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ABSTRAK 

 

 

PEMISAHAN DAN PEMURNIAN TOKOFEROL PADA HIGH ACID 

CRUDE PALM OIL (HACPO) DENGAN METODE HIGH PERFORMANCE 

LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC) 

 

 

Oleh 

Andra Fahreza Dwi Saputra 

 

High acid crude palm oil (HACPO) merupakan salah satu sumber vitamin E alami 

(tokoferol) dengan aktivitas antioksidan yang tinggi. Tingginya free fatty acid 

(FFA) pada HACPO menjadi masalah besar bagi industri pengolahan minyak 

karena kelebihan FFA mempercepat proses oksidasi minyak sehingga dapat 

menurunkan kualitas dan stabilitasnya sehingga perlu dilakukan pemisahan dari 

tokoferol. Penelitian ini bertujuan untuk memisahkan dan memurnikan tokoferol 

dari HACPO menggunakan metode saponifikasi dan kromatografi kolom, serta 

melakukan analisis kualitatif menggunakan High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) dan analisis kuantitatif menggunakan spektrofotometer 

Uv-Vis. Proses saponifikasi dilakukan untuk memisahkan fraksi tak tersabunkan, 

yang kemudian dimurnikan melalui kromatografi kolom menggunakan fase gerak 

campuran heksan:dietil eter. Pemisahan senyawa dianalisis melalui kromatografi 

lapis tipis (KLT). Hasil Spektrofotometer UV-Vis menunjukkan panjang gelombang 

maksimum tokoferol berada pada 287 nm, dengan kadar sebesar 68,2 ppm dalam 

sampel. Hasil HPLC menunjukkan waktu retensi 3,7 menit untuk standar dan 4,1 

menit untuk sampel, terdapat selisih 0,4 menit. Teknik ini perlu dikembangkan lebih 

lanjut untuk proses optimasi dalam pemurniannya. 

 

Kata Kunci : Tokoferol, HACPO, saponifikasi, kromatografi kolom, Uv-Vis, 

HPLC



ABSTRACT 

 

 

Separation and Purification of Tocopherol from High Acid Crude Palm Oil 

(HACPO) Using High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

 

 

By 

Andra Fahreza Dwi Saputra 

 

High acid crude palm oil (HACPO) is a natural source of Vitamin E (tocopherol) 

with high antioxidant activity. The high level of free fatty acid (FFA) in HACPO is 

a major problem for the oil processing industry because the excess FFA accelerates 

the oil's oxidation process, which can reduce its quality and stability, making it 

necessary to separate it from tocopherol. This research aims to separate and purify 

tocopherol from HACPO using saponification and column chromatography 

methods, and to perform qualitative analysis using High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) and quantitative analysis using a UV-Vis 

spectrophotometer. The saponification process was carried out to separate the 

unsaponifiable fraction, which was then purified through column chromatography 

using a hexane:diethyl ether mixture as the mobile phase. Compound separation 

was analyzed through Thin Layer Chromatography (TLC). The UV-Vis 

Spectrophotometer results showed the maximum wavelength of tocopherol was at 

287 nm, with a content of 68.2 ppm in the sample. The HPLC results showed a 

retention time of 3.7 minutes for the standard and 4.1 minutes for the sample, with 

a difference of 0.4 minutes. This technique needs to be further developed for the 

optimization process in its purification. 

 

Keywords: Tocopherol, HACPO, saponification, column chromatography, UV-Vis, 

HPLC. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1 Latar Belakang  

 

 

Minyak kelapa sawit (Crude Palm Oil, CPO) merupakan salah satu minyak nabati 

yang paling banyak diproduksi dan dikonsumsi di dunia. Minyak ini diekstrak dari 

buah tanaman kelapa sawit (Elaeis guineensis) dan banyak digunakan dalam 

berbagai industri, termasuk industri pangan, kosmetik, dan biodiesel. Minyak 

kelapa sawit memiliki keunggulan dalam hal produktivitas, dengan hasil panen 

yang jauh lebih tinggi dibandingkan dengan tanaman penghasil minyak lainnya 

seperti kedelai atau bunga matahari (Basiron, 2007). Selain itu, minyak sawit juga 

mengandung beragam komponen bioaktif yang penting, seperti vitamin E, 

karotenoid, dan sterol. 

 

Vitamin E merupakan komponen bioaktif penting yang terdapat dalam minyak 

kelapa sawit. Pemisahan dan pemurnian vitamin E dari minyak kelapa sawit 

mentah (crude palm oil) menjadi tantangan tersendiri dalam industri pengolahan 

minyak sawit. Salah satu faktor yang mempengaruhi efisiensi pemisahan vitamin 

E adalah keberadaan Free Fatty Acids (FFA) dalam minyak mentah. Vitamin E 

dalam minyak sawit hadir dalam dua bentuk utama, yaitu tokoferol dan 

tokotrienol. Kedua senyawa ini memiliki sifat antioksidan yang kuat dan dapat 

membantu melindungi sel-sel tubuh dari kerusakan oksidatif. Tokotrienol, 

khususnya, telah terbukti memiliki potensi lebih tinggi dalam menangkal radikal 

bebas dibandingkan tokoferol (Sen et al., 2006).
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Hal ini menjadikan minyak sawit sebagai sumber yang kaya akan nutrisi dan 

komponen bioaktif yang bermanfaat bagi kesehatan. 

 

Tokoferol, salah satu komponen utama vitamin E, adalah antioksidan alami yang 

terdapat dalam berbagai sumber nabati, termasuk minyak kelapa sawit (Crude 

Palm Oil = CPO). Tokoferol dan tokotrienol berfungsi melindungi sel dari 

kerusakan oksidatif akibat radikal bebas, menjadikannya komponen penting 

dalam pencegahan penyakit degeneratif seperti kanker, penyakit kardiovaskular, 

dan penuaan dini (Harlen et al., 2018). Tokoferol pada minyak sawit mencakup 

empat isomer utama: α-, β-, γ-, dan δ-tokoferol, dengan α-tokoferol sebagai yang 

paling melimpah dan aktif secara biologis. Selain sifat antioksidannya, tokoferol 

juga berperan dalam menjaga stabilitas minyak selama penyimpanan dan 

pengolahan, yang sangat penting karena minyak yang mudah teroksidasi akan 

menurun kualitasnya, baik dari segi rasa, bau, maupun kandungan nutrisi (Hilma 

et al., 2018). 

 

Tingginya kandungan Free Fatty Acid (FFA) pada High Acid Crude Palm Oil 

(HACPO) menjadi masalah besar bagi industri pengolahan minyak karena 

kelebihan FFA mempercepat proses oksidasi minyak sehingga dapat menurunkan 

kualitas dan stabilitasnya. Oksidasi ini tidak hanya menghasilkan bau dan rasa 

yang tidak sedap tetapi juga menurunkan nilai gizi minyak, terutama kandungan 

vitamin E seperti tokoferol dan tokotrienol, yang memiliki sifat antioksidan dan 

merupakan komponen penting. Dari segi ekonomi, HACPO lebih sulit diolah 

dibandingkan minyak sawit yang rendah FFA (Edyson et al., 2022). 

 

Free Fatty Acid (FFA) dapat mempengaruhi proses pemisahan vitamin E melalui 

beberapa mekanisme. Pertama, FFA dapat berinteraksi dengan molekul vitamin E, 

membentuk kompleks yang mempengaruhi kelarutannya dalam fase minyak atau 

pelarut yang digunakan dalam proses pemisahan. Kedua, tingginya kadar FFA 

dapat mempengaruhi polaritas minyak, yang pada gilirannya berdampak pada 

distribusi vitamin E antara fase minyak dan fase lain dalam proses ekstraksi 

(Kushairi et al., 2019). 
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Proses saponifikasi dalam pemisahan vitamin E dari minyak sawit merupakan 

tahap kritis yang memainkan peran penting dalam pemisahan dan pangan. Namun, 

pemisahan dan pemurnian vitamin E dari matriks minyak yang kompleks 

memerlukan pendekatan yang cermat. Oleh karena itu, saponifikasi menjadi salah 

satu metode kunci dalam proses ini (Mei et al., 2004).  

 

Saponifikasi yang dilakukan pada penelitian ini adalah pemisahan vitamin E dari 

minyak sawit melibatkan hidrolisis trigliserida menjadi Free fatty acid dan 

gliserol dalam kondisi basa. Proses ini bertujuan untuk memecah struktur 

trigliserida yang mengikat vitamin E, sehingga memungkinkan ekstraksi vitamin 

E yang lebih efisien. Keunikan minyak sawit terletak pada kandungan 

tokotrienolnya yang tinggi, yang memiliki bioaktivitas yang lebih kuat 

dibandingkan tokoferol (Teixeira et al., 2013). 

 

Salah satu metode untuk analisis tokoferol  adalah dengan High Perfomance 

Liquid Chromatography (HPLC). Prinsip dasar HPLC melibatkan pemisahan 

komponen-komponen sampel berdasarkan interaksi mereka dengan fase diam 

(kolom) dan fase gerak (eluen). Sampel diinjeksikan ke dalam aliran fase gerak 

yang dipompa melalui kolom pada tekanan tinggi. Perbedaan afinitas komponen-

komponen sampel terhadap fase diam dan fase gerak menghasilkan pemisahan 

seiring perjalanan mereka melalui kolom. Komponen yang memiliki interaksi 

lebih kuat dengan fase diam akan tertahan lebih lama di kolom, sementara yang 

memiliki interaksi lebih lemah akan terelusi lebih cepat (Dong, 2019). 

 

Berdasarkan hal diatas penelitian ini dilakukan pemisahan dan pemurnian 

tokoferol dari High Acid Crude Palm Oil (HACPO) dengan menggunakan High 

Perfomance Liquid Chromatography (HPLC). Proses pemisahan tokoferol 

dilakukan dengan metode saponifikasi kemudian ekstraksi cair-cair dengan 

menggunakan pelarut non-polar, setelah didapatkan ekstrak dilakukan analisis 

kualitatif dengan menggunkan HPLC lalu dianalisis kadar tokoferolnya 

menggunakan spektrofotometri UV-Vis. 
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1.2 Tujuan  

 

 

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut : 

1. Mendapatkan senyawa tokoferol dalam High Acid Crude Palm Oil 

(HACPO) dan analisa menggunakan metode High Perfomance Liquid 

Chromatography (HPLC). 

2. Menentukan kadar tokoferol pada HACPO. 

 

 

1.3 Manfaat 

 

 

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk : 

 

1. Memberikan informasi mengenai rendemen tokoferol yang diperoleh pada 

HACPO yang sangat penting untuk aplikasi farmasetikal, nutrasetikal, dan 

kosmesetikal. 

2. Mendukung keberlanjutan dalam industri minyak kelapa sawit dengan 

memanfaatkan limbah HACPO untuk menghasilkan senyawa bioaktif. 

 



 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1 Kelapa sawit 

 

 

Perkebunan kelapa sawit di Indonesia berkembang pesat, mencerminkan revolusi 

perkebunan kelapa sawit. Perkebunan kelapa sawit di Indonesia berkembang di 22 

dari 33 provinsi di Indonesia. Dua pulau besar yang menjadi pusat perkebunan 

kelapa sawit di Indonesia adalah Sumatera dan Kalimantan. Sekitar 90% 

perkebunan kelapa sawit di Indonesia berlokasi di kedua pulau kelapa sawit ini, 

dan kedua pulau ini menghasilkan 95% minyak sawit (CPO) Indonesia. Pada 

kurun waktu 1990-2015 terjadi revolusi perkebunan kelapa sawit di Indonesia 

yang ditandai dengan pesatnya pertumbuhan dan perluasan perkebunan kecil yaitu 

sebesar 24% per tahun selama tahun 1990-2015. Pada tahun 2015, luas 

perkebunan kelapa sawit di Indonesia adalah 11,3 juta hektar (Saragih et al., 

2020), dan akan mencapai 16 juta hektar pada tahun 2017. Saat ini, sektor yang 

terbesar adalah perkebunan daerah dengan 53 persen, diikuti oleh swasta 

peternakan. dan 42 persen dan peternakan pemerintah sebesar 5 persen. Pada 

tahun 2017, produksi CPO Indonesia mencapai 42 juta ton (Thakur et al., 2024). 

  

Kelapa sawit adalah suatu komoditas perkebunan unggulan dan sangat penting 

bagi Indonesia. Tanaman kelapa sawit memiliki produk utamanya yang terdiri dari 

minyak sawit (CPO) dan palm kernel oil (PKO), memiliki nilai ekonomis tinggi 

dan menjadi penyumbang devisa negara yang terbesar dibandingkan dengan 

komoditas perkebunan lainnya. Sampai saat ini kelapa sawit telah diupayakan 

dalam bentuk perkebunan dan pabrik pengolahan kelapa sawit hingga menjadi 

minyak dan produk turunannya. Minyak kelapa sawit dapat menghasilkan 
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berbagai produk turunan yang kaya manfaat sehingga bisa dimanfaatkan di 

berbagai industri. Mulai dari industri makanan, farmasi, sampai industri kosmetik. 

Bahkan, limbahnya pun dapat dimanfaatkan untuk industri mebel, oleokimia, 

hingga pakan ternak. Oleh karena itu, kelapa sawit memiliki arti penting bagi 

perekonomian di Indonesia (Fauzi, 2006). 

 

 
Gambar 1. Buah Kelapa Sawit (Sumber : bknsagro.com) 

 

Kelapa sawit memiliki empat subsistem yang berbeda, keempat subsistem itu 

memiliki fungsi yang berbeda tetapi merupakan suatu kesatuan sistemik ekonomi. 

Yang pertama, subsistem hulu kelapa sawit menghasilkan barang modal untuk 

bisnis perkebunan kelapa sawit, seperti benih, pupuk, pestisida, dan mesin 

perkebunan. Kedua, subsistem usaha kelapa sawit yang menggunakan barang 

modal tersebut untuk budidaya. Ketiga, subsistem hilir kelapa sawit mengolah 

minyak sawit murni (CPO) dan Palm Kernel Oil (PKO) menjadi produk setengah 

jadi (semi-finish) dan produk jadi (finish-product). Keempat, subsistem penyedia 

jasa bagi subsistem hulu hingga hilir kelapa sawit (Sipayung, 2015). Minyak sawit 

dapat digunakan sebagai pengganti lemak-trans karena minyak sawit adalah salah 

satu lemak nabati jenuh yang berbentuk semi-padat pada suhu kamar dan relatif 

murah. Proses produksi yang dilakukan di pabrik kelapa sawit (PKS) diawali 

dengan mengolah bahan baku Tandan Buah Segar (TBS) kelapa sawit sampai 

menjadi Crude Palm Oil (CPO). Proses pengolahan TBS di setiap pabrik 

umumnya bertujuan untuk memperoleh minyak dengan kualitas yang baik (Ihsan 

& Fajri, 2019). 
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2.2 CPO 

 

 

Crude Palm Oil (CPO) merupakan sebuah turunan hasil dari produksi perkebunan 

kelapa sawit yang diproses melalui tahap yang panjang, CPO sendiri sangat 

berguna bagi masyarakat yang diolah lagi menjadi bahan kebutuhan manusia 

berupa minyak goreng, margarin dan sabun. Crude Palm Oil merupakan produk 

unggulan dari hasil perkebunan Indonesia (Hamzah & Santoso, 2020). 

 

Kandungan dalam minyak sawit terdiri dari karoten, tokoferol (vitamin E), sterol, 

alkohol, triterpen, fosfolipida. Di antara kandungan tersebut yaitu karoten dan 

vitamin E yang berfungsi untuk menangkal radikal bebas yang selanjutnya juga 

bermanfaat untuk mencegah kanker, aterosklerosis, memperlambat proses 

penuaan serta mencegah penyakit degeneratif (NDRPO) (Fitriyono, 2012). 

 

 

 

2.3 Asam Lemak Bebas 

 

 

Free Fatty Acid (FFA) merupakan senyawa yang terbentuk akibat pemecahan 

trigliserida dalam minyak menjadi gliserol dan asam lemak. Pada minyak kelapa 

sawit kasar (CPO), kandungan FFA menjadi indikator penting kualitas minyak, di 

mana kadar FFA yang tinggi dapat menurunkan mutu minyak dan menyebabkan 

ketidakstabilan dalam proses penyimpanan dan pengolahan minyak lebih lanjut 

(Azeman et al., 2015). 

 

Penurunan kualitas CPO dapat terjadi akibat tingginya kadar FFA. Kadar FFA 

yang meningkat menyebabkan minyak menjadi tengik serta mengalami perubahan 

rasa dan warna. Salah satu penyebab tingginya kadar FFA dalam minyak adalah 

kerusakan morfologi dan keberadaan mikroorganisme pada buah kelapa sawit. 

Kerusakan buah ini biasanya disebabkan oleh penanganan yang kurang baik 

selama proses pemanenan, pengangkutan, hingga penyimpanan. Buah kelapa 

sawit yang rusak dan berada di lingkungan kotor serta lembap mendukung 

pertumbuhan mikroorganisme. Aktivitas mikroorganisme tersebut berkontribusi 

terhadap peningkatan FFA melalui produksi enzim lipase yang mempercepat 
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reaksi hidrolisis minyak, menghasilkan gliserol dan asam lemak bebas. Standar 

mutu CPO diatur melalui badan standar Indonesia yang dimuat dalam SNI-01-

2901-2006. Dalam standar tersebut ditetapkan kadar air dan kadar kotoran adalah 

0,5% sedangkan kadar FFA 5,0% (Nurfiqih et al., 2021). 

 

 

 

2.4 Vitamin E 

 

 

Vitamin E adalah nutrisi yang penting dan memiliki keunikan tersendiri. Disebut 

penting karena vitamin ini memiliki sifat antioksidan, yang mampu mencegah 

atau memperlambat timbulnya penyakit degeneratif. Keunikannya terletak pada 

kenyataan bahwa meskipun digolongkan sebagai vitamin, tokoferol sebenarnya 

tidak berfungsi sebagai kofaktor dalam reaksi enzim, seperti halnya vitamin pada 

umumnya (Andarina & Djauhari, 2017).  

 

Vitamin E adalah vitamin yang larut dalam minyak, bersifat non-toksik dan 

memegang peranan penting dalam berbagai fungsi fisiologis seperti fungsi 

reproduksi, sistem imun, fungsi syaraf serta otot. Vitamin E juga berperan sebagai 

antioksidan yang membantu melindungi tubuh dari efek radikal bebas. Vitamin E 

secara alami hanya disintesis oleh tanaman dan sumber terbanyak dari vitamin E 

adalah jenis tanaman yang menghasilkan minyak. Semua tanaman tingkat tinggi 

terdapat α-tokoferol pada daun dan bagian hijau yang lainnya, sedangkan γ-

tokoferol terdapat dalam kadar yang kecil. Secara kimiawi vitamin E dibagi 

menjadi dua kelas yakni, tokoferol dan tokotrienol, dimana setiap kelas terdiri dari 

empat senyawa yang larut dalam lipida yang disintesis oleh tanaman. Keempat 

senyawa turunan tokoferol dan tokotrienol tersebut dibedakan dengan tanda huruf 

Yunani yaitu α, β, γ dan σ (Hari Widada, 2013). 

 

Vitamin E merupakan suatu zat antioksidan yang sangat dibutuhkan oleh tubuh 

manusia karena memiliki peranan penting dalam menjaga keseimbangan sel dari 

radikal bebas dan menghambat proses oksidasi. Radikal bebas merupakan 

molekul yang tidak stabil dan sangat berbahaya bagi tubuh karena dapat 

menyebabkan perubahan pada sel-sel tubuh yang memicu terjadinya proses 
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penuaan dini dan penyakit degeneratif seperti kanker. Dengan kemampuannya 

sebagai zat antioksidan, vitamin E dapat mengurangi resiko penyebab berbagai 

macam penyakit, seperti jantung dan diabetes. Selain itu vitamin E juga dapat 

mengurangi resiko terjadinya pembekuan darah, mencairkan darah beku, 

mencegah penyumbatan pembuluh darah, menguatkan dinding pembuluh darah 

kapiler, meningkatkan pembentukan sel-sel darah merah, mengurangi kadar gula 

darah, memperbaiki kerja insulin serta meningkatkan kekuatan otot dan stamina 

(Amelia, 2014). 

 

Sebagai antioksidan utama dalam fase lipid tubuh, vitamin E terdiri dari 8 bentuk 

molekuler, 4 tokoferol dan 4 tokotrienol. Molekul tokoferol ini terdiri dari prenil 

hidrofobik dan kromonal polar. Kromonal terdiri atas isomer α, β, λ dan δ. 

Vitamin E ini banyak terdapat dalam sayuran, minyak, kacang, jagung, kedele, 

tepung gandum, margarin, dan daging Vitamin E dalam bentuk α tokoferol 

merupakan bentuk paling aktif dan banyak digunakan. Vitamin E dalam bentuk 

oral yang sering dikonsumsi adalah D-α tokoferol, D- α tokoferol dan α tokoferil 

suksinat sedangkan untuk topikal jenis yang digunakan adalah α tokoferil asetat 

dan α tokoferil linoleat. Istilah tokoferol dan tokoferil hanya berbeda dari 

absorbsinya di mana ester tokoferol lebih sedikit absorbsinya di kulit (Andarina & 

Djauhari, 2017). 

 

 

 

2.5 Tokoferol 

 

 

Tokoferol adalah salah satu antioksidan fenol alami yang paling umum ditemukan 

dalam minyak nabati. Tokoferol memiliki aktivitas sebagai vitamin E dan 

mengandung banyak ikatan rangkap yang mudah teroksidasi, sehingga berperan 

dalam melindungi lemak dari proses oksidasi (Arpi, 2014). 
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Gambar 2. Struktur Kimia Tokoferol (Karpiuk et al., 2018) 

 

Sumber utama tokoferol dalam makanan termasuk minyak nabati, kacang 

kacangan, biji-bijian, dan sayuran berdaun hijau. Karena tubuh manusia tidak 

dapat memproduksi vitamin E, asupan dari makanan atau suplemen sangat 

penting untuk memenuhi kebutuhan harian. alfa-tokoferol adalah yang paling aktif 

dan banyak ditemukan dalam makanan serta suplemen. Sebagai antioksidan, 

tokoferol berfungsi melindungi sel-sel tubuh dari kerusakan oksidatif yang 

disebabkan oleh radikal bebas, yang mana proses ini berhubungan dengan 

penuaan serta berbagai penyakit degeneratif seperti kanker, penyakit 

kardiovaskular, dan gangguan neurodegeneratif (Colombo, 2010). 

 

 

 

2.6 Saponifikasi 

 

 

Saponifikasi merupakan salah satu metode pemurnian secara fisik. Saponifikasi 

dilakukan dengan menambahkan basa pada minyak yang akan dimurnikan. Sabun 

yang terbentuk dari proses ini dapat dipisahkan dengan penambahan basa pada 

proses saponifikasi akan bereaksi dengan asam lemak bebas membentuk sabun 

yang mengendap dengan membawa serta lendir, kotoran dan sebagian zat warna. 

Saponifikasi adalah suatu proses untuk memisahkan asam lemak bebas dari 

minyak atau lemak dengan cara mereaksikan asam lemak bebas dengan basa atau 

pereaksi lainnya sehingga memmbentuk sabun (Zulkifli and Estiasih, 2018). 

 

Reaksi saponifikasi adalah reaksi antara trigliserida dengan alkali yang 

membentuk sabun dan gliserol. Prinsip dari reaksi saponifikasi yaitu 

tersabunkannya asam lemak dengan alkali. Asam lemak yang terdapat dalam 
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keadaan bebas ataupun dalam keadaan terikat sebagai minyak atau lemak 

(gliserida) direaksikan dengan alkali sehingga dapat menghasilkan sabun dan 

gliserol. (Amelia et al., 2023) 

 

 

 

2.7  Ekstraksi 

 

 

Ekstraksi adalah proses pemisahan komponen dari bahan padat atau cair dengan 

bantuan pelarut. Pelarut yang digunakan harus mampu mengekstraksi zat yang 

diinginkan tanpa melarutkan bahan lain. Peristiwa fisik yang terjadi dalam proses 

ekstraksi adalah perpindahan massa. Transfer massa ini terjadi karena perbedaan 

konsentrasi dari konsentrasi tinggi ke konsentrasi yang lebih rendah. Semakin 

besar perbedaan konsentrasi semakin cepat perpindahan massa terjadi dan 

pencapaian keseimbangan (Anggista et al., 2019). 

 

Faktor-faktor yang mempengaruhi ekstraksi antara lain yaitu ukuran bahan baku, 

pemilihan pelarut, waktu proses ekatrasi suhu ektrasi. Ukuran bahan baku yang 

kecil baku yang kecil akan menghasilkan hasil yang rendah. Pemilihan pelarut 

akan mempengaruhi suhu ekstraksi dan waktu proses ekstraksi. Jika suhu tinggi, 

maka akan menghasilkan sisa pelarut yang tinggi pula (Damayanti et al., 2012). 

Terdapat faktor-faktor yang dapat mempengaruhi proses ekstraksi, antara lain 

adalah jenis dan jumlah pelarut. Semakin banyak jumlah pelarut semakin banyak 

pula jumlah produk yang akan diperoleh, hal ini dikarenakan distribusi partikel 

dalam pelarut semakin menyebar, sehingga memperluas permukaan kontak, dan 

perbedaan konsentrasi solut dalam pelarut dan padatan semakin besar. (Mas'ud, & 

Pabbenteng., 2016). 

 

Sifat pelarut yang baik untuk ekstraksi yaitu toksisitas dari pelarut yang rendah, 

mudah menguap pada suhu yang rendah, dapat mengekstraksi komponen senyawa 

dengan cepat, dapat mengawetkan dan tidak menyebabkan ekstrak terdisosiasi  

Pemilihan pelarut juga akan tergantung pada senyawa yang ditargetkan. Faktor-

faktor yang mempengaruhi pemilihan pelarut adalah jumlah senyawa yang akan 

diekstraksi, laju ekstraksi, keragaman senyawa yang akan diekstraksi, kemudahan 
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dalam penanganan ekstrak untuk perlakuan berikutnya, toksisitas pelarut dalam 

proses bioassay, potensial bahaya kesehatan dari pelarut (Tiwari,2011). 

 

Ekstraksi cair-cair adalah metode pemisahan kimiawi yang digunakan untuk 

memisahkan komponen-komponen dalam campuran cair berdasarkan perbedaan 

kelarutannya dalam dua fase pelarut yang tidak saling bercampur (misalnya air 

dan pelarut organik). Proses ini banyak digunakan dalam industri kimia, farmasi, 

dan lingkungan, terutama untuk memurnikan produk atau memisahkan zat yang 

diinginkan dari campuran yang kompleks (Tuhuloula et al., 2013). Prinsip utama 

yang digunakan dalam ekstraksi cair-cair adalah Koefisien Distribusi 

(Distribution Coefficient), yaitu perbandingan konsentrasi zat terlarut antara dua 

fase setelah kesetimbangan tercapai (Rusdi et al., 2024). 

  

Ekstraksi cair-cair (liquid extraction, solvent extraction): solute dipisahkan dari 

cairan pembawa (diluen) menggunakan solven cair. Campuran diluen dan solven 

ini adalah heterogen (immiscible, tidak saling campur), jika dipisahkan terdapat 2 

fase, yaitu fase 7 diluen (rafinat) dan fase solven (ekstrak). Perbedaan konsentrasi 

solute di dalam suatu fasa dengan konsentrasi pada keadaan setimbang merupakan 

pendorong terjadinya pelarutan (pelepasan) solute dari larutan yang ada. Gaya 

dorong (driving force) yang menyebabkan terjadinya proses ekstraksi dapat 

ditentukan dengan mengukur jarak system dari kondisi setimbang. 

 

 

 

2.8 Kromatografi Kolom 

 

 

Kromatografi kolom adalah metode pemisahan fisik yang digunakan untuk 

memurnikan zat kimia dari campurannya berdasarkan perbedaan interaksi 

komponen dengan fase diam dan fase gerak dalam sebuah kolom. Teknik ini 

memanfaatkan perbedaan distribusi komponen campuran antara fase diam 

(biasanya zat padat seperti silika gel atau alumina) dan fase gerak (larutan pelarut) 

yang mengalir melalui kolom, sehingga komponen-komponen tersebut terelusi 

secara bertahap. (Rushikesh, 2024). 
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Metode kromatografi ini digunakan untuk memisahkan berbagai komponen dalam 

suatu campuran dengan mempertimbangkan sifat fisikokimianya, seperti polaritas 

dan kemampuan interaksi dengan fase padat. Kromatografi kolom banyak 

digunakan dalam beberapa penelitian untuk memisahkan dan mengidentifikasi 

senyawa-senyawa yang kompleks. Prinsip dasar dari kromatografi kolom terletak 

pada perbedaan absorbansi dari senyawa- senyawa campuran yang akan 

dipisahkan. Senyawa yang bersifat lebih polar akan lebih kuat berinteraksi dengan 

fase padat polar sehingga lajunya dalam kolom lebih lambat, sedangkan senyawa 

non-polar cenderung bergerak lebih cepat karena interaksinya yang lebih lemah 

(Riyanto et al., 2024). 

Proses pemisahan senyawa dengan kromatografi kolom dapat dipengaruhi oleh 

eluen, adsorben, laju alir dan diameter kolom. Pada kromatografi kolom ini 

menggunakan eluen yang berupa pelarut murni atau campuran beberapa jenis 

pelarut dengan perbandingan tertentu. Selama proses pemisahan senyawa dalam 

kolom yang membentuk pita serapan, mengalir keluar kolom dengan eluen, sesuai 

dengan tingkat kepolaran senyawanya. Metode kromatografi kolom ini memiliki 

beberapa kelemahan. salah satunya adalah metode ini membutuhkan jumlah 

volume pelarut / eluen yang cukup besar selama proses berlangsung. Selain itu, 

waktu elusi yang dibutuhkan untuk menyelesaikan pemisahan cukup lama. Hasil 

pemisahannya pun tidak dapat langsung dideteksi, karena masih memerlukan 

proses kromatografi lapis tipis (Kristanti et.al., 2008). 

 

 

 

2.9 Kromatografi Lapis Tipis 

 

 

Kromatografi lapis tipis (KLT) termasuk dalam jenis kromatografi planar, 

merupakan suatu metode analisis yang umum digunakan untuk memisahkan 

campuran senyawa kimia berdasarkan distribusinya diantara dua fase yaitu fase 

diam dan fase gerak. Fase diam biasanya berupa lapisan tipis dari bahan seperti 

silika gel, alumina, atau selulosa yang dilapiskan pada pelat KLT. Sementara itu, 

fase gerak adalah pelarut tunggal atau campuran pelarut yang memungkinkan 

terjadinya pemisahan senyawa dalam campuran. Proses pemisahan dapat 
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berlangsung karena fase gerak berinteraksi dengan fasa diam dengan melalui daya 

kapilaritas, sehingga memungkinkan terjadinya interaksi berbeda antara 

komponen campuran dengan kedua fase tersebut berdasarkan kelarutan dan 

retensinya dalam fase diam dan fase gerak. Pemisahan terjadi karena adanya 

persaingan antara molekul senyawa sampel dan pelarut dalam berinteraksi atau 

berikatan dengan fase diam (Rafi dkk., 2014). 

 

Pemilihan fase gerak yang tepat sangat menentukan keberhasilan analisis 

kromatografi lapis tipis (KLT). Sifat-sifat dari pelarut pengembang (fase gerak) 

merupakan faktor utama yang memengaruhi mobilitas masing-masing komponen 

dalam campuran. Secara umum, kemampuan pelarut untuk memindahkan 

senyawa di atas adsorben berkaitan erat dengan polaritas pelarut tersebut. 

Kemampuan ini dikenal sebagai kekuatan elusi. Urutan kekuatan elusi beberapa 

pelarut adalah sebagai berikut: air > metanol > etanol > aseton > etil asetat > 

kloroform > dietil eter > metilen klorida > benzena > toluena > karbon 

tetraklorida > heksan > petroleum eter (Atun, 2014). 

 

 

 

2.10 High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

 

 

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) atau Kromatografi Cair 

Kinerja Tinggi (KCKT) adalah salah satu instrumen yang dipakai untuk teknik 

analisis pemisahan secara kualitatif, kuantitatif, pemisahan/isolasi dan pemurnian. 

Adanya proses adsorpsi dinamis dimana molekul analit akan bergerak melewati 

celah berpori merupakan prinsip dasar HPLC. Material kolom (fase diam) akan 

berinteraksi dengan komponen sampel sehingga terjadi pemisahan. Lamanya 

waktu interaksi (retention time) dipengaruhi oleh kekuatan interaksi dari material 

kolom dan komponen sampel. HPLC menggunakan dua fase kerja yaitu fase 

gerak (mobile phase) dan fase diam (stationary phase). Fase gerak berupa cairan 

atau pelarut yang berfungsi untuk membawa komponen campuran menuju 

detektor sedangkan fase diam adalah fase tetap didalam kolom berupa partikel 

dengan pori yang kecil dan memiliki area surface tinggi (Angraini & Desmaniar, 

2020). 
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HPLC adalah salah satu jenis teknik kromatografi cair yang digunakan untuk 

menganalisis berbagai komponen dalam sampel. HPLC juga digunakan dalam 

identifikasi dan kuantifikasi sampel dalam proses manufaktur farmasi dan telah 

digunakan di seluruh dunia selama beberapa dekade. Efisiensi, kecepatan, 

peningkatan hasil, dan pengurangan analisis bias adalah karakteristik HPLC yang 

penting. Tujuan penggunaan HPLC adalah untuk menganalisis sampel dalam 

waktu yang singkat (Safira et al., 2019). 

 

HPLC adalah metode yang sering digunakan untuk mengukur tokoferol dan 

tokotrienol dalam makanan, terlepas dari nutrisi lainnya. Setiap bentuk tokoferol 

dan tokoferol dapat dianalisis menggunakan metode HPLC, yang bekerja dengan 

baik menggunakan kolom fase normal maupun fase terbalik. Meskipun demikian, 

HPLC memiliki keterbatasan, termasuk biaya analisis yang relatif tinggi dan 

kebutuhan akan pengetahuan khusus secara khusus dalam proses operasi. Oleh 

karena itu, diperlukan suatu metode yang dapat menganalisis vitamin E dengan 

langkah-langkah yang mudah dipahami dan biaya analisis yang lebih ekonomis 

(Andulaa et,al., 2017). 

 

 

2.10.1 Instrumentasi High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

 

 

Pada HPLC, analit dipisahkan berdasarkan perbedaan afinitas antara komponen 

senyawa dengan fase diam dan fase gerak.  Instrumentasi pada HPLC umumnya 

terdiri atas wadah fase gerak, sistem penghantaran fase gerak, tempat untuk 

penyuntikan sampel, kolom atau fase diam, detektor, wadah penampung buangan 

fase gerak, tabung penghubung dan komputer atau perekam data (Sudjaji, 2007). 
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Gambar 3. Diagram dan Komponen HPLC (Angraini & Desmaniar, 2020) 

 

Penjelasan komponen-komponen HPLC adalah sebagai berikut : 

1. Wadah Pelarut (Reservoir) 

Wadah pelarut yang paling umum digunakan dalam sistem HPLC biasanya 

berupa botol kaca sederhana yang dihubungkan ke saluran masuk pompa 

menggunakan tabung. Untuk menghilangkan gas-gas yang terlarut dalam 

pelarut, digunakan alat yang disebut degasser. Degasser ini dapat terdiri dari 

berbagai komponen, seperti sistem pompa vakum, unit distilasi, serta perangkat 

pemanas dan pengaduk yang membantu mempercepat pelepasan gas. Selain 

itu, degasser juga dapat menggunakan sistem sparging, yaitu metode di mana 

gelembung halus dari gas inert dialirkan ke dalam pelarut untuk mengusir gas-

gas terlarut. Sistem ini umumnya juga dilengkapi dengan penyaring guna 

menghilangkan debu dan partikel padat dari pelarut sebelum digunakan dalam 

analisis (Abdu Hussen, 2022). 

2. Fase Gerak 

Fase gerak atau eluen biasanya terdiri atas campuran pelarut yang dapat 

bercampur yang secara keseluruhan berperan dalam daya elusi dan resolusi. 

Daya elusi dan resolusi ini ditentukan oleh polaritas keseluruhan pelarut, 

polaritas fase diam, dan sifat komponen-komponen sampel. Fase gerak 

merupakan salah satu variabel yang mempengaruhi pemisahan. Oleh karena 

itu, fase gerak harus murni (tidak ada pengotor), non-reaktif dengan wadah, 

cocok untuk detektor, mampu melarutkan sampel dan viskositas rendah untuk 
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memudahkan pengambilan sampel, serta dapat diperoleh dengan biaya lebih 

rendah (Kurniawati, 2016). 

3. Pompa 

Pompa berperan untuk memasukkan cairan yang disebut fase gerak melewati 

kromatografi cair dengan laju alir tertentu, biasanya dinyatakan dalam mililiter 

per menit (mL/menit). Pada HPLC, laju alir normal berada dalam kisaran 1 

hingga 2 mL/menit, dan pompa yang digunakan umumnya mampu 

menghasilkan tekanan antara 6000 hingga 9000 psi (400 hingga 600 bar). 

Selama proses kromatografi, pompa dapat mengalirkan fase gerak dengan 

komposisi yang tetap (isokratik) atau dengan komposisi yang berubah secara 

bertahap (gradien), tergantung pada kebutuhan analisis (Mochida & 

Kawamoto, 2023). 

4. Injektor 

Injektor memiliki fungsi utama untuk memasukkan sampel cair ke dalam aliran 

fase gerak dalam sistem. Umumnya, volume sampel yang digunakan berada 

dalam kisaran 5 hingga 20 mikroliter (µL). Karena bekerja dalam sistem 

bertekanan tinggi, injektor harus dirancang agar tahan terhadap tekanan 

tersebut. Untuk mempermudah proses analisis, terutama saat jumlah sampel 

banyak atau penyuntikan manual tidak memungkinkan, digunakan alat 

otomatis yang disebut autosampler (Mochida & Kawamoto, 2023). 

5. Kolom 

Kolom terbuat dari bahan baja anti karat (stainless steel), memiliki panjang 59 

sampai 300 mm, diameternya berkisar antara 2 hingga 5 mm. Pada kolom 

terdapat fase diam yang berfungsi untuk memisahkan komponen-komponen 

sampel. Partikel-partikel kecil di dalam kolom inilah yang dapat membuat 

tekanan balik tinggi pada laju alir normal. Pompa harus dapat mendorong fase 

gerak melewati kolom dan mengatasi hambatan (Abdu Hussen, 2022). 

6. Detektor 

Detektor berfungsi untuk mendeteksi molekul-molekul yang keluar (elusi) dari 

kolom. Detektor juga digunakan untuk mengukur jumlah molekul untuk dapat 

melakukan analisis kuantitatif terhadap sampel. Cara kerja detektor dengan 
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menghasilkan sinyal keluaran yang dikirim ke komputer lalu ditampilkan 

sebagai kromatogram (Mochida & Kawamoto, 2023). 

7. Komputer 

Komputer berfungsi untuk mengolah respon detektor terhadap setiap 

komponen, lalu memberikan data dalam bentuk kromatogram yang dapat 

dipahami. Komputer tidak hanya berperan untuk mengontrol alat HPLC, tetapi 

juga dapat memanfaatkan sinyal dari detektor untuk menentukan waktu 

keluarnya (elusi) pada masing-masing sampel yang dapat digunakan dalam 

analisis kualitatif (Abdu Hussen, 2022). 

 

 

2.10.2 Teknik Pemisahan dalam High Performance Liquid Chromatography   

(HPLC) 

 

 

Pemisahan dalam sistem HPLC dapat terjadi akibat adanya perbedaan partisi, 

ukuran molekul, atau ukuran ion pada komponen yang dibawa oleh fase gerak 

melalui fase diam . Terdapat dua jenis teknik kromatografi berdasarkan jenis 

kepolaran fase geraknya, yaitu: 

1. Fase Normal 

Pada dasarnya, jenis HPLC ini mirip dengan kromatografi kolom. Kolom ini 

diisi dengan partikel silika yang sangat kecil dan pelarut non-polar seperti 

heksana. Kolom tunggal memiliki diameter dalam sekitar 4,6 mm dan panjang 

120 nm hingga 250 nm. Molekul polar dalam sampel melekat pada silika lebih 

lama daripada molekul non-polar. Oleh karena itu, molekul non-polar akan 

melewati kolom lebih cepat (Gandjar & Rohman, 2010). 

2. Fase Terbalik 

Pada HPLC ini ukuran kolom yang digunakan sama dengan fasa normal, tetapi 

silika diubah menjadi non-polar dengan menempelkan hidrokarbon rantai 

panjang pada permukaannya (seperti C8 atau C18). Dalam hal ini, molekul 

polar sampel tidak akan terlalu lama melekat pada rantai hidrokarbon. Oleh 

karena itu, molekul polar akan bergerak lebih cepat melalui kolom, sedangkan 

molekul non-polar akan bergerak lebih lambat karena berinteraksi kuat dengan 

gugus hidrokarbon (Gandjar & Rohman, 2010). 
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2.11 Spektrofotometri UV-Visible 

 

 

Spektrofotometri serapan ultraviolet dan visibel merupakan teknik yang 

bergantung pada pengukuran pelemahan radiasi elektromagnetik oleh zat 

penyerap. Radiasi ini berada dalam rentang spektrum sekitar 190–800 nm, yang 

juga bervariasi dalam hal energi dan jenis eksitasi terkait. Pelemahan ini dapat 

terjadi akibat pantulan, hamburan, penyerapan, atau interferensi. Meskipun 

demikian, pengukuran pelemahan yang akurat dapat dilakukan melalui 

pencatatan. Fungsi detektor UV-Vis adalah mengubah sinyal cahaya menjadi 

sinyal listrik. Detektor ideal harus mampu merespon dalam rentang panjang 

gelombang yang luas, memiliki sensitivitas tinggi dengan noise rendah, rentang 

respon linier, respon cepat, memungkinkan miniaturisasi dan membutuhkan 

sedikit sampel (Nurulhadi et al., 2024). 

Pengukuran panjang gelombang dan absorbansi analit menggunakan alat 

spektrofotometer melibatkan energi elektronik yang cukup besar pada molekul 

yang dianalisis. Sehingga spektrofotometer UV-Vis lebih banyak dipakai untuk 

analisis kuantitatif dibandingkan dengan analisis kualitatif. Spektrum UV-Vis 

sangat berguna dalam pengukuran secara kuantitatif. Konsentrasi dari analit di 

dalam larutan bisa ditentukan dengan mengukur absorban pada panjang 

gelombang tertentu dengan menggunakan hukum Lambert-Beer (Day & 

Underwood, 2002). 

 

 

2.11.1 Prinsip Dasar Spektrofotometri UV-Vis 

 

 

Prinsip dasar spektrofotometri UV-Vis melibatkan absorpsi energi radiasi oleh 

molekul, yang menyebabkan eksitasi elektron dari orbital dasar ke orbital yang 

lebih tinggi. Intensitas absorpsi bergantung pada struktur elektronik molekul, 

konsentrasi analit, dan panjang lintasan cahaya melalui sampel. Hubungan antara 

absorbansi dan konsentrasi analit dinyatakan dalam Hukum Lambert-Beer, yang 

menjadi dasar analisis kuantitatif menggunakan teknik ini (Kuś et al., 1996). 
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2.11.2 Hukum Lambert-Beer 

 

 

Hukum Lambert-Beer menyatakan bahwa jumlah radiasi cahaya tampak, 

ultraviolet dan cahaya-cahaya lain yang diserap atau ditransmisikan oleh suatu 

larutan merupakan suatu fungsi eksponen dari konsentrasi zat dan tebal larutan. 

Hukum ini secara sederhana dapat dinyatakan dalam rumus berikut  

A = Ɛ. b. c 

Keterangan : 

𝐴 = absorban (daya serap) 

Ɛ = absorbtivitas molar (L/mol cm) 

𝑏 = lebar kuvet (cm) 

𝐶 = konsentrasi larutan (mol/cm) 

 

Aspek kuantitatif pada spektrofotometri didasari oleh hukum Lambert-Beer, yang 

menjelaskan bahwa konsentrasi sampel dapat dihitung menggunakan rumus pada 

hukum Lambert-Beer. Absorbtivitas (𝐴) adalah nilai yang bergantung pada 

ketebalan kuvet, konsentrasi sampel dan intensitas yang mengenai larutan (Fajri et 

al., 2024). 

 

 

2.11.3 Instrumentasi UV-Vis 

 

 

Secara sederhana instrument spektrofotometeri yang disebut spektrofotometer 

terdiri dari : 

 

Gambar 4. Instrumen Spektrofotometer UV-Vis (Putri, 2017) 



21 

 

 

 

 

 

1. Sumber sinar polikromatis berfungsi sebagai sumber sinar  dengan berbagai 

macam rentang panjang gelombang.  

2. Monokromator berfungsi sebagai penyeleksi panjang gelombang yaitu 

mengubah cahaya yang berasal dari sumber sinar polikromatis menjadi cahaya 

monokromatis. Pada Gambar 4 disebut sebagai pendispersi atau penyebar 

cahaya. dengan adanya pendispersi hanya satu jenis cahaya atau cahaya dengan 

panjang gelombang tunggal yang mengenai sel sampel. Pada Gambar 4 hanya 

cahaya hijau yang melewati pintu keluar. Proses dispersi atau penyebaran 

cahaya seperti tertera pada Gambar 5 : 

 

Gambar 5. Proses Dispersi (Putri, 2017) 

 

3. Sel sampel berfungsi sebagai tempat meletakan sampel UV, VIS dan UV-VIS 

menggunakan kuvet sebagai tempat sampel. Kuvet biasanya terbuat dari kuarsa 

atau gelas.  

4. Detektor berfungsi menangkap cahaya yang diteruskan dari sampel dan 

mengubahnya menjadi arus listrik.  

5. Read out merupakan suatu sistem baca yang menangkap besarnya isyarat listrik 

yang berasal dari detektor (Putri, 2017). 

 

 

 



 

 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat 

 

 

Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Oktober 2024 sampai Mei 2025. 

Preparasi sampel dilakukan di Laboratorium Kimia Analitik Jurusan Kimia 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung, serta 

analisis High Performance Liquid Chromatography (HPLC) di Universitas 

Lampung. 

 

 

 

3.2 Alat dan Bahan 

 

 

Adapun alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah gelas ukur, 

erlenmeyer, gelas beaker, labu ukur, labu bundar, pipet volume, corong pisah, 

thermometer, chamber, plat KLT besi, pipa kapiler, klem, statif, neraca analitik 

(AND), magnetic stirrer hot plate (ARGO LAB M3-D), kromatografi kolom, 

lampu UV Kohler/SN402006, Spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu UV-1780) dan 

High Performance Liquid Chromathography (Shimadzu LabSolutions) 

 

Adapun bahan bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah sampel High Acid 

Crude Palm Oil (HACPO) dari PT. Jaya Agro Mandiri, etanol (C2H5OH), natrium 

hidroksida (NaOH), butylated hydroxytoluene (BHT), natrium klorida (NaCl), 

metanol (MeOH), n Heksan, 1% 2-propanol (p.a), silika gel 60 ukuran 0,063 – 

0,200 mm atau 70-230 mesh, etil asetat (EtOAc), eter, aseton, asetonitril (HPLC 

grade), asam sulfat (p.a) (H2SO4), asam asetat glasial (p.a) (HOAc), standar 

tokoferol 96% (E.Merck) dan aquades
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3.3 Prosedur Penelitian 

 

 

3.3.1 Saponifikasi 

 

 

High Acid Crude Palm Oil (HACPO) sebanyak 10 g dimasukkan ke dalam 

Erlenmeyer kemudian ditambahkan 10 mL etanol (95%), 30 mL NaOH 0,25 M, 

dan 25 mL BHT 0,3 M lalu ditutup dengan aluminium foil setelah itu dipanaskan 

di atas penangas air pada suhu 40°C sambil diaduk selama 30 menit. Campuran 

lalu didinginkan pada suhu 5-10°C, kemudian ditambahkan larutan NaCl 0,02 M 

sebanyak 75 mL (Furi et al., 2022). 

 

 

3.3.2 Pemisahan 

 

 

Campuran dimasukkan ke dalam corong pisah, bagian atas adalah fraksi minyak 

yang tak tersabunkan, bagian tengah adalah fraksi minyak yang tersabunkan dan 

bagian bawah adalah fraksi air selanjutnya, fraksi minyak yang tak tersabunkan 

yang sudah dipisahkan ditambahkan dengan 35 mL metanol dan didiamkan 

hingga terbagi menjadi dua fraksi. Bagian atas diambil dan ditambahkan dengan 

10 mL n-heksan p.a. lalu diambil bagian atas) kemudian diuapkan dengan rotary 

evaporator pada suhu 40°C untuk dihilangkan n-heksananya (Furi et al., 2022). 

 

 

3.3.3 Kromatografi Kolom 

 

 

Sampel dilarutkan dalam 1 mL heksana 100%, untuk dilakukan pemisahan dengan 

kromatografi kolom (diameter 0,5 cm x panjang 14,7 cm). Fase diam yang 

digunakan adalah silica gel 60 dengan ukuran partikel (0,063-0,200 mm) yang 

telah diaktifkan dalam heksana 100% selama semalaman. Sebanyak 0,5 g sampel 

dimasukkan ke dalam 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 ditampung 
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berdasarkan perubahan warna larutan dari kuning menjadi bening (Lodu dan 

Karwur, 2017). 

 

3.3.4 Kromatografi Lapis Tipis 

 

 

Sample hasil kolom kromatografi diaplikasikan pada plat silika gel 60 dengan 

penopang alumunium yang digunakan sebagai fase diam. Analisis kromatografi 

lapis tipis dilakukan dengan bantuan pipa kapiler kaca dengan penotolan 5-10 

kali. Pelat KLT dimasukkan ke dalam ruang kaca (chamber) dan dielusi dengan 

fase gerak. Fase gerak yang digunakan adalah heksan dan etil asetat dengan 

perbandingan 7:3. Visualisasi pita yang dihasilkan oleh konstituen yang tidak 

teramati pada wilayah tampak dilakukan dengan sinar UV dengan panjang 

gelombang pendek 254 nm dan panjang gelombang panjang 366 nm. Untuk 

senyawa yang tidak memancarkan fluoresensi pada sinar UV, visualisasi pita 

dilakukan dengan menyemprotkan larutan reagen. Reagen yang digunakan yaitu 

reagen liebermann–burchard yang dibuat dengan mencampurkan dengan H2SO4 

ditambah dengan asam asetat glasial. reagen disemprot ke pelat KLT untuk 

mewarnai pita senyawa. (Albuquerque et al., 2015). 

 

 

 

3.4 Analisis Kualitatif HACPO Dengan High Perfomance Liquid 

Chromathography (HPLC) 

 

 

Sampel ekstrak HACPO yang telah tersaponifikasi disaring dengan membran 

filter PTFE 0,2 µm kemudian diinjeksikan sebanyak 20 µL pada sistem HPLC 

dengan perbandingan fase gerak perbandingan 86:14 (asetonitiril:air) dan laju alir 

(1ml/menit). Sampel dinyatakan mengandung vitamin E dengan membandingkan 

waktu retensi sampel dan baku standar kromatogram pada penelitian terdahulu. 

(Furi et al., 2022). 
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3.5 Spektrofotometri UV-Visible 

 

 

3.5.1 Pembuatan Kurva Kalibrasi 

 

 

Pembuatan kurva kalibrasi Vitamin E standar larutan baku tokoferol dengan 

konsentrasi 96% v/v, dibuat menjadi larutan induk baku 10.000 ppm lalu 

diencerkan dengan metanol menjadi larutan induk baku 100 ppm. Selanjutnya, 

deret larutan standar dibuat dengan variasi konsentrasi 5 ppm, 10 ppm, 20 ppm, 

40 ppm, 80 ppm, dan 100 ppm, kemudian diukur absorbansinya dengan panjang 

gelombang maksimum menggunakan spektrofotometri UV-Vis  (Furi et al., 

2022). 

 

 

3.5.2 Pengukuran Kadar Vitamin E 

 

 

Penentuan kadar Vitamin E sampel hasil ekstraksi HACPO yang telah 

tersaponifikasi dan dihillangkan n-heksannya dilakukan menggunakan 

spektrometri UV-Vis dengan menggukan acuan standar kurva kalibrasi yang 

sudah dibuat (Furi et al., 2022). 
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Bagan alir dari penelitian ini adalah sebagai berikut : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 6. Diagram Alir Penelitian 

 

Sampel HACPO 

Hasil Saponifikasi 

Preparasi dan saponifikasi 

Identifikasi 

Kandungan 

Vitamin E 

KLT, 

HPLC 

 

UV-Vis 

 Kromatografi Kolom 

Uji Kuantitatif Uji Kualitatif 

Penentuan 

Kadar 

Vitamin E 



 

 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1 Simpulan 

 

 

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan, diperoleh kesimpulan sebagai 

berikut: 

 

1. Telah berhasil dipisahkan tokoferol dari HACPO yang dibuktikan dengan 

analisis KLT, HPLC dan spektrofotometri Uv-Vis. Hasil kromatografi lapis 

tipis (KLT) menunjukkan bahwa sampel tokoferol memiliki nilai Rf yang 

sama dengan standar tokoferol, analisis HPLC menunjukkan waktu retensi 

4,1 menit yang mendekati waktu retensi standar tokoferol dan analisis 

spektrofotometri Uv-Vis pada penentuan panjang gelombang maksimum 

diperoleh sebesar 289 nm mendekati panjang gelombang maksimum pada 

standar vitamin E sebesar 287nm. 

2. Hasil pengukuran kadar vitamin E pada metode spektrofotometri UV-Vis 

sebesar 68,25 ppm. 
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5.2 Saran 

 

 

Penelitian selanjutnya disarankan melakukan optimasi lebih lanjut pada proses 

pemisahan dan pemurnian, untuk mendapatkan hasil pemurnian tokoferol yang 

lebih maksimal dan murni, khususnya pada pemilihan jenis dan komposisi eluen 

pada proses kromatografi kolom. 
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