si Candida iizerinde
%90°da 250 mg/mL’den daha ¢ok etkili oldugu belirlenmistir.

Bakteriyostatik bilesikler, bakteriyel organizmalarin {iremesini durdurur ve bu ligand ve
komplekslerde farkli konsantrasyonlarda ¢ok farkli etki goriilmesine neden olmaktadir. Bu durum
ligand da 250 mg/mL'nin {izerindeki MIC'lerde gozlenmistir. MIC sonuglari, bazi bilesiklerin ya
bakterisidal ya da bakteriyostatik oldugunu gostermistir. Bakterisidal bilesik konsantrasyonlart MIC
degerlerinden farklilik gosterebilmektedir.
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indikatér bakteriler

Sekil 7. [Zn;H2L(CH3COO0)2(H20)2] kompleksinin 600 nm UV-spektrofotometrede mikroplate kullanilarak 62.5, 125, 250
ve 500 mg/mL konsantrasyonlardaki MIC degerleri

MIC ve MBC metodlar1 kullanilarak yapilan analiz sonucunda elde edilen verilere gére Hal
ligand1 ile sentezlenen kompleksleri degerlendirildiginde, kompleklerin ligand’dan daha yiiksek
aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Diger soylemde, MIC testi sonucunda ligandin komplekslerden daha
diisiik bakteriyostatik etki gosterdigi, daha yiiksek konsantrasyon degeri ile anlagilmaktadir. Hal
ligand1 ve kompleksleri i¢in kuyu agar difiizyon testinde duyarlilik gosteren indikator bakterileri
lizerine denemeler yapilmis ve sentezlenen bilesiklerin farkli konsantrasyonlarinda uygulanmis ve elde
edilen MIC degerleri ile birlikte sonuglar Cizelge 2’de verilmistir.

Agar Kuyu Difiizyon Metodu

MIC testinde, komplekslerin ligand’dan daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gdsterdigi,
bulunmustur. Agar kuyu diflizyon testinde ise Gram negatif bakterilerden Salm. poona ve S. Paratyphi
A lizerine sirastyla 10.55-20.90 ve 11.44 -19.36 mm Aeromonas hidrofilia iizerine ligand hari¢ 8.12-
18-52 mm, Pseudomonas aeruginosa lizerine 7.14, 15.89 mm, Campliobacter iizerine 14.30 i1e20.89
mm, inhibisyon ¢apinda etki gosterdigi bulunmustur. Candida albicans iizerine (7.12 mm), Bacillus
tizerine HsL ligand ve [Cu2H2L(CH3COO)2(H20)2] kompleksi hari¢ 18.23, 12.09 mm, MRSA iizerine
7.34 ile 26.12 mm arasinda ve diger bakteriler {izerine kompleksler ¢ogunlukla, daha etkili oldugu
goriilmiistiir. Bu da MIC sonuglari ile paralellik gosterdigini agiklamaktadir. [Cd2H2LCl2(H20)]
kompleksinin digerlerine gore daha etkili oldugu ve onu takiben [ZnH2L(CH3COO)2(H20)2]
kompleks, [CuH2L(CH3COO0)2(H20).] kompleks ve ligandin geldigi tespit edilmistir (Bagul ve ark.,
2016).
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Cizelge 2. Tim bilesiklerinin Agar difiizyon metodu kullanilarak antimikrobiyal sonuglari

Ligand ve Kompleksleri

Ref Antibiotic

Indikator Bakteriler HsL [CUsHL (CHsCOO),(H;0)s] [CdsHL Cla(H;0)s] [Zn,H,L(CH3;CO0),(H,0)] TE30 N30

(250 31 5 mgimi) (62.5 mg/ml) (125 mg/mi)

mg/ml)
Gram Pozitif bakteri
Bacillus subtilus 18.23 12.19 22 12
Enterococcus faecalis 9 20
Streptococcus agalactia
Qﬁii?)('v'e“s"'n resist. S 734 8.03 26.12 9.67 1417
Staphlococcus aureus
Gram Negatif bakteri
Salmonella poona 11.40 10.55 24.87 20.90 20.45
Pseudomonas aeroginasa 7.12 9.77 15.89 14.72 16.88
Aeromonas hidrofilia 8.12 17.40 18.52 21.12
Acinetobacter ~ boomanii 711
izolat '
Salmonella paratyphi A 15.22 14.44 19.36 15.14 21.44
Klebsiella pneumonia R 20
Campylobacter jejuni 14.30 16.33 20.89 20,23
E.coli 7.64 11.70 8.70 12 22
Probiyotik bakteri
'I&?rcéoé)acnlus reuteri 8.45 833 2532 792
Lactobacillus plantarum ( 13.45 21.88
Fungi
Candida albicans R R 11.43 7.12

Ligand ve Kompleksleri Ref Antibiotic

Indikator Bakteriler Pl I CULHL(CHCOO)H0)]  [CdHALCL(HO)]  [ZnHeL(CH:COO)(H;0):]

(250 TE 30 N 30

mg/mi) (31.5 mg/ml) (62.5 mg/ml) (125 mg/ml)

Gram Pozitif bakteri
Bacillus subtilus 18.23 12.19 22 12
Enterococcus faecalis 9 20
Streptococcus agalactia
Z;ii?)wem"m resist. S 74 8.03 26.12 9.67 1417
Staphlococcus aureus
Gram Negatif bakteri
Salmonella poona 11.40 10.55 24.87 20.90 20.45
Pseudomonas aeroginasa 7.12 9.77 15.89 14.72 16.88
Aeromonas hidrofilia 8.12 17.40 18.52 21.12
Acinetobacter ~ boomanii 711
izolat
Salmonella paratyphi A 15.22 14.44 19.36 15.14 21.44
Klebsiella pneumonia R 20
Campylobacter jejuni 14.30 16.33 20.89 20,23
E.coli 7.64 11.70 8.70 12 22
Probiyotik bakteri
;féocbac'”“s reuterl 45 8.33 25.32 7.22
Lactobacillus plantarum ( 13.45 21.88
Fungi
Candida albicans R R 11.43 7.12
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Sekil 9. Schiff bazi bilesiklerinin gram negatif bakterilere karsi inhibisyon etkileri

Ll sasle, ;
!
)

L0
o4

Sekil 10. Schiff baz1 bilesiklerinin probiyotik bakterilere karsi inhibisyon etkileri
SONUC

Bu ¢alismada, suda ¢oziinebilen tridentat Schiff Bazi ligand1 ve Cu(II), Ni(Il), Zn(Il) ve Fe(lll)
metal kompleksleri sentezlenmistir. Elde edilen bilesiklerin karakterizasyonlar1 analitik ve
spektroskopik teknikler kullanilarak yapilmistir. Teorik olarak belirlenen yapilar elde edilen deneysel
bulgular ve literatiir degerleri ile karsilastirildiginda uyum igerisinde oldugu gortilmiistiir.

Schiff Baz1 ve metal komplekslerinin antimikrobiyal testinde, Gram negatif/pozitif, probiyotik
ve bir adet fungi ye MIC olarak bakteriyostatik etkide; HsL ligand1 250 mg/mL konsantrasyonda,
[Cu2H2L(CH3COO0)2(H20)2] kompleksi 31,5 mg/mL konsantrasyonda, [Cd2H2LCl2(H20).] kompleksi
62.5 mg/mL konsantrasyonda ve [ZnzH:L(CH3COOQ)2(H20)2] komplekside 125 mg/mL
konsantrasyonda bakteri gelisimlerini baskiladiklar1 anlagilmistir. Schiff Bazi ve metal
komplekslerinin Bakterisid etkisi ise 500-250 mg/ml olarak bakterilerin ¢ogunlugun geligsimi tamamen
durdurmustur. Bu da MIC sonuglari ile paralellik gosterdigini agiklamaktadir. [Cd2H2LCl2(H20)2]
kompleksinin digerlerine gore daha etkili oldugu ve onu takiben [ZnzH2L(CH3COO)2(H20)2]
kompleks, [Cu.L(CH3COO)2(H20)2] kompleks ve ligandin geldigi tespit edilmistir. Sonug olarak
komplekslerin liganddan daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve gram pozitif /negatif ve
probiyotik bakterilere ile fungiye kars1 bakteriyostatik etki gosterdigi belirlenmistir. Sekil 8-10°de agar
diflizyon test sonucu olusan inhibisyon zonlar1 goriilmektedir.
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Cikar Catismasi
Makalenin planlanmasi, yiiriitiilmesi ve yazilmasi sirasinda herhangi bir c¢ikar catigmasi
olmadigini beyan ederim.

Yazar Katkisi
Makalenin planlanmasinin, yiiriitiilmesinin ve yazilmasinin makalenin tek yazar1 olarak
tarafimdan yapildigin1 beyan ederim.
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