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ABSTRAK

Sejak tahun 2009, Indonesia merupakan produsen terbesar dan eksportir minyak kelapa sawit di pasar dunia. Produksi
minyak kelapa sawit Indonesia meningkat secara signifikan. Pada tahun 2012, Indonesia memproduksi 26,5 juta ton minyak
sawit. Potensi hayati dari minyak sawit tersebut sangat tinggi karena kandungan vitamin E (tokotrienol dan tokoferol) mencapai
600-1.000 ppm. Untuk memurnikannya, tersedia beberapa metode, bergantung tujuan (analitis/preparatif untuk mengisolasi
tokoferol/tokotrienol) dan kandungan komponen kimiawi (asam lemak, sterol, pigmen). Pembahasan mengenai metode
pemurnian vitamin E minyak sawit tersebut masih sangat terbatas. Kajian ilmiah ini bertujuan menganalisis tingkat efektifitas,
efisiensi, kelebihan, dan kekurangan berbagai metode separasi/pemisahan maupun pemurnian/purifikasi. Low temperature
solvent crystallization dan supercritical fluid chromatography mampu menghasilkan ekstrak vitamin E konsentrasi tinggi, tetapi
sangat dipengaruhi rasio pelarut dan materi tak tersaponifikasi, biaya mahal, resiko tinggi, dan peralatan khusus. Prosedur lain
yaitu Thin Layer, Column, dan Gas Chromatography (pemisahan-identifikasi), High-Performance Liquid Chromatograph/HPLC
(kombinatoris: pemisahan-identifikasi-purifikasi). Karena penerapannya lebih mudah, HPLC merupakan teknik yang lebih sering
digunakan. Teknik HPLC menyajikan reproduktifitas yang baik, kolom sangat stabil, kuantitas reagen minimal, tidak toksik bagi
teknisi dan lingkungan, dan dapat memisahkan isomer a, 3, y, & tokoferol maupun tokotrienol.

Kata Kunci: Minyak Kelapa Sawit, Vitamin E, Purifikasi

PENDAHULUAN

Vitamin E merupakan suatu zat senyawa kompleks yang memiliki fungsi sebagai antioksidan
yang melindungi membran sel dari kerusakan oksidatif. Vitamin E juga berperan dalam tubuh untuk
memproses glukosa, mengurangi peradangan, regulasi sel darah, pertumbuhan jaringan ikat, dan
kontrol genetik dari pembelahan sel. Vitamin E alami meliputi 8 isomer yang berbeda, yaitu: a-, p-, y-
dan d-tokoferol serta tokotrienol. Tokoferol memiliki rantai cabang fitil pada inti kromanol, sedangkan
ekor tokotrienol bersifat tak jenuh dan membentuk rantai isoprenoid (Gambarl).
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Gambar 1. Struktur Molekuler Stereoisomer Vitamin E. Isomer a-, 3-, y- dan 8- memiliki pola metilasi
yang berbeda (Sumber: Swiglo et al., 2007)

Produk tumbuhan kaya lemak (minyak nabati) misalnya kelapa sawit, beras katul, benih gandum
merupakan sumber utama vitamin E (Tabel 1). Rasio tokotrienol : tokoferol pada minyak sawit yaitu
7:3. Sumber lain meliputi minyak zaitun, sereal, bunga matahari, dan kacang hanya mengandung
tokoferol.
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Tabel 1.Kandungan Vitamin E (mg per 100 g produk) (Sumber: Cho et al., 2009)

Sumber Tokotrienol Tokoferol
a B Y o) a

Kelapa sawit 14.6 3.2 29.7 8.0 15.0

Beras katul 23.6 NA 34.9 - 32.4

Benih gandum 2.6 18.1 TA TA 133.0
Kelapa 0.5 0.1 - - 0.5

Kedelai 0.2 0.1 0 0 7.5

Zaitun 0 0 0 0 11.9

TA, tidak dianalisis

Sejak tahun 2009, Indonesia merupakan produsen dan eksportir minyak kelapa sawit terbesar di
dunia. Poduksi minyak kelapa sawit di Indonesia meningkat secara tajam setiap tahun, misalnya
tahun 2012 Indonesia memproduksi 26,5 juta ton. Minyak sawit kasar yang diekstrak dari buah
kelapa sawit Elaeis guineensis memiliki kandungan tinggi Vitamin E sampai 600-1000 ppm. Dengan
demikian, secara agregat, Indonesia memiliki potensi hasil vitamin E sangat tinggi. Kajian ilmiah ini
membahas teknik separasi dan purifikasi digunakan untuk mendapatkan vitamin E dengan kemurnian
yang tinggi, yang dapat menjadi potensi untuk pengembangan produk pangan tinggi vitamin E.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Vitamin E pertama kali ditemukan (dalam bentuk a-tokoferol) pada tahun 1922 oleh Herbert
Evans, sebagai nutrien vital yang berperan dalam absorbsi nutrisi pada janin. Seiring dengan
penemuan tersebut, bentuk lain dari tokoferol pun ditemukan, hingga ditemukan pula tokotrienol.
Vitamin E sebagai kompleks gabungan dari tokoferol dan tokotrienol, memerlukan proses pemisahan
untuk mendapatkan komponen murni. Aplikasi teknik separasi dan purifikasi tersebut akan dibahas
dalam kajian ilmiah ini, mulai dari langkah paling sederhana hingga yang paling kompleks.
1. Saponifikasi, Kromatografi Kolom, dan Kromatografi Lapis Tipis (Thin Layer

Chromatography/TLC) sebagai Teknik Separasi Vitamin E

Saponifikasi berfungsi memisahkan komponen tersaponifikasi (gliserol, asam lemak) yang dapat
mempengaruhi determinasi vitamin E. Saponifikasi menggunakan potasium hidrat untuk mencegah
oksidasi. Komponen tak tersaponifikasi, yaitu vitamin E, diekstraksi menggunakan pelarut organik
(heksan, aseton, dietil eter). Kondisi optimal saponifikasi ialah 70°C selama 15 menit. Suhu yang lebih
tinggi akan menghancurkan isomer vitamin E, sedangkan waktu yang terlalu singkat menyebabkan
penurunan tingkat regenerasi dari isomer. Metode lain, yaitu kolom kromatografi, dapat membagi
ekstrak vitamin E dalam beberapa fraksi melalui Solid—liquid (adsorpsi), liquid-liquid (partisi), dan
kromatografi pertukaran ion. Elusi dari isomer yang diinginkan didapatkan melalui perbedaan polaritas
pada fase gerak. Kolom silika memberikan pemisahan secara efektif dan resolusi lebih baik
dibandingkan kolom amino. Kolom yang tinggi memberikan resolusi yang baik, sedangkan kolom
berdiameter besar meningkatkan kapasitas sampel. Kolom ideal memiliki diameter <5 cm dan tinggi
<45 cm. Selain kromatografi kolom, TLC merupakan metode analisis dan fraksinasi vitamin E,
pengujian kemurnian, identifikasi, serta penilaian hasil ekstraksi. Komponen penting TLC yaitu fase
stasioner, fase gerak, deteksi, dan kuantifikasi. Fase stasioner terdiri dari silika gel, fosfat magnesium
sekunder, dan campuran silika gel/alumina dengan besi karbonat. Tokoferol bermigrasi sesuai tingkat
kepolaran a-T > B-T > y-T > &-T. TLC menggunakan pelarut dengan titik didih, viskositas, dan
toksisitas rendah. Permukaan TLC mengandung indikator sodium fluorescein dari vitamin E (spot
gelap di bawah UV). Aktivasi adsorben dipengaruhi oleh waktu, temperatur, kondisi penyimpanan
plate, dan kelembaban relatif. Penggunaan standar vitamin E dapat menjadi dasar untuk identifikasi
komponen tokoferol dan tokotrienol.
2. Esterifikasi dan Distilasi Molekuler sebagai Metode Purifikasi Vitamin E yang Diterapkan di
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Distilasi molekuler merupakan salah satu metode distilasi untuk material yang sensitif terhadap
suhu tinggi, misalnya minyak sawit. Minyak sawit dikonversi menjadi metil ester melalui esterifikasi.
Esterifikasi dilakukan dengan bisulfat metal alkali padat, asam sulfat, enzim (Candida rugosa)
sebagai alternatif katalisator, dan alkohol monohidrik (C1 sampai C8) untuk menghasilkan monoester.
Langkah selanjutnya ialah meniadakan metil ester melalui distilasi vakum atau molekuler pada suhu
90-180°C untuk menghasilkan konsentrat vitamin E. Prinsip dasarnya ialah mengubah material
menjadi fase uap, melewatkannya pada kolom pemisah, mengkondensasi, hingga tingkat kemurnian
vitamin E mencapai 60-70%. Selanjutnya membilas, mengeringkan konsentrat, diikuti distilasi
molekuler tahap kedua. Komponen vitamin E dipisahkan melalui TLC kemudian dilakukan kromatograf
secara berulang sampai kemurniannya mencapai 90%. Konsentrat vitamin E dilarutkan dalam pelarut
organik (diklorometan ataupun etanol), kemudian diproses ke dalam kolom silika gel (diameter 2 cm
dan tinggi 25 cm).

3. HPLC (High Performance Liquid Chromatography) sebagai Metode Kombinatoris untuk

Separasi dan Purifikasi Vitamin E

HPLC merupakan metode yang paling tepat untuk tujuan kuantifikasi dan karakterisasi vitamin E.
HPLC memiliki tingkat efisiensi tinggi dalam adsorpsi, partisi, menggunakan sistem mikrosperikal
untuk mengendalikan porositas dan tingkat hidrasi. Adsorben dikemas dalam kolom (panjang 10-30
cm, diameter 2—4 mm) dan pompa bertekanan tinggi untuk mendapatkan aliran pelarut yang adekuat
dan konstan saat melewati kolom. Elusi pada kolom dilakukan secara isokratik dengan kombinasi
pelarut. Sebelum HPLC dikenal, para peneliti menggunakan kromatografi gas atau Gas
Chromatography (GC) untuk menganalisis vitamin E, namun sampel yang diuji harus melalui tahap
saponifikasi sehingga lebih rumit, banyak waktu, dan meningkatnya resiko dekomposisi akibat suhu
tinggi. Dibandingkan GC, proses analisis HPLC lebih cepat, sederhana, sensitif, selektif, vitamin E
lebih stabil, mudah terlarut, dan menggunakan beberapa detektor. Fluorescence detection (FLD) dan
ultraviolet detection (UV) merupakan detektor yang paling banyak digunakan untuk menganalisis
vitamin E. Vitamin E menyerap sinar UV pada panjang gelombang 290-300 nm, namun absorbansi
maksimal begitu kecil sehingga penyerapan UV hanya dapat digunakan untuk sampel yang memiliki
kandungan tinggi tokoferol maupun tokotrienol seperti minyak nabati. FLD memiliki sensitifitas,
selektifitas, dan spesifitas tinggi jika dibandingkan UV. HPLC FLD dapat mengidentifikasi konsentrasi
komponen vitamin E secara individual dari Crude Palm Oil (CPO), Palm Phytonutrients Concentrate
(PPC), dan unsaponifiables of Palm Phytonutrients Concentrate (unsap PPC). Langkah analisis ini
terdiri dari preparasi senyawa tak tersaponifikasi dari konsentrat fitonutrien kelapa sawit, kolom
kromatografi terbuka (silika gel dan n-heksan serta etanol sebagai pelarut), kemudian isolasi vitamin
E. Melalui semi-preparatif HPLC ini, konsentrasi komponen individual vitamin E dapat meningkat
mencapai 94.6%.

Beberapa metode kromatografik HPLC telah berhasil menganalisis tokoferol dan tokotrienol
secara independen pada kolom fase normal/normal-phase (NP) dan fase terbalik/reversed-phase
(RP). NP-HPLC digunakan ketika penelitian bertujuan memisahkan 8 tokokromanol. Sedangkan RP-
HPLC digunakan saat menganalisis isomer tertentu, serta untuk memisahkan vitamin larut lemak
dengan tokokromanol bebas maupun teresterifikasi. Pada NP-HPLC, vitamin E dilarutkan dalam
pelarut organik non polar dan pemisahan melalui absorpsi berdasarkan cincin kromanol. Kepolaran
isomer menurun dengan peningkatan jumlah grup metil. Selain itu, rantai cabang tak jenuh juga
mempengaruhi polaritas, sehingga tokotrienol menjadi lebih polar dibandingkan tokoferol. Kolom NP
lebih retentif terhadap isomer yang lebih polar. Fase silika murni dan kolomnya berbasis silika polar,
seperti amino-, cyano-, cyclodextrin-, diol-, dan nitro-bonded silica. Berdasarkan kromatogram
(Gambar 2), urutan elusi dari 8 isomer berdasarkan peningkatan polaritas yaitu a-T—a-T3—B-T—y-
T—B-T3—y-T3—-0-T—0-T3. Isomer polaritas rendah terelusi dahulu, diikuti isomer dengan polaritas
lebih tinggi.
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Gambar 2. Pemisahan komponen tokoferol dan tokotrienol oleh NP-HPLC pada kolom silika amino-
bonded. Puncak: 1 — a-tokoferol asetat, 2 — a- tokoferol, 3 — a-tokotrienol, 4 — 3- tokoferol,
5 — y- tokoferol, 6 — B-tokotrienol, 7 — y-tokotrienol, 8 — &- tokoferol, 9 — d-tokotrienol
(Sumber: Sanagi et al., 2006)

Keunggulan lain dari kolom NP pada pemisahan vitamin E meliputi: 1) kemampuan beroperasi
dengan pelarut organik membuat kelarutan lebih tinggi untuk lemak; 2) toleran terhadap kadar lemak
yang tinggi, sehingga memudahkan pencucian menggunakan pelarut non polar; 3) kemampuan
selektifitas yang luas melalui inklusi modifikator yang berbeda pada fase gerak. Kelemahan metode
NP-HPLC vyaitu tidak dapat menganalisis subkomponen isomer gometris serta fase gerak non-
aqueous tidak kompatibel dengan deteksi elektro-kimia. Keterbatasan ini dapat diatasi menggunakan
teknik RP-HPLC. Kolom RP memiliki stabilitas dan sensitivitas tinggi, reprodukfitas waktu retensi,
waktu analisis cepat, kemudahan pencapaian kesetimbangan pada fase gerak, kompatibel dengan
deteksi elektro-kimia tinggi, serta sistem pelarut fase gerak (metanol, etanol) lebih ramah lingkungan,
namun membutuhkan preparasi sampel untuk menghilangkan asam lemak dan mencegah
kontaminasi kolom.

Resolusi lengkap dari 8 tokokromanol tidak dapat dicapai dengan menggunakan RP-HPLC kolom
C18-bonded silica karena kolom tersebut tidak dapat memisahkan isomer - dan y-. Sedangkan
kolom C30-bonded silica dan metanol sebagai fase gerak mampu memisahkan semua isomer
tokoferol dan tokotrienol. Pemisahan isomer - and y- juga dapat dicapai dengan optimasi variabel
HPLC yaitu komposisi pelarut, kecepatan aliran, dan efisiensi kolom, dengan menggunakan kolom RP
berbasis silika non-konvensional, misalnya fase pentafluorophenylsilica (PFPS) atau triacontylsilica
long-chain alkilsilika, dan nonsilica-based octadecanoyl polyvinyl alcohol (ODPVA). PFPS memiliki
resolusi terbaik dan paling sesuai untuk analisis RP-HPLC karena memampukan analisis tokotrienol
dengan deteksi elektro-kimia.

4. Kristalisasi Pelarut pada Temperatur Rendah/Low Temperature Solvent Crystallization

Low temperature solvent crystallization dapat meminimalisasi bahaya suhu tinggi pada proses
analisis dan meningkatkan konsentrasi vitamin E secara signifikan, yaitu dari 3.50% pada fraksi tak
tersaponifikasi menjadi 7.27%-21.45% pada fraksi kaya vitamin E. Konsentrasi ini didasarkan pada
rasio pelarut dengan fraksi tak tersaponifikasi sebagai parameter yang mempengaruhi viskositas
sistem serta perpindahan masa dan panas. Optimalisasi konsentrasi vitamin E tercapai jika rasio
pelarut : fraksi tak tersaponifikasi ialah 6:1. Peningkatan rasio pelarut dan fraksi tak tersaponifikasi
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menyebabkan penurunan konsentrasi vitamin E. Kristalisasi terdiri dari dua tahap: fase pemisahan
(“penciptaan” kristal baru) disebut nucleation, serta fase pertumbuhan kristal menjadi ukuran yang
lebih besar, disebut crystal growth. Pada kristalisasi temperatur tinggi, konsentrasi vitamin E menjadi
rendah karena terdapat komponen yang tidak terkristalisasi sempurna dan masih berada dalam
larutan. Pembentukan kristal terus berlanjut hingga mencapai tingkat kesetimbangan. Kristal akan
terus berkembang selama sistem tidak mengalami supersaturation atau supercooling, dan molekul
dalam sistem masih memiliki mobilitas tinggi untuk berpindah ke matriks kristal. Kondisi optimal
kristalisasi yaitu pada kurun waktu 24.16 jam. Sebelum kristalisasi optimal tercapai, komponen yang
tidak diinginkan dalam fraksi tak tersaponifikasi akan tetap berada pada larutan, menyebabkan
rendahnya konsentrasi vitamin E. Peningkatan waktu kristalisasi setelah titik optimal tercapai juga
menyebabkan penurunan konsentrasi vitamin E.

5. Ekstraksi Fluida Superkritis atau Supercritical Fluid Extraction (SFE)

Fluida superkritis adalah suatu zat menyerupai gas, yang dipanaskan di atas suhu kritis (Tc)
sekaligus tekanan kritis (Pc). Suhu kritis adalah suhu tertinggi di mana gas dapat dikonversi menjadi
cairan dengan peningkatan tekanan. Tekanan kritis adalah tekanan tertinggi di mana cairan dapat
dikonversi menjadi gas oleh peningkatan suhu. Fluida superkritis dapat didefinisikan sebagai gas yang
daya melarutkannya dapat dikontrol, di mana wujud cair dan gas dapat dibedakan. Pada diagram fase
tekanan-suhu P-T (Gambar 3), kurva menggambarkan sublimasi, titik cair, dan kesetimbangan
penguapan. Ketiga kurva berpotongan pada triple point (TP), di mana fase padat, cair, dan gas dalam
kondisi setimbang dan berakhir pada critical point (CP). Di atas titik kritis, tidak ada proses pencairan
pada peningkatan tekanan dan tidak ada gas terbentuk pada peningkatan suhu. Pada wilayah ini,
tekanan dan suhu di atas Pc dan Tc disebut daerah superkritis (warna kuning). CO, memiliki suhu
kritis 31.06°C dan tekanan kritis 7.38 MPa. Jika CO, dipanaskan di atas 31.06°C (melebihi titik kritis)
maka tidak akan berubah menjadi cair, berapa pun tekanan yang diterapkan. Sedikit perubahan pada
tekanan dan suhu di daerah superkritis mampu mengendalikan kepadatan, polaritas, viskositas, dan
aspek lain dari fluida. Karakteristik ini memungkinkan ekstraksi berlangsung cepat.
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Gambar 3. Diagram Fase Tekanan/Pressure-Temperature (P-T) dari CO,
(Sumber: Yunus, 2007)

Instrumen SFE memanfaatkan CO, pada tabung silinder, memanaskan dan menekan CO, ke
dalam tingkatan superfluida. Sampel ditempatkan dalam cartridge dan vitamin E minyak sawit
diekstrak dalam waktu 30 menit. Beberapa instrumen SFE bekerja otomatis dengan ekstraktor
berurutan, namun sebagian hanya dapat memproses sampel tunggal (2-9 sampel) secara paralel.
SFE bersifat ramah lingkungan karena mengurangi penggunaan pelarut organik yang beracun dan
mudah terbakar, serta meminimalisir waktu ekstraksi. Konsentrasi zat terlarut meningkat seiring
peningkatan tekanan. Hal ini dikarenakan tekanan akan meningkatkan kepadatan dan daya kelarutan
CO, superkritis, sehingga memungkinkan CO, untuk melarutkan lebih banyak zat terlarut.
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KESIMPULAN DAN SARAN

Berbagai metode untuk memurnikan vitamin E (tokoferol dam tokotrienol) telah berhasil
diterapkan dan penggunaannya tergantung pada tujuan analisis dan jenis material sumber vitamin E.
Beberapa penelitian bertujuan mendapatkan tokoferol dan tokotrienol murni, sedangkan penelitian
lain, hanya bertujuan mendapatkan salah satu isomer vitamin E. Terlepas dari berbagai tujuan
tersebut, langkah dasar purifikasi yang harus dilakukan ialah memecah struktur di mana vitamin E
terikat (pada membran, lipoprotein, liposom) untuk menghilangkan pengaruh protein dan karbohidrat
terlarut dalam fase organik, serta menciptakan medium dengan kelarutan tinggi vitamin E, sehingga
bebas terelusi (menggunakan etanol atau metanol). Kristalisasi pelarut pada suhu rendah merupakan
salah satu metode pemisahan yang meminimalkan kerusakan oleh suhu tinggi dan meningkatkan
konsentrasi vitamin E secara signifikan, namun sangat tergantung pada rasio antara pelarut dan
senyawa tak tersaponifikasi. Metode lain, kromatografi fluida superkritis, diterapkan berdasarkan fase
gerak dalam keadaan superkritis. Metode ini juga menghasilkan kemurnian tinggi, namun biaya mahal
dan berbahaya karena harus menggunakan peralatan khusus. Prosedur kromatografi lain yang sering
digunakan untuk purifikasi di laboratorium ialah TLC, GC, HPLC. Di antara metode tersebut, teknik
HPLC lebih sering digunakan karena penerapannya lebih mudah, dapat mengidentifikasi semua
komponen tokoferol dan tokotrienol dengan detektor fluoresen fase normal dan fase terbalik. Hal ini
memberikan reproduktifitas yang baik, pencapaian kesetimbangan yang lebih cepat, dan kolom
sangat stabil.
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DISKUSI

Penanya 1: Sri Ngabekti
Pertanyaan :

Apakah ini merupakan kajian ilmiah?

Dan apakah akan ditindaklanjuti dengan penelitian?
Jawab:
Ya, ini merupakan suatu kajian ilmiah yang menganalisis keefektifan, efisiensi, keuntungan, dan
kerugian dari masing-masing metode separasi / purifikasi vitamin E. Kajian ilmiah ini menjadi dasar
untuk penelitian selanjutnya, yaitu isolasi vitamin E murni dari minyak kelapa sawit, mengingat hasil
kajian ilmiah ini menyimpulkan banyaknya manfaat hayati dari vitamin E. Dan metode yang paling
efektif dan efisien yang dapat digunakan adalah metode HPLC.




