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ABSTRAK

RUSWANDI : Penentuan Kadar Fruktosa Hasil Hidrolisis Inulin dengan
DNS Sebagai Pengoksidasi.

Kadar fruktosa hasil hidrolisis inulin dapat ditentukan secara mudah dan
praktis dengan reagen DNS. Tujuan penelitian adalah untuk menentukan kondisi
optimum reaksi antara fruktosa dengan reagen DNS dan untuk menentukan kadar
fruktosa hasil hidrolisis inulin. Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah
spektronik 20 D dan HPLC, Fase gerak pada HPLC adalah etanol:air dengan
berbagai perbandingan. Kolom yang digunakan adalah ODS C-18, C-8, dan CLC-
Sil. Reaksi fruktosa dengan reagen DNS memiliki Amaks 499 nm, volume optimum
larutan fruktosa adalah 100 pL, pH optimum fruktosa adalah 4,5 dan waktu
kestabilan warna DNS tereduksi pada waktu menit ke-30. Hasil analisis DNS
tereduksi menggunakan HPLC tidak memberikan pemisahan yang baik pada tipe
kolom ODS C-18, C-8 dan CLC-Sil dengan beberapa variasi fase gerak etanol:air,
sehingga untuk pengukuran selanjutnya digunakan spektronik 20 D. Kadar
fruktosa hasil hidrolisis inulin dengan konsentrasi 0,5 %, 1 %, dan 2,5% inulin
adalah 183,6 pug/mL, 295,6 ug/mL, dan 512,6 pg/mL.

Kata Kunci : Inulin, Inulinase, Fruktosa, DNS, HPLC, Spektronik 20 D.
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BAB I
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Penggunaan inulin di bidang industri pangan sangat pesat, khususnya pada
industri minuman dan makanan. Inulin dapat dijadikan raw material untuk
pembuatan fruktosa. Inulin merupakan polimer mengandung 2 sampai 70 unit
fruktosa yang dihubungkan satu sama lain dalam rantai lurus oleh ikatan B-2,1
fruktosil-fruktosa dan mempunyai glukosa pada ujung awal rantainya (Franck dan
De Leenheer, 2003). Inulin jika dihidrolisis akan menghasilkan gula pereduksi
yaitunya fruktosa dan FOS (fructoligosacarida). Fruktosa mempunyai tingkat
kemanisan 1,7 kali lebih manis dibandingkan sukrosa. Fruktosa dan FOS banyak
dimanfaatkan pada industri makanan, minuman, dan industri obat-obatan
(Raharja, 2006).

Fruktosa juga dapat dihasilkan dari hidrolisis pati. Pembuatan fruktosa dari
inulin lebih menguntungkan karena hanya memerlukan satu jenis enzim yaitu
enzim inulinase, sedangkan pembuatan fruktosa dari pati membutuhkan 3 enzim
yaitu amilolisis pati dengan katalis o-amilase dan amiloglukosidase, diikuti
dengan pengubahan glukosa ke fruktosa yang dikatalisis oleh glukosa isomerase.
Proses ini menghasilkan maksimal hanya sekitar 42% fruktosa, sisanya 50%
glukosa dan 8% oligosakarida. Hidrolisis inulin menggunakan katalis inulinase
dapat menghasilkan 98% fruktosa (L. Zittan, 1981), sehingga pembuatan fruktosa
dari hidrolisis inulin lebih efektif dan efisien dibandingkan dengan pati.

Enzim Inulinase merupakan biokatalis hidrolisis inulin menghasilkan FOS

atau fruktosa. Enzim inulinase dapat dihasilkan oleh bakteri, jamur, maupun



tumbuh-tumbuhan. Enzim inulinase juga terdapat pada bakteri yang diisolasi dari
umbi dahlia. FOS dihasilkan dari pemutusan -2,1, glikosida pada bagian internal
dari inulin, sedangkan fruktosa dihasilkan dari pemutusan -2,1, glikosida pada
ujung non pereduksi secara berurutan (Baston & Barna, 2013).

Kadar fruktosa atau gula pereduksi dapat ditentukan dengan beberapa cara
yaitu dengan metode kolorimetri dan kromatrografi. Metode kolorimetri lebih
sederhana dan ekonomis namun metode ini tidak memberikan hasil yang akurat
karena dapat dipengaruhi oleh karbohidrat lain dalam sampel (Wang, et, al.,
2010), sehingga metode kromatografi lebih banyak diterapkan untuk tujuan
analisis karena lebih sederhana dan memiliki sensitivitas yang tinggi. Teknik
kromatografi yang digunakan adalah HPLC (high performance liquid
chromatoghaphy). Pada penelitian ini fruktosa hasil hidrolisis inulin direaksikan
dengan reagen DNS (Dinitrosalisilat), dimana reagen DNS (Dinitrosalisilat) ini
awalnya berwarna kuning bereaksi dengan fruktosa akan menghasilkan warna
jingga kemerahan (Kusmiati dan Agustini, 2010) yang dapat dideteksi melalui
HPLC dan spektrofotometer UV-Vis. Detektor yang digunakan dalam HPLC
untuk penelitian ini adalah UV-Vis dengan kolom C-18, kolom C-8, dan kolom
silika. Detektor serapan UV-Vis ini dapat digunakan untuk menganalisis
komponen dalam sampel dengan kadar yang sangat kecil yaitu dalam jumlah
nanogram (10°°).

Pada penelitian sebelumnya belum ada yang melakukan penelitian yang
berkaitan dengan penentuan kadar fruktosa hasil hidrolisis inulin dengan HPLC,

sehingga merujuk pada penelitian yang berkaitan dengan penentuan inulin dengan



HPLC yaitunya menurut R.Dall” Amico, dkk (1995), menentukan kadar inulin
dalam plasma dan urin menggunakan HPLC reversed phase. Fase gerak yang
digunakan adalah asetonitril - 3,2 mM HCI (60:40 v/v) pH 2,5 dan fase diam yang
digunakan adalah kolom C18. Reagen yang digunakan untuk direaksikan dengan
inulin adalah hydroxymethilfuraldehye (HMF). Selain HMF ada reagen lain yang
digunakan yaitu DNS (Dinitrosalisilat). Menurut Wang et al, 2010, melaporkan
tentang penentuan inulin dengan menggunakan HPLC (High performance liquid
chromatography), dimana reagen yang digunakan untuk direaksikan dengan inulin
adalah reagen DNS (Dinitrosalisilat), dengan detektor reflative index, dan kolom
yang digunakan adalah SCR 101C sebagai merk dagang yang bersifat non polar
yaitu ODS 4,6 mm x 25 cm, fase gerak yang digunakan deionzed water pada suhu
80°C. Berdasarkan beberapa penelitian yang telah dilaporkan di atas, peneliti
tertarik untuk menentukan fruktosa hasil hidrolisis inulin menggunakan HPLC
dengan reagen DNS.

DNS (Dinitrosalisilat) merupakan senyawa aromatis yang jika bereaksi
dengan gula pereduksi akan membentuk asam 3-amino-5-nitrosalisilat, yakni
senyawa yang dapat menyerap radiasi gelombang elektromagnetik pada panjang
gelombang maksimum 550 nm (Kusmiati dan Agustini, 2010). Semakin tinggi
kadar gula pereduksi yang terdapat dalam sampel, maka akan semakin banyak
pula molekul asam 3-amino-5-nitrosalisat yang terbentuk, sehingga absorbansi
sampel akan semakin tinggi.

Reaksi gula pereduksi dengan reagen DNS (Dinitrosalisilat) merupakan

reaksi redoks dimana gugus aldehid yang bertindak sebagai pereduksi akan



teroksidasi menjadi karboksil, sedangkan DNS (Dinitrosalisilat) yang bertindak
sebagai oksidator akan tereduksi membentuk asam 3-amino dan 5-nitrisalisat.
Apabila terdapat gula pereduksi pada sampel, maka larutan DNS (Dinitrosalisilat)
yang awalnya berwarna kuning bereaksi dengan gula pereduksi akan
menimbulkan warna jingga kemerahan. Reaksi ini berlangsung pada suasana basa
dan suhu 100°C (Kusmiati dan Agustini, 2010).

Berdasarkan uraian di atas peneliti tertarik untuk menentukan kondisi
optimum pada reaksi oksidasi reduksi antara fruktosa dengan reagen DNS
(Dinitrosalisilat) serta mengujinya menggunakan spektronik 20 D dan HPLC.
Kondisi analisis yang diperoleh digunakan untuk penentuan kadar fruktosa hasil
hidrolisis inulin. Untuk itu peneliti tertarik melakukan penelitian dengan judul
adalah ““ Penentuan Kadar Fruktosa Hasil Hidrolisis Inulin dengan DNS sebagai
Pengoksidasi ™.

1.2 Rumusan Masalah

Rumus masalah pada penelitian ini adalah :

1. Bagaimana pengaruh variasi volume larutan fruktosa, variasi pH, variasi
konsentrasi reagen DNS serta waktu kestabilan warna dan panjang
gelombang maksimum antara fruktosa dengan reagen DNS ?

2. Bagaimana pengaruh fasa gerak pada analisis fruktosa melalui reaksi
redoks dengan reagen DNS menggunakan HPLC ?

3. Bagaimana hasil analisis fruktosa hasil hidrolisis inulin menggunakan

HPLC dan spektronik 20 D ?



1.3 Batasan Masalah

Agar penelitian lebih terfokus maka, batasan masalah dari penelitian ini

adalah sebaga berikut:

1. Kondisi optimum hasil reaksi antara fruktosa dengan reagen DNS yang
ditentukan adalah panjang gelombang maksimum, volume optimum
larutan fruktosa, pH optimum, serta waktu optimum kestabilan warna yang
terbentuk dan konsentrasi optimum reagen DNS dengan mengunakan alat
spektronik 20 D.

2. Fasa gerak yang digunakan dengan alat HPLC adalah etanol-air dan kolom
yang digunakan adalah kolom C-18, kolom C-8, dan kolom silika

3. Variasi pH fruktosa adalah 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5; 6; 7; 8.

4. Konsentrasi inulin yang digunakan adalah 0,5 %, 1 %, dan 2,5 %

1.4 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah :.

1. Untuk menentukan kondisi optimum hasil reaksi antara fruktosa dengan
reagen DNS.

2. Untuk menentukan kondisi optimum dalam analisis fruktosa melalui reaksi
redoks dengan reagen DNS menggunakan HPLC.

3. Untuk menentukan berapa kadar fruktosa hasil hidrolisis inulin yang

dihasilkan.



1.5 Manfaat Penelitian
Manfaat penelitian ini adalah :
1. Mendapatkan kondisi optimum hasil reaksi antara fruktosa dengan reagen
DNS.
2. Mendapatkan kondisi optimum analisis fruktosa melalui reaksi redoks
dengan reagen DNS menggunakan HPLC.

3. Memberikan informasi kandungan fruktosa hasil hidrolisis inulin



BAB I
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Inulin
2.1.1 Pengertian Inulin

Inulin merupakan polisakarida dengan monomer fruktosa melalui ikatan 3-
2-1 fruktofuranosida yang diawali oleh suatu molekul glukosa (Arisa, 2016).
Ikatan p-2-1 fruktofuranosida adalah ikatan yang menghubungkan antara
monomer fruktosa (Kalminskaya et al., 2003). Inulin merupakan polimer alami
tergolong dalam karbohidrat. Monomer inulin adalah fruktosa yang jumlah pada
satu untai polimer bervariasi tergantung sumbernya. Sumber inulin banyak
terdapat di tumbuhan terutama pada akar dan umbi, terkhususnya pada tanaman
umbi dahlia. Antara monomer fruktosa pada inulin dihubungkan dengan ikatan (
2-1 ) residu B-D fruktorufuranosyl (Azhar, 2009). Struktur inulin dimuat pada

Gambar 1 adalah :

HOCH, o0
H
oS ch.on
o OH H
CH; o H
H
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0
/A H
OH H
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H OH

Gambar 1. Struktur inulin (Franck, 2003)



Formula molekul inulin dapat ditulis GFn atau Fn. GFn adalah fruktan
dengan ujung terminal glukosa, dimana G merupakan unit glukosa terminal, F
unit fruktosa, n nomor unit fruktosa atau derajat polimerisasi (DP). Fn adalah
fruktan tanpa ujung terminal glukosa. Jika 2 < DP < 10 dikenal dengan
oligofruktosa. DP inulin bervariasi tergantung sumbernya.

2.1.2 Sumber Inulin

Inulin banyak terdapat pada tanaman umbi dahlia, chicory dan jerusalem
artichoke. Sumber inulin yang banyak di Indonesia adalah umbi tanaman dahlia
yang dikenal sebagai tanaman hias, yang dimanfaatkan bunganya. Kandungan
inulin dalam umbi dahlia sekitar 60% (Sandiya, et al, 2014 ). Ada beberapa
tanaman yang dapat menghasilkan inulin dalam jumlah sedikit terdapat pada
bawang merah, bawang putih, asparagus, pisang, gandum, dan kecambah barley

(Bioma, 2008). Sumber inulin dari tumbuhan dapat dimuat pada Tabel 1.

Tabel 1. Sumber Inulin dari berbagai tumbuhan.

Sumber Inulin Bagian pada tumbuhan Kandungan Inulin (%
dari Berat segar)

Bawang merah Umbi 2-6
Jerusalem artichoke Akar 14-16
Dahlia Umbi 9-12,5
Chicory Akar 15-20
Daun bawang Umbi 3-10
Bawang putih Umbi 9-16
Pisang Buah 0,3-0,7
Gandum Sereal 0,5-1
Barley Sereal 0,5-1,5
Dendelion Daun 12-15
Burdock Akar 3,5-4
Camas Umbi 12-22
Murnong Akar 8-13
Yacon Akar 3-19
Salsify Akar 4-11

(Kango & Jain, 2011).




2.1.3 Sifat inulin

Inulin berbentuk bubuk berwarna putih, bersifat amorf, tidak berbau, dan
higroskopik. Inulin tidak larut dalam air dingin, tetapi larut dalam air panas.
Rumus molekul inulin adalah CgH1105(CeH1005),OH, berat molekul inulin
merupakan polimer yang tergantung pada jumlah monomernya. Derajat
polimerisasi inulin adalah 2 sampai 70 dan kemurnian inulin tidak boleh kurang
dari 94% dan tidak boleh lebih dari 102% setelah kering. Pada konsentrasi tinggi
(>25% inulin dalam air) inulin akan menyerupai gel dan berbentuk partikel-
partikel gel sesudah pengadukan. Fruktan yang diaduk dengan kecepatan tinggi
akan membentuk struktur berupa krim putih. Kekuatan gel yang terbentuk dari
inulin bergantung pada konsentrasi inulin yang digunakan, kecepatan pengadukan,
suhu, waktu, tekanan, dan alat pengaduk yang digunakan, akan tetapi pH tidak
berpengaruh pada pH 4-9. Inulin dapat meningkatkan stabilitas emulsi, maka dari
itu inulin dapat digunakan sebagai pengganti bahan penstabil dalam produk susu,
es krim, dan saus (Franck dan De Leenheer, 2003). Foto serbuk inulin dimuat

pada Gambar 2.

Gambar 2. Inulin dari umbi dahlia ( Nora, 2015 ).
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3.1.4 Proses Hidrolisis Inulin

Polisakarida jika dihidrolisis menghasilkan sejumlah monosakarida, dan
oligosakarida yang terdiri dari dua sampai enam gula monosakarida.
Monosakarida tidak dapat dihidrolisis menjadi bagian yang lebih kecil (Azhar,
2016). Pada kondisi sangat asam, ikatan (2 1) pada tiap unit fruktosa dari
inulin dapat terhidrolisis membentuk satuan unit fruktosa dan FOS. Hal ini akan
terjadi lebih cepat pada keadaan pH rendah, suhu tinggi dan tingkat kekeringan
bahan yang rendah. Meskipun dalam keadaan asam, tingkat hidrolisis inulin dapat
ditekan pada keadaan bahan yang kering, dan disimpan pada suhu rendah
(<10°C). Peningkatan suhu dan suasana pH yang ekstrim dapat meningkatkan laju
reaksi hidrolisis inulin (Franck dan De Leenheer, 2003).

Reaksi hidrolisis inulin juga bergantung dari jenis ikatan glikosida.
Misalnya, ikatan glukosil-fruktosil 4-5 kali lebih resisten terhadap hidrolisis asam
dibandingkan dengan ikatan fruktosil-fruktosil. Pemutusan ikatan glikosida pada
inulin dengan penambahan air dikenal dengan reaksi hidrolisis. Reaksi ini akan
menyebabkan terjadinya dekomposisi polimer inulin membentuk komponen-
komponen monosakarida (Barclay, et al., 2012). Inulin yang dihidrolisis akan
menghasilkan fruktosa dan fruktooligosakarida (FOS) dengan katalis inulinase
sesuai dengan persamaan reaksi berikut :

Inulin + H,O ™" Fruktosa + FOS

Fruktosa yang terbentuk melalui hasil hidrolisis inulin dapat dideteksi

menggunakan HPLC. Fasa gerak yang digunakan dalam penentuan kadar fruktosa

hasil hidrolisis inulin yaitu etanol-Air. Fasa diam dapat digunakan pada HPLC
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yaitu kolom ODS C-18, kolom C-8 dan kolom CLC-Sil. Detektor yang digunakan
pada HPLC dalam analisis fruktosa hasil hidrolisis inulin yaitu UV-Vis pada
panjang gelombang 550 nm (Kusmiati dan Agustini, 2010). Hasil analisis fruktosa
dapat diamati dari nilai waktu retensi dan luas puncak yang dihasilkan dalam
pengukuran. Waktu retensi merupakan waktu yang dibutuhkan oleh senyawa
untuk bergerak melalui kolom menuju ke detektor. Luas puncak menunjukkan
konsentrasi fruktosa hasil hidrolisis.

Pada penentuan kadar fruktosa hasil hidrolisis inulin ditambahkan dengan
reagen DNS agar terbentuk warna yang akan diinjeksikan ke dalam HPLC melalui
injektor dengan bantuan syringe. Kemudian fasa gerak akan didorong ke dalam
kolom menggunakan pompa. Di dalam kolom terjadi pemisahan komponen-
komponen cuplikan. Komponen-komponen cuplikan tersebut akan masuk ke
dalam detektor UV-Vis untuk mendeteksi komponen tersebut. Hasil yang
diperoleh berbentuk kromatogram yang ditampilkan di layar.

2.2 Enzim Inulinase

Enzim inulinase merupakan biokatalis dari hidrolisis inulin yang
menghasilkan fruktosa atau FOS. Enzim dapat dihasilkan oleh bakteri, jamur,
maupun tumbuh-tumbuhan. FOS dihasilkan dari pemutusan -2,1, glikosida pada
bagian internal dari inulin, sedangkan fruktosa dihasilkan dari pemutusan 3-2,1,
glikosida pada ujung non pereduksi secara berurutan (Baston & Barna, 2013).

Enzim inulinase pertama kali diisolasi dari tanaman yang mengandung
inulin yaitu dari familia Compositae. Enzim inulinase dapat diisolasi dari

golongan jamur seperti Aspergillus sp, Penicillium sp, Chrysosporium sp, Khamir
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(yeast) Kluyveromyces sp, Candida sp, Debaromyces dan Saccharomyces sp dari
bakteri seperti Arthrobacter sp, Flavobacterium sp dan Bacillus sp (Wijarnaka,
2002). Produksi inulinase ekstraseluler dari Bacillus polymyxa 29, B. Polymyxa
722, dan B. Subtilis 68 berkisar pada suhu 33- 35 °C, pada pH 7, dengan waktu
inkubasi selama 72 jam (Zherebtsou, 2003).
2.2.1 Struktur Inulinase
Tingkatan struktur inulinase adalah struktur primer, struktur sekunder, dan

stuktur tersier. Inulinase tidak menpunyai struktur quartener.
a. Struktur Primer

Struktur primer merupakan urutan-urutan residu asam amino yang tersusun
pada suatu polipeptida. Struktur ini terbentuk melalui ikatan kovalen antara gugus
a-amina pada residu asam amino yang satu dengan gugus o-karboksil pada residu
asam amino yang berada di sebelahnya. Ikatan tersebut dinamakan ikatan peptida
atau ikatan amida. Pada basis data Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb),
struktur primer suatu protein dapat ditulis seperti tatanan huruf, dimana pada
setiap huruf merupakan kode residu asam amino penyusun protein tersebut.
Gambar 3 dimuat struktur primer inulinase dari Aspergillus awamori yang

memiliki 518 residu asam amino.



1 FNYDQPYRGQ
61 HWEEKPVALL
121 SGQTVOEDQQ
181 KWVVVTSIAE
241 ITSGLNPGGP
301 GLSLNDHVHI
361 NKRPIYSRTF
421 DFARQQIFLD

YHESPQENWM
ARGEFGSDVTE
SQSIAYSLDD
LHELAIYTSD
PGTVGSGTQY
GWMNNWOYGA
ETLSEGSTNT
RTHSGDVSED

NDPNGLLYHN
MYFSGSAVAD
GLTWTTYDARA
NLEDWELVSE
FVGEFDGTTFE
NIPTYPWESA
TTTGETEFEVD
ETFASVYHGE

GTYHLFEFQYN
VNNTSGEGED
NEVIENPESP
FGPYNAQGGV
TPDADTVYPG
MATPRHMALK
LSFSAKSEAS
LTPDSTGVVK

PGGIEWGNIS
GETPLVAMYT
YEAEYQNERD
WECPGLVELP
NSTANWMDWG
TIGSKATLVQ
TEFAIRLEASA
LSIEFVDRSSV

WGHAISEDLT
SYYPVAQTLE
PEVEWHDESQ
LDSGNSTERV
PDFYAAAGYN
QPQEAWSSIS
NETEQTLVGEY
EVFGGQGETT

13

481 LTAQIFP3SD AVHARLASTG GTTEDVRADI YEIASTWN

Gambar 3. Struktur primer inulinase dari Aspergillus awamori (kode PDB:
1Y4W)

b. Struktur Sekunder

Struktur sekunder terbentuk karena adanya ikatan hidrogen antara gugus
=CO dan -NH di sepanjang rantai polipeptida. Contoh struktur sekunder adalah o-
heliks dan p-sheet. Struktur a-heliks terbentuk karena adanya ikatan hidrogen
antara atom O (gugus =CO) dengan atom H (gugus —NH) pada ikatan peptida di
sepanjang rantai polipeptida. Struktur sekunder S-sheet terbentuk melalui ikatan
hidrogen antara atom O (gugus =COQO) dengan atom H (gugus —NH) pada ikatan
peptida lain dalam rantai peptida yang tidak sama. f-sheet dapat ditemukan
antiparalel dan paralel. Keduanya berbeda dalam hal pola ikatan hidrogennya.
Gambar 4 merupakan posisi struktur sekunder pada inulinase. Tanda panah pada
Gambar 4 merupakan residu domain yang terdiri dari 353 residu g-Propeller dan
165 residu p-Sandwich. Sebuah domain dapat didefinisikan sebagai bagian dari
sebuah rantai polipeptida yang stabil secara bebas atau dapat mengalami

pergerakan sebagai sebuah kesatuan tunggal dengan respect ke seluruhan protein.
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Gambar 4. Posisi struktur sekunder inulinase dari Aspergillus awamori (Kode
PDB: 1Y9G).

c. Struktur Tersier

Struktur tersier terjadi karena melipatnya struktur sekunder karena adanya
interaksi gugus pada rantai samping residu asam amino, yaitu interaksi hidrofobik,
ionik, ikatan hidrogen, gaya dispersi van der Waals dan jembatan disulfida
sehingga membentuk struktur tiga dimensi. Gambar 5. merupakan Struktur tersier

endoinulinase dari Aspergillus ficuum.



15

Gambar 5. Struktur tersier endoinulinase dari Aspergillus ficuum (Kode PDB:
3RWK)

Syarat utama enzim berkerja pada substrat adalah terjadinya kontak antara
enzim dengan subtrat pada bagian tertentu. Bagian enzim yang mengadakan
kontak dengan substrat dinamakan sisi aktif enzim. Kontak antara enzim dengan
substrat dapat menyebabkan terjadinya kompleks enzim substrat yang bersifat
sementara dan akan terurai lagi apabila reaksi yang diinginkan telah terjadi.
Bagian aktif inulinase akan memutus ikatan B- 2,1 -fruktosida dari molekul inulin
(Zharebtsou, 2003). Pemutusan ini akan membentuk kompleks enzim subtrat yang
akan direaksikan dengan air sehingga menbentuk fruktosa dan menghasilkan

enzim kembali.



16

2.3 Produk Hasil Hidrolisis Inulin

Inulin yang akan dihidrolisis akan menghasilkan gula pereduksi yaitunya
fruktosa dan FOS (fructoligosakarida).
2.3.1 Fruktosa

Fruktosa adalah suatu heksulosa, disebut juga levulosa karena memutar
bidang polarisasi ke kiri. Fruktosa merupakan gula termanis, terdapat dalam madu
dan buah-buahan bersama glukosa. Fruktosa dapat terbentuk dari hidrolisis suatu
disakarida yang disebut sukrosa dan fruktosa adalah salah satu gula pereduksi.

Fruktosa juga dapat dihasilkan dari hidrolisis pati, tetapi hidrolisis inulin
lebih menguntungkan karena hanya memerlukan satu jenis enzim yaitu enzim
inulinase, sedangkan hidrolisis pati membutuhkan 3 enzim yaitu amilolisis pati
dengan katalis a-amilase dan amiloglukosidase, diikuti dengan pengubahan
glukosa ke fruktosa yang dikatalisis oleh glukosa isomerase. Proses ini
menghasilkan maksimal hanya sekitar 42% fruktosa, sisanya 50% glukosa dan 8%
oligosakarida. Hidrolisis inulin menggunakan Kkatalis inulinase menghasilkan
kurang lebih 98% fructosa (L. Zittan, 1981). Gambar 6. merupakan struktur

fruktosa.

CH,OH
¢—o
H:::—é —H
H—(!_‘. —OH
H—{l_‘ —OH
éniou

Gambar 6. Struktur fruktosa (Azhar, 2016).
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2.3.2 FOS (Fruktoligosakarida)

FOS merupakan kelas karbohidrat yang terkandung di beberapa tanaman
secara alami. FOS dapat ditemukan pada bawang, artichoke, inulin dan tumbuhan-
tumbuhan lainnya. FOS umumnya digunakan sebagai pemanis pengganti sukrosa
karena rendah kalori dalam produk seperti kue, roti, permen, produk susu, dan
beberapa minumam. FOS dapat terbentuk dari hasil sintesis sukrosa dengan
bantuan enzim transfruktosilase atau dengan hidrolisis enzimatik terkontrol dari
ekstrak alami.

FOS merupakan oligosakarida yang terdiri dari monomer fruktosa yang
dihubungkan oleh ikatan glikosida. Oligosakarida merupakan rantai gula dengan
jumlah 3 — 20 unit. FOS memiliki struktur GFn atau Fm, dengan huruf G
menunjukkan satu terminal glukosa, F merupakan unit fruktosa, dan huruf n dan
m menunjukkan banyaknya unit fruktosa dalam oligomer FOS. Antar unit
fruktosa penyusunnya terdapat ikatan yang tidak dapat dipecah oleh enzim
pencernaan, yaitu ikatan B(2-1). FOS memiliki nilai DP yang lebih rendah dari
inulin, yaitu berkisar antara 2 — 8 (Franck, 2003). Struktur FOS dimuat pada

Gambar 7.

Gambar 7. Struktur FOS (fruktoligosakarida) (Jing Li, et al,. 2014).
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2.4 DNS (Dinitrosalisilat)

DNS adalah asam dinitro salisilat. DNS umumnya dapat digunakan sebagai
pereaksi pada reaksi redoks dengan gula pereduksi, contohnya glukosa dan
fruktosa. DNS merupakan senyawa aromatis yang jika bereaksi dengan gula
pereduksi akan membentuk asam 3-amino-5-nitrosalisilat, yakni senyawa yang
dapat menyerap radiasi gelombang elektromagnetik pada panjang gelombang
maksimum 550 nm (Kusmiati dan Agustini, 2010). Semakin tinggi kadar gula
pereduksi yang terdapat dalam sampel, maka akan semakin banyak pula molekul
asam 3-amino-5-nitrosalisat yang terbentuk, sehingga absorbansi sampel akan
semakin tinggi.

Metode analisis dengan reagen DNS terlihat lebih spesifik untuk
mengetahui seberapa besar kadar gula pereduksi yang terdapat dalam sampel.
Selain itu metode analisis kadar gula pereduksi menggunakan reagen DNS
merupakan metode yang paling banyak digunakan untuk menentukan kadar gula
pereduksi. Reagen dinitrosalisilat (DNS) dapat dibuat dengan melarutkan asam
3,5-dinitrosalisilat, NaOH, Na,SOs;, Na-K-tartarat, fenol, dan aquades. DNS
memiliki pH basa sehingga fruktosa mudah untuk teroksidasi karena berada pada
kesetimbangan dengan dua aldehida diestereometrik serta penggunaan suatu zat
antara tautomerik enadiol (Fessenden, 1982). Penggunaan DNS bisa
menghasilkan intensitas absorbansi yang meningkat pada pengukuran dengan
selang waktu 24 jam, akan tetapi jika DNS ditambahkan fenol dan sulfit akan
mempertahankan kestabilan intensitas kompleks warna sekaligus dapat dilakukan
penundaan pengukuran absorbansi pada selang 24 jam. Penambahan fenol

berfungsi untuk menstabilkan warna, sedangkan sulfit dapat menanggulangi
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kelarutan oksigen yang dapat mengoksidasi gula pereduksi (Rahmansyah, 2003).

Gambar 8 adalah struktur dari DNS.

Gambar 8. Struktur DNS (Miloski, et al,. 2008).

2.5 Reaksi Fruktosa dengan Reagen DNS

Gula pereduksi dapat bereaksi dengan reagen DNS. Reaksi gula pereduksi
dengan reagen DNS merupakan reaksi redoks dimana gugus aldehid yang
bertindak sebagai pereduksi akan teroksidasi menjadi karboksil, sedangkan DNS
yang bertindak sebagai oksidator akan tereduksi membentuk asam 3-amino dan 5-
nitrisalisat. Jika terdapat gula pereduksi pada sampel, maka larutan DNS yang
awalnya berwarna kuning bereaksi dengan gula pereduksi dalam suhu tertentu
menimbulkan warna jingga kemerahan. Reaksi berlangsung pada suasana basa
dan suhu yang tinggi 100°C (Kusmiati dan Agustini, 2010). Reduksi DNS
terhadap gula pereduksi berjalan cepat dan sempurna diperlukan pemanasan
100°C selama 15 menit, sehingga diperoleh pembentukan warna yang lebih

intensif. Gambar 9 adalah reaksi fruktosa dengan reagen DNS (Miller, 1959).



Tahap | proses tautomerik

CH2O

C=0

HO—C—H

H—C—0OH

H—C—0OH

CH,OH
Fruktosa

CHOH

C—OH

7/

]

H—C—0OH

H—C—0OH

I
CH,OH

D - fruktositol

Tahap Il reaksi D-glukosa dengan DNS (Dinitro Salisilat).

CHO
B~ E

HO—C—H
H—C—
B —C B

CH.OH
D - glukosa

CO.H
|
H—C—0OH
O, 20 |
SN HO—C—H
HO |
o H—C—OH
HO | N7 |
1\
0 e} H—C—0OH
DNS (dinitro '
salisilat) CH,OH
Asam D -
glukonat

HO—C—H N
|  S—

20

CHO

H—C—OH

HO—C—H

H—C—OH

H—C—0OH

[
CH,OH

D - glukosa

Asam 3-
amino-5-
nitrosalisat

Gambar 9. Reaksi fruktosa dengan reagen DNS (Miloski, et al. 2008).

2.6 High Performance Liquid Chromatography ( HPLC)
Kromatrografi adalah suatu proses pemisahan campuran didasarkan atas

perbedaan distribusi dari komponen-komponen campuran tersebut diantara dua

fase, yaitu fase diam (padat atau cair) dan fase gerak (cair atau gas).

Kromatrogarfi merupakan suatu metode pemisahan fisik dimana komponen —

komponen yang dipisahkan distribusikan di antara dua fase, salah satu fase

tersebut adalah suatu lapisan stasioner dengan permukaan yang luas, yang lainnya
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sebagai fluida yang mengalir lembut di sepanjang landasan stasioner ( Day R.A
dan Underwood, 2002).

Jenis kromatrografi berdasarkan fase gerak yang digunakan dibedakan
menjadi dua golongan besar yaitu kromatografi gas dan kromatografi cair.
Kromatografi dapat dibagi atas : kromatografi kertas, koromatografi lapis tipis,
High Performance Liquid Chromatoghaphy (HPLC), dan kromatografi gas
(Olivia, 2013).

Kromatrografi cair kinerja tinggi (KCKT) atau biasa disebut dengan HPLC
(High Performance Liquid Chromatoghaphy) dikembangkan pada akhir tahun
1960an dan awal tahun 1970an. HPLC merupakan suatu metode kromatografi
yang menggunakan suatu padatan, cairan, resin ion (ion exchange resin) atau
berpori (porous polymer) pada kolom sebagai fasa diam, sedangkan fasa gerak
berupa suatu cairan yang melewati pada tekanan tinggi. Teknik analisis
menggunakan HPLC sudah luas digunakan untuk analisa sampel dan permurnian
dalam variasi sampel baik dalam bidang farmasi, bioteknologi, lingkungan,
polimer, industri minuman dan makanan (Settle, 1997). Inulin yang dihidrolisis
menghasilkan gula pereduksi yaitunya fruktosa dan FOS dapat dianalisa melalui
HPLC.

2.4.1 Prinsip Kerja HPLC

Prinsip kerja HPLC adalah dengan bantuan pompa, fasa gerak cair dialirkan
melalui kolom tipe agilent ODS C18 ke detektor UV-Vis, sehingga cuplikan akan
dimasukan dalam injektor dengan penyuntikan. Di dalam kolom terjadi pemisahan

komponen — komponen campuran karena perbedaan kekuatan interaksi antara
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solute-solut terhadap fasa diam. Zat yang kurang kuat interaksinya dengan fasa
diam akan keluar dari kolom terlebih dahulu, sebaliknya zat yang kuat
interaksinya dengan fasa diam akan keluar dari kolom lebih lama. Setiap
komponen campuran yang dideteksi oleh detektor kemudian direkam dalam

bentuk kromatogram (Hendayana, 2010). Skema HPLC dimuat pada Gambar 10.

ambar 10. Skema kerja HPLC (Mayer, 2010 ).

2.4.2 Fase Diam

Pada kromatografi cair-cair, fase diamnya adalah cairan yang dilapisi pada
permukaan zat padat penyangga dan dipakai sebagai bahan isian (packing
material) untuk kolom yang terdiri dari 3-10 um partikel silika porous. Fase diam
secara parsial dapat larut dalam fase gerak, yang menyebabkan fase diam tersebut
dapat keluar dari kolom terus menerus. Untuk mencegah kehilangan fase diam
tersebut, maka fase diam tersebut berikatan secara kovalen dengan partikel silika
di dalam kolom. Kebanyakan fase diam pada HPLC berupa silika yang
dimodifikasi secara kimiawi, silika yang tidak dimodifikasi atau polimer-polimer
stiren dan divinil benzen. Permukaan silika adalah polar dan sedikit asam karena

adanya residu gugus silanol (Si-OH).
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Silika yang dimodifikasi secara kimiawi dengan menggunakan reagen-
reagen yang akan bereaksi dengan gugus silanol dan menggantinya dengan gugus-
gugus fungsional yang lain. Hasil reaksi yang diperoleh disebut dengan silika fase
terikat yang stabil terhadap hidrolisis karena terbentuk ikatan-ikatan siloksan (Si-
O-0O-Si). Oktadesil silika (ODS atau Cig) merupakan fase diam paling sering
digunakan karena mampu memisahkan senyawa-senyawa dengan kepolaran yang
rendah, sedang maupun tinggi.

2.4.3 Fase Gerak

Fase gerak yang digunakan HPLC adalah berupa cair yang biasa disebut
eluen atau pelarut yang berfungsi membawa komponen-komponen campuran
menuju detektor (Hendayana, 2010). Fase gerak atau eluen biasanya terdiri dari
campuran pelarut yang dapat bercampur yang secara keseluruhan berperan dalam
daya elusi dan resolusi, yang ditentukan oleh polaritas keseluruhan pelarut,
polaritas fase diam, dan sifat komponen-komponen sampel. Untuk HPLC fase
normal (fase diam HPLC lebih polar daripada fase gerak), sedangkan untuk HPLC
fase terbalik (fase diam kurang polar dibandingkan fase gerak).

Pada umumnya fase gerak yang digunakan dalam HPLC adalah fase
terbalik. Fase terbalik adalah campuran metanol atau asetonitril dalam air dengan
berbagai perbandingan. Untuk penentuan kadar gula pereduksi hasil hidrolisis
inulin digunakan fase terbalik dimana campurannya adalah metanol dan air

dengan perbandingan tertentu.
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Adapun ciri-ciri yang harus dimiliki oleh fase gerak pada HPLC, yaitu :
A. Kemurnian tinggi (high purity), yaitu cairan eluen yang tidak
terkontaminasi.
B. Kestabilan tinggi, yaitu eluen yang tidak bereaksi dengan sampel
atau zat yang berfungsi sebagai fase diam.
C. Kekentalan rendah, yaitu kerapatan eluen sekecil mungkin.
D. Dapat melarutkan sampel, tidak mengubah kolom dan sifat kolom
serta cocok dengan detektor.
2.4.4 Komponen HPLC
A. Wadah Fase Gerak HPLC
Wadah fase gerak harus bersih dan lembam (inert). Wadah fase gerak biasanya
dapat menampung fase gerak antara 1 sampai 2 liter pelarut. Fase gerak sebelum
digunakan harus disaring terlebih dahulu untuk menghindari partikel kecil. Selain
itu, adanya gas dalam fase gerak juga harus dihilangkan sebab adanya gas
berkumpul dengan komponen lain terutama di pompa dan detektor sehingga akan
mengacaukan analisis (olivia, 2013).
B. Pompa
Pompa dalam HPLC berfungsi untuk mengalirkan fase gerak cair melalui
kolom yang berisi serbuk halus. Pompa yang sering digunakan dalam HPLC
adalah pompa reciprocating. Jenis pompa ini memiliki kelebihan adalah volume
internalnya kecil sekitar 35 — 400 pl, tekanan hingga 10.000 psi, kemampuan
untuk adaptasi menggunakan elusi gradien, aliran yang konstan sehingga terbebas

dari tekanan balik kolom dan akibat dari kekentalan solvent (Skoog, 2004).
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D. Injektor (penyuntikan sampel)

Injektor merupakan tempat untuk memasukkkan sampel ke kolom. Waktu yang
dibutuhkan oleh senyawa untuk bergerak melalui kolom menuju detektor adalah
waktu retensi. Waktu retensi diukur berdasarkan waktu dimana sampel
diinjeksikan sampai sampel menunjukkan ketinggian puncak yang maksimum dari
senyawa itu. Senyawa-senyawa yang berbeda memiliki waktu retensi yang
berbeda.

Sampel cair dan larutan disuntikkan secara langsung kedalam fase gerak yang
mengalir dibawah tekanan meuju kolom menggunakan alat penyuntik yang
terbuat dari tembaga tahan karat dan katup teflon yang dilengkapi dengan keluk
sampel (sampel loop) internal atau eksternal.

Sistem dengan pipa dosis (sampel Loop) merupakan pilihan yang tepat pada
HPLC khususnya untuk analisa kuantitatif. Untuk memasukkan cuplikan ke dalam
aliran fase gerak menggunakan sistem loop diperlukan dua langkah yakni
sejumlah cuplikan ke dalam loop dalam posisi load. Kemudian kran diputar untuk
mengubah posisi load menjadi injeksi dan fase gerak membawa cuplikan kedalam
kolom. Loop di ganti-ganti dan tersedia dalam berbagai ukuran volume dari 5
hingga 500 pL. Sistem ini memungkinkan untuk memasukkan cuplikan sample
pada tekanan 7000 psi dengan ketelitian tinggi (Hendayana, 2010).

F. Kolom

Kolom HPLC secara umum dibuat dari bahan tabung stainless steel, walaupun

untuk tekanan di bawah 600 psi kolom kaca dapat digunakan. Kolom untuk

analisis HPLC memiliki ukuran panjang kolom berkisar dari 10 — 30 cm
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berbentuk lurus. Diameter dalam kolom 4 — 10 mm dengan ukuran partikel 5 — 10
um. Kolom dari jenis ini mempunyai 40.000 hingga 60.000 lempeng/meternya.

Kolom HPLC terdiri dari kolom utama dan kolom pengaman. Kolom utama
berisi fase diam yang jenisnya bervariasi sesuai keperluan. Kolom jenis C-18 dan
C-8 merupakan jenis kolom yang banyak dipakai dalam HPLC. Pada kolom
pengaman (guard column) yang diletakkan sebelum sistem pemasukan cuplikan
memiliki 2 fungsi yaitu menyaring kotoran yang terbawa dalam fase diam dan
menjenuhkan fase diam untuk menghindari terjadinya erosi fase diam oleh pelarut
(Hendayana, 2010).
G. Detektor

Detektor yang digunakan pada HPLC adalah detektor UV-Vis, kerena

sebagian besar senyawa menpunyai serapan khusus pada daerah ultraviolet dan
pada dearah tampak pada A 190-800 nm oleh spesies solut yang mempunyai
struktur-struktur atau gugus kromoforik. Detektor UV dilengkapi dengan
pengaturan panjang gelombang sehingga A UV yang digunakan dapat dipilih
sesuai dengan jenis cuplikan yang diukur. Pada detektor UV-Vis, aliran akan
mengalir melalui detektor dari kolom kromatografi. Untuk meminimalkan
pelebaran puncak, detektor dirancang dalam volume yang sekecil mungkin.
Ukuran volume dibatasi 1 — 10 pl dengan panjang sel 2 — 10 mm. Umumnya sel
detektor mampu menahan tekanan hingga 600 psi sehingga peralatan pengurang
tekanan diperlukan sebelum aliran memasuki detektor (Khopkar.2008). Fruktosa

hasil hidrolisis inulin tidak berwarna, sehingga dilakukan penambahan reagen
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DNS yang akan menghasilkan warna. Oleh sebab itu fruktosa hasil hidrolisis
inulin dapat diukur menggunakan detektor UV-Vis.
H. Rekorder
Alat pengumpulan data seperti komputer, integrator atau rekorder
sihubungkan dengan detektor. Alat ini akan mengukur sinyal elektronik yang
dihasilkan oleh detektor lalu memplotkannya dalam bentuk kromatogram yang
selanjutnya dapat dievaluasi oleh penguna.
2.4.5 Waktu Retensi
Waktu retensi adalah waktu yang dibutuhkan oleh senyawa untuk bergerak
melalui kolom menuju ke detektor. Waktu retensi diukur berdasarkan waktu
dimana sampel diinjeksikan sampai sampel menunjukan ketinggian puncak yang
maksimum dari senyawa tersebut. senyawa-senyawa yang berbeda memiliki
waktu retensi yang berbeda. Untuk beberapa senyawa, waktu retansi akan sangat
bervariasi dan bergantung pada :
a. Tekanan yang digunakan (karena itu akan berpengaruh pada laju alir dari
pelarut).
b. Kondisi dari fase diam (tidak hanya terbuat dari material apa, tetapi juga
pada ukuran partikel)
c. Komposisi yang tepat dari pelarut

d. Temperatur pada kolom.
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2.7 Spektrofotometri UV-Vis

Spektrofotometri UV-Vis adalah pengukuran energi cahaya oleh suatu
sistem kimia pada panjang gelombang tertentu. Sinar ultraviolet (UV) mempunyai
panjang gelombang antara 200-400 nm, dan sinar tampak (visible) mempunyai
panjang gelombang 400-750 nm. Pengukuran spektrofotometri menggunakan alat
spektrofotometer yang melibatkan energi elektronik yang cukup besar pada
molekul yang dianalisis, sehingga spektrofotometer UV-Vis lebih banyak dipakai
untuk analisis kuantitatif dibandingkan kualitatif. Spektrum UV-Vis sangat
berguna untuk pengukuran secara kuantitatif. Konsentrasi dari analit di dalam
larutan bisa ditentukan dengan mengukur absorban pada A tertentu dengan
menggunakan hukum Lambert-Beer. Hukum Lambert-Beer menyatakan
hubungan linieritas antara absorban dengan konsentrasi larutan analit dan
berbanding terbalik dengan transmitan. Dalam hukum Lambert-Beer tersebut ada
beberapa pembatasan, yaitu :

1. Sinar yang digunakan dianggap monokromatis

2. Penyerapan terjadi dalam suatu volume yang mempunyai penampang

yang sama
3. Senyawa yang menyerap dalam larutan tersebut tidak tergantung
terhadap yang lain dalam larutan tersebut
4. Tidak terjadi fluorensensi atau fosforisensi

5. Indeks bias tidak tergantung pada konsentrasi larutan
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Hukum Lambert-Beer dinyatakan dalam rumus sbb :

A=e.b.c
dimana :
A = absorban

e = absorptivitas molar
b = tebal kuvet (cm)

¢ = konsentrasi

a) Instrumen Spektrofotometri Uv — Vis

’ Read Out

detektor
monokromator
. sel sampel
slit atau
pintu keluar

pendispersi atau
penyebar cahaya

slu atau

sumber cahaya pintu masuk
polikromatis

Gambar 11. Instrument Spektrofotometer Uv-Vis.

2.7.1 Prinsip Kerja

Cahaya yang berasal dari lampu deuterium maupun wolfram yang bersifat
polikromatis di teruskan melalui lensa menuju ke monokromator pada
spektrofotometer dan filter cahaya pada fotometer. Monokromator kemudian akan
mengubah cahaya polikromatis menjadi cahaya monokromatis (tunggal). Berkas-
berkas cahaya dengan panjang tertentu kemudian akan dilewatkan pada sampel

yang mengandung suatu zat dalam konsentrasi tertentu. Oleh karena itu, terdapat


https://wocono.files.wordpress.com/2013/03/conventionalspectrophotometercopy1.jpg
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cahaya yang diserap (diabsorbsi) dan ada pula yang dilewatkan. Cahaya yang
dilewatkan ini kemudian di terima oleh detector. Detector kemudian akan
menghitung cahaya yang diterima dan mengetahui cahaya yang diserap oleh
sampel. Cahaya yang diserap sebanding dengan konsentrasi zat yang terkandung
dalam sampel sehingga akan diketahui konsentrasi zat dalam sampel secara
kuantitatif.

2.7.2 Sumber cahaya

Sumber cahaya pada spektrofotometer harus memiliki panacaran radiasi
yang stabil dan intensitasnya tinggi. Sumber cahaya pada spektrofotometer UV-

Vis ada dua macam :

A. Lampu Tungsten (Wolfram), Lampu ini digunakan untuk mengukur sampel
pada daerah tampak. Bentuk lampu ini mirip dengna bola lampu pijar biasa.
Memiliki panjang gelombang antara 350-2200 nm. Spektrum radiasianya
berupa garis lengkung. Umumnya memiliki waktu 1000jam pemakaian.

B. Lampu DeuteriumLampu ini dipakai pada panjang gelombang 190-380 nm.
Spektrum energy radiasinya lurus, dan digunakan untuk mengukur sampel
yang terletak pada daerah uv. Memiliki waktu 500 jam pemakaian.

2.7.3 Monokromator

Monokromator adalah alat yang akan memecah cahaya polikromatis
menjadi cahaya tunggal (monokromatis) dengan komponen panjang gelombang
tertentu. Bagian-bagian monokromator, yaitu :

A. Prisma
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Prisma akan mendispersikan radiasi elektromagnetik sebesar mungkin supaya
di dapatkan resolusi yang baik dari radiasi polikromatis.

B. Grating (kisi difraksi)

Kisi difraksi memberi keuntungan lebih bagi proses spektroskopi. Dispersi
sinar akan disebarkan merata, dengan pendispersi yang sama, hasil dispersi akan
lebih baik. Selain itu kisi difraksi dapat digunakan dalam seluruh jangkauan
spektrum.

C. Celah optis

Celah ini digunakan untuk mengarahkan sinar monokromatis yang diharapkan
dari sumber radiasi. Apabila celah berada pada posisi yang tepat, maka radiasi
akan dirotasikan melalui prisma, sehingga diperoleh panjang gelombang yang
diharapkan.

D. Filter

Berfungsi untuk menyerap warna komplementer sehingga cahaya yang
diteruskan merupakan cahaya berwarna yang sesuai dengan panjang gelombang
yang dipilih.

2.7.4 Detektor

Detektor akan menangkap sinar yang diteruskan oleh larutan. Sinar kemudian
diubah menjadi sinyal listrik oleh amplifier dalam rekorder dan ditampilkan
dalam bentuk angka-angka pada reader (komputer). Detektor dapat memberikan
respons terhadap radiasi pada berbagai panjang gelombang Ada beberapa cara
untuk mendeteksi substansi yang telah melewati kolom. Metode umum yang

mudah dipakai untuk menjelaskan yaitu penggunaan serapan ultra-violet. Banyak
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senyawa-senyawa organik menyerap sinar UV dari beberapa panjang gelombang.
Jika penyinaran sinar UV pada larutan yang keluar melalui kolom dan sebuah
detektor pada sisi yang berlawanan, akan mendapatkan pembacaan langsung
berapa besar sinar yang diserap. Jumlah cahaya yang diserap akan bergantung
pada jumlah senyawa tersebut. Senyawa-senyawa akan menyerap dengan sangat
kuat pada bagian-bagian yang berbeda dari specktrum UV. Misalnya, metanol,
menyerap pada panjang gelombang dibawah 205 nm dan air pada gelombang
dibawah 190 nm. Jika menggunakan campuran metanol-air sebagai pelarut,
sebaiknya menggunakan panjang gelombang yang lebih besar dari 205 nm untuk
mencegah pembacaan yang salah dari pelarut (Day, R.A dan Underwood, A.L,

2002).



BAB V
KESIMPULAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah diperoleh dapat diambil
kesimpulan sebagai berikut :
1. Pengukuran senyawa fruktosa dilakukan pada Amas 499 nm dan volume
optimum larutan fruktosa adalah 100 pL.
2. pH optimum dari reaksi fruktosa dengan reagen DNS adalah 4,5
3. Waktu kestabilan warna dari reaksi fruktosa dengan reagen DNS pada
menit ke 30.
4. Analisis fruktosa menggunakan HPLC dengan tipe kolom C18, C8 dan
Silika belum memberikan pemisahan yang bagus.
5. Inulin dengan konsentrasi 0,5%, 1% dan 2,5% dihidrolisis menghasilkan
fruktosa adalah 183,6 pg/mL, 2956 pg/mL dan 512,6 pg/mL
menggunakan spektronik 20 D.

5.2 Saran
Bagi pembaca yang tertarik dengan penelitian ini, penulis menyarankan

Penelitian lebih lanjut untuk analisis fruktosa dengan HPLC menggunakan variasi

fasa gerak lain seperti methanol : air, asetonitril : air dan lainnya.
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