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PENDAHULUAN

Beras hitam merupakan jenis beras
berpigmen, yang banyak mengandung komponen
gizi dan bioaktif. Senyawa bioaktif beras hitam
memiliki efek kesehatan yang telah terkonfirmasi,
dan potensial dikembangkan sebagai pangan
fungsional (Ito et al., 2019). Antosianin
merupakan senyawa utama dalam beras hitam.
Pigmen alami golongan flavonoid tersebut
bertanggung jawab atas warna hitam pada beras
(Nakagawa dan Maeda, 2017). Antosianin pada
beras hitam (50-100 mg/L) diketahui lebih tinggi
dari beras merah (15-18 mg/L) (Fatchiyah et al.,
2020).

Pigmen antosianin beras hitam memiliki
warna yang beragam, mulai dari merah hingga
ungu. Semakin tinggi antosianin beras hitam,
warna pigmen cenderung merah-keunguan dengan
intensitas kecerahan yang rendah. Pigmen alami
ini larut dalam air dan stabilitasnya sangat
tergantung pada pH, sehingga pelarut memainkan
peranan penting pada proses ekstraksi (do Carmo
Britoetal., 2017; Ito et al., 2019; Liu et al., 2018).
Metanol dan asam klorida umumnya digunakan
untuk mengekstrak antosianin. Namun, keamanan
pelarut menjadi perhatian karena toksisitas yang
sangat tinggi (Pedro et al., 2016).

Pelarut etanol-akuades (EA) menjadi pilihan
terbaik, mengingat toksisitasnya lebih rendah.
Kelarutan molekul antosianin berbanding lurus
dengan konsentrasi etanol. Ketika konsentrasi
etanol semakin meningkat, senyawa pengotor
pada beras di amati ikut terisolasi, sehingga
kualitas dan kuantitas antosianin menurun. Etanol
55 % diketahui konsentrasi yang optimal dalam
menghasilkan ekstrak tinggi antosianin. Pelarut
EA dapat dikombinasikan dengan penambahan
asam organik, dengan tujuan menurunkan pH
pelarut (Jha et al., 2017; Le et al., 2019). Pelarut
dengan pH yang rendah cenderung lebih mudah
merusak membran sel, pada saat yang sama
senyawa antioksidan larut air lainnya seperti
flavonoid, hingga fenol akan terisolasi secara
signifikan, yang diikuti dengan peningkatan
aktivitas antioksidan ekstrak (Chaudhary dan
Mukhopadhyay, 2012).

Beberapa penelitian telah melaporkan
efektivitas pelarut organik yang diasamkan,
seperti pelarut etanol-akuades-asam asetat (AA)
pada ekstraksi senyawa fungsional buah kersen
(Kopjar et al., 2014), etanol-akuades-asam laktat
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(AL) pada ekstraksi senyawa fungsional jagung
ungu (Fernandez-Aulis et al., 2019) dan etanol-
akuades-asam sitrat (AS) pada ekstraksi senyawa
fungsional wortel hitam (Espinosa-Acosta et al.,
2018). Studi terkait efektivitas berbagai pelarut
organik (EA, AA, AL, AS) terhadap senyawa
fungsional beras hitam belum pernah dilaporkan.
Tujuan penelitian ini yaitu menentukan pelarut
organik terbaik (EA, AA, AL, AS) dalam proses
ekstraksi senyawa fungsional beras hitam dengan
parameter kadar antosianin, flavonoid, total
fenolik, aktivitas antioksidan, warna (L*, a*, b*,
He° dan C) dan pH ekstrak.

METODE

Bahan penelitian meliputi beras hitam
varietas Jeliteng yang berasal dari petani beras
organik wilayah Karanganyar, Jawa Tengah.
Asam asetat (Lotte BP Chemicals Co., Ltd.), asam
laktat (Foodchem International Corporation),
asam sitrat (PT Gunacipta Multirasa) dan akuades.
Bahan kimia meliputi etanol, C;HsNaO;, KCI,
AICl3, CH3COOK, Ci5H1007 (quercetin), Folin—
Ciocalteu, dan Na,COs pro analisis dari Merck,
reagen 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
dan C;HesOs (asam galat) pro analisis dari Sigma—
Aldrich.

Alat yang digunakan dalam penelitian ini
meliputi rotary vacuum evaporator (Biobase RE-
52A), timbangan digital (Kengko), pH meter
(Hanna HI-2211), Chromameter Minolta (CR-
310), spektrofotometer UV-Vis (Amtast-
AMV09), dan mikropipet (Endo Pro).

Proses Ekstraksi Komponen Fungsional Beras
Hitam

Ekstraksi komponen fungsional beras hitam
mengacu pada penelitian Fatchiyah et al. (2020)
dan Wartini et al. (2020) yang dimodifikasi. Beras
hitam digiling hingga diperoleh tepung berukuran
60 mesh, kemudian dimasukkan ke dalam botol
kaca. Pelarut EA, AA, AL, AS dan akuades (AK)
sebagai kontrol disiapkan. Konsentrasi etanol
yang digunakan adalah 55 % dalam akuades,
kemudian ditambahkan asam organik (asam
asetat, asam laktat dan asam sitrat) masing-masing
3 % (b/v) dari total pelarut (EA). Perbandingan
beras hitam : pelarut adalah 1:10 (b/v). Proses
ekstraksi dilakukan selama 24 jam pada suhu
ruang (x 27 °C), dalam botol kaca kedap cahaya.
Ekstrak kasar kemudian disaring, filtrat yang
diperoleh selanjutnya diuapkan menggunakan
rotary vacuum evaporator pada suhu 60 °C hingga
diperoleh hasil akhir berupa ekstrak kental (= 10
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% dari total pelarut). Ekstrak kental kemudian
disimpan pada suhu 4 °C hingga dianalisis lebih
lanjut.

Analisis Antosianin

Metode pH differensial digunakan dalam
penetapan kadar antosianin ekstrak
(Yamuangmorn et al., 2018). Sebanyak 1 mL
ekstrak dipipet ke dalam dua tabung reaksi kedap
cahaya. Tabung reaksi pertama ditambahkan 1 mL
buffer potassium klorida (pH 10), dan tabung
reaksi kedua ditambahkan 1 mL buffer sodium
asetat (pH 4,5). Masing-masing larutan di
inkubasi selama 15 menit pada suhu ruang (27 + 1
°C), dan selanjutnya absorbansi dibaca pada
panjang gelombang 520 nm dan 700 nm.

Nilai akhir absorbansi diperoleh dengan
mengurangkan selisih absorbansi pada panjang
gelombang 520 nm dan 700 nm larutan pH 1
dengan selisih absorbansi yang sama pada larutan
pH 4,5. Kadar antosianin diperoleh dengan
mengalikan nilai absorbansi dengan berat molekul
cyanidin-3-glucoside (448,8 g/mol) dan jumlah
pengenceran, kemudian dibagi dengan koefisien
absorptivitas molar cyanidin-3-glucoside (26.900
I/mol cm) dan lebar kuvet (1 cm). Kadar
antosianin ekstrak beras hitam dinyatakan dalam
mg/100 g.

Analisis Flavonoid

Metode Cai et al. (2016) sedikit modifikasi
digunakan dalam penetapan kadar flavonoid
ekstrak. Sampel ekstrak sebanyak 0,5 mL,
ditambahkan 1,5 mL metanol pro analisis, 0,1 mL
AICI3 10 % (b/v), 0,1 mL CH;COOK 1 M dan 2,8
ml akuades. Larutan dihomogenisasi dan
diinkubasi pada suhu ruang (27 £ 1 °C) selama 30
menit. Absorbansi sampel dibaca pada panjang
gelombang 415 nm. Larutan blanko menggunakan
akuades, dan kurva standar menggunakan larutan
guercetin dalam akuades pada konsentrasi 20 —
100 ppm. Kadar flavonoid ekstrak beras
dinyatakan sebagai mg QE/100 g.

Analisis Total Fenolik

Total fenolik ekstrak beras hitam ditentukan
menggunakan metode Folin-Ciocalteu (Pedro et
al., 2016), dengan sedikit modifikasi. Sampel
ekstrak sebanyak 0,5 mL, dan reagen Folin
ciocalteu 10 % (v/v) sebanyak 5 ml dimasukkan
ke dalam tabung reaksi gelap. Larutan diinkubasi
selama 5 menit, dan ditambahkan 4 ml Na,CO3 7,5
% (b/v), campuran diinkubasi kembali selama 60
menit pada suhu ruang (27 = 1 °C). Larutan blanko
disiapkan menggunakan etanol, kurva standar
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menggunakan asam galat dalam etanol dengan
konsentrasi 100-500 ppm. Selanjutnya, absorbansi
diukur menggunakan spektofotometer UV-Vis
dengan panjang gelombang 765 nm. Kadar total
fenol ekstrak beras hitam dinyatakan sebagai mg
GAE/ 100 g.

Analisis Aktivitas Antioksidan

Aktivitas antioksidan beras hitam ditentukan
menurut Pedro et al. (2016), dengan beberapa
modifikasi. Disiapkan 0,2 mL sampel dalam
tabung reaksi, ditambahkan 1,5 mL DPPH 0,2 mM
dalam etanol, dan ditambahkan etanol sebanyak
1,8 mL. Tabung reaksi ditutup, dihomogenisasi
dan diinkubasi selama 60 menit pada suhu ruang
(27 £ 1 °C). Pengukuran absorbansi dilakukan
pada panjang gelombang 517 nm. Aktivitas
antioksidan ekstrak beras hitam diperoleh dengan
mengurangi absorbansi blanko terhadap sampel,
kemudian dibandingkan dengan absorbansi
blanko dan dinyatakan dalam %RSA.

Analisis pH

Analisis pH dilakukan pada ekstrak beras
hitam hasil evaporasi, menggunakan alat pH meter
Hanna HI-2211. Metode kerja alat yaitu dengan
memasukkan alat detektor pH ke dalam cairan
ekstrak, instrumen secara otomatis akan membaca
nilai pH, angka yang keluar kemudian dicatat
sebagai nilai pH.

Analisis Warna

Pengukuran karakteristik warna ekstrak
beras hitam menggunakan Chromameter Minolta
CR-310, alat dikalibrasi terlebih dahulu dengan
pelat keramik putih standar (L* =94,95; a* = 0,14;
dan b* = 0,12) sebelum pengukuran. Sudut hue
(H°) dan chroma (C°) dihitung dengan rumus H°
=tan '15 dan C° = (a2 + b?)"2. Nilai H° digunakan
untuk mengindentifikasi warna (merah, kuning,
hijau atau biru), sedangkan C° membedakan
tingkat kecerahan warna (Caparino et al., 2012).
Analisis Statistik

Data karakteristik fisik dan karakteristik
kimia yang diperoleh kemudian dianalisis
menggunakan uji beda metode ANOVA faktor
tunggal, dan dilakukan uji lanjut metode LSD
pada taraf signifikansi 95 %.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Antosianin dan nilai pH Ekstrak Beras Hitam
Antosianin ekstrak beras hitam berkisar

antara 44,85 — 101,84 mg/100 g. Penggunaan
pelarut EA lebih efektif dibandingkan pelarut AK,
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dimana kadar antosianin ekstrak meningkat
sebesar 35,49 % (15,90 mg/100g). Penambahan
asam organik pada pelarut EA, secara signifikan
berpengaruh positif terhadap antosianin ekstrak.
Kadar antosianin ekstrak meningkat sebesar 34,47
— 41,03 mg/100 g. Efektivitas pelarut diurutkan
berdasarkan kadar antosianin dari yang tertinggi
hingga terendah yaitu pelarut AS, diikuti AL, AA,
kemudian EA dan terakhir pelarut AK.

Peningkatan antosianin berkorelasi negatif
dengan nilai pH ekstrak. Hal ini dapat dilihat pada
Tabel 1. Semakin tinggi penurunan pH ekstrak,
antosianin yang dihasilkan meningkat secara
nyata. Pelarut AK menghasilkan antosianin paling
rendah, dengan nilai pH ekstrak 6,81. Kadar
antosianin tertinggi diperoleh ketika pH ekstrak
sebesar 2,47 yaitu pada pelarut AS. Senyawa
antosianin umumnya lebih mudah diisolasi pada
pH < 6 (Liu et al., 2018). Stabilitas senyawa
antosianin ekstrak beras hitam semakin meningkat
seiring menurunnnya nilai pH sekitar 2 - 3,2 (He
et al.,, 2017), karena mempertahankan bentuk
flavylium (Le et al., 2019; Yang et al., 2010).

Proses ekstraksi pada pH yang rendah juga
lebih memudahkan pelarut untuk berdifusi ke
dalam matrik, sehingga proses hidrolisis
antosianin akan lebih optimal (Kurtulbas et al.,
2020). Namun pada larutan yang terlalu asam (pH
< 2,0), gugus hidroksil fenolik pada molekul
antosianin dapat rusak sehingga stabilitasnya akan
menurun (He et al., 2017). Ekstraksi beras hitam
pada pH 2,47 hingga 3,67 dapat diusulkan untuk
menghasilkan ekstrak dengan antosianin yang
tinggi.

Kadar Flavonoid Ekstrak Beras Hitam

Studi ini menemukan bahwa jenis pelarut
secara statistik memengaruhi jumlah flavonoid
yang diekstraksi dari beras hitam (p<0,05). Kadar
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flavonoid ekstrak berkisar antara 0,16 — 0,35 mg
QE/g. Beda hal nya dengan antosianin, kadar
flavonoid ekstrak beras hitam cenderung menurun
seiring dengan penurunan nilai pH pelarut.
Kondisi ini sejalan dengan penelitian sebelumnya
Kong et al. (2010), yang melaporkan bahwa ada
korelasi yang positif antara kondisi pH dengan
kadar flavonoid pada ekstrak jambu biji.

Kadar flavonoid ekstrak beras hitam
terendah terdapat pada pelarut AS dengan pH
2,47. Kadar flavonoid meningkat secara linier
seiring dengan meningkatnya pH, namun pada
pelarut dengan pH terlalu tinggi (AK) kadar
flavonoid menurun walau tidak signifikan.
Flavonoid tertinggi terdapat pada ekstrak EA
dengan pH 6,36. Pelarut dengan nilai pH + 6
merupakan kondisi optimal dalam menghasilkan
ekstrak tinggi flavonoid (Wong et al., 2015). Pada
pH tersebut, polaritas senyawa flavonoid akan
meningkat seiring dengan meningkatnya disosiasi
gugus -OH terutama yang bersifat asam. Kondisi
ini secara signifikan akan meningkatkan kelarutan
senyawa flavonoid. Nilai pH yang terlalu tinggi
memicu terjadinya proses oksidasi sehingga
terjadi penurunan Kkadar flavonoid ekstrak
(Mylonaki et al., 2008).

Total Fenolik Ekstrak Beras Hitam

Tabel 1 menunjukkan bahwa jenis pelarut
berpengaruh nyata terhadap total fenolik ekstrak
beras hitam (p>0,05). Total fenolik ekstrak
berkisar antara 1,35 - 2,92 mg GAE/g. Pelarut EA
menghasilkan total fenolik ekstrak yang lebih baik
dibandingkan pelarut AK. Total fenolik ekstrak
meningkat secara signifikan ketika pelarut EA
diasamkan. Total fenolik ekstrak diamati terus
meningkat ketika pH ekstrak semakin turun,
namun tidak signifikan.

Tabel 1 Komponen Fungsional Dan Nilai pH Ekstrak Beras Hitam

Pelarut Antosianin Flavonoid Total Fenolik Aktivitas oH
(mg/100g) (mg QE/g) (mg GAE/g)  Antioksidan (%RSA)
AK 44,85 + 0,84° 0,35 + 0,014 1,35+ 0,09? 38,41+£0,33* 6,81 +0,03°
EA 60,81 + 0,55° 0,36 + 0,024 2,37 +0,09° 45,65 + 0,49 6,37 +0,05¢
AA 05,28 £1,22° 0,27 £ 0,01° 2,72 +0,19¢ 48,06 £ 0,21° 3,67 £0,06°
AL 98,38 + 0,834 0,24 +0,02° 2,79 £ 0,16° 49,79 +0,46% 3,42 + 0,04
AS 101,84 £ 0,90° 0,16 + 0,022 2,92 +0,09° 50,36 £0,41° 2,47 +£0,02?
Keterangan:

1. Semua nilai merupakan nilai mean + standar deviasi dari 5 ulangan

2. Nilai superskrip yang berbeda antar kolom menunjukkan ada perbedaan antar perlakuan dengan tingkat
kepercayaan 95% berdasarkan uji beda ANOVA, dan uji lanjut menggunakan LSD
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Tabel 2 Komponen Fungsional Ekstrak Beras Hitam

Pelarut L a b H° C
AK 35,41 + 0,104 24,14 +0,23¢ 1,66 +0,10¢ 3,94 £0,21° 24,20 £ 0,234
EA 31,68 = 0,08° 19,17 £0,17° 0,73 £0,05° 2,17 +0,14°> 19,18 + 0,18,
AA 28,67 +0,28° 17,04 +£0,31° 0,61 +0,08° 2,04 +0,30° 17,04 +0,31°
AL 28,22 + 0,24° 16,78 + 0,06" 0,60 +0,03° 2,03+0,10° 16,79 +0,06°
AS 27,10 £ 0,882 16,46 £ 0,182 0,30 £ 0,022 1,03+0,08* 16,470,172
Keterangan:

1. Semua nilai merupakan nilai mean + standar deviasi dari 5 ulangan
2. Nilai superskrip yang berbeda antar kolom menunjukkan ada perbedaan antar perlakuan dengan tingkat
kepercayaan 95% berdasarkan uji beda ANOVA, dan uji lanjut menggunakan LSD

Total fenolik yang terhidrolisis selama
proses ekstraksi sangat dipengaruhi oleh jenis
pelarut. Umumnya, senyawa fenolik meningkat
dengan meningkatnya polaritas pelarut seperti
yang dilaporkan penelitian sebelumnya (Chua et
al., 2008; Goli et al., 2005). Pernyataan ini
semakin diperkuat oleh hasil penelitian Halee et
al. (2018), dimana pelarut air menghasilkan total
fenolik ekstrak bekatul beras hitam yang lebih
tinggi dibandingkan etanol.

Dalam penelitian ini, kecenderungan berbeda
diamati dan ekstrak AK memiliki total fenol
paling rendah, kemudian diikuti ekstrak EA,
sedangkan EA yang diasamkan baik dengan asam
asetat, asam laktat maupun asam sitrat
menghasilkan total fenolik ekstrak yang lebih
tinggi. Kondisi ini diduga kuat berkaitan dengan
antosianin ekstrak. Antosianin sebagai pigmen
larut air termasuk bagian dari senyawa fenolik,
sehingga berkontribusi terhadap total fenolik
ekstrak. Hasil ini sejalan dengan penelitian Kopjar
et al. (2014), dimana pelarut AK menghasilkan
total fenolik terendah yang diikuti oleh pelarut
EA, sedangkan total fenolik tertinggi dihasilkan
oleh ekstrak EA yang diasamkan.

Aktivitas Antioksidan Ekstrak Beras Hitam

Aktivitas antioksidan ekstrak beras hitam
setara dengan jumlah DPPH yang direduksi dalam
larutan reaksi dan dinyatakan dalam %RSA.
Ditemukan bahwa pelarut EA menghasilkan
aktivitas antioksidan yang lebih tinggi dibanding
hanya pelarut AK. Etanol yang diasamkan secara
signifikan berpengaruh positif terhadap aktivitas
antioksidan ekstrak. Aktivitas antioksidan ekstrak
tertinggi dihasilkan oleh ekstrak AS (50,33
%RSA), diikuti oleh ekstrak AL (49,77 %RSA).

Pelarut organik jauh lebih  efektiv
dibandingkan pelarut AK untuk mengekstrak
senyawa seperti polifenol, yang secara signifikan
terkait dengan sifat antioksidan ekstrak
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(Sepahpour et al., 2018). Efektivitas pelarut EA
dibandingkan pelarut AK sebelumnya juga telah
dilaporkan Alothman et al. (2009). Senyawa
polifenol cenderung lebih mudah larut dalam
pelarut yang kurang polar seperti EA maupun EA
yang diasamkan, sedangkan pelarut AK lebih
optimal untuk ekstraksi senyawa fenolik tertentu
terutama antioksidan polar (Kong et al., 2010;
O’sullivan et al., 2013; Sepahpour et al., 2018).

Karakteristik Warna

Ekstrak beras hitam yang diperoleh dengan
berbagai jenis pelarut memberikan rentang nilai
kroma (C) dan sudut rona (H°) yang bervariasi.
Nilai H® ekstrak berada pada rentang 1,02° - 3,95°
dengan nilai C pada kisaran 16,46 — 24,20 yang
memiliki nuansa ungu hingga merah muda.
Penambahan asam pada media ekstraksi secara
signifikan menurunkan nilai C ekstrak. sehingga
ekstrak memiliki nilai  L* rendah yang
menyiratkan warna lebih redup.

Menurut Coutinho et al. (2015), kondisi air
yang asam sebagai media ekstraksi akan memicu
terjadinya reaksi hidrasi sehingga warna
cenderung memudar. Nilai a* atau tingkat
kemerahan ekstrak juga cenderung menurun
seiring dengan penurunan pH ekstraksi. Jika
dihubungkan dengan kadar antosianin, ekstrak
beras hitam dengan warna yang lebih gelap
mengandung antosianin yang lebih tinggi. Warna
merah ekstrak menurun secara signifikan dan
berkorelasi positif dengan nilai pH pelarut yang
digunakan.

KESIMPULAN

Pelarut EA yang diasamkan (AA, AL, dan
AS) cenderung menghasilkan ekstrak beras hitam
dengan senyawa fungsional yang lebih baik
dibanding pelarut AK maupun EA. Pelarut AS
adalah pelarut organik terbaik dalam proses
ekstraksi senyawa fungsional beras hitam dengan
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kandungan antosianin sebesar 101,84 mg/100 g,
kadar flavonoid 0,16 mg QE/100 g, total fenolik
2,92 mg GAE/g, aktivitas antioksidan 50,36
%RSA, dan pH ekstrak sebesar 2,47. Ekstrak
beras  hitam vyang dihasilkan  memiliki
karakteristik warna merah-keunguan dengan
rincian nilai L*(27,10), a* (16,46), b* (0,30), H°
(1,03) dan C (16,47).
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