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ABSTRACT

2-Acetyl-1-pyrroline (2-AP) is the most important compound in aromatic rice that correlated with the quality
of the aroma, therefore, determination of 2-AP concentration become very important. This research aims to find
the extraction method to obtain the highest yield recovery of 2-AP. The materials used were H51 and Segara Anak
to treatments test, and Pandan wangi, Sariwangi, Sintanur, and Gilirang for comparison the methods. Analysis
using SPME method with three types of sample treatment, i.e. 80 mesh flour, 45 mesh flour, and cooked rice. While
the analysis using Likens Nickerson with a different anti-foaming agent (MgSO, and silicon) and a different ratio
of rice and water (1:2 and 1:3). Extract samples were analyzed using Gas Chromatography Mass spectrometry
(GCMS). The best results of any treatment will be used in a comparison test between the two extraction methods.
The sample type of 45 mesh powder on SPME method (SPME-opt) and silicon as an anti foaming agent as well as
rice and water ratio 1:3 on the Likens Nickerson method (Likens Nickerson-opt) is the best treatment in determin-
ing the yield recovery of 2 - AP. Comparison test indicated that SPME-opt is better than Likens Nickerson-opt in
obtain the yield recovery of 2-AP.
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ABSTRAK

Komponen volatil yang paling memengaruhi aroma beras adalah komponen 2-asetil-1-pirolina (2-AP), oleh
karena itu mengetahui kandungan 2-AP pada beras aromatik menjadi hal yang sangat penting untuk menentukan
kualitasnya. Penelitian ini bertujuan menemukan metode ekstraksi untuk memperoleh yield recovery komponen
2-asetil-1-pirolina (2-AP) tertinggi. Bahan yang digunakan adalah H51 dan Segara Anak untuk uji perlakuan dan
varietas Pandan wangi, Sariwangi, Sintanur, dan Gilirang untuk uji pembandingan. Analisis menggunakan metode
SPME dengan perlakuan tiga bentuk sampel, yaitu tepung 80 mesh, tepung 45 mesh, dan nasi. Adapun analisis
metode Likens Nickerson dilakukan dengan perlakuan anti foaming agent yang berbeda (MgSO, dan silikon)
dan perbandingan air yang berbeda (1:2 dan 1:3). Ekstrak sampel kemudian dianalisis menggunakan Gas Chro-
matography Mass spectrometry (GCMS). Hasil terbaik dari setiap perlakuan tersebut akan digunakan dalam uji
pembandingan antara kedua metode ekstraksi tersebut. Bentuk sampel tepung beras 45 mesh pada metode SPME
(SPME-opt) dan penggunaan silikon sebagai anti foaming agent serta perbandingan beras dan air 1:3 pada metode
Likens Nickerson (Likens Nickerson-opt) merupakan perlakuan yang terbaik dalam menentukan yield recovery
2-AP. Pengujian pembandingan SPME-opt dengan Likens Nickerson-opt menunjukkan bahwa metode SPME-opt
lebih baik dalam mendapatkan yield recovery komponen 2-AP.

Kata kunci: Beras aromatik, Ekstraksi, Pemulihan hasil
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PENDAHULUAN

Beras jenis aromatik semakin populer di pasar
dunia dan pada umumnya lebih disukai daripada
beras non-aromatik karena memiliki aroma yang
khas seperti bau pandan.' Oleh karena itu, beras
aromatik memiliki nilai yang tinggi di banyak
negara dunia dan menguasai harga tertinggi di
semua tingkat industri beras global.? Aroma beras
aromatik tersusun dari campuran komponen aktif
aroma yang kompleks. Namun, komponen yang
paling berkontribusi penting dalam memberikan
aroma pada beras aromatik adalah senyawa 2-AP.
Pada kultivar non-aromatik komponen ini juga
ditemukan, namun dalam konsentrasi yang sangat
rendah dan biasanya diabaikan. 2-AP dideskrip-
sikan oleh orang Amerika sebagai aroma mirip
popcorn, dan aroma mirip pandan oleh orang
Asia.’? 2-AP sangat mudah mengalami kehilangan
selama penanganan pascapanen, karena itu
keberadaan komponen ini pada beras aromatik
merupakan indikasi penting yang menentukan
kualitas aroma beras tersebut.

Analisis aroma menggunakan Gas Chroma-
tography (GC) adalah salah satu cara yang baik
untuk menentukan komponen kunci dalam flavor
suatu bahan pangan. Akan tetapi, hasil analisis
hanya dianggap valid jika aroma yang diekstrak
mirip dengan bahan pangan yang diekstrak. Oleh
sebab itu, metode ekstraksi yang tepat sangat pen-
ting karena menentukan komponen volatil yang
terekstrak.* Berbagai metode ekstraksi 2-AP telah
dilakukan, yang paling sering digunakan adalah
SPME>¢789101L12.13 dan Likens Nickerson (simul-
taneous steam destilation)'+'>16:17.18.19.2021.22.23

SPME merupakan metode yang sederhana,
cepat, dan sensitif. Metode ini mengumpulkan
komponen volatil dari ruang atas (headspace)
sampel.”* Komponen yang sebelumnya tidak
dapat diamati pada suhu kamar sekarang bisa
ditangkap, dikumpulkan, dan dikonsentrasikan
dalam satu langkah. Selain itu, pemanasan sampel
menyebabkan pergeseran keseimbangan konsen-
trasi melalui fase gas sehingga meningkatkan
sensitivitas. Meskipun demikian, penggunaan
SPME untuk menganalisis komponen volatil pada
beras terbukti kurang memuaskan. Keterbatasan
ini dikarenakan fase stasioner yang digunakan
sebagai pelapis untuk fiber SPME terbatas pada
suhu di atas ambient.”
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Penggunaan metode ekstraksi dalam meng-
analisis kandungan 2-AP pada beras sudah
sering dilakukan. Meskipun demikian, belum
pernah dilaporkan korelasi bentuk sampel beras
terhadap analisis konsentrasi 2-AP. Sementara itu,
informasi mengenai hal tersebut sangat diperlukan
dalam menentukan preparasi sampel yang tepat
untuk metode SPME agar mendapatkan yield re-
covery 2-AP yang maksimal pada beras aromatik.

Metode lain yang sering digunakan dalam
analisis komponen volatil adalah metode Likens
Nickerson atau disebut juga dengan metode
destilasi uap secara simultan (terus menerus).
Metode destilasi langsung yang efektif adalah
metode destilasi dan ekstraksi komponen volatil
secara simultan ke dalam pelarut organik dengan
titik didih rendah, misalnya dietil eter, pentana
atau 2-metilbutana.

Modifikasi dari metode ini telah digunakan
secara luas untuk mengisolasi komponen volatil
aroma.’® Satu labu diisi campuran bahan dan
air, kemudian sebuah labu lainnya diisi dengan
solven. Kedua labu dipanaskan terpisah, uap
dan solven dikondensasikan bersama di bagian
tengah alat. Kemudian air dan solven yang tidak
bercampur terpisah melalui bagian bawah alat
yang berbentuk U dan mengalir ke labu masing-
masing.

Keuntungan dari desain alat Likens Nick-
erson adalah pencampuran yang baik antara uap
dari produk dengan destilat pelarut sehingga
dapat meningkatkan efisiensi ekstraksi flavor.”’
Meskipun demikian, metode ekstraksi ini tidak
cocok digunakan untuk bahan pangan yang ter-
molabil karena dapat mengakibatkan kerusakan/
kehilangan komponen flavor.* Kekurangan
lainnya adalah metode Likens Nickerson butuh
waktu yang lama untuk ekstraksi, biasanya lebih
dari satu jam.?

Kedua metode ekstraksi tersebut memiliki
kelebihan dan kekurangan masing-masing. Oleh
karena itu, menemukan prosedur yang paling tepat
untuk mengekstrak komponen volatil pada beras
aromatik perlu dipelajari lebih lanjut. Tujuan
penelitian ini adalah untuk menemukan metode
ekstraksi yang paling baik untuk mendapatkan
yield recovery komponen volatil beras aromatik
tertinggi, yaitu komponen 2-AP.



METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus
hingga September 2009 bertempat di Labora-
torium Analisis Flavor, Balai Besar Penelitian
Tanaman Padi (BB PADI), Sukamandi, Subang.
Bahan yang digunakan untuk uji perlakuan adalah
beras varietas H51 dan Segara. Adapun untuk uji
pembandingan digunakan varietas Pandan Wangi,
Sariwangi, Sintanur, dan Gilirang. Semua sampel
diperoleh dari BB PADI.

Pada metode Solid Phase Microextraction
(SPME) bentuk sampel beras yang dibandingkan
adalah tepung ukuran 80 mesh, tepung 45 mesh,
dan nasi. Sampel nasi diperoleh dengan cara
memasak beras dengan perbandingan beras dan
air 1:3 menggunakan magic com Merk Cosmos.
Sampel ditimbang masing-masing sebanyak
3 g lalu dimasukkan ke dalam vial 20 mL dan
ditambahkan 1,4-diklorobenzen 5% sebanyak
0,5 mL sebagai standar internal. Vial ditutup
dengan PTFE/silicone septum yang terpasang
pada penutup alumunium.

Tipe SPME yang digunakan adalah SPME
automatik menggunakan CTC PAL COMBI
autosampler. Syringe fiber yang digunakan adalah
Merk Supelco dengan inti fiber Carboxen dan
Polydimethylsiloxane (Carboxen/PDMS) dan
ketebalan 75 um. Sebelum digunakan, syringe
dikondisikan pada Injector GC dengan suhu
300°C selama 1 jam.

Isolasi komponen volatil dilakukan dengan
menggunakan CTC PAL COMBI, vial yang berisi
sampel dimasukkan ke dalam inkubator yang
diatur pada suhu 80°C dan agitator speed di atur
300 rpm. Setelah 30 menit, syringe fiber Car-
boxen/PDMS dimasukkan ke dalam vial dengan
kedalaman 22 mm dan ditutup dengan septum
polytetrafluoroethylene (PTFE) yang dikombinasi
dengan aluminium. Ekstraksi komponen volatil
dilakukan selama 40 menit. Kemudian syringe
fiber disuntikkan ke GCMS dengan kedalaman
syringe 54 mm dan waktu desorpsi 7 menit.

Pada metode ekstraksi Likens Nickerson,
sebanyak 250 g beras dimasukkan ke labu didih
2,5 1 yang di bawahnya terdapat mantel heater
yang telah diatur pada suhu 80°C, kemudian
ditambahkan air dengan perbandingan beras : air =
1:2 dan 1:3 (untuk penggunaan anti foaming agent

MgSO04 air disisakan sedikit untuk melarutkan),
serta 1,4-diklorobenzen 5% sebanyak 0,5 ml.
Sementara itu, sebanyak 25 ml pelarut diisopropil
eter dimasukkan ke labu didih lainnya yang
di bawahnya terdapat waterbath dengan suhu
37°C. Pada labu didih yang berisi beras dan air
ditambahkan dengan anti foaming agent. Pada
penggunaan anti foaming agent MgSO4, sebanyak
100 g MgS0O4 dilarutkan dengan sedikit air
yang akan digunakan, kemudian dicampurkan
ke dalam labu didih yang sudah berisi beras dan
air (perbandingan 1:2). Pada penggunaan anti
foaming agent silikon, sebanyak 8 tetes silikon
langsung ditambahkan ke dalam labu didih yang
sudah berisi beras dan air (perbandingan 1:2).

Es batu dan garam dimasukkan ke bagian
atas alat dan setiap sambungan pada alat diberi
vaselin dan parafilm. Proses ekstraksi dianggap
selesai apabila beras telah matang dan tidak
berair lagi, yaitu sekitar 1-1,5 jam setelah beras
mendidih. Hasil ekstraksi ditambahkan natrium
sulfat dan ditutup dengan alumunium foil, ke-
mudian disimpan dalam freezer selama 24 jam.
Ekstrak dipekatkan menggunakan rotavapor
yang diatur pada suhu 40°C selama 30 menit.
Selanjutnya, dipekatkan lagi dengan dihembus
N, sehingga volume menjadi + 0,5 mL. Sebanyak
10 pL ekstrak pekat dimasukkan ke syringe dan
langsung diinjeksikan ke GCMS.

Ekstrak sampel diinjeksikan ke GCMS
(Agilent GC 7890A dan Agilent MSD 5975C)
dengan kolom DB-WAX J&W (Agilent Technolo-
gies) panjang 60 m, diameter 0,25 mm, dan bahan
pengisinya polietilen glikol. Suhu Injektor diatur
250°C dengan mode splitless, tekanan 15.672 psi
dan rotal flow 54 mL/min. Adapun pengaturan
suhu kolom dimulai dari 35°C kemudian di-
tingkatkan 2°C/menit hingga mencapai 50°C.
Selanjutnya, suhu kembali dinaikkan 3°C/menit
hingga 100°C dan terakhir 5°C hingga mencapai
suhu 180°C. Kecepatan alir gas helium (He) diatur
konstan 1,0 ml/menit, suhu sumber ion ditetapkan
200°C, dan electron multiplier 1341 volt.

Konsentrasi 2-AP ditentukan dengan meng-
gunakan rumus dari kurva standar yang dibuat
dengan memakai komponen standar 2-AP
dengan konsentrasi 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25 ppm
kemudian masing-masing larutan diisi dengan
larutan standar internal 1,4-diklorobenzen 5%
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dengan konsentrasi berturut-turut 1,25; 2,5; 3,75;
5; 6,25 ml pada labu ukur 5 ml dan diencerkan
dengan methanol, kemudian diinjeksikan pada
GCMS.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada Gambar 1 terlihat bahwa bentuk sampel
tepung 45 mesh memiliki konsentrasi komponen
2-AP yang lebih tinggi dibandingkan dengan
bentuk sampel lainnya. Sebaliknya, sampel
bentuk nasi memiliki konsentrasi komponen
yang paling rendah. Rata-rata konsentrasi sampel
bentuk 80 mesh, 45 mesh, dan nasi beturut-turut
adalah 602, 891, dan 427 ppb. Penggunaan bentuk
sampel 45 mesh menghasilkan yield recovery
lebih tinggi 32% dibandingkan dengan tepung
80 mesh dan 52% lebih tinggi dari bentuk nasi.

Konsentrasi 2-AP pada sampel 80 mesh
lebih rendah dibandingkan dengan tepung 45
mesh, karena kemungkinan terjadinya kehilangan
komponen volatil selama proses penggilingan
beras menjadi tepung. Semakin lama proses peng-
gilingan maka komponen volatil yang terlepas
juga semakin banyak. Konsentrasi 2-AP tepung 45
mesh paling tinggi dibandingkan dengan bentuk
sampel lainnya, karena pada ukuran tersebut kom-
ponen volatil tidak banyak mengalami kehilangan
komponen volatil selama penggilingan. Selain itu,
ukurannya yang kecil menyebabkan komponen
volatil menjadi lebih mudah diekstrak. Adapun

sampel nasi memiliki konsentrasi 2-AP yang
paling rendah karena telah banyak kehilangan
komponen volatil pada saat proses pemasakan
menggunakan magic com.

Gambar 2 menunjukkan perlakuan meng-
gunakan anti foaming agent silikon meng-
hasilkan yield recovery komponen 2-AP lebih
tinggi dibandingkan dengan MgSO,. Rata-rata
konsentrasi 2-AP yang didapatkan dari peng-
gunaan silikon adalah 1.071 ppb, sedangkan
rata-rata konsentrasi menggunakan MgSO, adalah
772 ppb. Dengan demikian, penggunaan silikon
menghasilkan yield recovery 2-AP 39% lebih
tinggi dibandingkan dengan MgSO,

Busa atau pembusaan (foaming) merupakan
suatu fenomena umum yang timbul sebagai kom-
pensasi atau akibat reaksi dari perbedaan tegangan
osmotik (diffrential osmotic pressure) pada
suatu media fluida cair akibat lanjutan dari suatu
reaksi tertentu. Pada perangkat Likens Nickerson,
pembentukan busa harus dicegah karena buih-
buih busa dapat masuk ke dalam perangkat
alat sehingga menghambat proses destilasi dan
penangkapan komponen volatil. Silikon dapat
mencegah pembentukan busa selama proses
pemasakan beras dengan memperkecil tegangan
permukaan pada gelembung. Dinding gelem-
bung yang membentuk busa menjadi tipis dan
pembentukan gelembung busa dapat dikurangi
atau dicegah sehingga komponen flavor yang
tertangkap pelarut menjadi optimal.
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Gambar 1. Konsentrasi komponen 2-AP metode SPME menggunakan bentuk sampel yang

berbeda.
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Gambar 2. Konsentrasi komponen 2-AP metode Likens Nickerson menggunakan
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Gambar 3. Perbandingan konsentrasi komponen 2-AP metode Likens Nickerson
menggunakan perbandingan beras dan air yang berbeda

Pada Gambar 3 terlihat rata-rata konsen-
trasi 2-AP perbandingan 1:3 adalah 1.117,5 ppb.
sedangkan perbandingan 1:2 adalah 868 ppb.
Dengan demikian, penggunaan perbandingan
jumlah beras dan air yang paling baik dalam
menentukan komponen 2-AP adalah 1:3 (1 ukuran
beras ditambahkan dengan 3 ukuran air). Semakin
banyak jumlah air yang digunakan menyebabkan
proses ekstraksi menjadi lebih lama. Akibatnya,
uap yang dihasilkan akan lebih banyak dan
menyebabkan komponen volatil yang terekstrak
menjadi lebih maksimal.

Satu kelompok peneliti pada tahun 2007
melakukan penelitian mengenai pengaruh
perbandingan beras dan air terhadap sensori
tekstur dan aroma beras pada empat varietas.
Mereka menemukan bahwa perbandingan beras
dan air berpengaruh terhadap tekstur, namun tidak
berpengaruh terhadap aromanya.?* Meskipun
demikian, berdasarkan data pada penelitian ini
diketahui bahwa perbandingan beras dan air
berpengaruh dalam mendapatkan yield recovery
2-AP. Beras yang mendapat perlakuan perbandi-
ngan beras dan air 1:3 memiliki yield recovery
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2-AP 29% lebih tinggi daripada perbandingan
beras dan air 1:2.

Dalam proses ekstraksi Likens Nickerson,
air bertindak sebagai pelarut komponen volatil
pada sampel, lebih banyak air yang ditambahkan
maka komponen yang terlarut di dalamnya pun
akan semakin banyak. Meskipun demikian,
apabila air yang digunakan dalam jumlah yang
banyak (tidak terkontrol) akan mengakibatkan
energi yang digunakan untuk memisahkan pelarut
semakin banyak. Oleh karena itu, diperlukan
perbandingan yang proporsional antara air dan
bahan yang diekstraksi.

Berdasarkan semua data di atas, diketahui
bahwa metode SPME yang optimal (SPME-opt)
dalam menganalisis komponen volatil pada
beras adalah dengan menggunakan sampel dalam
bentuk tepung 45 mesh. Adapun metode Likens
Nickerson yang optimal (Likens Nickerson-opt)
adalah dengan menggunakan silikon sebagai anti
foaming agent dan dengan perbandingan beras
dan air 1:3.

Pengujian pembandingan Metode SPME-opt
dengan metode Likens Nickerson-opt pada empat
varietas beras aromatik, yaitu Pandan wangi,
Sariwangi, Sintanur, dan Gilirang, menunjukkan
bahwa sampel yang dianalisis menggunakan
SPME-opt memiliki yield recovery yang lebih
tinggi dibandingkan Likens Nikckerson-opt. Yield

recovery pada varietas Pandan wangi, Sariwangi,
dan Gilirang menunjukkan berbeda nyata, kecuali
pada varietas Sintanur terlihat tidak berbeda nyata
(Gambar 4). Rata-rata yield recovery 2-AP dengan
metode SPME-opt 220% lebih tinggi dibanding-
kan dengan metode Likens Nickerson-opt. Hal ini
menunjukkan bahwa metode SPME-opt lebih baik
dalam mendapatkan yield recovery dibandingkan
dengan metode Likens Nickerson-opt.

Pada tahun 2001, sekelompok peneliti
melakukan penelitian mengenai tingkat kesta-
bilan penggunaan SPME, mereka menemukan
bahwa penggunaan SPME merupakan teknik yang
kurang stabil karena rata-rata standar deviasinya
adalah 11% pada beras sosoh dan 20% pada beras
pecah kulit.'"” Meskipun begitu, dari penelitian
ini diketahui bahwa penggunaan metode Likens
Nickerson-opt memiliki rata-rata standar deviasi
yang lebih tinggi daripada SPME-opt, yaitu 10,6%
untuk Likens Nickerson-opt dan 3,2% untuk
SPME-opt. Hal ini berarti metode SPME-opt
lebih stabil dalam menentukan yield recovery
2-AP dibandingkan dengan metode Likens
Nickerson-opt.

Meskipun pada metode SPME hanya
sebagian kecil dari analit diekstraksi dari
sampel, namun semua analit yang diekstraksi
akan dipindahkan ke instrumen analitis. Hal ini
berbeda dengan ekstraksi cair, di mana mayoritas
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Gambar 4. Perbandingan metode SPME-opt dan Likens Nickerson-opt dalam mendapatkan yield

recovery komponen 2-AP tertinggi.
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analit dipindahkan dari sampel ke fase organik,
tetapi hanya sebagian kecil (1/100 atau 1/1.000)
dari analit dipindahkan ke instrumen analitis.*
Keuntungan utama dari metode SPME adalah
sederhana, sensitivitas tinggi, hanya membutuh-
kan sampel yang sedikit, dan biaya yang rendah
setiap analisisnya.

SPME dapat diterapkan baik pada komponen
yang polar maupun non-polar, dalam bentuk
gas, cair, dan padat. Selain itu, dapat dengan

mudah dipasangkan dengan instrumen analitik
seperti GC, GCMS, HPLC, LCMS, dan GC-0.*!

Perbandingan kromatogram kedua metode
ekstraksi ini dapat dilihat pada Gambar 5. Peak
kromatogram mendeteksi komponen 2-AP pada
retensi waktu 27,1537 (SPME-opt) dan 27,1705
(Likens Nickerson-opt).

KESIMPULAN

Perlakuan terbaik pada metode ekstraksi SPME
adalah penggunaan bentuk sampel tepung 45
mesh (SPME-opt), sedangkan pada metode Likens
Nickerson, perlakuan terbaik adalah penggunaan
silikon sebagai anti foaming agent dan perbandi-
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Gambar 5. Perbandingan kromatogram metode SPME-opt (A) dan metode Likens Nickerson-opt (B)
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ngan beras dan air 1:3 (Likens Nickerson-opt). Dari
uji pembandingan didapatkan bahwa konsentrasi
2-AP menggunakan metode ekstraksi SPME-opt
220% lebih tinggi dibandingkan dengan Likens
Nickerson-opt, selain itu persentase derajat deviasi
menunjukkan bahwa metode SPME-opt lebih
stabil dibandingkan dengan Likens Nickerson-opt.
Hal ini berarti bahwa metode SPME-opt lebih baik
dalam mendapatkan yield recovery 2-AP tertinggi
pada beras aromatik dibandingkan dengan metode
Likens Nickerson-opt.
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