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 One of the appropriate, sensitive and selective instrumentation methods to 

determine β-carotene levels is UV-Vis spectrophotometry. In order for the 
measurement results to be valid and reliable, the measurement method must 

be validated. This study aims to validate the determination of β-carotene 

levels by UV-Vis spectrophotometry and apply it to pumpkin samples. The 

validation parameters include precision, linearity, limit of detection and limit 

of quantification. Based on the results obtained in this study, it can be 

concluded that the analysis performance of determining β-carotene by UV-
Vis spectrophotometry is very good, as evidenced by measurement 

parameters such as accuracy as indicated by the coefficient of variation (KV ) 

= 1.079%, linearity as expressed by the correlation coefficient (r) = 0.9996, limit 

of detection (LOD) = 0.0011 ppm and limit of quantification (LOQ) = 0.0036 

ppm, all of which met the requirements. The levels of β-carotene in the 

pumpkin seeds analyzed varied from 9.52 to 13.76 μg/gram sample 
. 
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 Salah satu metode instrumentasi yang tepat, sensitif dan selektif untuk 

menentukan kadar β-karoten adalah spektrofotometri UV-Vis. Agar hasil 

pengukuran menjadi valid dan reliabel, metode pengukuran harus divalidasi. 

Penelitian ini bertujuan untuk memvalidasi penentuan kadar β-karoten 

secara spektrofotometri UV-Vis dan menerapkannya pada sampel labu 

kuning. Parameter  validasi meliputi presisi, linieritas, batas deteksi dan batas 

kuantifikasi. Berdasarkan hasil yang diperoleh pada penelitian ini,  dapat 

disimpulkan bahwa kinerja analisis penentuan β-karoten dengan 

spektrofotometri UV-Vis tergolong sangat baik, dibuktikan dengan 

parameter pengukuran seperti akurasi yang ditunjukkan oleh koefisien 

variasi (KV ) = 1,079%, linearitas yang dinyatakan dengan koefisien korelasi 

(r) = 0,9996, batas deteksi (LOD) = 0,0011 ppm dan batas kuantifikasi (LOQ) = 

0,0036 ppm,  semuanya memenuhi persyaratan. Kadar β-karoten dalam biji 

labu  yang dianalisis bervariasi dari 9,52 hingga 13,76 μg/gram sampel 
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Pendahuluan 

Betakaroten merupakan salah satu produk 

karotenoid dengan aktivitas vitamin A tertinggi. [1]. 

Pigmen organik berwarna kuning, oranye atau merah-

oranye dan dapat terjadi secara alami pada tanaman 

fotosintesis, ganggang, beberapa jamur dan bakteri [2] 

β-Karoten larut dalam lemak dan berperan sebagai 

pemulung oksigen dan radikal bebas. Beta-karoten 

dapat mengurangi risiko penyakit jantung, kanker, 

reproduksi dan penglihatan. β-Karoten melimpah pada 

tumbuhan[3] 

 Pada penelitian sebelumnya, validasi metode 

konsentrasi betakaroten dilakukan dengan 

menggunakan parameter pengukuran metode HPLC 

tervalidasi, meliputi akurasi, presisi, linieritas, batas 

deteksi dan batas kuantifikasi [4]. Hasil penelitian 

menunjukkan kinerja analisis determinasi betakaroten 

dengan metode HPLC sangat baik, yang menunjukkan 

parameter pengukuran seperti linearitas sebagai 

koefisien korelasi (r) = 0,9975, batas deteksi (LOD) = 1,57 

ppm dan batas kuantifikasi. (LOQ) = 5,22 ppm, 

semuanya memenuhi persyaratan . Selain itu, 

diketahui bahwa penentuan kadar betakaroten juga 

dapat dilakukan dengan metode spektrofotometri UV-

Vis, karena rumus struktur β-karoten mengandung 

gugus kromoforik yang merupakan prasyarat untuk 

senyawa yang dianalisis. metode spektrofotometri UV-

Vis [5] Hal inilah yang menyebabkan peneliti tertarik 

untuk menganalisis betakaroten menggunakan 

spektrofotometri UV-Vis.  

 Metode analisis baru dapat digunakan jika telah 

dilakukan validasi, dengan kondisi yang disesuaikan 

dengan laboratorium dan peralatan yang ada, 

meskipun metode yang digunakan telah 

dipublikasikan dalam jurnal, buku teks atau buku 

resmi seperti farmakope [6] Hal ini disebabkan oleh 

perbedaan dan keterbatasan alat, bahan kimia atau 

kondisi lain yang menghalangi penerapan metode 

tersebut secara penuh. [7] 

Perubahan, penyederhanaan dan penambahan sering 

dilakukan pada metode, oleh karena itu metode harus 

divalidasi dengan cara yang benar. Jika metode 

tersebut dapat dianggap secara umum (linearitas, 

akurasi, presisi, limit deteksi dan limit kuantifikasi) 

tidak berbeda dan diakui oleh pihak yang 

berkompeten, maka metode yang dikembangkan 

dianggap valid dan dapat digunakan untuk analisis 

rutin. Beberapa parameter atau langkah yang dapat 

dijadikan pedoman validasi metode antara lain 

linearitas, limit deteksi, limit kuantifikasi, akurasi, 

presisi, robustness, homogenitas, dan lain-lain. Pada 

penelitian ini dilakukan validasi penentuan kadar 

betakaroten secara spektrofotometri UV-Vis dengan 

parameter kunci yang diuji meliputi spesifisitas, 

linearitas, akurasi, presisi, limit deteksi dan limit 

kuantifikasi. 

 

Bahan dan Metode  

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini 

adalah: Spektrofotometer  PerkinElmer Lambda 25 UV-

Vis, rotary evaporator, sonikator, neraca analitik, 

penyaring vakum dengan pori 0,4 – 0,45 m, pengaduk, 

corong pisah dengan penutup, penangas air, penyedot 

debu dengan pompa  dan alat-alat gelas standar.  

 Bahan kimia yang digunakan dalam penelitian ini 

adalah: betakaroten, etanol, aseton, petroleum eter, 

sampel labu  dan air suling. 

1) Pembuatan Larutan Baku 

Ditimbang teliti 10 mg β-karoten, kemudian 

dilarutkan dengan petroleum eter dalam labu takar 100 

mL, sehingga diperoleh larutan dengan konsentrasi 100 

ppm. Selanjutnya pipet masing-masing: 1,0 mL; 2,0 mL; 

3,0 mL; 4,0 mL; dan 5,0 mL larutan 100 ppm tersebut ke 

dalam labu takar 10 mL dan diencerkan dengan 

petroleum eter hingga tanda tera, maka diperoleh 

larutan standar betakaroten dengan konsentrasi 

masing-masing 1,0 ppm;  2,0 ppm; 3,0 ppm; 4,0 ppm; 

dan 5,0 ppm. 

 

2) Penentuan panjang gelombang serapan maksimum 

beta karoten 

Larutan baku betakaroten diambil salah satu 

konsentrasinya kemudian diukur absorbansi 

larutannya dengan spektrometer UV-Vis Lambda 25 

pada panjang gelombang 350 sampai 550 nm. Panjang 

gelombang serapan maksimum dipilih berdasarkan 

nilai serapan optimal [8] 

 

3) Validasi Metode Analisis 

Setelah menentukan panjang gelombang UV-Vis 

yang optimal, dilakukan validasi metode analisis 

dengan parameter yang akan dikonfirmasi, antara lain: 

a. Presisi 

Akurasi ditentukan oleh reproduktifitas, yang 



Saiya,A.,Caroles,J.D.S.,2022 

10 

 

ditentukan dengan mengukur absorbansi larutan 

standar beta-karoten 5 ppm di bawah kondisi UV-Vis 

yang optimal. Pengukuran diulang 7 kali dan 

kemudian standar deviasi relatif (RSD) atau koefisien 

variasi (CV) ditentukan. 

b. Linearitas dan Kurva kalibrasi 

Kurva kalibrasi dibuat dengan mengukur 

absorbansi larutan standar betakaroten: 1,0; 2.0; 3,0; 4,0 

dan 5,0 ppm pada kondisi optimum UV-Vis yang 

diberikan. Kurva kalibrasi kemudian dibuat dengan 

memplot absorbansi (sebagai sumbu-y) terhadap 

konsentrasi larutan standar β-karoten (sebagai sumbu 

x), kemudian menghitung persamaan garis regresi dan 

koefisien korelasinya. 

c. Batas Deteksi dan Batas Kuantitasi 

Pada penelitian ini limit of detection (LOD) dan limit 

of quantification (LOQ) dihitung secara statistik melalui 

garis regresi kurva kalibrasi . Nilai LOD dihitung 

menggunakan rumus berikut: 

𝐿𝑂𝐷 =  
3 𝑆(𝑦 𝑥⁄ )

𝑏
                         (1) 

Sedangkan nilai LOQ dihitung dengan menggunakan 

persamaan: 

𝐿𝑂𝑄 =  
10 𝑆(𝑦 𝑥⁄ )

𝑏
                          (2) 

Dimana 𝑆(𝑦 𝑥⁄ ) adalah standar deviasi residual 

dan b adalah kemiringan persamaan garis regresi linier 

 

Hasil dan Pembahasan  

 

Panjang Gelombang Serapan Maksimum Betakaroten 

Panjang gelombang penyerapan maksimum 

beta-karoten ditentukan dengan mengukur absorbansi 

larutan standar 5 mg/L beta-karoten menggunakan 

spektrofotometer Lambda 25 UV-Vis pada rentang 

panjang gelombang 190-700 nm. Berdasarkan hasil 

pengukuran, panjang gelombang serapan larutan 

standar β-karoten adalah 50 nm (Gambar 1). Panjang 

gelombang maksimum ini konsisten dengan penelitian 

oleh Hiyama, yang melaporkan panjang gelombang 5 

nm untuk β-karoten dalam aseton. 

 

 

 
Gambar 1. Hasil pembacaan penentuan λ optimum β-

karoten 

 

 

Validasi Metode Analisis 

Hasil validasi metode analisis penetapan kadar 

beta karoten dalam sampel labu kuning dijelaskan 

sebagai berikut.  

 

a. Presisi  

Presisi adalah ukuran tingkat kesesuaian antara 

hasil tes individu, diukur sebagai penyimpangan hasil 

individu dari rata-rata, ketika prosedur diterapkan 

berulang kali pada sampel yang diambil dari campuran 

homogen. Pada penelitian ini presisi ditentukan 

berdasarkan keterulangan absorbansi hasil pengujian 

dalam 6 ulangan larutan standar. Kriteria akurasi 

adalah ketika metode memberikan standar deviasi 

relatif (RSD) atau koefisien variasi (CV) sebesar 2% atau 

kurang . Hasil pengukuran disajikan pada Tabel 1. 

 

Table 1. Penentuan Repeatibilty 

Pengukuran ke- Absorbans 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

0,612 

0,612 

0,605 

0,617 

0,620 

0,603 

Rata-rata 

Standar Deviasi (SD) 

Koefisien Variasi (KV) 

0,612 

 

1,079% 

 

Berdasarkan hasil penelitian yang disajikan pada 

Tabel 1 dapat diketahui bahwa nilai koefisien variasi 

(KV) untuk penentuan betakaroten 5 ppm sebesar 

1,079%. Karena nilai KV kurang dari 2% maka metode 

analisis memiliki akurasi yang baik . Dengan demikian 

dapat disimpulkan bahwa sistem pengoperasian alat 
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dan analisis memiliki nilai repeatability yang baik untuk 

metode dengan respon yang relatif konstan, sehingga 

hasil pengukuran memiliki nilai presisi yang 

memenuhi persyaratan. 

 

b. Linearitas dan Kurva Kalibrasi 

Linearitas adalah kemampuan suatu metode 

analisis untuk memberikan respon yang proporsional 

terhadap konsentrasi analit dalam sampel Linearitas 

biasanya dinyatakan sebagai varian dari garis regresi 

yang dihitung dari persamaan matematis data yang 

diperoleh dari percobaan analit dengan sampel 

konsentrasi analit yang berbeda Parameternya adalah 

hubungan linier, koefisien korelasi r y=a bx digunakan 

dalam analisis regresi linier. Hubungan linier yang 

ideal tercapai bila nilai a = 0 dan r = 1 atau -1 tergantung 

arah garisnya  [5] 

 

Tabel 2. Data Hasil Pengukuran Absorbans Larutan 

Standar Betakaroten 

Konsentrasi Standar β-

karoten (ppm) 
Absorbans 

0,0 

1,0 

2,0 

3,0 

4,0 

5,0 

0 

0,196 

0,393 

0,594 

0,771 

0,957 

Berdasarkan hasil pengukuran larutan standar 

betakaroten 5 seri pada rentang konsentrasi 1,0 - 5,0 

ppm, diperoleh hasil pengukuran absorbsi sesuai Tabel 

2 dan garis regresi kurva kalibrasi dengan persamaan 

y= 0,1917 x 0,0058 dan nilai koefisien korelasi R2 = 0,9996 

sesuai Gambar 2. 

 

 
Gambar 2. Kurva Kalibrasi Larutan Standar 

Betakaroten 

 

Nilai regresi yang baik adalah jika R2 > 0,99 . Data hasil 

pengukuran menunjukkan bahwa nilai koefisien 

korelasi yang diperoleh telah memenuhi persyaratan 

untuk digunakan dalam pengukuran analisis rutin. 

 

c. Batas Deteksi dan Batas Kuantitasi 

Limit deteksi (LOD) adalah jumlah analit terkecil 

yang dapat dideteksi dalam sampel yang terus 

memberikan respons yang signifikan dibandingkan 

dengan blanko, sedangkan limit kuantitasi (LOQ) 

adalah parameter analitik mikroskopis dan 

didefinisikan sebagai jumlah terkecil dari analit dalam 

sampel yang masih dapat memenuhi kriteria ketelitian 

dan ketelitian Nilai LOD dan LOQ dihitung secara 

statistik dengan garis regresi kurva kalibrasi.  

Berdasarkan hasil penelitian spektrofotometri 

UV-Vis untuk kadar betakaroten didapatkan nilai LOD 

sebesar 0,0011 ppm dan nilai LOQ sebesar 0,0036 ppm. 

Limit deteksi berguna dalam menentukan respon yang 

ditimbulkan oleh suatu analisis  

 

Penetapan Kadar Betakaroten dalam Sampel Labu 

Kuning 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk 

memvalidasi metode analisis betakaroten dan 

menerapkannya pada penentuan konsentrasi 

betakaroten dalam sampel buah labu kuning.[9] Hasil 

pengukuran dan perhitungan kadar betakaroten 

sampel labu kuning disajikan pada Tabel 3. 

 

Tabel 3. Kadar Betakaroten dalam Jonjot Buah Labu 

Kuning 

Sampel 
Kadar Betakaroten 

(ppm) 

A1 

A2 

A3 

B1 

B2 

B3 

C1 

C2 

C3 

13,23 

11,91 

9,52 

13,52 

13,34 

10,81 

13,70 

13,66 

12,76 
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