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Pendahuluan: 

Senyawa CLA (Conjugated Linoleic Acid) 
hasil sintesis dari risinoleat minyak jarak 
masih tercampur dengan komponen lain 
sesuai dengan komposisi  minyak jarak 
dari dari hasil samping reaksi dehidrasi 
dan isomerisasi. Berbagai hasil penelitian  
menunjukkan bahwa CLA  dapat terpisah 
dengan resolusi yang tinggi bila dianalisa 
dengan GC dan   GC – MS dengan kolom 
kapiler baik fasa normal maupun fasa 
terbalik  (Cristie  et al., 2000, Dobson, 1998, 
Ozgul 2005 dan Sehat et al., 1998).  Resolusi 
juga relatif baik  bila dianalisis dengan   
Ag+ HPLC dengan fasa normal atau 
terbalik dengan merangkai minimal tiga 
buah kolom (Yuruwecs dan Morehouse, 
2001, Adolft et al., 2002,  Vereshhchagin dan 
Pchelkin, 2003  dan Cristie et al.,  2007). 
Analisis dengan GC dan GC – MS tidak 
preparatif dan harus melalui derivatisasi 

sehingga pemisahan  CLA tidak cocok 
dilakukan dengan cara tersebut. 
Selanjutnya walapun HPLC adalah 
preparatif namun hanya dalam skala kecil 
dan harga peralatannyapun sangat mahal. 
Pemisahan dengan fraksi urea akan 
menghasilkan CLA dengan kemurnian 
yang tinggi (Vellenueve et al,. 1995), namun 
dalam bentuk asam lemak sehingga 
esensialiatasnya berobah bila dibandingkan 
dengan dalam bentuk trigliserida. 
Pemisahan isomer CLA telah dilakukan 
dengan teknik fraksinasi solven  dengan 
hasil yang cukup baik , namun pelarut dan 
disain reaktornya sangat mahal (Hidetaka 
et al., 2006 dan Uehara et al,. 2006). 
Pemisahan dengan kromatografi kolom 
dengan fasa diam silikagel dan alumina 
tidak optimal karena komponen pengotor 
dan CLA mempunyai sifat fisik dan kimia 
yang berdekatan (Cristie et al., 2007), 
padahal kedua sifat ini adalah sebagai 
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dasar pemisahan dengan kromatografi 
kolom.Dalam penelitian ini direncanakan   
pemisahan  CLA dengan kromatografi 
kolom yang dimodifikasi yaitu dengan 
mengimpregnasi fasa silikagel dan alumina 
dengan perak nitrat (argentonated). Dasar 
terjadinya pemisahan  adalah fenomena 
dimana ikatan rangkap komponen lemak 
dalam DCO dapat membentuk ikatan 
koordinasi yang  reversibel dengan ion 
perak melalui kompleks EDA (electron 
donor acceptor)  yang analog dengan dasar 
yang digunakan dengan analisis pada 
Ag+HPLC. Sifat reversibel ikatan rangkap 
dengan ion perak dipengaruhi   oleh 
jumlah ikatan rangkap dan geometri trans 
dari komponen penyusunnya  
(Damyonova, 2006,    Neff et al., 1999  dan 
Cristie et al., 2007),  sehingga waktu elusi 
tiap komponen akan   berbeda. Cara elusi 
yang dilakukan adalah elusi bergradien 
dengan memvariasi campuran pelarut 
heksana, aseton.  Kondisi ini telah 
dicobakan untuk memisahkan  trigliserida 
GLA (gamma linoleic acid) suatu trigliserida 
dengan tiga ketidakjenuhan  (linoleat) dari 
Evening Primrose Oil (EPO) dan  berbagai 
bijian tumbuhan dengan hasil yang baik 
(Guel- Guerro, 2000 dan Rincon et al., 2009).  
Kajian perbandingan  pelarut dilakukan 
secara elusi bergradien berdasarkan 
kenaikan kepolaran dengan memvariasi 
campuran eluen heksana dan aseton. 
Pemisahan dipandu dengan KLT dan 
deteksi noda dengan lampu UV. Analisis 
dilakukan dengan gabungan GC, FTIR dan 
UV, sedangkan penentuan komposisi 
dengan GC – MS yang dibandingkan 
dengan standar. 
 

Metodolgi Penelitian 
1.1. Bahan dan Peralatan 

Bahan kimia yang digunakan adalah 
kualifikasi pa: CLA hasil sintesis, silikagel 
60G, Perak Nitrat, n-heksana, aseton, plat 
KLT dan akuades. Peralatan yang 
digunakan adalah timbangan digital DND 
GR 2000, evavorator Heidolp VV 2000, 
pompa vacumm KRISBOW, GC HP 5890, 
FTIR SHIMADZU, UV SHIMADZU, GC – 

MS SHIMADZU QP2010S, Kolom 20 cm 
dengan diameter 1 inc, lampu UV 
Spektroline dan oven pengering Memmert. 

 
1.2.  Prosedur Penelitian 

Sebanyak 20 g silikagel ditambahkan 
ke dalam 50 mL etanol absolut membentuk 
bubur silikagel. Ditempat lain dibuat 1 g 
AgNO3 dalam 50 mL etanol absolut yang 
diaduk dengan pengaduk magnet. 
Selanjutnya larutan perak nitrat 
dicampurkan dengan bubur silikagel dan 
diaduk sekitar 10 menit. Etanol diuapkan 
dengan rotari evavorator vakum (50oC) dan 
silikagel terimpregnasi diperoleh dengan 
pemanasan dalam oven pada suhu 105oC 
selama 2 Jam.  Kolom disiapkan dengan 
melarutkan silikagel terimpregnasi dengan 
pelarut  n-heksana hingga menjadi bubur. 
Selanjutnya bubur dimasukkan kedalam 
kolom dengan diameter 2,5 cm dan tinggi 
30 cm hingga tidak ada lagi gelembung 
udara dalam kolom.  Untuk homogenisasi 
dibiarkan selama semalam dengan 
membiarkan pelarut sekitar 2 cm diatas 
kolom serta karan bawah dan bagian atas 
ditutup untuk menghindari kekeringan. 
Sampel sekitar 2,5 mL dimasukkan pelan – 
pelan kedalam kolom dan dilakukan elusi 
garidien dengan pelarut Heksana (H) dan 
Aseton (A).  Urutan perbandingan H : A 
(masing – masing 8 x 5 mL) adalah: 97,5 : 
2,5; 95 : 5 ; 90 : 10; 80 : 20; 70 : 30 dan 60 : 40 
. Sampling tiap fraksi         (1 – 6) di KLT 
untuk melihat kemiripan  pola noda 
dengan standar dan selanjutnya dianalisis 
dengan GC, FTIR dan GC – MS. 
Selanjutnya dilakukan perekaman (scan) 
panjang gelombang maks (λmaks) dengan 
spektrofotometer UV  dari CLA hasil 
dehidrasi, hasil pemurnian dengan 
kromatografi kolom silikgel yang 
diimpregnasi dengan perak nitrat dengan 
pelarut n-heksan yang dibandingkan 
dengan standar otentik CLA.  Hasil 
interpretasi akan menghasilkan 
perbandingan eluen optimal untuk 
pemurnian CLA dengan kromatografi 
kolom fasa diam silikagel yang 
diimpregnasi dengan perak nitrat. 
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Hasil dan Pembahasan 
raksi yang dipilih yang didasarkan pada 

analisis dengan KLT dengan pengungkapan 
noda menggunakan lampu UV yang 

dibandingkan dengan standar CLA adalah 
seperti tabel 1  dan gambar 1 

 
 

 
 

Tabel 1: Komposisi risinoleat dan linoleat dan CLA  hasil pemurnian dengan                       
kromatografi   kolom silikagel   perak nitrat  

Perbandingan Eluen 
Hesana : Aseton (H : A) 

Kadar (%)a 

Risinoleat LA dan CLA 
1. Sampel awal yang dimurnikan 
2. 95 :  5b 
3. 90 : 10 
4. 80 : 20 
5. 70 : 30 
6. 60 : 40 

0,47 
0,34 
1,33 
5,08 

78,89 
8,6 

89,37 
89,82 
25,88 
9,22 
6,77 
14,30 

 
a. perbandingan berdasarkan luasan puncak 
b. relatif terhadap luasan puncak 
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Gambar 1.  Komposisi risinoleat dan linoleat dan CLA  hasil pemurnian                                           
dengan  kromatografi  kolom  silikagel    perak nitrat 
 

Tujuan  utama dari pemurnian adalah 
menghilangkan komponen yang tidak perlu  
khususnya sisa risinoleat dari hasil isomerisasi 
karena produk yang dihasilkan diperuntukkan 
untuk konsumsi. Hasil pada  tabel  1 dan 
gambar 1 menunjukkan hasil pemurnian yang 
paling optimal  adalah dengan perbandingan 

eluen heksan : aseton adalah 95: 5 (v/v) dengan 
sisa risinoleat terendah (0,34 %) dan kadar LA 
dan CLA tertinggi (89,82% .  Perobahan kadar 
risinoleat menjadi makin naik dan kadar 
campuran linoleat dan CLA makin turun 
mengindikasikan bahwa  kromatografi kolom 
dengan fasa diam silikagel terimpregnasi perak 

 

optimal 
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nitrat (Ag+) dapat digunakan untuk 
memurnikan CLA hasil sintesa dari risinoleat 
dalam minyak jarak.  Pada perbandingan eluen 
heksan : aseton adalah 60 : 40,  maka kadar 
risinoleat sudah kembali turun dan kadar 
linoleat naik yang menginformasikan bahwa 
elusi sampel sudah hampir selesai .  Hasil 
permurnian yang dilakukan belum 
mendapatkan hasil yang maksimal yaitu tetap  
menyisakan risinoleat  namun data ini memberi 
indikasi bahwa kromatografi kolom yang 
diimpregnasi dengan perak nitrat dapat 
digunakan untuk memurnikan CLA hasil 
sintesis dan merupakan acuan untuk peneliti 

selanjutnya higga diperoleh hasil yang lebih 
optimal.  

Untuk menentukan komposisi hasil 
pemurnian CLA maka dilakukan analisis 
terhadap hasil pemurnian paling optimal yaitu  
perbandingan heksan : aseton 95 : 5  dengan GC 
– MS yang dibandingkan dengan kromatogram 
GC – MS  CLA standar seperti gambar 2. 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
Gambar 2.  Kromatogram GS – MS [a] . standar CLA dan  [b]. hasil    pemurnian  CLA  paling  optimal  
eluen heksan : aseton    95 : 5 (v/v) 

 

 

[a] 
7 [b] menit 
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Berdasarkan hasil interpretasi tiap 

puncak MS kromatogram GC – MS  heksana : 
aseton 95 : 5 (v/v),  maka komposisi hasil 
pemurnian  CLA/Linoleat adalah 0,85 : 1  77,66 
%  di bandingkan standat dengan ratio 
CLA/Linoleat 1,85:1. 

Hasil yang diperoleh belum optimal namun 
untuk suatu sintesis percapaikan  sebesar 77, 
66%  tergolong relatif baik. Faktor – faktor yang 
menyebabkan kekurang optimalan hasil 
diperkirakan  karena perbedaan reversibilitas 
ikatan rangkap terhadap perak masih sempit, 
dikarenakan jumlah ikatan rangkap antara CLA 
dan LA sama – sama dua buah yang merupakan 
dasar pemisahan kromatografi kolom 
argentonasi disamping  jumlah geometri trans 

dari lemak. Berdasarkan hasil yang diperoleh 
maka pengaruh jumlah ikatan rangkap lebih 
dominan dibandingkan dengan geometri trans, 
sehingga hasil pemisahan yang diperoleh belum 
maksimal.  

Data  spektroskopi FTIR hasil pemurnian 
CLA yang bertujuan untuk mengkonformasi 
gugus fungsional antara hasil pemurnian dan 
standar.  Identifikasi dilakukan terhadap  hasil 
pemurnian dengan eluen heksana : aseton 95 : 5 
(v/v) yang dibandingkan dengan CLA standar 
untuk mengidentifikasi keidentikan pola 
spektranya FTIRnya. Secara spesifik keduanya 
akan memunculkan pita serapan dari alkena 
terkonjugasi dengan  spektra seperti gambar 3.  

 

 

 
 
Gambar 3. Spektra FTIR [a]. CLA standar dan [b]. hasil   pemisahan    dengan perbandingan eluen  
heksana : aseton  95 : 5 (v/v) 

[a] 

    [b] 

C=O 

C=O 

  C=C-C=C 

 C=C-C=C 

Overtone  
C=O 

Ovetone 
C=O 
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Penampilan spektra FTIR hasil pemurnian 
(gambar 3a)  identik dengan standar CLA 
(gambar 3b)  khususnya serapan alkena  
konjugasi yaitu pita ganda pada bilangan 
gelombang sekitar 1600an cm-1 yang 
mengindikasikan secara kualitatif bahwa 
keduanya mengandung komponen yang 
sama yaitu CLA. Secara spesifik persamaan 
spektra adalah serapan alkena terkonjugasi  
(C=C-C=C) yaitu dengan munculnya 
serapan ganda  yaitu 1851,07 cm-1 dan 
1612,49 cm-1  untuk standar (gambar a) dan 
1658,78 cm-1 dan 1558 cm-1 untuk hasil 
pemisahan (Gambar 3b). Pita serapan 
3464,15 cm-1 (Gambar 3a) dan 3448,72 cm-1 
(gambar 3b) masing – masing adalah 
penguatan (overtone) dari serapan gugus 
karbonil (C=O). Hasil verifikasi 
menunjukkan kesamaan pola spektra FTIR 
yang mengindikasikan bahwa keduanya 
mengandung senyawa sama yaitu CLA. 

Selanjutnya analisis dengan 
spektroskopi UV adalah untuk 

membandingkan kesamaan pola  gugus 
kromofor yaitu ikatan rangkap 
terkonjugasi  (C = C – C = C) yang dapat 
meyerap radiasi sinar ultra violet (UV) 
antara CLA  hasil pemurnian dan standar. 
Serapan ini adalah merupakan  dasar 
analisa kualitatif dari suatu senyawa yang 
mengandung gugus kromofor yang  
didasarkan pada serapan maksimum pada 
suatu pangjang gelombang yang spesifik 
(λmaks) untuk setiap senyawa yang 
mengandung gugus kromofor. Dalam 
penelitian ini dilakukan perekaman (scan) 
UV terhadap  hasil pemurnian dengan 
kromatografi kolom silikagel terimpregnasi 
peraknitrat (AgNO3) yang paling optimal 
(eluen heksana : aseton 95 : 5 v/v) . 
Interpretasi spektra UV dibandingkan 
dengan standar CLA untuk 
membandingkan  kesamaan pola grafik 
absorbansi lawan panjang gelombang 
antara sampel dan standar dengan spektra 
pada gambar 4 berikut.  

 

   λmaks 
 

 

 

 

 

  [a] 
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Gambar 4 Spektra  UV [a]. CLA   standar dan [b]. hasil    pemurnian  dengan perbandingan 
eluen heksana : aseton  = 95 : 5 (v/v). 

 
Spektra UV standar CLA (gambar 4a) 
menunjukkan bahwa panjang gelombang 
maksimum (λmaks) adalah 233 nm (A = 
0789).  Harga panjang gelombang 
maksimum untuk hasil pemurnian dengan 
kromatografi kolom silikagel yang 
diimpregnasi perak nitrat (AgNO3) dengan 
eluen heksana : aseton = 95 : 5 (v/v) 
(gambar 4b)  juga adalah identik yaitu 231 
nm (A = 0,955). Kesamaan pola spektra UV 
dari standar CLA [a] dan hasil pemurnian 
[b] menunjukkan secara kualitatif bahwa 
keduanya terdapat senyawa CLA  dan data 
ini melengkapi data spektra FTIR, GC dan 
GC – MS. Perbedaan panjang gelombang 
maksimum (λmaks) sebesar 2 nm yaitu 233 
nm untuk standar CLA dan 231 nm untuk 
hasil hasil pemurnian dengan kromatografi 
kolom impregnasi diperkirakan adalah 
pergeseran yang disebabkan oleh 
penggunaan pelarut atau adanya 
komponen selain linoleat dan CLA pada 
hasil pemurnian. Perbedaan ini adalah hal 
yang lazim bahkan menurut hasil 
penelitian yang dikemukakan Kanal dan 
Dhiman , 2004 harga (λmaks) untuk CLA 
adalah sebesar 230 nm. 

 

 

Kesimpulan 
Pemurnian CLA dapat dilakukan dengan 
teknik  kromatografi kolom silikagel 
modifikasi yaitu dengan mengimpregnasi 
silikagel dengan perak nitrat (AgNO3) . 
Hasil terbaik diperoleh dengan 
perbandingan eluen Heksan : Aseton  = 
95:5  (v/v),  dengan komposisi berdasarkan 
hasil analisis dengan GC- MS yang 
dibandingkan dengan standar CLA : LA  
hasil pemurnian adalah 0,85 : dengan 
tingkat pencapaian 77,66 % dibanding 
standar CLA otentik dengan perbandingan  
1,45 : 1.  
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