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ABSTRACT

Inulin-RBB is a compound that used for screening of inulinase bacteria. Formation
of inulin-RBB compounds in the mass variation of inulin and the reaction temperature and
the determination of the inulin-RBB RBB in HPLC has been carried out. Determination of
RBB concentration in inulin-RBB on the HPLC using an ODS C18 column, A 592 nm, mo-
bile phase ethanol-water (60%: 40%) and flow rate 1 mL/min. RBB concentration of inu-
lin-RBB in the mass variation of inulin (2g, 49 and 6g) which was reacted with 0.5 g of
RBB is 14.5684 ppm respectively, ppm 13.9118, and 34.0430 ppm respectively. RBB con-
centration of inulin-RBB RBB in the reaction with 0.5 g of inulin 4g RBB at the reaction
temperature variations (40, 50 and 60 ° C) is 29.3627 ppm respectively, 13.9118 ppm,
8.3167 ppm respectively.
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PENDAHULUAN dengan asam pada_temperatpr°_(80_

_ Fruktosa sebagai hasil hidrolisis inulin

Inulin - merupakan senyawa yangdireaksikan dengan GU membentuk
paling melimpah di alam setelah patisenyawa berwarna. Kekurangan cara ini
(Franck, 2003). Inulin merupakan senyawadalah terbentuk difruktosa anhidrat suatu
yang potensial untuk dikembangkan.senyawa yang berwarna. Senyawa ini dapat
Potensi utama inulin adalah dapat dijadikamengganggu dalam analisis dengan

high fructose syrup (HFS) danfructooligo  spektrofotometer sehingga dapat menurun
saccharides (FOS) (Riccaet al., 2007; kan keakuratan pengukuran.
Yuan e al.,2006). HFS dan FOS Penentuan kadar inulin menggunakan
merupakan senyawa yang penting padrromatografi merupakan salah satu cara
industri makanan, minuman, dan farmasyang cepat dan akuratsuen |h Ruo, dkk
(Tohamy, 2006). (1991), menentukan kandungan inulin
Inulin terdapat pada umbi tanamangalam buah-buahan menggunakan HPLC
dahlia, akar chicory, dan umbi Jerusalenjengan detektor pulsa amperometer, R.
artichoke dalam jumlah besar (FraanDa”’ Amico, dkk (1995), menentukan
2003). Inulin juga terdapat pada pisangkadar inulin dalam plasma dan urin meng
bawang perai, bawang merah, bawangunakanreversed phase HPLC mengguna
putih dan gandum dalam jumlah sedikitkan HCI dan asetonitril sebagai fasa gerak
Tumbuhan Indonesia sebagai sumber inuligan kolom C18 sebagai fasa diam. R.

selain tanaman dahlia adal#maryllida-  Marsilio, dkk (2000) juga telah melaporkan
ceae, Asteraceae, Iridaceae, danPoaceae. penentuan inulin  dalam buah-buahan
(Simanjuntak ddk, 2004). dengan HPLC menggunakan detekight-
Kadar inulin dapat_ ditentukan denganscattering. Angela Zuleta, dkk (2001)
beberapa  cara, diantaranya  secafgenentukan kadar inulin menggunakan
spektrofotometri. Pada cara ini, inulingnjon exchange HPLC dengan air sebagai
dilarutkan dalam air panas dan dihidrolisisasa geraknya dan refraktif index sebagai
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detektor. Semua penelitian di atas telalabu ukur, Erlenmeyer, botol semprot,
dapat menentukan kadar inulin dengamatang pengaduk, pipet tetes, kaca arloji.
baik, namun penentuan kaddemazol Bahan yang digunakan adalah umbi dahlia,
Brilliant Blue (RBB) pada senyawa inulin- etanol, karbon aktif, aquades, inulin
RBB secara HPLC melalui pembentukarkomersial yang diekstrak darchicory,
senyawa inulin-RBB belum pernah RBB, NgSO,, NaPO,.
dilaporkan sebelumnya.

RBB merupakan zat berwarna biru
dengan massa molekul relatif (M626,54,

3. Prosedur Penelitian
Langkah-langkah utama penelitian

- adalah sebagai berikut: a. Ekstraksi inulin
rumus molekul gH1NaN&OSs. Zat ini o i oy dahlia, b. Reaksi pembentukan

dapat direaksikan dengan polimer karb(?nulin-RBB dan c. Penentuan kadar RBB
hidrat seperti xylan, inulin membentUkrpadainulin’-RBB secara HPLC
3

senyawa yang berwarna biru. Reaksi antarg gy <oy inulin dari umbi dahlia
inulin - dan RBB adalah pembentukan = gy o oisi inulin dari umbi dahlia

senyawa kompleks. Kompleks inUIin'Rl‘b’l‘a’dilakukan sesuai prosedur Andyani (2001)

terjadi melallu_i interaksi antara gugus ator']sebagai berikut: Umbi dahlia yang sudah
O pada posisi kedua dari monomer 1trUKtOSBersih, dipotong dan diblender dengan air

dalam inulin dengan atom C pada RBB. 1:2 (b:v). Kemudian campuran ini dipa

Senyiwa | iEUI"E;RBB mlejl_fupakan naskan pada penangas air (88@0sekitar
senyawa KOmpleks Dberwarna bird yang. menit). Selagi hangat, disaring dan
praklis digunakan untuk skrining bakterldiambil filtratnya. Selanjutnya ditambah

inulinasg. Hidrolisis senyawa .inul?n-RBB kan etanol 30% pada filtrat sebanyak 40%
dapat digunakan sebagai indikasi adany, ari volume filtrat. Larutan ini disimpan di

aktivitas inulinase yang diekspresikan .

bakteri tersebut. Indikasi ditandai adanya{JI alant‘;?(jfzrnszlﬂg?kgﬁ J?)r:da suhu ruang
warna biru yang semgqu berkurang dlselamaZjam lalu disentrifugasi (1500 rpm,
sekitar koloni bakteri inulinase. Dengan

. o 15 menit). Endapan (inulian basah 1)
adanya aktivitas inulinase menyebabka'@iitambahkan air (1:2) kemudian dipanas

senyawa inulin-RBB terhidro lisis menjadikan di penangas air (%0, 30 menit). Ke

monomernya atau polimer yang Sernak"?jalam larutan ini ditambahkan karbon aktif

pendek. Pada penelitian ini, ClitentUkanl-2%(b/v). Larutan disaring, filtrat diukur

kadar RBB pada inulin-RBB secara HPLCvolumenya dan didinginkan pada suhu

melalul p_embentuka_n senyawa inu”n'RB.Bruang. Kemudian ditambahkan etanol 30%
pada variasi massa inulin dan suhu reaks"sebanyak 40% dari volume larutan. Lalu
METODE PENELITIAN Q|d|ng|nkan di dalamfrgezer selama 1&_3_
o ~ jam. Setelah pendinginan tahap Il ini,
Penelitian ini merupakan penelitianjarutan dikeluarkan darifreezer dan
eksperimen yang dilakukan di Laboradicairkan pada suhu ruang, kemudian
torium Penelitian Jurusan Kimia FMIPA disentrifugasi (1500 rpm, 15 menit) sampai
UNP selama 6 (enam) bulan. diperoleh endapan putih (inulin basah II).
1. Objek Penelitian Endapan dikeringkan (50-8D, 6-7 jam)

Objek penelitian adalah inulin yang dan dihaluskan.
direaksikan dengan RBB membentukP- Pembentukan inulin-RBB

senyawa kompleks inulin-RBB. Pembentukan senyawa inulin-RBB
sesuai prosedur Rinderknedtal., (1976)
2. Alat dan Bahan yang dimodifikasi Castroet al, (1995).

Alat-alat yang digunakan adalahjyyjin sebanyak 40g dan 5g RBB masing-
HPLC, peralatan gelas, oven, pH metefmasing dilarutkan pada 500 mL aquades,
kertas saring, neraca analitik, botol reagenemudian dicampur homogen. Campuran
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dipanaskan pada suhu°®&selama 1 jam, Andyani (2001). Ekstraksi inulin dari umbi
kemudian ditambahkan 100g #$0, dahlia prosedur Andyani tersebut berda
sambil diaduk dan 100g MNRO, sarkan prinsip kelarutan inulin dalam
Campuran selanjutnya dipanaskan 1 jamelarut air dan etanol. Kelarutan inulin
lagi. Campuran didinginkan dan disentridalam air lebih besar dibandingkan dalam
fugasi pada 5000 rpm selama 25 menig¢tanol. Kelarutan inulin dalam kedua pela
pada suhu %, supernatan dibuang. rutini makin tinggi jika suhu dinaikkan.
Endapan diresuspensikan dalam 100 mL  Pada metoda ini umbi dahlia yang
aquades dan ditambah 3 volume etanol pgglah dipotong ditambah aguades, kemu
dingin, kemudian suspensi disentrifugastian diblender membentuk jus umbi dahlia.
kembali. Perlakuan ini diulang 5 kali Jus umbi dahlia dipanaskan pada suhu 70-
sampai diperoleh supernatan yang tidaB0°C selama 30 menit untuk mempertinggi
berwarna. Endapan diresuspensikan dalakelarutan inulin dalam air. Selagi panas jus

etanol, dikeringkan pada suhu ruang. umbi dahlia disaring. Filtrat yang diperoleh
c. Penentuan konsentrasi RBB paddalidinginkan sampai suhu ruang, kemudian
inulin-RBB secara HPLC ditambahkan etanol untuk mengendapkan

Penentuan konsentrasi RBB padanulin yang terlarut dalam air. Agar inulin
inuln-RBB dilakukan pada kondisi opti lebih banyak mengendap campuran ter
mum HPLC. Kondisi optimum yang sebut didiamkan dalanfreezer semalam.
ditentukan adalah maksimum inulin, RBB Endapan inulin dipisahkan dari supernatan
dan inulin-RBB menggunakan Spektrodengan cara sentrifugasi. Pada penelitian
fotometer UV-Vis. Kondisi optimum ini diperoleh inulin 93,6 g dari 2320 g umbi
selanjutnya adalah komposisi eluen etanodahlia yang telah dikupas. Inulin yang
air yang menghasilkan puncak tajam untukliperoleh berbentuk serbuk berwarna putih.
RBB dan inulin-RBB. Kondisi ini P
diguna_lkarj untuk menentukan kadar RBBZ' Pe?:;%f;;?]u“?nﬁ:isﬁRBB dilakukan
pada inulin-RBB secara HPLC mengguna'FeJe

? ada variasi massa inulin dan variasi suhu
kan kolom C18 dengan kecepatan alir fasga;ksi Massa inulin-RBB yang terbentuk
gerak 1 mL/menit.

dimuat pada Tabel 1 dan Tabel 2.
4. Teknik Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil
penelitian ini adalah data kualitatif dan datho Massa | Massal Suhu | Massa
kuantitatif pada kromatogram. Data kuali inulin | RBB | reaksi | inulin-
tatif dengan melihat waktu retensi setiap @) @) (°C) RBB (g)
puncak pada kromatogram HPLC. Data >

Tabel 1. Massa inulin-RBB yang terbentuk
pada variasi massa inulin

kuantitiatif dengan melihat luas puncak; 7 82 28 égigg
da kromat HPLC. i standa : ’
pada kromatogram C. Sebagai stand 3 6 0.5 50 5,6596

digunakan larutan RBB pada berbagal
konsentrasi. Pengukuran kadar RBB pad
inulin-RBB  dilakukan pada kondisi
optimum pengukuran dengan HPLC

;i!abel 2. Massa inulin-RBB yang terbentuk
pada variasi suhu

No | Massa| Massa| Suhu | Massa

HASIL DAN PEMBAHASAN inulin | RBB | reaksi | inulin-
. . . _ 9) 9) (°C) | RBB(9)
1. Ekstraksi Inulin Dari Umbi Dahlia 1 4 05 40 3.2119
Inulin adalah senyawa kelompok[ 53 05 50 83165
polisakarida dengan monomer fruktosa.3 4 0.5 60 5.6490

Ekstraksi inulin dari umbi dahlia pada
penelitian ini dilakukan sesuai prosedur
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Senyawa inulin-RBB paling banyak sedangkai maksimum inulin-RBB adalah
terbentuk pada massa inulin 4 gram dengas®2 nm. Pada ini inulin tidak memberikan
suhu reaksi 5@. Pada pembuatan serapan. Oleh sebab itu, pengukuran
senyawa inulin-RBB ditambahkan &0, konsentrasi RBB pada inulin-RBB
dan NaPQ,. Kedua senyawa ini diper dilakukan pada 592 nm.
kirakan berfungsi agar RBB mempunyai ( .
kecendrungan untuk membentuk ion .
dengan melepaskan Nadalam larutan ’
berair. Keadaan ini akan mempercepat

‘Absorbance (AU)

reaksi antara inulin dengan RBB. Senyawa > U
inulin-RBB yang terbentuk dibilas dengan R a2 o
1 volume aquades dan 3 volume etanol pa, o s
kemudian disentrifugasi. Cara ini diulang

berkali-kali sampai warna biru supernata
hilang. Tujuan pembilasan inulin-RBB
adalah agar inulin-RBB bebas dari RBB.
Pembilasan inulin-RBB yang
terbentuk dengan 1 bagian volume aquades
dan 3 volume etanol dingin tidak
melarutkan Ng5O, dan NaPQO, dengan
sempurna. Pada proses pembentukan
inulin-RBB diperkirakan masih terdapat o N e Ny

T T — T ]
‘ 200 300 400 500 Vavelength (nm)

NaSO; dan NgP(Os. Pengujian adanya R

Na,SQO;, dilakukan dengan menambahkan Ll S
beberapa tetes larutan Ba@ada larutan

inulin-RBB  yang ditandai terbentukanyaGambar 3. Kurva absorbansi RBB (merah)

"'Gambar 2. Kurva absorbansi RBB pada
variasii

Rbsorbance (AU)

endapan putih BaSO Pengujian adanya daninulin (biru) pada variasi
NasPO, dila kukan dengan menambahkan
beberapa tetes larutan AghlPada larutan f """"""""" ~ '
inulin-RBB yang ditandai terbentuknya * // Y ‘
endapan AgPO,. Konstanta kelarutan ¢4 L h
BaSQ adalah 1,5x1®,  sedangkan g o= |
konstanta kelarutan ABQ, adalah 2,8 x £ o
108 (Brady, JE, 1990).
3. Penentuan kondisi optimum |

pengukuran RBB pada inulin-RBB SR o

dengan HPLC pp— 0471
a. Penentuan maksimum Gambar 4. Kurva al_)sorbansi inulin-RBB

pada variask

Panjang gelombangi) maksimum
ditentukan terhadap inulin, RBB dan
inulin-RBB  menggunakan  spektrofoto RBB memberikark maksimum pada
meter UV-Vis. Panjang gelombang592 nm. Pengukuran menggunakan HPLC
maksimum RBB adalah 592 nm (Gambar 2lilakukan pada 592 nm. Penentuan eluen
dan 4). Pengukuran dilakukan padayang cocok untuk RBB dilakukan dengan
konsentrasi RBB 100 ppm. Pada 300 memvariasikan kom posisi etanol dan air.
sampai dengan 800 nm, inulin tidakKromatogram RBB menggunakan air
memberikan penyerapan. (Gambar 3). Padsebagai fasa gerak dengan kecepatan alir 1
A ini RBB juga memberikan serapan,mL/menit tidak terlihat adanya puncak

b. Penentuan eluen yang cocok

66 Minda Azhar



RBB (data tidak diperlihatkan). Hal ini
disebabkan air bersifat polar, sedangkan 2o
RBB bersifat semipolar sehingga RBB
tidak dapat dielusi oleh air meninggalkan
kolom ODS C18.

Kromatogram RBB menggunakan
etanol sebagai fasa gerak dilihat puncak
dari RBB pada menit ke 5 (data tidak
diperlihatkan). Hal ini menunjukkan bahwa Konsentrasi RBB (ppm)
RBB dapat dielusi oleh etanol keluar dari
kolom ~karena etanol juga bersifalGambar 5. Kurva standar larutan RBB
semipolar. Namun demikian waktu retensi
yang diberikan sangat singkat dan puncak ~ Kurva  larutan  standar ~ RBB
yang diperoleh tidak cukup tajam. Olehdigunakan untuk menentukan kadar RBB
sebab itu diperlukan variasi konsentrasP@da inulin-RBB. Larutan inulin-RBB 1000
eluen antara air dan etanol untukPPm digunakan untuk analisis HPLC
memperoleh kromatogram RBB yangmenggun_aka_n eluen etanol air 60%, 40%.
menghasilkan puncak tajam. Eluen yanguncak inulin-RBB muncul pada waktu
baik untuk RBB adalah etanol-air dengad€t€nsi 2,61297 menit, sedangkan puncak
perbandingan 70% dan 30%. Eluen yan&qua}des muncul pada waktu retensi 2,89
menghasilkan puncak tajam inulin-RBBMeNit (Gambar 6 Gambar 7). Luas area
adalah etanol-air dengan perbandingaRUncak senyawa dye-inulin pada variasi

Luas area
(=Y
o

0 50 100

60% dan 40%. massa inulin yang direaksikan dimuat pada
c. Penentuan kadar RBB pada inulin-  Tabel 3. Luas area puncak senyawa inulin-
RBB dengan HPLC RBB pada variasi massa inulin yang

Analisis inulin-RBB dengan HPLC direaksikan dimuat pada Tabel 4.

menggunakan kolom ODS C18 dengan fas
gerak etanol-air (60%:40%). Pada analisi: ==
ini digunakan aquades sebagai blanko. Laj
alir yang digunakan adalah 1 mL/menit.
Kadar RBB pada inulin-RBB diukur pada =
592 nm. Aquades (blanko) muncul pade M
waktu retensi 2,89 menit.
Larutan standar yang digunakan T T T T AT
untuk pengukuran RBB pada inulin-RBB
secara HPLC adalah larutan standar RBB
dengan konsentrasi 20, 40, 60 dan 80 ppm
Larutan standar masing-masing konsentras
diinjeksikan ke sistem HPLC sehingga
diperoleh kromatogram dengan luas are:
untuk masing-masing konsentrasi larutar
standar. Data luas area untuk masing
masing konsentrasi RBB disajikan dalam
bentuk kurva (Gambar 5). Larutan standa
RBB disuntikkan pada sistem HPLC
menggunakan eluen air etanol dengal
perbandingan 30%:70%.
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Gambar 6. Kromatogram HPLC larutan
inulin-RBB 1000
variasi massa

inulin; b.4g inulin; c. 6g inulin.
Kolom ODS C18,A 592 nm,
etanol-air
(60%:40%) kecepatan alir

Tabel 3. Luas area kromatogram larutan
inulin-RBB 1000 ppm pada

68

L]

fasa

gerak

mL/menit.

ppm pada

zzzzz

inulin: a. 29 Gampar 7. Kromatogram HPLC larutan
inulin-RBB 1000 ppm pada
varias suhu reaksi: a.40;
b.5C°C dan c.60C. Kolom

variasi massa inulin

Massa Luas Rata-rata
inulin (g) | area luas area
2 1,0816
1,6682 | 1,4826
1,6980
4 1,7092
1,1979 | 1,3329
1,0916
6 6,6498
5,5981 | 5,9228
5,5206

20mau,
]\//\

ODS C18,A 592 nm,

fasa

gerak etanol-air (60%:40%)

kecepatan alir 1 mL/menit.

Tabel 4. Luas area kromatogram larutan
inulin-RBB 1000 ppm pada

variasi massa suhu reaksi

Suhu Luas Rata-rata lu-

reaksi {C) | area as area

40 4,6059
5,7941 | 4,8557
4,1672

50 1,7092
1,1979 | 1,3329
1,0916

60 0,0608
0,0736 | 0,0572
0,0373

Kurva standar RBB digunakan untuk
menghitung konsentrasi RBB pada larutan
inulin-RBB. Konsentrasi RBB dalam 10
mL larutan inulin-RBB 1000 ppm pada
variasi massa inulin dimuat pada Tabel 5.
Konsentrasi RBB dalam 10 mL larutan
inulin-RBB 1000 ppm pada variasi suhu

reaksi dimuat pada Tabel 6.
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Tabel 5. Konsentrasi RBB dalam 1000 ppm larirtatin-RBB dan massa RBB dalam
inulin-RBB pada variasi massa inulin

Massa inulin (g) | Konsentrasi RBB dalam 1000 ppiMassa RBB dalam total sampée
larutan sampel inulin-RBB (ppm)| inulin-RBB yang terbentuk (g)

2 14,5684 0,0237
4 13,9118 0,1157
6 34,0430 0,1927

Tabel 6. Konsentrasi RBB dalam 1000 ppm larirtatin-RBB dan massa RBB
dalam inulin-RBB pada variasi suhu reaksi

Suhu reaksi®C) | Konsentrasi RBB dalam 1000 ppprMassa RBB dalam total sampg
larutan sampel inulin-RBB (ppm)| inulin-RBB yang terbentuk (g)

40 29,3627 0,0943
50 13,9118 0,1157
60 08,3167 0,0470

Molekul inulin merupakan polimer NaSO, dan NaPO, yaitu garam yang ikut
yang terdiri dari monomer fruktosa dengarditambahkan pada proses pembuatan
derajat polimerasi (DP) yang bervariasiinulin-RBB. Kedua senyawa ini tidak
Reaksi pembentukan inulin-RBB antaraterdeteksi pada kondisi pengukuran RBB
inulin dan RBB adalah pembentukanpada inulin-RBB secara HPLC.
senyawa kompleks. Kompleks inulin-RBB Jumlah massa inulin yang direaksikan
terjadi melalui interaksi antara gugus atondengan sejumlah massa RBB
O pada posisi kedua dari monomer fruktosanempengaruhi jumlah inulin-RBB yang
dalam inulin dengan atom C pada RBBterbentuk. Semakin besar massa inulin
Dengan demikian diperkirakan setiapyang direaksikan dengan RBB, konsentrasi
molekul RBB dapat terikat pada monomelRBB dalam inulin-RBB juga makin besar.
fruktosa molekul inulin, tetapi tidak setiap Semakin besar konsentrasi RBB yang
monomer fruktosa pada molekul inulinterikat pada inulin-RBB, semakin berwarna
mengikat RBB. biru inulin-RBB tersebut. Berdasarkan

Proses pengikatan RBB padakenyataan dari data ini semakin kuat
monomer  fruktosa  molekul inulin dugaan bahwa setiap molekul RBB dapat
dipengaruhi oleh suhu dan jumlah inulinterikat pada monomer fruktosa molekul
yang direaksikan. Pada suhu °@0 inulin, tetapi tidak setiap monomer fruktosa
menghasilkan inulin-RBB yang menganpada molekul inulin mengikat RBB. Proses
dung RBB lebih tinggi dibandingkan padapengikatan RBB pada polimer molekul
suhu 50 dan 6@. Hal menarik disini inulin dipengaruhi oleh jumlah inulin yang
adalah jumlah inulin-RBB yang dihasilkan direaksikan dan suhu reaksi.
paling tinggi pada suhu reaksi & yaitu Pada proses reaksi inulin dengan
8,3165 g. Jumlah ini lebih tinggi RBB pada variasi massa inulin dan suhu
dibandingkan jumlah inulin dan RBB yangreaksi, tidak semua RBB terikat pada
direaksikan yaitu 45 g (49 inulin + 0,59inU|in. Hal ini ditandai dengan penCUCian
RBB). inulin-RBB  sampai sekitar 5 Kkali

Pengujian pada larutan inulin-RBB Mmenghasilkan supernatan yang berwarna
dengan larutan Ba@ﬂan AgPO4 ternyata biru. Pencucian inulin-RBB dihentikan Jlka
terdapat endapan putih. Endapan putiﬁupernatan tidak berwarna lagi. Jumlah
tersebut adalah BaSOdan AgPQ, RBB paling banyak terikat pada setiap
Pembentukan BaSlean A@PO4 terjadi gram inulin-RBB adalah pada reaksi 6 g
karena pada inulin-RBB masih terdapat
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KESIMPULAN

Penentuan kadar RBB pada inulin-
RBB secara HPLC menggunakan kolom
ODS C18,A 592 nm, fasa gerak etanol-air
(60%:40%) kecepatan alir 1 mL/menit
disimpulkan bahwa: (1Kadar RBB dalam
inulin-RBB pada variasi massa inulin 2g,
4g dan 6g yang masing-masing direaksikan
dengan 0,59 RBB berturut-turut adalah
14,5684 ppm, 13,9118 ppm, dan 34,043%.
ppm. (2). Kadar RBB dalam inulin-RBB Icc
pada reaksi 4g inulin dengan 0,5g RBB
pada variasi suhu reaksi 40, 50 dart@GO0
berturut turut adalah 29,3627 ppm,
13,9118 ppm, dan 8,3167 ppm
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