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 Perkembangan teknologi laboratorium mendorong penerapan metode analisis yang 
lebih efisien dan ramah lingkungan, sejalan dengan prinsip Green Analytical Chemistry 

(GAC). Penelitian ini bertujuan mengoptimalkan kinerja spektrofotometer UV-Vis tipe 

mikroplate untuk analisis kandungan protein bahan pangan menggunakan metode 
Biuret. Metode ini didasarkan pada reaksi kompleks berwarna ungu antara reagen 

Biuret dan ikatan peptida dalam protein, dengan absorbansi yang sebanding terhadap 
konsentrasi protein. Tiga metode pengenceran diuji, yaitu mL-mikroplate, µL-

mikroplate, dan mL-kuvet, dengan parameter evaluasi meliputi panjang gelombang 
maksimum, linearitas, dan akurasi. Ketiga metode menunjukkan panjang gelombang 

maksimum yang sama (562 nm), menandakan kestabilan sistem reaksi. Metode mL-

kuvet memberikan nilai linearitas tertinggi (R² = 0,998), sementara mL-mikroplate 
menunjukkan akurasi terbaik (91,00%) dan hasil paling konsisten pada pengujian 

sampel tempe dan yoghurt. Di sisi lain, µL-mikroplate memberikan akurasi memadai 
(90,25%) dengan penggunaan reagen yang sangat hemat, mendukung prinsip GAC. 

Oleh karena itu, metode mL-mikroplate direkomendasikan sebagai metode utama 
untuk analisis protein berbasis spektrofotometri UV-Vis, dan metode µL-mikroplate 

sebagai alternatif ramah lingkungan yang efisien untuk aplikasi laboratorium modern. 
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  Abstract 

  Advancements in laboratory technology have driven the adoption of more efficient and 

environmentally friendly analytical methods, in line with the principles of Green 

Analytical Chemistry (GAC). This study aims to optimize the performance of a 
microplate-based UV-Vis spectrophotometer for determining protein content in food 

samples using the Biuret method. The method is based on a colorimetric reaction 
between Biuret reagent and peptide bonds in proteins, forming a purple complex whose 

absorbance is proportional to protein concentration. Three dilution methods were 
evaluated: mL-microplate, µL-microplate, and mL-cuvette, based on parameters 

including maximum wavelength, linearity, and accuracy. All methods showed the same 

maximum absorbance wavelength (562 nm), indicating reaction stability. The mL-
cuvette method achieved the highest linearity (R² = 0.998), while the mL-microplate 

method demonstrated the best accuracy (91.00%) and most consistent results in tempeh 
and yogurt samples. Meanwhile, the µL-microplate method offered acceptable accuracy 

(90.25%) with significantly reduced reagent volume, supporting the GAC approach. 
Therefore, the mL-microplate method is recommended as the primary technique for 

protein analysis using UV-Vis spectrophotometry, while the µL-microplate method 

provides an efficient and eco-friendly alternative for modern laboratory applications. 
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Pendahuluan 

Perkembangan teknologi laboratorium telah membawa dampak yang signifikan terhadap 

instrumentasi pengujian di berbagai bidang ilmiah, termasuk biokimia, farmasi, teknologi pangan dan 

ilmu lingkungan (Bergquist & Turner, 2018). Inovasi dalam teknologi analitik tidak hanya meningkatkan 

akurasi dan kecepatan pengujian, tetapi juga mengintegrasikan prinsip-prinsip kimia hijau untuk 

mengurangi dampak lingkungan (Ganesh et al., 2021). Pendekatan ini dikenal sebagai Green Analytical 

Chemistry (GAC), yang berfokus pada penggunaan metode yang lebih ramah lingkungan dan efisien 

(Agrawal et al., 2021; Ganesh et al., 2021). Dalam beberapa tahun terakhir, kemajuan dalam alat-alat 

laboratorium yang lebih canggih, seperti Spektrofotometer UV-Vis (Ultraviolet-Visible) telah mengubah 

cara kita melakukan penelitian dan pengujian (Amekura, 2018; L.C. Passos & M.F.S. Saraiva, 2019). 

Spektrofotometer UV-Vis merupakan alat analisis yang sangat penting dalam berbagai bidang, termasuk 

kimia (Sulistyani et al., 2023), biokimia (Mörschbächer et al., 2018; Wang et al., 2019), farmasi (Akash & 

Rehman, 2019), biologi (Ferreira et al., 2020), dan ilmu material (Malik et al., 2021; Pratiwi & Nandiyanto, 

2022). Spektrofotometer UV-Vis adalah alat yang digunakan untuk mengukur absorbansi atau 

transmitansi cahaya ultraviolet dan visible yang diserap oleh suatu larutan atau sampel. Prinsip dasar dari 

spektrofotometri UV-Vis melibatkan interaksi radiasi elektromagnetik dengan materi pada panjang 

gelombang tertentu, yang memungkinkan analisis kuantitatif berbagai senyawa (Akash & Rehman, 2019; 

Amekura, 2018). Pemanfaatan spektrofotometer uv-vis dalam pengujian diantaranya untuk mengetahui 

kadar zat terlarut, mempelajari kinetika reaksi, identifikasi senyawa (Suhartati, 2017), pengujian kualitas 

air, pengujian farmasi, karakterisasi material dan pengujian protein dalam makanan. 

Sejalan dengan program pemerintah dalam menyediakan makan siang bergizi, Laboratorium Kimia 

Universitas Negeri Semarang memiliki peran dalam pengembangan metode analisis kandungan bahan 

pangan. Laboratorium Kimia FMIPA UNNES memiliki spektrofotometer UV-Vis tipe microplate yang 

memiliki keunggulan penggunaan reagen dalam skala mikro, sehingga metode yang digunakan lebih 

efisien dan ramah lingkungan (sejalan dengan prinsip green chemisty) (Kreusch et al., 2003). 

Spektrofotometer UV-Vis tipe microplate juga telah dilakukan metode validasi dalam pengujian 

kandungan vitamin C (Sulistyani et al., 2023) dan antioksidan (Sulistyani et al., 2024). Hasil yang diperoleh 

menunjukkan kinerja yang optimum dan ketelitian yang sangat tinggi. Riset ini merupakan 

pengembangan instrument Spektrofotometer UV-Vis dalam analisis kandungan protein dengan reagen 

biuret. 

Metode biuret merupakan salah satu teknik dalam menentukan kadar proten dalam suatu sampel. 

Metode ini didasarkan pada reaksi antara ikatan peptida dalam protein dengan reagen Biuret, yang 

menghasilkan kompleks berwarna ungu (Syauqi et al., 2018). ketika reagen Biuret (yang mengandung 

tembaga(II) sulfat) ditambahkan ke dalam larutan yang mengandung protein, ion tembaga akan bereaksi 

dengan ikatan peptida (C=O dan N-H) dalam protein, membentuk kompleks berwarna ungu(Langyan et 

al., 2022; Syauqi et al., 2018; Trang et al., 2021). Intensitas warna yang terbentuk sebanding dengan 

konsentrasi protein dalam larutan. Oleh karena itu, absorbansi dapat diukur menggunakan 

spektrofotometer pada panjang gelombang sekitar 500-650 nm (Aurand et al., 1987; Sudarmadji et al., 

1984). Metode ini spesifik dalam analisis protein karena hanya ikatan peptida yang dapat bereaksi dengan 

reagen biuret. Metode ini juga merupakan metode yang sederhana dan cepat. Riset ini bertujuan untuk 

menganalisis optimalisasi kinerja spektrofotometer uv-vis tipe microplate sebagai instrumen pengujian 

kandungan protein dalam bahan pangan. 

 

Metode 

Alat dan Bahan 

Peralatan yang digunakan dalam riset ini antara lain: Neraca analitik (O-Haus), Spektrofotometer UV-

VIS(Fluostar Omega BMG LabTech), Mikroplate kuarsa (BMG Labtech 96), botol gelap,  Hot plate dan stireer (D 

Lab), Labu ukur 10 mL (pyrex), Labu Ukur 25 mL(pyrex), Mikropipet 100 mikroliter, pipet ukur(pyrex), 

pipet volume(pyrex), ball pipet, gelas beker, Tabung Sentrifugasi. Bahan yang digunakan antara lain: 

Tembaga(II) Sulfat Pentahidrat p.a (Merck), Natrium Kalium Tartrat p.a (Merck), Natrium Hidroksida p.a 

(Merck), kertas saring, Aquabidest, Etano Teknis, Kalium Dikromat, Aluminium Foil, Tissue.  
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Prosedur 

1. Persiapan Larutan NaOH 10% 

Timbang NaOH sebanyak 50 gram dan masukkan ke dalam labu ukur 500 mL. Tambahkan aquabidest 

hingga tanda tera, kocok dan homogenkan. 

2. Pembuatan Reagen Biuret 

Timbang Tembaga (II) Sulfat Pentahidrat sebanyak 1,5 gram dan kalium natrium tartrat sebanyak 6 

gram masukkan ke dalam labu ukur 500 mL. Tambahkan aquabidest hingga tanda tera, kocok dan 

homogenkan. Pindahkan larutan tersebut kedalam labu takar 1000 mL, tambahkan NaOH 10% 

sebanyak 300 mL. Tambahkan aquabidest hingga tanda tera, kocok dan homogenkan. Larutan ini bisa 

disimpan dalam jangka waktu yang lama. 

3. Pembuatan Larutan Induk Albumin (10 mg/mL) 

Timbang albumin BSA sebanyak 100 mg masukkan kedalam labu ukur 10 mL tambahkan aquabidest 

hingga tanda tera. Homogenkan menggunakan vorteks. 

4. Pembuatan Larutan Standar Albumin 

Pembuatan larutan standar albumin 1, 2, 3, 4 dan 5 mg/mL dilakukan dengan 2 metode untuk 

membandingkan hasil, Metode pembuatan larutan standar ditunjukkan pada Tabel berikut: 

 

Tabel 1. Metode Pembuatan Larutan Standar Skala Mikroliter 

Konsentrasi Volume Larutan Induk BSA (µL) Volume Aquabidest (µL) 

1 10 90 

2 20 80 

3 30 70 

4 40 60 

5 50 50 

 

Tabel 2. Metode Pembuatan Larutan Standar Skala Mililiter 

Konsentrasi Volume Larutan Induk BSA (mL) Volume Aquabidest (mL) 

1 0,5 4,5 

2 1 4 

3 1,5 3,5 

4 2 3 

5 2,5 2,5 

5. Pembuatan Larutan Sampel 

Sampel diambil sebanyak 0,5 gram, tambahkan aquabidest sebanyak 10 mL. Homogenkan. Pindahkan 

larutan sampel ke dalam tabung sentrifugase. Lakukan sentrifugase pada kecepatan 3000 rpm selama 

10 menit. Ambil larutan supernatant untuk dilakukan analisis lebih lanjut. 

6. Persiapan Optimalisasi Instrumen Spektrofotometer UV-VIS 

Instrumen Spektrofotometer UV-VIS tipe microplate(Fluostar Omega BMG LabTech) dihidupkan sesuai 

SOP dan ditunggu selama 30-60 menit untuk memastikan instrument siap untuk membaca 

sampel(Sulistyani et al., 2023). 

7. Pengecekan Absorbansi Microplate 

Pastikan instrument spektrofotometer uv-vis sudah siap untuk membaca absorbansi sampel. Scan 

microplate kosong pada panjang gelombang 220-1000 nm. Catat absorbansi pada masing-masing hole 

(Sulistyani et al., 2023). 

8. Penetapan Panjang Gelombang Maksimum dan Pengukuran Kandungan Protein pada Sampel  

Masing-masing larutan dipipet dengan volume dan perbandingan yang ditunjukkan pada Tabel 3 dan 4 

untuk skala mikroliter dan mililter 
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Tabel 3 Penyiapan Larutan Standar dan Sampel Skala Mikroliter 

Konsentrasi (ppm) Volume Larutan Standar (µL) Volume Biuret (µL) Total Volume (µL) 

1 20 80 100 

2 20 80 100 

3 20 80 100 

4 20 80 100 

5 20 80 100 

Sampel 20 80 100 

 

Tabel 4 Penyiapan Larutan Standar dan Sampel Skala Mililiter 

 

Konsentrasi (ppm) Volume Larutan Standar (mL) Volume Biuret (mL) Total Volume (mL) 

1 1 4 5 

2 1 4 5 

3 1 4 5 

4 1 4 5 

5 1 4 5 

Sampel 1 4 5 

Setelah direaksikan dengan biuret masing – masing larutan diinkubasi selama 15 dan 30 menit. 

Selanjutnya diukur absorbansinya pada panjang gelombang 400 – 700 nm untuk menentukan panjang 

gelombang maksimum. Kemudian dibaca kembali sebanyak 10 kali replikasi pada panjang gelombang 

maksimum yang diperoleh. Hasil yang diperoleh kemudian di analisis. 

9. Pembuatan Larutan Kalium Dikromat 1% 

Timbang 1 gram kalium dikromat, masukkan kedalam labu ukur 100 mL. Tambahkan 

aquabidest sampai tanda tera kocok dan Homogenkan. Larutan ini dugunakan sebagai larutan pencuci 

microplate setelah digunakan. 

  

Hasil dan Pembahasan  

Analisis Gelombang Maksimum  

 

Spektrum absorbansi yang ditampilkan pada Gambar 1 menunjukkan bahwa kedua metode 

pengenceran baik skala mikro (µL) maupun skala mL menghasilkan puncak serapan maksimum (λ 

maksimum) yang sama, yaitu pada 562 nm. Panjang gelombang ini merupakan karakteristik dari reaksi 

kompleks antara ion Cu²⁺ dan gugus peptida protein dalam metode Biuret yang menghasilkan kompleks 

berwarna ungu (Hokazono et al., 2021). 

  
(a) (b) 

 
(c) 

Gambar 1. (a) Pengenceran skala mL, (b) Pengenceran skala µL, (c) Lamda Maksimum 
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Konsistensi nilai λ maksimum antara dua pendekatan pengenceran menunjukkan bahwa perbedaan 

volume kerja tidak memengaruhi posisi puncak serapan, sehingga tidak berdampak pada mekanisme 

interaksi kimia yang mendasari pembentukan kompleks Cu²⁺–protein. Dengan demikian, dapat 

disimpulkan bahwa metode Biuret memberikan stabilitas panjang gelombang maksimum yang tinggi, 

terlepas dari skala pengenceran yang digunakan.  

Hasil ini penting dalam konteks validasi metode, karena menunjukkan bahwa penggunaan teknik 

pengenceran mikro tetap menghasilkan data absorbansi yang ekuivalen dengan metode konvensional, 

sehingga dapat dijadikan alternatif yang valid dalam analisis kuantitatif protein dengan volume reagen dan 

sampel yang lebih efisien berlandaskan dengan Green Analytical Chemistry (GAC). Validisai metode berbasis 

pengenceran mikro dilakukan sebagai upaya mengurangi penggunaan reagen kimia yang berlebih sehingga 

lebih ramah lingkungan. 

 

Uji Linearitas 

 

Linearitas kurva standar menunjukkan sejauh mana hubungan antara konsentrasi analit dan nilai 

absorbansi bersifat proporsional. Kurva ini dibangun berdasarkan hukum Beer-Lambert yang menyatakan 

bahwa absorbansi sebanding dengan konsentrasi analit dalam kondisi ideal (Mamouei et al., 2021). Namun, 

dalam praktiknya, linearitas dapat terganggu oleh beberapa faktor, seperti konsentrasi yang terlalu tinggi, 

cahaya yang tidak monokromatik, atau media yang menyebar. Oleh karena itu, model regresi linier 

sederhana digunakan untuk menentukan kemiringan (slope) dan intersep kurva dengan metode kuadrat 

terkecil (Delgado, 2022). Evaluasi linearitas dilakukan dengan melihat nilai koefisien determinasi (R²) 

(Chilian, 2025). Linearitas kurva standar sangat penting untuk menjamin keakuratan hasil analisis 

konsentrasi dalam metode spektrofotometri. 

 

  
(a) (b) 

 

 
(c) 

Gambar 2. Analisis Linearitas Standar Protein (a) Pengenceran mL-mikroplate, (b) Pengenceran µL- 

microplate, (c) Pengenceran mL-kuvet 

 

Tabel 5. Analisis Linearitas 

 Pengenceran mL-mikroplate Pengenceran µL- microplate Pengenceran mL-kuvet 

Slope 0,0363 0,0212 0,0473 

Intersep 0,1599 0,1916 0,1169 

R2 0,9932 0,9937 0,998 
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Berdasarkan hasil yang ditunjukkan pada Tabel 5, seluruh metode pengenceran yakni pengenceran 

mL-mikroplate, µL-mikroplate, dan mL-kuvet menunjukkan nilai koefisien determinasi (R²) yang tinggi, 

masing-masing sebesar 0,9932, 0,9937, dan 0,998. Nilai R² yang mendekati 1 menunjukkan bahwa ketiga 

metode memiliki hubungan linier yang sangat kuat antara konsentrasi dan respon instrumen, sehingga 

ketiganya dapat dikatakan memenuhi kriteria linearitas sesuai dengan pedoman validasi metode analisis 

yang diacu secara internasional (ICH Q2(R1)) (Zhu, 2024). Pengenceran mL-kuvet menunjukkan performa 

paling baik dengan nilai R² tertinggi (0,998), yang menandakan tingkat keakuratan model linear yang sangat 

tinggi. Selain itu, nilai slope tertinggi juga diperoleh dari metode ini, yakni sebesar 0,0473, yang 

mengindikasikan bahwa metode tersebut memiliki sensitivitas paling tinggi terhadap perubahan konsentrasi. 

Hal ini berarti bahwa setiap peningkatan kecil dalam konsentrasi dapat menghasilkan perubahan respon 

yang signifikan, sehingga metode ini lebih responsif dibandingkan dua metode lainnya. Adapun nilai 

intersep pada metode mL-kuvet adalah 0,1169, yang merupakan nilai terendah dibandingkan pengenceran 

mL-mikroplate (0,1599) dan µL-mikroplate (0,1916), mengindikasikan adanya sinyal dasar atau noise yang 

lebih kecil pada metode tersebut. 

Secara keseluruhan, metode pengenceran mL-kuvet dapat disimpulkan sebagai metode yang paling 

optimal dalam hal linearitas, sensitivitas, dan kestabilan sinyal dasar. Meskipun demikian, metode 

pengenceran berbasis mikroplate baik dalam satuan mL maupun µL tetap menunjukkan kinerja yang baik 

dan dapat dijadikan alternatif yang layak, terutama dalam konteks penghematan volume sampel dan 

efisiensi waktu analisis. 

 

Uji Akurasi 

Akurasi merupakan parameter penting dalam validasi metode analisis kuantitatif karena 

mencerminkan seberapa dekat nilai hasil pengukuran (konsentrasi) terhadap nilai sebenarnya (nilai teoritis) 

(Yardin, 2015). Akurasi berperan krusial dalam menjamin keandalan dan validitas hasil analisis, terutama 

dalam aplikasi rutin maupun kebutuhan regulasi seperti pelaporan mutu dan uji kelayakan produk (Rozet 

et al., 2007). Pada penelitian ini, akurasi dievaluasi menggunakan pendekatan recovery, yakni dengan 

membandingkan konsentrasi sampel yang diketahui (3 mg/mL) dengan konsentrasi hasil pengukuran 

menggunakan metode regresi linier. 

 

Tabel 6. Analisis Akurasi (Pengenceran mL-mikroplate) 

Konsentrasi 

(mg/mL) 

Absorbansi Rata-

Rata 
Slope Intersep 

Konsentrasi 

Terukur 

(mg/mL) 

Akurasi 

1 0,2 

0,0363 0,1599 2,730 91,00% 

2 0,23 

3 0,268 

4 0,299 

5 0,347 

Sampel (3 

mg/mL) 
0,259 

 

Berdasarkan Tabel 6, metode pengenceran mL-mikroplate menghasilkan konsentrasi terukur 

sebesar 2,730 mg/mL dengan tingkat akurasi sebesar 91,00%. Hal ini menunjukkan bahwa metode ini 

cukup mampu mengukur konsentrasi dengan deviasi yang relatif kecil dari nilai sebenarnya. Nilai slope dan 

intersep yang digunakan untuk regresi linear masing-masing adalah 0,0363 dan 0,1599. Dengan rata-rata 

absorbansi sampel sebesar 0,259, nilai konsentrasi yang dihitung sesuai dengan rentang kurva kalibrasi, 

memperkuat validitas hasil. 
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Tabel 7. Analisis Akurasi (Pengenceran µL-mikroplate) 

Konsentrasi 

(mg/mL) 

Absorbansi Rata-

Rata 
Slope Intersep 

Konsentrasi 

Terukur 

(mg/mL) 

Akurasi 

1 0,212 

0,0212 0,1916 2,708 90,25% 

2 0,237 

3 0,254 

4 0,273 

5 0,3 

Sampel (3 

mg/mL) 
0,249 

Sementara itu, metode µL-mikroplate (Tabel 7) menghasilkan konsentrasi terukur sebesar 2,708 

mg/mL dan akurasi sebesar 90,25%. Meskipun nilai slope (0,0212) lebih kecil dibanding metode mL-

mikroplate, nilai intersepnya lebih tinggi, yakni 0,1916. Nilai absorbansi rata-rata untuk sampel adalah 

0,249, yang menghasilkan nilai konsentrasi terukur yang sedikit lebih rendah dibanding metode mL-

mikroplate. Akurasi metode ini juga berada pada kisaran yang dapat diterima secara umum (≥ 90%) sesuai 

standar validasi analisis, meskipun sedikit lebih rendah daripada mL-mikroplate. 

 

Tabel 8. Analisis Akurasi (Pengenceran mL-kuvet) 

Konsentrasi 

(mg/mL) 

Absorbansi Rata-

Rata 
Slope Intersep 

Konsentrasi 

Terukur 

(mg/mL) 

Akurasi 

1 0,167 

0,0473 0,1169 2,708 90,27% 

2 0,209 

3 0,259 

4 0,302 

5 0,357 

Sampel (3 

mg/mL) 
0,245 

Metode ketiga, yaitu mL-kuvet (Tabel 8), menunjukkan konsentrasi terukur sebesar 2,708 mg/mL 

dengan akurasi sebesar 90,27%. Nilai slope tertinggi tercatat pada metode ini, yaitu 0,0473, yang 

menunjukkan sensitivitas yang tinggi. Adapun nilai intersepnya adalah yang paling rendah di antara ketiga 

metode (0,1169), yang mencerminkan tingkat noise atau interferensi paling kecil pada saat konsentrasi nol. 

Nilai absorbansi rata-rata sampel yang diukur adalah 0,245, yang menghasilkan nilai konsentrasi terukur 

yang hampir identik dengan metode µL-mikroplate. Dengan demikian, meskipun metode mL-kuvet 

memiliki slope yang lebih tinggi (menandakan respon lebih peka), namun nilai akurasinya sedikit lebih 

rendah dibandingkan metode mL-mikroplate. 

Ketiga metode menunjukkan tingkat akurasi yang relatif seragam dan tinggi, yakni berada dalam 

rentang 90,25–91,00%. Metode mL-mikroplate unggul secara akurasi, meskipun metode mL-kuvet 

menunjukkan karakteristik sensitivitas yang lebih tinggi berdasarkan slope dan intersep. Sementara itu, 

metode µL-mikroplate menawarkan keseimbangan antara akurasi dan efisiensi volume sampel, 

menjadikannya pilihan menarik dalam konteks analisis berbasis mikrovolume. 

 

Analisis Kandungan Protein dalam Sampel 

Analisis kandungan protein dalam suatu sampel merupakan salah satu aspek penting dalam 

evaluasi kualitas bahan biologis, pangan, dan produk bioteknologi. Tujuan utama dari analisis ini adalah 

untuk mengetahui seberapa besar kadar protein yang terkandung dalam sampel uji secara kuantitatif, yang 

biasanya dinyatakan dalam satuan konsentrasi seperti mg/mL atau persen (%). Metode yang digunakan 

dalam penelitian ini merupakan metode biuret dengan tujuan membandingkan tiga metode pengenceran 

pada sampel tempe dan yoghurt.  
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Tabel 9. Analisis Kandungan Protein Pada Sampel 

Sampel 
Massa 

(mg) 

mL-Mikroplate µL-Mikroplate mL-Kuvet 

Absorbansi 

rata-rata 

Kandungan 

(mg/mL) 

Absorbansi 

rata-rata 

Kandungan 

(mg/mL) 

Absorbansi 

rata-rata 

Kandungan 

(mg/mL) 

Tempe 1105,1 0,248 2,427 0,240 2,283 0,215 2,074 

Yoghurt 1029,7 0,361 5,540 0,300 5,113 0,377 5,499 

 

 Berdasarkan data table 9 menunjukkan bahwa masing-masing metode menghasilkan nilai 

kandungan protein yang relatif konsisten, meskipun terdapat perbedaan kecil antar metode. Pada sampel 

tempe, nilai kandungan protein tertinggi diperoleh dari metode mL-mikroplate (2,427 mg/mL), disusul oleh 

µL-mikroplate (2,283 mg/mL), dan yang terendah dari mL-kuvet (2,074 mg/mL). Selisih antara metode 

tertinggi dan terendah adalah 0,353 mg/mL, yang dapat diakibatkan oleh faktor matriks sampel tempe yang 

padat, tingkat homogenisasi, atau interaksi protein yang berbeda terhadap volume dan skala pengenceran. 

 Sementara itu, untuk sampel yoghurt, hasil pengukuran lebih konsisten di semua metode. 

Kandungan protein tertinggi dihasilkan oleh metode mL-mikroplate (5,540 mg/mL), diikuti oleh mL-kuvet 

(5,499 mg/mL), dan µL-mikroplate (5,113 mg/mL). Selisih antara nilai tertinggi dan terendah hanya 0,427 

mg/mL, yang menunjukkan bahwa metode µL dan mL dalam sistem mikroplate maupun kuvet sama-sama 

layak digunakan untuk sampel cair seperti yoghurt, dengan reliabilitas yang relatif tinggi. 

Perbedaan nilai antara metode mL-kuvet dan mikroplate mungkin dipengaruhi oleh perbedaan trayek optik 

(path length), sensitivitas instrumen, serta variasi kecil dalam reaksi warna metode Biuret dalam masing-

masing sistem. Namun, semua metode tetap menunjukkan urutan tren konsisten antara sampel, yakni 

yoghurt memiliki kandungan protein lebih tinggi daripada tempe, sesuai dengan sifat alaminya sebagai 

produk fermentasi susu yang kaya protein. 

  

Simpulan 

Berdasarkan hasil analisis, metode pengenceran mL-mikroplate merupakan metode paling optimal untuk 

analisis protein karena menunjukkan akurasi tertinggi (91,00%), linearitas yang baik (R² = 0,9932), dan hasil 

pengukuran yang konsisten pada sampel tempe dan yoghurt. Selain itu, metode ini lebih efisien 

dibandingkan kuvet dalam penggunaan reagen. Namun, metode µL-mikroplate juga layak dipertimbangkan 

sebagai alternatif yang baik, karena tetap memberikan akurasi memadai (90,25%) dengan konsumsi reagen 

yang jauh lebih sedikit, sehingga mendukung prinsip Green Analytical Chemistry (GAC). Dengan demikian, 

mL-mikroplate direkomendasikan sebagai metode utama, dan µL-mikroplate sebagai solusi ramah 

lingkungan yang efisien. 
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