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6. KEMAJUAN PENELITIAN

A. RINGKASAN: Tuliskan secara ringkas latar belakang penelitian, tujuan dan tahapan metode penelitian, luaran
yang ditargetkan, serta uraian TKT penelitian.

Biji pala banyak digunakan sebagai bumbu masakan khas Indonesia ataupun untuk
memberikan rasa dan aroma yang khas karena kandungan oleoresin di dalamnya. Oleoresin
biji pala dapat digunakan sebagai komponen penguat rasa dan aroma pada berbagai produk
pangan, seperti minuman herbal, permen, es krim, cookies dan bumbu masakan. Oleoresin



biji pala juga bermanfaat bagi kesehatan tubuh karena mengandung antioksidan. Namun
oleoresin biji pala mempunyai keterbatasan dalam hal kemudahan degradasi karena cahaya,
udara, dan suhu selama penyimpanan, sehingga mempunyai umur simpan yang terbatas.
Keterbatasan ini diharapkan dapat diminimalkan dengan ekstraksi dan mikroenkapsulasi
oleoresin dalam bentuk mikrokapsul. Penelitian di tahun pertama ditujukan untuk
mendapatkan optimasi kondisi proses ekstraksi oleoresin menggunakan ultrasound assited
extraction, yaitu penggunaan solvent (etanol dan n-hexan), suhu dan waktu ekstraksi, serta
ration bahan dengan solvent.

Perlakuan suhu, waktu dan rasio mempengaruhi hasil esktraksi. Suhu terbaik ekstraksi
pada suhu 50,10C selama 36,35 menit dengan menggunakan rasio 6,1 gram dalam 100 ml
etanol. Pada hasil validasi %rendemen, perlakuan rasio sangat mempengaruhi hasil.
Validasi %rendemen menunjukan suhu terbaik ekstraksi pada suhu 51,30C selama 40,58
menit dengan rasio 7,1 gram dalam 100 ml etanol. Pada analisa total fenol, perlakuan rasio
mempengaruhi. kandungan total fenol terbaik diperoleh pada suhu ekstraksi 48,80C selama
31,91 menit dengan rasio 14,46 gram dalam 100 ml etanol. Pada analisa aktivitas
antioksidan, perlakuan rasio mempengaruhi. Senyawa antioksidan terbaik diperoleh pada
suhu 42,090C selama 33,71 menit pada rasio 15,7 gram dalam 100 ml etanol. Kandungan
senyawa yang banyak terkandung pada oleoresin yakni safrole, Adamantane-1-carboxylic
acid (2-methyl-4-thiocyanato-phenyl)-amide, 3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-methylethyl)-
(CAS), Adamantane-1-carboxylic acid (2-methyl-4-thiocyanato-phenyl)-amide, dan sabinene.
Oleoresin pala dapat digunakan sebagai flavoring dan coloring pada makanan.

Nutmeg butter memiliki karakteristik yang semi solid, berwarna kekuningan, memiliki
aroma dan rasa seperti pala, memiliki titik didih sekitar 45-510C, serta specific gravity
sebesar 0,990. Perbedaan waktu dan rasio mempengaruhi hasil persen rendemen dari
ekstraksi biji pala menggunakan pelarut n-heksan. Perbedaan suhu mempengaruhi hasil
bilangan penyabunan dan bilangan ester dari lemak pala. Critical value untuk persen
rendemen ada pada suhu 51,980C, waktu 36,97 menit dan rasio 30,63 gram dalam 100 ml
pelarut heksan. Critical value untuk bilangan penyabunan akan ada pada suhu 44,740C,
waktu 37,85 menit dan rasio 25,99 gram dalam 100 ml pelarut heksan. Critical value untuk
bilangan asam akan ada pada suhu 45,380C, waktu 38,13 menit dan rasio 27,47 gram
dalam 100 ml pelarut heksan. Critical value untuk bilangan ester akan ada pada suhu
44,790C, waktu 37,72 menit dan rasio 26,28 gram dalam 100 ml pelarut heksan.

TKT penelitian yang ditargetkan adalah 6 dengan maksud teknologi ekstraksi
ultrasonik yang telah didapatkan di tahun pertama dapat diaplikasikan dengan rendemen
produk yang tinggi dan kualitas produk yang baik.

B. KATA KUNCI: Tuliskan maksimal 5 kata kunci.

ekstraksi, ultrasound, oleoresin, biji pala, solvent

Pengisian poin C sampai dengan poin H mengikuti template berikut dan tidak dibatasi jumlah kata atau halaman
namun disarankan seringkas mungkin. Dilarang menghapus/memodifikasi template ataupun menghapus penjelasan di
setiap poin.

C. HASIL PELAKSANAAN PENELITIAN: Tuliskan secara ringkas hasil pelaksanaan penelitian yang telah dicapai
sesuai tahun pelaksanaan penelitian. Penyajian dapat berupa data, hasil analisis, dan capaian luaran (wajib dan
atau tambahan). Seluruh hasil atau capaian yang dilaporkan harus berkaitan dengan tahapan pelaksanaan
penelitian sebagaimana direncanakan pada proposal. Penyajian data dapat berupa gambar, tabel, grafik, dan
sejenisnya, serta analisis didukung dengan sumber pustaka primer yang relevan dan terkini.




Pengisian poin C sampai dengan poin H mengikuti template berikut dan tidak dibatasi jumlah kata atau halaman
namun disarankan seringkas mungkin. Dilarang menghapus/memodifikasi template ataupun menghapus
penjelasan di setiap poin.

C. HASIL PELAKSANAAN PENELITIAN: Tuliskan secara ringkas hasil pelaksanaan penelitian yang
telah dicapai sesuai tahun pelaksanaan penelitian. Penyajian meliputi data, hasil analisis, dan capaian
luaran (wajib dan atau tambahan). Seluruh hasil atau capaian yang dilaporkan harus berkaitan dengan
tahapan pelaksanaan penelitian sebagaimana direncanakan pada proposal. Penyajian data dapat berupa
gambar, tabel, grafik, dan sejenisnya, serta analisis didukung dengan sumber pustaka primer yang relevan
dan terkini.

C.1. Optimasi Kondisi Ekstraksi Ultrasonik Menggunakan Solvent Etanol
C.1.1 Persentase Rendemen
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Gambar 2. Fitted Surface Pengaruh Suhu Waktu pada %Rendemen
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Gambar 3. Fitted Surface Pengaruh Waktu Rasio pada %Rendemen

Analisa persentase rendemen dihitung dengan menggunakan rumus. Rumus yang digunakan
membagi hasil oleoresin dalam ml dengan berat awal sampel dalam gram lalu dikalikan 100%.
(Anggraini et al., 2018). Pada analisa persentase rendemen ini ditampilkan dalam grafik 3 dimensi
(Gambar 1, 2 dan 3). Grafik yang didapat berupa grafik perlakuan suhu dan rasio, suhu dan waktu,
dan waktu dan rasio. Pada perlakuan ini terlihat grafik 3 dimensi membentuk grafik maksimum.
Grafik maksimum sendiri menunjukan bahwa titik maksimum berada dalam lingkup penelitian
(Bezerra et al., 2008). Suhu, waktu, dan rasio sangat mempengarubhi hasil oleoresin. Suhu tinggi yang
digunakan akan menaikkan efisiensi dari ekstraksi sehingga hasil yang didapat semakin banyak.
Namun jika suhu terlalu tinggi proses ekstraksi tidak effisien (Charpe dan Rathod, 2016). Pada grafik
suhu — waktu dan suhu — rasio terlihat suhu yang terlalu tinggi menurunkan hasil ekstraksi sehingga
hasil yang didapat tidak optimal. Waktu ekstraksi juga sangat mempengaruhi hasil ekstraksi, jika
semakin lama maka akan oleoresin yang didapat semakin banyak namun jika terlalu lama maka hasil
akan menurun dikarenakan terjadinya penguapan (Bustan et al., 2008). Pada grafik suhu — waktu
dan waktu — rasio memperlihatkan waktu paling lama yang digunakan menghasilkan hasil oleoresin
yang lebih sedikit. hal ini menunjukan bahwa adanya penguapan yang terjadi pada oleoresin. Selain
itu, perlakuan rasio yang digunakan harus sesuai dengan jumlah pelarut yang digunakan. Rasio harus
konstan antara bahan padat dengan solvent (Capelo-Martine, 2009). Pada grafik suhu —rasio dan
waktu — rasio menunjukan bahwa rasio tertinggi tidak menghasilkan oleoresin yang optimal. Rasio
bubuk pala yang terlalu tinggi menyebabkan pelarut sulit untuk menarik semua senyawa oleoresin.
Pada hasil analisa %rendemen menunjukan bahwa pada hasil beberapa sampel ditunjukan bahwa
hasil oleoresin mencapai 82% tertinggi. Menurut Najib (2018), etanol bukan hanya melarutkan
oleoresin melainkan juga senyawa lain yang terkandung dalam sampel, kemungkinan sampel ekstrak
juga mengandung senyawa lain yang tidak diinginkan sehingga didapatkan hasil yang tinggi. Selain
pengaruh dari pelarut, metode ekstraksi dengan sistem ultrasound-assited extraction juga
berpengaruh. Pada tulisan Sani et al., (2014) rendemen yang tinggi ini diperoleh karena ada proses
kavitasi saat gelombang ultrasonik memecah dinding sel. Kavitasi merupakan proses pembentukan
gelembung-gelembung mikro (microbubbles) akibat peningkatan tekanan pada saat ekstraksi
sebagai akibat dari adanya gelombang ultrasonik. Gelembung yang terbentuk tidak stabil sehingga
mudah pecah ketika gelembung tersebut mencapai volume maksimal sehingga tidak mampu
menyerap energi lagi. Efek mekanik dari metode ultrasound-assited extraction meningkatkan
penetrasi pelarut kedalam sel bahan serta meningkatkan transfer massa (Sani et al., 2014). Pengotor
yang terikut juga dapat meningkatkan hasil ekstraksi.



Tabel 1. Hasil Analisa ANOVA Pesentase Rendemen

Faktor SS Df MS F P

Suhu (L) 0,000004 1 0,000004 0,00051 0,982243
Suhu (Q) 0,137165 1 0,137165 19,30765 0,000194
Waktu (L) 0,002362 1 0,002362 0,33248 0,569573
Waktu (Q) 0,060992 1 0,060992 8,58542 0,007323
Rasio (L) 0,510644 1 0,510644 71,87958 0,000000
Rasio (Q) 0,185105 1 0,185105 26,05589 0,000032
1L by 2L 0,018769 1 0,018769 2,64197 0,117136
1L by 3L 0,000009 1 0,000009 0,00127 0,971901
2L by 3L 0,015129 1 0,015129 2,12960 0,157445
Error 0,170500 24 0,007104

Total SS 0,972148 33

Uji ANOVA merupakan prosedur uji yang didasarkan pada penguraian total variabilitas dalam
variabel respons. Uji ANOVA digunakan untuk menentukan hubungan linier antara respon variabel
dan subset dari variabel regresi. Jika variabel tidak memberikan efek maka variabel tersebut tidak
signifikan terhadap respon (Myers et al., 2009). ANOVA digunakan untuk menunjukan variabel
penting (Pambi dan Musonge, 2016). Pada hasil uji ANOVA (Tabel 1) dapat diketahui bahwa variabel
yang sangat mempengaruhi yakni suhu, waktu, dan rasio. Hal ini membuktikan bahwa perubahan
suhu dan rasio yang tidak sesuai akan mempengaruhi hasil akhir %rendemen.



Tabel 2. Hasil Analisa Regresi %Rendemen

Faktor Koefisien Regresi p

Mean -9,89020 0,000218
Suhu (L) 0,34647 0,000103
Suhu (Q) -0,00312 0,000194
Waktu (L) 0,10805 0,007810
Waktu (Q) -0,00092 0,007323
Rasio (L) 0,01589 0,750086
Rasio (Q) -0,00362 0,000032
1L by 2L -0,00091 0,117136
1L by 3L -0,00003 0,971901
2Lby 3L 0,00082 0,157445
R2 0,82462

Pada RSM diperlukan pengembangan model perkiraan untuk permukaan respon yang sesungguhnya.
Permukaan respon yang sesungguhnya didorong oleh beberapa mekanisme fisik yang tidak
diketahui. Model aproksimasi didasarkan pada data yang diamati dari proses atau sistem yang
disebut model empiris. Regresi merupakan kumpulan teknik statistik yang bermanfaat untuk
membangun jenis empiris yang diperlukan RSM. Regresi membandingkan beberapa variabel
independen sebagai variabel predator atau regresor (Myers et al., 2009). Regresi digunakan untuk
mengetahui hubungan antar variabel. Pada analisa 3 variabel dengan RSM persamaan yang
digunakan yakni Y = by + by Xy + b, Xy + b3 X3 + b1, X1 X5 + b3 X1 X3 + bys X, X5 + by X7 +
by, X% + b3, X2 (Lee et al., 2006). Tabel regresi yang diperoleh kemudian diolah menjadi persamaan
regresi untuk analisa %rendemen. Persamaan yang didapat (Tabel 2) yakni Y = —9,89020 +
0,34647X, + 0,10805X, + 0,01589X5- 0,00091X;X,- 0,00003X,;X5 + 0,00082X,X; —
0,00312X7 — 0,00092X2 — 0,00362X2



C.1.2 Validasi Pesentase Rendemen

Tabel 3. Hasil Analisa Validasi Persentase Rendemen

No  Suhu (oC) Waktu (menit) Rasio (gram) %Rendemen (%)
1 42 24,9 1,6 71
2 42 24,9 18,4 38
3 42 50,1 1,6 67
4 42 50,1 18,4 38
5 58 24,9 1,6 63
6 58 24,9 18,4 40
7 58 50,1 1,6 88
8 58 50,1 18,4 31
9 36 36,4 6,1 69
10 64 36,4 6,1 65
11 50 15,1 6,1 59
12 50 57,6 6,1 66
13 50 36,4 -8,0 0
14 50 36,4 20,2 28
15 50 36,4 6,1 88
16 50 36,4 6,1 86
17 50 36,4 6,1 77
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Gambar 4. Fitted Surface Pengaruh Suhu Rasio pada Validasi %Rendemen
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Gambar 5. Fitted Surface Pengaruh Suhu Waktu pada Validasi %Rendemen
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Gambar 6. Fitted Surface Pengaruh Waktu Rasio pada Validasi %Rendemen

Validasi kondisi proses terbaik ekstraksi untuk mendapatkan hasil yang tinggi dilakukan berdasarkan
prediksi titik optimum. Tujuan validasi adalah untuk mengetahui ketepatan prediksi terhadap model
persamaan kuadratik yang diperoleh (Yeni et al., 2014). Data validasi digunakan untuk membuktikan
data hasil analisa RSM merupakan data yang benar. Hasil analisa RSM (Grafik 4,5 dan 6) menunjukan
kondisi optimum untuk memperoleh %Rendemen terbaik yakni pada suhu pada suhu 50,4 oC selama
38,6 menit dengan rasio 5,11 gram dalam 100 ml etanol. Pada analisa RSM juga ditunjukan kondisi
diatas dan dibawah kondisi optimum. Pada kondisi atas ditentukan pada suhu 41,59 oC selama 24,89
menit dengan rasio 1,59 gram dan kondisi bawah pada suhu 58,41 oC selama 50,11 menit dengan
rasio 18,41 gram. Kondisi yang diperoleh kemudian di analisa RSM kembali untuk menentukan



perlakuan pada data validasi. Pada hasil analisa fitted surface terlihat grafik membentuk grafik
maksimum, yang menunjukan bahwa titik optimum berada dalam grafik (Bezerra et al., 2008).

Tabel 4. Hasill Analisa ANOV A Validasi %Rendemen

Faktor SS df MS F P

Suhu (L) 0,000039 1 0,000039 0,00355 0,954149
Suhu (Q) 0,013950 1 0,013950 1,27811 0,295493
Waktu (L) 0,001119 1 0,001119 0,10252 0,758172
Waktu (Q) 0,030585 1 0,030585 2,80214  0,138052
Rasio (L) 0,317781 1 0,317781 29,11451 0,001013
Rasio (Q) 0,782042 1 0,782042 71,64929 0,000063
1l by 2L 0,005406 1 0,005406 0,49528  0,504310
1L by 3L 0,002652 1 0,002652  0,24295 0,637166
2Lby 3L 0,010263 1 0,010263 0,94029  0,364507
Error 0,076404 7 0,010915

Total SS 0,994027 16

ANOVA digunakan untuk menunjukan variabel penting (Pambi dan Musonge, 2016). Pada hasil
ANOVA (Tabel 4) ditampilkan hasil perlakuan rasio yang signifikan. Regresi membandingkan
beberapa variabel independen sebagai variabel predator atau regresor (Myers et al., 2009). Hasil
analisa regresi menunjukan bahwa rasio yang mempengaruhi hasil validasi %Rendemen.

Tabel 5. Hasil Analisa Regresi Pada Validasi %Rendemen

Faktor Koefisien Regresi p

Mean -0,829405 0,564095
Suhu (L) 0,042653 0,385510
Suhu (Q) -0,000496 0,295493
Waktu (L) 0,016116 0,503402
Waktu (Q) -0,000325 0,138052
Rasio (L) 0,073155 0,039248

Rasio (Q) -0,003360 0,000063



1L by 2L 0,000245 0,504310

1L by 3L -0,000247 0,637166
2Lby 3L -0,000323 0,364507
R2 0,92314

Regresi digunakan untuk mengetahui hubungan antar variabel. Pada analisa 3 variabel dengan RSM
(Tabel 5) persamaan yang digunakan yakni Y = by + b1 X1 + b, X, + b3 X3 + b1, X1 X, + b13X X3 +
by3X, X3 + b1 X2 + by X2 + by X2 (Lee etal., 2006). Y = —0,829405 + 0,042653X, +
0,016116X, + 0,073155X5 + 0,000245X,X, — 0,000247X,X5; — 0,000323X,X5 —
0,000496X% — 0,000325X% — 0,003360X2

C.1.3 Total Fenol

Pengujian aktivitas total fenol merupakan dasar pengujian aktivitas antioksidan, karena senyawa
fenolik mampu untuk mencegah terjadinya proses oksidasi. Pengukuran total antioksidan bahan
pangan dapat dilakukan dengan mengukur kadar total fenolik menggunakan reagen Folin-ciocalteau.
Uji total fenol digunakan untuk menentukan total senyawa fenolik yang terkandung di dalam
sampel, sehingga bila kandungan senyawa fenolik di dalam sampel tinggi maka aktivitas
antioksidannya akan tinggi. Analisis ini menggunakan kurva standar asam galat sebagai pembanding
(Djapiala et al., 2013). Senyawa fenol berkontribusi secara langsung terhadap aktivitas antioksidan.
Korelasi positif antara aktivitas antioksidan dan total fenolik berasal dari efektivitas donor hidrogen
dalam senyawa fenol. Ada hubungan antara kemampuan senyawa fenol sebagai antioksidan dan
struktur kimianya. Konfigurasi dan total gugus hidroksil merupakan dasar yang sangat
mempengaruhi mekanisme aktivitasnya sebagai antioksidan. Terdapat korelasi positif antara
aktivitas antioksidan dengan kandungan senyawa polifenol. Senyawa fenol merupakan senyawa
yang bersifat antioksidan (Ibrahim et al., 2015). Senyawa antioksidan sendiri tidak tahan terhadap
suhu panas dan akan rusak saat terkena panas (Sie, 2013).
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Gambar 7. Fitted Surface Pengaruh Suhu Rasio pada Analisa Fenol



Gambar 8. Fitted Surface Pengaruh Suhu Waktu pada Analisa Fenol
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Gambar 9. Fitted Surface Pengaruh Waktu Rasio pada Analisa Fenol

Grafik analisa fenol yang ditampilkan merupakan respon fenol terhadap perlakuan suhu, waktu, dan
rasio (Gambar 7,8,9). Pada grafik suhu — rasio dan suhu — waktu membentuk grafik saddle. Pada
perlakuan waktu — rasio grafik yang terbentuk yakni maksimum namun bentuknya tidak maksimal.
Pada grafik suhu — rasio terlihat kadar fenol tertinggi didapat pada suhu rendah pada rasio optimal
dan suhu tinggi rasio optimal. Pada grafik suhu —waktu kadar fenol tertinggi terlihat pada suhu
tinggi waktu optimal. Kadar fenol tertinggi tidak terdapat pada suhu dan waktu tinggi secara
bersamaan. Hal ini disebabkan karena senyawa fenol merupakan senyawa yang bersifat antioksidan
(Ibrahim et al., 2015). Senyawa antioksidan sendiri tidak tahan terhadap suhu panas dan akan rusak
saat terkena panas (Sie, 2013). Ketika fenol pada keadaan suhu tinggi dan waktu lama maka akan
rusak.



Tabel 6. Hasil Analisa ANOV A pada Total Fenol

Faktor SS df MS F P

Suhu (L) 0,000000 1 0,000000 0,306804 0,584772
Suhu (Q) 0,000002 1 0,000002 1,293142 0,266696
Waktu (L) 0,000001 1 0,000001 1,121740 0,300088
Waktu (Q)  0,000003 1 0,000003 2,124084 0,157961
Rasio (L) 0,000008 1 0,000008 6,999335 0,014161
Rasio (Q) 0,000004 1 0,000004 3,704537 0,066198
1l by 2L 0,000000 1 0,000000 0,003734 0,951777
1L by 3L 0,000000 1 0,000000 0,000093 0,992368
2L by 3L 0,000002 1 0,000002 1,342999 0,257907
Error 0,000028 24 0,000001

Total SS 0,000050 33

Uji ANOVA ini digunakan untuk menentukan hubungan linier antara respon variabel dan subset dari
variabel regresi. Jika variabel tidak memberikan efek maka variabel tersebut tidak signifikan
terhadap respon (Myers et al., 2009). ANOVA digunakan untuk menunjukan variabel penting (Pambi
dan Musonge, 2016). Pada Tabel 6 ditunjukan bahwa rasio yang digunakan signifikan sehingga rasio
sangat mempengaruhi hasil fenol. Perbandingan bubuk pala dengan pelarut harus sesuai agar
didapat kondisi fenol yang optimal.

Tabel 7. Hasil Analisa Regresi Fenol

Faktor Koefisien Regresi P

Mean 0,093839 0,003897
Suhu (L) -0,001002 0,308764
Suhu (Q) 0,000010 0,266696
Waktu (L) 0,000522 0,288051
Waktu (Q) -0,000006 0,157961
Rasio (L) 0,000784 0,230373
Rasio (Q) -0,000018 0,066198

1L by 2L 0,000000 0,951777



1L by 3L 0,000000 0,992368

2Lby 3L -0,000008 0,257907
R2 0,43601
R2 0,436010

Regresi merupakan kumpulan teknik statistik yang bermanfaat untuk membangun jenis empiris yang
diperlukan RSM. Regresi membandingkan beberapa variabel independen sebagai variabel predator
atau regresor (Myers et al., 2009). Regresi digunakan untuk mengetahui hubungan antar variabel.
Pada analisa 3 variabel dengan RSM persamaan yang digunakan (Tabel 7) yakni Y = by + b1 X; +

b Xy + b3X5 + by, X1 Xy + b3 X1 X3 + bysXo X5 + bip X2 + byy X2 + by X2 (Lee et al., 2006).
Persamaan total fenolik yang diperoleh yakni Y = 0,093839 — 0,001002X; + 0,000522X, +
0,000784X; + — 0,000008X,X5 + 0,000010X? — 0,000006X2 — 0,000018X%

C.1.4 Antioksidan

Senyawa fenol berkontribusi secara langsung terhadap aktivitas antioksidan. Korelasi positif antara
aktivitas antioksidan dan total fenolik berasal dari efektivitas donor hidrogen dalam senyawa fenol.
Ada hubungan antara kemampuan senyawa fenol sebagai antioksidan dan struktur kimianya.
Konfigurasi dan total gugus hidroksil merupakan dasar yang sangat mempengaruhi mekanisme
aktivitasnya sebagai antioksidan. Terdapat korelasi positif antara aktivitas antioksidan dengan
kandungan senyawa polifenol. Senyawa fenol merupakan senyawa yang bersifat antioksidan
(Ibrahim et al., 2015). Senyawa antioksidan sendiri tidak tahan terhadap suhu panas dan akan rusak
saat terkena panas (Sie, 2013). Aktivitas antioksidan merupakan kemampuan suatu senyawa ekstrak
untuk menghambat reaksi oksidasi yang dapat dinyatakan dengan persen penghambatan (Purwanto
et al., 2014). DPPH merupakan komponen radikal bebas sintetis dan bersifat stabil. DPPH dapat
digunakan untuk mengukur aktivitas antioksidan dalam sampel. DPPH dalam larutan metanol akan
memberikan efek warna ungu yang dapat diukur intensitasnya pada panjang gelombang 515-517
nm. Aktivitas antioksidan diukur melalui besarnya penurunan intensitas warna ungu larutan DPPH
setelah ditambahkan komponen antioksidan. Aktivitas antioksidan tersebut dinyatakan sebagai
aktivitas penangkapan radikal DPPH atau aktivitas antiradical DPPH (Rauf et al., 2011). Pada
pengujian ini, sampel yang digunakan yakni larutan sampel untuk analisa fenol. Larutan hasil
penyaringan dalam uji fenol (1000 ppm) diturunkan terlebih dahulu menjadi 100 ppm. Larutan
sampel diambil 1 ml dan ditambahkan dengan 9 ml larutan DPPH. Campuran kemudian diinkubasi
selama 1 jam dalam ruang gelap. Kemudian campuran diukur absorbansinya dengan
spektrofotometer pada panjang gelombang 517 nm. Pada pengujian ini dibutuhkan blanko. Blanko
yang digunakan terdiri dari metanol dan larutan DPPH tanpa melalui proses inkubasi. Hasil
spektrofotometri yang diperoleh kemudian dihitung dengan mengurangi absorbansi blanko dengan
absorbansi sampel kemudian dibagi absorbansi blanko dan dikali 100% (Rauf et al., 2011; Gulcin,
2005).
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Gambar 11. Fitted Surface Pengaruh Suhu Waktu pada Aktivitas Antioksidan



Gambar 12. Fitted Surface Pengaruh Waktu Rasio pada Aktivitas Antioksidan

Pada grafik aktivitas antioksidan ditunjukan bahwa perlakuan suhu - rasio dan suhu - waktu
membentuk grafik plateau sedangkan pada perlakuan waktu - rasio terlihat membentuk gunung
meskipun tidak sempurna (Gambar 10,11,12). Grafik plateu menunjukan variabel yang tidak
mempengaruhi (Bezerra et al., 2008). Grafik (a) menunjukan pada rasio tinggi dalam keadaan semua
suhu memiliki aktivitas antioksidan tertinggi. Pada grafik (b) menunjukan pada waktu optimal dalam
keadaan semua suhu memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi. Senyawa antioksidan tidak tahan
terhadap suhu panas dan akan rusak saat terkena panas (Sie, 2013). Hasil analisa ini tidak sesuai
akibat terjadinya eror akibat faktor eksternal seperti larutan DPPH yang digunakan sudah tidak
stabil. Larutan DPPH sangat peka terhadap cahaya (Hasanah et al., 2017). Larutan DPPH yang
digunakan kemungkinan sempat terpapar oleh cahaya sehingga aktivitasnya menurun. Pada grafik
waktu — rasio terlihat membentuk grafik maksimum namun tidak sempurna. grafik maksimum
menunjukan bahwa titik optimal terdapat dalam skala penelitian sehingga dapat ditentukan titik
optimal nya (Bezzerra et al., 2008).



Tabel 8. Hasil Analisa ANOVA Aktivitas Antioksidan

Faktor SS df MS F p

Suhu (L) 0,000508 1 0,000508 0,01641 0,899124
Suhu (Q) 0,000434 1 0,000434 0,01401 0,906748
Waktu (L) 0,031569 1 0,031569 1,02057 0,322461
Waktu (Q) 0,128914 1 0,128914 4,16755 0,052347
Rasio (L) 0,469723 1 0,469723 15,18521 0,000684
Rasio (Q) 0,120636 1 0,120636  3,89992 0,059900
1l by 2L 0,000100 1 0,000100 0,00323 0,955140
1L by 3L 0,001442 1 0,001442 0,04663 0,830857
2Lby 3L 0,026415 1 0,026415 0,85395 0,364635
Error 0,742390 24 0,030933

Total SS 1,487571 33

ANOVA digunakan untuk menunjukan variabel penting (Pambi dan Musonge, 2016). Pada hasil
ANOVA (Tabel 8) terlihat bahwa rasio yang signifikan ditunjukan melalui warna merah. Pada analisa
ini seharusnya suhu yang menunjukan signifikansi karena antioksidan tidak tahan terhadap panas
(Sie, 2013). Namun hasil yang didapat rasio yang signifikan. Hasil ekstraksi sendiri dipengaruhi oleh
rasio sampel (Capelo-Martine, 2009). Hal ini kemungkinan terjadi disebabkan saat bubuk pala yang
digunakan semakin banyak maka kandungan antioksidan yang tertarik semakin besar sehingga
ketika dianalisa menghasilkan data yang signifikan.

Tabel 9. Hasil Analisa Regresi Aktivitas Antioksidan

Faktor Koefisien Regresi P

Mean -2,61946 0,586139
Suhu (L) 0,02297 0,883916
Suhu (Q) -0,00018 0,906748
Waktu (L) 0,11045 0,167896
Waktu (Q) -0,00134 0,052347
Rasio (L) 0,14437 0,173456
Rasio (Q) -0,00293 0,059900

1L by 2L -0,00007 0,955140



1L by 3L -0,00038 0,830857
2Lby 3L -0,00108 0,364635

R2 0,50094

Regresi merupakan kumpulan teknik statistik yang bermanfaat untuk membangun jenis empiris yang
diperlukan RSM. Regresi membandingkan beberapa variabel independen sebagai variabel predator
atau regresor (Myers et al., 2009). Regresi digunakan untuk mengetahui hubungan antar variabel.
Pada anlisa 3 variabel dengan RSM persamaan yang digunakan (Tabel 9) yakni Y = by + b1 X; +

b Xy + b3X5 + b1, X1 Xy + b3 X1 X3 + bysXo X5 + byp X2 + byy X2 + by X2 (Lee et al., 2006).
Persamaan regresi aktivitas antioksidan yang diperoleh yakni Y = —2,61946 + 0,02297X; +
0,11045X, + 0,14437X; — 0,00007X,X, — 0,00038X;X; — 0,00108X,X5 - 0,00018X2 —
0,00134X% — 0,00293X2

C.1.5 Critical Value

Critical value ditentukan melalui grafik 3 dimensi yang diperoleh melalui hasil analisa RSM. Critical
value diperoleh dari fungsi polinomial untuk memperoleh persamaan kuadrat. Crtitical value dapat
diperoleh jika grafik berbentuk maksimum, minimum, dan saddle. Critical point diperoleh melalui
derivasi pertama dari fungsi matematika yang menggambarkan permukaan respons dan
menyamakan hingga nol (Bezerra et al., 2008).

Pada hasil analisa %rendemen grafik 3 dimensi yang ditampilkan berbentuk maksimum pada semua
perlakuan. Bentuk grafik 3 dimensi yang maksimum menunjukan titik optimal berada dalam lingkup
penelitian (Bezerra et al., 2008). Pada analisa ANOVA terlihat variabel yang signifikan yakni variabel
suhu dan rasio. Hasil analisa critical values menunjukan suhu, waktu, dan rasio optimal. Suhu terbaik
pada suhu 50,40C selama 38,6 menit dengan rasio 5,11 gram dalam 100 ml etanol. Pada hasil analisa
validasi %rendemen grafik 3 dimensi yang ditampilkan berbentuk maksimum pada semua perlakuan.
Bentuk grafik 3 dimensi yang maksimum menunjukan titik optimal berada dalam lingkup penelitian
(Bezerra et al., 2008). Pada analisa ANOVA terlihat variabel yang signifikan yakni variabel rasio. Hasil
analisa critical values menunjukan suhu, waktu, dan rasio optimal. Suhu terbaik ekstraksi pada suhu
51,30C. Waktu terbaik ekstraksi selama 40,58 menit. Rasio terbaik ekstraksi dengan menggunakan
bubuk pala sebanyak 7,1 gram dalam 100 ml etanol. Pada hasil data validasi, data critical values pada
semua variabel yang didapat mendekati hasil analisa RSM awal sehingga data yang diperoleh baik.

Pada hasil analisa fenol terlihat grafik 3 dimensi yang terbentuk saddle dan maksimum. Pada grafik
saddle terdapat titik refleksi antara minimum relatif dan maksimum relatif. Pada grafik saddle sulit
untuk menentukan titk optimal. Pada grafik maksimum titik optimal berada dalam lingkup penelitian
(Bezerra et al., 2008). Pada hasil ANOVA terlihat variabel rasio yang memberikan pengaruh pada
hasil fenol. Hasil analisa critical values menunjukan suhu, waktu, dan rasio optimal. Suhu terbaik
pada suhu 48,80C selama 31,91 menit dengan rasio 14,46 gram dalam 100 ml etanol. Pada hasil
analisa antioksidan menunjukan grafik 3 dimensi plateau dan maksimum. Pada grafik plateau
menunjukan bahwa variabel tidak menunjukan hasil yang signifikan sehingga tidak terdapat titip
optimal. Pada grafik maksimum titik optimal dapat ditentukan karena berada dalam lingkup



penelitian (Bezerra et al., 2008). Pada hasil ANOVA terlihat variabel rasio memberikan pengaruh
terhadap hasil antioksidan. Hasil analisa critical values menunjukan suhu, waktu, dan rasio optimal.
Suhu terbaik pada suhu 42,090C selama 33,71 menit dengan rasio 15,7 gram dalam 100 ml etanol.

C.1.6 Analisa GC-MS (Gas Chromatography Mass Spectrometry)

Tabel 10. Hasil Analisa GC-MS Oleoresin Pala

No Area% Nama Senyawa

1 1,84 Ethanol

2 0,76 a-Thujene

3 2,14 B-Phellandrene

4 0,63 y-Terpinene

5 3,96 trans Sabinene hydrate

6 3,34 trans Sabinene hydrate

7 0,66 Ether, p-menth-6-en-2-yl methyl

8 0,53 Ether, p-menth-6-en-2-yl methyl

9 8,56 3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-methylethyl)- (CAS)

10 0,83 a-Terpineol

11 39,8 1,3-Benzodioxole, 5-(2-propenyl)- (CAS)

12 3,71 Benzene, 1,2-dimethoxy-4-(2-propenyl)- (CAS)

13 2,32 Croweacin

14 4,38 cis-Asarone

15 0,51 Tetradecanoic acid, methyl ester (CAS)

16 0,5 d-Nerolidol

17 16,06 Adamantane-1-carboxylic acid (2-methyl-4-thiocyanato-phenyl)-amide
18 1,12 4'-Hydrazino-4-pentyl-2',3',5',6'-tetrafluorobiphenyl

19 1,1 Naphthalene, 1,1'-(1,10-decanediyl)bis[decahydro- (CAS)
20 7,26 Adamantane-1-carboxylic acid (2-methyl-4-thiocyanato-phenyl)-amide

Gas chromatography mass spectrometry digunakan untuk menganalisa senyawa volatil dalam suatu
campuran. Senyawa akan melalui kapiler silika kemudian dianalisa senyawa yang terkandung berada
pada suatu area (Hubschmann, 2015). Hasil analisa (Tabel 10) menunjukan kandungan tertinggi



dalam oleoresin pala yakni 1,3-Benzodioxole, 5-(2-propenyl)- (CAS), lalu diikuti Adamantane-1-
carboxylic acid (2-methyl-4-thiocyanato-phenyl)-amide, 3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-
methylethyl)- (CAS), Adamantane-1-carboxylic acid (2-methyl-4-thiocyanato-phenyl)-amide, dan
trans Sabinene hydrate. Senyawa 1,3-Benzodioxole, 5-(2-propenyl)- (CAS) memiliki nama lain safrole.
Pada oleoresin pala terkandung Tetradecanoic acid, methyl ester (CAS) yang memiliki nama lain
asam miristat. Biji pala (Myristica fragrans) mengandung penilpropana yang tersusun atas myristicin
(50%-75%), safrole, eugenole, elernicin, dan THC / Trepene Hydrocarbon (a-pinene, limonene, dan
p-cymene). Pala juga mengandung trepene alcohols, geraniol, borneol, linalool, dan trepineol dalam
konsentrasi rendah (Wagner dan Bladt, 2011). Pada oleoresin pala yang terekstraksi menunjukan
kandungan safrole dan sabinene. Menurut Maya et al., (2004), ekstrak pala mengandung myristicin,
elemicin, safrole, dan sabinene. Perbedaan biji pala yang digunakan akan mempengaruhi kandungan
dalam biji pala. Kandungan myristicin yang rendah disebabkan myristicin larut pada pelarut non
polar sedangkan pelarut etanol termasuk pelarut polar sehingga yang terekstrak sedikit (Peter,
2012). Myristicin sendiri bersifat sedikit larut etanol sehingga yang terlarut dalam oleoresin sedikit
(PubChem, https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Myristicin).

C.2 Optimasi Kondisi Ekstraksi Ultrasonik Menggunakan Solvent n-Heksana

(Kondisi Proses Kedua)

C.2.1 Rendemen

Biji pala memiliki nilai komersial yang tinggi bila diubah menjadi oleoresin (Nurdjannah et al., 2007).
Minyak esensial pala memiliki warna kuning pucat dan biasa disebut myristica dengan kandungan
sebesar 6,5%-16%. Komposisi dari minyak esensial tersebut adalah sabinene (15-50%), a-pinene (10-
22%) dan R-pinene (7-18%), myrcene (0,7-3%), 1,8-cineole (1,5-3,5%), myristicin (0,5-13,5%),
limonene (2,7-4,1%), safrole (0,1-3,2%), dan terpinen (0-11%). Hasil dari penelitian menunjukan
bahwa pala yang diekstrak menggunkan pelarut n-heksana memiliki karakteristik berwarna kuning
pucat, berbentuk padat dan memiliki aroma khas pala. Hal ini sesui teori Krishnamoorthy & Rema
(2001) bahwa oleoresin yang diekstrak dengan pelarut hidrokarbon akan menghasilkan kandungan
fatty oil yang lebih tinggi sehingga berbentuk semi padat atau padat.

Oleoresin pala yang berbentuk padat dapat disebut dengan nutmeg butter karena sifatnya yang
seperti butter. Nutmeg butter memiliki karakteristik yang semi solid, berwarna kekuningan sampai
kecoklatan tergantung dari bahan awal, memiliki aroma dan rasa seperti pala, serta memiliki titik
didih rendah sekitar 45-510C, serta specific gravity sebesar 0,990. Nutmeg butter tetap memiliki
senyawa volatil tetap memiliki kandungan essential oil sebesar 10-12%. Hal ini dikarenakan
terdapatnya kandungan trimiristin yang merupakan trigliserida yang terdapat di nutmeg butter.
Nutmeg butter biasanya digunakan untuk membuat lilin, campuran pada sabun, dental product dan
terkadang untuk substitusi pada cocoa butter (Krishnamoorthy & Rema,2001; Leela, 2008; Jose et
al., 2016).

Penelitian kali ini dilakukan dengan ekstraksi menggunakan ultrasound waterbath yang memiliki
keuntungan penggunaan yang mudah dan ekonomis tetapi memiliki kekurangan yaitu komponen
bioaktif yang sedikit ter ekstrak. Ultrasound waterbath memiliki cara kerja dengan mengubah energi
listrik menjadi getaran mekanis oleh transduser piezoelektrik. Kemudian sistem tuning akan
mengirimkan gelombang ultrasonik yang dihasilkan oleh getran mekanis ke media. Ultrasound
waterbath juga memiliki sounder ultrasonik yang akan memberikan sinyal excitation yang sesuai


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Myristicin

dengan frekuensi yang dipilih (Wen et al., 2018). Menurut Capelo-Martine (2009) terdapat beberapa
hal yang mempengaruhi hasil ekstraksi, diantaranya adalah jumlah sampel, ukuran partikel sampel,
solvent, sonic power, frekuensi, waktu ekstraksi, dan suhu ekstraksi. Hal ini membuat penelitian
dilakukan menggunakan pelarut n-heksan yang merupakan pelarut non polar dan mudah menguap
sehingga memudahkan pemisahan dengan hasil ekstrak (Azis et al., 2014). Selain itu suhu yang
dipilih adalah 40, 45 dan 500C dengan pertimbangan titik didih n-heksan yang rendah, dengan waktu
30, 37.5 dan 40 menit serta rasio 21, 28 dan 35 gram sesuai dengan critical value hasil pendahuluan.

Rancangan percobaan dan analisa data menggunakan metode RSM dengan software bernama
STATISTICA. Response Surface Methodology (RSM) merupakan metode yang dapat digunakan untuk
mengevaluasi signifikansi dari beberapa faktor yang memiliki interaksi kompleks. RSM dapat
mengecilkan jumlah percobaan sehingga merupakan metode yang kuat dalam menguji variable
proses ganda (Bai et al., 2014). Anderson & Whitcomb (2016) mengatakan bahwa RSM akan
mengkasilkan grafik yang didasarkan pada model matematika. RSM juga akan menyatukan semua
respon melalui sebuah optimasi yang terakhir mengarah pada “sweet spot” yang memenuhi semua
spesidikasi dengan biaya yang minimal. Metode respond surface yang paling terkenal adalah
Composite Central Design (CCD). CCD dapat memungkinan untuk membuat model statistik dan
representasi dalam bentuk grafis serta respond surface. Metode ini berguna untuk memprediksi nilai
optimal dari respon serta memberika informasi interaksi antar variable independen dan kaitannya
dengan variable dependen (Yousefi et al., 2016).

AMNOVA; Var.:% rendemen; R-sqr=_62659; Adj- 48656
3 factors, 1 Blocks, 34 Runs; MS Residual=1.883597
DV: % rendemen

55 df | M3 F p

Factor
(1)suhu (L) [ 5.1643

suhu (Q) 1.0875

1 516479 2.74198 0110762
1 1.08752 0.57737 0.454746
(2waktu (L) 1.4989 1 1.49880 0.79577 0.381220
waktu (Q) 9.5875| 1 968751 5.09000 0.033451
(3)rasio (L) 9.0421) 1 9.04206) 4.80042 0.038399

1

1

1

1

rasio (Q 52.1648 52.16483| 27.69426  0.000021
1L by 2L 1.3834 1.38342 0.73446 0399919
1L by 3L 2.8096 2.80961 149162 0233827
2L by 3L 0.792% 0.79285 0.42098 0.522611
Errar 452063 24 1.88360

Total 55 121.0627 33

Gambar 13. Tabel ANOVA Persen Rendemen

Analisa varietas (ANOVA) akan menunjukan persamaan dan hubungan sebenarnya antara respon
dan variabel signifikan yang akan diwakili oleh sebuah persamaan. Signifikansi dari koefisien
ditentukan oleh nilai F dan p, dimana nilai F yang semakin besar dan semakin kecil menghasilkan
nilai p maka akan semakin signifikan. Jika nilai p lebih rendah dari 0,05 maka dapat dikatakan model
signifikan secara statistik (Bai et al., 2014). Dapat dilihat pada Gambar 13. Tabel ANOVA Persen
Rendemen menunjukan bahwa waktu (Q), rasio (L), dan rasio (Q) memiliki nilai p value lebih rendah
dari 0,05 sehingga dinyatakan signifikan. Hal ini menunjukan bahwa waktu dan rasio sangat
berpengaruh untuk mendapatkan % rendemen yang optimal pada biji pala menggunakan pelarut n-
heksana. Hal ini telah sesuai teori karena waktu mempengaruhi hasil rendemen dikarenakan
semakin lama waktu ekstraksi maka rendemen yang dihasilkan akan semakin banyak. Efektivitasnya
akan naik sampai titik equilibrium, tetapi semakin lama waktu ekstraksi dapat terjadi degradasi
komponen serta komponen yang tidak diinginkan juga dapat ikut terekstrak (Wen et al., 2018;



Capelo-Martine, 2009). Perbandingan rasio antara padatan dan pelarut juga dapat mempengaruhi
hasil rendemen. Semakin sedikit rasio padatan menandakan semakin banyaknya pelarut. Hal ini akan
membuat hasil ekstraksi akan semakin banyak karena terdapatnya kenaikan laju difusi senyawa dari
padatan ke pelarut (Esclapez et al., 2011; Predescu et al., 2016).
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Gambar 14. Grafik Surface Plot Persen Rendemen (A) Pengaruh Suhu Dan Waktu Terhadap

Persen Rendemen (B) Pengaruh Suhu Dan Rasio Terhadap Persen Rendemen (C) Pengaruh

Waktu Dan Rasio Terhadap Persen Rendemen

Berdasarkan Gambar 14. Grafik Surface Plot Persen Rendemen. Grafik C (pengaruh waktu dan rasio)
memilik bentuk grafik maksimum yang dimana menandakan bahwa titik maksimum berada di
wilayah penelitian. Hal ini juga menandakan bahwa waktu dan rasio mempengaruhi hasil dari persen
rendemen. Grafik A (pengaruh suhu dan waktu terhadap rendemen) serta grafik B (pengaruh suhu
dan rasio terhadap rendemen) menunjukan bentuk plateu yang berarti perlakuan suhu tidak
memiliki pengaruh terhadap hasil rendemen (Bezerra et al., 2008). Hal ini tidak sesuai teori, menurut
Capelo-Martine (2009) suhu ekstraksi mempengaruhi hasil ekstraksi, hal ini dikarenakan semakin
naiknya suhu akan menaikan efisiensi dari ektraksi karena akan menaikan jumlah gelembung kativasi
tetapi bila suhu mendekati titik didih maka akan menurunkan hasil ekstraksi. Penelitian kali ini tidak
menggunakan temperatur yang lebih tinggi lagi karena pelareut yang digunakan adalah pelarut n-
heksana. Menurut Azis et al. (2014) pelarut n-heksana memiliki titik didih rendah yaitu antara 65-70



oC sehingga suhu yang digunakan tidak dapat terlalu tinggi karena n-heksan mudah menguap dan
akan menghilangkan senyawa volatile yang terkandung dalam pala.

Tabel 11. Tabel Regresi Persen Rendemen

Faktor Regresi koefisien P

Mean -35.7046 0.318054
Suhu (L) 0.8364 0.466642
Suhu (Q) -0.0088 0.454746
Waktu (L) 1.1348 0.068061
Waktu (Q) -0.0116 0.033451
Rasio (L) 1.1228 0.075492
Rasio (Q) -0.0310 0.000021
1L By 2L -0.0078 0.399919
1L By 3L 0.0120 0.233827
2L By 3L 0.0042 0.522611

Regresi digunakan untuk memprediksi respon untuk kombinasi dari parameter proses pada level
terbaik mereka (Antony, 2003). Regresi juga akan memberi penjelasan tentang hubungan antara
variabel idependen dan respon (Bai, 2014). Persamaan untuk regresi 3 tingkat adalah

Y= Bo+B1A+B,B+B3C+B12AB+B13ACHB3ACHB 1 A%+B,, B2+ B35 C2

Y akan memprediksi respon, , merupakan model konstan, $; sampai ;3 merupakan koefisien
linear, B11 sampai B33 merupakan koefisien kuadratik, 1, sampai 3,3 merupakan koefisien cross
product. Sementara huruf A, B, dan C melambangkan variabel independen (suhu, waktu, dan rasio)
yang dapat diganti dengan huruf X (Said, & Amin, 2015), sehingga rediksi persamaan dari persen
rendemen (Tabel 11) adalah

Y=-35.7046+0.8364X1+1.1348X2+1.1228X3-0.0078X1X2+0.0120 X1X3+0.0042 X2X3- 0.0088X12-
0.0116X22-0.0310X32

C.2.2 Bilangan Penyabunan

Bilangan penyabunan menyatakan banyaknya mg KOH yang dibutuhkan untuk menyabunkan 1 gram
lemak atau minyak. Jumlah KOH yang dibutuhkan tergantung dari panjang rantai karbon asam lemak
yang terkandung di trigliserida dan bobot trigliserida.



AMNOVA; Var_-bil. penyabunan; R-sgqr=46023; Adj-_25781
3 factors, 1 Blocks, 34 Runs; MS Residual=185.9034
DV: bil. penyabunan

55 df MS F p
Factor
{1)suhu (L) | 4 9651 1 4965 0.02671| 0.871552
suhu  (Q) 2900.580] 1) 2900.580 1560262 0.000598
(Zywaktu (L) 26751 1 26.751 014389 0.707775
waktu (Q) 696.313 1 B96.313 3.74556 0.064816
(Jjrasio (L) 50513 1 50513 027172 0606959
rasio  (Q) 213.604 1| 213.604 1.14900| 0.294419
1L by 21 55.850 1 5850 0.30096 0558346
1L by 3L 125.888 1 125888 067717 0418664
2L by 3L 503.554 1| 503554 270865 0.112838
Error 4461.681 24 185.903
Total 55 8265849 33

Gambar15. Tabel ANOVA bilangan Penyabunan

Analisa varietas (ANOVA) akan menunjukan persamaan dan hubungan sebenarnya antara respond
dan variable signifikan yang akan diwakili oleh sebuah persamaan. Signifikansi dari koefisien
ditentukan oleh nilai F dan p, dimana Nilai F yang semakin besar dan semakin kecil nilai p maka akan
semakin signifikan. Jika nilai p lebih rendah dari 0,05 maka dapat dikatakan model signifikan secara
statistik (Bai et al., 2014). Dapat dilihat pada Gambar 15. Tabel ANOVA bilangan penyabunan hanya
suhu (Q) yang memiliki nilai p lebih rendah dari 0,05 sehingga hanya suhu (Q) yang dinyatakan

signifikan secara statistika.

Fitted Surface; Variable: bil. penyabunan
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Gambar 16. Grafik Surface Plot Bilangan Penyabunan (A) Pengaruh Suhu dan Waktu
Bilangan Penyabunan (B) Pengaruh Suhu dan Rasio Terhadap Bilangan Penyabunan (C)
Pengaruh Waktu dan Rasio Terhadap Bilangan Penyabunan

Berdasarkan Gambar 16., semua memiliki bentuk seperti kawah atau bernilai minimum, hal ini
dikarenakan semakin bersarnya nilai bilangan penyabunan menunjukan bahwa bobot molekul dari
asam lemak dan gliserida semakin kecil (Chasani et al., 2014). Diagram minimum juga menandakan
bayaknya kandungan trimyristin dalam lemak pala yang memiliki berat molekul sebesar 723.2 g/mol.
Sedangkan berat molekul dari penyusun lemak pala yang lain seperti asam oleat (C18H3402)
sebesar 283.5 g/mol, berat molekul asam linolenat (C18H3002) adalah 278.4 g/mol, serta myristisin
(C11H1203) memiliki bobot molekul 192.21 g/mol (PubChem, 2005; 2007;2004 ). Sehingga dapat
dipastikan teori dari benar habwa kandungan fixed oil pada nutmeg butter sebesar 25-40% dan
terdiri dari trimyristin (84%), konstituen yang tidak dapat tersaponifikasi (9.8%), oleic acid (3.5%),
material resinous (2.3%), linolenic acid (0.6%), dan formic, acetate dan cerotic acid in
(Krishnamoorthy & Rema,2001).

Tabel 12. Hasil Regresi Bilangan Penyabunan

Falktor Eegresi koefisien P
Me=an 1157698 0002813
Suhu (L) -36.633 0003311
Suhu (Q) 0.454 0000308
Waktu (L) 2026 0186412
Waktu () 0099 0064816
Easio(L) 3724 0540808
Easio () 0.063 0204410
1LBy2IL 0050 0588346
1LBy3L 0080 0418664
2LBy3iL 0.107 0112838
B2 046023

Regresi digunakan untuk memprediksi respon untuk kombinasi dari parameter proses pada level
terbaik mereka (Antony, 2003). Regresi juga akan memberi penjelasan tentang hubungan antara
variabel idependen dan respon (Bai, 2014). Berdasarkan Tabel 6., persamaan dari bilangan
penyabunan (Tabel 12) adalah

Y¥=1157.698-36.633X1-8.026X2-3.724X3-0.050X1X2-0.080X1X3+0.107X2X3+0.454X12
+0.099X22+0.063X32

C.2.3 Bilangan Asam

Bilangan asam menunjukan jumlah KOH yang diperlukan untuk menetralkan asam lemak bebas.
Semakin besar nilai bilangan asam berarti semakin banyak asam lemak bebas yang terdapat di


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H34O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H30O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C11H12O3

lemak, sehingga kualitas lemak semakin buruk (Chasani et al., 2014). Bilangan asam juga
menunjukan bahwa pada minyak/ lemak terdapat kandungan asam organik. Hal ini dikarenakan
pelarut heksan yang digunakan selama proses ekstraksi akan ikut mengekstraksi asam lemak bebas
khususnya asam lemak oleat dan linoleat (Saranaung et al., 2018).

ANOWVA; Var_:bil. asam; R-sqr=.22822; Adj:0. (data 1)
3 factors, 1 Blocks, 34 Runs: MS Residual=2.145452
DV: bil. asam

55 |df| MS F p

Factor

(1)suhu (L) | 0.346651 1 0.346651 0.161575 0.631268
suhu  (Q) 6.84069 1 6.840695 3.188463 0.086804
(2jwaktu (L) | 045775 1) 0457747 0.213357 0.648309
waktu  (Q) 4.59918 1 4.599181 2.143689 0.156134
(Jjrasio (L) 027088 1 0270875 0126256 0.725450
rasio (Q) 459918 1 4.599181 2.143689 0.156134
1L by 21 1.71348 1 1.713481 0.798657 0.380370
1L by 3L 0.00000) 1 0.000000 0000000 1.000000
2L by 3L 223802 1 2238016 1.043144 0.317277
Errar 51.49085 24 2 145452

Total 55 B6.71674 33

Gambar 17. Tabel ANOVA Bilangan Asam

Fitted Surface; Variable: bil. asam Fitted Surface; Variable: bil. asam
3 factors, 1 Blocks, 34 Rung; MS Residual=2.145452 3 factors, 1 Blocks, 34 Runs; MS Residual=2 145452
DV: bil. asam DV bil. asam

Fitted Surface; Variable: bil. asam
3 factors, 1 Blocks, 34 Runs; MS Residual=2.145452
DV bil. asam
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Gambar 18. Grafik Surface Plot Bilangan Asam, (A) Pengaruh Suhu Dan Waktu Terhadap
Bilangan Asam (B) Pengaruh Suhu Dan Rasio Terhadap Bilangan Asam (C) Pengaruh Waktu
Dan Rasio Terhadap Bilangan Asam

Berdasarkan Gambar 18. dapat dilihat bahwa ketiganya merupakan grafik surface plot maksimum.
Grafik ini menandakan bahwa nilai maksimum berada di wilayah penelitian (Bezerra et la., 2008).
Akan tetapi, variabel suhu, waktu, dan rasio tidak dapat dikatakan mempengaruhi dari bilangan
asam. Hal ini dikarenakan tidak terdapat variable yang signifikan. Terjadinya maksimum survace plot
merupakan akibat dari rentang hasil terlalu dekat.

Tabel 13. Hasil Regresi Bilangan Asam

Falktor Fegresi koefisien P
hiean 53368336 0163974
Suhu (L) 23327 0065112
Suhu () 00220 0086804
Waktu (L) 08127 0212034
Waktu () 00080 0156134
Rasio (L) 02348 0712006
Rasio (Q) 00092 0136134
1LBy2L 00087 0380370
ILBv3L 0.0000 1.000000
2LBy3L 00071 0317277
| o 022822

Regresi digunakan untuk memprediksi respon untuk kombinasidari parameter proses pada level
terbaik mereka (Antony, 2003). Regresi juga akan member penjelasan tentang hubungan antara
variabel idependen dan respon (Bai, 2014). Berdasarkan Tabel 13., persamaan dari bilangan asam
adalah

Y=-53.6556+2.3327X1+0.8127X2+0.2348X3-0.0087X1X2+0.0000X1X3+0.0071X2X3-0.0220X12-
0.0080X22-0.0092X32

C.2.4 Bilangan Ester

Bilangan ester merupakan berapa milligram KOH yang dibutuhkan untuk menyabunkan 1 mg ester.
Semakin kecil bilangan ester menunjukan semakin kecil pula ester yang terkandung dalam
minyak/lemak. Hal ini menunjukan bahwa penyusun dari nutmeg butter sebagian besar bukan metil
ester (Handayani, et al., 2015).



AMOVA; Var_ bil. ester; R-sqr=48391; Adj:.29037 (data 1)
3 factors, 1 Blocks. 34 Runs: M3 Residual=179.2924
DV bil. ester

55 |df| MS F p

Factor
{1)suhu (L) | 2.588_
suhu  (Q) 3189.143

2688 0.01499 0903570
3189143 17.78738| 0.000304

1

1
(Zywaktu (L) 202100 1 202100 011272 0.739986
waktu  (Q) 814.093] 1| 814.093] 4540559 0.043546
(3)rasio (L) 58.182 1) 58182 0.32451 0574204
rasio  (Q) 280.889 1 280.889 1.56666 0.222756
L by 2L 38.081 1) 38.0871 0.21240 0649044
1L by 3L 125888 1 125888 070214 0410333
2L by 3L 438651 1 438.651 244657 0.13087V3
Error 4303.018 24 179.292
Total 35 8337.667 33

Gambar 19. Tabel ANOVA Bilangan Ester

Berdasarkan Gambar 19. Tabel ANOVA bilangan ester dapat diketaui bahwa nilai p dari suhhu (Q)
serta waktu (Q) memiliki nilai di bawah 0,05 atau 0,000304 untuk suhu (Q) dan 0,043546 untuh
waktu (Q). Hal ini menunjukan bahwa suhu (Q) dan waktu (Q) signifikan secara statistik.

Fitted Surface; Variable: bil. ester Fitted Surface; Variable: bil. ester
3 factors, 1 Blocks, 34 Runs; MS Residual=179.2924 3 factors, 1 Blocks, 34 Runs; M5 Residual=179.2924
DV bil. ester DV bil. ester
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Gambar 20. Grafik Surface Plot Bilangan Ester (A) Pengaruh Suhu dan Waktu Terhadap
Bilangan Ester (B) Pengaruh Suhu dan Rasio Terhadap Bilangan Ester (C) Pengaruh Waktu
dan Rasio Terhadap Bilangan Ester

Gambar 20. Grafik surface plot pada bilangan ester menunjukan ketiga grafik membentuk grafik
minimum. Hal ini dapat diartikan bahwa hasil yang didapat memiliki nilai rendah pada suhu, waktu
dan rasio perbandingan pada titik tengah. Hal ini menunjukan bahawa lemak pala yang dihasilkan
memiliki kandungan yang kurang baik. Menurut Asyik & Astuti (2010) nilai ester yang rendah
menunjukan proses penyimpaan yang dilakukandi suhu ruang serta dilakukan dalam waktu yang
lama dapat membuat komponen dalam lemak pala terurai. Lemak pala dengan nilai ester yang
rendah dinyatakn kurang baik karena ester memberikan kontribusi dalam memberikan flavor pada
lemak pala. Komponen utama lemak pala adalah trimyristin (84%). Kandungan trimyristin ini yang
mengakibatkan nutmeg butter dapat memiliki aroma dan rasa seperti biji pala (Krishnamoorthy &
Rema,2001; Leela, 2008; Jose et al., 2016).

Tabel 14. Hasil Regresi Bilangan Ester

Faktor Begresi koefisien P
MMean 1211.333 0001643
Subu (L) 38066 0001701
Subm () 0476 0.000304
Waktu (L) -5.838 0.140260
Waktu () 0.107 0.043546
Rasio (L) -3.950 0.508334
Easzio (()) 0072 0222756
1LEv2L 0.041 0640044
1LEy3L 0080 0410333
2LBv3L 0.100 0130873
B2 0458301

Regresi digunakan untuk memprediksi respon untuk kombinasi dari parameter proses pada level
terbaik mereka (Antony, 2003). Regresi juga akan member penjelasan tentang hubungan antara

variabel idependen dan respon (Bai, 2014). Berdasarkan Tabel 14., persamaan dari bilangan ester
adalah :

¥=1211.353-38.966X1-8.838X2-3.959X3-0.041X1X2-0.080X1X3+0.100X2X3+0.476X12
+0.107X22+0.072X32

C.2.5 Critical Value

Tabel prediksi critical value didapatkan dari gabungan kondisi optimal yang dipengaruhi oleh
interaksi antar variabel (Ratnawati et al., 2018). Bezerra et al., (2008) mengatakan bahwa prediksi
titik kritis hanya didapatkan jika grafik surface plot berbentuk maksimum, minimum, ataupun saddle.

Grafik surface plot dari persen rendemen merupakan grafik maksimum dan grafik plateu, karena
grafik surface plot pengaruh waktu dan rasio (C) masih berbentuk grafik maksimum tabel critical
value dapat muncul. Critical value persen rendemen akan memiliki angka tertinggi pada suhu



51,980C, waktu 36,97 menit dan rasio 30,63 gram dalam 100 ml pelarut heksan. Namun, angka
critical point pada suhu tidak boleh terlalu tinggi, karena jika terlalu tinggi pelarut n-heksane akan
menguap.

Critical value bilangan penyabunan akan memiliki angka tertinggi pada suhu 44,740C, waktu 37,85
menit dan rasio 25,99 gram dalam 100 ml pelarut heksan. Namun, angka critical point ini belum
tentu benar karena bilangan penyabunan didasarkan dari berat molekul dan diharapkan grafik
surface plot yang muncul berbentuk grafik minimum.

Critical value bilangan asam akan memiliki angka tertinggi pada suhu 45,380C, waktu 38,13 menit
dan rasio 27,47 gram dalam 100 ml pelarut heksan. Angka dari tabel critical point bilangan asam
sebaiknya tidak diikuti karena akan menghasilkan grafik surface plot maksimum, sedangkan bilangan
asam lebih baik jika bernilai rendah atau grafik surface plot berbentuk grafik minimum.

Critical value bilangan ester akan memiliki angka tertinggi pada suhu 44,790C, waktu 37,72 menit
dan rasio 26,28 gram dalam 100 ml pelarut heksan. Angka pada tabel critical value bilangan asam
diperlukan verifikasi untuk melihat apakah benar akan dihasilkan grafik surface plot maksimum.

D. STATUS LUARAN: Tuliskan jenis, identitas dan status ketercapaian setiap luaran wajib dan luaran
tambahan (jika ada) yang dijanjikan. Jenis luaran dapat berupa publikasi, perolehan kekayaan intelektual,
hasil pengujian atau luaran lainnya yang telah dijanjikan pada proposal. Uraian status luaran harus
didukung dengan bukti kemajuan ketercapaian luaran sesuai dengan luaran yang dijanjikan. Lengkapi
isian jenis luaran yang dijanjikan serta mengunggah bukti dokumen Kketercapaian luaran wajib dan luaran
tambahan melalui Simlitabmas.

Luaran wajib Teknologi Tepat Guna telah dihasilkan yaitu kondisi optimum ekstraksi oleoresin biji
pala (suhu ekstraksi, waktu ekstraksi dan rasio antara biji pala dengan solvent) dengan ekstraksi
ultrasonik menggunakan 2 (dua) jenis solvent yaitu etanol dan n-hexana.

Luaran tambahan yang telah dicapai sebagai berikut :

(1) Publikasi HKI dengan judul "Pengolahan oleoresin biji pala dengan metode ekstraksi ultrasonik",
Buku Panduan/Petunjuk No. 000157128

(2) Publikasi buku dengan judul "Ekstraksi Oleoresin Biji Pala", Penerbit Universitas Katolik
Soegijapranata, No ISBN 978-623-7635-01-7

(3) Prosiding Seminar Nasional dengan judul "Proceeding Book Food Science and Student
Conference: Enhancing Quality Through Food Innovation, September 2019, Penerbit Universitas
Katolik Soegijapranata"

(4) Prosiding Seminar Internasional dengan judul "Separation of Oleoresin from Nutmeg Using
Ultrasound Extraction Reaction and Hexane as Solvent", November 2019, Proceeding International
Conference on Sciences and Engineering.

(5) Pengiriman jurnal nasional dengan judul "Optimasi Hasil Ekstraksi serta Karakteristik Oleoresin
Biji Pala (Myristica fragrans) Menggunakan Pelarut n-Heksana dengan Metode Ultrasound”, Jurnal
Teknologi Pangan dan Gizi

(6) Pengiriman jurnal internasional dengan judul " Ultrasound Assisted Extraction of Oleoresin from
Nutmeg ", International Journal of Food Engineering



E. PERAN MITRA: Tuliskan realisasi kerjasama dan kontribusi Mitra baik in-kind maupun in-cash (untuk
Penelitian Terapan, Penelitian Pengembangan, PTUPT, PPUPT serta KRUPT). Bukti pendukung realisasi
kerjasama dan realisasi kontribusi mitra dilaporkan sesuai dengan kondisi yang sebenarnya. Bukti
dokumen realisasi kerjasama dengan Mitra diunggah melalui Simlitabmas.

Kerjasama mitra dengan Lembaga Indonesian Rainforest Foundation (IRF) Semarang. IRF
mendampingi petani dalam hal budidaya dan pengolahan hasil pertanian. Metode ekstraksi
ultrasonik dan mikroenkapsulasi oleoresin biji pala ini akan didiseminasikan bagi kelompok
masyarakat yang mendalami ekstraksi rempah-rempah dibawah binaan IRF, serta bagi pengusaha
yang akan memproduksi flavour untuk bahan baku produk pangan, seperti bumbu instant serta
flavor serbuk pada berbagai produk pangan.

F. KENDALA PELAKSANAAN PENELITIAN: Tuliskan kesulitan atau hambatan yang dihadapi selama
melakukan penelitian dan mencapai luaran yang dijanjikan, termasuk penjelasan jika pelaksanaan
penelitian dan luaran penelitian tidak sesuai dengan yang direncanakan atau dijanjikan.

Metode mikroenkapsulasi oleoresin biji pala telah dilakukan dalam tahun pertama menggunakan
beberapa metode pengeringan (vacuum drying dan foam mat drying) dan beberapa bahan penyalut
(maltodextrin, whey protein isolate dan betacyclodextrin), namun belum didapatkan optimasi hasil
penelitian. Oleh karena itu, kelanjutan optimasi kondisi proses mikroenkapsulasi dilakukan pada
tahun kedua, bersamaan dengan pengujian kestabilan mikrokapsul oleoresin biji pala dan umur
simpannya.

Oleoresin biji pala mengandung komponen myriscitin yang dapat memberikan efek keracunan dan
halusinogen. Oleh karena itu, diperlukan penelitian lanjut untuk mengetahui dosis pemakaian
produk hasil mikroenkapsulasi biji pala agar tidak memberikan efek negatif bagi yang
mengkonsumsi. Namun, uji toksisitas ini belum dinyatakan dalam desain penelitian yang telah
diajukan dalam proposal



G. RENCANA TAHAPAN SELANJUTNYA: Tuliskan dan uraikan rencana penelitian di tahun berikutnya
berdasarkan indikator luaran yang telah dicapai, rencana realisasi luaran wajib yang dijanjikan dan
tambahan (jika ada) di tahun berikutnya serta roadmap penelitian keseluruhan. Pada bagian ini
diperbolehkan untuk melengkapi penjelasan dari setiap tahapan dalam metoda yang akan direncanakan
termasuk jadwal berkaitan dengan strategi untuk mencapai luaran seperti yang telah dijanjikan dalam
proposal. Jika diperlukan, penjelasan dapat juga dilengkapi dengan gambar, tabel, diagram, serta pustaka
yang relevan. Jika laporan kemajuan merupakan laporan pelaksanaan tahun terakhir, pada bagian ini dapat
dituliskan rencana penyelesaian target yang belum tercapai.

Pada Penelitian Tahun Kedua dilakukan beberapa tahapan penelitian sebagai berikut :

1. Optimasi kondisi proses mikroenkapsulasi oleoresin biji pala (melanjutkan proses
mikroenkapsulasi yang sudah dilakukan dalam tahun pertama), yaitu metode vaccuum drying dan
cabinet drying. Mikroenkapsulan yang digunakan adalah maltodextrin, whey protein isolate dan beta
cyclo dextrin.

2. Pengujian kestabilan mikrokapsul oleoresin biji pala selama penyimpanan

3. Pengujian umur simpan mikrokapsul oleoresin biji pala dengan metode Accelerated Shelf Life Test
(ASLT)

Karakteristik mikrokapsul oleoresin biji pala dinyatakan dengan pengujian komponen volatil
mengggunakan GCMS, aktivitas antioksidan, kadar air, aktivitas air, minyak di permukaan, minyak
terperangkap dan struktur fisik menggunakan scanning electron microscope (SEM)

Luaran wajib di tahun pertama yang telah dapat dicapai adalah teknologi tepat guna yang
menunjukkan kondisi proses optimum ekstraksi ultrasound oleoresin biji pala. Pada tahun kedua
diharapkan dapat diperoleh teknologi tepat guna untuk kondisi proses optimum mikroenkapsulasi
oleoresin biji pala.

Luaran wajib di tahun kedua yang ditargetkan adalah penyusunan paten, penyusunan buku tentang
mikroenkapsulasi oleoresin biji pala, penyusunan prosiding seminar nasional dan internasional, serta
publikasi jurnal nasional dan jurnal internasional.

Diagram tulang ikan atau bagan diagram alir penelitian (Gambar 21) menunjukkan kaitan penelitian
yang sudah dilakukan sejak tahun 2008 sampai dengan 2017, dan keberlanjutan dalam penelitian
yang diusulkan yaitu penentuan metode ekstraksi dan metode mikroenkapsulasi di tahun pertama
serta penentuan karakteristik kualitas mikrokapsul oleoresin biji pala dan umur simpannya di tahun
kedua.

Mikroenkapsulasi Metode ekstraksi Jenis enkapsulan Kestabilan mikrokapsul
Bahan: pewama alami, |
rempah-rempah Suhn dan waktu

Enkapsulan: maltodextrin,
gum arab, whey protein e Proses maserasi

Proses mikroenkapsulasi: \ Proses pemisahan
spray drying, freeze drying

‘Waktu penyimpanan
Betacyclodextrin

Intensitas cahaya
——  Whey protein

v | Maltodextrin

Metode
ekstraksidan

Penelitian yang sudah Penelitian Tahun Pertama : P ty tod Peneliti Tnhun Kedua: Pengujian metode
dilakukan (2008-2017) ekstraksi dan metode mikroenl ilan mik psul & umur simp enkapsulasi
oleoresin biji
Sensor Inclusion complex Sensori Model Athene pala yang
h Freeze Drying — optimum
Kimia Kimia Metode ASLT
Spray Drying
Fisik F]slk Pengemasan

Mutu mikrokapsul l\r[e(mle mikroenkapsulasi Parameter Mutu Serbuk Umur simpan mikrokapsul
Mikrokapsul Biji pala

Gambar 21. Diagram alir penelitian



H.

DAFTAR PUSTAKA: Penyusunan Daftar Pustaka berdasarkan sistem nomor sesuai dengan urutan
pengutipan. Hanya pustaka yang disitasi pada laporan kemajuan yang dicantumkan dalam Daftar Pustaka.
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TEKNOLOGI TEPAT GUNA
PRODUK EKSTRAK OLEORESIN BI1JI PALA

DESKRIPSI DAN SPESIFIKASI TEKNOLOGI TEPAT GUNA

Teknologi Tepat Guna yang dihasilkan dari penelitian di tahun pertama ini adalah proses
pengolahan produk ekstrak oleoresin biji pala yang mempunyai kualitas yang baik. TKT yang
ditargetkan adalah 6 dengan maksud teknologi pengolahan produk ekstrak oleoresin biji pala
dapat diaplikasikan dan telah diuji kualitasnya. Ekstraksi ultrasound oleoresin biji dilakukan
dengan menggunakan kondisi proses yang optimum sebagai berikut : suhu ekstraksi 50 °C,
waktu ekstraksi 38 menit, rasio 10 gram dalam 100 ml etanol.

PROSES PENGOLAHAN PRODUK EKSTRAK OLEORESIN BI1JI PALA

A. PENGERINGAN B1JI PALA
1. Suhu oven diatur pada suhu 50°C
2. Biji pala diletakkan di atas loyang kemudian dimasukkan ke dalam oven.
3. Pengeringan biji pala dilakukan sekitar 20 jam hingga biji pala kering.
4. Setelah 20 jam, biji pala kering dikeluarkan dari oven.

B. PENGHALUSAN BIJI PALA
1. Biji pala kering dipotong kecil-kecil untuk mempermudah proses penghalusan.
2. Wadah, blender, dan ayakan mesh 36 disiapkan untuk proses penghalusan biji pala.
3. Biji pala diblender hingga halus kemudian di mesh dengan mesh 36.
4. Bubuk biji pala kemudian disimpan dalam wadah tertutup dan diberi silica gel.

C. EKSTRAKSI OLEORESIN

1. Kabel Ultrasound ditancapkan pada saklar.

2. Tekan tombol ON untuk menyalakan Ultrasound.

3. Air dituang ke bak Ultrasound hingga mencapai ketinggian sample dalam Erlenmeyer.

4. Tekan 2 kali pada tiap variabel (suhu, waktu, frekuensi, dan power), kemudian tekan
tombol panah atas dan bawah untuk mengatur angka masing-masing.

5. Pada variabel suhu diatur pada 50°C, waktu diatur 38 menit (pada prakteknya waktu yang
diperlukan 37,5 menit) dengan frekuensi diatur pada 45 kHz.

6. Sebelum memulai ekstraksi, perlu dilakukan heating pada variabel suhu agar suhu dalam
bak tercapai suhu yang diinginkan, yakni dengan menekan tombol ON pada variabel
suhu.

7. Dalam ekstraksi oleoresin, perlu dilakukan pelarutan antara biji pala dengan pelarut
etanol di dalam Erlenmeyer, dengan perbandingan 1 : 10 (20 gram biji pala dengan 200
ml etanol), kemudian ditutup dengan alumunium foil.

8. Saat suhu heating telah tercapai, sampel dalam Erlenmeyer dimasukkan.

9. Tekan tombol ON pada variabel Power untuk memulai ekstraksi, lalu ditunggu hingga
waktu ekstraksi selesai.

10. Setelah Ultrasound selesai, tombol heating suhu dimatikan dan tekan tombol Off.

11. Kemudian, kran air dibuka hingga air dalam bak habis.



D. PENYARINGAN HASIL EKSTRAKSI

1.
2.

3
4.

Kertas saring biasa, kertas saring Whatman no 1, Erlenmeyer, dan corong disiapkan.
Erlenmeyer hasil ekstraksi dari Ultrasonik disaring, dengan penyaringan menggunakan 2
buah kertas saring, 1 kertas saring biasa dan 1 kertas saring Whatman no 1.

. Penyaringan ditunggu hingga filtrat tidak menetes lagi.

Filtrat hasil ekstraksi siap diuapkan pelarutnya.

E. ROTARY EVAPORATION

1.

2.
3.

10.
11.

12.

13.

14.

Pendingin dinyalakan dengan menekan tombol Power, kemudian tekan tombol Cooling
dan Loop.

Lalu ditunggu hingga suhu pada pendingin mencapai suhu yang telah ditentukan (15°C).
Setelah itu, labu penampung pelarut dipasang ke alat Rotary, dengan dijepit
menggunakan penjepit dan dikencangkan.

Rotary evaporator dinyalakan, kemudian tekan tombol Set untuk mengatur suhu bak
Rotary Evaporator, dengan suhu yang digunakan adalah 40°C.

Filtrat hasil ekstraksi dituang ke labu Rotary Evaporator, kemudian dipasangkan pada
mesin Rotary.

Labu diturunkan hingga menyentuh air dalam bak dengan menekan tombol panah bawah.
Selanjutnya, Round per Minutes (RPM) diatur dengan memutar pengatur RPM, vyaitu
sebesar 52 rpm.

Kemudian pompa vakum dinyalakan dan kran udara Rotary Evaporator ditutup untuk
membuat kondisi vakum.

Setelah itu, akan diikuti dengan naiknya jarum indikator tekanan pada pompa vakum
akan hingga tekanan mencapai 0,09 MPa.

Proses evaporasi ditunggu hingga pelarut di tabung kondensor tidak menetes lagi.

Jika sudah selesai, maka kran udara kembali dibuka, hingga indikator tekanan di pompa
vakum menjadi 0.

RPM diubah menjadi 0, serta pompa vakum dimatikan. Lalu, labu sampel dinaikkan
dengan menekan panah atas.

Labu penampung dilepas dengan melepas penjepit sambal labu dipegang, lalu pelarut
dituang ke dalam jerigen khusus pelarut bekas evaporasi.

Lalu, labu sampel dilepas, dan hasil oleoresin pala dituang ke dalam botol kaca.
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s Ektrak Oleoresin Biji Pala

Total Fenolik

suhu ekstraksi 48,80C selama
31,91 menit dengan rasio 14,46 ﬁ
gram dalam 100 ml etanol ®

Validasi %0Rendemen

suhu terbaik ekstraksi pada suhu
51,30C selama 40,58 menit dengan
rasio 7,1 gram dalam 100 ml etanol

GC - MS
safrole, Adamantane-1-carboxylic acid (2-methyl-
-thiocyanato-phenyl)-amide, 3-Cyclohexen-1-ol,
methyl-1-(1-methylethyl)- (CAS), dan sabinene
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Abstract

Nutmeg (MyristicafragransHoutt) is a native spice from Indonesia that has a distinctive aroma. The aroma of
nutmeg seeds come from the content of oleoresin called myristicin, which contain as much as 0.5-13.5%. In the food
processing, nutmeg’s oleoresin are often added as a flavor. The extraction method and the type of solvent will also affect
the amount of oleoresin that can be extracted. Myristicin is easily damaged by heat, bacteria, yeast, and fungi. One
attempt to maintain the shelf life of this product is by microencapsulation. The aim of this study was to determine the
physicochemical characteristic microencapsulated nutmeg oleoresin and nutmeg butter by vacuum drying process.
Analysis of product parameters were conducted, i.e. surface oil, trapped oil, antioxidant activity and water activity. The
method used in this study is vacuum drying with 60°C temperature and 0.05 MPA pressure for 24 hours. The principle of
vacuum dryer is to make the product dry at a low temperature with vacuum pressure. The results of the study showed
that surface oil test, trapped oil, antioxidant activity and water activity in ethanol solvent are 0,002 grams; 0,02 grams;
8,12% ; 0,437 and the results of hexane solvent are 0,113 grams ; 0,056 grams ; 61,39% ; 0,472. According to this study,

the best microencapsulation is obtained by using hexane solvent.

Keywords: nutmeg, oleoresin, microencapsulation, vacuum drying

Introduction

Nutmeg (MyristicafragransHoutt) is native spices of Indonesia from Maluku and Banda
islands. Nutmeg has a distinctive aroma, useful, and has a high selling value (Atmajaet al.,
2017).The aromatic compounds of nutmeg are derived from myristicin and elimicin (Rahadian,
2009).

Nutmeg can be processed into essential oils, butter, and oleoresin. Oleoresin is a thick
liquid extracted from spices using organic solvents. Oleoresin is composed of essential oils, resins
and desired special components. Commonly used solvents in nutmeg extraction are ethanol and
hexane. The solvent is widely used because it is not dangerous, non-toxic, has a boiling point that
is not too high or low, and has a high solubility so that it can produce high amounts of yield.
Extraction with hexane solvent (non-polar) will produce oleoresin with a high fat content and has
solid form at room temperature. Extraction with ethanol solvent (polar) will produce oleoresin with a
low fat content and has liquid form at room temperature (Suhirmané&Balittro, 2013).

Oleoresin and nutmeg butter easily evaporate and have rancid properties at room
temperature, so microencapsulation methods are needed to increase the shelf life and selling
value of the product. Microencapsulation is the process of coating a solid, liquid, or gas material
into microscopic particles with an appropriate coating material. Microencapsulation can increase
the shelf life of oleoresin and nutmeg butter, because it is able to keep the active substance in the
preparation for a long period of storage (Wahyuni, et al., 2015). The coating material that
commonly used is maltodextrin. Maltodextrin is a coating and weight enhancer material, that able
to hold water, increase viscosity and texture, without adding sweetness to the product (Ramadhani,
et al., 2016).
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Vacuum drying method is a drying method by reducing the water content of a product,
using a low and constant temperature (Margana&Doni, 2017). Drying with vacuum method is able
to produce high yields of product, due to radiant heat transfer which causes water vapor in the
vacuum to condense without convection heat transfer. The combination of temperature and
vacuum pressure that used must be directly proportional, because it is able to influence the water
content of the product (Rifan, et al., 2017).

In the food industry, microencapsulated nutmeg oleoresin and nutmeg buttercan be used
as flavor enhancers in bread products, cakes, candy, biscuits, and powder drinks.The aim of this
study was to determine the best microencapsulation method to produce a good quality of
microencapsulated nutmeg oleoresin and nutmeg butter with analysis of product parameters were
conducted, i.e. surface oil, trapped oil, antioxidant activity and water activity.

MATERIALS AND METHODS
2.1 Materials
The equipment used for the microencapsulated nutmeg essential oil are analytic scales,
spoon, measuring cup, mixer, glass tray, blender, mesh 60, vacuum oven,Chromameter CR-400,
moisture balance, Aw meters, vortex, spectrophotometer, soxhlet, oven binder, desiccator, and
centrifuge. The main materials in this study were nutmeg oleoresin, nutmeg butter, maltodextrin,
and water.

2.2 Methods
2.2.1 Microencapsulation

Microencapsulated nutmeg essential oil was madeby using the method of Ekponget al.,
(2016) with modification.To compare the best microcapsules between nutmeg oleoresin and butter,
the formula for microencapsulationis the same. Microencapsulated nutmeg essential oil using a
coating material is maltodextrin, with the ratio of nutmeg essential oil: maltodextrin : water is 3: 20 :
14.The mixture nutmeg essential oil and maltodextrin was gently spread onto a glass trayand dried
ina oven vacuum at 60°C for 24 hours, or until the final moisture content of the mixture was less
than 10%. The dried mixture was converted to powder using a blender and sieved with mesh 60,
then packed in a plastic bag until further analysis.

2.3. Analysis
2.3.1 Color Analysis

Color analysis done using MINOLTA Chromameter 400 series (CR-400). Chromameter
calibrated in advance by firing on a white plate. Once calibrated, chromameter is used to measure
the color samples. Microencapsulated nutmeg essential oil is placed in the clear plastic then
measured with a chromameter. Units of color emerges is L*, a*, dan b*. L value indicates the level
of 0 means the absolute black and 100 means white. The value of b is one attribute that indicates
with a scale (-70) to 70. The value of b is negative indicates the degree of bluish while the positive
values of b indicates the degree’of yellowish. The value of a shows a reddish or greenish sample
(Pomeranz &Meloan, 1987).

2.3.2 Water Activity

Water activity (Aw point) becoming one of parameters in the analysis of product stability.
Measuring water activity is very important to predict and knowing the existence of microorganisms
that usually can spoilage on product. Water activity analysis done using Aw meters.
Microencapsulated nutmeg essential oil were put into clean and dry containers. Samples are put in
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about half of the Aw meter container (approximately 15 grams). Then the sample is measured with
Aw meter for 15 minutes and the results obtained are recorded.

2.3.3 Surface Oil Analysis

Microencapsulated samples about 2 gramsplaced in a centrifuge tube and dissolved in 10
ml of. Then centrifuged at 1700 rpm for 15 minutes. Furthermore, the sample is filtered with filter
paper and then washed with 15 ml of hexane for 2 times. The filtrate obtained was displaced in a
porcelain cup of known weight and then dried in oven binder for 24 hours. After that, the porcelain
cup were put into the desiccator for 15 minutes then weighed as the final weight.

Surface oil yield = the final weight of the porcelain cup - the weight of the empty porcelain
cup

2.3.4 Trapped Oil Analysis

Microencapsulatedsamplesabout 2 grams and then wrapped in filter paper 2 times. The
Soxhlet is filled with hexane up to half a tube. The sample is put into Soxhlet and then switch on at
number 1 for 3 hours. Make sure the hexane in the tube does not run out. After that, the filtrate
obtained was displaced in a porcelain cup of known weight and dried in oven binder for 24 hours.
After that the porcelain cupwere put in a desiccator for 15 minutes then weighed as the final
weight.

Total oil = the final weight of the porcelain cup - the weight of the empty porcelain cup
Trapped oil = total oil - surface oil

2.3.5 Antioxidant Activity Analysis

Microencapsulatedsamples about 0,5 grams extracted with 5 ml of methanol for 2 hours in
the dark room. 0,1 ml of extract were taken and treated with 3,9 ml of DPPH solution made by
dissolving 2,4 mg of DPPH in 100 ml of methanol. Samples were incubated in the dark for 30
minutes and absorbance was measured at a wavelength of 517 nm. As a control, use 0,1 ml of
methanol were reacted with 3,9 DPPH solution and methanol used as a blank solution. Antioxidant
activity is expressed as %inhibition with the following equation :

absorbance control—absorbance of the sample

%antioxidant activity = x100%

absorbance control

(Williams et al., 1995)
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RESULTS AND DISCUSSION

3.1 The Color Analysis of Microencapsulated Nutmeg Essential Oil

Table 1. The Color Analysis of Microencapsulated Nutmeg Essential Oll

Color
Sample L = e
Malto_Oleoresin 83.39 0.86 6.63
Malto_Butter 95.18 -0.64 3.69

Microencapsulated nutmeg butter has a lighter color than microencapsulated nutmeg
oleoresin, with a greenish yellow color. Where the L* notation indicates the lighting value with
susceptibility from 0 (dark) to 100 (bright). The a* negative notation shows green, while the a*
positive notation shows red. The b* negative notation shows blue and the b* positive notation
shows yellow. Color is an important parameter in determining food quality. In addition, color is able
to influence the consumer acceptance of a product (Mella, 2016).

3.2 Water Activity of Microencapsulated Nutmeg Essential Oil

Table 2. Water Activity of Microencapsulated Nutmeg Essential Oil

Sample Aw point
Malto_Oleoresin 0.437
Malto_Butter 0.472

Microencapsulated nutmeg oleoresin has a lower AW value than microencapsulatednutmeg
butter, although in susceptible that is not too far. Water activity (AW) shows the amount of free
water in food, that used by microbes to grow. High AW value allows microbial growth and the shelf
life of the product becomes shorter. Thus, the higher the AW value of a product, the lower shelf life
of the product due to microbial growth factors (Ariani, et al., 2016).

3.3 Surface Oil of Microencapsulated Nutmeg Essential Oil

Surface oil shows the amount of oil that is on the surface of the microcapsules, which will
affect the stability of the active compound from the essential oil during the storage process. The
more surface oil values, the lower the encapsulation efficiency value. So that the amount of active
ingredients wrapped is reduced because a lot of oil is attached to the surface. As a result, the
oxidative stability of the microcapsules will be damaged (Pourashouriet al., 2014).

Table 3. Surface Oil of Microencapsulated Nutmeg Essential Oil

Sample Surface Oil (grams)
Malto_Oleoresin 0.002
Malto_Butter 0.113

Microencapsulated nutmeg oleoresin produced surface oil values that are smaller than
microencapsulated nutmeg butter with the same coating material and concentration, is
maltodextrin with a comparison of samples : coating is 3 : 20. Microencapsulation process using a
coating material will increase the viscosity which will give the thickness of the wall in encapsulates.
The thickness of the encapsulated wall will reduce the amount of essential oil that will come out of
the microcapsules during the hardening process of the microcapsule wall (Jayanudinet al., 2017).
Uncapsulated butter or oleoresin will be more susceptible to damage, evaporation, and oxidation
which will reduce the quality of microcapsules (Shahidi & Han, 1993). The results of



12

microencapsulated nutmeg oleoresin means that maltodextrin shows a better ability to stabilize
emulsions in nutmeg oleoresin. The amount of maltodextrin used is sufficient to form a layer on the
surface of oleoresin droplets.

3.4 Trapped Oil of Microencapsulated Nutmeg Essential Oil

Table 4. Trapped Oil of Microencapsulated Nutmeg Essential Oil

Sample Trapped Oil (grams)
Malto_Oleoresin 0.020
Malto_Butter 0.056

Trapped oil is the amount of essential oil trapped inside a microcapsule. Microcapsule
products with a high percentage of trapped oil show that much oil can be protected by coating
agents (Djafar, 2019). The results of trapped oil in microencapsulated nutmeg essential oil are
presented in Table 4. The results of microencapsulatednutmeg oleoresin show that the trapped oil
is low indicating that the amount of nutmeg oil protected by the polymer is also low, so it can be
concluded that the greater amount of trapped oil shows the amount of oil present on the surface to
be decreasing.

3.5 Antioxidant Activity of Microencapsulated Nutmeg Essential Oil

Table 5. Antioxidant Activity of Microencapsulated Nutmeg Essential Oll

Sample Antio>.<i(.JIant
Activity
Malto_Oleoresin 8.117%
Malto_Butter 61.385%

Microencapsulated nutmeg butter has a higher antioxidant activity than microencapsulated
nutmeg oleoresin. Nutmeg seeds contain carotene and terpenoid compounds that have the
potential as antioxidants and antibacterial. Antioxidants are compounds that can inhibit or slow
down the oxidation process by free radicals. Terpenoid compounds are generally non-polar, so
non-polar solvents are needed to extract these compounds (Ginting, et al., 2017). Example of non-
polar solvent that commonly used is hexane (Suhirman & Balittro, 2013). This is why the butter
microencapsulation has higher antioxidant activity than oleoresin microencapsulation.

CONCLUSION

Microencapsulated nutmeg oleoresin has antioxidant activity 8,117%, trapped oil 0,02
grams, which surface oil is not too high about 0,002 grams, water activity 0,437, and the color is
reddish yellow color. Microencapsulated nutmeg butter has antioxidant activity 61,385%, trapped
oil 0,056 grams, which surface oil is not too high about 0,113 grams, water activity 0,472, and the
color is greenish yellow color and almost close to white which when added to food and drinks will
not affect the color.Depending on the analysis results, it could be concluded that the best
microencapsulated nutmeg essential oil by the physicochemical characteristic was
microencapsulated nutmeg butter.
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1. Pala

Pala merupakan tamanan yang tumbuh di daerah tropis. Pala merupakan tanaman asli dari
Pulau Maluku, Indonesia (Jain & H&ggman, 2007). Tanaman pala tumbuh baik di daerah
tropis, selain di Indonesia tanaman pala juga tumbuh di Amerika dan Afrika. Pala termasuk
dalam famili Myristicaceae yang terdiri atas 15 genus dan 250 species (Nurdjannah, 2007).
Buah pala tersusun atas bagian biji dan bagian mace. Biji pala selain dibungkus oleh mace,
biji pala juga dilapisi oleh lapisan keras untuk melindungi biji. Biji pala memiliki ciri panjang
+ 4 cm dan lebar + 2 cm, bewarna coklat, dan berbentuk oval (Tainer & Grenis, 2001). Pala

dapat diklasifikasikan sebagai berikut :

Kingdom : Plantae — Plants
Subkingdom : Tracheobionta — Vascular plants

Superdivision : Spermatophyta — Seed plants

Division : Magnoliophyta — Flowering plants
Class : Magnoliopsida — Dicotyledons
Subclass : Magnoliidae

Order : Magnoliales

Family : Myristicaceae — Nutmeg family
Genus : Myristica Gronov. — nutmeg
Species : Myristica fragrans Houtt. — nutmeg

(USDA, https://plants.usda.gov/core/profile)
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Bagian pala yang sering digunakan yakni bagian bijinya. Pala (Myristica fragrans)
mengandung penilpropana yang tersusun atas myristicin (50%-75%), safrole, eugenole,
elernicin, dan THC / Trepene Hydrocarbon (a-pinene, limonene, dan p-cymene). Pala juga
mengandung trepene alcohols, geraniol, borneol, linalool, dan trepineol dalam konsentrasi
rendah (Wagner & Bladt, 2011). Myristicin merupakan komponen utama pada pala.
Kandungan dalam pala dapat diekstrasi untuk diperoleh oleoresinnya. Oleoresin pala

digunakan industri untuk colouring dan flavouring (Peter, 2012).

2. Oleoresin

Oleoresin adalah campuran dari resin dan minyak esensial yang didapatkan dari hasil
ekstraksi rempah-rempah yang memiliki karakteristik rasa dan aroma yang sama dengan
bahan asalnya (Prasetyo & Mulyono, 1987). Minyak esensial pada oleoresin dapat
menimbulkan aroma yang khas, sedangkan resin dan senyawa non volatile lainnya akan
membentuk cita rasa khas dari rempah-rempah (Rodianawati et al., 2015). Oleoresin
mempunyai keuntungan diantaranya lebih higenis, aroma dan flavor lebih kuat dibandingkan
dengan bahan yang segar, stabil selama penyimpanan, selama penyimpanan tidak
membutuhkan tempat yang besar, biasanya memiliki kandungan antimikrobia, mengandung
antioksidant natural, memiliki masa simpan yang panjang, lebih mudah untuk
ditransportasikan, dan lebih aman dari jamur-jamur berbahaya yang biasanya tumbuh di
rempah-rempah (Khasanah et al. 2017). Menurut Sofyana et al. (2013) terdapat beberapa
metode yang dapat digunakan untuk mengekstrak oleoresin seperti solvent extraction, steam
destilation, high hydrostatic pressure extraction, pulse electric field process, high pressure
process. Metode ekstraksi tersebut memiliki kelemahan yaitu membutuhkan waktu yang lama

dan suhu tinggi sehingga hasil oleoresin yang didapat tidak optimal.

3. Etanol

Etanol merupakan pelarut organik yang banyak digunakan. Etanol termasuk pelarut organik
dengan polaritas yang tinggi (Sumbono, 2019). Hasil yang diperoleh dari pelarut etanol tidak

sebaik metanol. Metanol memiliki polaritas yang lebih tinggi dibanding etanol. Namun



metanol bersifat racun sehingga tidak bisa digunakan untuk ekstraksi makanan sehingga yang
digunakan etanol yang aman jika terkonsumsi atau food grade (Lestario, 2017). Pelarut etanol
banyak digunakan untuk ekstraksi dikarenakan selektif, tidak mudah ditumbuhi mikroba,
tidak beracun, netral, absorbansi baik, mampu bercampur dengan air, dan mudah diuapkan
pada suhu rendah. Etanol dapat melarutkan alkaloid, minyak menguap, glikosida, kurkumin,
kumarin, antrakinon, flavonoid, steroid, damar, dan klorofil. Selain itu juga sedikit
melarutkan lemak, malam, tanin, dan saponin. Kemampuan melarutkan etanol dapat
membuat bahan yang tidak diinginkan ikut terlarut meski dalam jumlah sedikit (Najib, 2018).
Sifat etanol yang memiliki kepolaran tinggi membuat etanol dapat berikatan dengan air. Saat
proses ekstraksi, etanol akan menarik minyak sambil berikatan dengan air sehingga saat
evaporasi pelarut etanol akan menguap. Namun, air akan tetap tertinggal di dalam minyak.
Etanol juga melarutkan warna yang terkandung pada bahan yang diekstrak. Sifat etanol yang
melarutkan pigmen warna pada sampel terutama yang gelap menyebabkan minyak hasil
ekstraksi etanol tidak bisa dilakukan analisa bilangan penyabunan (Aziz, 2009).

4. Ultrasound-assited Extraction (UAE)

Ekstraksi ultrasound didasarkan pada fenomena sonokimia yang berhubungan dengan
kavitasi akustik yaitu dengan pembentukan microbubbles dalam cairan ketika tekanan tinggi
diaplikasikan juga. Gelembung yang terbentuk akan tumbuh dengan ukuran yang tidak stabil
yang kemudian pecah dan melepaskan energi yang kuat dengan efek kimia dan mekanis.
Selama gelembung pecah tekanan meningkat lebih dari 1000 atm (Martinez, 2009). Pelarut
organik yang digunakan umumnya etanol. Etanol memiliki sifat rendah toksisitas dan
termasuk ke dalam green solvent yang mampu diaplikasikan dalam pengolahan pangan
(Aguirre, 2017).

Menurut Capelo-Martine (2009) terdapat beberapa hal yang mempengaruhi hasil ekstraksi,

diantaranya adalah

e Jumlah sampel : bila terjadi penambahan sampel, harus diikuti dengan penambahan
solvent agar dihasilkan rasio konstan antara solid dan solvent
e Ukuran partikel sampel : semakin kecil ukuran partikel sampel maka akan

meningkatkan solid-liquid interface dan akan menaikkan efektifitas ekstraksi.



e Solvent : solvent yang dipilih harus memiliki sifat polaritas yang sesuai dengan
analisis serta tidak ikut mengekstrak senyawa pengganggu.

e Sonic Power : setiap alat memiliki kekuatan masing-masing yang dapat mempercepat
proses ekstraksi

e Frekuensi : besarnya frekuensi mempengaruhi gelembung kativasi dan semakin tinggi
frekuensi maka produksi dari gelembung aktivasi akan semakin sulit.

e Waktu ekstraksi : efektivitas ekstraksi akan meningkat seiring dengan waktu sampai
mencapai titik equilibrium, tetapi semakin lamanya waktu ekstraksi dapat
menyebabkan degradasi komponen

e Suhu ekstraksi : semakin naiknya suhu, maka akan menaikan efisiensi dari ektraksi
karena akan menaikan jumlah gelembung kativasi tetapi bila suhu mendekati titik

didih maka akan menurunkan hasil ekstraksi.

5. Suhu dan Waktu Ekstraksi

Menurut Capelo-Martin (2009) hasil akhir ekstraksi dipengaruhi oleh suhu. Suhu semakin
tinggi, maka akan menaikan efisiensi dari ekstraksi. Hal ini dikarenakan temperatur akan
menaikan jumlah gelembung kativasi. Charpe & Rathod (2016) menambahkan bahwa suhu
yang terlalu rendah akan menghasilkan gelembung yang sedikit tetapi meletus dengan
intensitas yang tinggi sehingga meningkatkan penggangguan sell dan menaikan transfer
massa. Pada suhu tinggi, gelembung yang dihasilkan akan lebih banyak tetapi meletus dengan
intensitas yang rendah. Oleh karena itu, pada suhu yang lebih tinggi perubahan dalam hasil

ekstraksi adalah marginal.

Waktu ekstraksi yang semakin lama akan membuat berat jenis oleoresin cenderung semakin
besar. Hal ini disebabkan karena kandungan pelarut pada oleoresin menguap, sehingga
pelarut dalam oleoresin berkurang dan menyebabkan oleoresin lebih jernih, pekat dan kental
dan diperoleh berat jenis yang cenderung membesar seiring dengan bertambahnya waktu
ekstraksi. Namun semakin lama waktu ekstraksi, maka berat oleoresin akan semakin
menurun, karena semakin lamanya waktu ekstraksi, mengakibatkan jumlah rendemen
oleoresin yang dapat diikat oleh pelarut organik semakin sedikit dikarenakan menguapnya

sebagian minyak atsiri (Bustan et al., 2008).



6. Proses Pengolahan Oleoresin Biji Pala dengan Ekstraksi Ultrasonik

Proses pengolahan oleoresin menggunakan ekstraksi ultrasonik (Ultrasound  Assisted
Extraction, UAE). Pertama, biji pala dikeringkan selama 1 hari pada suhu 50°C. Lalu biji pala
kering dihancurkan hingga menjadi bubuk menggunakan blender. Kemudian bubuk pala
dicampurkan dengan etanol dengan perbandingan 10:100 (bubuk pala:etanol) dan
dimasukkan dalam erlenmeyer. Kemudian sampel diekstraksi dengan ultrasound pada
frekuensi 45kHz dan power 100 W dengan perlakuan suhu 50 °C dan waktu ekstraksi 37,5
menit. Setelah itu hasil ekstraksi disaring dengan kertas Whatman no. 1, kemudian pelarut
diuapkan dengan Rotary Vacum Evaporator untuk mendapatkan oleoresin biji pala. Diagram

alir penelitian disajikan pada Gambar 1.

Untuk mengetahui kualitas oleoresin biji pala dilakukan pengujian efisiensi oleoresin biji pala
(rendemen), aktivitas antioksidan, dan total fenolik. Pengujian efisiensi oleoresin biji pala
dilakukan dengan menghitung % rendemen dari sampel, aktivitas antioksidan dilakukan
dengan menggunakan metode DPPH, dan total fenolik menggunakan metode Folin-

Ciocalteau.

Pengujian Uji Efisiensi Oleoresin Biji Pala (Anggraini et al., 2018 modifikasi)

Pengujian efisiensi ekstraksi oleoresin biji pala dilakukan dengan perhitungan menggunakan

rumus :

volume oleoresin hasil ekstraksi (ml)

% rendemen = x 100%

berat awal (g)

Pengujian Aktivitas Antioksidan (Rauf et al., 2013; Gulcin, 2005)

Aktivitas antioksidan diperoleh menggunakan metode DPPH. Pertama-tama disiapkan larutan
DPPH dalam metanol. Kemudian disiapkan larutan stok sampel 1000 ppm. Lalu sampel
diambil sebanyak 5 ml dan ditambahkan 3 ml DPPH. Campuran sampel diinkubasi selama 30
menit dalam keadaan gelap. Setelah itu larutan diukur absorbansinya menggunakan

spektofotometer dengan panjang gelombang 517 nm (Asampe). Nilai absorbansi larutan blanko



(Apianko) diukur melalui metode yang sama, tanpa adanya penambahan sampel. Aktivitas
antioksidan dinyatakan sebagai %discoloration yang dihitung dengan menggunakan rumus:

absorbansi blanko — absorbansi sampel

%Discoloration = ~bsorbansi blanko x 100

Pengujian Total Fenolik (Santos et al., 2015 modifikasi)

Total fenolik dianalisa dengan spektrofotometer dengan metode Folin—Ciocalteau. Senyawa
Folin—Ciocalteau diencerkan (1:10) kemudian ditambahkan ke 0,5 ml larutan ekstrak dalam
metanol. Setelah 5 menit, ditambahkan 2,0 ml larutan natrium karbonat (7,5%). Setelah itu
larutan disimpan dalam ruang gelap selama 30 menit. Absorbansi diukur pada 762 nm. Asam
galat digunakan sebagai standar, dan hasilnya dinyatakan sebagai miligram gallic acid

equivalent (GAE) per gram ekstrak.



Biji Pala dikeringkan selama 1 hari pada suhu 50°C

U

Biji pala dihancurkan dengan blender hingga berbentuk bubuk

U

Biji pala ditimbang sebanyak 10 gram dan dimasukkan kedalam
erlenmeyer 100 mli

Biji pala ditambahkan pelarut etanol sebanyak 100 ml

-

Campuran tersebut di ultrasound pada suhu 50°C selama 37,5 menit

-

Campuran disaring dengan kertas whatman no. 1

-

Larutan hasil saring dimurnikan dengan rotary evaporator

-

Hasil rendemen diperoleh

Gambar 1. Diagram Alur Proses Pengolahan Oleoresin Biji Pala




Metode ekstraksi ultrasonik merupakan salah satu metode terbaik untuk mengekstraksi
sampel. Metode ekstraksi ultrasonik menggunakan gelembung kavitasi yang mampu
memecah dinding sel pada sampel sehingga didapatkan hasil ekstrak yang lebih banyak
dibandingkan dengan metode yang lain. Hasil ekstraksi biji pala menggunakan metode
ultrasonik rendemen sebesar 48,7%. Hasil rendemen yang didapat kemudian dianalisa lebih
lanjut menggunakan uji total fenolik dan uji aktivitas antioksidan. Oleoresin biji pala yang
dihasilkan mempunyai kualitas yang baik dimana hasil total fenolik yang didapat sebesar
8,163% sedangkan pada hasil aktivitas antioksidan yang diperoleh sebesar 93,07%.

(a) (b)

Gambar 2. (a) Biji pala sebelum proses pengolahan (b) Oleoresin biji pala



DAFTAR PUSTAKA

Anggraini, Rini, Afghani Jayuska, & Andi Hairil Alimuddin. (2018). Isolasi dan
Karateristisasi Minyak Atsiri Lada Hitam (Piper nigrum L.) Asal Sajingan Kalimantan
Barat. Jurnal Kimia Khatulistiwa. Volume 7 Nomor 4:24-133.

Aguirre, Daniela Bermudez. (2017). Ultrasound: Advances in Food Processing and
Preservation. Academic Press. UK.

Capelo-Martine, J.L. (2009). Ultrasound in Chemistry Analytical Application. Wiley-Vch
Verlag GmbH & Co. KGaA. Portugal.

Charpe, T.W., & Rathod, V.K. (2016). .Kinetic Of Ultrasound Assisted Extraction Of
Wedeloloctone From Eclipta alba. Brazilian Journa, 33(4). Brazil.

Gulcin, 1. (2005). The antioxidant and radical scavenging activities of black pepper (Piper
nigrum) seeds. International Journal Food Science Nutrition, 56(7), 1-9.
doi:10.1080/09637480500450248

Jain, S. Mohan & H. Haggman. (2007). Protocols for Micropropagation of Woody Trees and
Fruits. Springer. Netherlands.

Khasanah, L. U., Anandhito, B. K., Titiek Rachmawaty, R. U., & Manuhara, G. J. (2015).
Pengaruh Rasio Bahan Penyalut Maltodekstrin, Gum Arab, dan Susu Skim Terhadap
Karakteristik Fisik dan Kimia Mikrokapsul Oleoresin Daun Kayu Manis
(Cinnamomum burmannii). Agritech, 35(4). Retrieved from
https://media.neliti.com/media/publications/177527-1D-pengaruh-rasio-bahan-penyalut-
maltodekst.pdf

Lestario, Lydia Ninan. (2017). Antosianin: Sifat Kimia, Perannya dalam Kesehatan, dan
Prospeknya sebagai Pewarna Makanan. Gadjah Mada University Press. Yogyakarta.

Nurdjannah, Nanan. (2007). Teknologi Pengolahan Pala. Badan Penelitian dan
Pengembangan Pertanian. Indonesia.

Peter, K. V. (2012). Handbook of Herbs and Spices. Woodhead Publishing. UK.

Prasetyo, A. P. & Mulyono, E. (1987). Penggunaan Oleoresin Sebagai Bahan Penyedap
Makanan dan Minuman.Bul Littro, 1(2). Lampung.

Rauf, A., Uddin, G., Ali, M., Ahmad, N., & Gul, S. (2013). Phytochemical screening and
antioxidant activity of. Wudpecker Journal of Medicinal Plants, 2(1), 001-006.

Rodianawati I, Hastuti P, & Cahyanto M.N. Nutmeg’s (Myristica fragrans Houtt) Oleoresin:
Effect of Heating to Chemical Compositions and Antifungal Properties. The First
International Symposium on Food and Agro-biodiversity (ISFA2014). Procedia Food
Science 3, 244-254.

Santos, Philipe, Ana C. Aguiar, Gerardo F. Barbero, Camila A. Rezende, & Julian
Martinez. (2015). Supercritical Carbon Dioxide Extraction Of Capsaicinoids


https://media.neliti.com/media/publications/177527-ID-pengaruh-rasio-bahan-penyalut-
https://media.neliti.com/media/publications/177527-ID-pengaruh-rasio-bahan-penyalut-

From Malagueta Pepper (Capsicum frutescens L.) Assisted by Ultrasound. Ultrasonics
Sonochemistry. Volume 22 nomor 1:78-88.

Sofyana, Supardan, M. D., Maulida, C. A., & Haura, U. (2013). Ultrasound Assisted
Extraction of Oleoresin from Nutmeg (Myristia Fragrans Houtt). International Journal
on Advanced Scienced, Engineering and Information  Technology.
doi:10.18517/ijaseit.3.4.298.

Tainter, Donna R. & Anthony T. Grenis. (2001). Spices and Seasonings: A Food
Technology Handbook. Wiley — WCH. Canada.

USDA. . Plants  Profile for Myristica fragrans Houtt  (nutmeg).
https://plants.usda.gov/core/profile?symbol=MYFR3 (diakses tanggal 14 Maret 2019).

Wagner, H. & Bladt, S. (2011) Plant Drugs Analisis, a Thin Layer Chromatography. 2nd
Edition, Springer-Verlag Berlin, Heidelberg, New York.



REPUBLIK INDONESIA
KEMENTERIAN HUKUM DAN HAK ASASI MANUSIA

SURAT PENCATATAN
CIPTAAN

Dalam rangka pelindungan ciptaan di bidang ilmu pengetahuan, seni dan sastra berdasarkan Undang-Undang Nomor
28 Tahun 2014 tentang Hak Cipta, dengan ini- menerangkan:

Nomor dan tanggal permohonan
Pencipta

Nama

Alamat

Kewarganegaraan
Pemegang Hak Cipta
Nama

Alamat

Kewarganegaraan
Jenis Ciptaan
Judul Ciptaan

Tanggal dan tempat diumumkan untuk pertama :

kali di wilayah Indonesia atau di luar wilayah
Indonesia

Jangka waktu pelindungan

Nomor pencatatan

EC00201973966, 2 Oktober 2019

Dr. V. Kristina Ananingsih, ST., MSc, Dr. Ir. B. Soedarini, MP,
, dkk

JL. Mugas Dalam No 08 RT 04/ RW 01, Kelurahan : Mugasari,
Kecamatan : Semarang Selatan , Semarang, Jawa Tengah, 50145

Indonesia

L PPM Universitas Katolik Soegijapranata

. /JI., Pawiyatan Luhur 1V/1, Bendan Dhuwur, Semarang, Jawa Tengah,

50234
Indonesia
Buku Panduan/Petunjuk

PENGOLAHAN OLEORESIN BIJl PALA DENGAN
METODE EKSTRAKSI ULTRASONIK

14 Agustus 2019, di Semarang

Berlaku selama 50 (lima puluh) tahun sejak Ciptaan - tersebut
pertama kali dilakukan Pengumuman.

000157128

adal ah benar berdasarkan keterangan yang diberikan oleh Pemohon.

Surat Pencatatan Hak Cipta atau-produk Hak terkait ini-sesuai- dengan-Pasal 72 -Undang-Undang Nomor 28 Tahun 2014
tentang Hak Cipta.

an. MENTERI HUKUM DAN HAK ASASI MANUSIA
DIREKTUR JENDERAL KEKAYAAN INTELEKTUAL

7.

Dr. Freddy Harris, SH., LL.M., ACCS.
NIP. 196611181994031001

94



LAMPIRAN PENCIPTA

No Nama Alamat

Dr. V. Kristina Ananingsih, ST., JL. Mugas Dalam No 08 RT 04/ RW 01, Kelurahan : Mugasari, Kecamatan :
MSc Semarang Selatan

JL. Ngadinegaran MJ.3/154 RT 003/RW001 Kelurahan : Mantrijeron,

2  Dr.Ir.B. Soedarini, MP K atan:Mantrijeron

JL. Wanara Timur Raya 996 RT 005/RW005, Kelurahan : Pedurungan

3 BvitaNiaRahardjo Tengah, Kecamatan : Pedurungan



http://www.tcpdf.org

Dokumen pendukung luaran Tambahan #3

Luaran dijanjikan: Prosiding dalam pertemuan ilmiah Internasional

Target: sudah terbit/sudah dilaksanakan
Dicapai: Sedang direview

Dokumen wajib diunggah:
1.

Dokumen sudah diunggah:
1. Naskah artikel

Dokumen belum diunggah:



Separation of Oleoresin from Nutmeg Using Ultrasound
Assisted Extraction and Hexane as Solvent

Victoria Kristina Ananingsih, Bernadeta Soedarini, Emerentiana Karina
Department of Food Technology, Soegijapranata Catholic University, Semarang,
Indonesia
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Abstract. Indonesia has many herbs and spices that function as ingredients for making herbal
medicine or for cooking. Nutmeg (Myristica fragrans) is an Indonesia’s origin plant that has
many health benefits. It produces specific flavors come from its bioactive compounds, namely
oleoresin. Oleoresin can be extracted from nutmeg to get the concentrated compounds; hence it
can be applied easily as the ingredient of food and beverage products. Ultrasonic assisted
extraction (UAE) is applied in this research since it has higher yield compared to other
extraction methods. This research is aimed to optimize the process condition of ultrasonic
assisted extraction of nutmeg to get the good qualities of oleoresin. Solvent used in this
research was hexane with extraction temperatures of 39, 45, 52 °C, and extraction times of 30,
45 and 60 minutes. Ratio between nutmeg and solvent were 5:100, 10:100 and 15:100.
Frequency used was 45 kHz. The results showed that the optimum process condition to
separate oleoresin from nutmeg were at extraction temperature of 52 °C, extraction time of 60
minutes and ratio between nutmeg and hexane of 5:100. This optimized process condition
produced yield 62% of extracted oleoresin. Antioxidant activity and phenol content of this
optimized oleoresin were 44,78% and 0,11 ppm respectively.

Keywords: nutmeg, oleoresin, ultrasound, hexane
1. Background

Nutmeg (Myristica fragrans) is an original plant from Indonesia that grows well in tropical
climates at altitudes below 700 meters above sea level. When the nutmeg is cut into two parts, the
nutmeg seeds appear wrapped in a red layer called mace. Nutmeg seeds can be used to give flavor to
food products due to the presence of oleoresin and essential oils contained in them. As a country of
origin of nutmeg, Indonesia supplies nearly 75% of the world's nutmeg and mace seed needs. The
popularity of nutmeg on the global market began in the 16th century since Ternate, Tidore, Ambon
and the Banda Islands became the main pathway for foreign countries to enter Indonesia. In 2006,
Indonesia exported 347,919 kg of nutmeg with a total export value of 1,861,232 USD. Then in 2017,
Indonesia exported 11,505,972 kg of nutmeg with a total export value of 50,138,286 USD (Directorate
General of Plantations, 2017).

Nutmeg consists of three parts namely flesh, mace, and nutmeg seeds. Nutmeg meat can be
processed as a pickled fruit product. Whereas mace and nutmeg seeds are known to have high
oleoresin content, but oleoresin has easily oxidized properties. Oleoresin extract from nutmeg has a
high amount of demand for domestic and export needs so it requires more handling to maintain its
quality. Therefore it need a method to produce optimal amount of oleoresin. The most commonly used



method to obtain oleoresin is the extraction method. Ultrasound extraction has high mass transfer
efficiency, less use of organic solvents, and higher extraction rates than the Soxhlet method.!" At
present ultrasound, extraction has begun to be applied in industries such as edible oil extraction. !
Ultrasound extraction is more effectively applied for extraction at low temperatures which would be
advantageous for extracting heat-sensitive compounds. ™

This study aims to determine the effect of the ratio between the solvent and the ingredients,
temperature, and extraction time on the effectiveness of the nutmeg oleoresin extraction process. In
addition, this study also aims to determine the total phenolic content and antioxidant activity in
nutmeg oleoresin extract.

2. Methods

2.1. Materials

The materials used in this study were nutmeg, n-hexane, Folin-Ciocalteau compound, sodium
carbonate solution (7.5%), DPPH solution in ethanol 0.1 mM, gallic acid, KOH 0.1 N solution,
phenolphthalein indicator , a solution of 0.5 N HCI, and distilled water.

2.2. Response Surface Methodology (RSM)

This method is used to analyze problems where several independent variables influence the
response variable and create a model or experimental design to optimize the response. The relationship
between the response of Y and the independent variable X is as follows:

k k k
Y = b0+ z bi.xi + z bii.xi% + Zbi.xi . XLl
i i i
Explanation:

Y= response variable

Xi= independent variable / factor (i= 1,2, ... k)

b= coefficient
The first step of the Response Surface Method (RSM) is to determine the relationship between
response Y and response X through a first order polynomial equation and use a linear regression

model. !
k k
Y =b0+ z bi.xi + Zbii.xii.
i i
Y= response variable

Xi= independent variable / factor (1= 1,2, ... k)

b= coefficient

The full experimental design in this study can be seen as follows:

a) Independent Variable

- Temperature, connoted as X; with points: 390C, 450C, and 520C.

- Time, connoted as X, with points: 30 minutes, 45 minutes and 60 minutes.

- Ratio, connoted as X; with points: 5:100, 10:100, and 15:100.

b) Response Variable

- Percentage of yield

- Total phenolic

- Percentage of antioxidant activity

¢) First order model: factorial design 2°, each factor having a low level (code: -1), middle level
(code: 0), high level (code: +1), and a level on the axial axis (code: -o and + o). The o value
for the CCD design is:

o= (Zk)1/4-



Explanation:
o= axial axis
k= number of factors or independent variables

In this study there are 3 (three) independent variables, then an a value of 1.682 is obtained. The
magnitude of the variables with codes - o and + a can be calculated by the equation:

-0=(0)— 1,682 [(0) - (-1)]

+ a=(0)+ 1,682 [(0) — (-1)]

With this equation, we obtain 3 (three) independent variables with 5 (five) level variables.

2.3. Oleoresin Extraction Process

The oleoresin extraction process begins by drying the nutmeg seeds using an oven at 60°C for 1
hour. Then nutmeg crushed using a blender. Furthermore, nutmeg seed powder is put into an
Erlenmeyer tube and the n-hexane solvent is added, and then tightly closed with aluminum foil. After
the Erlenmeyer tube is inserted in an ultrasonic bath that has been set in temperature and time. The
extraction temperature range used is 39°C, 45°C, and 52°C. The extraction time range used is 30
minutes, 45 minutes and 60 minutes. The ratio of the sample to the solvent used is 5: 100, 10: 100, and
15: 100. Then the extract is filtered with a filter cloth. After that, the extract is evaporated with a
rotary vacuum evaporator for 4-6 minutes at 40°C. With a speed of 50 rpm. Furthermore, the extract
was put into a vial bottle and stored in a fireezer so that it can be used for further analysis. !

2.4. Nutmeg Oleoresin Quality Testing
Tests carried out to measure the extraction efficiency of nutmeg oleoresin or rendemen!®); testing
of antioxidant activity'”! and total phenolic testing™.

3. Results and Discussion

3.1. Effectiveness of Oleoresin Extraction

The results of the optimization analysis of the yield of nutmeg oleoresin extraction can be seen in
Figure 1, 2 and which is a fitted surface graph depicting the relationships between variables in three
coordinate segments so as to form a 3D (three-dimensional) curve, namely (1) time and ratio variables
(2 ) time and temperature (3) temperature and ratio, to the yield of nutmeg oleoresin yield. Based on
the graph, the red area shows the optimal area. In this study the optimal point of extraction
temperature was 41.27°C, extraction time was 55.30 minutes and the ratio of material was 11.79 grams
to the yield of nutmeg oleoresin



Figure 1.

Temperature (°C)/ Time

ER
,N%g%%é%

ST}

40

SN W3
ocoococoo

Optimization Analysis Results of Nutmeg Oleoresin Extraction Results Based on
Time and Ratio
i
Il 50
B 40
130
120
B 10
I o
80
— 70 {
£ 60 o ® °
2 50 e e ¢ e @ Temperature
° 0 o0 o? o L ° P
G )
o 30 { [ J { 2 J ® Time
S~
o 20 ®
° deo o
5 10 oo oan e» ® Ratio
£ o ® °
g 0 [}
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00

% Yield
Temperature and Time

I 80
160
I 40
I 20

eg Oleoresin Yield Based on



Based on Figure 4, it can be concluded that the yield of nutmeg oleoresin obtained is fluctuating.
Some points show that the higher the extraction temperature, the higher the yield produced and the
other points show that the higher the extraction temperature, the lower the yield. This also occurs at
the time of extraction, some points indicate that the longer the extraction time, the higher the yield
produced and some other points indicate that the shorter the extraction time, the lower the yield
produced. Whereas in the ratio of materials used, most points indicate that the less material used, the
higher the yield produced.

Table 1. Results of Regression Analysis of Nutmeg Oleoresin Yield

Regression Analysis Results

Parameter Coefficient P Value
A constant 109,514 0,202
Time (X5) -1,185 0,263
Ratio (X3) 0,214 0,942
X..X, -0,170 0,027
X1.X3 0,046 0,010
R? 91,27%

It can be seen in Table 1 that the interaction between temperature and time variables has a
significant effect on the yield of nutmeg oleoresin because the p value is 0.027 or smaller than o
(0.05). In addition, the interaction between temperature and ratio variables also had a significant effect
on the yield of nutmeg oleoresin because the p value was 0.010 or smaller than o (0.05). Based on the
results of the regression analysis, an equation is obtained:

Y=109,514 — 1,185X, + 0,214X, — 0,170X,.X; + 0,046 X,. X,
Explanation:
Y= yield
X,= temprature
X,= time
X3 = ratio

3.2. Antioxidant Activity
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Figure 5. Optimization Analysis Results of the Nutrition Oleoresin Activity Test of
Nutmeg Seeds Based on Temperature and Time



The graph above is a fitted surface graph that illustrates the relationship between variables in
three coordinate segments so as to form a 3D (three-dimensional) curve that is the temperature and
time variable of the antioxidant activity of nutmeg oleoresin. In this study, the optimal extraction
temperature was obtained at 43.82°C, the extraction time was 51.92 minutes and the ratio of 1.59: 100
to the antioxidant activity of nutmeg oleoresin.

The longer the extraction time, the more extracts are produced. The longer time needed for the
extraction process can make the contact between the sample with the solvent becomes longer so that
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Figure 6. Test Result of Nutmeg Oleoresin Antioxidant Activity

the diffusion process can run optimally. The higher the temperature used in the extraction process will
help the process of diffusion of solvents into the tissue material so that it can increase the activity of
the solvent in hydrolyzing substances in the cell material and the extraction time can run faster .
However, using too high a temperature and too long a time can damage the structure of the substance
of the desired extract. The longer the extraction time and the more volume of the solvent used can
produce a more concentrated extract. ¥’ Also the longer the extraction time can increase the specific
gravity of the extract, because the extract also evaporates along with the solvent. The high yield in
extraction results can also be influenced by the presence of residues that carry over into the extract.
Another factor that influences yield yields is the ratio of the ingredients to the solvent. In this study,
the highest yield was found in the ratio of ingredients to solvents of 1.59: 100, followed by a
comparison of materials with solvents of 10: 100. The more the amount of solvent added to the
sample, the greater the ability of the solvent to extract the oil contained in nutmeg seeds. Howe ver,
solvents have a maximum limit on the ability to extract oil in nutmeg seeds!.

Based on Figure 6 it can be concluded that the results of testing the antioxidant activity of nutmeg
oleoresin extract obtained are fluctuating. Some points indicate that the higher the extraction
temperature, the higher the yield produced and some other points indicate that the higher the extraction
temperature, the higher the antioxidant activity. This also occurs at the time of extraction and the ratio
of material used, some points indicate that the longer the extraction time and the more material used,
the higher the antioxidant activity and some other points indicate that the shorter the extraction time
and the less material used, the lower its antioxidant activity.

3.3. Total Phenolic



The graph below is a fitted surface graph that illustrates the relationship between variables in
three coordinate segments so as to form a 3D (three-dimensional) curve that is the time variable and
the ratio of total phenolic nutmeg oleoresin. Based on the graph, the red area shows the optimal area.

Overall, the highest total phenolic content was obtained at a temperature of 36.28°C for 35
minutes at a ratio of a material to a solvent of 9.76: 100. The longer the extraction time, the higher the
extract produced. In addition, the use of temperatures that are not too high can prevent extraction
damage due to heat, but the extraction time required is getting longer. Therefore, the higher the yield
produced, the more antioxidants (phenols) contained in it so as to increase the total phenolic number.
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Based on Figure 8 it can be concluded that the total phenolic test results of nutmeg oleoresin extract

Figure 7. Analysis Results of Optimization of Total Test of Phenolic Oleoresin in Nutmeg
Seeds Based on Time and Ratio

obtained are fluctuating. Some points indicate that the higher the extraction temperature, the higher the
polyphenols produced and the other points indicate that the higher the extraction temperature will
reduce the polyphenol content in oleoresin extract This also occurs in the extraction time variable and
the ratio of the material used, some points indicate that the longer the extraction time and the many
ingredients used, the higher the polyphenol content in oleoresin extracts. While some other points

show that the longer the extraction time and the many ingredients used will reduce the levels of
polyphenols in nutmeg oleoresin extract.
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Figure 8. Analysis Results of Optimization of Total Test of Phenolic Oleoresin in
Nutmeg Seeds

4. Conclusions

The combination of treatments to obtain the optimum percentage yield is at extraction
temperature 41.27°C, extraction time for 55.30 minutes, and the ratio of 11.79:100. The combination
of treatments to obtain antioxidant activity with optimum percentage is at extraction temperature of
43.82°C, extraction time for 51.92 minutes, and the ratio of 7.55: 100. The combination of treatments
to obtain total phenolic with optimum amount is at extraction temperature of 36.28°C, extraction time
for 35 minutes, and the ratio of 9.76: 100.

Based from the parameters tested, the yield is the response to the independent variables
temperature, time, and ratio show that the yield has a mathematical model: Y = 109,514 - 1,185X, +
0,214X; - 0,170X,.X;5 + 0,046 X,.X,, with an R? value of 0, 9127. Based on the mathematical model
determined, the optimum value of the independent variables from the results of the yield analysis will
produce an antioxidant percentage of 94.71%. Based on the mathematical model determined, the
optimum value of the independent variables from the total phenolic analysis yield results the
percentage of 30.11%.
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OPTIMIZATION OF TEMPERATURE, TIME, AND REDUNDANCY
RATIO ON THE ULTRASOUND-ASSISTED EXTRACTION OF
NUTMEG OLEORESIN (Myristica fragrans) USING ETHANOL

SOLVENT

Dr. V. Kristina Ananingsih, ST., MSc.}, Dr. Ir. B. Soedarini, S.TP, MP.", Evita Nia
Rahardjo?

Food Technology Department, Soegijapranata Catholic University, Semarang Indonesia

Abstract

Nutmegs are well known as one of the Indonesian ingredients to give a unique taste and
flavor as the result of its oleoresin content. The effort to add the value of nutmeg is done
by extraction of its oleoresin which can support both national and international
marketing. The oleoresin from nutmeg can be applied to many kinds of foods, such as
herbal drinks, sweets, ice cream, and cooking ingredients. Oleoresin also contains
antioxidant which is good for health. However, this oleoresin is easy to be degraded due
to the application of heat during extraction. Ultrasound-assisted extraction (UAE) is
applied in this research because it provides some advantages such as providing yield
efficiency, fast, simple, reducing solvent use, lower temperature and lower energy use
compared to those of conventional extraction. This research is aimed to study the effect
of temperatures and extraction times on the yield, phenolic content, and antioxidant
activity of nutmeg oleoresin. Nutmeg was grinded to get the size of 36 mesh and UAE

was operated at 45 kHz. The best extraction temperature at 50,1°C for 36,36 minutes
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using a ratio of 6,1 grams in 100 ml of ethanol. In the result of validation% yield, the
ratio treatment greatly affects the results. The yield% validation showed the best
extraction temperature at 51.3°C for 40.58 minutes with a ratio of 7.1 grams in 100 ml
of ethanol. In the analysis of total phenol, the ratio treatment affects. the best total
phenol content was obtained at an extraction temperature of 48.8°C for 31.91 minutes
with a ratio of 14.46 grams in 100 ml of ethanol. In the analysis of antioxidant activity,
the ratio treatment affects. The best antioxidant compounds were obtained at 42.09°C

for 33.71 minutes at a ratio of 15.7 grams in 100 ml of ethanol.

Keywords: ultrasound-assisted extraction, nutmeg, oleoresin

1. Introduction

Indonesia is one of the nutmeg producing countries. The main nutmeg producing
regions in Indonesia are the Maluku Islands, North Sulawesi, West Sumatra, Nanggroe
Aceh Darussalam, West Java, and Papua. Nutmeg is becoming one of the important
export commodities because Indonesia is the biggest exporter of nutmeg and mace,
which supplies about 60% of the world's nutmeg needs. Aside from being an export
commodity, domestic demand is also quite high. Indonesian nutmeg production is
around 19.9 thousand tons per year. Nutmeg itself can be processed into essential oils
and oleoresin (Nurdjannah, 2007). Nutmeg is widely used for culinary and medicine

(Jain and Haggman, 2007).

The content in nutmeg can be extracted into oleoresin. The extraction process is often
done using the Soxhlet method. But now the industry is starting to reduce the use of

organic solvents due to environmental problems (Santos et al., 2015). The application of
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ultrasound extraction is one way to overcome it. Ultrasound extraction has high mass
transfer efficiency, less use of organic solvents, and higher extraction rates than the
soxhlet method (Fang et al., 2015). At present ultrasound, extraction has begun to be
applied in industries such as edible oil extraction (Chen et al., 2012). Ultrasound
extraction has many advantages. The advantage of ultrasound extraction is efficient
contact between a solid matrix and a solvent and can minimize extraction time and
reduce the use of organic solvents when compared to Soxhlet. Besides, various sample
sizes can be used, some extractions can be done simultaneously, and also do not require
special laboratory alignment (Martinez, 2009). Ultrasound extraction is more effectively
applied for extraction at low temperatures (Aguirre, 2017) which would be

advantageous for extracting heat-sensitive compounds.

Oleoresin is the result of processed spices in the form of thick liquid obtained by
extracting spices with organic solvents. The use of oleoresin has the advantage of being
more hygienic, sterile, free of bacteria, flavor and aroma can be standardized, small
volume, free of fungal attack, contains natural antioxidants and free of enzymes.

Oleores in can be stored for a long time in good condition (Nurdjannah, 2007).

This research was conducted with the aim to determine the effect of temperature, time,
and nutmeg oleoresin extraction ratio and to know the extraction efficiency, phenol
content, antioxidant activity, acid number, saponification number, and ester number.

2. Methods

Nutmeg Oleoresin Extraction with Ultrasound-assisted Extraction (UAE)

Nutmeg is crushed to powder. Then the nutmeg powder was mixed with ethanol in a

ratio of 10: 100 (nutmeg powder: ethanol) in Erlenmeyer (Rathod and Rathod, 2014).
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Then the sample was extracted by ultrasound at a frequency of 45kHz and 100 W power
with the temperature treatment and extraction time which was calculated by the RSM

method as follows:

No Sample  Temperature Time (minute)

(’C)
1 45 30
2 55 30
3 45 45
4 55 45
5 43 37,5
6 57 37,5
7 50 27
8 50 48
9 50 37,5
10 50 37,5
11 50 37,5

Table 1 temperature treatment and extraction time
Oleoresin analysis

The extract was filtered with number 1 Whatman filter paper. Then the sample was

separated from ethanol by a rotary evaporator.

Efficiency Test for Nutmeg Oleoresin Extraction (Anggraini et al., 2018

modification)
Nutmeg oleoresin extraction efficiency testing is done by calculations using the formula
extracted oleoresin volume(ml)

0 — 0
Yorendemen initial weight (g0) x100%

Total Phenolic Analysis (Santos et al., 2015 modification)
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Total phenolic was analyzed by spectrophotometer with the Folin-Ciocalteau method.
Then 1 ml of oleoresin is taken and mixed with 5 ml of distilled water and 0.5 ml of
reagent. After 5 minutes, 2.0 ml of sodium carbonate (7.5%) was added again. After that
the solution is stored in a dark room for 1 hour. Absorbance was measured at 760 nm.
Gallic acid is used as a standard, and the results are expressed as milligrams of gallic
acid equivalent (GAE) per gram of extract.

Analysis of antioxidant activity (Rauf et al., 2011; Gulcin, 2005)

0.1 ml extract solution was added with 2.9 ml DPPH solution in methanol. The mixture
was then incubated for 30 minutes in a dark room. Then the mixture is measured by

absorbance with a spectrophotometer at a wavelength of 517 nm.
Ai
antioxidant activity(%) = 100 — [(Ao — A_o) — 100]

Information :
Ai : absorbance value of the sample

Ao : the absorbance value of the control (without the addition of extracts)

RESULTS AND DISCUSSION

Oleoresin Results and Advanced Analysis Results

Temperature  Time Ratio

No o . %Rendemen  %Fenol % Antioksidan
(°C) (minute)  (gram)
1 45,0 30,0 5,0 76% 8,15% 35,75%
2 45,0 30,0 15,0 26% 8,53% 99,99%
3 45,0 45,0 5,0 77% 8,18% 49,60%
4 45,0 45,0 15,0 48% 8,23% 64,24%
5 55,0 30,0 5,0 80% 8,16% 32,31%
6 55,0 30,0 15,0 35% 8,51% 99,74%
7 55,0 45,0 5,0 74% 8,13% 28,21%
8 55,0 45,0 15,0 41% 8,21% 57,72%
9 41,6 37,5 10,0 50% 8,21% 50,12%
10 58,4 37,5 10,0 46% 8,26% 73,69%
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50,0
50,0
50,0
50,0
50,0
50,0
50,0
45,0
45,0
45,0
45,0
55,0
55,0
55,0
55,0
41,6
58,4
50,0
50,0
50,0
50,0
50,0
50,0
50,0

24,9
50,1
37,5
37,5
37,5
37,5
37,5
30,0
30,0
45,0
45,0
30,0
30,0
45,0
45,0
37,5
37,5
24,9
50,1
37,5
37,5
37,5
37,5
37,5

10,0
10,0

1,6
18,4
10,0
10,0
10,0

5,0
15,0

5,0
15,0

5,0
15,0

5,0
15,0
10,0
10,0
10,0
10,0

1,6
18,4
10,0
10,0
10,0

51%
S57%
63%
34%
76%
80%
78%
75%
35%
71%
44%
83%
48%
69%
36%
53%
49%
56%
63%
53%
33%
82%
70%
74%

8,20%
8,19%
8,16%
8,24%
8,23%
8,52%
8,22%
8,20%
8,24%
8,16%
8,27%
8,21%
8,27%
8,22%
8,29%
8,50%
8,61%
8,26%
8,25%
8,12%
8,26%
8,35%
8,23%
8,28%

54,54%
45,99%
48,30%
65,95%
60,55%
98,36%
65,44%
61,30%
67,04%
42,10%
72,02%
53,01%
55,07%
56,86%
57,22%
100,29%
100,58%
72,45%
71,12%
32,25%
100,38%
91,61%
72,19%
71,72%

Fitted Surface Effect of Temperature Ratio on % Yield
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118  This analysis of % vyield is displayed in a 3-dimensional graph. This graph is obtained
119  according to the graph of temperature and ratio treatment, temperature and time, and
120  time and ratio. The graph is shown in Figure 4. In this treatment, a 3-dimensional graph
121 forms the maximum graph. The maximum graph itself shows that the maximum point is
122 within the scope of the study (Bezerra et al., 2008). Temperature, time, and ratio greatly
123 affect oleoresin yield. The high temperature used will increase the efficiency of the

124  extraction so that the results obtained are more and more. But if the temperature is too
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high the extraction process is not efficient (Charpe and Rathod, 2016). On the
temperature-time and temperature-ratio graphs, it is seen that temperatures that are too
high able to reduce the extraction results so that the results obtained are not optimal.
Extraction time also greatly affects the extraction results. If the time is longer it will
give more oleoresin, but if it is too long then the results will decrease due to evaporation
(Bustan et al., 2008). On the temperature-time and time-ratio graphs, the longest time
spent producing oleoresin results is at the lowest. This shows that there is evaporation
occurs in oleoresin. In addition, the treatment ratio used must be in accordance with the
amount of solvent used. The ratio must be constant between solid and solvent (Capelo-
Martine, 2009). On the temperature-ratio and time-ratio graphs show that the highest
ratio does not produce optimal oleoresin. The ratio of nutmeg powder is too high,
making it difficult for solvents to attract all oleoresin compounds.

ANOVA Analysis Results% Yield
Faktor SS Df MS F P

Suhu (L) 0,000004 1 0,000004 0,00051 0,982243
Suhu (Q)  0,137165 1 0,137165 19,30765 0,000194
Waktu (L) 0,002362 1 0,002362 0,33248 0,569573
Waktu (Q) 0,060992 1 0,060992 8,58542 0,007323
Rasio (L)  0,510644 1 0,510644 71,87958 0,000000
Rasio (Q)  0,185105 1 0,185105 26,05589 0,000032
1L by2L  0,018769 1 0,018769 2,64197 0,117136
1L by 3L  0,000009 1 0,000009 0,00127 0,971901
2L by 3L  0,015129 1 0,015129 2,12960 0,157445
Error 0,170500 24 0,007104

Total SS 0,972148 33
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Pareto Chart %Y ield
The obtained Pareto showed that the ratio and temperature most affect the yield. Pareto
is useful to show the level of compatibility of the data analysis results with the variables
used (Chotikapanich, 2008). The Pareto shown shows the ratio greatly affects the results
where the data obtained is very significant. ANOVA test is a test procedure based on
the breakdown of the total variability in the response variable. This ANOVA test is used
to determine the linear relationship between response variables and subsets of
regression variables. If the variable does not give an effect then the variable is not
significant to the response (Myers et al., 2009). ANOVA and Pareto charts are used to
show important variables (Pambi and Musonge, 2016). In the picture shown, it can be
seen that the variables that greatly influence are temperature and ratio. This proves that

changes in temperature and mismatch ratio will affect the final yield%.
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Yield % Regression Analysis Results

Factor Regression Coefficient p

Mean -9,89020 0,000218
Suhu (L) 0,34647 0,000103
Suhu (Q) -0,00312 0,000194
Waktu (L) 0,10805 0,007810
Waktu (Q) -0,00092 0,007323
Rasio (L) 0,01589 0,750086
Rasio (Q) -0,00362 0,000032
1L by 2L -0,00091 0,117136
1L by 3L -0,00003 0,971901
2L by 3L 0,00082 0,157445

R2 0,82462

In RSM, it is necessary to develop an estimated model for the real response surface. The
actual response surface is driven by some unknown physical mechanism. The
approximation model is based on data that is observed from a process or system called
an empirical model. Regression is a collection of statistical techniques that are useful for
establishing the empirical type required by RSM. Regression compares several
independent variables as predatory or regression variables (Myers et al., 2009).
Regression is used to determine the relationship between variables. In the analysis of 3
variables the RSM equation used is Y = b0 + by X3 + bpX5 + bsX3 + b2 X1 X, + b13X1 X3
+ bp3XoXs - b12Xe? + b X% + bs?Xs? (Lee et al., 2006). The regression table obtained is
then processed into a regression equation for the% yield analysis. The equation obtained
isY =-7,84813 + 0,28813X; + 0,06856X, + 0,04070X3 - 0,00021X:X, - 0,00033X:X3

+0,00024X,X3 - 0,00276X,% - 0,00076X,2 - 0,00326X3°.
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Results of Peak Analysis of GC-MS Oleoresin Nutmeg

Table of Compound Results in Nutmeg Oleoresin

Peaks R.Time Area% Height| Name
1 1.431 1.84 664275 | ETHANOL
7.397 0.76 60837| .alpha -Tlnyene
3 8.322 2.14 142221 .beta-Phellandrene
4 11.742 0.63 799 gamma. - Terpmene
5 11.828 3.96 432578 | trans Sabmene hydrate
6 12.790 3.34 390125 trans Sabmene hydrate
7 12.974 0.66 81781 | Ether. p-menth-6-en-2-vl methyl
8 13.663 0.53 81843 [ Ether. p-menth-6-en-2-vl methyl
9 15.268 8.56 1089801 | 3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-methylethyl)- (CAS)
10 0.83 104688 .ALPHA TERPINEOL
11 16731426 35.80 4924525 1.3-Benzodioxole, 5-(2-propenyl)- (CAS)
12 1561442 3.71 389265 | Benzene. 1.2-dumethoxy-4-(2-propenyl}- (CAS)
13 976017 232 218412 | CROWEACIN
14 1840982 438 569634 cis-Asarone
15 213881 051 74809 | Tetradecanoic acid. methyl ester (CAS)
16 209251 0.50 52715 d-Nerolidol
17 6750410 16.06 Adamantane-1-carbexylic acid (2-methyl-4-tlnocvanato-phenyl)-anude
18 469313 1.12 87102 [ 4'-Hydrazmno-4-pentvl-2'.3".5". 6 -tetrafluorobiphenyl
19 461035 1.10 75828 | Naphthalene, 1.1'-(1.10-decanedivl)bis[decahydro- (CAS)
20 3052887 726 498115 | Adamantane-1-carboxvlic acid (2-methyl-4-thiocyanato-phenyl)-amide
42043612 100.00 11083198

GC-MS results show peak number 11 has the highest content and continued peak
numbers 17 and 9 for the relatively high content. peak number 11 is 1,3-Benzodioxole,
5- (2-propenyl) - (CAS). Peak number 17 is Adamantane-1-carboxylic acid (2-methyl-
4-thiocyanate-phenyl) -amide. Peak number 9 is a compound of 3-Cyclohexene-1-ol, 4-
methyl-1- (1-methyl ethyl) - (CAS) which has another name for terpineol. In nutmeg

seeds, seeds contain terpineol compounds (Wagner and Bladt, 2011).

Phenol Analysis
Testing the total phenolic activity is the basis for testing antioxidant activity because
phenolic compounds are able to prevent the oxidation process. Measurement of total

antioxidant food can be done by measuring total phenolic levels using the Folin-



199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213
214

Cocteau reagent. The total phenol test is used to determine the total phenolic
compounds contained in the sample so that if the phenolic compound content in the
sample is high, the antioxidant activity will be high. This analysis uses the gallic acid
standard curve as a comparison (Djapiala et al., 2013). Phenol compounds contribute
directly to antioxidant activity. The positive correlation between antioxidant activity and
total phenolic comes from the effectiveness of hydrogen donors in phenol compounds.
There is a relationship between the ability of phenol compounds as antioxidants and
their chemical structure. The configuration and the total hydroxyl group is the basis that
greatly influences the mechanism of its activity as an antioxidant. There is a positive
correlation between antioxidant activity and the content of polyphenol compounds.
Phenol compounds are antioxidants (lbrahim et al., 2015). Antioxidant compounds
themselves are not resistant to heat and will be damaged when exposed to heat (Sie,

2013).

Fitted Surface Effect of Temperature Ratio on Phenol Analysis
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Fitted Surface Effect of Time Ratio on Phenol Analyéis
The shown phenol analysis graph is the response of the phenol to the temperature, time,
and ratio treatment. On the graph of temperature - ratio, and temperature - time form a
saddle graph. At the time treatment - the ratio of the graph that is formed is maximum
but the shape is not maximal. On the temperature-ratio graph, the highest phenol content
is found at low temperature at the optimal ratio and at the optimal high-temperature
ratio. On the temperature-time graph, the highest phenol content is seen at high
temperatures at an optimal time. The highest phenol content is not present at high

temperatures and times simultaneously. This is because phenol compounds are
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antioxidant compounds (Ibrahim et al., 2015). Antioxidant compounds themselves are

not resistant to heat and will be damaged when exposed to heat (Sie, 2013). When

phenol is at a high temperature and a long time it will be damaged.

ANOVA Analysis Results on Total Phenol

Faktor SS Df MS F P
Suhu (L) 0,000000 1 0,000000 0,306804 0,584772
Suhu (Q) 0,000002 1 0,000002 1,293142 0,266696
Time (L) 0,000001 1 0,000001 1,121740 0,300088
Time (Q) 0,000003 1 0,000003 2,124084 0,157961
Ratio (L) 0,000008 1 0,000008 6,999335 0,014161
Ratio (Q) 0,000004 1 0,000004 3,704537 0,066198
1L by 2L 0,000000 1 0,000000 0,003734 0,951777
1L by 3L  0,000000 1 0,000000 0,000093 0,992368
2L by 3L  0,000002 1 0,000002 1,342999 0,257907
Error 0,000028 24 0,000001

Total SS  0,000050 33

@yratio(L) /// 264564
ratio(Q) - -1.5924?2
time(Q) -1.45742

2Lby3L % -1,156886

temperature{Q) / 1,137164
(2)time(L) -1,05912
(1 temperature(L) % 5538991
1Lby2L / - 06111
1Lby3L -.009666
p=05

Pareto Chart Total Phenol

This ANOVA test is used to determine the linear relationship between response

variables and subsets of regression variables. If the variable does not give an effect then

the variable is not significant to the response (Myers et al., 2009). ANOVA and Pareto



240  charts are used to show important variables (Pambi and Musonge, 2016). Figure 8
241  shows that the ratio used is significant so that the ratio greatly influences the phenol
242  yield. The comparison of nutmeg powder with a solvent must be appropriate in order to

243 obtain optimal phenol conditions.

244
245  Phenol Regression Analysis Results
Regression
Factor Coefficient P
Mean 0,093839 0,003897
Temperature(L) -0,001002 0,308764
Temperature(Q) 0,000010 0,266696
Time (L) 0,000522 0,288051
Time (Q) -0,000006 0,157961
Ratio (L) 0,000784 0,230373
Ratio (Q) -0,000018 0,066198
1L by 2L 0,000000 0,951777
1L by 3L 0,000000 0,992368
2L by 3L -0,000008 0,257907
R2 0,43601
R2 0,436010
246
247

248  Antioxidant Analysis

249  Phenol compounds contribute directly to antioxidant activity. The positive correlation
250  between antioxidant activity and total phenolic comes from the effectiveness of
251  hydrogen donors in phenol compounds. There is a relationship between the ability of
252 phenol compounds as antioxidants and their chemical structure. The configuration and
253 the total hydroxyl group is the basis that greatly influences the mechanism of its activity
254  as an antioxidant. There is a positive correlation between antioxidant activity and the
255  content of polyphenol compounds. Phenol compounds are antioxidants (Ibrahim et al.,
256  2015). Antioxidant compounds themselves are not resistant to heat and will be damaged
257  when exposed to heat (Sie, 2013).
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Fitted Surface Effect of Time Ratio on Antioxidant Activity

In the antioxidant activity graph, it is shown that the temperature-ratio and temperature-
time treatments form a plateau graph while in the time-ratio treatment it looks to form a
mountain even though it is not perfect. The graph shows the unaffected variables
(Bezerra et al., 2008). Graph (a) shows the high ratio under which all temperatures have
the highest antioxidant activity. In the graph (b) shows that at optimal times all
temperatures have high antioxidant activity. Antioxidant compounds are not resistant to
heat and will be damaged when exposed to heat (Sie, 2013). The results of this analysis
are not appropriate due to an error due to external factors such as the DPPH solution
used is unstable. DPPH solutions are very sensitive to light (Hasanah et al., 2017). The
DPPH solution used may have been exposed to light so that its activity has decreased.
On the time graph - the ratio looks to form a maximum but not perfect graph. the
maximum graph shows that the optimal point is on the scale of the study so that the
optimal point can be determined (Bezzerra et al., 2008).

ANOVA Analysis Results of Antioxidant Activity
Factor SS df MS F p

Temperature(L) 0,000508 1 0,000508 0,01641 0,899124

Temperature(Q) 0,000434 1 0,000434 0,01401 0,906748
Time (L) 0,031569 1 0,031569 1,02057 0,322461
Time (Q) 0,128914 1 0,128914 4,16755 0,052347
Ratio (L) 0,469723 1 0,469723 15,18521 0,000684
Ratio (Q) 0,120636 1 0,120636 3,89992 0,059900
1L by 2L 0,000100 1 0,000100 0,00323 0,955140
1L by 3L 0,001442 1 0,001442 0,04663 0,830857
2L by 3L 0,026415 1 0,026415 0,85395 0,364635

Error 0,742390 24 0,030933

Total SS 1,487571 33
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(3)ratio(L) I I I /// I I I 3I.89682—

time(Q) L2.04146

ratio(Q) 7 1.97482

@)time(L) -1.01023

2Lby3L -.824096

1Lby3L 7 - 215943

(1)temperature(L) / -A28117

temperature(Q) / -118385

1Lby2L -,056844

p=.05
Pareto Chart of Antioxidant Activity

ANOVA and Pareto charts are used to show important variables (Pambi and Musonge,
2016). In the Pareto results, the ratio variable is an important variable because the
Pareto results shown are significant. In addition, the ANOVA results also show that the
ratio is also significant which is shown through red. In this analysis, the temperature
should show significance because antioxidants are not resistant to heat (Sie, 2013). But
the results obtained are a significant ratio. The extraction results themselves are
influenced by the sample ratio (Capelo-Martine, 2009). This is likely to occur because
when the nutmeg powder is used more and more, the content of antioxidants that are

attracted is increasingly large so that when analyzed produces significant data.
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Results of Regression Analysis of Antioxidant Activity

Regression

Factor Confficient P
Mean -2,61946 0,586139
Temperature(L) 0,02297 0,883916
Temperature(Q) -0,00018 0,906748
Time (L) 0,11045 0,167896
Time (Q) -0,00134 0,052347
Ratio (L) 0,14437 0,173456
Ratio (Q) -0,00293 0,059900
1L by 2L -0,00007 0,955140
1L by 3L -0,00038 0,830857
2L by 3L -0,00108 0,364635

R2 0,50094

Critical Value

Critical values are determined through a 3-dimensional graph obtained through RSM
analysis results. Critical values are obtained from polynomial functions to obtain
quadratic equations. Critical value can be obtained if the graph is in the form of
maximum, minimum, and saddle. Critical points are obtained through the first
derivation of mathematical functions that describe the response surface and equalize to
zero (Bezerra et al., 2008).

Results of Analysis of Critical Values % Yield
Observed Critical  Observed

Factor Mnimum  Values Maximum
Temperature 41,59104 50,17497 58,40896
Time 24,88655 36,35338 50,11345
Ratio 1,59104 6,09695 18,40896

On the results of the analysis 0f% 3-dimensional graph rendered displayed in the
maximum form in all treatments. The maximum 3-dimensional graph form shows the
optimal point within the scope of the study (Bezerra et al., 2008). The ANOVA analysis
showed significant variables, namely temperature, and ratio. The results of critical

values analysis show optimal temperature, time, and ratio. The best temperature at
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50.40C for 38.6 minutes with a ratio of 5.11 grams in 100 ml of ethanol. In the results
of the analysis of the validation of% 3-dimensional graph rendered displayed in the
maximum form in all treatments. The maximum 3-dimensional graph form shows the
optimal point within the scope of the study (Bezerra et al., 2008). In the ANOVA
analysis, it is seen that the significant variable is the ratio variable. The results of
critical values analysis show optimal temperature, time, and ratio. The best extraction
temperature at 51.30C. The best extraction time is 40.58 minutes. The best extraction
ratio uses 7.1 grams of nutmeg in 100 ml of ethanol. In the validation data results, the
critical values data on all variables obtained are close to the results of the initial RSM
analysis so that the data obtained are good.
Results of Critical Values Analysis on Total Phenol

Observed Critical Observed

Mnimum  Values Maximum

Temperature 41,59104 48,79733 58,40896

Time 24,88655 31,91392 50,11345
Ratio 1,59104 14,45662 18,40896

Factor

Results of Critical Values Analysis of Antioxidant Activity
Observed Critical  Observed
Mnimum  Values Maximum
Temperature 41,59104 42,09415 58,40896
Time 24,88655 33,71436 50,11345
Ratio 1,59104 15,69610 18,40896

Factor

In the phenol analysis results, 3-dimensional graphs formed of saddle and maximum are
seen. On the saddle chart, there is a reflection point between relative minimums and
relative maximums. On the saddle chart, it is difficult to determine the optimal point. At
the maximum graph, the optimal point is within the scope of the study (Bezerra et al.,
2008). The ANOVA and Pareto results show a ratio variable that gives an effect on the

phenol yield. The results of critical values analysis show optimal temperature, time, and



342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352
353

354

ratio. The best temperature at 48.8°C for 31.91 minutes with a ratio of 14.46 grams in
100 ml of ethanol. The results of the antioxidant analysis show a plateau and a
maximum 3-dimensional graph. The plateau graph shows that the variable did not show
significant results so there was no optimal left. On the graph, the maximum optimal
point can be determined because it is within the scope of the study (Bezerra et al.,
2008). In the ANOVA and Pareto results, the ratio variable shows the effect on
antioxidant results. The results of critical values analysis show optimal temperature,
time, and ratio. The best temperature at 42.09°C for 33.71 minutes with a ratio of 15.7
grams in 100 ml of ethanol.

Validation% Yield Analysis

Results of Analysis of Validation% Yield
No Temperature(°C) Time (minute)  Ratio (gram) %Rendemen (%)

1 42 24,9 1,6 71
2 42 24,9 18,4 38
3 42 50,1 1,6 67
4 42 50,1 18,4 38
5 58 24,9 1,6 63
6 58 24,9 18,4 40
7 58 50,1 1,6 88
8 58 50,1 18,4 31
9 36 36,4 6,1 69
10 64 36,4 6,1 65
11 50 15,1 6,1 59
12 50 57,6 6,1 66
13 50 36,4 -8,0 0
14 50 36,4 20,2 28
15 50 36,4 6,1 88
16 50 36,4 6,1 86
17 50 36,4 6,1 77
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Validation data is used to prove the data from RSM analysis is the correct data. The
results of the fitted surface analysis show the graph forming a maximum graph, which
shows that the optimum point is in the graph (Bezerra et al., 2008). ANOVA and Pareto
charts are used to show important variables (Pambi and Musonge, 2016). In the
ANOVA and Pareto results displayed significant treatment ratio results. Regression
compares several independent variables as predatory or regressor variables (Myers et
al., 2009). The results of the regression analysis showed that the ratio affected the

results of the% Rendemen validation.

ANOVA Analysis Results Validation % Yield
Factor SS df MS F P
Temperature(L) 0,000039 1 0,000039 0,00355 0,954149
Temperature(Q) 0,013950 1 0,013950 1,27811 0,295493
Time (L) 0,001119 0,001119 0,10252 0,758172
Time (Q) 0,030585 0,030585 2,80214 0,138052
Ratio (L) 0,317781 0,317781 29,11451 0,001013
Ratio (Q) 0,782042 0,782042 71,64929 0,000063
1L by 2L 0,005406 0,005406 0,49528 0,504310
1L by 3L 0,002652 0,002652 0,24295 0,637166
2L by 3L 0,010263 0,010263 0,94029 0,364507
Error 0,076404 0,010915

NP PR PR R




Total SS 0,994027 16
372
rasio(Q) [/ // 8,46459
(3yrasiol) L/ ///// -5,39579
waktu(Cl) / -1.5?5395
suhu(Q) // -1,13054|
2LbyaL [ - 069685
1Lbv2L 7037628
byl -,492002
(2)waktu(L) / 3201866
(1suhuL) 7 -059589
373 = o
374 Pareto Chart Validation % Yield
375
376  Results of Regression Analysis of % Yield Validation
Factor Koefisien Regresi p
Mean -0,829405 0,564095
Temperature(L) 0,042653 0,385510
Temperature(Q) -0,000496 0,295493
Time (L) 0,016116 0,503402
Time (Q) -0,000325 0,138052
Ratio (L) 0,073155 0,039248
Ratio (Q) -0,003360 0,000063
1L by 2L 0,000245 0,504310
1L by 3L -0,000247 0,637166
2L by 3L -0,000323 0,364507
R2 0,92314
377

378  Benefits of Nutmeg Oleoresin Seeds

379  Nutmeg is widely used for culinary and medicine (Jain and Haggman, 2007). Nutmeg
380 oleoresin has a stronger aroma and flavor compared to its ingredients (Nurdjannah,
381  2007). Nutmeg oleoresin is widely used in the food and beverage industry. The food

382 industry utilizes oleoresin in the preparation of meat products, making soups, bakery
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products, making puddings, seasonings, and adding flavor to dairy-based foods (Peter,
2001). The content in nutmeg can be extracted to obtain oleoresin. Nutmeg oleoresin is
used industrially for coloring and flavoring (Peter, 2012). Nutmeg oleoresin which is
extracted using ethanol is able to contribute color to food due to the nature of ethanol
which dissolves pigments (Aziz, 2009). Apart from the food industry, nutmeg oleoresin
is also used in the medicine and perfume industries. Nutmeg oil in the world of health is
used to treat inflammation of the bladder and urinary tract, halitosis, dyspepsia,

flatulence, impotence, insomnia, and skin diseases (Peter, 2001).

Nutmeg Toxicity

Nutmeg contains toxic compounds. The content of myristicin in nutmeg is a toxic
compound. Nutmeg powder in minimal amounts (5 grams) can cause psychogenic
effects. In 7 grams of nutmeg powder contained 400 mg of myristicin which can cause
interference with the human brain. In addition, consumption of large amounts of nutmeg
can cause flushing, tachycardia, hypertension, dry mouth, blurred vision, psychoactive
hallucinations, feelings of euphoria (unreal) and delirium. High consumption of
myristicin can also cause bad changes in the nervous system due to exposure to toxic
chemicals. This can cause traumatic brain damage and other neurological diseases.
Myristicin itself is neurotoxicity that can damage the brain through induction in the

nervous system (Rahman et al., 2015).
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Conclusion

The temperature, time, and ratio treatment affect the results of oleoresin extraction. The
highest % of yield was at 50.4°C for 38.6 minutes with a ratio of 5.11 grams in 100 ml
of ethanol. The best phenol results were obtained at 48.8°C for 31.91 minutes with a
ratio of 14.46 grams in 100 ml of ethanol. The best antioxidant activity results were
obtained at 42.09°C for 33.71 minutes with a ratio of 15.7 grams in 100 ml of ethanol.
Nutmeg oleoresin is widely used as flavoring and coloring. The use of ethanol solvent
causes the pigment in the nutmeg to dissolve. The content of myristicin in excessive

consumption can cause brain damage.
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OPTIMASI SUHU DAN WAKTU EKSTRAKSI ULTRASONIK
OLEORESIN BIJI PALA (Myristica fragrans Houtt.) MENGGUNAKAN
RESPONSE SURFACE METHODOLOGY (RSM)

Victoria Kristina Ananingsih, Bernadeta Soedarini, Mahardini Putri

Program Studi Teknologi Pangan, Fakultas Teknologi Pertanian, UNIKA Soegijapranata
Semarang

ABSTRAK

Pala (Myristica fragrans Houtt.) merupakan salah satu jenis tanaman rempah yang banyak dihasilkan
di Indonesia. Bagian dari buah pala yang sering dimanfaatkan adalah bagian bijinya. Biji pala
mengandung minyak atsiri dan oleoresin, kandungan oleoresin inilah yang banyak digunakan pada
berbagai proses pengolahan di industri pangan, kosmetik, hingga industri obat — obatan. Salah satu
cara untuk mendapatkan oleoresin dari biji pala adalah dengan ekstraksi ultrasonik. Metode ekstraksi
ultrasonik dipilih karena dapat memberikan hasil rendemen yang lebih banyak dengan waktu
ekstraksi yang relatif lebih cepat dibanding ekstraksi metode maserasi dan soxhlet. Tujuan dari
penelitian ini adalah untuk mengetahui suhu dan waktu optimal ekstraksi ultrasonik, agar mendapat
rendemen tertinggi dengan kualitas oleoresin yang baik. Ekstraksi dilakukan menggunakan
ultrasonoic cleaner (100 W, 45 kHz), dengan 13 kombinasi perlakuan suhu (43, 45, 50, 55, dan 57°C)
dan waktu (27; 30; 37,5; 45 dan 48 menit), serta pelarut yang digunakan adalah etanol 96%. Metode
analisa data menggunakan metode permukaan respon (Response Surface Methodology) untuk
melihat hubungan rendemen, total fenol dan aktivitas antioksidan oleoresin hiji pala terhadap variabel
suhu dan waktu yang digunakan. Hasil analisa menggunakan metode permukaan respon pada suhu
55°C selama 45 menit menunjukkan bahwa kandungan aktivitas antioksidan tertinggi sebesar
94,2537%, dengan jumlah rendemen sebesar 52,53% dan total fenol 0,1092 mg GAE/g.

Kata kunci : ekstraksi ultrasonik, oleoresin, biji pala, suhu, waktu

1. PENDAHULUAN

Tanaman pala (Myristica fragrans Houtt.) merupakan salah satu jenis tanaman rempah yang banyak
dihasilkan di Indonesia. Bagian dari buah pala adalah cangkang, daging buah, fuli, dan biji pala. Di
Indonesia, buah pala sering digunakan sebagai rempah yang ditambahkan kedalam masakan untuk
meningkatkan cita rasa masakan tersebut. Salah satu bagian dari buah pala yang sering
dimanfaatkan adalah pada bagian bijinya. Biji pala mengandung minyak atsiri dan oleoresin,
kandungan oleoresin inilah yang banyak digunakan pada berbagai proses pengolahan di industri

pangan, kosmetik, hingga industri obat — obatan. (Apri Normalina, 2013).

Ekstraksi ultrasonik adalah ekstraksi yang memanfaatkan bantuan gelombang ultrasonik untuk
mengeluarkan senyawa yang terkandung dalam suatu bahan dengan cara meningkatkan transfer
massa yang menyebabkan pecahnya gelembung udara sehingga mengintensifkan tekanan yang
mengakibatkan dinding sel rusak dan meningkatkan pelepasan komponen intraseluler kedalam
pelarut yang digunakan (Lou et al., 2010). Keuntungan dari metode ekstraksi ultrasonik adalah
kualitas produk yang dihasilkan lebih baik dan proses produksinya lebih efisien karena waktu

ekstraksi yang lebih singkat dibanding beberapa metode ekstraksi lainnya (Widjanarko et al., 2011).



Salah satu metode yang dapat digunakan untuk mengolah data penelitian adalah metode permukaan
respon atau Response Surface Methodology (RSM). RSM dapat digunakan untuk mengetahui
keterkaitan antar variabel proses yang digunakan dalam penelitian, terhadap jumlah dan kualitas
produk yang dihasilkan, serta metode ini memberikan rendering grafik serta titik optimal suatu proses
(Polowczyk & Kozlecki, 2017).

2. MATERI DAN METODE

2.1. Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah ultrasonoic cleaner (Biobase UC-10SD), mortar
dan alu, blender, kertas saring, timbangan analitik, gelas ukur, termometer, pipet volume, pompa
pileus, labu takar, erlenmeyer, mikro pipet, cuvet, tabung reaksi, rak tabung reaksi, pengaduk kaca,
beakerglass, rotary vacuum evaporator, hot plate, botol vial, vortex, cabinet dryer dan
spektrofotometer (Shimadzu UV-1280).

2.2. Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah biji pala (Myristica fragrans Houtt.) yang
diperoleh dari salah satu penjual di pasar Jatingaleh Semarang yang khusus menjual rempah —
rempah, aquades, etanol 96%, senyawa Folin—Ciocalteau, larutan natrium karbonat (7,5%), metanol
99%, larutan DPPH.

2.3. Ekstraksi Oleoresin Dan Penelitian Pendahuluan

Sebelum menentukan kombinasi perlakuan suhu dan waktu ekstraksi pada penelitian ini,
dilakukan penelitian pendahuluan terlebih dahulu dengan melakukan proses ekstraksi. Proses
ekstraksi oleoresin dilakukan dengan menghancurkan biji pala yang sebelumnya telah dikeringkan di
dalam cabinet dryer selama 1 jam dengan suhu 60°C, dengan menggunakan mortar, dan kemudian
diblender untuk mendapatkan serbuk pala yang lebih halus. Kemudian dilakukan ekstraksi
menggunakan alat ultrasonic cleaner dengan pelarut etanol 96% yang sudah diatur suhu dan
waktunya. Setelah proses ekstraksi selesai dilakukan, dilanjutkan dengan penyaringan ekstrak
menggunakan kertas saring, yang kemudian hasil saringan di evaporasi dengan rotary vacuum
evaporator untuk mendapatkan oleoresin. Oleoresin yang didapat kemudian ditimbang dan dicatat
beratnya. Setelah itu hasil optimum dan minimum suhu dan waktu ekstraksi yang didapat, diolah
menggunakan salah satu metode penelitian yang ada di dalam aplikasi pengolahan data RSM untuk
mendapatkan ke tiga belas kombinasi perlakuan suhu dan waktu yang akan digunakan pada
penelitian ini. Setelah kombinasi perlakuan didapatkan, ekstraksi menggunakan alat ultrasonic
cleaner di lakukan sesuai kombinasi perlakuan suhu dan waktu yang didapat. Oleoresin yang didapat
kemudian ditimbang dan dicatat beratnya, kemudian ditampung ke dalam botol vial, untuk selanjutnya

di analisa meliputi rendemen, total fenolik dan aktivitas antioksidan.



2.4. Analisa Rendemen

Analisa rendemen oleoresin yang dihasilkan dihitung menggunakan rumus :

Rend %) = berat oleoresin (gr) 100%
endemen (%) = berat biji pala (gr) X 0

2.5. Analisa Total Fenol

Untuk melakukan analisa fenol, pertama-tama ambil sebanyak 0,5 ml sampel yang telah
diencerkan kedalam tabung reaksi. Kemudian tambahkan 2 ml larutan Folin—Ciocalteau dan 4 ml
natrium karbonat (7,5%). Campuran larutan kemudian di vortex dan diinkubasi selama 30 menit
dalam ruang gelap. Setelah diinkubasi, kemudian larutan tersebut diukur absorbansinya
menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 765 nm. Asam galat digunakan sebagai
standar, dan hasilnya dinyatakan sebagai miligram gallic acid equivalent (GAE) per gram ekstrak.

2.6. Analisa Aktivitas Antioksidan

Dari sampel yang sebelumnya telah diencerkan, kemudian diencerkan kembali hingga 100 ppm.
Setelah itu ambil 0,5 ml sampel kedalam tabung reaksi, tambahkan 3 ml larutan DPPH. Selanjutnya
di vortex dan campuran larutan kemudian diinkubasi selama 30 menit dalam ruang gelap. Setelah
inkubasi selesai, larutan diukur absorbansinya dengan spektrofotometer pada panjang gelombang

517 nm, catat hasil yang didapat. Kemudian hitung aktivitas antioksidannya dengan rumus :
Ao — Ai
Ao

Discoloration (%) = [( )X 100%]

Keterangan :
Ai : nilai absorbansi sampel

Ao : nilai absorbansi kontrol (tanpa penambahan ekstrak)

2.7. Analisa Data Dan Optimasi Menggunakan RSM

Hasil analisa rendemen, total fenol dan aktivitas antioksidan ekstraksi oleoresin biji pala berupa
data parametrik. Ketiga hasil analisa data oleoresin tersebut diolah menggunakan Response Surface
Methodology (RSM). Analisa data dilakukan dengan menggunakan pareto chart dengan tingkat
kepercayaan 95% dan kurva fitted response surface untuk mengetahui apakah ada perbedaan yang
nyata antara variabel yang digunakan, yaitu suhu dan waktu ekstraksi, serta untuk mengetahui suhu

dan waktu terbaik agar dapat memperoleh hasil optimal di setiap aspek analisa.



3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil rendemen oleoresin tertinggi didapat pada perlakuan suhu 50°C selama 37,5 menit, yaitu
sebesar 55,37% dan rendemen terendah didapatkan pada perlakuan suhu 43°C selama 37,5 menit
yaitu sebesar 47,37%. Analisa menggunakan Response Surface Methodology (RSM) yang dapat
dilihat pada Gambar 2., menunjukkan bahwa variabel suhu dan waktu yang digunakan memiliki
pengaruh tidak ada beda nyata terhadap hasil rendemen oleoresin biji pala yang dihasilkan. Hal ini
berbeda dengan teori oleh Anwar Fuadi (2012) yang mengatakan bahwa semakin lama waktu dan
suhu ekstraksi, maka hasil rendemen yang didapat akan semakin meningkat. Karena semakin lama
waktu yang digunakan, maka akan memberikan kesempatan bagi pelarut untuk kontak dengan
bahan. Seiring bertambahnya waktu ekstraksi akan menyebabkan pelarut mengalami kejenuhan.
Begitu pula dengan peningkatan suhu, semakin tinggi suhu yang digunakan maka panas yang

diterima oleh bahan akan semakin besar untuk mengekstrak oleoresin.

Nilai total fenol terendah adalah 0,0967 mg GAE/g, yaitu pada perlakuan suhu 45°C selama 30 menit.
Sedangkan nilai total fenol tertinggi adalah 0,1230 mg GAE/g, yaitu pada perlakuan suhu 43°C
selama 37,5 menit. Fenol adalah salah satu jenis zat yang terkandung dalam oleoresin. Kandungan
fenol dalam bahan dapat keluar dari bahan apabila ekstraksi dilakukan dengan jenis pelarut yang
sesuai. Dalam penelitian ini, pelarut yang digunakan adalah etanol. Etanol merupakan salah satu
senyawa golongan alkohol yang dapat mengekstraksi senyawa polar maupun senyawa non-polar
(Algariri et al., 2013), sehingga etanol cocok digunakan sebagai pelarut dalam penelitian ini karena
dapat dengan mudah mengeluarkan senyawa fenol dalam biji pala. Pada hasil pengujian total fenol
yang dapat dilihat pada Gambar 4, dari ketiga belas kombinasi perlakuan suhu dan waktu yang
digunakan tidak memberikan pengaruh pada kandungan fenol dalam oleoresin yang dihasilkan.

Pengujian aktivitas antioksidan terendah didapatkan hasil discoloration pada perlakuan suhu 45°C
selama 45 menit, yaitu sebesar 86,1253% dan aktivitas antioksidan oleoresin tertinggi didapatkan
hasil discoloration pada perlakuan suhu 55°C selama 45 menit, yaitu sebesar 94,2537%.
Discoloration atau pelunturan warna terjadi karena kandungan antioksidan berpasangan dengan
elektron dari radikal bebas, radikal bebas disini adalah larutan DPPH yang ditambahkan pada sampel
oleoresin. Proses inilah yang menyebabkan pelunturan warna pada larutan sampel yang
mengandung antioksidan. Banyak atau besarnya warna yang luntur dipengaruhi oleh jumlah elektron
yang terlepas (Wibowo et al., 2018). Jadi semakin banyak aktivitas antioksidan dalam oleoresin maka

warna campuran larutan dari sampel dan DPPH akan semakin pudar atau luntur.

Variabel suhu dan waktu tidak terlalu mempengaruhi hasil rendemen dan total fenol. Tidak hanya
variabel suhu dan waktu saja yang mempengaruhi hasil rendemen, tetapi ketepatan dalam

melaksanakan metode penelitian ini juga. Salah satu proses yang paling kritis adalah pada saat



penguapan pelarut atau pada saat proses dengan menggunakan rotary vacuum evaporator. Jika
peneliti kurang tepat dalam menentukan kapan proses evaporasi atau proses penguapan pelarut
harus dihentikan, maka bisa jadi masih ada pelarut yang tertinggal pada hasil. Hal inilah yang
mempengaruhi hasil analisa rendemen dan analisa lainnya seperti analisa total fenol dan aktivitas
antioksidan. Antioksidan yang terkandung dalam bahan pangan tidak tahan terhadap temperatur
yang tinggi, yaitu temperatur di atas 60°C. Jika melebihi temperatur tersebut maka dapat merusak

dan mengurangi antioksidan yang terdapat dalam bahan (Wicaksono, 2015).

4. KESIMPULAN

Rendemen oleoresin tertinggi didapat pada ekstraksi suhu 50°C selama 37,5 menit yaitu sebanyak
55,37%. Kandungan fenol dalam oleoresin tertinggi didapat pada ekstraksi suhu 43°C selama 37,5
menit dengan kandungan fenol sebesar 0,1230 mg GAE/g. Aktivitas antioksidan tertinggi didalam
oleoresin yang dihitung berdasarkan persen discoloration, didapat pada ekstraksi suhu 55°C selama
45 menit yaitu sebesar 94,2537%. Pada penelitian ini, kombinasi perlakuan suhu dan waktu ekstraksi
yang digunakan mempengaruhi hasil analisa aktivitas antioksidan, tetapi tidak mempengaruhi hasil

analisa rendemen dan total fenol oleoresin biji pala.
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Lampiran figure dan table

3.1 Rendemen

Tabel 1. Hasil Analisa Rendemen Oleoresin Biji Pala
Suhu Waktu Rendemen

Kombinasi “or) (menit) (%) (2,44)
1 45 30 50,22
2 45 45 51,47
3 55 30 51,83
4 55 45 52,53
5 43 375 4737
6 57 375 49,65
7 50 27 52,97
8 50 48 53,52
9 50 375 49,05
10 50 375 48,43
11 50 375 55,37
12 50 375 53,23
13 50 375 48,18

ey a et

Gambar 1. Kurva fitted surface hubungan antara suhu dan waktu ekstraksi terhadap
rendemen oleoresin biji pala

Dari kurva diatas, dapat dilihat bahwa perbedaan perlakuan suhu dan waktu ekstraksi yang
digunakan tidak memberi pengaruh yang signifikan pada rendemen oleorein biji pala yang
dihasilkan.
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Gambar 2. Hasil analisa pareto rendemen oleoresin biji pala dengan tingkat kepercayaan
95%

Dari hasil pada gambar diatas, menunjukkan bahwa variabel suhu dan waktu yang
digunakan tidak memiliki pengaruh yang berbeda nyata terhadap jumlah rendemen
oleoresin yang dihasilkan.

5.1. Total Fenol

Tabel 2. Hasil Analisa Total Fenol Oleoresin Biji Pala

Fenol mg
. . Suhu Waktu
Kombinasi (°C)  (menit) GAE/g

(+0,0087)
1 45 30 0,0967
2 45 45 0,1177
3 55 30 0,0999
4 55 45 0,1092
5 43 375 0,1230
6 57 375 0,1057
7 50 27 0,0983
8 50 48 0,0983
9 50 37,5 0,1147
10 50 37,5 0,0977
11 50 37,5 0,1087
12 50 37,5 0,0977

13 50 37,5 0,1095




Gambar 3. Kurva fitted surface hubungan antara suhu dan waktu ekstraksi terhadap total
fenol oleoresin biji pala

Dari kurva diatas, dapat dilihat bahwa perbedaan perlakuan suhu dan waktu ekstraksi yang
digunakan tidak memberi pengaruh yang signifikan pada total fenol oleorein biji pala yang
dihasilkan.

suhu(Q) 1,492378

(2)waktu(L) 1,343727

(1)suhu(L) -1,3093

-1,15737

-,731013

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Gambar 4. Hasil uji pareto rendemen oleoresin biji pala dengan tingkat kepercayaan 95%

Dari hasil pada gambar diatas, menunjukkan bahwa variabel suhu dan waktu yang
digunakan tidak memiliki pengaruh yang berbeda nyata terhadap total fenol oleoresin yang
dihasilkan.



5.2. Aktivitas Antioksidan

Tabel 3. Hasil Analisa Aktivitas Antioksidan Oleoresin Biji Pala
Suhu Waktu Discoloration

Kombinasi oy (menit) 9 (+2,9396)
1 45 30 86,4175
2 45 45 86,1253
3 55 30 93,3163
4 55 45 94,2537
5 43 375 87,5525
6 57 375 91,8675
7 50 27 91,3765
8 50 48 89,7736
9 50 375 94,1466
10 50 37,5 92,7441
11 50 375 93,7262
12 50 375 92,8861
13 50 375 93,5476

Gambar 5. Kurva fitted surface hubungan antara suhu dan waktu ekstraksi terhadap
aktivitas antioksidan oleoresin biji pala

Dari kurva di atas, dapat dilihat bahwa perbedaan perlakuan suhu dan waktu ekstraksi yang
digunakan memberi pengaruh yang signifikan pada aktivitas antioksidan oleorein biji pala
yang dihasilkan.
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Gambar 6. Hasil uji pareto rendemen oleoresin biji pala dengan tingkat kepercayaan 95%

Dari hasil pada gambar di atas, menunjukkan bahwa variabel suhu dan waktu yang
digunakan memiliki pengaruh yang berbeda nyata terhadap aktivitas antioksidan oleoresin
yang dihasilkan.
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