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Abstract

Monolith yang dipreparasi masih didominasi oleh macropores, yang diindikasikan dari nilai porositas
eksternal kedua kolom yang masih besar. Kolom monolith dengan %T35 mempunyai porositas lebih
berimbang dibandingkan kolom dengan %T30, yaitu masing-masing 44,32 : 24,25 % dan 68,02 : 36,421.
Akan tetapi kedua monolith masih mempunyai micropores yang relatif besar yaitu %T35 adalah 12,63 dan
% C30 sebesar 17,81. Dari hasil uji distribusi pori kedua kolom monolith Poly(MATE-co-VBC-co-EDMA)
Proporsi mesopores dan macropores cukup berimbang. Tujuan utama dari pengembangan kolom monolith
untuk pemisahan system kromatografi, adalah praktis, minim sampel, cepat ramah lingkungan dan dapat
digunakan untuk berbagai aplikasi yang berbeda. Pada aplikasi kolom monolith poly(MATE-co-VBC-co-
EDMA) untuk sistem KCKT pemisahkan sampel biomolekul berdasarkan interaksi hidrofobik

kromatografi (HIC) dan penukar ion antaranalit dan fasediam monolith.
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1. Introduction (%C) (Ueki et al., 2004).

modifikasi monolith berbasis polimer organik

Preparasi dan

Dewasa ini terdapat dua jenis teknologi

monolith yang telah dikembangkan, yaitu lebih mudah dibandingkan monolith berbasis

monolith berbasis polimer organik dan silika. Kolom monolith polimer organic telah

monolith berbasis silika. Masing-masing banyak diaplikasikan dalam kromatografi

memiliki kelebihan dan

Monolith

monolith

kekurangan. berbasis polimer
organic mempunyai keunggulan stabilitas
kimia yang tinggi pada range pH yang lebar
(antara pH 2-12) dan tidak ada efek silanol.
Sedangkan kelemahan monolith polimer
organic antara lain adanya micropore yang
mengurangi efisiensi dalam pemisahan
molekul kecil dengan kestabilan yang
rendah. Kelemahan tersebut dapat diatasi
antara lain dengan pemilihan monomer dan
porogen yang tepat, serta optimasi
persentase total monomer (%T) dan

persentase derajat konsentrasi crosslinker

cair kapiler (CLC) dan elektrokromagrafi
kapiler (CEC) karena karakteristiknya yang
unik. Karakteristik tersebut antara lain
adalah kemudahan  dalam preparasi,
berbagai monomer yang tersedia secara
komersial, dan toleransi pH yang baik
(Sabaruddin et al,. 2012). Pemisahan secara
cepat berbagai molekul kecil, seperti
alkilbenzena, amina aril, asam karboksilat,
fenol, dan senyawa karbonil, dapat dicapai
dengan menggunakan kolom monolith
polimer berpori. Selainitu, fragmen DNA
(DNA beruntai ganda atau untai tunggal)

dapat dipisahkan dengan baik dengan
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menggunakan monolith dengan mix mode
yaitu fase terbalik penukar ion kuat (Chen
et al,. 2013).

Beberapa mode pada sistem  KCKT
telah dikembangkan untuk berbagai aplikasi
isolasi dan pemisahan sampel protein dan
DNA. Mode tersebut antara lain penukar ion,
(ion-exchange), fase balik (riverse phase),
ihidrofobik
interaction). Diantara mode tersebut yang

interaks (hydrophobic
banyak diterapkan adalah fase penukar ion,
karena adanya ikatan yang relative kuat
antara gugus fosfat bermuatan negatif pada
DNA dengan fasediam (monolith) (Svec,
2010 dan Sabarudin et al., 2012). Fase
penukar ion memerlukan modifikasi lebih
lanjut  (post

modification) dengan

pembukaan cicincinepoksi dan metode
grafting rantai polimer pada permukaan
monolith. Kedua metode tersebut dapat
diinisiasi UV dan thermal inisiasi. Untuk
menambahkan gugus-gugus  fungsional
sesuai dengan sifat yang diharapkan.
Modifikasi ini

perlakuan lebih lanjut untuk merubah sifat-

memerlukan beberapa

sifatpermukaan monolith sesuaiaplikasi yang
Modifikasi—modifikasi

memerlukan waktu dalam

akandilakukan.
tersebut
penanganannya, sehingga kurang efisien.
Maka dari itu dari segi kepraktisannya dalam
penilitian ini akan dikembangkan polimer
monolith dengan satu langkah reaksi.
Monolith yang dihasilkan diharapkan
memiliki luas permukaan spesifik, distribusi
ukuran pori yang sempit dan efisiensi tinggi
dengan Inverse Size Exclusion
Chromatography (ISEC) untuk mengetahui
distribusi
dihasilkan

flow-through  pore). Dalam

morfologi dan struktur  pori

monolith  yang (micropore,
mesopore,

pembuatan monolith yang yang sangat

berpengaruh pada komposisi pori adalah
porogen. Porogen merupakan pelarut yang
digunakan pada proses polimerisasi. Jadi
pemilihan porogen merupakan hal yang
krusial agar terjadi keseragaman
(homogenitas) dan meningkatkan efisiensi
kolom monolith dan untuk menghindari
slack, sol state, swelling dan shrinking dari
microglobule monolith. Pada umumnya
komposisi  perbandingan optimal akan
berubah untuk setiap kombinasi monomer
dan crosslinker yang berbeda( Svec, 2010).
Beberapa pelarut digunakan dalam
pembuatan monolith, tergantung dari sifat
monolith yang diinginkan misalnya fase
balik, interaksi hidropobik dan penukar ion.
Pelarut yang digunakan bias dalam bentuk
tunggal, biner maupun tersier. Pelarut dalam
bentuk polimer misalnya polietilenglikol
(PEG), dimetil formamide (DMF), Dimetil
(DMSO) dan

dengan

sulfoksida lain-lain.

Dibandingkan pelarut polimer,
pelarut organic seperti decanol, dodecanol,
sikloheksanol, 1-propanol, 1,4 butanediol,
dan air mempunyai rentang polaritas yang
besar. Sehingga pelarut organic lebih banyak
digukan dari pada pelarut polimer. Optimasi
campuran pelarut dengan kemampuan
solvasi yang beragam dilakukan untuk
menghasilkan porositas dari monolith yang

diharapkan (Hilder et al., 2004).

2.Methodology

Penentuan distribusi pori dilakukan
dengan menentukan total porositas dari
kolom (e7), porositas eksternal/flow-
trough pores (&), porositas

internal/mesopore (¢;). Ketiga persamaan
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porositas didefinisikan dengan mengikuti

persamaan :
\%
Er =V_:I
...(4.3)
Ve
g =-+5..(4.4
e =p(44)
& =&r—¢& =
WrVe)  (4.5)
Vg
Vg=mr?L
....(4.6)
Vr- Volume elusi dari polistirene

standar dalam THF sebagai fase gerak,
biasanya diasumsikan dengan sebagai
molukel kecil yang diinjeksikan (mL)
V, - Volume elusi dari massa molekul
yang dikeluarkan (mL)

V

7= Volume

geometrical  (volume
kosong pemisahan) dari kolom (mL)
L = panjang kolom
r = jari-jari kolom
Untuk mengetahui distribusi pori,
dihitung diameter pori yang berhubungan/
korelasi langsung dengan berat molekul
standar

polystyrene standar pada

persamaan berikut :

My = 2.25@,17 ..(4.7)
Dimana diameter ukuran pori@, dalam A
atau

R =0.026 M,>558_ (4.8)

Dimana

R = diameter pori, dalam nm

Mw = berat molekul

n = bilangan bulat yang menyatakan

urutan ukuran pori dari terkecil hingga
besar
( Pn+1 >0n)

Volume yang berkorelasi dengan diameter
pori kemudian ditentukan dan dihitung yang
menyatakan selisih dari volume retensi 2
berat molekul yang berurutan yang
diberikan pada bersamaan berikut :

AV n+1 n = VR,n+1—VR,n (49)

Dimana :
Vh= fraksi volume pori yang mempunyai
ukuran sama atau lebih besar dari @n.
Dua jenis pori diperiksa menggunakan
polistirene standar dengan massa molekul
yang berbeda (500 - 1800.0000).
3. Results and Discussion

Inverse Size-exclusion
Chromatography (ISEC), Metode lain yang
popular adalah dengan adsorbsi nitrogen
menggunakan persamaan Brunauer,
Emmett, Teller/BET (S. Brunauer, P.H.
Emmett, E. Teller.,1938) S. Brunauer, P.H.
Emmett dan E. Teller, (1938), Mercury-
Intrusion Porosimetry/MIP (H.L. Ritter,. et
al., 1945) dan flow methods (B.P. Semonian
dan M. Manes., 1977).

Metode ISEC didasarkan pada
pengukuran dari inner pori terhadap makro
molekul. Karena volume hidrodinamik dari
kebanyakan polimer berada pada range dan
area nanometer, formasi dan proporsi
kecukupan dari mesopore yang memadai
merupakan keadaaan yang harus dipenuhi
dalam distribusi pori dalam aplikasi SEC
untuk kolom monolith-kromatografi. Faktor
analisis yang digunakan untuk mengetahui
performa dari kolom monolith adalah uji
distribusi pori dengan menggunakan ISEC

dilakukan untuk seri polistirene standar dari

kecil kebesar dalam THF sebagai fase gerak
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dan solven. Kalkulasi secara empiris dengan
persamaan volume hidrodinamik (Hal asz,
et al., 1980) berikut ini.

R = 0.0246M,%588 R = volume hidrodinamik
(nm)
Volume hidrodinamik dari beberapa
polistirene standar dengan BM 2000-500000
(R> 2 nanometer) tidak dapat menerobos/
memasuki micropores dengan ukuran< 2nm
dan hanya menerobos/ melewati mesopores
(2-50 nm) (klasifikasi IUPAC., 1972). Disisi
lain micropores hanya dapat
dilalui/diterobos oleh polistirene series
dengan BM kecil, yaitu toluene (BM 92
g/mol) atau benzene (BM 78 g/mol).

Volume elusi toluene diasumsikan
sebagai volume total, dikarenakan BM
toluene paling kecil dibandingkan dengan
polistirene standar yang lain, sehingga
toluene bias menerobos seluruh pori-pori
dalam kolom vyaitu flow-trough, mesopores
pores dan micropores (Al-bokhari et
al,2002), sehingga diasumsikan sebagai
volume total dalam pori-pori monolith.
Semakin tinggi berat molekul polistirene
yang diinjeksikan dalam kolom waktu
retensinya semakin kecil.

Total pori(et), eksternal pori (ege),
internal pori(ee) dari kolom monolith yang
diperoleh dari data perhitungan ISEC. Total

interstisial  (flow-through)

pori  (et),

eksternal pori (ee), internal (ee) yang

menyatakan mesopores, porositas dari
kolom monolith yang ditentukan volume
hidrodinamik dari toluene (massa molekul
=92 g/mol) dan polistirene standard dengan
BM berurutan dari kecil sampai besar yaitu
dengan berat molekul 500, 2000, 3000,
10000, 20000, 30000, 70000, 15000,
30000, 70000, 150000, 300000, 560000,
1000000, dan 1800000. Polistirene standar
ditimbang sejumlah 0,002 gram dilarutkan
dalam 5 mL THF.
Pemilihan kolom didasarkan pada duanilai
DBC paling tinggi, sehingga kolom yang diuji
dengan metode ISEC adalah monolith
dengan variasi %T30, 35 dan %C50.
Pembuatan monolith menitik beratkan
pada penekanan proporsi mesopore dan
memaksimalkan proporsi macropore. Agar
memberikan kinetika transfer massa secara
konvektif. Akan tetapi keberadaan mesopore
dan micropore harus dipertimbangkan juga
karena dapat menyediakan luas permukaan
yang besaruntukinteraksiantarafasediam dan
molekulanalit. Micropore dapat
menyebabkan adsorpsi irreversible yang
tidak diinginkan dan resistansi transfer
massa. Oleh karena itu, idealnya monolith
keseimbangan antara proporsi flow-through
transfer massa

pores  (untuk secara

konvektif) dan luas permukaan yang
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memadai (ditandai dengan proporsi
014 - 30%T, 50%C
mesopore) sehingga mendapatkan binding 012 -
capacity yang baik dan pemisahan secara 0.1 1
2 0.08 -
kromatografi untuk aplikasi yang diinginkan i
2 0.06 -
(Sabarudin et al, 2012). 0.04 -
0.02 -
Tabel 5.5 Total (&t), eksternal (ee), Ve \l/Vt
0 : : )
internal (ee) ,porositas dari kolom monolith 0 5 10 15
retention volume/mL
Poro Poros
Poro micr| 7 - 35%T, 50%C
sitas itas
% T %C Ve Vi sitas opor| ¢ -
ekst inter
total es | 5 |
ernal nal
17 2
0,12 6,22 %8
30 50 0,0198 4,875 1,350 81—
5 5 2
%
1 4
0,1 2,37 0 . . : )
35 50 0,149 1,225 1,150 12, 4o 0.02 0.03 0.04 0.05
8 5 retention volume/mL
63—
Lajualir THF 0,05 ml/min, volume sampel Gambar 5.7 Kurva ISEC Logaritma massa
polistirene 2ul. molekul (Mw) daripolistirenestandardvs
volume retensi . monolith %T30 dan %C
Berdasarkan Tabel 5.4 dapat diketahui 50 a), monolith %T35 dan %C50 b)
distribusi pori yaitu total pori (&), eksternal suhu polimerisasi 60°C, 24 jam

pori (ge), internal pori (i) dari monolith

Kolom monolith.
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50 - ) Gambar 2.6 Beberapa struktur
monolith %T30, %C50
40 - porogen
()
£
930 Porogenberpengaruh pada ukuranflow-
%20 i trough pores, micropores dan macropores.
:\; Sehinggadiperlukanproporsi dan rasio ideal
10 -
dan memadai, untukmenghasilkanukuran
0 T —& T " dan jenispori yang sesuaidengansampel
0 0.1 0.2 0.3 0.4 L -
logaritma diameter pori /nm yang akandipisahkan. Pemilihanporogen
25 - monolith %T35, %C50 yang polar dan yang lebih non polar juga
© 20 | akanmempengaruhikinerjadarikolom
g monolith yang dihasilkan.
—3 151 Untukmengetahuidistribusiflow-through
>
§ 10 - pores, mesopore, dan micropore,
g s makadilakukan ISEC menggunakan
- polystyrene standard (MW = 500, 2000,
0 R T ' 3000, 10000, 20000, 30000, 70000,
0 0.1 0.2 0.3 0.4
logaritma diameter pori nm 150000, 300000, 700000, 1000000,

1800000) dan pompa LC-20AD,
autosampler SIL-20AC, oven CTO-20AC,
Pori Monolith Poly(MATE-co-VBC-co- dan detektor UV/VIS SPD-20A. Volume

Gambar 5.8 Kurva ISEC Distribusi Ukuran

EDMA). monolith %T30 dan %C 50 a), untuk injeksi sampel diatur 2 pL untuk

masing-masing polistirene standar. Laju
monolith %T35 dan %C50 b) suhu alir konstan 0,05 mL/min pada suhu ruan.
polimerisasi 60°C, 24 jam Panjang gelombang 254 nm digunakan
untuk mendeteksi serapan maksimum
polistirene standar. THF digunakan sebagai

Struktur kimia solvent polar sebagai porogenicsglwen dan fase gerak. Distriubusi pori

__OH -~ OH ~~~~_oH - ditentukanpglengan membuat grafik yang

-d ol .
1-propanol  L-pentanol L-octanol tlereénﬁ dari sumbu x sebagai volume
)\ﬂ retenS|dan nilai logaritma dari berat
OH ot i
1-dodecanol isoamyl alcohol cyclohexanol %.likl‘lnutanedeOIYStyrene standar Sebagal
é o Hﬁbu y. Titk-titik yang dihasilkan
o
) H*NH2 di bungkan menjadi satu garis, maka

formamide dimethyl formamide

akan diperoleh dua garis dengan

tetrahydrofuran toluene

0 . . )
OoH S o kemifingan yang berbeda. Dari kedua garis
butyl ether
o~ ANy dmetyisutfoxide terspbytener terdapat  kemiringan  yang
H . ..
2,2, 2"-nitrilotriethanol HOH Ho/\/oﬁ berbeda. Garis dengan kemiringan yang

water Polethylene Glycol

landai menunjukkan struktur pori internal,
sedangkan garis dengan dengan kemiringan
yang lebih tajam menunjukkan struktur pori
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eksternal. Perpotongan antara kedua garis
tersebut menunjukkan excluded pores.

Dari hasil uji distribusi pori kedua kolom
Poly(MATE-co-VBC-co-EDMA)

Proporsi mesopores dan macropores cukup

monolith

berimbang.

4. Conclusion

Pembuatan monolith menitik beratkan
pada penekanan proporsi mesopore dan
memaksimalkan proporsi macropore. Agar
memberikan kinetika transfer massa secara
konvektif. Akan tetapi keberadaan mesopore
dan micropore harus dipertimbangkan juga
karena dapat menyediakan luas permukaan
yang besar untuk interaksi antara fase diam
dan molekul analit. Micropore dapat
menyebabkan adsorpsi irreversible yang
tidak diinginkan dan resistansi transfer
massa. Oleh karenaitu, idealnya monolith
keseimbangan antara proporsi flow-through
pores (untuk transfer massa secara
konvektif) dan luas permukaan vyang
memadai (ditandai dengan proporsi
mesopore) sehingga mendapatkan binding
capacity yang baik dan pemisahan secara

kromatografi untuk aplikasi yang diinginkan

(Sabarudin et al, 2012).
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