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Abstract

Kolom monolith poly(MATE-co-VBC-co-EDMA) dengan %T 35, dan %C 50 merupakan komposisi total
monomer dan komposisi cross linker yang ideal, yaitu mempunyai kestabilan mekanis dan mekanis yang
baik, molecular recognitioan sites memadai (ditandai dengan binding capacity 22,208 mg mL™!), serta
proporsi flow-trough pores dan mesopores seimbang yaitu 24,24% dan 44,32%. Kolom Monolith %T 35%
dan %C 50% mampu memisahkan secara akurat sampel biomolekul oligo(dTi2-dTis) dan fragmen DNA
dengan resolusi masing-masing 1,4 dan 1,0. Dari aplikasi model sampel oligo(dTi2-dTis) dan fragmen DNA ,
pada pemisahan oligo(dTi2-dT1s) mekanisme pemisahan adalah penukar ion, sedangkan pada pada DNA
termetilasi mekanisme pemisahan adalah interaksi hidrofobik, sehingga monolith poly(MATE-co-VBC-co-
EDMA). Memberikan dua mekanisme pemisahan yang berbeda (dual-mode) pada aplikasisampel-sampel
DNA.
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1. Introduction Pada umumnya, monolith dibuat

dengan menekan proporsi mesopore dan
Monolith

kontinyu lapis tunggal dengan struktur pori

adalah  material  berpori

memaksimalkan proporsi macropore (flow-

through pores) agar dapat memberikan
bimodal yang terdiri dari mesopore dan flow- o .

kinetika transfer massa secara konvektif.
through pores. Sebagai media pemisahan, .

Akan tetapi keberadaan mesopore dan
monolith telah mendapatkan perhatian yang . ) ) )

micropore harus dipertimbangkan juga
sangat besar sebagai pengganti kolom .

karena dapat menyediakan luas permukaan
konvensional (conventional packed-column) i . i

yang besar untuk interaksi antara fase diam
yang selama ini digunakan dalam KCKT. . . .

dan molekul analit, disamping dapat
Kolom monolith dan aplikasinya telah . .

meningkatkan gugus-gugus fungsi pada pos-
berkembang dengan pesat dalam decade o . o .

modifikasi monolith secara kimia sehingga
terakhir ini dan bahkan saat ini memainkan

peranan yang sangat penting dalam ilmu
pemisahan (separation science) dan lebih
jauh lagi dalam bidang kimia lainnya seperti
reactor mikro untuk sintesis bahan
berkhasiat, ekstraksi fase padat, peptide
mapping,
wide-genome analysis, catalyst support, dan
lain-lain (Sabarudinet al., 2012).

pemekatan phosphor peptide,

menghasilkan binding capacity  yang
memadai terhadap target molekul. Dalam
mempreparasi monolith dioptimalkan
terbentuknya mesopore daripada micropore,
karena micropore ini dapat menyebabkan
adsorpsi irreversibel yang tidak diinginkan
dan resistansi transfer massa. Jaringan
mesopore merepresentasikan 10—15% dari
total porositas. Oleh karena itu, monolith

harus mempunyai porositas yang optimum
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tabel 4.3.2. Prosesedur preparasi larutan Waktu polimerisasi 20 jam dan suhu
polimer secara berurutan porogen organik 1- polimerisasi 60°C
propanol dan 1,4-buta nediol dicampur a. Perhitungan derajat Cross linker yaitu :
kemudian divortex sampai kedua % C (v/v)
nyahomogen. Selanjutnya, MATE, VBC dan (volume crosslinker)
= X 100%
EDMA secara berurutan ditambahkan dalam (volume total monomers + solvent) °
ditambahkan dan divortex sampai
homogeny sebelum ditambahkan inisiator _ (volume EDMA)
MATE B EDMA 1- 1,4 — i
AIBN 1% v/v. (( + VBC + + propanol + 1, butanediol))
. . . X 100%
Kemudian larutan yang dihasilkan
. . Rasio pelarut = v/v
dimasukkan kedalam kolom sili costeel
Inisioator = 1 wt% Jumlah AIBN

tubing dengan panjang 100 mm dan

. . ) . sebagai inisiator adalah
diameter 1/16 inch. Kedua ujung kapiler
. . . L 1% w/v yang dihitung
disegel oleh karet silicon untuk polimerisasi

. berdasarkan total
pada suhu 60 °C selama 20 jam. Setelah

. . L monomer (volume MATE
itu kolom monolith dicuci dengan
+ volume VBC + volume
EDMA).

Jumlah AIBN sebagai inisiator adalah 1%

methanol/air (50:50) selama 1 jam untuk
untuk menghilangkan sisa reagen yang tidak
bereaksi. Kolom monolith disimpan dalam
. . . (w/v) yang dihitung berdasarkan total
desikator sebelum dikarakterisasi.

. . monomer (Volume Mate + Volume VBC +
Tabel. 4.3.2 Komposisi monolith MATE-co-

Volume EDMA). Volume total campuran

VBC-co-EDMA
dibuat konstan 2 mL.
Mon | % | o ~|ED | MA | VBC | Por | Por | AIBN ) ) )
olith | T °“|™MA | TE (mL | oge | oge | 1%(w/v | DBC ditentukan melalui elusi frontal

dengan sampel bovin serum albumin (BSA).



Mula-mula kolom dielusi dengan
solvenaquades. Kemudian 2 mg/.mL BSA
dalam aquades dengan kecepatan alir yang
diaturberturut-turut 0.05 mL/menit dan
0.1mL/menit yang dideteksi pada panjang
gelombang 280 nm. DBC dihitung pada 10%
dari nilai absorbansi akhir pada kenaikan
dihasilkan.

Perhitungan DBC menggunakan persamaan

kurva absorbansi yang

yang dijelaskan pada bagian 4.5.2.elusi
frontal selain menentukan DBC, juga dapat
menentukan Static Binding Capacity (SBC).
SBC dapat dihitung dengan persamaan
berikut.

(Ve — €Vmonotitn)cf - fove CoucdVe

V monolith

Volume elusi (mL)

SBC =

Ve

Vmonolith = total volume monolith

(mL)

cf, cout = feed dan outlet
konsentrasi terlarut

€ = porositas dari monolith

Berikut ilustrasi kurva break-through
hubungan DBC dengan SBC.

3. Results and Discussion

DBC dilakukan untuk mengetahui
jumlah molecular recognition sites pada
permukaan monolith Poly(MATE-co-VBC-co-
EDMA)

kuartener yang merupakan penukar ion dan

mempunyai  gugus ammonium
gugusfenil yang bersifat hidrofobik. Semakin
besar nilai molecular recognition sites pada
permukaan monolith efisiensi pemisahan
monolith semakinbaik. Perhitungan DBC
sesuai dengan persamaan 4.2 a subbab
4.3.3.4 dengan elusi secara frontal sampel
biomolekul Bovine Serum Albumin/BSA
(sampel BSA 2

demineralisasi) diinjeksikan 2umL dalam

mg/mL dalam H0

kolom monolith. Nilai void diperoleh dengan
mengalirkan sampel BSA tanpa kolom
monolith. Volume total kolom dihitung sesuai
dengan persamaan 4.6 diperoleh 0,02 mL.
Untuk kolom %T20 dan %C25 ; %T20
dan %C 50; %T 25 dan %C50, kemudian
air( 95:5 v/v)

kedalam kolom

fase gerak Acetonitrile
dialirkan monolith
poly(MATE-co-VBC-co-EDMA) dengan laju
alir 0,05 mL/menit. Volume vesekitar 0,316
mL yang merupakan nilai void (volume
kosong tanpa kolom) pada sistem KCKT.
Sedangkan %T30, dan %T 35, %C 50
dialirkan fase gerak dengan lajualir 0,1
ml/menit. Volume void yang dihasilkan
sekitar 0,366 mL. Perbedaan laju alir dipilih
karena nilai %T tinggi pada sampel BSA
lebih terikat kuat dibandingkan dengan nilai
%T kecil.

Dynamic binding capacity (DBC) dari
kolom monolith ditentukan oleh fungsional
group vyang secara kimia terikat dan
teradsorbsi pada matriks/penyokong
monolith. Ketika sampel BSA teradsorbsi
dalam fase diam, konsentrasi outlet = 0,
ketika kolom mulai jenuh dengan BSA, maka
BSA akan menerobos pori-pori dalam kolom
(breakthrough), pada saat itulah konsentrasi
outlet BSA mulai meningkat terhadap
konsentrasi inlet BSA. Analisa frontal
digunakan untuk mengetahui limit difusi
pada DBC. Pada saat BSA berikatan/
(ketika

konsentrasi garam rendah) pada saat itulah

teradsobsi pada fasediam
data break-through direkam/dicatat. Kurva

DBC meningkat seiring peningkatan
konsentrasi dan waktu retensi.

Berikut ini salah satu plot kurva break-
trough monolith dengan lajualir 0,1
mL/menit. Data dan kurva uji DBC dapat

dilihat pada lampiran 3 sub bab L.3.3
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Gambar 5.6 Plot analisa frontal

DBC wakturetensi vs intensitas absorbansi,
sampel 2mg/mL BSA dalam HxO, laju alir

0.1mL/menitacetonitrile:air 95:5v/v)

Dari data penelitian pada lampiran 1.
Diperoleh perhitungan DBC dari kolom
poly(MATE-co-VBC-co-EDMA)
ditunjukkan pada tabel 5.3 perhitungan

DBC.

monolith

Tabel 5.4 Data Perhitungan DBC

% T - %C
Uji DBC

20 - 25 20-50 25-50 30-50 35-50
1. 15,086 21,641 20,262 20,856 21,365
2. 16,55 17,207 20,007 21,266 19,922
3. 15,088 22,655 20,135 21,061 22,042
rata-rata
DBC 15,62 20,501 20,135 21,266 22,978

% T : %C20 : 25 = monolith I, 20 : 50 =
monolith II, 25 : 50 = monolith III, 30 : 50
monolith IV dan 35 50 monolith V, %T : C
% ( 40:50) =Monolith VI = tidak dipakai

karena tidak dapat dillui oleh fasegerak.

Data pada tabel 5.4
membandingkan data uji DBC kolom %T20,
%C25 dan %T20, %C 50 mempunyai nilai
DBC berturut-turut 15,62 dan 20,501.
DBC diduga karena

dengan

Peningkatan nilai

dipengaruhi peningkatan ukuran globule
monolith. Ukuran globule yang lebih besar
akan memudahkan sampel BSA teradsorbsi
pada fasediam dan terikat kuat pada
molecular recognition sites. Peningkatan
jumlah crosslinker dalam monomer dalam
volume polimer yang sama akan
menyebabkan polimer semakin padat, kaku
dan ukuran globule semakin menurun. Nilai
%C yang tinggi artinya jumlah EDMA yang
terlibat dalam proses polimerisasi besar,
sedangkan jumlah MATE dan VBC (sebagai
fungsional monomer) kecil. Maka jumlah
gugus ammonium kuartener dari MATE dan
gugus phenil dari VBC juga sedikit, sehingga
molecular recognition sites juga lebih sedikit.
Akan tetapi peningkatan %C  tidak

berpengaruh secara kontinyu pada
peningkatan nilai DBC.

Dari data tabel 5.4 secara keseluruhan
peningkatan %T diikuti dengan peningkatan
nilai DBC, pada %T 25, 30, dan 35 nilai DBC
mengalami peningkatan berturut-turut yaitu
20,135; 21,266; 22,978. Nilai %T yang
besar berarti jumlah fungsional monomer
yang terlibat dalam polimerisasi semakin
banyak, sehingga molecular recognition
sites menjadi lebih tinggi. Akan tetapi
%T20, %C50

dengan %T25, %C50. Terjadi penurunan

dengan membandingkan
nilai DBC. Sehingga dapat diasumsikan
peningkatan %T tidak berpengaruh secara
kontinyu pada peningkatan nilai DBC.
Kenaikan nilai DBC
peningkatan jumlah monomer yang bereaksi

terjadi karena

pada proses polimerisasi. Fenomena

tersebut mengindikasikan eksistensi gugus
phenil dan ammonium kuartener juga

semakin banyak, sehingga moleculer

recognition sites menjadi lebih tinggi. Nilai

moleculer recognition sites terlalu besar



tidak diharapkan, karena sampel biomolekul

tidakakan terekspos secara maksimal.
Peningkatan %T  akan menyebabkan
kepadatan dan kerapatan monolith

meningkat, sehingga permeabilitas kolom
monolith menurun. Semakin tinggi %T, nilai
rata-rata DBC juga meningkat Profil
ketajaman kurva break-through tergantung
dari efisiensi transfer massa dengan pori-
pori dalam kolom monolith.

Dari pengujian DBC pada seluruh
poly-(MATE-co-VBC-co-
EDMA) menghasilkan kurva DBC dengan

kolom  monolith
kenaikan tajam, diasumsikan kolom
monolith dapat mengikat protein dengan
resolusi yang cukup tinggi. Hal tersebut
menunjukkan eksistensi gugus ammonium
quartener pada permukaan kolom monolith.
Kenaikan Gradien/kemiringan pada kurva
mengindikasikan transfer massa dalam pori-
pori monolith. Efisiensi kolom tertinggi
ketika terjadi peningkatan 10% kurva
breaktrough, yang mengindikasikan sampel
BSA terikat pada padakolom monolith.

DBC dari BSA yang telah dioptimasi
menunjukkan nilai yang lebih tinggi dari
kolom konvensional Dionex vyaitu 18 mg
WAX-1S
(http://www.dionex.com). Dari hasi uji DBC
ditentukan monolith dengan %T30 dan 35

mL-1, kolom Pro Swift

diaplikasikan pada sampel dan Oligo(dT)12-18
dan DNA termetilasi.

sesuai kebutuhan.
4. Conclusion

Untuk penelitian selanjutnya perlu dilakukan
beberapa optimasi lebih lanjut untuk
menghasilkan monolith dengan sensitivitas
dan versalisitas lebih baik, antara lain,

Perludioptimasi %T (komposisi total
monomer dan %C komposisi crosslinker

dengan range lebih lebar. Untuk

mengahasilkan proporsi yang memadai
antara flow-trough pores dan mesopores dan
menekan  proporsi  micropores,  perlu
dioptimasi waktu dan suhu polimerisasi.
Untuk menghasilkan struktur pori seragam
perlu dioptimasi jenis dan komposisi

porogen, dan persentase inisiator AIBN.
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