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Abstract

Appropriate preparation techniques can affect the results of the analysis so that the
selection of the right sample preparation must be taken into account especially for the
analysis of diazepam in complicated sample matrices such as serum and urine.
Molecularly Imprinted Polymers (MIP) is an effective preparation technique for
extracting target analytes from complex matrices before analysis. The choice of
functional monomers is the most important thing in making a good MIP, so the
selection is in accordance with the physicochemical properties of monomers and
diazepam as tamplate. The monomer and tamplate interactions that provide the best
binding affinity value for acid monomers are p-vinylbenzoic acid of -3.3 kcal/mol, in
base monomers it is 5-[1-(2,3-dimethylphenyl) ethenyl]-1H-imidazole of -3.8 kcal/mol
and in neutral monomers is ethylstyrene of -3.6 kcal/mol. Of all the monomers tested
for either acid, base or neutral monomers which produce good affinity binding, base
monomers are 5-[1-(2,3-dimethylphenyl) ethenyl] -1H-imidazole at -3,8 kcal/mol which
means The diazepam template will interact well with the monomer.

Key words: Diazepam, Molecular Imprinting Polymers (MIP), Selection of Functional
Monomers

Pemilihan Monomer Fungsional pada Molecularly Imprinted
Polymer (MIP) Diazepam dengan Teknik Komputasi

Abstrak

Teknik preparasi yang tepat dapat mempengaruhi hasil analisis sehingga pemilihan
preparasi sampel yang tepat harus diperhitungkan terutama untuk analisis diazepam
dalam matriks sampel yang rumit seperti serum dan urin. Molecularly imprinted
polymers (MIP) merupakan salah satu teknik preparasi yang efektif untuk mengekstrak
analit target dari matriks kompleks sebelum analisis. Pemilihan monomer fungsional
merupakan hal terpenting dalam pembuatan MIP yang baik, sehingga pemilihannya
sesuai dengan sifat fisikokimia monomer dan diazepam sebagai tamplate. Interaksi
monomer dan tamplate yang memberikan nilai binding affinity yang paling baik pada
monomer asam adalah p-vinylbenzoic acid sebesar -3,3 kkal/mol, pada monomer basa
adalah 5-[1-(2,3-dimethylphenyl)ethenyl]-1H-imidazole sebesar -3,8 kkal/mol dan pada
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monomer netral adalah ethylstyrene sebesar -3,6 kkal/mol. Dari semua monomer yang
diuji baik monomer asam,basa atau netral yang menghasilkan binding affinity yang
baik adalah monomer basa vyaitu 5-[1-(2,3-dimethylphenyl)ethenyl]-1H-imidazole
sebesar -3,8 kkal/mol yang artinya template diazepam akan berinteraksi dengan baik
dengan monomer tersebut.

Kata kunci: Diazepam, Molekular Imprinting Polimer (MIP), Pemilihan Monomer
Fungsional

Pendahuluan

Obat dari golongan benzodiazepine dengan nama IUPAC 7-chloro-1-methyl-5-
phenyl-3H-1,4-benzodiazepin-2-one adalah diazepam yang mana aktivitasnnya dapat
mempengaruhi sistem saraf pusat dan memberikan efek sebagai penenang dengan
cara mempengaruhi neurotransmiter yang berfungsi memancarkan sinyal ke sel
otak.Diazepam biasa digunakan untuk mengatasi gejala putus alkohol akut, gangguan
kecemasan, insomnia, kejang-kejang. Diazepam merupakan obat golongan
benzodiazepine yang sering diresepkan dan disalahgunakan dibeberapa negara
karena murah, efektif dan aman serta mudah diperoleh.Penyalahgunaan obat
golongan benzodiazepine bertujuan untuk mengantikan obat illegal seperti opiate, obat
penenang, anti depresan dan neuroleptik™. Penyalahgunaan diazepam dapat terus
mengarah pada kecanduan atau ketergantungan. Penggunaan obat golongan
benzodiazepin juga dapat menyebabkan atau berkontribusi pada kematian mendadak
jika disalahgunakan. Analisis obat ini sangat penting dilakukan agar memudahkan
dalam pengawasan baik untuk tujuan monitoring pada saat terapi, pengawasan dan
identifikasi penyalahgunaan serta dapat menetapkan penyebab kematian?. Obat
dengan regulasi yang ketat biasanya berada dalam matriks sampel yang rumit seperti
sampel biologis, sehingga dibutuhkan ekstraksi yang selektif serta metode analisis
yang sensitif agar dapat mendeteksi dan mengkuantifikasi analit yang ada dalam
sampel tersebut®®. Analisis analit dalam sampel yang rumit atau kompleks dapat di
analisis dengan kromatografi cair kinerja tinggi tandem spektrometri massa atau
kromatografi gas kinerja tinggi tandem spektrometri massa, akan tetapi memiliki nilai
ekonomis yang tinggi dan tidak bias diselenggarakan disetiap laboratoriom.
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7-chloro-1-methyl-5-phenyl-3H-1,4-benzodiazepin-2-one
Gambar 1. Template yang digunakan dalam MIP

MIP atau Molecularly imprinted polymers menjadi semakin lebih populer untuk

ekstraksi selektif terhadap matriks sampel yang kompleks. MIP pertama kali diusulkan
oleh Wulff dan Sarhan dimana disintesis polimer dengan analit target sebagai templet
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atau cetakan sehingga setelah cetakan dielusi maka akan terbentuk ronggga, dari
rongga yang terbentuk mampu secara selektif mengikat analit yang berada didalam
suatu sampel. MIP merupakan teknik yang efektif dalam mendapatkan analit dalam
matriks sampel yang rumit sebelum analisis™. MIP merupakan suatu produk hasil
sintesis yang dirancang sedemikian rupa agar dapat memiliki selektivitas terhadap
analit atau target molekuler yang ditentukan®®. Pra-polimerisasi yang terjadi antara
molekul target atau templet dan monomer fungsional dilarutkan dalam pelarut porogen
yang sesuai kemudian dilakukan polimerisasi dengan bantuan crosslinker, setelah
polimer terbentuk kemudian templet dihilangkan atau di elusi dengan pelarut, setelah
templet hilang maka akan terbentuk rongga hasil cetakan dari templet atau senyawa
target, yang merupakan penjerap yang selektif untuk senyawa yang sama. Teknik
atau metode preparasi sampel dengan menggunakan ekstraksi fase padat yang
spesifik dapat dibetuk melalui Molecularly imprinted polymers (MIP),sehingga dengan
menggunakan metode preparasi ini diharapkan dapat mengurangi beberapa
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Gambar 2. Konsep pembentukan sisi pengikat selektif secara skematik *

kelemahan dari beberapa metode analisis yang telah disebutkan di atas sehingga
dapat dilakukan analisis terhadap analit dalam matriks yang kompleks dengan hannya
menggunakan alat instrument yang selalu tersedia dimanapun seperti HPLC

Template

Dalam semua proses MIP, hal yang penting adalah organisasikelompok fungsional
yang tergantung pada monomer fungsional. Akan tetapi tidak semua template dapat
melakukantemplating. Dalam hal kompatibilitas dengan polimerisasi radikal bebas,
suatutemplate idealnyasecara kimia harus inert di bawah kondisi polimerisasi,
sehingga harus dicari strategi pencetakan alternatif jikatemplate dapat berpartisipasi
dalam reaksi radikal atau tidak stabil di bawah kondisi polimerisasi™®! Contoh
template yang dapat diterapkan dalam MIP adalah senyawa diazepam.

Berikut beberapa hal yang dapatditannyakanmengenaitemplate:

1. Apakah template memiliki kelompok yang dapat dipolimerisasi,

2. Apakah template dapat berpotensi menghambat atau memperlambat polimerisasi
radikal bebas, misalnya sebuah kelompok thiolatau hidrokuinon!*#°

3. Apakah template dapat stabil pada suhu sedikit tinggi (misalkan sekitar60 ‘C jika
AIBN digunakan sebagai inisiator kimiaatausetelah terpapar radiasi Uv*e*!

Monomer Fungsional

Monomer fungsional bertanggung jawab untuk mengikattemplate dan analit dan
memiliki situs pengikatan, untukprotokol MIP  non-kovalen biasanya digunakan
berlebih relatif terhadap jumlah mol templateuntuk mendukung perakitan template-
monomer fungsional(rasio umum untuk pencetakan non-kovalen adalah 1:4)*
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Sehingga sangat penting untuk mencocokkan fungsi template dengan monomer
fungsional secara komplementer (misalnya donor proton dengan akseptor proton)
sehingga pembentukan kompleks pencetakan dapat dimaksimalkan. Monomer
fungsional dipilih dengan sangat hati-hati karena merupakan salah satu hal yang
terpenting untuk interaksi antara template dan komponen polimerisasi lainnya. Untuk
nonkovalen imprinting, rasio optimal template atau monomer dapat dicapai secara
empiris dengan evaluasi beberapa polimer yang dibuat dengan formulasi yang berbeda
dengan meningkatnya template. Dari mekanisme secara umum pembentukan sisi ikat
MIP, monomer fungsional bertanggung jawab untuk interaksi ikatan dalam sisi ikatan
imprinted, dan untuk prosedur molecular imprinting nonkovalen, biasanya
digunakanjumlahmol yang relative berlebihan®?® Beberapa monomer yang dapat
digunakan dalam MIP dapat dilihat pada gambar 3.
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Gambar 3. Monomer yang biasa digunakan dalam polimerisasi pada MIP

Metode

Alat

Komputer acer® dengan prosesor intel®celeron® 1,60 GHz dan prosesor 4 GB
serta sistem operasi 64-bit, ChemBioDraw Ultra 12.0, ChemBio3D, Pyrx, AutoDock
tools 1.5
Prosedur

Interaksi monomer dan template pada MIP dapat diprediksi secara komputasi,
dimana struktur kimia template dan monomer fungsional dibuat dengan menggunakan
program ChemBioDraw Ultra 12.0, kemudian masing-masing struktur yang telah dibuat
dipindahkan kedalam program ChemBio3D Ultra dan dilakukam minimize energy
kemudian disimpan dalam bentuk mol2. Nilai binding affinity monomer-template dapat
diperoleh dengan bantuan program Pyrx, dimana monomer berperan sebagai
mikromolekul dan template berperan sebagai makromolekul kemudian running dimulai
dan dihitung nilai binding affinity serta jenis ikatan yang terbentuk dapat dilihat
menggunakan AutoDock tools 1.5
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Hasil

Tabel 1.

Interaksi Monomer-Template
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Tabel 2. Interaksi Monomer Netral terhadap Template berdasarkan Nilai Binding

No Monomer Template Binding
Affinity
(kkal/mol)
1 Methyl methacrylate (MMA) Diazepam -2,0
2 Acrilamide Diazepam -1,8
3 Methacrylamide Diazepam -2,2
4 | 2-hydroxyethyl methacrylate (2- Diazepam -2,2
HEMA)
5 Trans-3-(3-pyridyl)-acrylic acid Diazepam -3,0
6 Acrylonitrile (AN) Diazepam -1,6
7 Styrene Diazepam -3,2
8 Ethylstyrene Diazepam -3,6
0

-0.5

'
=

-1.5
-2
-2.5
-3
-35
-4
Gambar 4.

Tabel 2.
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Grafik Interaksi monomer netral terhadap template berdasarkan nilai

binding affinity

Interaksi Monomer Asam terhadap Template berdasarkan Nilai Binding
Affinity

10

ISSN: 2087-0337



Farmako Bahari

Vol. 9; No. 2 ; Juli 2018

Halaman 1-15

No Monomer Template Binding
Affinity
(kkal/mol)
1 2-Methylprop-2-enoic acid atau Diazepam -2,1
asam metakrilat/ MAA
2 4-ethenylbenzoic acid atau p- Diazepam -3,3
vinylbenzoic acid
3 2-(triuoromethyl)-acrylic acid atau Diazepam -2,6
TFMAA
4 2-methylidenebutanedioic acid Diazepam -2,2
atau Itaconic acid
5 prop-2-enoic acid atau acrilic Diazepam -1,8
acid/AA
6 acrylamido-(2-methyl)-propane Diazepam -2,3
sulfonic acid/AMPSA
0
05 ?&’b@ 6\&6\6 < @?Y X & (‘\é\‘??~ VFS{—)V
Q S o
-1 @Q,ﬂ‘ {@c (J&\c
Q e
15 Q'A\
2 -1.8
25 21 22 o
= -2.6
-3.5 33
Gambar 5. Grafik Interaksi monomer asam terhadap template berdasarkan nilai
binding affinity
Tabel 4. Interaksi Monomer Basa dan Template berdasarkan Nilai Binding
Affinity
No Monomer Template Binding
Affinity
(kkal/mol)
1 4-ethenylpyridine atau 4- Diazepam -2,8
vinylpyridine (4-VP)
2 2-ethenylpyridine atau 2- Diazepam -2,9
vinylpyridine (2VP)
3 5-[1-(2,3-dimethylphenyl)ethenyl]- Diazepam -3,8
1H-imidazole
4 1-ethenylimidazole Diazepam -19
5 prop-2-en-1-amine atau Diazepam -1,6
allylamine
6 N,N_-diethyl aminoethyl Diazepam -2,3
methacrylamide
7 N-(2-Aminoethyl) methacrylamide Diazepam -2,4
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8 N,N_-diethyl-4-styrylamidine Diazepam -3,5
9 | 2-(Diethylamino)ethyl methacrylate | Diazepam -2,4
10 N-vinylpyrrolidone Diazepam -2,2
11 urocanic ethyl ester Diazepam -2,5
0
\ NS
R 'AQ fﬁq QQ% N é.\\Qe, S v@ %’Q, \}b‘ v A Q‘}@\
-1 \}'2} Q7 8 QJ\‘S\ 9
?\\ ™ S o’z’o
- N
2 -1.6 e
-1.9
3 2.3 2.4 2.4 22 25
2.8 29
-35
4 3.8

Gambar 6.  Grafik Interaksi monomer basa terhadap template berdasarkan nilai
binding affinity
Pembahasan

Pemilihan monomer fungsional dapat dilakukan dengan dua cara yaitu dengan
cara pengujian basah (Wet lab) dan pengujian kering/komputasi (Dry lab). Akan tetapi
cara Dry lab lebih disukai karena lebih efisien, mudah, murah dan mampu
memprediksikan ikatan atau interaksi antara monomer dan tamplate meski masih
memeiliki kekurangan vyaitu kemungkinan terjadinya perbedaan dengan pengujian
laboratorium tetapi pemilihan monomer fungsional dengan teknik komputasi dapat
digunakan sebagai alternative atau sebagai uji pendahuluan sebelum dilakukan uiji
labolatorium basah. Parameter pengujian dengan teknik komputasi dapat dilihat
berdasarkan nilai binding affinity yang dihasilkkan antaramonomer dan template
dimana semakin kecil binding affinity maka interaksi monomer dan template akan
semakin baik. Berikut adalah hasil prngujianDry lab dengan teknik komputas dengan
bantuan software ChemBio2010 dan Fyrx sehinggadiperoleh data sebagai berikut:

Kesimpulan

Interaksi monomer dan tamplate yang memberikan nilai binding affinity yang
paling baik pada monomer asam adalah p-vinylbenzoic acid sebesar -3,3 kkal/mol,
pada monomer basa adalah 5-[1-(2,3-dimethylphenyl)ethenyl]-1H-imidazole sebesar -
3,8 kkal/mol dan pada monomer netral adalah ethylstyrene sebesar -3,6 kkal/mol. Dari
semua monomer yang diuji baik monomer asam,basa atau netral yang menghasilkan
binding affinity yang baik adalah monomer basa vyaitu 5-[1-(2,3-
dimethylphenyl)ethenyl]-1H-imidazole sebesar -3,8 kkal/mol yang artinya template
diazepam akan ber interaksi dengan baik dengan monomer tersebut
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