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Abstract

Molecular imprinting has become a powerful tool for the preparation of three dimensional polymeric
materials with special recognition ability. The three dimensionally cross-linked polymeric materials are
obtained by polymerization of functional monomers in the presence of template molecule. Then, leaching
of template molecules by a leaching procedure generates the recognition cavities complementary to the
shape, size and functional groups of the template molecules. Thus, molecularly imprinted polymers are
often used because of their stability, their resistance to temperature and pressure, resistance to effects of
the chemicals and their re-use, as well as their selective properties against template molecule. Nowadays,
molecular imprinting technique has been successfully assembled with a several of analytical techniques
in chromatography, sensor etc.

In this study, disulfiram imprinted microbeads were synthesized and characterized by Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FT-IR) and Scanning Electron Microscopy (SEM). A carbon paste electrode
(CPE) was modified with disulfiram molecular imprinted polymer (MIP) and used for the determination
of disulfiram in active substance of pharmaceutical sample by Differential Pulse Voltammetry (DPV).

Keywords: Disulfiram, Electrochemical sensor, molecularly imprinted polymer, Carbon paste electrode

Disulfiram Baskili Polimer Sentezi ve Elektrokimyasal
Uygulamasi

Bu calisma, Aydin Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri birimi tarafindan FEF-11015 nolu doktora projesi

olarak desteklenmistir.

Ozet

Spesifik tanima 6zelligi bakimindan molekiil baskilama teknigi, ti¢ boyutlu polimerik malzemelerin
hazirlanmasinda énemli bir ara¢ haline gelmistir. Ug boyutlu olarak ¢apraz baglanmis polimerik
malzemeler, kalip molekiiliiniin bulundugu ortamdaki fonksiyonel monomerlerin polimerizasyonu ile
elde edilirler. Daha sonra, uygun s6kme prosediiriiyle kalip molekiiliiniin sekil, boyut ve fonksiyonel
gruplarina ait tamamlayici tanima bolgeleri olusturulur. Boylelikle, molekiil baskili polimerler, kalip
molekiile karsi segici 6zellik gdstermesinin yanit sira kararli bir yapida bulunmasi, sicakliga ve
basinca karsi dayanikli, kimyasallara karsi direngli olmalar1 ve tekrar kullanilabilmeleri gibi
ozelliklerinden dolayt siklikla kullanilmaktadir. Gilinimiizde, molekiiler baskilama teknigi,
kromatografi, sensor vb. gibi ¢esitli analitik tekniklerle basar1 bir sekilde birlestirilmistir.

Bu c¢alismada, disulfiram baskili mikrokiireler sentezlendi ve FT-IR spektroskopisi ve Taramali
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Elektron Mikroskobu (SEM) ile karakterize edildi. Disulfiram molekiilii baskilanmig polimerlerle
modifiye edilmis olan karbon pasta elektrot (CPE), difrensiyel puls voltametrisi (DPV) kullanilarak
disulfiram etken maddesi i¢eren ilag drneginde disulfiram tayini yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Disulfiram, Elektrokimyasal sensor, Moleciiler baskili polimer, Karbon pasta
elektrot

1. Giris

Molekiil baskilama teknigi temel olarak li¢ basamakta meydana gelir. Birinci basamakta, fonksiyonel
grup veya gruplar ihtiva eden monomer, kalip molekiil ile kovalent veya kovalent olmayan etkilegimler
ile 6n kompleks olusturulur. Tkinci basamakta, olusturulan bu 6n kompleks, uygun bir ¢apraz baglayici
ve polimer baslaticisi yardimiyla polimerlestirme iglemi baglatilir. Son olarak da, baskilanmis polimer
uygun bir ¢dziicli ve/veya ¢oziicli sistemi ile yikanarak yapidaki kalip molekiiliiniin uzaklastiriimasi
saglanir. Boylelikle elde edilen polimerik yapi, kalipp molekiiliin yani analitin {i¢ boyutlu kimyasal
yapisini taniyan ve oldukea segici 6zellik tasiyan bir akilli malzeme elde edilir (Orozco ve ark., 2013;
Soysal ve ark., 2013; Tang ve ark., 2016; Muti ve ark., 2015). Spesifik baglanma bolgeleri ihtiva eden
molekiil baskili polimerler, yiiksek 6zgiilliikleri, kolay hazirlanabilmeleri, fiziksel ve kimyasal anlamda
dayanikli malzeme olmasi nedeniyle bir¢cok analitik uygulamada sik olarak kullanilmaktadir. Kat1 faz
ekstraksiyonu (Demirkurt ve ark., 2018; Garcia ve ark., 2018), kromatografi (Bayram ve ark., 2017; Xu
ve ark., 2018), katalitik (Ou ve ark., 2018) ve sensor (Li ve ark., 2018; Zhang ve ark., 2018; Ou ve ark.,
2018) uygulamalar1 gibi analitik tekniklerde molekiil baskili polimerlerin kullanimina ydnelik caligmalar,
2000’11 yillardan itibaren hizli bir yiikselis igerisinde oldugu goriilmektedir (Mayes ve Whitcombe, 2005;
Spivak, 2005; Sun ve ark., 2017).

Disulfiram, alkol tedavisinde kullanilan bir ilacin ana etken maddesi olan karbamat tiirevi bir
kimyasaldir. Disulfiram ile tedavi yapildig1 sirada birey tarafindan alkol tiiketilirse bulanti, kusma,
kizarma ve tasikardi vb. bir ¢ok istenmeyen etki meydana getiren asetaldehit viicutta birikmesi
olusmaktadir. In vivo olarak disulfiram, S-metil-N,N-dietildithiokarbamat ve S-metil-N,N-
dietildithiokarbamat’a metabolize olan N,N-dietildithiokarbamat’a ¢ok hizl1 bir sekilde indirgenir. Bu
metabolitler, in vitro olarak aldehit dehidrogenaz inhibitdrleri degildir, boylelikle enzimin
inhibitasyonunda sorunlar meydana gelmektedir (Lam ve ark., 1997; Lovborg ve ark., 2006). Ayrica,
yapilan klinik 6ncesi ¢aligmalar neticesinde disulfiramin anti-kanser aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
Disulfiramin anti-kanser aktivitesinin mekanizmasi1 tam olarak aydnlatilmamasina ragmen proteazom
aktiviteyi odnledigi belirtilmistir (Skrotti ve ark., 2017).

Bu c¢alismada, siispansiyon polimerizasyonu teknigi kullanilarak bir dithiokarbamat olan disulfiram,
metakrilik asit, etilenglikol dimetakrilat ve azoisobiitironitril kimyasallar1 (sirasiyla kalip molekiil,
monomer, ¢apraz baglayici ve baslatici) ile baskili polimerler sentezlenmistir. Sentezlenen disulfiram
baskil1 polimerin baskilama etkinligi, dongiilii voltametri (CV) ve difrensiyel puls voltametrisi (DPV)
kullanilarak, baskilanmis polimer (MIP) ve baskilanmamis polimer (NIP) ile hazirlanmis karbon pasta
elektrotlarla elektrokimyasal 6lgiimleri gergeklestirilmistir.

2. Materyal ve yontem

2.1 Kimyasallar ve cihazlar

Etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), metakrilik asit (MAA), polivinil alkol, 2,2'-azoizobiitironitril,
metanol, asetik asit, borik asit, sodyum monofosfat, sodyum dihidrojen fosfat, hidroklorik asit, fosforik
asit, N,N’-dietilditiokarbamid sodyum tuzu trihidrat, disulfiram, thiuram, tetraizopropilthiram disiilfit,
mineral yag1 Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya), kloroform ve sodyum asetat Riedel de Haen (Seelze,
Almanya)'den satin alimistir.

Deneylerde, MTOPS 60 W Digital mekanik karistirici, IVIUM Compact Stat Plus Modul elektroanalizor,
IKEMAG siticil manyetik karistiricr, NUVE EV018 Vakum etiivii, JSR JSON-100 Etiiv, Labconco
WaterPro PS ultra saf su cihazi, Thermo Scientific Orion 3 star pH metre, Rocker 600 vakum pompasi,
VELP Multistirrer 15 manyetik karistirict, Bandolin Sonorex ultrasonik banyo ve NUVE EV018 vakum
etiivii kullantlmigtir.

Adnan Menderes Universitesi Bilim Teknoloji Arastrma ve Uygulama Merkezinde bulunan Fourier
Transform Infrared Speksroskopi (FT-IR) spektrofotometresi (Varian FTS 7000, ABD) kullanilarak
polimer/monomer igeren KBr pellet hazirlanip sentezlenen polimerler karakterize edilmistir. Ayrica,
Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisi Malzeme Arastirma Merkezinde bulunan Taramali Elektron
Mikroskopu’nda (SEM) (FEI Quanta 250 FEG, ABD) sentezlenen polimerlerin yiizeylerini Au ile iletken
hale getirilmesinden sonra yiizey morfolojisi incelenmistir.

Deneylerde kullanilan tiim ¢6zeltiler ultra saf su kullanilarak hazirlanmistir. Elektrokimyasal hiicrelerde
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kullanilan tampon ¢ozeltiler deney asamasina kadar cam siselerin igerisinde +4 °C’de buzdolabinda
sakland1.

2.2 Karbon pasta elektrotlarin hazirlanmasi

Onerilen bu ¢aligmada kullanilan yalin karbon pasta elektrotlar (CPE), (Soysal ve ark, 2013) calismas1
referans alinarak, 1 g karbon pasta iceriginde 0.70 g grafit tozu ve 0.30 g nujol var olacak sekilde
hazirlandi. MIP veya NIP igeren CP elektrotlar ise konulan grafit tozunun ¢eyregi polimer olacak sekilde
grafit matriksine en az 1 giin boyunca sabit sicakligi 40°C olacak sekilde vakumlanmis polimerlerin
eklenmesiyle hazirlandi. Elde edilen CP elektrodun yiizeyinin diizgiin ve piiriizsliz yapida olmasi i¢in
mumlanmis kagit izerinde 6l¢lime hazirland.

2.3 Elektrokimyasal él¢iimler

Tiim elektrokimyasal 6l¢iimlerde, BAS model C3 Faraday kafesi igerisinde i¢lii elektrot sistemi
kullanilmustir. Elektrokimyasal hiicre i¢erisinde MIP, NIP ve yalin elektrotlar ¢alisma elektrodu, Ag/AgCl
(3.0 M KCI) referans elektrodu ve Pt tel ise karsit elektrot olarak kullanilmustir.

2.4 Baskili polimer sentezi

Metakrilik asit (MAA) monomerinin 4 mmol'i ile 1 mmol Disulfiram (DSF) molekiilii, 6n kompleks
meydana getirmek i¢in yaklasik 1 saat boyunca 5 mL toluen igerisinde herhangi bir 1s1 iglemi yapilmadan
karistirildi. Olusturulan bu komplekse 20 mmol etilenglikol dimetakrilat (EGDMA) capraz baglayicisi
eklenildi. Farkli bir beher igerisinde, slispansiyon polimerizasyonda kullanilmasi gereken su fazi i¢in 250
mg polivinil alkol (PVA) 25 mL ultra saf suda homojenligi saglamak i¢in 1sitilarak ¢oziildii. Bu sekilde
hazirlanan c¢ozeltiler, polimerlesmenin gerceklestirilmesi i¢in yuvarlak dipli balona aktarildi. Bu
asamadan sonra balonun igerisine 20 mg 2,2'-azoizobiitironitril (AIBN) ilave edilerek polimerizasyonun
baslamasi saglandi. Balonun igindeki karisim, sicakligi 60 °C olacak sekilde yag banyosuna konulup
mekanik karistirict ile 1 giin boyunca 400 rpm hizinda karistirilmasi saglandi. Ayni islemler kalip
molekiil igermeyen kontrol polimeri (NIP) elde etmek igin tekrarlandi.

2.5 Disulfiram baskili polimerden kalip molekiiliiniin uzaklastirilmasi

Sentezlenen molekiil baskili polimerin yapisinda bulunan DSF'in polimerik yapidan uzaklastirilmasi igin
soxhlet ekstraksiyonu yapildi. Soxhlet haznesine seliillozdan yapilmis bir kartusun igerisine konulan
polimer, metanol-asetik asit (9:1) karisimimda en az 1 giin siiren yikama iglemi yapildi. Bu agamadan
sonra, kalip molekiilii uzaklastirilmis polimer, en az 1 giin olacak sekilde 40 °C'lik vakum etiiviinde
kurutuldu. Daha sonra Karbon Pasta Elektrot Hazirlanmasi bashigi altinda anlatildigi gibi elektrotlar
hazirlandi ve polimer yapisindaki kalip molekiiliin varhiginin tespiti igin difrensiyel puls voltametrisinden
(DPV) yararlanildi. Ayni1 islemler kontrol polimer ve yalin karbon pasta elektrotlar i¢in de yapild1.
Disulfiram baskili polimer sentezi ve disulfiram molekiiliiniin yapidan uzaklastirilmasi sirasinda
meydana gelen olas1 tepkimeler asagida Sekil 1°de gosterilmistir.
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Sekil 1. Disulfiram baskilt mikrokiireler hazirlanirken meydana gelen olas1 tepkimelerin sematik
gdsterimi.
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2.6 Disulfiram baskili polimerler ile yapilan elektrokimyasal dlgiimler

Karbon pasta elektrotlarin hazirlanmasi baslhiginda anlatildigi gibi hazirlanan karbon pasta elektrotlar ile
0.5 M pH 4.8 asetat tampon ¢ozeltisi (ABS) igerisinde (+0.5 V) - (+1.5 V) potansiyel araliginda tarama
hiz1 10 mV s™! olacak sekilde DPV kullanilarak elektrokimyasal dlgiimler yapildi.

Deneyde yapilan iglemlerin semast Sekil 2'de gosterilmigtir.

BB

Geri Baglama islemi

Polimer Olusturma ————— 3= Sikme islemi
Asamasi

Karbon Pasta Elektrot Hazirlama ve Elektrokimvasal Olgiim Alma
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Sekil 2. Disulfiram baskili mikrokiireler hazirlanirken meydana gelen olasi tepkimelerin sematik
gosterimi.
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3. Bulgular ve tartisma

0.5:4:20, 1:4:20 ve 2:4:20 (swrasiyla kalip molekiil:monomer:¢apraz baglayici) mol oranlarinda olmak
iizere ii¢ farkli polimer sentezi yapildi. 0.5:4:20 mol oraninda sentezlenen polimerin yiizey morfolojisinin
diger mol oraninda sentezlenen polimerin yiizey morfolojisi ile kiyaslandiginda, elde edilen polimerlerin
tam bir kiire oldugu ayrica boyutlarinin da mikrometre ¢apinda oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica,
0.5:4:20 mol oraninda sentezlenen polimerlerle hazirlanan karbon pasta elektrotlar (CPE) ile elde edilen
DSF’e ait yiikseltgenme pik sinyalinin daha yiiksek oldugu sonucuna varilmistir.

Sekil 3'de 0.5:4:20 mol oranina gore sentezlenen MIP ve NIP polimerlerinin SEM goriintiileri
gosterilmektedir.

Sekil 3. Kalip molekiil, monomer, ¢apraz baglayici (sirastyla 0.5, 4, 20) mol oraninda elde edilmis olan
A) Baskilanmis ve sokiilmemis MIP (x100), B) NIP polimeri (x100), C) Baskilanmis ve sokiilmemis
MIP (x10000), B) NIP polimeri (x10000) SEM gériintiileri.

Sekil 3’e gore, elde edilen MIP ve NIP’larin sekillerinin tam bir kiire oldugu ayrica, boyutlarinda istenen
sekilde mikro biyiikliigiinde oldugu goriilmektedir.

Sekil 4'de goriilen FT-IR spektrumuna gore, metakrilik asidin karboksil grubuna kalipp molekiiliiniin
baglanmasi sonucunda, metakrilik asitteki C=0, C=C ve C-O gerilme piklerinin 1639.98, 1633.06,
1201.82 cm™'den 1721.88, 1637.06 ve 1137 cm™'e kaymustir. MIP ve NIP spektrumlarinda 1137 cm™
dalga boyunda goriilen C-O piki ¢apraz baglayicinin yapisinda bulundugundan pik siddeti arttmustir.
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Sekil 4. A) MIP, B) NIP ve C) MAA'In FT-IR spektrumlari.

Bu asamadan sonra, DSF-MIP ve NIP polimerlerinin en fazla ve kararlilikta absorplayacagi disulfiram
molekiiliiniin derisiminin belirlenmesi amaciyla 0.03 M ile 0.2 M derisim araliginda bes farkli derisimde
DSF ¢ozeltisi hazirlandi. Her bir derisimden 5 mL bir behere almarak igerisine 50 mg polimer (MIP ve
NIP) ilave edilerek 1 saat boyunca polimerlere kalip molekiiliiniin geri baglanmasi saglanildi. Bu siire
sonunda, polimerler ¢ozelti ortamindan siiziilerek alinip kurutuldu. Kurutulan polimerler ile karbon pasta
elektrotlar hazirlandi. Hazirlanan CP elektrotlar ile DPV teknigi kullanilarak disulfirama ait
yiikseltgenme pikleri Olgiildi. Elde edilen voltamogramlar ve kalibrasyon egrisi Sekil 5°de
gosterilmektedir.
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Sekil 5. Farkli derisimlerde DSF ¢ozeltileri ile DSF adsorplanmis polimerler kullanilarak hazirlanmis
CPE’ler ile elde edilmis DSF yiikseltgenme sinyallerinin karsilastiriimas: A) DP voltamogram B)
Kalibrasyon grafigi (n:10).

Sekil 5A incelendiginde, 0.1 M DSF ¢6zeltisi kullanilarak kullanilarak imal edilmis olan CP elektrotlar
ile DSF’e ait en yiiksek ylikseltgenme sinyalinin meydana geldigi sonucuna ulagilmistir. Sekil 5B’e gore,
DSF derisimi ile yiikseltgenme akim siddetleri arasinda bir korelasyon oldugu (R? : 0.9981) ayrica, Miller
ve Miller (2010)’deki yonteme gore tayin smirmin 4.7 mM (%99.75) oldugu sonucuna ulasilmistir.

Bir bagka optimize edilmesi gereken faktor ise, adsorplanma siiresidir. Bu ¢alisma i¢in, derisim ¢aligmasi
sonucunda belirlenen 0.1 M DSF ¢6zeltisi igerisine 50 mg polimer konularak farkli siirelerde (15-180 dk
araliginda) adsorpsiyon yapmasi saglanildi. Hazirlanan CP elektrotlarla DPV teknigi kullanilarak
6l¢timler alindi. Elde edilen voltamogramlar ve histogram grafigi Sekil 6’da gosterilmektedir.

Current (1/ pA cw)

Current (1 pA cm)

15 30 45 60 120 180
Adsorption time (min)

Sekil 6. Farkli siirelerde 0.1 M DSF ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanmis CPE’ler ile elde edilmis DSF
yiikseltgenme sinyallerinin karsilastiriimasi A) DP voltamogram B) Histogram (n:10).

Sekil 6’a gore, en yiiksek DSF yiikseltgenme sinyali, 60 dk’lik adsorpsiyon siiresinde elde edildigi
goriilmektedir (1623.3 nA, RSD (n:10) %1.6). Bu siire optimal geri baglanma siiresi olarak se¢ilmis olup
bu asamadan sonra yapilacak tiim deneylerde kullanildi.

Kimyasal yapis1 kalip molekiile (disulfiram) ile benzer yapiya sahip, acik yapilar: Sekil 7°de gdsterilen
analog molekiiller ile se¢imlilik ¢alismasi yapildi. 50 mg polimer, 0.1 M kalip molekiil veya analog
cozeltileri iceren farkli beherlerin icerisine konularak 1 saat boyunca adsorpsiyon yapmasi saglandi. Bu
stirenin sonunda polimerler siiziilerek kurutuldu. Kurutulan polimerler ile CP elektrotlar hazirlanarak
DPV teknigi uygulandi. Elde edilen voltamogramlar Sekil 8'de gosterilmektedir.
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Sekil 7. DSF-MIP’1n se¢imlilik deneylerinde kullanilan molekiillerin agik yapilar1.
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Sekil 8. Kalip molekiil ve analoglarin MIP-CPE'lerle ile elde edilmis A) DP voltamogram B)

Histogram (n:10).

Sekil 8'e gore, disulfiram baskili polimerlerin disulfiram molekiiliine olduk¢a se¢imli oldugu ayrica,

kimyasal yap1

bakimindan kalip molekiile

baglanmasinin ¢ok diisiik oldugu goriilmektedir.
Etken maddesi disulfiram olan tablet halindeki ilag direkt dgiitiilerek toluen icerisinde ¢oziilerek dnceki
caligmalarda belirlenmis olan derisimde hazirlandi. Hazirlanan bu analit ¢6zeltisi igerisine MIP ve NIP
eklenerek onceki ¢aligmada belirlenen adsorbsiyon siiresince karistirilarak bekletildi. Boylece, MIP ve

NIP'1n gergek ilag matriksinden disulfirami geri baglama kapasitesi incelendi.
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Sekil 9. Optimal kosullar1 belirlenmis MIP ve NIP'larin gercek numunede uygulanmasi ile elde edilmis
olan A) DP voltamogram B) Histogram (n:10).
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Sekil 9 incelendiginde, MIP ile yapilan adsorpsiyon islemi sonunda disulfiram molekiilii baskilanmig
polimer yiizeyinde bulunan segici yuvalara (bolgelere) NIP'a oranla yaklasik 6 kat daha fazla baglandigi
goriilmektedir.

4. Sonug¢

Disulfiram baskili polimer sentezinin istenilen bi¢imde, mikropartikiil boyutunda sentezlenmistir. Elde
edilen polimerin matriksinde polimere herhangi bir zarar vermeden kalip molekiiliiniin uzaklastirilarak
disulfirama ait se¢ici bolgeler meyadana geldigi geri baglanma caligmalar1 ile tespit edildi. Elde edilen
bu baskilanmis polimerin optimal kosullar1 belirlenerek disulfiram molekiiliine olduk¢a se¢imli oldugu
tespit edildi. Elde edilen mikrokiire formundaki polimerlerin gercek numuneye uygulanarak basarili bir
sonug edilmigtir.
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