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Abstract: The purpose of the present study was to determine the optimal ultrasound-assisted extraction 

(UAE) conditions (sample-to-solvent ratio, ultrasonic power, and time) for the extraction of pumpkin seed 

oil.  Pumpkin seed oil was analyzed for yield, 2.2’-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) scavenging 

activity, and total phenolic content.   Soxhlet extraction methods were assessed for comparison.  The Box 

Behnken design (BBD) was applied to optimize UAE conditions.  The optimum UAE conditions was 

obtained using sample-to-solvent ratio of 1:10 mL g-1, ultrasonic power of 150 

Watt in 15 min extraction time.  Compared with Soxhlet extraction methods, UAE exhibited lower oil 

yield  and  total  phenolic content  but  had  higher DPPH  scavenging activity.    The advantage of 

ultrasonic-assisted extraction were clearly reduction of extraction duration. 
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Abstrak: Tujuan penelitian ini adalah menentukan kondisi optimal ultrasound-assisted extraction (rasio 

sampel-pelarut, besarnya daya, dan waktu) untuk ekstraksi minyak biji labu kuning.   Minyak biji labu 

kuning dihitung rendemen minyak yang dihasilkan, aktivitas penangkapan   radikal   2.2’-Diphenyl-1-

picrylhydrazyl  DPPH,   dan   kadar   fenol   totalnya. Ekstraksi minyak dengan metode Soxhlet juga 

dilakukan sebagai pembanding.  Box Behnken design (BBD) digunakan untuk optimasi kondisi ultrasound-

assisted extraction (UAE).  Kondisi optimum ekstraksi dengan UAE diperoleh pada rasio sampel-pelarut 

1:10 mL g -1, daya 150 

Watt dengan lama ekstraksi 15 menit. Ekstraksi minyak biji labu kuning secara UAE menghasilkan 

rendemen dan kadar fenol total lebih rendah dibanding metode Soxhlet tetapi memiliki aktivitas 

menangkapan radikal DPPH lebih tinggi.  Keuntungan dari metode UAE adalah waktu ekstraksi yang 

cepat. 
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1.  Pendahuluan 

Labu kuning (Cucurbita maxima) merupakan tanaman yang dikelompokkan pada family 

Cucurbitaceae yang dapat hidup secara luas di daerah tropis maupun subtropis. Di industri 

makanan, labu kuning dimanfaatkan untuk produksi juices, jams dan alcohol [1]. Produk 

samping dari produksi buah labu kuning ini berupa biji labu [2].   Biji labu kuning 

mengandung asam-asam lemak (didominasi oleh asam linoleat, asam oleat, asam stearat, 

dan asam palmitat), α,γ-tokoferol, fenol, karotenoid, fitosterol [1-7]. 

Pemanfaatan kandungan senyawa bioaktif biji labu kuning untuk pengobatan telah 

banyak dilaporkan, diantaranya sebagai antioksidan [1,3,5], memperbaiki sistem urinaria pada 

manusia yang mengalami overactive bladder [8], memperbaiki postparsial glycemic [9], 

imunomudulator [10], menghambat sitotoksisitas dan genotosisitas [11], memicu 

pertumbuhan dan enzim proteolitik [12], menghambat sel kanker [13], antidiabetes [14]. 

Banyaknya manfaat minyak biji labu kuning (MBLK) untuk kesehatan manusia tidak 

terlepas dari kualitas minyak yang digunakan. Arhancet dkk. [15] melaporkan bahwa proses 

preparasi sampel menentukan komposisi dan stabilitas dari minyak nabati yang dihasilkan, 

terutama pada minyak nabati yang mengandung asam lemak tak jenuh seperti asam linoleat. 

Oleh karena itu, diperlukan suatu metode ekstraksi yang tepat untuk ekstraksi minyak biji 

labu  kuning.     Ultrasound-assisted  extraction  merupakan  solusi  yang  ditawarkan  untuk 

menjaga kualitas minyak biji labu kuning yang kaya akan asam linoleat.  Ada beberapa 

metode lain yang bisa digunakan misalnya  microweve-assisted aqueous enzymatic extraction [1] 

dan supercritical fluid extraction [2,7], namun kedua metode tersebut rumit dalam 

pengerjaannya. 

 
2.  Bahan dan Metode 

 

2.1. Bahan 
 

Biji labu kuning diperoleh dari hasil panen buah labu kuning pada lahan pertanian 

masyarakat Palagan, Kota  Yogyakarta.    Buah  yang  telah  dikumpulkan dibelah, diambil 

bijinya, kemudian biji dicuci dengan air mengalir dan ditiriskan.  Biji labu kuning kemudian 

dikering anginkan selama 2x24 jam pada suhu ruang  (kadar  air  kurang dari  10%). Biji 

diserbukkan dengan bantuan blender (Philips), selanjutnya serbuk disimpan dalam wadah 

bertutup pada suhu 4oC sebelum digunakan.   Semua pelarut dan reagen yang digunakan 

adalahan pro-analytical grade. 
 

2.2.  Ultrasound-Assisted Extraction (UAE) 
 

Ultrasonik (ELMA ultrasonic cleaning tipe T760/DH) dengan frekuensi 40 kHz digunakan 

untuk ekstraksi minyak biji labu kuning.  Sebanyak 20 gram serbuk biji labu kuning dalam 

200 mL pelarut n-heksana diekstraksi selama 15 menit dengan daya sebesar 150 Watt. Setelah 

ekstraksi selesai, fase cair dan fase padat dipisahkan dengan bantuan sentrifuse (Thermo 

Scientific) selama 10 menit dengan kecepatan 2500 rpm.   Selanjutnya, pelarut dievaporasi 

menggunakan rotary evaporator (IKA-Werke) pada suhu 40oC untuk mendapatkan minyak 

biji labu kuning [16]. 
 

2.3.  Ekstraksi Soxhlet 
 

Ekstraksi minyak biji labu kuning metode  Soxhlet bersadarkan metode AOAC [17]. 

Sebanyak 5 gram serbuk biji labu kuning dengan 100 pelarut n-heksana dalam perangkat alat
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Soxhlet diekstraksi selama 8  siklus pada suhu 70-80oC. Setelah ekstraksi selesai, pelarut 

diuapkan menggunakan rotary evaporator (IKA-Werke) pada suhu 40oC untuk mendapatkan 

minyak dari biji labu kuning. 
 

2.4.  Rendemen 
 

Rendemen minyak dihitung berdasarkan persamaan berikut : 
 

 
Keterangan 

M0               : Berat wadah kosong (g) 

M1               : Berat wadah setelah evaporasi (g) 

M2               : Berat sampel (g) 
 

2.5.  Pengukuran penangkapan radikal 2,2’-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

(1)

Pengujian aktivitas penangkapan radikal DPPH berdasarkan metode Brad-William dkk. 

[18]. MBLK sebanyak 0,1 mL ditambahkan dengan  1,0 mL larutan  DPPH dalam metanol 

(0,4 mM) dan 3,9 mL metanol. Campuran selanjutnya divorteks dan diinkubasi selama 30 

menit. Penurunan absorbansi diukur pada panjang gelombang 515 nm (panjang gelombang 

makasimal DPPH) terhadap blanko (0,1 mL MBLK ditambahkan dengan 4,9 mL metanol). 

Dilakukan juga pengukuran kontrol yang terdiri atas 1,0 mL DPPH 0,4 mM dan 4,0 mL 

metanol. Semua pengukuran dilakukan dengan 3 replikasi. 

Persen penangkapan radikal DPPH =                                                                

(2) Keterangan 

Akont      : Absorbansi kontrol 

Asa          : Absorbansi Sampel 

 
Tabel 1. Faktor dan level yang digunakan untuk optimasi metode Ultrasonic-Assisted Extraction (UAE)

 
Faktor 

 

level 
 
Satuan

          -1                     0                          1               

       Rasio sampel-pelarut (A)              1 : 15                1 : 10                   1:5                    g mL-1   

   Daya (B)                                50                   150                     250                     Watt   

Lama ekstraksi (C)                       10                     15                       20                     menit 

 
2.6.  Kadar fenol total 

 

Kadar fenol total MBLK ditetapkan menggunakan spektrofotometer (Hitachi UV-Vis 

Spectrophotometer model U-1900).  Sebanyak 0,4 gram MBLK ditambahkan dengan 1 mL n- 

heksana dan 1 mL metanol:air (80:20). Campuran divortex selama 1 menit.  Sebanyak 200 µL 

fase metanol dimasukan dalam labu takar 10 mL, ditambahkan dengan 0,4 mL reagen folin- 

Ciocalteu, biarkan selama 5 menit.   Tambahkan dengan 4,0 mL Na2CO3  kemudian digojok 

dan  tambahkan dengan  aquabidestilata hingga  tanda  tera.    Diamkan  selama  60  menit. 

Serapan sampel dibaca pada panjang gelombang maksimal yaitu 750 nm terhadap blanko 

(0,4 mL reagen folin-Ciocalteu dan aquabidestilata). Kurva baku asam galat disiapkan dari 

konsentrasi 0,0625-4,0 µL/mL.
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No.         
R

 
asio sampel- 

pelarut (A) 
Daya (B)        

L
 
ama eks 

(C) 

1 -1 -1 0 
2 1 -1 0 

3 -1 1 0 

4 1 1 0 

5 -1 0 -1 

6 1 0 -1 

7 -1 0 1 

8 1 0 1 

9 0 -1 -1 

10 0 1 -1 

11 0 -1 1 

12 0 1 1 

13 0 0 0 

14 0 0 0 

15 0 0 0 

16 0 0 0 

 

 

2.7.  Desain eksperimental 

Optimasi kondisi ultrasound-assisted extraction MBLK menggunakan Box Behnken design 

(BBD).  Terdapat  3  independen  faktor  meliputi  rasio  sampel-pelarut  (A),  daya  yang 

digunakan (B), dan waktu (C) yang masing-masing terdiri atas 3 level.   Desain level dari 

independen faktor dapat dilihat Tabel 1. Matriks Desain BBD terdiri atas 16 kombinasi 

kondisi ekstraksi dengan 4 sentral poin (Tabel 2).   Data yang dihasilkan berupa respon 

rendemen, aktivitas penangkapan radikal DPPH, dan kadar fenol total dari setiap kondisi 

ekstraksi dianalisis menggunakan model matematika second-order polynomial: 

                                                             (3) 

 
Dimana Y  merupakan prediksi dari  respon, βi   adalah linear coeffiecient, βii   quadratic 

coeffiecient dan βij   adalah interaction   coeffiecient.   Pada model ini Xi, Xj,,,,,,Xk   merupakan 

independent faktor yang mempengaruhi proses ekstraksi, ε merupakan random error. 

Keberhasilan model yang dikembangkan ditentukan pada nilai koefisien R2.   Signifikansi 

dari model koefisien regresi dievaluasi menggunakan analysis of variance.  Selanjutnya, kurva 

3  dimensi  dari  response  surface  plots  yang  diperoleh  digunakan  untuk  interpretasi  efek 

interaksi antara independent faktor terhadap variabel respon (Design Expert). 
 

Tabel 2. Matriks desain BBD dengan 3 faktor dan 3 level 
 

traksi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.8.  Perbandingan metode ekstraksi 

Membandikan  metode  UAE  pada  kondisi  optimum  dan  metode  Soxhlet  terhadap 

variabel respon rendemen, aktivitas penangkapan radikal DPPH, dan kadar fenol total. 
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3.  Hasil dan Pembahasan 

3.1.  Rendemen minyak 
 

Rendemen minyak yang dihasilkan dari metode UAE berkisar 17 hingga 34% (Tabel 3). 

Pada metode UAE rendaman terbanyak dihasilkan dari  rasio sampel-pelarut 1:10, daya 

terbesar 250 Watt dengan lama ekstraksi 20 menit. Pada metode UAE, besarnya daya yang 

diberikan dapat meningkatkan cavitation effect [19] dan menginduksi perubahan struktur biji 

berupa kerusakan dinding sel, penurunan ukuran partikel dan peningkatan luas permukaan 

sampel yang dapat memudahkan penetrasi pelarut dalam mengekstraksi minyak [20,21]. 

Selain itu, ultrasound juga bisa menyebabkan swelling dan hydration sel dan dapat 

memperbesar   pores   pada   dinding   sel   sehingga   memudahkan   proses   difusi   [22,23]. 

Rendemen maksimum diperoleh setelah ekstraksi  selama 10  menit,  penambahan waktu 

hingga 20 menit dengan daya tertinggi (250 Watt) tidak memberikan efek peningkatan berat 

minyak yang dihasilkan. Lama ekstraksi menjadi salah satu variabel yang penting dalam 

ekstraksi minyak nabati, waktu yang lama tidak memaksimalkan proses ekstraksi.  Hal ini 

sejalan dengan pernyataan Ortega-Ortega dkk. [16] untuk ekstraksi minyak biji cactus pear 

dimana rendamen minyak meningkat dengan bertambahnya waktu yang digunakan hingga 

pada menit ke 10 dan terjadi ekuilibrium setelah penambahan waktu selama 15 menit. 
 

Tabel 3.  Rendemen penangkapan radikal DPPH, dan kadar fenol total MBLK yang dihasilkan dari 

metode Ultrasonic-Assisted Extraction
 

Rasio 
 
Lama 

 

     Respon                 

No. 
sampel- 

pelarut (mL 
Daya 
(Watt) 

ekstraksi 
Rendemen 

(%,w/w) 
Penangkapan 
radikal DPPH 

Fenol 
Total (µg

                       g -1)                                 
         (menit)                                           

              (%)                     g-1  oil)   
 

1 1:15  50  15  27,51  50,84  42,73 

2 1:5  50  15  19,89  22,33  72,35 

3 1:15  250  15  32,03  43,61  11,32 

4 1:5  250  15  30,32  52,05  54,58 

5 1:15  150  10  28,29  50,24  62,70 

6 1:5  150  10  18,04  37,51  47,39 

7 1:15  150  20  27,48  55,38  92,98 

8 1:5  150  20  17,75  41,04  65,03 

9 1:10  50  10  25,95  54,70  56,24 

10 1:10  250  10  34,35  61,45  30,73 

11 1:10  50  20  30,15  59,64  67,34 

12 1:10  250  20  34,56  61,00  80,65 

13 1:10  150  15  32,24  55,90  34,61 

14 1:10  150  15  28,31  61,00  60,13 

15 1:10  150  15  29,49  44,78  83,98 

16 1:10  150  15  28,56  39,88  47,37 

 

 
3.2.  Optimasi kondisi ekstraksi 

Desain optimasi BBD ekstraksi MBLK metode UAE dan respon dari setiap parameter 

yang ditetapkan dapat dilihat pada Tabel 3.  Hasil perhitungan Response Surface Metodology 

(RSM) terhadap model regresi dari setiap parameter yang ditetapkan dilihat dari lack of fit 

test.  Model matematika ini digunakan untuk memprediksi setiap respon yang diberikan dari
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setiap   parameter   kondisi   ekstraksi   MBLK   berdasarkan   nilai   signifikansinya.   Nilai 

signifikansi  yang  dapat  diterima  adalah  p<0,05  [24].    Hasil  perhitungan  lack  of  fit  test 

diperoleh bahwa pada respon rendemen dan respon aktivitas penangkapan radikal DPPH 

MBLK  menggunakan model  regresi  quadratic  sedangkan untuk  respon  kadar  fenol  total 

menggunakan regresi linear.  Model regresi ini selanjutnya di uji dengan ANOVA.  Hasil uji 

ANOVA (Tabel 4) terhadap model yang dikembangkan diperoleh model regresi quadratic 

respon rendemen dengan nilai p=0,0075 (p<0,05) dan nilai r2 0,9301, serta adj r2 0,8253 (r2>0,7). 

Hasil uji ANOVA menunjukkan bahwa model regresi pada respon rendemen dapat 

digunakan untuk memodelkan kondisi optimal ekstraksi MBLK metode UAE, sedangkan 

model regnesi untuk ke-2 respon lainnya (aktivitas penangkapan radikal DPPH dan kadar 

fenol total) tidak dapat digunakan. 
 

Tabel 4. Hasil uji ANOVA model regresi quadratic respon rendemen 
 

 

Source 
Sum of 

Squares 

 

df 
Mean 

Square 

F 

Value 

p-value 

Prob > F 

 

Model 376,19 9 41,80 8,87 0,0076 significant 

A-Rasio Sampel:Pelarut 107,38 1 107,38 22,80 0,0031  

B-Daya 96,33 1 96,33 20,45 0,0040  

C-Lama Ekstraksi 1,37 1 1,37 0,29 0,6092  

AB 8,73 1 8,73 1,85 0,2223  

AC 0,068 1 0,068 0,014 0,9086  

BC 3,98 1 3,98 0,84 0,3934  

A2 111,83 1 111,83 23,74 0,0028  

B2 37,82 1 37,82 8,03 0.0298  

C2 8,67 1 8,67 1,84 0,2236  

Residual 28,26 6 4,71    

Lack of Fit 18,55 3 6,18 1,91 0,3044 not significant 

Pure Error 9,72 3 3,24    

Cor Total 404,45 15     

 
 

Solusi  yang  ditawarkan  dari  hasil  analisis  response  surface  methodology  (RSM)  Box- 

Behnken Design (BBD) ekstraksi MBLK metode UAE pada 3 independen faktor rasio sampel- 

pelarut, besarnya daya, dan waktu yang digunakan secara berturut-turut adalah 1:10 g mL-1; 

134 Watt; dan 14 menit. Prediksi respon rendemen, aktivitas penangkapan radikal DPPH dan 

kadar fenol total secara berturut-turut sebesar 29,76%; 50,92%; dan 54,37 µg g-1      minyak 

(Gambar 1, Gambar 2, Gambar 3).   Kondisi optimum yang diperoleh digunakan untuk 

membandikan metode ekstraksi UAE dan metode Soxhlet. Dan untuk memudahkan 

pengoperasian maka rasio sampel-pelarut, besarnya daya, dan waktu yang digunakan secara 

berturut-turut dimodifikasi sebagai berikut 1:10 g mL-1; 150 Watt; dan 15 menit.
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Gambar 1.  Diagram Contour [A] dan diagram 3 dimensi [B] prediksi rendemen MBLK dari model yang 

dikembangkan 

 
 

Gambar 2. Diagram Contour [A] dan diagram 3 dimensi [B] prediksi aktivitas penangkapan radikal 

DPPH MBLK dari model yang dikembangkan 
 

 

Gambar 3. Diagram Contour [A] dan diagram 3 dimensi [B] prediksi kadar fenol total MBLK dari model 

yang dikembangkan
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3.3.  Perbandingan metode ekstraksi 
 

Rendemen, aktivitas penangkapan radikal DPPH, dan kadar fenol total. Gambar 4 

menunjukkan metode Soxhlet (46,91%) menghasilkan rendemen minyak yang lebih banyak 

dibandingkan metode UAE (32,24%). Kontak yang lama antara pelarut dan sampel serta siklus 

yang berulang memberikan pengaruh terhadap tingginya rendemen minyak yang dihasilkan 

dari metode Soxhlet [16]. Sama halnya dengan kadar fenol total MBLK, metode Soxhlet  (35,74  

µg  g-1   minyak)  juga  menghasilkan kadar  yang  lebih  tinggi  dibandingkan metode UAE 

(34,61 µg g-1   minyak).   Kandungan fenol minyak nabati dipengaruhi oleh metode ekstraksi 

minyak yang digunakan [3].   Selain itu, banyaknya senyawa fenol yang keluar dari biji 

tergantung dari besarnya temperatur dan tekanan yang diberikan [5]. Sedangkan aktivitas 

penangkapan radikal DPPH MBLK yang diperoleh dari metode UAE (55,90%) lebih tinggi 

dibanding metode Soxhlet (36,55%). 
 

 

 
 

Gambar 4.  Perbandingan metode  UAE dan metode Soxhlet terhadap variabel respon 

 

4.     Kesimpulan 
 

Response surface methodology dengan Box Behnken Design (BBD) merupakan metode yang 

efektif  untuk  menentukan  kondisi  optimum  Ultrasound-Assisted  Extraction  berdasarkan 

respon rendemen.   Kondisi optimum metode UAE diperoleh pada rasio sampel-pelarut, 

besarnya daya, dan waktu yang digunakan secara berturut-turut 1:10 g mL-1; 150 Watt; dan 

15 menit. 
 

Ucapan terima kasih: Penulis menguncapkan terima kasih kepada DIKTI Republik Indonesia yang 

telah memberikan dana dalam penelitian ini melalui Hibah Penelitian Dasar Unggulan Perguruan Tinggi 

(PUPT) 2019 dengan nomor kontrak 2519/UN1.DITLIT/DIT-LIT/LT/2019. 
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