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ABSTRAK

Metode analisis beta karoten menurut AOAC OM No. 970.64 tahun 1999 telah
dimodifikasi dari penentuan menggunakan spekirofotometer menjadi penentuan
menggunakan instrumen HPLC-MWD dengan metode persiapan sampel yang hampir
sama. Metode analisis yang dimodifikasi tersebut divalidasi dalam penelitian ini dengan
menggunakan sampel minyak sawit. Validasi meliputi uji unjuk kerja instrumen dengan
menggunakan larutan standar beta karoten 10 pg/mL (meliputi presisi, linearitas, limit
deteksi/LOD dan limit kuantifikasi/LOQ instrumen), uji metode analisis dengan parameter
akurasi, presisi (ripitabilitas dan intralab reprodusibilitas), linearitas dan limit deteksi metode.
Dalam tahap preparasi sampel, minyak sawit disaponififikasi dengan KOH-metanol 10%
kemudian diekstrak beta karotennya dengan solven petroleum eter. Penentuan dengan
HPLC-MWD yang diset pada panjang gelombang 452 nm dilakukan setelah hasil ekstraksi
dikeringkan dengan gas nitrogen dan kemudian dilarutkan dalam solven fase gerak HPLC
(asetonitril 65% + isopropanol 35%) tepat 1 mL. Unjuk kerja instrumen menunjukkan presisi
kromatografi yang memenuhi ketentuan JECFA (2008) yaitu kurang dari 2,0%, linearitas
instrumen dengan koefisien determinasi R? 0,999, serta LOD dan LOQ instrumen masing-
masing 0,39 dan 1,30 pg/mL. Validasi metode analisis dengan menggunakan matriks
sampel mempunyai akurasi 90-91% dan presisi 4,2 — 5,3% pada kisaran konsentrasi beta
karoten 150 — 900 pg/g minyak sawit. Linearitas metode analisis menunjukkan koefisien
determinasi R? lebih dari 0,990 pada kisaran konsentrasi tersebut dengan limit deteksi
metode 7,2 ug/g sampel. Uji intralab reprodusibilitas menunjukkan nilai 3,0%, hasil ini
memenubhi kriteria keberterimaan AOAC PVM (1993).

Kata kunci: analisis beta karoten, minyak sawit, HPLC-MWD, validasi metode, ekstraksi
sampel ’

PENDAHULUAN

Beta karoten terkandung secara alami dalam minyak sawit yang diproses dari
mesokarp buah kelapa sawit, terutama dalam crude palm oil dan red palm oil. Kandungan
karotenoid minyak sawit ini dapat mencapai 500 hingga 700 ppm atau mg/kg dengan
komponen utama alfa dan beta karoten (Chiu et al., 2009). Di tingkat konsumen, minyak
sawit dikenal sebagai minyak goreng yang memiliki warna kuning jernih hingga kuning
keemasan, disebabkan crude palm oil telah mengalami perlakuan lebih lanjut berupa
pemurnian, pemucatan, deodorisasi dan fraksinasi.
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Analisis beta karoten umumnya dilakukan dengan instrumen HPLC (Barba et al.

2006; Burns et al., 2003; Chiu et al, 2009; Lin dan Chen, 2003; Mortensen, 2005: _

Samaniego-Sanchez et al., 2010; Silva et. al., 2011) baik dengan detektor UV-Vis
photodiode array maupun mass spectrometer, akan tetapi metode standard AOAC tahun

1999 menunjukkan analisis beta karoten dilakukan dengan menggunakan instrumen |
spektrofotometer UV-Vis dengan persiapan sampel yang meliputi proses pemisahan beta
karoten dari matriks dengan cara saponifikasi diikuti dengan pemisahan menggunakan

kromatografi kolom. Metode AOAC tersebut tidak efektif dan efisien karena memerlukan

waktu yang cukup lama dan alat tambahan berupa kolom kromatografi. Analisis beta

karoten menggunakan HPLC lebih efisien dibandingkan dengan spektrofotometer karena

tidak memerlukan proses pemisahan menggunakan kromatografi kolom dalam persiapan _
sampelnya, sebaliknya beta karoten dari matriks cukup disaponifikasi saja. Oleh karena itu .

metode analisis yang dikembangkan pada penelitian ini adalah metode menggunakan

HPLC dengan detektor UV-Vis yang umum terdapat dalam laboratorium pengujian di
Indonesia, dengan menggunakan kolom fase terbalik C18 dan fase gerak campuran

asetonitril dan isopropanol (65% + 35%). Metode preparasi sampel yaitu saponifikasi dalam

e SR

penelitian ini dilakukan berdasarkan pada metode AOAC (1999). Dengan demikian, validasi
metode analisis beta karoten hasil modifikasi metode standard AOAC tersebut periu

-dilakukan.
Validasi metode adalah sebuah proses yang penting dari program jaminan mutu

hasil uji dimana sifat-sifat dari sebuah metode ditentukan dan dievaluasi secara obyektif

(Garfield et al., 2000). Dengan adanya validasi ini, dapat diketahui suatu metode layak atau
tidak untuk digunakan. Terdapat banyak metode yang divalidasi oleh organisasi-organisasi

“standar. Beberapa metode -harus digunakan karena metode-metode tersebut sudah
terstandar. Sebagai prosedur yang umum, metode standar yang diaplikasikan untuk jenis
sampel tertentu, tidak perlu divalidasi sebelum digunakan. Penelitian ini bertujuan
melakukan validasi metode analisis beta karoten dengan menggunakan HPLC dan
matriks sampel sawit berdasarkan pada metode validasi EURACHEM tahun 1998 dengan
parameter presisi instrumen, akurasi dan presisi metode yang ditentukan dari uji rekoveri,
linearitas metode, limit deteksi metode dan reprodusibilitas intralab.

BAHAN DAN METODE

Bahan dan Alat

Sampel yang digunakan adalah minyak goreng sawit yang dibeli dari pasar di Bogor
dan minyak sawit merah dari perusahaan tertentu. Bahan-bahan kimia yang dipakai adalah
standar beta karoten (kualitas p.a. dari Merck), asetonitril (HPLC-grade, Merck), isopropanol
(HPLC-grade, Merck), gas nitrogen (teknis), metanol (p.a, Merck), petroleum eter (p.a,
Merck), air suling, kalium hidroksida (p.a, Merck), natrium sulfat anhidrat (p.a, Merck).

Peralatan yang dipakai adalah filter 0,45 mikron, peralatan gelas, kertas saring,
pipet mikro, dan timbangan analitik. Instrumen analisis terdiri dari instrumen HPLC Agilent
1200 Series (Agilent Technologies, USA) yang dilengkapi dengan detektor MWD (merk
Agilent) dan kolom Zorbax ODS (C18), serta instrumen Spektrofotometer Shimadzu UV-vis
mini 1240 Series (Shimadzu Technologies, Jepang).

S . T, . . R
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Ekstraksi Beta Karoten (AOAC, 1999)

Ditimbang sebanyak 1-2 gram sampel minyak goreng, dimasukkan ke dalam
tabung reaksi bertutup, ditambahkan 10 mL KOH 10% metanol, divorteks, dihembuskan gas
N, selama 30 detik. Lalu dipanaskan di dalam penangas air 65°C selama 60 menit,
didinginkan (+ 40°C). Dimasukkan ke dalam corong pemisah, diekstrak dengan petroleum
eter sebanyak 3 x 15 mL, fraksi petroleum eter ditampung, dicuci dengan air suling, jika
terdapat emulsi ditambahkan NaCl jenuh. Fraksi petroleum eter yang telah bersih disaring
dengan Na,SO, anhidrat, dikeringkan dengan gas N,, dilarutkan kembali dengan fase gerak
sebanyak 1 mL, disaring dengan membran 0,45 pm, sampel siap dianalisis dengan HPLC
dengan kondisi seperti pada Tabel 1. Untuk spiked sample, sampel minyak goreng sawit
ditambahkan masing-masing 150, 300, 500, 750, dan 900 pL larutan stok standar beta
karoten 1000 pg/mL.

Uji Spesifisitas

Uji spesifisitas dilakukan untuk mengetahui beta karoten dapat dianalisis atau tidak
dengan metode analisis pada penelitian ini. Uji spesifisitas terlebih dahulu adalah melalukan
scanning untuk mengetahui panjang gelombang yang menghasilkan serapan maksimum
yang digunakan sebagai dasar analisis beta karoten dengan HPLC UV-vis, yaitu larutan
standar beta karoten 100 pg/mL discanning pada spektrofotometer UV-vis pada panjang
gelombang 400-500 nm. Kemudian dilakukan analisis standar beta karoten murni dan
standar beta karoten yang dispike dalam sampel minyak goreng dengan menggunakan
instrumen HPLC pada panjang gelombang maksimumnya.

Validasi Metode Analisis Beta Karoten

Validasi metode analisis beta karoten terdiri dari: uji spesifisitas, uji unjuk kerja
instrumen (presisi, linieritas, limit deteksi dan limit kuantifikasi (LOD dan LOQ) instrumen),
uji rekoveri untuk menentukan akurasi dan repeatabilitas serta limit deteksi metode (MDL)
dan uji reproducibility intra laboratorium. Data hasil validasi diolah dengan statistik. Metode
analisis beta karoten dikatakan valid apabila memenuhi kriteria seperti pada Tabel 2.
Validasi metode dilakukan mengikuti metode EURACHEM (1998).

Tabel 1. Kondisi operasi analisis beta karoten dengan HPLC-MWD (UV-Vis)

Kriteria .Kondisi

Kolom Zorbax C18 (ODS), ukuran partikel pendukung
5 um, panjang 15 cm, diameter dalam 4,6 mm

Suhu running Suhu ruang

Fase gerak Asetonitril : isopropanol (65:35, v/v) (isokratik)

Laju aliran fase gerak 1,0 mL/menit

Deteksi Visibel 452 nm

Sampel loop 20 L
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Tabel 2. Kriteria keberterimaan hasil validasi metode analisis

Batas
Sty keberterimaan
Presisi instrumen (JECFA, 2006) <2,0%
Koefisien determinasi (R%) pada uji linieritas 20,990
Persen rekoveri (akurasi) menurut AOAC (1993) 90 -107%
Nilai relative standar deviasi atau RSD (presisi) menurut AOAC (1993) <5,30%

HASIL DAN PEMBAHASAN

Uji Spesifisitas

Uji spesifisitas diawali dengan melakukan scanning terhadap standar beta karoten
pada spektrofotometer pada panjang gelombang visible (400-500 nm) untuk mengetahui
panjang gelombang yang menghasilkan serapan maksimum. Hasil scanning ditunjukkan
pada Gambar 1. Dari hasil scanning diperoleh panjang gelombang maksimum beta karoten
adalah 452 nm.

452,0 nm ; 0,326 A

0,50A

0,20 A

400,0 nm 500,0 nm

Gambar 1. Hasil scanning larutan standar beta karoten dengan Spektrofotometer UV-vis.

Spesifisitas analisis beta karoten menggunakan HPLC diuji dengan menggunakan
larutan standar beta karoten (dilarutkan dalam fase gerak HPLC) dan dengan
menggunakan sampel minyak goreng sawit yang tidak mengandung beta karoten.
Pengujian larutan standar beta karoten yang dicoba memberikan peak tunggal pada waktu
retensi 12,252 menit seperti Gambar 2. Spesifisitas standar beta karoten tersebut dengan
menggunakan sampel minyak goreng yang dispike ditampilkan pada Gambar 3 dengan
waktu retensi yang relative sama yaitu 12,220 menit. Beta karoten dalam sampel minyak
yang dispike dapat terdeteksi sebagai peak tunggal, sehingga pengujian metode analisis
beta karoten dalam sampel minyak dapat dilanjutkan dengan uji validasi.

5
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Gambar 2. Kromatogram standar beta karoten hasil analisis dengan HPLC yang dilengkapi
detektor MWD dengan deteksi pada A 452 nm.
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Gambar 3. Kromatogram sampel minyak goreng dengan spiking standar beta karoten hasil
analisis dengan HPLC yang dilengkapi detektor MWD dengan deteksi pada A
452 nm.
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Uji Unjuk Kerja Instrumen

Hasil uji unjuk kerja instrumen yang pertama ditampilkan pada Tabel 3. Rata-rata
waktu retensi beta karoten adalah 12,463 menit dengan presisi (RSD) sebesar 1,82%,
sedangkan rata-rata luas area peak beta karoten adalah 17,01517 dengan presisi (RSD) .
sebesar 1,70%. Hasil RSD ini masuk ke dalam standar keberterimaan yaitu < 2,0% (JECFA,
2008). "

Tabel 3. Hasil uji presisi instrumen HPLC pada analisis beta karoten menggunakan larutan
standar beta karoten10,0 pug/mL

Waktu retensi

Ulangan (menit) Luas area peak
1 12,781 17,64541
2 12,763 17,10515
3 12,574 17,02285
4 12,379 16,96900
5 12,319 16,90188
6 12,236 16,68456
7 12,188 16,77734
Rata-rata 12,463 17,01517
SD 0,23 0,29
RSD (%) 1,82 1,70

Percobaan penentuan LOD dan LOQ instrumen dilakukan dengan menggunakan
. larutan standar beta karoten pada konsentrasi 10,0 pg/mL (ppm). Hasil percobaan
" penentuan LOD dan LOQ dalam analisis beta karoten dengan HPLC terdapat pada Tabel 4,
yang dihitung berdasarkan kurva kalibrasi standar beta karoten murni (Gambar 4). Hasil
LOD dan LOQ instumen beta karoten adalah 0,39 pg/mL dan 1,30 pg/mL. Linearitas
instrumen telah memenuhi persyaratan, ini ditunjukkan dari nilai koefisien determinasi R2
0.9985 dalam Gambar 4 yang memenuhi persyaratan menurut Tabel 2.

3000 -

2500 - y = 2,4136x + 0,1333
— R? = 0,9985

1500 +
1000 -
500 -

0

Area

0 200 400 600 800 1000 1200

Konsentrasi beta karoten (pg/mL)

Gambar 4.  Kurva kalibrasi standar yang dibuat dari injeksi langsung larutan beta karoten
murni ke dalam instrumen HPLC.

it
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Tabel 4. Data hasil percobaan penentuan LOD dan LOQ instrumen HPLC untuk analisis
beta karoten

Ulangan Luas area peak Konsentrasi dari kurva standar (ug/mL)
1 17,64541 7,26
2 17,10515 7,03
3 17,02285 7,00
4 16,96900 6,98
5 16,90188 6,95
6 16,68456 6,86
7 16,77734 6,90
Rata-rata 6,99
SD 0,13
RSD (%) 1,85
LoD =3 xSD 0,39
LoQ=10xSD 1,30

Linieritas Metode

Respon instrumen HPLC terhadap pengujian standar beta karoten yang dispike ke
dalam sampel minyak goreng bersifat proporsional sesuai dengan besarnya konsentrasi
standar. Respon tersebut terlihat pada Gambar 5. Semakin tinggi konsentrasi beta karoten -
akan semakin tinggi peak-nya.
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Gambar 5. Respon HPLC pada berbagai konsentrasi spiking beta karoten dalam analisis
beta karoten dalam minyak sawit.
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Linieritas analisis beta karoten dapat diperoleh pada kisaran konsentrasi 150-
900 pg/mL Gambar 6, yang mempunyai R? sebesar 0,9991, dan ini memenuhi standar
linieritas yaitu diatas 0,990. Kurva ini digunakan sebagai kurva standar atau kurva kalibrasi
pada uji MDL, recovery, repeatability (presisi), dan reproducibility senyawa beta karoten.

2500 -
] y = 2,6454x - 284,3335
2000 R? = 0,9991
S 1500 |
<
1000 -
500 -
O T T 1 I 1
0 200 400 600 800 1000

Konsentrasi (pg/mL)

Gambar 6. Kurva kalibrasi analisis beta karoten dengan HPLC yang diperoleh dari uji adisi
standar beta karoten dalam sampel minyak sawit.

Akurasi dan Presisi Metode dari Hasil Uji Rekoveri

Hasil uji rekoveri pada analisis beta karoten dilakukan pada 3 konsentrasi spiking
yang berbeda yaitu 151,2 pg/g (rendah), 504 pg/g (sedang), dan 907,2 pg/g (tinggi)
ditunjukkan pada Tabel 5. Hasil uji menunjukkan keakuratan hasil analisis diperoleh
sebesar 90,25% (konsentrasi rendah), 90,05% (konsentrasi sedang), dan 90,97%
(konsentrasi tinggi), hasil ini sesuai dengan AOAC (1993) yaitu 90 — 107%. Nilai presisi atau
repeatability (RSD) pada 3 tingkat konsentrasi spiking berada pada kisaran 4,22 — 5,27%.
Nilai presisi ini masuk pada batas keberterimaan menurut AOAC (1993) seperti yang
ditunjukkan pada Tabel 2.

Tabel 5. Akurasi dan presisi analisis beta karoten dalam sampel minyak sawit dengan
HPLC yang ditentukan dari uji rekoveri

Konsentrasi spiking (pug/g) Rata-rata SD Rekoveri (%) Presisi (%RSD)

151,2 136,5 0.2 90,25 5,27
504,0 453,8 21,8 90,05 4,80
907,2 825,3 34,8 90,97 4,22

Limit Deteksi Metode atau MDL (Method Detection Limit)

Hasil uji MDL ditentukan dari hasil uji rekoveri pada 3 konsentrasi spiking yang
berbeda (hasil uji recovery), dengan membuat kurva hubungan antara rata-rata konsentrasi
hasil uji rekoveri dengan standar deviasinya seperti yang ditunjukkan pada Gambar 7. Dari
hasil persamaan tersebut diperoleh nilai SDg (x = 0) yaitu 2,3968 pg/g sampel. MDL dihitung
sebesar 3 kali SD, yang menghasilkan MDL sebesar 7,19 pg/g minyak goreng. Hasil MDL
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merupakan batas deteksi beta karoten dalam minyak sawit yang dapat dianalisis dengan
metode ini.

40 -
% 304 Y=0,0400x +2,3968
L] R? = 0,9941
8 320 -
)]
T 3
2710 -
]
w
0 T T T T ]
0 200 400 600 800 1000

Rata-rata konsentrasi beta karoten (ug/g sampel)

Gambar 7. Kurva hubungan antara standar deviasi (SD) dan konsentrasi dari hasil uji
rekoveri dalam analisis beta karoten dengan HPLC. Intersep kurva dengan
sumbu y menunjukkan nilai SDg, dan limit deteksi metode (MDL) ditentukan dari

3 x SDq.

Reprodusibilitas Intralab

_ Hasil uji reprodusibilitas intralab dilakukan setiap 1-2 minggu sekali selama 1,5

bulan dan hasilnya ditunjukkan pada Tabel 6. Reprodusibilitas tersebut ditunjukkan oleh
nilai RSD yaitu 3,00%, dengan batas keberterimaan < 5,30% (AOAC, 1993), sehingga nilai
reprodusibilitas intralab diterima.

KESIMPULAN

Hasil uji validasi metode analisis beta karoten dalam sampel minyak sawit dengan
menggunakan instrumen HPLC fase terbalik dan detektor MWD (UV-Vis) yang diset pada
panjang gelombang visible 452 nm dengan persiapan sampel menggunakan metode
saponifikasi dan ekstraksi cair-cair menunjukkan hasil yang valid.

Tabel 6. Hasil uji reprodusibilitas intralab dalam uji validasi metode analisis beta karoten
dengan HPLC

Minggu ke- Hasil yang diperoleh (pg/g) Rata-rata SD RSD (%)

1628,46
1 1498.94 1563,70 91,58 5,86
1622,07 .
2 1566.58 1594,32 39,24 2,45
1635,02
3 1541.94 1588,48 65,81 414
1626,70
4 1633.43 1630,06 4,76 0,29
1567,74
5 1557.03 1562,38 7,57 0,48
Rata-rata 1587,79 1587,79
SD 47 .67 27,64
RSD (%) 3,00 1,74
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