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Validation of methods is necessary to ensure that the analytical methods used are
appropriate and reliable. In this research, the determination of validation method and
determination of inulin content from gembili bulb (Dioscorea esculenta L.). The method
used for determining inulin levels is UV-Vis spectrophotometry. Based on the results
obtained, the maximum wavelength determination of inulin levels is 520 nm. The
method of analysis in this study meets the specified validation requirements. These
parameters include the equation on the inulin raw curve y = 0.0045x +0.109 with the
coefficient of determination 0.9992. The accuracy of the methods tested using the
recovery test was 96.14-106.76% at concentrations of 25, 100, and 225 ppm. The
intraday precision test is in the range of 2.67-6.82% at the same concentration as the
accuracy test. Precision interday equal to 7.41% at concentration 225 ppm for 3 day
analysis period. The values of LOD and LOQ are 3.58 ppm and 11.95 ppm, respectively.
The concentration of inulin extract from gembili bulb is 840.44-12188.59 ppm.

Abstrak

Kata Kunci:

gembili (Dioscorea
esculenta L.), inulin,
spektrofotometer UV-
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Validasi metode perlu dilakukan untuk menjamin bahwa metode analisis yang
digunakan sudah sesuai dan dapat diandalkan. Pada penelitian ini dilakukan penentuan
validasi metode dan penetapan kadar inulin dari umbi gembili (Dioscorea esculenta L.).
Metode yang digunakan untuk penetapan kadar inulin adalah spektrofotometri UV-Vis.
Berdasarkan hasil yang diperoleh, panjang gelombang maksimum penetapan kadar
inulin adalah 520 nm. Metode analisis pada penelitian ini memenuhi persyaratan
validasi yang ditentukan. Parameter tersebut meliputi persamaan pada kurva baku
inulin y=0,0045%+0,1009 dengan koefisien determinasi 0,9992. Akurasi metode yang
diuji menggunakan tes recovery adalah 96,14-106,76% pada konsentrasi 25, 100, dan
225 ppm. Uji presisi intraday pada kisaran 2,67-6,82% pada konsentrasi yang sama
dengan uji akurasi. Presisi interday sebesar 7,41% pada konsentrasi 225 ppm untuk
periode analisis 3 hari. Nilai LOD dan LOQ_adalah 3,58 ppm dan 11,95 ppm, secara
berurutan. Konsentrasi ekstrak inulin dari umbi gembili adalah sebesar 840,44-
12188,59 ppm.
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1. Pendahuluan

Inulin merupakan polimer alami yang dapat
digolongkan sebagai oligo- atau polisakarida
berdasarkan panjang rantainya dan termasuk fruktan
dalam kelompok karbohidrat [1]. Menurut Temkov dkk.
[2], inulin terdiri dari monomer D-fruktosa yang
dihubungkan dengan ikatan g(2—1) dan diakhiri dengan
residu D-glukosa yang dihubungkan dengan D-fruktosa
melalui ikatan «(1-»2). Sebagai bahan pangan fungsional,
inulin banyak dimanfaatkan sebagai pengganti gula &
lemak yang memiliki nilai kalori rendah.

Inulin terdapat dalam beberapa jenis umbi-umbian,
salah satunya adalah gembili. Gembili merupakan
tanaman merambat dengan daun berbentuk ginjal
berwarna hijau dan memiliki batang yang berduri, umbi
gembili memiliki warna kulit coklat dan warna dagingnya
adalah putih. Berdasarkan penelitian yang pernah
dilakukan pada beberapa umbi-umbian yang ada di
Indonesia, umbi gembili merupakan umbi yang paling
banyak mengandung inulin yaitu mencapai 14,77%![3].

Penetapan kadar inulin dapat dilakukan dengan
beberapa metode analisis seperti penelitian Nisa dkk. [4]
yang melakukan penetapan kadar inulin dalam ekstrak
umbi dahlia menggunakan metode KLT densitometri. Di
Venere dkk. [5] juga melakukan penetapan kadar inulin
namun menggunakan metode HPLC. Metode lain yaitu
secara spektrofotometri, kelebihan dari metode ini
adalah sederhana, lebih cepat dalam pelaksanaannya,
dan cocok digunakan untuk analisis rutin laboratorium
sehingga secara keseluruhan metode spektrofotometri
lebih efisien dibandingkan metode lain seperti
kromatografi [6]. Namun demikian, beberapa penelitian
tentang penetapan kadar inulin secara spektrofotometri
belum melakukan validasi metode salah satunya adalah
penelitian Iskandar dkk yang melakukan penetapan kadar
inulin dari ekstrak umbi dahlia secara spektrofotometri

(71.

Validasi metode sangat diperlukan untuk menjamin
metode analisis yang digunakan memberikan data yang
valid dan dapat diandalkan. Menurut Muharrami [8],
validasi metode adalah serangkaian seri percobaan yang
digunakan untuk memastikan metode analisis yang akan
dipakai telah memenuhi persyaratan yang ditentukan.
Validasi metode merupakan hal yang penting untuk
dilakukan karena digunakan sebagai jaminan suatu
pengukuran dapat diandalkan [9]. Berdasarkan latar
belakang yang ada, maka tujuan dari penelitian ini adalah
untuk menentukan validasi metode dan penetapan kadar
inulin dari umbi gembili menggunakan metode
spektrofotometri.

2. Metodologi
Alat dan Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah
inulin standar (Sigma-aldrich, Germany), vanilin standar
(Merck, Germany), akuades, dan asam sulfat 98%. Semua
bahan kimia yang digunakan berderajat pro analisis. Alat
yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya adalah
neraca analitik dengan ketelitian 0,1 mg (OHAUS PA214),

spektrofotometer UV-Vis (SHIMADZU 1240), kuvet
plastik, vorteks, dan peralatan gelas laboratorium.

Metode
Pembuatan Reagen Vanilin [10].

Seberat 1,52 g vanilin dilarutkan dalam 200 mL asam
sulfat 98% hingga homogen, larutan ini akan digunakan
sebagai reagen dalam pengukuran selanjutnya.

Penentuan Panjang Gelombang Maksimum [10]

Penentuan panjang gelombang maksimum inulin
standar dilakukan dengan cara pemindaian (scanning)
pada panjang gelombang 200-700 nm dengan blanko
akuades.

Pembuatan Kurva Baku Inulin [10] dan Uji Linieritas [11]

Larutan standar inulin dibuat dalam konsentrasi 10-
350 mg/L kemudian ditambahkan reagen vanilin dengan
perbandingan 1:1 dan didiamkan selama 15 menit.
Absorbansi seri larutan standar diukur menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang
maksimum. Hasil absorbansi diplotkan dalam bentuk
kurva kemudian dibuat suatu persamaan garis regresi
linear dan ditentukan koefisien determinasinya.

Akurasi [12].

Akurasi dilakukan dengan pengukuran 3 konsentrasi
larutan standar (25, 200, dan 225 mg/L) yang masing-
masing dibuat secara triplo, pengukuran dilakukan
menggunakan spektrofotometri UV-VIS. Nilai trueness
dari hasil pengukuran dihitung dengan rumus:

kadar ukur

nilai trueness = x 100% (1)

kadar teoritis

Presisi [13]

Presisi intraday dilakukan dengan menghitung nilai
RSD hasil pengukuran 3 konsentrasi larutan yang
masing-masing dibuat secara triplo dalam hari yang
sama. Presisi interday dilakukan dengan menghitung
nilai RSD dari 1 konsentrasi larutan yang diulang
pembuatannya selama 3 hari berturut-turut. Nilai RSD
dihitung dengan rumus:

SD
konsentrasi terukur

RSD = x 100% 2

Batas Deteksi (LOD) dan Batas Kuantitasi (LOQ) [14]

Pembuatan blanko diulang minimal 10 kali dan
dilakukan pengukuran menggunakan spektrofotometer
UV-Vis. Hasil absorbansi kemudian dimasukkan ke dalam
rumus:

3xSD blanko
slope

LOD = 3

LOD = 10XSD blanko (4)

slope
Analisa Sampel [10]

Ekstrak inulin dari umbi gembili ditambah dengan
reagen vanilin dengan perbandingan 1:1 kemudian
didiamkan selama 15 menit. Pengukuran dilakukan
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
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gelombang maksimum. Konsentrasi inulin dihitung
berdasarkan kurva baku.

3. Hasil dan Pembahasan
Penentuan Panjang Gelombang Maksimum.

Panjang gelombang maksimum merupakan panjang
gelombang di mana terjadi eksitasi elektronik yang
memberikan absorbansi maksimum. Pengukuran
dilakukan pada panjang gelombang maksimum karena
pada panjang gelombang maksimum perubahan
absorbansi untuk setiap satuan konsentrasi paling besar,
sehingga akan diperoleh kepekaan analisis yang
maksimum [15]. Berdasarkan hasil pemindaian, panjang
gelombang maksimum inulin yang diperoleh yaitu 520
nm, ditunjukkan pada Gambar 1. Hasil yang didapat
sejalan dengan penelitian Dobre [16] yang menyatakan
bahwa inulin membentuk kompleks berwarna merah tua
ketika direaksikan reagen vanilin dan memiliki
karakteristik dalam spektrum serapan 520 nm.

o
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Gambar 1. Panjang Gelombang Maksimum Inulin

Kurva Baku Inulin dan Uji Linieritas.

Uji linjeritas dilakukan untuk mengetahui
kemampuan standar sehingga adanya hubungan linier
antara konsentrasi analit dengan respon detektor dapat
diketahui [17]. Berdasarkan hasil yang diperoleh, ada 3
kurva baku inulin yang dihasilkan pada penelitian ini
dengan persamaan masing-masing yang dapat dilihat
pada Tabel 1. Kurva baku terpilih yaitu kurva baku ke-3
yang dengan persamaan y = 0,0045x+0,1009 dan
koefisien determinasi sebesar 0,9992 yang dapat dilihat
pada Gambar 2. Kurva baku ke-3 ditetapkan sebagai
kurva baku inulin pada penelitian ini karena memiliki
linieritas yang baik. Menurut Chan dalam Riyanto [9],
koefisien determinasi yang dihasilkan sudah sesuai dan
dapat diterima karena nilai yang dihasilkan mendekati 1
dan > 0,9970.

Tabel 1. Persamaan Kurva Baku Inulin

Kurva Persamaan Koefisien
Determinasi
1 y = 0,0045x + 0,0879 0,9982
2 y = 0,0045x + 0,1045 0,9981
3 y = 0,0045x + 0,1009 0,9992
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Gambar 2. Kurva Baku Inulin
Akurasi.

Akurasi merupakan ukuran yang menunjukkan
kedekatan hasil analisis dengan kadar analit yang
sebenarnya dan dinyatakan sebagai persen perolehan
kembali atau persen recovery [14]. Pada penelitian ini
akurasi dinyatakan dalam nilai trueness karena metode
yang digunakan adalah pengukuran standar. Dari hasil
perhitungan, nilai trueness yang didapatkan berada pada
range 96,14-106,76% (Tabel 2). Hasil perhitungan ini
memenuhi syarat karena untuk larutan dengan
konsentrasi >10 pg/mL nilai trueness berkisar 80-100%
dan untuk larutan dengan konsentrasi >100 ng/mL nilai
trueness berkisar 90-107% [12]. Dengan demikian hasil
uji akurasi yang diperoleh pada penelitian ini dapat
diterima.

Tabel 2. Hasil Perhitungan Akurasi

Konsentrasi 25 100 225
96,14

Nilai trueness 106,76 106,69

Presisi.

Menurut Chandra dkk. [11], presisi merupakan
ukuran yang menunjukkan kedekatakan hasil analisis
apabila pengukuran dilakukan oleh analis yang sama
dengan waktu yang berbeda. Hasil uji presisi intraday
yang telah dilakukan disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3. Hasil Uji Presisi

Intraday
Konsentrasi Rata-Rata SD RSD
Teoritis Konsentrasi (%)
Terukur
25 26,69 1,82 6,82
100 106,69 4,08 3,82
225 216,32 5,77 2,67
Interday
Konsentrasi Rata-Rata SD RSD
Teoritis Konsentrasi (%)
Terukur
225 226,25 16,77 7,41
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Berdasarkan hasil perhitungan presisi pada
penelitian ini, hasil yang diperoleh sudah sesuai dengan
standar yang ada dan dapat diterima karena dalam satuan
ppm, presisi dapat diterima jika memiliki nilai RSD +16%
[9]. Selain itu karena hasil pada uji presisi memiliki nilai
RSD lebih dari 2% maka dilakukan perbandingan dengan
koefisien variasi Horwitz. Hasil yang diperoleh dari
perbandingan ini menunjukkan bahwa nilai RSD lebih
kecil dari koefisien variasi Horwitz oleh karena itu hasil
dapat diterima dan dinyatakan presisi.

Batas Deteksi (LOD) dan Batas Kuantitasi (LOQ).

Batas deteksi adalah jumlah terkecil analit dalam
sampel yang dapat dideteksi dan masih memberikan
respon signifikan dibandingkan dengan blanko,
sedangkan batas kuantitasi adalah kuantitas terkecil
analit dalam sampel yang masih dapat memenuhi kriteria
cermat dan seksama[13]. Berdasarkan hasil yang
diperoleh, nilai LOD sebesar 3,58 ppm dan LOQ_sebesar
11,95 ppm. Hal ini menunjukkan bahwa pada konsentrasi
3,58 ppm masih dapat dilakukan mendeteksi sampel yang
memberikan hasil ketelitian suatu alat berdasarkan
tingkat akurasi individual hasil analisis dan apabila
dilakukan pengukuran, pada konsentrasi 11,95 ppm
masih dapat memberikan kecermatan analisis [18].

Analisa Sampel.

Konsentrasi ekstrak inulin dari umbi gembili
didapatkan dengan memplotkan hasil absorbansi ke
dalam persamaan pada kurva baku dan dikalikan dengan
faktor pengenceran, hasil dapat dilihat pada Tabel 4. Dari
pengukuran ini, hasil yang diperoleh melebihi nilai LOQ
sehingga konsentrasi ekstrak inulin masih dapat
dideteksi oleh metode analisis.

Tabel 4. Konsentrasi Ekstrak Inulin (n = 3,00)

Sampel Konsentrasi (mg/Kg) + SD
1 258,22 + 0,0200
2 1511,11 + 0,0167
3 3129,33 + 0,0062

Keterangan: sampel 1 = ekstrak air Gembili secara
maserasi. Sampel 2 = ekstrak air Gembili secara maserasi.
Sampel 3 = ekstrak terpurifikasi Gembili

4. Kesimpulan

Dari hasil penelitian ini diperoleh panjang
gelombang maksimum penetapan kadar inulin adalah
520 nm. Metode analisis penelitian ini memenuhi
persyaratan validasi yang ditentukan. Parameter tersebut
meliputi persamaan pada kurva baku inulin y = 0,0045x +
0,1009 dengan koefisien determinasi 0,9992. Akurasi
metode yang diuji menggunakan tes recovery adalah
96,14—106,76 % pada konsentrasi 25, 100, 225 ppm. Uji
presisi intraday pada kisaran 2,67-6,82% pada
konsentrasi yang sama dengan uji akurasi. Presisi
interday sebesar 7,4104% pada konsentrasi 225 ppm
untuk periode analisis 3 hari. Nilai LOD dan LOQ adalah
3,5839 ppm dan 11,9464 ppm, secara berurutan.

Konsentrasi ekstrak inulin dari umbi gembili adalah
sebesar 840,44-12188,59 ppm.
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