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Abstract: Palm oil is the largest agricultural product produced by Indonesia. Palm oil contains a large group of vitamin
E which are tocopherol and tocotrienol which have been widely reported their efficacy in inhibiting the growth
and development of diseases such as antioxidants, anti-cancer, cholesterol inhibitors, prevent premature aging,
and cardioprotective effects. This study aims to segregate and identify the intensity of each isomer of
Tocotrienol Rich Fraction (TRF). Segregation and identification are done through using column
chromatography, UV-visible spectrophotometer, and HPLC. The spectral pattern of TRF shows the presence
of tocotrienol isomers at wavelengths of 292-298 nm. Five spectra patterns identified with the highest intensity

were demonstrated by the y-tocotrienol isomers at 10.86 min, 3-tocotrienol at the minute of 9.36, a-tocotrienol

at the minute of 12:42, a-tocopherol at 21.11 and o-T1 at 17.35 with 0 intensity.
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1. PENDAHULUAN

Indonesia merupakan Negara yang kaya akan
keanekaragaman hayati, Indonesia dilaporkan
memiliki lebih dari 30.000 spesies tanaman tingkat
tinggi. Hingga saat ini spesies tanaman yang diketahui
berkhasiat terhitung 7000 spesies, kurang dari 300
spesies yang digunakan sebagai bahan baku industri
farmasi regular (Saifuddin., 2011).

Bahan baku yang digunakan sebagai bahan
farmasi regular ini mengandung senyawa-senyawa
yang dikenal dengan metabolit sekunder yang
merupakan senyawa kimia yang terbentuk dalam
tanaman. Senyawa yang tergolong ke dalam kelompok
metabolit sekunder ini antara lain steroid, flavonoid,
alkaloid, saponin dan terpenoid. Dua kelompok
vitamin E tokoferol dan tokotrienol termasuk dalam
golongan terpenoid. Kelompok vitamin E yang
pertama kali ditemukan adalah tokoferol dan telah
banyak dilaporkan kebermanfaatannya sebagai
antioksidan, adjuvant dan prevent terhadap berbagai
penyakit (Guthrie et al., 1998.,Nesaretnam et al.,
2008; Yap et al., 2008; Agarwal et al., 2004; Srivasta
et al., 2006; Khee et al., 2014., Khor et al.,2015).
Kehadiran tokotrienol sebagai salah satu kelompok

Tocotrienol Rich Fraction ,column chromatography, spectrophotometer UV, high pressure liquid

vitamin E lainnya merupakan hal yang mendapat
perhatian karena kebermanfaatannya yang tidak kalah
penting dari tokoferol.

Tokotrienol adalah komponen vitamin E alami
selain tokoferol dengan sifat utama antioksidan larut
lemak yang melindungi membran sel dari kerusakan
oksidatif. Tokotrienol memiliki 4 isomer yang berbeda
yaitu a-, B-, y- dan 8- tokotrienol dan memiliki rantai
samping poliprenil dengan 3 ikatan tak jenuh pada
posisi 3 7° 11’ yang tersambung dengan karbon
nomor 2 dari pusat kiral. Rantai samping ini
memberikan sifat non-polar pada keseluruhan
molekul, dan dalam konteks sel memfasilitasi akses
lapisan berlemak pada membran sel ( Das et al., 2008).
Tokotrienol dan tokoferol menjadi bahan kombinasi
dalam beberapa penelitian yang bertujuan untuk
melihat potensi isomer dalam memerangi radikal
bebas, menghambat kanker, kardioprotektif, dan
penuaan dini. Salah satu campuran tokoferol dan
tokotrienol terkandung dalam Tokotrienol rich
fraction terdiri dari 70% tokotrienol dan 20-30% a-T
(Sundram et al., 2003; Cho Susan et al.,2009). Oleh
sebab itu penelitian ini bertujuan untuk memisahkan
dan mengidentifikasi kandungan isomer pada TRF
dengan menggunakan kromatografi kolom dan
identifikasi isomer dengan menggunakan
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spektroskopi UV-tampak dan kromatografi cair
kinerja tinggi (KCKT) dari sampel Tokotrienol Rich
Fraction yang didapatkan dari Davos Life Pte Ltd
Singapura.

2. BAHAN DAN METODE
2.1 Bahan

Sampel yang digunakan adalah tokotrienol rich
fraction yang diperoleh dari Davos Life Pte Ltd
singapur, bahan kimia yang digunakan adalah
methanol, ethanol, aseton, heksana, petroleum eter,
asam askorbat, KOH silica gel 60. Sedangkan alat
yang digunakan adalah waterbath inkubasi, vortex,
evaporator, gas Nz  kromotografi  kolom,
spektrofotometer UV- tampak berkas rangkap Varian
Cary 50, dan kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT)
LC-20AB (Shimadsu, Kyoto)

2.2 Metode

2.2.1 Saponifikasi

Saponifikasi dilakukan pada tokotrienol kaya fraksi
(TRF) bertujuan untuk memisahkan asam lemak bebas
dengan fraksi yang tidak tersabunkan. Saponifikasi
dilakukan sesuai dengan metode (Peterson et al.,
2017; Kgs Ahmadi et al.,, 2012 ) yang sudah
dimodifikasi.  Saponifikasi menggunakan asam
askorbat untuk mencegah oksidasi. 10 gr tokotrienol
kaya fraksi dilarutkan dalam 100 mL methanol setelah
difilter larutan ditambahkan 10 mL asam askorbat
0.5% dan divortex, setelah divortex larutan
dihomogenkan dengan diinkubasi ke waterbath
dengan suhu 80°C selama 20 Menit dan ditambahkan
1 mL KOH 50%. Setelah larutan hasil inkubasi
didinginkan, dilanjutkan dengan evaporasi, hasil
evaporasi di keringkan dengan menggunakan gas Ny,

2.2.2 Pemisahan tokotrienol

Isolasi tokotrienol dilakukan berdasarkan metode
yang telah dimodifikasi. Sampel hasil saponifikasi
dilarutkan dalam 1 mL heksana 100%, untuk
dilakukan pemisahan dengan kromatografi kolom
(diameter 1, 8 cm x panjang 30 cm). Fase diam yang
digunakan adalah silica gel 60 dengan ukuran partikel
(0,04 -0,063 mm) yang telah diaktifkan dalam heksana
100%. Sebanyak 1 mL sampel dimasukkan kedalam
kromatografi kolom yang telah diisi silica gel 60,
sedangkan fase gerak pada awalnya dielusi dengan
heksana 100% selanjutnya dielusi lagi dengan
heksana:dietil eter (95%:5%;v/v). Sampel di tampung
setiap 3 menit, sampel hasil kromotografi kolom
kemudian dikeringkan menggunakan N2.

2.2.3 ldentifikasi isomer tokotrienol

2.2.3.1 Spektroskopi

Identifikasi isomer tokotrienol murni dianalisis
menggunakan spektrofotometer UV- tampak berkas
rangkap varian cary 50. Umumnya vitamin E memiliki
serapan pada panjang gelombang 265 nm — 318 nm (

Rowels et al.,) dan tokotrieol memiliki serapan pada
panjang gelombang 292 nm bentuk alfa (o), 294 nm
bentuk beta (B), 298 nm bentuk gamma (y) dan 298 nm
bentuk delta (8) (Ng MH et al., 2012); Podda et al.,
1996).

2.2.3.2 Kromatografi cair kinerja tinggi
(KCKT)

Sampel hasil identifikasi spektroskopi di analisis
menggunakan kromatografi cair Kkinerja tinggi
(KCKT) LC-20AB (Shimadsu, Kyoto) yang
dilengkapi dengan photodiode detector array (PDA)
pada panjang gelombang 292-298 nm. Jenis kolom
yang digunakan adalah Oktadisil Silica (ODS atau
C18)(250x4,6mm) fase terbalik, dengan injeksi
sampel sebanyak 20 pL, sampel yang akan dianalisis,
terlebih dahulu disaring dengan Whatman membran
filter PTFE ( politetrafluoetilena) 0.2 pL. Kemudian
dilarut ke dalam methanol 100%. Fase gerak yang
digunakan adalah methanol 100%, dengan laju aliran
rata-rata 1 mL /menit dan tekanan 100 psi (Ng MH et
al., 2004).

3. ANALISIS DATA

Data spektrum dan kromatogram di analisis
menggunakan program OriginPro 9.00 SR2b87,
kemudian hasilnya dibandingkan dengan literatur.

4. HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 ldentifikasi isomer tokotrienol

Hasil identifikasi isomer tokotrienol menggunakan
spektrofotometer UV- tampak berkas rangkap Varian
Cary 50, pada panjang gelombang 292-298 nm dalam
pelarut etanol terlihat pada Gambar 1. Absorbsi
maksimum dimiliki isomer vy- tokotrienol pada
panjang gelombang 298 nm menunjukkan hasil yang
sama dengan absorbsi isomer tokotrienol menurut (Ng
MH et al., 2012) yaitu pada panjang gelombang 298
nm dalam pelarut etanol.

Analisis kehadiran tokotrienol dengan KCKT
berhasil di identifikasi dengan adanya kemunculan 5
peak pada profil kromatogram dalam pelarut 100%
methanol (Gambar 2) dan diinterpretasikan dalam
pola spektra masing-masing peak dan intensitas. Pada
peak 292-298 nm (Gambar 3), lima (5) peak yang
teridentifikasi dengan intensitas tertinggi y-tokotrienol
(3750) pada peak 28nm, &-tokotrienol (1750) pada
peak 298nm, a-tokotrienol (1480) pada peak 292nm,
a- tokoferol (500) dan, a-T1 (0). Isomer tokotrienol
memiliki intensitas yang tinggi dibandingakan dengan
kandungan tokoferol dan a-T1 (tococromanol) (Ng,
MH et al., 2004; Ng MH et al., 2012 ).
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Gambar 1. Pola Spektra Isomer Tokotrienol pada
spektrofotometer UV- tampak berkas rangap Varian Cary
50, pada panjang gelombang 292-298 nm dalam pelarut
etanol yang diisolasi dari Tokotrienol Rich Fraction (TRF)
Pada Panjang Gelombang 298 nm.
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Gambar 2. Profil kromatogram isomer tokotrienol dalam
pelarut 100% methanol.
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Gambar 3. Profil pola spektra masing-masing peak isomer
dan intensitas.

5. KESIMPULAN

Dalam penelitian ini dapat diidentifikasi kandungan
Tokotrienol rich fraction terdiri dari y-tokotrienol, 3-
tokotrienol a-tokotrienol, o- tokoferol dan, o-T1.
Dilihat dari intensitas masing- masing isomer maka

dapat disimpulkan bahwa isomer tokotrienol yang
terdiri dari y-tokotrienol, &-tokotrienol dan, o-
tokotrienol merupakan isomer yang memiliki
intensitas yang tinggi. Dengan demikian ekstrak
tokotrienol rich fraction yang dominasi oleh isomer
tokotrienol dapat digunakan dalam penelitian
selanjutnya yang berhubungan dengan penghambatan
kolesterol yang akan dikombinasikan dengan ekstrak
bahan alam lainnya.
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DISKUSI
Ria Yulia Gloria

Pertanyaan:
Apa kelemahan dan kelebihannya?

Jawaban:

Vit E sebagai antioksidan, antikanker, dsh. Penelitian
yang dilakukan perbedaannya pada penelitian ini
dilakukan langsung dari TRF sedangkan penelitian
sebelumnya dari VCo

Rina Astuti

Penanya:
Apakah hanya ada di kelapa sawit? dalam bentuk cair
atau bagaimana?

Jawaban:
Tidak, tetapi paling baik pada kelapa sawit.
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