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ABSTRAK 

Dye-inulin merupakan senyawa yang praktis digunakan untuk seleksi bakteri 
pengasil inulinase. Pembentukan dye-inulin pada variasi massa inulin dan suhu reaksi dan 
penentuan kadar RBB pada dye-inulin secara HPLC telah dilakukan. Penentuan kadar 
RBB pada dye-inulin secara HPLC menggunakan kolom ODs C 18, h 592 nm, fasa gerak 
etanol-air (60%:40%) dengan kecepatan alir 1 mllmenit. Kadar RBB dalam dye-inulin 
pada varasi massa inulin 2g, 4g dan 6 g yang direaksikan dengan 0,5 g RBI3 berturut 
turut adalah 14,5684 ppm, 13,9118 ppm, 34,0430 ppm. Kadar RBB dalam dye-inulin 
pada varasi suhu reaksi 40, 50 dan 60°C berturut turut adalah 29,3627 ppm, 13,9118 
ppm, 8,3 167 ppm. 
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BAB. I 

PERNDAHULUAN 

1.1. Latar Belakang 

Inulin merupakan senyawa yang paling melimpah di alam setelah pati (Franck, 

2003). Inulin merupakan senyawa yang potensial untuk dikembangkan. Potensi utama 

inulin adalah dapat dijadikan high.fiuctose syrup (HFS) dan,fmcto-oligosaccharides (FOS) 

(Ricca et al., 2007; Yuan el a1.,2006). HFS dan FOS merupakan senyawa yang penting 

pada industri makanan, minuman dan farmasi (Tohamy, 2006). 

Fruktosa merupakan pemanis alternatif alami yang aman dibanding sukrosa karena 

mempunyai efek yang bermanfaat pada pasien diabetes, menaikkan penyerapan zat besi 

pada anak-anak dan mempunyai kapasitas manis yang lebih tinggi (Singh, 2006). 

Sebaliknya sukrosa diketahui menyebabkan problem yang berhubungan dengan 

corpulence, cariogenecity dan arfherosclerosis FOS adalah irzgredienf yang penting pada 

industri makanan dan farmasi (Singh, 2006). FOS dipandang sebagai 'functional food' 

karena mempunyai pengaruh positip terhadap komposisi mikroflora usus manusia 

(Roberfroid, 1998; Kaplan, 2003). Selain itu, inulin dapat dijadikan raw material untuk 

pembuatan bioetanol, asam sitrat, aseton, 2,3-butanadiol. Dengan demikian inulin 

merupakan senyawa sangat potensial untuk dikembangkan. 

Inulin terdapat pada umbi tanaman dahlia, akar chicory dan umbi Jerusalem artichoke 

dalam jumlah besar (Franck, 2003). Inulin juga terdapat pada pisang, bawang perai, 

bawang merah, bawang putih dan gandum dalam jumlah sedikit. Tumbuhan Indonesia 

sebagai sumber inulin selain tanaman dahlia telah diteliti oleh Simanjuntak dkk (2004). 

Nama keluarga tumbu han yang ditelitin ya adalah Anrarylfidaceae, Asteraceae, Iridaceae 

dan Poaceae. 



Inulin mudah larut dalam air panas. Oleh sebab itu, prinsip ekstraksi inulin adalah 

kelarutan inulin dalam air panas dan air dingin. Inulin hasil ekstraksi masih tercampur 

dengan senyawa-senyawa lain. Kadar inulin dalam ekstrak inulin adalah ha1 yang penting 

untuk ditentukan. Kadar inulin dapat ditentukan dengan beberapa cara, diantaranya secara 

spektrofotometri. Pada cara ini, inulin dilarutkan dalam air panas dan dihidrolisis dengan 

asam pada temperatur 80°C. Fruktosa sebagai hasil hidrolisis inulin direaksikan dengan 

cu2' membentuk senyawa benvarna. Kekurangan cara ini adalah terbentuk d i h k t o s a  

anhidrat suatu senyawa yang benvarna. Senyawa ini dapat mengganggu dalam analisa 

dengan spektrofotometer sehingga dapat menurunkan keakuratan penentuan konsentrasi 

inulin. 

Penentuan kadar inulin menggunakan kromatografi merupakan salah satu cara yang 

cepat dan akurat. Tsuen Ih Ruo, dkk (1991), menentukan kandungan inulin dalam buah- 

buahan menggunakan HPLC dengan detektor pulsa amperometer, R. Dall' Amico, dkk 

(1995), menentukan kadar inulin dalam plasma dan urin menggunakan reversed phase 

HPLC menggunakan HCI dan asetonitril sebagai fasa gerak dan kolom C 18 sebagai fasa 

diam. R. Marsilio, dkk (2000) juga telah melaporkan penentuan inulin dalam buah-buahan 

dengan HPLC menggunakan detektor light-scatteririg. Angela Zuleta, dkk (2001) 

menentukan kadar inulin menggunakan aniori exchange HPLC dengan air sebagai fasa 

geraknya dan refiaktif index sebagai detektor. 

Semua penelitian di atas telah dapat menentukan kadar inulin dengan baik, namun 

penentuan kadar RBB (Remazol Brilliant Bllie) pada dye-inulin secara HPLC melalui 

pembentukan senyawa dye-inulin belum pernah dilaporkan sebelumnya. Metode 

pewarnaan inulin dengan RBB sangat praktis digunakan untuk uji bakteri penghasil 

inulinase (Castro, dkk, 1995). Pada penelitian ini, dilakukan penentuan kadar RBB pada 

dye-inulin secara HPLC. 



I 
1.2. Perurnusan Masalah 

Yang menjadi masalah pada penelitian ini adalah berapakah kadar RBB pada dye- 

inulin yang ditentukan secara HPLC melalui pembentukan senyawa dye-inulin. Penelitian 

ini terbatas pada hal-ha1 berikut : 

a. Inulin yang digunakan diekstrak dari umbi dahlia 

b. Inulin direaksikan dengan RBB pada variasi suhu dan massa inulin 



BAB. 11 

TINJAUAN PUSTAKA 

2. 1. Struktur dan Sifat Inulin 

Inulin merupakan polimer alami dengan monomer fruktosa. Jurnlah monomer 

fiuktosa pada satu untai polimer bervariasi tergantung sumbernya. Antara monomer 

fiuktosa pada inulin dihubungkan dengan ikatan (2-1) residu j3-D-fructohranosyl 

(Kulminskaya, et a/.,2003:22). Tiap ujung pereduksi untai polimer inulin dapat hadir 

glukosa (Franck, 2003:442). Oleh sebab itu polimer inulin dapat ditulis GFn yaitu fiuktan 

dengan ujung terminal glukosa atau Fn yaitu fruktan tanpa ujung terminal glukosa 

(Gambar 1). Simbol n pada rumus tersebut adalah derajat polimerisasi (DP). 2<DP510 

dikenal sebagai oligofruktosa. Inulin yang berasal dari tumbuh-tumbuhan merupakan 

molekul linear dengan DP bervariasi dari beberapa unit fruktosa sampai sekitar 70. Hal ini 

berarti bahwa inulin adalah campuran dari oligomer dan polimer (Franck, 2003:443). 

< ,  - , .--- .-, ,, 

Gambar 1. Struktur inulin 

Inulin merupakan serbuk benvarna putih. Sifat inulin yang penting untuk dipelajari 

adalah kelarutan inulin dalam air. Kelarutan inulin dalam air tergantung pada cara 

bagaimana inulin tersebut direkristalisasi (Phelps, 1965:41). Inulin yang direkristalisasi 

3 



dengan etanol berbeda kelarutannya dibandingkan dengan inulin yang direkristalisasi 

dengan air. Kelarutan inulin yang direkristalisasi dengan etanol lebih besar dibandingkan 

inulin yang direkristaliasai dengan air. Kelarutan inulin dalam air yang dilaporkan Leite el 

a[.( 2004) adalah sekitar 6% pada 1 0 ' ~  dan 35% pada 9 0 ' ~ .  

Gambar 2. Kelarutan inulin dalam air pada variasi temperatur 
Bulatan hitam, inulin yang direkristalisasi dengan etanol, bulatan 
kosong, inulin yang direkristalisasi dengan air 
(Phelps, 1965) 

Inulin sukar larut dalam air dingin dan pelarut organik seperti etanol, sebaliknya 

inulin mudah larut dalam air panas (Bergner, 2004: 1; Yurmizar, 1989:53). Bagaimanpun 

juga, prinsip ekstraksi inulin dari tanaman adalah memanfaatkan kelarutan inulin dalam air 

dan etanol tersebut. Oleh sebab itu inulin tumbuhan dapat dengan mudah diekstrak dengan 

air panas. Pemisahan inulin dari air dilakukan dengan menurunkan temperatur. 

2.2. Sumber Inulin 

Inulin terdapat pada umbi tanaman dahlia, akar chicory, dan umbi Jerusalem 

artichoke dalam jumlah besar (Franck, 2003; Marchessault, 1980). Tanaman chicory, 



Jerusalem artichoce tumbuh baik di Amerika Utara, sedangkan tanaman dahlia dapat 

tumbuh baik di dataran tinggi Indonesia. Inulin untuk kebutuhan pangan diekstrak dari 

tanaman tersebut. Inulin juga terdapat pada pisang, bawang perai, bawang merah, bawang 

putih dan gandum dalam jumlah sedikit. Kandungan inulin pada pangan manusia dimuat 

pada Tabel 1. 

Tabel 1. Kandungan inulin pada pangan manusia 

Sumber 

Bawang merah 
Jerusalem artichoke 

Pisang I Buah 1 24-26 1 0,3-0,7 . 

Gandum I Sereal 1 88-90 I 0.5-1* 

Chcory 
Daun bawang 
Bawang putih 
Artichoke 

Bagian yang 
dimanfaatkan 
Umbi 
Umbi 
Akar 
Umbi 
Umbi 
Daun 

Barley 
Dendelion 
Burdock 

I Salsifv I Akar 1 20-22 1 4-11 I 

Kandungan zat 
padat kering 
6- 12 
19-25 

Camas 
Murnong 
Yacon 

Keterangan : Na : data tidak tersedia. * : nilai selau berubah (Frank, 2003) 

Kandungan inulin 
(% berat segar) 

2-6 
14-19 

20-25 
15-20- 
40-45, 
14-16 

Sereal 
Dau n 
Akar 

Inulin yang terkandung pada tumbuh-tumbuhan yang umumnya digunakan untuk 

15-20 
3-10 
9-16 
3-10 

Umbi 
Akar 
Akar 

pangan manusia terutama dari kelompok Liliacea seperti bawang perai, bawang merah, 

Na 
50-5s' 
21-25 

bawang putih, asparagus dan Compositae seperti Jerusalem artichoke (Heliaiithtts 

0,5-1,5* 
12-15 
3.5-4.0 

3 1-50 
25-28 
13-2 1 

t~rberoszrs), dahlia (Dahlia sp), chicory (Cichorizrm iiityblrs) dan dandelion ( Taraxactrm 

12-22 
8- 13 
3-19 

oflcinalis) yacon (Georgescu, 2005). Inulin tumbuh-tumbuhan merupakan raw material 

untuk produksi fruktosa skala besar pada masa datang, karena inulin tersedia dalam jumlah 

banyak (Ricca, 2007). 

Tumbuhan Indonesia sebagai sumber inulin selain tanaman dahlia telah diteliti oleh 

Simanjuntak dkk (2004). Nama keluarga tumbuhan yang ditelitinya adalah 



Amaryllidaceae, Asteraceae, Iridaceae dan Poaceae yang diantaranya termasuk 

brambang utan, bakung, tutup bumi, kenikir, alang-alang, tebu ireng, jinten dan sintrong. 

Kadar inulin pada tumbuh-tumbuhan tersebut kecil dibandingkan pada umbi dahlia. Kadar 

inulin pada umbi tanaman dahlia cukup besar yaitu 65,7% berat kering Wukmana, 2004). 

Dengan demikian umbi tanaman dahlia paling potensial sebagai sumber inulin di 

Indonesia. 

2.3. Penentuan kadar RBB pada dye-inulin secara HPLC 

Kromatografi adalah salah satu teknik dalam kimia analitik yang berkembang dengan 

sangat cepat dan modern. Metoda ini dapat digunakan secara luas untuk mengidentifikasi 

dan menentukan konsentrasi senyawa organik maupun senyawa anorganik. Kromatografi 

cair kinerja tinggi atau High-l'erformance Liquid Chromatography (HPLC) merupakan 

kromatografi cair dengan mempertinggi laju alir eluen menggunakan tekanan tinggi. HPLC 

merupakan pilihan, jika zat yang akan dianalisa tidak mudah menguap dan secara termal 

tidak stabil. 

Penentuan kadar inulin menggunakan HPLC merupakan salah satu cara yang cepat 

dan akurat. Tsuen Ih Ruo, dkk (1991), menentukan kandungan inulin dalam buah-buahan 

menggunakan HPLC dengan detektor pulsa amperometer. R. Dall' Arnico, dkk (1995) 

menentukan kadar inulin dalam plasma dan urin menggunakan reversed phase HPLC 

dengan HCI dan asetonitril sebagai fasa gerak dan kolom CIS sebagai fasa diam. R. 

Marsilio, dkk (2000) juga telah melaporkan penentuan inulin dalam buah-buahan dengan 

HPLC menggunakan detektor light-scatterirtg. Angela Zuleta, dkk (2001) menentukan 

kadar inulin menggunakan arlion exchattge HPLC dengan air sebagai fasa geraknya dan 

refraktif index sebagai detektor. Berdasar penelitian di atas, kadar inulin telah dapat 

ditentukan dengan baik menggunakan HPLC. Namun, penentuan kadar RBB pada dye- 



inulin menggunakan HPLC melalui pembentukan senyawa dye-inulin (inulin-RBB) belum 

pernah dilaporkan sebelumnya. 

RBB merupakan zat berwarna biru dengan massa molekul relatif (W) 626,54, rumus 

molekul C22H16N2Na2011S3 (Gambar 3). Zat ini dapat direaksikan dengan polimer 

karbohidrat seperti xylan, inulin membentuk senyawa yang benvarna biru. Reaksi 

pembentukan dye-inulin (reaksi antara inulin dan RBB) adalah pembentukan senyawa 

kompleks. Kompleks inulin-RBB t e  j ad i  melalui interaksi antara gugus atom 0 pada posisi 

kedua dari monomer fruktosa dalam inulin dengan atom C pada RBB. Struktur molekul 

RBB dimuat pada Gambar 3.  

Gambar 3.  Struktur RBB 
(Trivedi el a/, 2009) 

Senyawa inulin-RBB merupakan senyawa kompleks benvarna biru yang sangat 

praktis digunakan untuk skrining bakteri penghasil inulinase. Hidrolisis senyawa inulin- 

RBB dapat digunakan sebagai indikasi adanya aktivitas inulinase dari bakteri tersebut 

Indikasi ditandai adanya warna biru yang semakin berkurang di sekitar koloni bakteri 

penghasil inulinase. Warna tersebut merupakan hasil hidrolisis senyawa inulin-RBB 

Dengan demikian adanya aktivitas inulinase menyebabkan senyawa inulin-RBB 

terhidrolisis menjadi monomernya atau polimer yang semakin pendek. Proses ini 

menyebabkan penurunan intensitas warna biru dye-inulin. 



Pada HPLC, inulin, RBB dan dye-inulin ditentukan penyerapan pada panjang 

gelombang maksimum menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Alat HPLC diatur pada 

panjang gelombang maksimum tersebut. Kemudian larutan inulin, RBB dan dye-inulin 

diinjeksikan ke dalam wadah tempat injeksi. Sampel yang bersifat polar akan terpisah lebih 

awal terbawa bersama air dan keluar dari kolom menuju detektor kemudian ke  luar ke 

wadah buangan fase gerak. Sampel yang bersifat non polar akan tertahan pada fkse diam 

yaitu O D s  C18 yang juga bersifat non polar. Setelah sampel terdeteksi oleh detektor, pada 

komputer akan terlihat kromatogram yaitu grafik yang menghubungkan respon (potensial, 

mV) dengan waktu retensi. 



BAB. ID 

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 

3.1. Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian adalah menentukan kadar RBB pada dye-inulin secara HPLC. 

3.2. Manfaat Penelitian 

Manfaat penelitian adalah memberikan kontribusi pada perkembangan IPTEK dalam 

bidang kimia khususnya kimia analitik dan kimia organik yaitu memberikan cara baru 

untuk menentukan kadar RBB yang terikat pada dye-inulin secara HPLC. 



BAB. IV 

METODA PENELITZAN 

4.1. Jenis Penelitian 

Penelitian ini mempakan penelitian eksperimen yang dilakukan di Laboratorium 

Penelitian Jurusan Kimia FMIPA UNP selama 6 (enam) bulan. 

4.2. Objek Penelitian 

Objek penelitian adalah inulin yang direaksikan dengan RBB membentuk dye-inulin. 

4.3. Alat dan Bahan 

Alat-alat yang digunakan adalah HPLC, peralatan gelas, oven, pH meter, kertas 

saring, neraca analitik, botol reagen, labu ukur, erlenmeyer, botol semprot, bat an^ 

pengaduk, pipet tetes, kaca arloji. Bahan yang digunakan adalah umbi dahlia, etanol, 

karbon aktif, aquades, Inulin komersial, RBB, NazS04, Na3P04, 

4.4. Prosedur penelitian 

Langkah-langkah utama penelitian adalah sebagai berikut: (a) Ekstraksi inulin dari 

umbi dahlia; (b) Reaksi dye-inulin; (c) Penentuan kadar RBB pada dye-inulin secara 

HPLC. 

a. Ekstraksi inulin dari umbi dahlia 

. Ekstraksi inulin dari umbi dahlia dilakukan sesuai prosedur Andyani (2001:21-23) 

sebagai berikut : Umbi dahlia yang sudah bersih, dipotong dan diblender dengan air 1:2 

(b:v). Kemudian campuran ini dipanaskan pada penangas air (80-90°c, sekitar 30 menit). 

Selagi hangat, disaring dan diambil filtratnya. Selanjutnya ditambahkan etanol 30% pada 

filtrat sebanyak 40% dari volume filtrat. Larutan ini disimpan di dalamfreezer selama 18 

jam. 



Larutan dibiarkan pada suhu ruang selama 2 jam lalu disentrifkgasi (1500 rpm, 15 

menit). Endapan (inulian basah I) ditambahkan air (1 :2) kemudian dipanaskan di penangas 

air (70°c, 30  menit). Ke dalam larutan ini ditambahkan karbon aktif 1-2%(b/v). Larutan 

disaring, filtrat diukur volumenya dan didinginkan pada suhu ruang. Kemudian 

ditambahkan etanol 30% sebanyak 40% dari volume larutan. Lalu didinginkan di dalam 

freezer selama 18 jam. Setelah pendinginan tahap I1 ini, larutan dikeluarkan dari freezer 

dan dicairkan pada suhu ruang, kemudian disentrifkgasi (1 500 rpm, 15 menit) sampai 

diperoleh endapan putih (inulin basah 11). Endapan ini dikeringkan (50-60°c, 6-7 jam) lalu 

dihaluskan. 

b. Pembentukan senyawa dye-inulin 

Prosedur pembentukan dye-labeled inulin sintesis sesuai prosedur yang dimuat pada 

Castro el al, 1995. Inulin sebanyak 409 dan 5g RBB masing-masing dilarutkan pada 500 

rnL aquades, kemudian dicampur homogen. Campuran dipanaskan di atas hot plate pada 

suhu 5 0 ' ~  selama 1 jam, kemudian ditambahkan lOOg Na2S04 sambil diaduk memakai 

stirrer. Kemudian ditambahkan 100 g Na3P04. Campuran selanjutnya dipanaskan 1 jam 

lagi. Campuran didinginkan dan disentrifbs pada 5000 rpm selama 25 menit pada 5"C, 

supernatan dibuang. Endapan diresuspensikan dalam 100 mL aquades dan ditambah 3 

volume etanol pa dingin, kemudian suspensi disentrifbgasi kembali. Perlakuan ini diulang 

5 kali sampai diperoleh supernatan yang tidak benvarna. Endapan diresuspensikan dalam 

etanol, dikeringkan pada suhu ruang. 

c. Penentuan konsentrasi RBB pada inulin-RBB secara HPLC 

Terlebih dahulu ditentukan h maksimum inulin, RBB dan inulin-RBB menggunakan 

UV-Vis Spektrofotometer. Pengerjaan dilanjutkan dengan HPLC menggunakan kolom C 18 

dan fasa gerak etanollair untuk pemisahan dan penentuan konsentrasi RBB pada inulin- 

RBB menggunakan detektor UV-Vis pada h yang telah ditentukan sebelumnya. 
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4.5. Teknik Analisis Data 

Data yang diperoleh dari hasil penelitian ini adalah data kualitatif dan data kuantitatif 

pada kromatograrn. Data kualitatif dengan melihat waktu retensi setiap puncak pada 

kromatogram HPLC. Zat yang sama akan mempunyai waktu retensi yang sama. Data 

kuantitiatif dengan melihat luas puncak pada kromatogram HPLC. Sebagai standar 

digunakan larutan RBB pada berbagai konsentrasi. Pengukuran kadar RBB pada dye-inulin 

dilakukan pada kondisi optimum pengukuran dengan HPLC. 



BAB. V 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

5.1. Ekstraksi inulin dari umbi dahlia 

Inulin adalah senyawa kelompok polisakarida dengan monomer fruktosa. Ekstraksi 

inulin dari umbi dahlia pada penelitian ini dilakukan sesuai prosedur Andyani (2001). 

Ekstraksi inulin dari umbi dahlia prosedur Andyani tersebut berdasarkan prinsip kelarutan 

inulin dalam pelarut air dan etanol. Kelarutan inulin dalam air lebih besar dibandingkan 

dalam etanol. Kelarutan inulin dalam kedua pelarut ini makin tinggi jika suhu dinaikkan. 

Pada metoda ini umbi dahlia yang telah dipotong ditambah aguades, kemudian 

diblender membentuk jus umbi dahlia. Jus umbi dahlia dipanaskan pada suhu 70-80°C 

selama 30  menit untuk mempertinggi kelarutan inulin dalam air. Selagi panas jus umbi 

dahlia disaring. Filtrat yang diperoleh didinginkan sampai suhu ruang, kemudian 

ditambahkan etanol untuk mengendapkan inulin yang terlarut dalam air. Agar inulin lebih 

banyak mengendap campuran tersebut didiamkan dalam j-eezer semalam. Endapan inulin 

dipisahkan dari supernatan dengan cara sentrifugasi. Pada penelitian ini diperoleh inulin 

93,6 g dari 2320 g umbi dahlia yang telah dikupas. Inulin yang diperoleh berbentuk serbuk 

benvarna putih (Gambar 4). 

Gambar 4. Inulin dari umbi dahlia 



5.2. Pembuatan dye-inulin 

Pembuatan dye-inulin dilakukan pada variasi massa inulin dan variasi suhu reaksi. 

Massa dye-inulin yang terbentuk dimuat pada Tabel 2 dan Tabel 3 .  

Table 2. Massa dye-inulin yang terbentuk pada variasi massa inulin 

N o  Massa inulin (g) Massa RBB (g) Suhu reaksi ("C) Massa dye-inulin (g) 
1 4  0,s 40 3,2119 
2 4 0,s 5 0 8,3 165 
3 4 0,5 60 5,6490 

Senyawa dye-inulin paling banyak terbentuk pada massa inulin 4 gram dengan suhu 

reaksi 50°C. Pada pembuatan senyawa dye-inulin ditambahkan Na2S04 dan NanP04.  

Kedua senyawa ini diperkirakan berfungsi agar RBB mempunyai kecendmngan untuk 

membentuk ion dengan melepaskan ~ a '  dalam larutan berair. Keadaan ini akan 

mempercepat reaksi antara inulin dengan RBB. Senyawa dye-inulin yang terbentuk dibilas 

dengan 1 volume aquades dan 3 volume etanol pa, kemudian disentrifugasi. Cara ini 

diulang berkali-kali sampai wama biru supernatan hilang. Tujuan pembilasan dye-inulin 

adalah agar dye-inulin bebas dari RBB. 

Pembilasan dye-inulin yang terbentuk dengan 1 bagian volume aquades dan 3 

volume etanol dingin tidak melamtkan NazS04 dan Na3P04 dengan sempurna. Dengan 

demikian pada proses pembentukan dye-inulin diperkirakan masih terdapat Na2S04 dan 

Na3P04. Pengujian adanya Na2S04 dilakukan dengan menambahkan beberapa tetes larutan 

N o  
1 2  
2 
3 

I BaC12 pada larutan dye-inulin yang ditandai terbentukanya endapan putih BaS04.  

Suhu reaksi ("C) 
5 0 
5 0 
50 

Massa inulin (g) 

4 
6 

Massa dye-inulin (g) 
1,6293 
8,3 165 
5,6596 

Massa RBB (g) 
0,5 
0,5 
0,5 



Pengujian adanya Na3P04 dilakukan dengan menambahkan beberapa tetes larutan AgN03 

pada larutan dye-inulin yang ditandai terbentuknya endapan Ag3P04. Konstanta kelarutan 

(Ksp) B a S 0 4  adalah 1,5x10-~, sedangkan konstanta kelarutan Ag3P04 adalah 2,8 x 1 0-lg 

(Brady, JE, 1990). 

5.3. Penentuan kondisi optimum pengukuran dengan HPLC 

5.3.1. Penentuan l maksimum 

Panjang gelombang (h) maksimum ditentukan terhadap inulin, RBB dan dye-inulin 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Panjang gelombang maksimum RBB adalah 592 

nm (Gambar 5). Pengukuran dilakukan pada konsentrasi RBB 100 ppm. Pada h 300 sampai 

dengan 800 nm, inulin tidak memberikan penyerapan. (Gambar 6). Panjang gelombang 

maksimum inulin adalah 210 nm. Pada h ini RBB juga memberikan serapan (Gambar 6), 

sedangkan h maksimum dye-inulin adalah 592 nm. Pada h ini inulin tidak memberikan 

serapan (Gambar 7). Oleh sebab itu, pengukuran konsentrasi RBB pada dye-inulin 

dilakukan pada h 592 nm. 

Sample/Hesult Table  
------------------... 

% Name Abs<532nm> _______________--__--------------- 
1 RBB lOOppm 0.80'3512 

Gambar 5. Kurva absorbansi RBB pada variasi h 



Gambar 6. Kurva absorbansi RBB (merah) dan inulin (biru) 
pada variasi h 

.- - - -- 
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Gambar 7. Kurva absorbansi dye-inulin pada variasi h 

5.3.2. Penentuan eluen yang cocok 

RBB rnemberikan h maksimum pada 592 nm. Pengukuran rnenggunakan HPLC 

dilakukan pada h 592 nm. Penentuan eluen yang cocok untuk RBB dilakukan dengan 

memvariasikan komposisi etanol dan air. Kromatogram RBB menggunakan air sebagai 

fasa gerak dengan kecepatan alir 1 mllmenit  tidak terlihat adanya puncak RBB (Gambar 



8). Hal ini disebabkan air bersifat polar, sedangkan RBB bersifat semipolar sehingga RBB 

tidak dapat dielusi oleh air meninggalkan kolom ODs C 18. 

Gambar 8. Kromatograrn RBB. Kolom ODs C 1 8, h 592 nm, 
fasa gerak air dengan kecepatan alir 1 mllmenit. 

Kromatogram RBB menggunakan etanol sebagai fasa gerak dilihat puncak dari 

- RBB pada menit ke 5 (Gambar 9). Hal ini menun-jukkan bahwa RBB dapat dielusi oleh 

etanol keluar dari kolom karena etanol juga bersifat semipolar. Namun demikian waktu 

retensi yang diberikan sangat singkat dan puncak yang diperoleh tidak cukup tajam. Oleh 

sebab itu diperlukan variasi konsentrasi eluen antara air dan etanol untuk memperoleh 

I kromatogram RBB yang menghasilkan puncak yang tajam. Eluen yang baik untuk RBB 

adalah etanol- air dengan perbandingan 70% dan 30%. Hal yang sama dilakukan juga pada 

dye-inulin. Eluen yang menghasilkan puncak tajam dye-inulin adalah etanol-air dengan 

Gambar 9. Kromatogram RBB. Kolom ODs C 18, h 592 nm, 
fasa gerak etanol dengan kecepatan alir 1 mL/menit. 



5.4. Penentuan kadar RBB melalui pembentukan dye-inulin dengan HPLC 

Analisis dye-inulin dengan HPLC menggunakan kolom ODs C18 dengan fasa gerak 

etanol-air (60%:40%). Pada analisis ini digunakan aquades sebagai blanko. Laju alir yang 

digunakan adalah 1 mllmenit. Kadar RBB pada dye-inulin diukur pada h 592 nm. 

Aquades (blanko) muncul pada waktu retensi 2,89 menit. 

i Larutan standar yang digunakan untuk pengukuran RBB pada dye-inulin secara 

HPLC adalah larutan standar RBB dengan konsentrasi 20, 40, 60 dan 80 ppm. Larutan 

standar masing-masing konsentrasi diinjeksikan ke sistem HPLC sehingga diperoleh 

kromatogram dengan luas area untuk masing-masing konsentrasi larutan standar (Tabel 4). 

Larutan standar RBB disuntikkan pada sistem HPLC menggunakan eluen air etanol dengan 

perbandingan 30%:70%. Data pada Tabel 4 disajikan dalam bentuk kurva larutan standar 

RBB (Gambar 10). 

Tabel 4. Luas area larutan standar RBB pada variasi konsentrasi 

Konsentrasi RBB ( p p m )  

Konsentrasi RBB (ppm) 
20 

40 

60 

80 

Gambar 10. Kurva standar larutan RBB 

Luas area puncak 
2,7642 
2,6848 
7,8534 
7,6737 

11,1739 
10,8209 
17,5795 
16,2049 

Rata-rata luas area 
2,7245 

7,763 6 

10,9974 

16,8922 



Kuma larutan standar RBB digunakan untuk menentukan kadar RBB pada dye- 

inulin. Larutan dye-inulin 1000 ppm digunakan untuk analisis HPLC menggunakan eluen 

etanol air 60%, 40%. Puncak dye-inulin muncul pada waktu retensi 2,61297 menit, 

sedangkan puncak aquades muncul pada waktu retensi 2,89 menit (Gambar 11 Gambar 

12). Luas area puncak senyawa dye-inulin pada variasi massa inulin yang direaksikan 

dimuat pada Tabel 5. Luas area puncak senyawa dye-inulin pada variasi massa inulin yang 

direaksikan dimuat pada Tabel 6 .  

Gambar I I .  Kromatogram HPLC larutan dye-inulin 1000 ppm pada variasi massa 
inulin: a. 29 inulin; b.49 inulin; c. 6 9  inulin. Kolom ODs C18, h 592 nm, 
fasa gerak etanol-air (60%:40%) kecepatan alir 1 mllmenit .  



Tabel 5. Luas area kromatogram larutan dye-inulin 
1000 tmm ~ a d a  variasi massa inulin 

1 Massa inulin (g) ] Luas area I Rata-rata luas area 

C 

Gambar 12. Kromatogram HPLC larutan dye-inulin 1000 ppm pada variasi 
suhu reaksi: a.40°C; b.50°C dan c.60°C. Kolom ODs C 18, h 592 nm, 
fasa gerak etanol-air (60%:40%) kecepatan alir 1 mllmenit. 



Tabel 6.  Luas area kromatogram larutan dye-inulin 
1000 pprn pada variasi massa suhu reaksi 

Kurva standar RBB digunakan untuk menghitung konsentrasi RBB pada larutan dye- 

inulin. Konsentrasi RBB dalam 10 mL larutan dye-inulin 1000 pprn pada variasi massa 

Rata-rata luas area 

4,8557 

1,3329 

0,0572 

Suhu reaksi ("C) 
40 

5 0 

60 

inulin dimuat pada Tabel 6.  Konsentrasi RBB dalam 10 mL larutan dye-inulin 1000 pprn 

pada variasi suhu reaksi dimuat pada Tabel 7. 

Luas area 
4,6059 
5,794 1 
4,1672 
1,7092 
1,1979 
1,0916 
0,0608 
0,0736 
0,0373 

Tabel 7. Konsentrasi RBB dalam 1000 pprn larutan dye-inulin dan massa RBB 
dalam dye-inulin pada variasi massa inulin 

Tabel 8. Konsentrasi RBB dalam 1000 pprn larutan dye-inulin dan massa RBB 
dalam dye-inulin pada variasi suhu reaksi 

Massa RBB dalam total sampel 
dye-inulin yang terbentuk (g) 
0,0237 
0,1157 
0,1927 

Massa inulin (g) 

2 
4 
6 

Reaksi antara inulin dan RBB bukan merupakan reaksi stoikiometri yang pasti. 

Konsentrasi RBB dalam 1000 pprn 
larutan sampel dye-inulin (pprn) 
14,5684 
13,9118 
34,0430 

Molekul inulin terdiri dari untai polimer dengan derajat polimerasi (DP) yang bervariasi. 

Massa RBB dalam total sampel 
dye-inulin yang terbentuk (g) 
0.0943 
0,1157 
0,0470 

Suhu reaksi ("C) 

40 
5 0 
60 

Reaksi pembentukan dye-inulin dari reaksi antara inulin dan RBB adalah pembentukan 
22 - 

Konsentrasi RBB dalam 1000 pprn 
larutan sampel dye-inulin (ppm) 
29,3627 
13,9118 
08,3 167 



senyawa kompleks. Kompleks inulin-RBB terjadi melalui interaksi antara gugus atom 0 

pada posisi kedua dari monomer fruktosa dalam inulin dengan atom C pada RBB. Dengan 

1 demikian diperkirakan setiap molekul RE3B dapat terikat pada monomer fruktosa molekul 

I inulin, tetapi tidak setiap monomer fruktosa pada molekul inulin mengikat RBB. 

Proses pengikatan RBB pada monomer fruktosa molekul inulin dipengaruhi oleh 

suhu dan jumlah inulin yang direaksikan. Pada suhu 40°C menghasilkan dye-inulin yang 

mengandung RBB lebih tinggi dibandingkan pada suhu 50 dan 60°C. Hal menarik disini 

adalah jumlah dye-inulin yang dihasilkan paling tinggi pada suhu reaksi 50°C yaitu 8,3 165 

g. Jumlah ini lebih tinggi dibandingkan jumlah inulin dan RBB yang direaksikan yaitu 4,5 

g (49 inulin + 0,5g RBB). 

Pengujian pada larutan dye-inulin yang disintesa pada suhu 50°C dengan larutan 

BaClz dan Ag3P04 ternyata terdapat endapan putih. Endapan putih tersebut adalah BaS04 

dan AgnP04. Pembentukan B a s 0 4  dan Ag3P04 terjadi karena pada dye-inulin masih 

terdapat Na2S04 dan NanP04 yaitu garam yang ikut ditambahkan pada proses pembuatan 

dye-inulin. Kedua senyawa ini tidak terdeteksi pada kondisi pengukuran RBB pada dye- 

I inulin secara HPLC 

Jumlah massa inulin yang direaksikan dengan sejumlah massa RBB mempengaruhi 

I jumlah dye-inulin yang terbentuk. Semakin besar massa inulin yang direaksikan dengan 

I M B ,  konsentrasi RBB dalam dye inulin juga makin besar. Semakin besar konsentrasi 
I 

1 RBB yang terikat pada dye-inulin, semakin berwarna biru dye-inulin tersebut. Dengan 

demikian dari data ini semakin kuat dugaan bahwa setiap molekul RBB dapat terikat pada 

monomer h k t o s a  molekul inulin, tetapi tidak setiap monomer fruktosa pada molekul 

I inulin mengikat RBB. Proses pengikatan RBB pada polimer molekul inulin dipengaruhi 

oleh jumlah inulin yang direaksikan dan suhu reaksi RBB dan inulin. Dengan kata lain 
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dapat dinyatakan bahwa tidak ada yang dapat dijadikan sebagai pembatas reaksi pada 

reaksi antara inulin dan RBB. 

Pada proses reaksi inulin dengan RBB pada variasi massa inulin dan suhu reaksi, 

tidak semua RBB terilrat pada inulin. Hal ini ditandai dengan pencucian dye-inulin sampai 

sekitar 5 kali menghasilkan supernatan yang berwarna biru. Pencucian dye-inulin 

dihentikan jika supematan tidak berwarna lagi. Jumlah RBB paling banyak terikat pada 

setiap gram dye-inulin adalah pada reaksi 6 g inulin dengan 0,5 g RBB pada suhu teaksi 

40°C (Tabel 7). Jumlah pengotor paling banyak pada pembentukan dye-inulin adalah pada 

reaksi 4 g inulin dengan 0,5 g RBB pada suhu reaksi 50°C (Tabel 3) 



BAB. VI 

KESlMPULAN DAN SARAN 

6.1. Kesimpulan 

Penentuan kadar RBB pada dye-inulin secara HPLC menggunakan kolom ODs C 18, 

h 592 nm, fasa gerak etanol-air (60%:40%) kecepatan alir 1 mL1menit disimpulkan bahwa: 

1. Kadar RBB dalam dye-inulin pada varasi massa inulin 2g, 4g dan 6 g yang direaksikan 

dengan 0,5 g RBB berturut turut adalah 14,5684 pprn, 13,9118 ppm, 34,0430 ppm. 

2. Kadar RBB dalam dye-inulin pada varasi suhu reaksi 40, 50 dan 60°C berturut turut 

adalah 29,,3627 ppm, 13.91 18 ppm, 8.3 167 ppm 

6.2. Saran 

Berdasarkan penemuan pada penelitian ini, disarankan : 

1. Meneliti lanjut penentuan kadar pengotor dalam dye-inulin 

2. Meneliti lanjut kadar inulin dalam dye-inulin 
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