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Ozet

Bu calismada antiviral bir ilag etken madde olan ribavirinin molekiiler baskilanmig polimeri (MIP) siispansiyon
polimerizasyonu ile sentezlenmis ve bu polimer ile ribavirin sec¢ici potansiyometrik mikrosensor hazirlanmistir.
Hazirlanan mikrosensoriin potansiyometrik performanslari arastirilmistir. En iyi potansiyometrik performans 6zelliklerini
% 4 MIP, % 67 nitrofeniloktileter, % 29 polivinilkloriir bilegsimine sahip sensoriin sergiledigi belirlendi. Bu sensoriin
dogrusal calisma aralign 1x105-1x102 M, 10 katlik konsantrasyon degisimindeki mV farki 29,8, tayin limiti 8,7x10° M,
cevap zamani ~ 10 s olarak belirlendi. Gelistirilen ribavirin se¢ici mikrosensor kullanilarak bazi ticari ilaglarda ribavirin
tayinleri bagariyla gerceklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Molekiiler baskilama, Ribavirin, Iyon secici sensor, Potansiyometri.

Development of a Ribavirin Selective Potentiometric PVC-Membrane
Microsensor based on Ribavirin Imprinted Polymer

Abstract

In this study, a molecularly imprinted polymer (MIP) of ribavirin, which is an antiviral active drug, was synthesized by
suspension polymerization and on the basis of the synthesized polymer, ribavirin selective potentiometric microsensor
was constructed. Potentiometric performance characteristics of the microsensor was investigated. It was determined that
the sensor membrane at the ratio of 4% MIP, 67% nitrophenyloctylether and 29% polyvinyl chloride performed the best
potentiometric performance characteristics. For this sensor; linear range, slope, detection limit and response time were
determined as 1x10°-1.0x102 M, 29.8 mV/decade, 8,7x10 M, and ~ 10 s, respectively. Potentiometric determinations
of ribavirin in commercial drug samples were successfully performed by using ribavirin selective microsensor.

Keywords: Molecular imprinting, Ribavirin, lon selective sensor, Potentiometry.
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1. Giris

Ribavirin (Sekil 1.) antiviral bir ilag etken maddedir. Bazt DNA ve RNA viriislerine karsi sahip
oldugu genis spektrum aktivitesi sayesinde oldukga etkilidir. RNA polimeraz faaliyetini inhibe eder
yani viral genetik materyalin kopyalanmasi siirecine miidahale eder. Ribavirin plazma proteinlerine
baglanmayan hidrofilik bir molekiildiir. Yakin zamana kadar astim rahatsizligina yol agcan solunum
sinsityal viral enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilirken, gliniimiizde ¢ogunlukla hepatit C tedavisinde
interferon ilaglariyla beraber kullanilmaktadir (Scott ve Perry, 2002).

Glintimiizde 1lag etken madde tayinleri genellikle maliyeti yiiksek yontemlerle
gerceklestirilmektedir. Ribavirinin biyolojik ve klinik numunelerdeki analizleri kromatografi (Zironi
ve ark. 2011; Lijke ve ark. 2012), spektrofluorimetri (Alarfaj ve EI-Toh, 2012), kapiler elektroforez
(Breadmore ve ark. 2004) gibi yontemlerle yapilabilmektedir. Iyon secici elektrotlarin kullanldig
potansiyometrik metotlar daha pahali tayin yontemlerine alternatif olarak son yillarda cogu tayinlerde
siklikla kullanilmaktadir. Potansiyometrik sensdrlerin yapiminda ¢ok farkli kimyasal o6zelliklere
sahip analite 0zgli segici maddeler kullanilmaktadir (Bochenska, 1998). Seciciligi saglayan
materyaller olarak molekiiler baskilanmig polimerler (MIP) de siklikla kullanilmaktadir. Baskilama
sonucu olusan kalip, baskilanan tiire (iyona veya molekiil) 6zgiidiir. Bundan dolay1 polimer matriks,
baskilanan tiiriin de i¢cinde oldugu bir karisimda ilgili tiire kars1 % 100’e yakin oranda segici
davranmaktadir (Karabork, 2007; Yolcu, 2011). MIP’lerin segici materyaller olarak kullanilmasiyla
ila¢ etken madde 6zelligi sergileyen ¢ok sayida molekiile secici elektrot gelistirilmistir (Javanbakht
ve ark 2008; Yarman ve Scheller, 2014). Literatiirde ribavirin molekiiliiniin baskilanmasi {izerine
calismalara rastlamak miimkiindiir. Ornegin; ribavirinin secici olarak taninmas1 amaciyla ¢ok duvarli
karbon nanotiiplerin yiizeyinde ribavirin baskilanmig polimerler gelistirilmistir (Xu ve ark. 2012).
Grafen oksit ile takviye edilmis ve metakrilik asit fonksiyonel monomerinin kullanildig: ribavirin
baskilanmis polimerin kullanilmasi1 ile hazirlanan ribavirin seg¢ici PVC membran elektrot
gelistirilmesi tizerine ¢ok yakin zamanda bir ¢alisma yapilmistir (Jian-Wen ve ark, 2017).

Bu calismada, 1-vinilimidazol fonksiyonel monomeri, etilenglikoldimetakrilat (EGDMA)
capraz baglayici, benzoil peroksit (BPO) polimer baslaticis1 kullanilarak ribavirinin molekiiler
baskilanmig polimerinin sentezlenmesi, bu polimerin se¢ici materyal (iyonofor) olarak kullanimryla
ribavirin-secici PVC membran potansiyometrik mikrosensoriin gelistirilerek performansinin
arastirilmasi ve ribavirin-segici sensoriin kullanilmasi ile bazi ticari ilaglarin ribavirin igeriklerinin

belirlenmesi amaglandi.
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Sekil 1. Ribavirin (1-p-D-ribofuranosil-1, 2, 4-triazol-3-karboksamid)’in kimyasal yapisi.
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2. Materyal ve Metot

2.1. Materyal

Kimyasallar

Etilenglikoldimetakrilat (EGDMA), benzoil peroksit (BPO), 1-vinilimidazol (1-viim),
polivinilalkol (PVA), toluen, etanol, tetrahidrofuran (THF), yiiksek molekiil agirlikli polivinilkloriir
(PVC), o-nitrofeniloktileter (NPOE), dioktilsebakat (DOS) ve grafit Sigma-Aldrich firmasindan,
ribavirin Roche firmasindan, epoksi recinesi (Ultrapur SU 2227 Victor (Italy) firmasindan,
sertlestirici (Desmodur RFE ) Bayer AG firmasindan, ¢alismada kullanilan diger tuzlar ve ¢oziiciiler

Merck firmasindan temin edildi.

Cihazlar

Potansiyel dl¢iimleri, tasarimi ve yazilimi aragtirma laboratuarimizda gelistirilen ve bilgisayar
programi ile desteklenmis cok kanalli potansiyometre cihaziyla gergeklestirildi. Potansiyel
Olgtimlerinde referans elektrot olarak, Ag/AgCl elektrot (Basi-MF-2079-RE-5B) kullanildi. Tartim
islemlerinde, Shimadzu (Model AUX220) analitik terazi kullanildi. Cozeltilerin hazirlanmasinda

kullanilan deiyonize su Sartorius Stedim (Arium*611UV) marka deiyonize su cihazi ile temin edildi.

Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi
Standart ¢ozeltiler deiyonize su ile analitik safliktaki stoktan konsantrasyonu 0,01 M olacak

sekilde hazirland1 ve istenilen derisimlere seyreltildi.

Ribavirin Baskilanmis Polimerin Sentezi
Hedef molekiil olarak ribavirin, fonksiyonel monomer olarak 1-vinilimidazol, ¢apraz baglayici

olarak etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) ve polimer baslaticis1 olarak benzoil peroksitin kullanildig:
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slispansiyon polimerizasyonu ile ribavirin molekiilii baskilanmis polimer (MIP) sentezlendi. Bu
amacla; 500 mg ribavirin 50 mL’lik bir balona alinarak 30 mL deiyonize suda ¢6ziildii. Ribavirin
cozeltisi lizerine, 0,5 mL 1-vinilimidazol ilave edilip ¢6ziildii. Cozelti karigimin iizerine 3 mL
toluende ¢oziilen 8 mL EGDMA ilave edildi. Elde edilen monomer karisiminda 0,015 g benzoil
peroksit ¢oziildiikten sonra balonun agzi1 septumla kapatildi ve ¢ozeltiden 15 dakika N2 gazi gegirildi.
50 mL’lik bir bagka balonda, 50 mg polivinil alkol (PVA), 12,5 mL deiyonize suda ¢oziildii ve
cozeltiden 20 dakika N2 gaz1 geg¢irildi. PVA c¢ozeltisi igeren balon, manyetik karistirict tizerinde
termostatik ayarli yag banyosunda 60 °C’ye kadar 1sitildi. Daha sonra igerisine monomer karigimi
ilave edilerek polimerlesmenin tamamlanmasi i¢in 60 °C’de 24 saat birakildi. Beyaz renkli ribavirin
baskilanmis polimerler elde edildi. Reaksiyona girmeyen monomerlerin uzaklastirilmasi igin
polimerler etanol/su (50/50; v/v) karisiminda yikandi. Ayrica MIP ile karsilastirmak amaciyla
yukaridaki ayni sentez metodu kullanilarak ribavirin icermeyen baskilanmamis polimer (NIP) de

hazirlandi.

Polimerden Kalip Molekiiliin Uzaklastirilmast
Sentezlenen ribavirin baskilanmis polimerlerden ribavirinin uzaklastirilmasi i¢in, 50 mg
polimer 20 mL 0,5 M HCI ¢ozeltisi ile ¢calkalayici kullanilarak 24 saat etkilestirildi. pH’s1 nétral olan

slizlintii elde edilene kadar polimerler deiyonize su ile yikandi.

Ribavirin Secici Mikro Sensériin Hazirlanmasi

Genel olarak sensorlerin hazirlanmasi iki asamadan olusmustur (Isildak ve ark., 2004; Yolcu
M, 2008). Kat1 kontak karistminin hazirlanmasi1 asamasinda; agirlikca % 50 grafit, % 35 epoksi
recinesi (Ultrapur SU 2227) ve % 15 sertlestirici (Desmadur RFE) igeren karisim THF c¢oziiciisii
icerisinde 15-20 dakika karigtirildi, uygun viskozite saglandiginda bir bakir tel (yaklasik 0,4-0,5 mm
¢ap, 0,1-0,2 mm uzunlukta metalik aciklik ve geri kalan 5-6 cm izole kablodan olusan) bu karisima
3-5 defa daldirilarak iizeri kaplandi ve 50-60 °C’de bir gece beklemeye birakildi. PVC membran
kokteylinin hazirlandig1 ikinci asamada; agirlik¢a % 4-8 MIP, % 65-67 NPOE veya DOS, % 27-29
PVC igeren karisimin THF ¢oziiciisiinde ¢oziilmesiyle hazirlandi. Son olarak kati kontak yiizeyleri,
yukarida bilesimi verilen PVC-membran kokteyline 4-5 defa daldirilarak kaplandi ve oda sartlarinda
3-4 saat kurumaya birakildi. Benzer islemler MIP yerine NIP kullanilarak ta uygulandi.

2.2. Metot

Hazirlanan ribavirin-segici sensoriin potansiyometrik davranislari (dogrusal degisim araliklari,

cevap zamanlari, kalibrasyon, pH calisma araligi, tayin limitleri ve kullanim 6miirleri v.b.) incelendi
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(IUPAC 1994). Giinliik 6lgiimlerden once; sensérler 10 mol/L derisimindeki standart ribavirin
¢Ozeltilerinde 6 saat sartlandirildi. Sensorler kullanimda olduklar1 zaman dilimi igerisinde kuru olarak
veya deiyonize su i¢inde saklandi. Sensor ve referans elektrotun 5 mL’ lik ¢ozeltiye ayni derinlikte
daldirilmasiyla, potansiyel dlglimleri gergeklestirildi. Her 6l¢iimden 6nce sensor ve referans elektrot
deiyonize su ile yikandi. Olgiimler ¢ogunlukla 102-107 mol.L™? derisim araligindaki standart

cozeltilerde gerceklestirildi.

3. Bulgular ve Tartisma

Oncelikle ¢ok sayida dzdes sensdr hazirlandi. Ozdes sensorlerden en iyi performansi sergileyen
sensor secilerek potansiyometrik performans ozellikleri test edildi. Hazirlanan sensorler igin test
edilen optimum membran bilesimleri ve bazi potansiyometrik performans 6zellikleri Tablo 1.’de
verilmistir. Tablol. incelendiginde RBV-1 sensoriin digerlerine gore daha iy1 performans sergiledigi
goriilmektedir. Tablonun en alt satirinda verilen sensor; (Jian-Wen ve ark, 2017) MIP yapis1 ve
membran bilesimi farkli ve i¢ ¢ozelti iceren klasik elektrot tipindedir. Ancak bu sensoériin RBV-1
sensore gore egimi daha yliksek, tayin limiti daha diisiik ve ¢aligma aralig1 daha dardir. Cevap zamani
acisindan calismamizda hazirladigimiz RBV-1 sensor daha avantajlidir. Ayrica RBV-1 sensor
biitliniiyle kat1 yapida olup minyatiirizasyona uygundur. Bu yonleriyle gelistirilen RBV-1 sensoriin

avantajli oldugu sdylenebilir.

Tablo 1. Ribavirin-segici sensorler igin membran bilesimleri ve bazi performans 6zellikleri.

Membran Bilesimi (% Kiitlece) Potansiyometrik Davrans
S W pC woe  pos "D Dunlca Tembme ool
RBV-1" 4 29 67 - 29,8 102-10° 8,7x106 8-10 6-7
RBV-2 8 27 65 23,0 102-10* 4,6 x10° 8-10 6-7
RBV-3 4 29 - 67 21,7 102-10* 3,3x10* 8-10 6-7
RBV-4 8 27 - 65 19,4 102-5x10* 3,1x10* 8-10 6-7
RBV™ 7 31 - 61 45,6 104-106 1x107 180 3-5

*Ayni sensériin MIP yerine NIP igeren tipi de hazirlanmistir.
*Literatiir ¢aligmasidir ve membran bilesiminde ek olarak %1 grafen oksit icermektedir (Jian-Wen ve ark, 2017).

Sekil 2.’de MIP ve ve NIP ile hazirlanan sensorlerin sensoriin potansiyel-zaman grafikleri
karsilastirmali olarak verilmistir. Grafikler incelendiginde MIP ile hazirlanan sensdriin beklenildigi

gibi NIP ile hazirlanan sensore gore performansinin ¢ok iyi (dogrusal calisma araligi oldukca genis
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ve egimi yliksek) oldugu goriilmektedir. MIP sensoriin cevabinin daha yiliksek olmasinin nedeni;
iyonofor gdrevi goren polimerik yap1 i¢erisinde ribavirine 6zgii kaliplarin (kavite) mevcut olmasi ve

¢Ozeltide bulunan ribavirin molekiillerinin bu bosluklar ile etkilesiminin fazla olmasidir.
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Sekil 2. MIP ve NIP ile hazirlamig sensorlere ait potansiyel-zaman grafikleri.

Sekil 3.’de 1x10°-1x102M derisim araligindaki ribavirinin ara ¢ozeltilerine sirastyla daldirilan
RBV-1 sensoriin ait potansiyometrik davranist ve Sekil 4.’de kalibrasyon grafigi goriilmektedir.
Kalibrasyon grafiginden gelistirilen RBV-segici sensoriin ¢ok sayida ara ¢ozeltiye karsida oldukca

dogrusal davrandigi sdylenebilir.
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Sekil 3. RBV-secici sensore ait potansiyel-zaman grafigi (ara ¢ozeltiler igin)
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Sekil 4. RBV-segici sensore ait ara ¢ozelti kalibrasyon grafigi.

pH Calisma Araligi

142

Sensdrlerin calisabilecegi pH araligmin tespit edilmesi onem arzetmektedir. Bu amagla

icerisinde ribavirin derisimi 102 M olarak sabit tutulan tampon ¢dzeltiler (pH= 3-9 araliginda)

kullanildi. Ribavirin-secici sensorlerin pH’ya karsi potansiyometrik davranislari grafiksel olarak

Sekil 5.’de goriilmektedir. Grafikten sensoriin ndtral bolgeye yakin (pH=6-7) ve ¢ok dar bir aralikta

pH degisiminden etkilenmedigi ancak diger pH degerlerinde olduk¢a etkilendigi goriilmektedir. Bu

durumun ribavirin yapisinda bulunan amin gruplarmnin proton ilgisinden kaynaklanabilecegi

sOylenebilir.
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Sekil 5. RBV-segici sensore ait pH calisma aralig1 grafigi.
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Tekrarlanabilirlik Calismast
103-102-10° M derisim araligindaki standart ribavirin ¢ozeltilerine (diisiik derisimden yiiksek
derigime dogru ve tekrar diisiik derisime doniis) sirasiyla daldirilan ve 10 kez tekrarlanan ribavirin-

secici sensoriin potansiyometrik verileri Tablo 2.’de goriilmektedir.

Tablo 2. Ribavirin-secici sensore ait ortalama ve standart sapma degerleri.

Olgiimler (mV)

Derisim

X £+
(moliL) 4 2 3 4 5 6 7 8 9 10 XES

102 1044 1040 104,4 1045 1043 1045 1052 104,4 1053 1034 104,4+0,5

103 70,6 70,5 70,4 70,3 69,6 70,3 70,1 69,5 69,4 71,2 70,2+0,6

“1n=10 i¢in ortalama deger olup standart sapmasi ile birlikte verilmistir.

Elde edilen verilerden gelistirilen sensdriin oldukga genis bir derisim araliginda (~10°-102 M)
dogrusal ve tekrarlanabilir davrandigi, ¢ok diisiik ribavirin derisimlerine (~10° M) cevap sergiledigi
ve ¢ok kisa cevap zamanina (~10 sn) sahip oldugu goriilmektedir. Sensoriin tayin siirmin 8,65x107°
M ve her logaritmik artista derisim birimi igin ortalama potansiyel degisiminin 29,8+2,1 mV oldugu

hesaplanmistir. Sensoriin kullanim omrii ortam sartlarina bagh olarak yaklasik 4-6 haftadir.

Ticari flac Numunelerinin Ribavirin jgeriginin Belirlenmesi

Ribavirin igerigi belirlenecek ilag numuneleri (her tablet yaklasik 200 mg ribavirin igermekte)
suda ¢oziilerek 0,45 mikronluk filtrelerden siiziilmiis, sonrasinda potansiyometrik analize hazir hale
getirilmistir. Standart ribavirin ¢ozeltileri i¢in elde edilen potansiyel degerleri kullanilarak
kalibrasyon grafikleri ve bunlara ait dogru denklemleri olusturulmustur. Standart ekleme yontemi
(Skoog ve ark., 2004) uygulanarak sonuglar hesaplanmistir (Tablo 3.). Elde edilen veriler beyan
edilen ticari degerler ile kiyaslandiginda RBV-se¢ici sensoriin yaklasik %7-13 bagil hata araliginda

calistigini sonucuna varilmistir.

Tablo 3. Ticari ilag numunelerinin potansiyometrik tayin sonuglari.

Potansiyometrik Metot Ambalaj Degeri
Numune No ilac % Bagil Hata
(mg/tablet)” (mg/tablet)
1 A 22245 200 11,0
2 B 225+8 200 12,5
3 C 215+4 200 7,5

* Degerler n = 3 i¢in ortalama ribavirin miktarlar1 standart sapmast ile birlikte verilmistir.
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4. Sonuclar ve Oneriler

Siispansiyon yontemi ile sentezlenen ribavirin baskilanmis polimerlerin secici materyal olarak
kullanildig1 ribavirin-secgici potansiyometrik mikrosensor gelistirilmistir. Gelistirilen mikrosensor
kullanilarak bazi ticari ilaglarin ribavirin icerikleri basariyla belirlenmistir. Ribavirinin farkli
polimerizasyon yontemleriyle baskilanmasi ve performanst daha iyi mikrosensor tiplerinin

gelistirilmesi lizerine ¢aligmalarimiz devam edecektir.

Tesekkiir

Bu calismanin potansiyel olgtimlerinde kullanilan ¢ok kanalli potansiyometrenin dizayn
edilmesinde FEN-BAP-A-160512-36 ve bazi kimyasallarin temin edilmesinde FEN-BAP- A-
250414-48 numarali projelerle destek olan Giresun Universitesi BAP Koordinatorliigiine
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