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Amag: Bu calismada kolin Kloriir iceren baz1 alcak 6tektik c¢oziiciilerin karakterizasyonlarinin
gerceklestirilmesi ve antibakteriyel aktivitelerinin belirlenmesi amaclandi. Yontem: Calisilan
dort farkl algak otektik coziicliniin iletkenlik degerleri tespit edildi. Fourier dontisiimlii infrared
spektroskopisi ve proton niikleer manyetik rezonans spektroskopisi ile karakterizasyon islemleri
gerceklestirildi. Antibakteriyel aktivite tayinininde Resazurin mikroplak yontemi kullanildi
Bulgular: Alcak otektik coziiciilerin yapilar1 spektroskopik yontemler ile aydinlatildi. Algak
otektik ¢oziiclilerin ampisiline gore daha diisiik antibakteriyel aktivite gosterdigi bulundu. Sonug:
Algak otektik ¢oziiciilerin ilag endiistrisindeki ilgi uyandiran uygulamalar1 dikkate alindiginda
¢alismanin daha fazla sayida alcak otektik ¢oziicliniin fizikokimyasal, antibakteriyel ve sitotoksik
ozelliklerinin arastirilmasiyla genisletebilecegi sonucuna varildi.
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Determination of antibacterial activity for some deep eutectic solvents
based on choline chloride

Abstract

Aim: The aim of this study was to determine the characterization and antibacterial activity of
some deep eutectic solvents based on choline chloride. Methods: The conductivity values of the
four different deep eutectic solutions were determined. Fourier transform infrared spectroscopy
and proton nuclear magnetic resonance spectroscopy were used for characterization. Resazurin
microplate method was used to determine the antibacterial activity. Results: The structures of
the deep eutectic solvents were clarified with spectroscopic methods. Deep eutectic solvents
showed lower antibacterial activity than ampicillin. Conclusion: Considering the applications of
deep eutectic solvents in the pharmaceutical industry, it was concluded that the study could be
extended the determination of physicochemical, antibacterial and cytotoxic properties of a larger
number of deep eutectic solvents.
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Kolinklortirlti ¢ézticiilerin antibakteriyel aktiviteleri

Giris

Yesil kimyanin o©nemle iizerinde
durdugu  konu  bashiklarindan  birisi,
geleneksel olarak kullanilan ve toksik
etkileri bilinen ¢6ziicii sistemlerinin yerine
cevre dostu ve bircok kimyasal proseste
gorev  alabilecek yeni nesil c¢oziici
alternatifleri gelistirmektir. Bu baglamda
gectigimiz 20 yil icerisinde iyonik sivilar
kolay alev almamasi ve tekrar kullanilabilir
olmasi gibi yesil 6zellikleri nedeniyle tercih
nedeni olmuslardir. Ancak, 6zellikle imidazol
ve piridin iceren iyonik sivilarin, geleneksel
ve yaygin olarak kullanilan organik
coziicilerden 5-20 kat daha fazla maliyetli
olmasi ve zayif biyodegradasyon
gostermeleri nedeniyle beklentileri
kargilayamamustir.! [yonik sivilara alternatif
olarak gelistirilen Algak Otektik Coziiciiler

(DESs) ilk olarak Abbott ve arkadaslari?
tarafindan gelistirilmis ve rapor edilmistir.
IIk DES hazirlanisi ile ilgili Abbott ve ark.?
2003 yilinda yaptiklar1 calismada herhangi
bir detaya yer vermemekle birlikte 2004
yilinda yaptiklari calismada* DES
hazirlarken kuaterner amonyum tuzu olarak
kolin kloriir, hidrojen bagi donérii olarak
cesitli karboksilik asit tiirevlerini
kullandiklarim1 bildirmislerdir. Yapilan bu
calismada oOncelikle kolin kloriir etanol
iceresinde yeniden kristallendirilip, stizlilip
kurutulmustur. Karboksilik asit tlirevleri ise
kullanimdan énce vakumda kurutulmustur.
Daha sonra belirli stokiyometrik oranlarda
alinan iki bilesen homojen ve renksiz karisim
haline gelinceye kadar 100 °C‘ye 1sitilmigtir3.
Ayni grup 2007 yilinda yine ayni yontemle
DES hazirlamak i¢in Tablo 1'de belirtilen
dort farkli kombinasyonu énermislerdir.4

Tablo 1. DES hazirlamak i¢in 6nerilen dort farkli kombinasyon

Secenek

Ornek

1. Metal Tuzu+Organik Tuz

2. Organik Tuz+Hidrojen Bag Donoért

3. Metal Hidrat Tuzu+Organik Tuz

4. Metal Hidrat Tuzu+ Hidrojen Bag Donorii

ZnCl;+Kolin kloriir
Kolin kloriir+Ure
CoCl;6H,0+Kolin Kkloriir
ZnCl,+Ure

Bunlar icerisinden ikinci alternatif
gliniimiizde de en yaygin sekilde hazirlanan
DES kombinasyonu olarak kabul
edilmektedir.*

Calismada kuaterner amonyum tuzu
olarak, B vitaminlerine olan yapisal
benzerligiyle ve non toksik olmasi nedeniyle
kullanilan kolin kloriiriin, iire, etilen glikol,
okzalik asit ve gliserol gibi farkli hidrojen bag
donoriiyle (HBD) hidrojen bagi ve
elektrostatik c¢cekim temelindeki olasi
etkilesimleri ~ Sekil 1la-d’de  sematize
edilmistir.

Bu c¢oziicii sistemlerinin erime
noktalar1 kendisini olusturan bilesenlerin
erime noktalarindan ¢ok daha dusiktiir.
Bunun yaninda yiiksek iletkenlik, viskozite
ve yiizey gerilimi DES’lerin sahip olduklari
diger 6nemli ozeliklerdir. Ustelik DES’ler
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diger cozicllere gore daha diisik buhar
basin¢larina  sahiptir.  Ayrica  yiiksek
polariteleri nedeniyle c¢ok iyi birer
c¢ozucidurler. Bunun yaninda, diisiik
toksisiteye sahip olmalari nedeniyle cevre
dostu olarak tanimlanirlar. Ayrica biyolojik
olarak ¢6ziinme yetenegine sahiptirler ve
biyo uyumludurlar.>

Alcak otektik ¢ozicller, basta sentez
ve elektrokimyasal prosesler olmak tizere
bircok farkli alanda kendine uygulama alani
bulmaktadir.6 Ayrica cok farkl
kombinasyonlar seklinde hazirlanabilen
DES’lerin gesitli fizikokimyasal 6zelliklerinin
belirlenmesi, antibakteriyel aktivitelerinin
tespiti DES’lerin ozelliklerinin
belirlenmesine yonelik calismalar olarak
nitelendirilmektedir (Sekil 2).
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Sekil 1. Kolin kloriiriin hidrojen bag donérleriyle olasi etkilesiminin sematik gosterimi

Alcak otektik c¢oziicii sistemlerinin
¢ok farkli alanlarda kendine kullanim alani
bulmasi, sahip oldugu avantajlari
nedeniyledir. Bunlar;

o Yiiksek saflikta ve kolay bir sekilde
hazirlanabiliyor olmasi,

o Diistiik maliyetle tretilebiliyor olmasi,

e Yiiksek biyodegradasyon ve diisiik
toksisite gdstermeleri nedeniyle cevre dostu
olmasi,

e Farkli kombinasyonlarda DES’lerin
hazirlanabiliyor olmasi.”

Secilen cesitli hidrojen bag donérii ve
akseptoriic  ile ve  kullamilan  farkh
stokiyometrik oranlarla farkli ve ¢ok sayida
DES’in dizayn edilmesi elde edilen bu ¢6ziict
sistemlerinin tim karakterizasyon
islemlerinin ve antibakteriyal aktivitelerinin
belirlenmesini de ayni zamanda bir
mecburiyet haline getirmistir.
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Bunun yaninda DES’lerin, ¢ziiniirliikk
problemi yasayan bazi ilaclarin
¢Ozunlirliigiinii suya oranla ciddi bir sekilde
arttirdigina yonelik calismalar 6zellikle
preklinik calismalar icin umut vericidir.8
Ayrica kolin kloriir iceren bazi DES’lerin
ilaglarin hizli absorpsiyonu icin umut veren
yeni oral ila¢ tasiyict adaylar1 olduklari
yoniinde calismalar vardir.® Abbott ve ark. 10
son yillarda yaptiklart bir ¢alismada ¢ok
sayida farmasoétik ajanin DES’ler kullanarak
sivi formlarinin formiile edilebilecegi ve
etkili ilag¢ tasiyic1  sistemler olarak
kullanilabilecegini gostermislerdir.

Bu noktadan hareketle bu ¢alismada
kolin kloriir iceren dort farkli DES
hazirlanarak, Fourier Déniisiimlii Infrared
(FTIR) Spektrometresi ve proton Niikleer
Manyetik Rezonans (NMR) Spektrometresi
ile karakterizasyon islemlerinin
gerceklestirilmesi ve antibakteriyel
aktivitelerinin belirlenmesi amaclandu.
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Sekil 2. DES’lerin kullanim alanlari®

Yontem

Algak otektik ¢oziiciilerin
hazirlanmasinda kolin kloriir (C5H14CINO,
%99, Acros Organics), lire (CH4N20, %99.5,
Merck), etilen glikol (C2H602, 9%99.5,
Merck), gliserol (C3H803, FisherChemical)
ve okzalik asit (H2C204, %98, Sigma)
kullanildi. Aktivite calismasinda Mueller-
Hintonbroth (Sigma 70192) besiyeri,
resazurin (Sigma R7017), 0.22 pm’lik
membran filtre (Ministar 16534-K, Sartorius
Stedim Biotech GmbH, Goettingen, Germany)
ve yapiskan plastik film (Thermo Fisher
Scientific Micro Amp® Optical Adhesive
Film, 4360954) kullanildi. Antibakteriyel
aktivite tayininde Gram pozitif olarak
Staphylococcus aureus (ATCC 25925) ve
Bacillus subtilis (ATCC 6633); Gram negatif
olarak Aeromonas hydrophila (ATCC
95080), Escherichia coli (ATCC 25923) ve
Acinetobacter baumannii (ATCC 02026)
standart bakteri suslar1 kullanildi. Bu

Tablo 2. Calismada kullanilan DES’ler

standart suslar Refik Saydam Hifzissihha
Enstitisi'nden temin edildi. Deneysel
calismalar boyunca ihtiya¢ duyulan 18.2 m{)
distile su Millipore, Milli-Q A-10 marka saf su
cihazindan temin edildi. Calismada
kullanilan DES’lerin elektriksel iletkenlikleri
Thermo Scientific Orion 5 Star marka
iletkenlik oOlger ile tayin edildi. Hazirlanan
DES’lerin  FTIR  spektrumlar1  Perkin
ElmerFourier Doéntistimli Infrared
Spektrometresi ile NMR spektrumlar ise
Bruker Ultrashield Plus Biospin GmbH
proton  Nukleer = Manyetik  Rezonans
Spektrometresi ile alindi ve
karakterizasyonlar1 gergeklestirildi.

Algak étektik ¢éziiciilerin hazirlanmasi

Calismada kullanilan doért farkli DES
Tablo 2’de verilen bilgiler dogrultusunda
Abbott ve ark. kullandiklari yontem ile
hazirlandi.3 Biitiin DES’ler seffaf, viskoz
sekilde elde edildi (Sekil 3) ve iletkenlik
degerleri tespit edildi.

DES Organik Tuz HBD Mol orani Kisaltma Adi
Kolin kloriir-Ure Kolin kloriir Ure 1:2 DES 1
Kolin Kkloriir- Etilen glikol Kolin kloriir Etilen glikol 1:2 DES 2
Kolin kloriir-Okzalik asit  Kolin klortir Okzalik asit 1:1 DES 3
Kolin kloriir-Gliserol Kolin kloriir Gliserol 1:2 DES 4
Mersin Univ Saglik Bilim Derg 2018;11(2) 187
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= — =

DES 1 DES 2

Sekil 3. Hazirlanan dort farkli DES’in goriintiisti

Resazurin  mikroplak  yéntemi ile
antibakteriyel aktivite tayini

Antibakteriyel aktivitelerin
belirlenmesinde resazurin mikroplak
yontemi (resazurin microtitreassay-REMA)
kullanildi.1? Antibakteriyel aktivitesi
arastirilacak olan DES’ler (Tablo 2) distile
suda ¢ozildi ve konsantrasyonlarn 1
mg/ml'ye ayarlandi. Mikroplagin ilgili
kuyularina besiyerinden 100 pl konuldu.
Mikroplagin birinci kuyularina test edilecek
DES’den 100 pl konuldu. Bu kuyudan yine
100 pl alinarak ikinci kuyudan itibaren seri
diliisyon yapildi ve son kuyudan 100 pl atik
kutusuna atildi. Boylece test edilecek DES
konsantrasyonlari 500-0.24 pg/ml’ye
ayarlandi. Calismada standart ila¢ olarak
ampisilin  kullanildi ve standart ilacin
diliisyonu da ayni sekilde yapildi. Standart
bakteri  suslarindan 0.5  McFarland
yogunlugunda bakteri slispansiyonu
hazirlandi. Bu stispansiyon daha sonra steril
distile su ile 1/20 oraninda diliie edildi. Bu
slispansiyondan ilgili kuyulara 10 pl ilave
edildi. Boylece kuyulardaki son bakteri
yogunlugu 5x105 CFU/mlye ayarlandi.!2
Resazurin ¢alisma soliisyonu %0.01 (w/v)
oraninda distile suda hazirlandi ve 0.22
um’lik membran filtreden gecirilerek steril
edildi. Calisilan kuyulara steril edilen
resazurinden 10 ul ilave edildi. Plaklardaki
buharlasmay1 énlemek icin plaklar yapiskan
plastik film ile kapatildi. Antibakteriyel
aktivite belirlenmesinde dort set kontrol ile
calisildi.  Birincisi ampisilin iceren ilag¢
kontrolii, ikincisi besiyeri ve bakteri
slispansiyonu  iceren  pozitif kontrol,
liclinciisti antibakteriyel aktivitesi arastiran
madde ve Dbesiyeri iceren kontrol,
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dordiinclisii sadece besiyeri iceren kontrol.
Daha sonra plaklar 37°C'de 24 saat inkiibe
edildi. Siire sonunda plaklardaki renk
degisimi goz ile degerlendirildi. Resazurinin
maviden pembe veya renksiz hale déonmesi
pozitif yani bakteriyel iireme olarak
degerlendirildi. Minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MiK) degeri resazurinin
maviden pembeye veya renksiz hale
dénmesini engelleyen en disiik
konsantrasyon olarak belirlendi. Biitiin
antibakteriyel aktivite tayin islemleri ii¢ kez
tekrar edildi.

Bulgular
Algcak otektik ¢oziiciilerin
karakterizasyonu

Seffaf ve viskoz bir sekilde elde
edilen DES’lerin iletkenlik degerleri (25 °C)
lic 6l¢limiin ortalamasi seklinde DES 1, DES
2, DES 3 ve DES 4 i¢in sirasiyla 0.68; 9.71;
0.12; 133 mS cm?! olarak belirlendi.
Hazirlanan  DES’lerin  karakterizasyonu
amaciyla alinan  FTIR  spektrumlari
degerlendirildiginde, DES 1'de treye ait
karakteristik N-H gerilme titresimi 3100-
3500 cm, C=0 1630-1680 cm aralifinda,
kolin Kkloriire ait karakteristik OH gerilme
titresimi  3200-3600 cm, CH egilme
titresimi  1430-1470 cml, C-N+simetrik
gerilme titresimi 830-870 cm-! aralifinda
goriilmektedir. Kolin Kkloriire ait olan
karakteristik pikler diger tiim DES
spektrumlarin da mevcut oldugu goriildi.
Sirasiyla etilen glikol, okzalik asit ve gliserol
icin karakteristik OH gerilme titresimi 3200-
3600 cm! araliginda DES 2, DES 3 ve DES 4
spektrumlarinda bulunmaktadir. Bunun
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yaninda etilen glikole ait C-O-H piki 1200-
1250 cm! araliginda, okzalik asite ait C=0
piki 1700-1730 cm! araliginda, gliserole ait
C-C piki 1500-2000 cm! araliginda,
goriilmektedir. Karakterizasyon amaciyla
allman 1H NMR (D20) spektrumlari
degerlendirildiginde ise, biitiin DES'ler icin
kolin kloriire ait karakteristik pikler yaklasik
6 (ppm) 3.2 (s, 9H), 3.5 (m, 2H), 4 (m, 2H)
olarak tespit edildi. Diger karakteristik pikler
tire § (ppm) 4.7 (m, 4H), etilen glikole &
(ppm) 3.6 (m, 4H), 4.6(m, 2H), gliserole &
(ppm) 4.48 (m, 3H), 3.44 (m, H), 3.55 (m, H)
ve 3.7 (m, H) olarak belirlendi.

Antibakteriyel aktivite sonuclari

Resazurin mikroplak yontemi ile
antibakteriyel aktivite tayini ile elde edilen
sonuglar Tablo 3’de 0Ozetlenmistir. Bu
sonuglara gore DES 1, DES 2 ve DES 4
Staphylococcusaureus (ATCC  25925),
Bacillussubtilis (ATCC 6633),
Aeromonashydrophila  (ATCC  95080),
Escherichiacoli (ATCC 25923) ve
Acinetobacterbaumannii (ATCC 02026) icin
500 pg/ml'nin tzerinde bir antibakteriyel
aktivite  gostermistir.  DES 3 ise
Acinetobacterbaumannii (ATCC 02026) icin
500 pg/ml de, Bacillussubtilis (ATCC 6633)
icin ise 250 pg/ml de antibakteriyel aktivite
gostermistir.

Tablo 3. DES ve ampisilinin gosterdigi antibakteriyel aktivite sonuglari

DES1 DES2 DES3 DES4 Ampisilin
(ng/ml)  (ug/ml)  (ug/ml)  (ug/ml)  (ug/ml)
Staphylococcus aureus >500 >500 >500 >500 31.25
(ATCC 25925)
Escherichia coli >500 >500 >500 >500 15.62
(ATCC 25923)
Acinetobacter baumannii >500 >500 500 >500 125
(ATCC 02026)
Bacillus subtilis >500 >500 250 >500 0.9
(ATCC 6633)
Aeromonas hydrophila >500 >500 >500 >500 31.25
(ATCC95080)
Tartisma pikler yaklasik 6 (ppm) 3.2 (s, 9H), 3.5 (m,
Calismamizda karakterizasyonu 2H), 4 (.m ¢ ZH.) OIa.l.ﬂak tespit edildi. Diger
7 . karakteristik pikler iire § (ppm) 4.7 (m, 4H),
gerceklestirilen DES’lerin FTIR spektrumlari etilen glikole & (ppm) 3.6 (m, 4H), 4.6(m, 2H)
degerlendirildiginde kolin kloriire ait i T

karakteristik OH ve C-N+ gerilme titresimi
sirasiyla 3200-3600 cm, 830-870 cm'!
araliginda olup biitiin DES’ler i¢in ortaktir.
Etilen glikol, okzalik asit ve gliserole ait C-O-
H, C=0, C-C pikleri sirasiyla 1200-1250 cm,

1700-1730 cml, 1500-2000 cm-!
araligindadir. Proton NMR (D20)
spektrumlart incelendiginde ise, biitiin

DES’ler icin kolin klortire ait karakteristik
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gliserole § (ppm) 4.48 (m, 3H), 3.44 (m, H),
3.55 (m, H) ve 3.7 (m, H) olarak belirlendi.
Spektroskopik yontemlerle elde edilen ve
karakterizasyonu saglayan tiim sonuglar
literatiirle#1314 uyum igerisindedir. Ote
yandan antibakteriyel aktivite ¢alismasinin
sonucunda  elde  ettigimiz = bulgular
dogrultusunda DES’lerin ampisiline gore
diisiik antibakteriyel aktivite gostermesine
ragmen alcak otektik ¢oziiciilerin
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konsantrasyonlar1 arttikca antibakteriyel
aktivitenin arttig1 sonucuna varimistir. Bu
sonug literatiirii’ dogrulamaktadir. In vitro
olarak degerlendirdigimiz ¢alismamizda
DES’lerin antibakteriyel aktivite gosterdigi
konsantrasyon (> 500 pg/ml, 250 pg/ml)
degerleri in vivo kosullarda hiicre i¢gin toksik
olabilecegi, kolin kloriir disinda fosfonyum
tuzlariyla da c¢ok sayida ve farkl
kombinasyonda DES’in sentezlenebiliyor
olmasi nedeniyle calismanin daha fazla
saylda DES’in antibakteriyel aktivitelerinin
yanl sira toksik etkilerinin arastirilmasi
gerekliligini de beraber getirmistir.

Sonug

Klasik c¢oziiciiler ve iyonik sivilarla
karsilastirildiginda DES’ler, yliksek
polariteleri nedeniyle iyi birer c¢o6ziici
olmalari, ¢evre dostu olmalar, diisiik
maliyetle ve kolay hazirlanabiliyor olmalari
ve biyouyumluluklar1 nedeniyle son yillarda
yogun sekilde arastirilan konu bashklardan
birisi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu yeni
nesil c¢oziiciler basta organik ve
nanomateryal  sentezi olmak iizere
elektrokimyasal proseslerde, ayirma ve
ekstraksiyon gibi farkl alanlarda kendine
uygulama alant bulmustur. Son yillarda
ozellikle ilac etken madde sentezi ve
¢Ozlnirlik problemi yasayan ilaclarin
¢Ozinirligiiniin arttirllmasi amaciyla ve ilag
tasiyicl sistemlerinin bir pargasi olarak
kullanilabilecegine dair c¢alismalar so6z
konusudur. Bu noktadan  hareketle
tasarlanan c¢alismamizda kolin klorir ile
hazirlanan dort farkli DES’in iletkenlikleri
tayin edildi, infrared ve proton niikleer
manyetik rezonans spektroskopisi ile
karakterizasyonlari yapildi ve antibakteriyel
aktiviteleri arastirildi. Elde edilen sonuclara
gore DES’lerin antibakteriyel aktiviteleri
konsantrasyonlari arttikca  artmasina
ragmen, ampisiline gore disiik
antibakteriyel etkinlige sahip oldugu
bulundu. Cok sayida ve gesitte hazirlanabilen
DES’lerin diger endiistrilere ek olarak ilag
endiistrisindeki ilgi cekici uygulamalar1 da
dikkate alindiginda daha fazla sayida DES’in
fizikokimyasal, antibakteriyel ve toksik
ozelliklerinin arastirilmasiyla c¢alismanin
genisletebilecegi sonucuna varildi.
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Ekler: Alcak otektik coziiciilerin FTIR ve 1H NMR (D20) spektrumlari
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