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Abstract. Oryzanol yang terkandung dalam minyak bekatul mempunyai kekuatan
antioksidan lebih tinggi daripada vitamin E dan terbukti mempunyai efek
hipokolesteromik sehingga berguna untuk kesehatan jantung dan pembuluh darah. Metode
adsorpsi menggunakan adsorben silika merupakan salah satu metode isolasi otyzanol yang
menjanjikan. Keberhasilan proses pemungutan oryzanol sangat ditentukan oleh pemilihan
pelarut yang digunakan karena oryzanol merupakan senyawa ester sehingga sifatnya mirip
dengan sifat trigliserida minyak bekatul yang ingin dipisahkan darinya. Oleh karena itu
perlu ditentukan pemodifikasi pelarut sehingga diperoleh campuran pelarut yang cocok
untuk proses tersebut. Modifikasi dilakukan terhadap pelarut utama n-heksana dan
pemodifikasi potensial yang digunakan adalah etil asetat, diklorometana, kloroform, dan
aseton. Performa campuran pelarut divji menggunakan metode kromatografi lapis tipis
(thin layer chromatography - TL.C) menggunakan plat TLC silika gel grade 60. Hasil penelitian
menunjukkan kombinasi n-heksana/aseton = 85/15 memberikan hasil pemisahan
oryzanol terbaik, sedangkan kombinasi n-heksana/etil asetat = 90/10 patut
dipertimbangkan apabila elusi secara gradien dipilih dalam proses pemisahan.
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1. Pendahuluan

Minyak bekatul (Rice Bran Oil, RBO) mengandung oryzanol 0,9 — 2,9% (Diack dan Saska, 1994) yang
merupakan fitokimia antioksidan bernilai tinggi dalam bidang nutrisi (anti kanker dan anti kolesterol dalam
Sfunctional food), farmasi (produksi obat penenang), dan kosmetik (krim dan lipstik) (Danielski dkk., 2005; Da
Silva dkk., 2005). Penelitian menunjukkan efek hypocholesteromic RBO (Seetharamaiah dan Chandrasekhara,
1989; Xu dan Godber, 2001) dan kekuatan antioksidan oryzanol yang hampir empat kali lipat dari senyawa
vitamin E (tokoferol dan tokotrienol) (Hiramitsu dan Armstrong, 1991). Pemakaiannya juga tidak
memberikan efek alergi (Crevel et al., 2000) dan tidak dikelompokkan sebagai steroid, sehingga dapat
dikonsumsi sebagai tambahan hormon (Xu dan Godber, 2001).

Indonesia dengan produksi padi terbesar ketiga di dunia sebanyak 70 juta ton/tahun (FAO, 20015) memiliki
potensi sumber oryzanol yang cukup melimpah berupa bekatul (sekitar 10 % berat gabah kering giling) yang
pemanfaatannya saat ini masih terbatas untuk pakan ternak. Berbeda halnya dengan Jepang, China, Korea,
dan Thailand yang telah melakukan pemanfaatan bekatul sebagai sumber minyak pangan dan sumber
oryzanol.

Komponen penyusun minyak bekatul sebagian besar adalah trigliserida, sedangkan oryzanol merupakan
senyawa fenolik campuran ester asam ferulat dengan komponen utama cycloartenol, B-sitosterol, 24-
methylenecycloartenol, dan campesterol (Xu dan Godber, 1999). Struktur molekul komponen utama
oryzanol dan komposisinya disajikan dalam Tabel 1.

Tabel 1. Struktur Molekul Komponen Utama Oryzanol dan Komposisinya
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Metode adsorpsi banyak digunakan untuk mengkuantifikasi proses adsorpsi untuk pemisahan senyawa
minor. Pemisahan lutein, pengujian magnesium silikat untuk mengadsorp FFA dari minyak sawit kasar,
tahap pemucatan untuk industri pemurnian minyak nabati (Boki dkk., 1994), tahap penghilangan asam
lemak bebas dan produk oksidasi lain (Toro-Vazquez dan Mendez-Montealvo, 1995). Adsorpsi juga
digunakan untuk memperoleh komponen berharga semisal karoten dan vitamin E dari minyak (Baharin
dkk., 1998; Chu dkk., 2004). Selain itu kuantifikasi proses adsorpsi untuk pengolahan limbah juga banyak

dilakukan, semisal adsorpsi zat warna dan logam berat.

Percobaan menggunakan pemisah kontinyu CSEP® berbahan isian silika (paten oleh Advanced Separation
Technologies) dengan prinsip simulated moving bed mampu meningkatkan konsentrasi oryzanol dalam minyak
bekatul dari 1,2% menjadi 12% (Saska dan Rossiter, 1998) dan menunjukkan bahwa metode adsorpsi dapat
digunakan untuk memungut oryzanol dari sistem minyak bekatul. Prosedur kromatografi berprinsip

adsorpsi dinilai sangat efisien, tetapi scale-up untuk kapasitas komersial perlu diteliti lebih lanjut (Lai dkk.,
2009).
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Eluen memegang peranan penting dalam keberhasilan pemisahan oryzanol dari minyak bekatul
menggunakan adsorben silika. Berbagai kombinasi pelarut telah dipublikasi untuk memisahkan oryzanol
untuk kepetluan preparasi maupun analisis, diantaranya metanol/n-butanol/ait, asetonitril/ DCM/asam
asetat, petroleum eter/etil asetat (Renuka dan Arumughan, 2007), n-heksana/etil asetat/asam asetat
(Zigoneau, 2008), asetonitril/methanol (Imsanguan, 2008), isooktan/etil asetat/asam asetat/ DMP (Hu,
1996), n-heksana/petroleum eter/dietil eter/methanol (Seetharamaniah dan Prabhakar, 1996), isooktan/etil
asetat (Saska dan Rositter, 1998), n-heksana/asam asetat/ 2,2 dimetoksi propane (Diack dan Saska, 1994),
dan n-heksana/etil asetat (Saska dan Rositter, 1998; Lai, 2005). Pilihan campuran pelarut yang digunakan
oleh peneli sebelumnya itu belum mempertimbangkan toksisitas dan harga sehingga sulit diaplikasikan
untuk komersialisasi proses.

Jenis dan komposisi pelarut juga menjadi pertimbangan penting dalam pengembangan metode adsorpsi
skala komersial terkait keekonomiannya. Xu dkk. (2001) menyatakan ukuran molekul komponen penyusun
oryzanol sangat berdekatan, sehingga tidak mempengaruhi kecepatan adsorpsi keseluruhan terhadap partikel
adsorben. Pemilihan campuran pelarut didasarkan pada nilai polaritas dari pelarut. Kekuatan pelarut dapat
dimodifikasi dengan cara penggunaan gabungan pelarut. Gabungan beberapa pelarut murni seringkali harus
dipilih sebagai pelarut untuk mendapatkan efek pemisahan yang maksimal. Salah satu pertimbangan yang
digunakan dalam pemilihan eluen adalah kekuatan pelarut yang dinyatakan sebagai polaritas pelarut, salah
satunya dengan indeks Snyder (Miller, 2005).

Tabel 2 Polaritas Beberapa Pelarut berdasar Index Snyder

No. Pelarut Rumus Molekul Nilai Index Snyder
1. n-Heksana CsHi4 0,1
2. Karbon Tetra Klorida CCly 1,6
3. Toluena C6H5—CH3 2,4
4. Benzena CsHse 2,7
5. Di-Etil Eter C2H5—O—C2H5 2,8
6. Kloroform CHCIs 4.1
7. Etanol C,Hs-OH 4,3
8. Etil Asetat CH3- COO- CHs 4.4
9. Aseton CH3-CO-CHj3 5,1
10.  Metanol CH;3-OH 5,1
11.  Asetonitril CH;3-CN 5,8
12.  Air H,O 10,2

Penelitian ini ditujukan untuk menentukan campuran pelarut yang cocok untuk proses pemungutan
oryzanol dari minyak bekatul.

2. Metode Penelitian

Bahan

Minyak bekatul komersial produksi Amorn Chai Ltd. Thailand. Oryzanol diperoleh dari Tokyo Chemical
Industries Co., Ltd. dengan kemurnian lebih dari 99% sesuai spesifikasi yang tercantum digunakan secara
langsung tanpa pemurnian lanjut. Plat alumunium silika gel 60 Fasy, n-heksana, aseton, etil asetat,
diklorometana (DCM), kloroform dan bahan kimia lain dengan tingkat kemurnian PA diperoleh dari Merck
KGaA. Semua bahan diperoleh dari sumber komersial.

Metode penelitian

Sampel minyak bekatul dan oryzanol ditotolkan menggunakan wicro haematocrit tube di titik yang berbeda
pada batas bawah plat TLC yang telah diaktivasi. Plat TLC kemudian dimasukkan ke dalam chamber gelas
yang berisi n-heksana dan telah jenuh dengan uap n-heksana. n-heksana akan bergerak sepanjang plat dan
plat dikeluarkan dari chamber ketika n-heksana mencapai batas atas ujung plat. Pengamatan hasil elusi sampel
dilakukan dengan menggunakan sinar lampu UV pada panjang gelombang 254 nm dan 330 nm. Noktah
yang muncul ditandai dengan pensil. Hasil elusi diamati lebih lanjut dengan mencelupkan plat TLC ke
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larutan KMnO4 (stain solution) dan dikeringkan untuk mempertegas noktah. Percobaan dilakukan ulang
untuk n-heksana yang telah ditambah dengan etil asetat, DCM, kloroform atau aseton dalam berbagai
perbandingan volume.

3. Hasil dan Pembahasan

Studi penentuan campuran pelarut dilakukan dalam dua tahap. Tahap pertama menentukan jenis pelarut
kedua, sedang tahap kedua menentukan komposisi optimum n-heksana dan pelarut kedua. Tahap pertama
dilakukan dengan uji kelarutan minyak bekatul dan oryzanol dalam campuran n-heksana : pelarut kedua =
90:10 dan dilanjutkan uji elusi menggunakan plat KL T. Pelarut kedua yang digunakan telah dipaparkan di
Tabel 2. Hasil pengujian kelarutan menunjukkan etil asetat, di-kloro metana (DCM), kloroform, dan aseton
berpotensi menjadi pelarut kedua. Uji elusi disajikan dalam Gambar 1 yang menunjukkan kemampuan
berbagai campuran pelarut meng-elusi minyak bekatul dan oryzanol pada tingkat pemisahan yang berbeda-
beda.

Efek penambahan pelarut polar DCM dan kloroform kurang kuat untuk mengubah polaritas
campuran pelarut terhadap oryzanol, sehingga oryzanol belum ter-elusi seperti yang ditunjukkan dalam
Gambar 1(C) dan Gambar 1(D). Penggunaan etil asetat dan aseton sebagai pelarut kedua mampu meng-
elusi minyak bekatul dan oryzanol dan memberikan efek pemisahan terhadap oryzanol seperti yang
ditunjukkan oleh Gambar 1(B) dan Gambar 1(E).
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Gambar 1. Diagramatis Kromatogram Minyak Bekatul (S) dan Oryzanol (M) Menggunakan Pelarut
(A) n-Heksana 100, (B) n-Heksana:Etil Asetat = 90:10, (C) n-Heksana:DCM = 90:10, (D) n-
Heksana:Kloroform = 90:10, dan (E) n-Heksana:Aseton = 90:/10
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Interaksi molekul oryzanol dengan permukaan aktif silika gel menjadi sedikit lebih kuat dibanding interaksi
minyak bekatul — silika gel maupun minyak bekatul — oryzanol. Molekul oryzanol akan sedikit tertahan di
permukaan aktif silika gel dibanding minyak bekatul sehingga minyak bekatul akan terbawa aliran pelarut
sedang oryzanol “tertinggal” dalam adsorben dan terjadi proses pemisahan. Oryzanol yang “tertinggal” di
permukaan aktif silika gel dapat diperoleh kembali dengan proses desorpsi.

Berdasar hasil tahap pertama, dalam tahap kedua penentuan komposisi pelarut dilakukan untuk
menentukan perbandingan volume etil asetat dan aseton terhadap n-heksana. Pengaruh penggunaan
campuran pelarut n-heksana : etil asetat pada berbagai perbandingan volume disajikan dalam Gambar 2 dan
pengaruh komposisi n-heksana : aseton disajikan dalam Gambar 3.

Penambahan etil asetat sebagai pelarut kedua terhadap proses adsorpsi mulai terlihat pengaruhnya
pada perbandingan n-heksana : etil asetat = 95:5. Gambar 2 (A) menunjukkan penambahan etil asetat
sebanyak 5% volume sudah menunjukkan efek pemisahan oryzanol tetapi jarak retensi sangat pendek,
minyak bekatul tidak terpisah menjadi komponennya, dan minyak bekatul cenderung membentuk zai/ing.
Jarak retensi, perbandingan jarak tempuh noktah sampel terhadap panjang plat, menunjukkan kemampuan
pelarut meng-elusi molekul sampel untuk memberikan efek pemisahan dan kadang mengindikasikan
kekuatan interaksi molekul terhadap permukaan silika gel dalam plat. Jarak retensi oryzanol yang kecil
menunjukkan pelarut tidak cukup kuat meng-elusi oryzanol. Perolehan ekstrak oryzanol akan memerlukan
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waktu yang lama dan sebagian besar waktu proses adsorpsi — desorpsi akan merupakan proses pemungutan
minyak bekatul, sehingga campuran n-heksana : etil asetat = 95:5 tidak dapat digunakan sebagai pelarut.
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Gambar 2. Diagramatis Kromatogram Pemisahan Minyak Bekatul (S) dan Oryzanol (M)
Menggunakan Campuran Pelarut dengan Perbandingan n-Heksana : Etil Asetat (A) 95:5, (B) 90:10, (C)
85:15, dan (D) 80:20.

Gambar 2 (B) dan Gambar 2 (C) menunjukkan penambahan etil asetat sebanyak 10% dan 15% volume,
yang memberikan efek pemisahan oryzanol — minyak bekatul cukup baik. Jarak retensi oryzanol pada
penggunaan etil asetat 15% lebih tinggi dibanding jarak retensi penggunaan etil asetat 10% sehingga ekstrak
oryzanol lebih cepat diperoleh pada penggunaan etil asetat 15%. Penambahan etil asetat sebanyak 20%
volume ditampilkan dalam Gambar 2 (D) mengakibatkan interaksi oryzanol — silika gel kembali melemah
sehingga efek pemisahan oryzanol dari minyak bekatul berkurang. Jarak retensi oryzanol dan minyak
bekatul hampir mirip. Interaksi molekul oryzanol dan molekul minyak bekatul terhadap molekul pelarut
cenderung meningkat sehingga oryzanol dan minyak bekatul lebih mudah terbawa aliran pelarut. Secara
umum terlihat bahwa peningkatan fraksi etil asetat dalam campuran pelarut akan mempercepat perolehan
oryzanol, tetapi minyak bekatul menjadi kurang terpisahkan.

Pengaruh penggunaan campuran pelarut n-heksana : aseton pada berbagai perbandingan volume disajikan
dalam Gambar 3. Penggunaan aseton pada konsentrasi 10% volume ditunjukkan oleh Gambar 3 (A)
mempetlihatkan telah terjadi pemisahan oryzanol — minyak bekatul tetapi dengan jarak pemisahan sempit
sehingga operasional proses adsorpsi — desorpsi tidak mudah.
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Gambar 3. Diagramatis Kromatogram Pemisahan Minyak Bekatul (S) dan Oryzanol (M)
Menggunakan Campuran Pelarut dengan Perbandingan n-Heksana : Aseton = (A) 90:10, (B) 85:15, dan
(C) 80:20.
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Berdasar tahapan penentuan campuran pelarut di atas, diperoleh campuran pelarut yang potensial adalah n-
heksana : etil asetat = 90:10 dan n-heksana : aseton = 85:15. Pelarut aseton lebih polar dibanding pelarut etil
asetat karena karbo — kation dari gugus keton lebih polar dibanding karbo — kation dari gugus ester.
Penambahan aseton ke dalam pelarut n-heksana akan meningkatkan polaritas pelarut n-heksana. Kepolaran
pelarut akan meningkatkan kepolaran permukaan silika gel sehingga oryzanol yang bersifat lebih polar akan
relatif tertahan dalam adsorben akibat interaksi elektrosatis permukaaan polar silika gel — molekul polar
oryzanol. Sedangkan molekul trigliserida yang non polar akan terbawa aliran pelarut tanpa mengalami
hambatan elektrostatis permukaan silika gel. Perbedaan hambatan aliran ini akan membuat oryzanol
terpisah secara relatif dari trigliserida minyak bekatul dan tertahan di adsorben silika gel untuk kemudian
dapat diperoleh kembali dalam kemurnian tinggi pada tahap desorpsi.

4. Kesimpulan

Penambahan pelarut polar (etil asetat dan aseton) ke dalam pelarut non polar (n-heksana) dapat
meningkatkan performa pemisahan oryzanol dari trigliserida komponen minyak bekatul menggunakan
metode adsorpsi. Kombinasi n-heksana: aseton (85:15) memberikan hasil pemisahan yang optimal dan
dapat digunakan sebagai pelarut dalam proses pemisahan menggunakan kromatografi kolom secara
isokratik.
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