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ABSTRAK 

Retnani, Dita Nur Adkhanissa. 2023. Identifikasi Dan Uji Toksisitas Ekstrak n-

Heksana Bekatul Beras Hitam Terhadap Larva Udang (Artemia Salina 

Leach)  Metode Ultrasonik Variasi Lama Ekstraksi. Skripsi. Program Studi 

Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik 

Ibrahim Malang. Pembimbing I: Dr. Akyunul Jannah, S.Si., M.P.; Pembimbing 

II: Lulu’atul Hamidatu Ulya, M.Sc 

 

Kata Kunci : Bekatul Beras Hitam, Ekstraksi Ultrasonik, Uji Toksisitas, Uji Fitokimia 

  

Bekatul beras hitam merupakan hasil samping penggilingan padi menjadi beras. 

Beberapa penelitian menunjukkan bekatul beras hitam  mengandung antosianin dan telah 

dibuktikan mempunyai aktivitas antioksidan yang tinggi.Penelitian ini bertujuan untuk 

menguji toksisitas hasil ekstraksi ultrasonik n-heksana bekatul beras hitam dan 

identifikasi menggunakan uji fitokimia dan Fourier Transform Infra Red (FTIR).  

Bekatul beras hitam diekstraksi dengan metode ultrasonik menggunakan pelarut 

n-Heksana dengan variasi waktu 10, 20, dan 30 menit. Hasil masing-masing ekstrak 

kemudian diuji toksisitasnya menggunakan metode Brine Shrimp Lehality Test (BSLT). 

Selanjutnya, hasil  terbaik ekstrak bekatul beras hitam diidentifikasi senyawa bioaktifnya 

dengan uji fitokimia dan menggunakan FTIR. 

Penelitian menunjukkan bahwa hasil uji toksisitas terbaik bekatul beras hitam 

dengan pelarut n-heksana pada waktu 30 menit yaitu memiliki nilai LC50  sebesar  

295,907 ppm. Hasil yang diperoleh pada uji fitokimia mengandung senyawa bioaktif 

steroid dan triterpenoid. Hasil identifikasi menggunakan FTIR menunjukkan adanya 

gugus –OH, CH2 , C=O, C=C, C-O, and Geminal Dimetil. 
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ABSTRACT 

 

Retnani, Dita Nur Adkhanissa. 2023. Identification  And Toxicity Test Black Rice 

Bran n-Hexane Extract To Shrimp Larvae (Artemia Salina Leach) Using 

Variety Of Time Extractions Thesis. Department of Chemistry, Faculty of 

Science and Technology, State Islamic University of Maulana Malik Ibrahim 

Malang. Supervisor I: Dr. Akyunul Jannah, S.Si., M.P.; Supervisor II: Lulu’atul 

Hamidatu Ulya, M.Sc 

 

Keywords: Black Rice Bran, Ultrasonic extraction, Toxicity test, Phytochemical test 

 

Black rice bran is a by-product of milling rice into rice. Several studies have shown 

that black rice bran contains anthocyanins and has been proven to have high antioxidant 

activity. This study aims to examine the toxicity of black rice bran n-hexane ultrasonic 

extraction and identification using phytochemical tests and Fourier Transform Infra Red 

(FTIR). 

Black rice bran was extracted by ultrasonic method using n-Hexane solvent with 

variations of 10, 20, and 30 minutes. The results of each extract were then tested for 

toxicity using the Brine Shrimp Lehality Test (BSLT) method. Furthermore, the best 

results of black rice bran extract were identified by its metabolite compounds with 

phytochemical tests and using FTIR. 

The study showed that the best toxicity test results for black rice bran by 

dissolving n-hexane at 30 minutes had an LC50 value of 295,907 ppm. The results 

obtained in the phytochemical test contained bioactive compounds of steroids and 

triterpenoids. The results of the aid using FTIR showed the presence of –OH, 

CH2, C=O,  C=C, C-O, and geminal dimethyl.  
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 مستخلص البحث

 . 
يرقات  إلىنخالة الأرز الأسود من  n-Heksanaلمستخلص  ومالسماختبار  . التحديد و٢٠٢٣رتناني، د.ن.أ. 

. البحث العلمي. ستخاصطويل الا نوعت طريقة الموجات فوق الصوتيةب (Artemia Salina Leach) يالجمب 
: الأولىقسم الكيمياء، كلية العلوم والتكنولوجيا، جامعة مولانا مالك إبراهيم الإسامية الحكومية مالانج. المشرفة 

 .ة: لؤلؤة الحميدة العليا الماجستي الثانية، المشرفة ةأعين الجنة الماجستي  ةالدوكتور 
 ، اختبار المواد الكيميائية النباتية. مومفوق صوتية، اختبار الس استخاصالسواد،  نخالة الأرز الكلمات المفتاحية:

 
يدل بعض  (.beras)رز الأ حتى يصبح (padi)نخالة الأرز السواد هو حصيلة جانبي المطنحة الرز

هدف هذا البحث المضادة للأكسدة العليا. يا في نشيط ديهاالأنثوسيانين ول تحتويالأرز السواد  نخالةأن ب لأبحاثا
باستخدام  التحديدرز السواد و الأ لنخالةالهكسان -ن الموجات فوق الصوتيةب ستخاصحصيلة الاسموم لاختبار 

 .Fourier Transform Infra Red (FTIR)اختبار المواد الكيميائية النباتية و
الوقت  تنوعسان بالهك-ستخدم مذيب نتفوق الصوتية و  طريقة الموجباترز السواد بالأ تستخلص نخالة

 Brine Shrimp Lehality) طريقةيختب سمومها ب ستخلصحصيلة كل الموأما دقيقات.  ٣٠، و٢٠، ١٠
Test (BSLT)) ،النشطة بيولوجيا  لمركباتهارز السواد الأاستخاص نخالة من المحاصيل  أفضل تحدد. وبالتالي

 (.Fourier Transform Infra Red (FTIR)باختبار المواد الكيميائية النباتية و)
-السواد بمذيب ن لنخالة الأرزأن حصيلة اختبار المواد الكيميائية النباتية الأفضل بالبحث هذا يدل 

في اختبار المواد  توي الحصيلةتحف ف م.  ٢٩٥،٩٠٧( LC50قيمة ) تملكدقيقات هي  ٣٠الهكسان في وقت 
( FTIR)ب حديدحصيلة التو وترايتيبينويدات.  اتطالمنشمن نشطة بيولوجيا على مركبات  الكيميائية النباتية

 (. Geminal Dimetil)و( ,OH, CH2 , C=O, C=C, C-Oوجود قوة )على تدل 



 

1 

 

 

BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Beras hitam (Oryza sativa L.) merupakan jenis beras sebagai bahan 

makanan pokok seperti beras putih dan beras merah. Penggunaan beras hitam 

sendiri oleh masyarakat masih sangat jarang. Bekatul beras hitam diproduksi 

melalui penggilingan beras hitam, kaya akan antosianin. Riset menunjukkan, 

Semakin pekat warna beras, maka kadar antosianinnya semakin tinggi sehingga 

kadar antosianin tertinggi terdapat pada bekatul beras hitam (Estiasih, dkk., 2021). 

kandungan bekatul yang melimpah tidak sebanding dengan pemanfaatannya yang 

masih rendah. Allah berfirman dalam Q.S Ad-Dukhan ayat 39: 

 

هُمَا اِلاا باِلحَْقِّ وَلٰكِنا اكَْثَ رَهُمْ لَا يَ عْلَمُوْنَ   مَا خَلَقْن ٰ
Artinya :“Tidaklah Kami ciptakan keduanya(langit dan bumi) melainkan dengan 

haq (benar), tetapi kebanyakan mereka tidak mengetahui.” (Q.S Ad-

Dukhan : 39) 

 

Menurut  Quthb (2004) pada faktanya ketika kita mentadaburi apa yang 

ada dalam penciptaan langit dan bumi, berupa ketepatan, hikmah, tujuan yang 

jelas, dan keserasian yang mengagumkan, niscaya dalam hati kita akan terketuk 

pemikirannya bahwa penciptaan ini mempunyai tujuan dan tak ada sikap main-

main pada-Nya. Ia berdiri di atas kebenaran yang tak ada kebatilan pada-Nya. 

Termasuk halnya bekatul meskipun hanyalah limbah dari penggilingan beras, 

tetapi juga memiliki kandungan senyawa bioaktif yang dapat dimanfaatkan 

sebagai obat dan sebagian memiliki fungsi medisinal setelah melalui proses 

etnomedik atau penggunaan sebagai obat tradisional (Cavoski, dkk., 2011) 
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komposisi bekatul memiliki kandungan minyak bekatul yang relatif cukup besar 

dibandingkan komponen kimia lainnnya yaitu 12-22% minyak, 10-15% 

kelembaban, 11-17% protein, 6-14% serat, 8-17% abu, mineral, vitamin, dan 

komponen fenolik. Selain itu, bekatul juga memiliki kandungan asam lemak 

seperti asam oleat (38,4%), linoleate (34,4%), linolenat (2,2%), dan asam lemak 

stearat (2,9%) (Pourali, 2010). Minyak bekatul memiliki kemampuan aktivitas 

antioksidan dikarenakan mengandung suatu  senyawa seperti tokoferol, 

tokotrienol, dan γ- oryzanol yang dapat menghilangkan radikal bebas, serta asam 

ferulat mampu menghambat kejadian kencing manis, penyakit Alzheimer, 

mencegah kejadian penyakit jantung dan kanker (Adom K dan Liu R, 2002).  

Pemilihan metode ekstraksi sangat penting dilakukan karena hasil ekstraksi 

akan mencerminkan tingkat keberhasilan metode tersebut (Abubecker, 2013). 

Keunggulan metode ekstraksi ultrasonik adalah untuk mempercepat proses 

ekstraksi, dibandingkan ekstraksi konvensional, metode ultrasonik ini lebih aman,  

lebih singkat,  dan meningkatkan  jumlah rendemen kasar (Zou TB, 2014). 

Menurut Lestiani dan Lanny (2008) tingkat kepolaran pelarut juga menentukan 

jenis dan jumlah senyawa yang dapat diekstrak dari bahan. Pelarut akan 

mengekstrak senyawa yang mempunyai kepolaran yang sama atau mirip dengan 

kepolaran pelarut yang digunakan. Berdasarkan penelitian yang dilakukan 

Norhaizan, dkk., (2011) bekatul beras putih diekstraksi dengan pelarut n-heksana, 

menggunakan metode ultrasonik water bath selama 30 menit. Hasil asam fitat 

yang diekstraksi dari bekatul menginduksi penghambatan pertumbuhan yang 

nyata pada sel kanker ovarium, payudara dan hati dengan nilai IC50 masing-

masing 3,45 ; 3,78; dan 1,66 mM. Menurut Susanti, dkk., (2015) ekstraksi bekatul 
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menggunakan pelarut n-heksana memberikan hasil rendemen yang lebih besar 

dibandingkan dengan pelarut lainnya. Hal ini kemungkinan besar terkait dengan 

sifat minyak bekatul yang non polar, sehingga minyak bekatul cenderung larut ke 

pelarut yang bersifat non polar juga dengan rendemen tertinggi 15,50%. Hasil 

penelitian Djaeni dan Listyadevi (2019) mengekstrak bekatul beras putih pelarut 

n-heksana menggunakan metode ultrasonik menunjukkan kandungan antioksidan 

tertinggi mencapai 33.86 ppm.  

Uji fitokimia merupakan metode analisis untuk menentukan jenis metabolit 

sekunder yang terdapat dalam ekstrak bekatul beras hitam. Metode ini digunakan 

untuk mendeteksi golongan senyawa alkaloid, flavonoid, tanin, saponin, 

triterpenoid dan steroid (Ikalinus dkk., 2015). Berdasarkan penelitian sebelumnya 

oleh Ulfa (2016) Diketahui bahwa ekstrak etanol, kloroform dan petroleum eter 

bekatul beras putih mengandung senyawa triterpenoid dan steroid. Berdasarkan 

penelitian Jannah (2020) Hasil uji fitokimia pada ekstrak etanol, etil asetat dan n-

heksana bekatul beras putih mengandung senyawa triterpenoid dan steroid. 

Berdasarkan pengujian skrining fitokimia oleh Kharisma dan Safitri (2020) 

dilakukan pengekstrakan bekatul padi beras putih (Oryza sativa L.) menggunakan 

pelarut etanol 96% positif mengandung senyawa aktif alkaloid, flavonoid dan 

tanin.  

 Pentingnya dilakukan uji toksisitas pada bekatul beras hitam karena 

berbagai hasil penelitian telah menunjukkan bahwa bekatul mempunyai nilai gizi 

tinggi dan mengandung senyawa bioaktif (Auliana, 2011). Antosianin dalam 

bekatul beras hitam mempunyai kemampuan untuk menurunkan gula darah 

(Wahyuni, dkk., 2020). Penggunaan bekatul sebagai obat harus dilakukan uji 
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toksisitas terlebih dahulu untuk melihat nilai toksik dari bekatul beras hitam agar 

dapat dikatakan aman untuk dijadikan obat.  

  Uji toksisitas dari bekatul beras hitam ini  menggunakan pengujian dengan 

metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) dengan menggunakan larva udang 

Artemia salina sebagai hewan uji.  prinsip uji ini melihat dan mendeteksi adanya 

efek toksik yang dihasilkan pada ekstrak tanaman dengan cara mengamati respon 

kematian pada hewan yang akan diuji. Keunggulan metode ini yaitu cepat, 

sederhana, murah, dapat dipertanggungjawabkan dan tanpa penanganan khusus, 

(Kristanti, 2008). Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh Jannah (2020) 

mengekstrak bekatul beras putih dengan variasi pelarut etanol, n-heksana dan etil 

asetat. memiliki nilai toksisitas terbaik pada ekstrak n-heksana lama ekstraksi 20 

menit dengan LC50 sebesar 592,901 ppm.  Berdasarkan penelitian Jannah (2021) 

mengekstraksi daun salam selama 30 menit, memiliki nilai terbaik  LC50 pada 

ekstrak n-heksana sebesar 629,581 ppm. 

  Berdasarkan latar belakang di atas, maka dilakukan uji toksisitas bekatul 

beras hitam terhadap larva udang (Artemia salina Leach) untuk mengetahui 

tingkat merusaknya suatu zat jika dipaparkan terhadap organisme yang  

menggunakan metode ekstraksi ultrasonik dengan pelarut n-heksana variasi lama 

ekstraksi 10, 20, dan 30 menit. Sedangkan uji toksisitas ini dilakukan dengan 

metode BSLT  yang merupakan uji awal, dilakukan untuk mengetahui aktivitas 

toksik suatu senyawa dalam ekstrak. Kemudian dilanjutkan identifikasi ekstrak n-

heksana dengan uji fitokimia dan dianalisa menggunakan spektrofotometer 

Fourier Transform Infrared (FTIR) untuk mengetahui gugus fungsi senyawa 

metabolit sekunder. 
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1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang di atas, maka dirumuskan masalah sebagai 

berikut: 

1. Bagaimana pengaruh lama ekstraksi Bekatul Beras Hitam terhadap nilai 

toksisitas larva udang (Artemia salina Leach.)? 

2. Bagaimana hasil identifikasi senyawa metabolit sekunder ekstrak n-heksana 

dengan menggunakan uji fitokimia dan FTIR? 

 

1.3 Tujuan 

Berdasarkan rumusan masalah di atas, maka tujuan penelitian ini adalah: 

1. Untuk mengetahui pengaruh lama ekstraksi Bekatul Beras Hitam terhadap 

nilai toksisitas larva udang (Artemia salina Leach.) 

2. Untuk mengetahui hasil identifikasi senyawa metabolit sekunder ekstrak n-

heksana dengan menggunakan uji fitokimia dan FTIR 

 

1.4 Batasan Masalah 

Batasan masalah dari penelitian ini adalah: 

1. Sampel berasal dari Trawas, Mojokerto, Jawa Timur 

2. Sampel yang digunakan adalah bekatul beras hitam 

3. Metode ekstraksi yag digunakan yaitu metode ekstraksi ultrasonik dengan 

frekuensi 42 KHz dengan pelarut n-heksana 

4. Menggunakan Variasi lama ekstraksi 10, 20, dan 30 menit. 
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5. Uji toksisitas menggunakan metode BSLT dengan larva udang (Artemia 

salina L.) 

6. Identifikasi senyawa metabolit sekunder dengan menggunakan uji fitokimia 

dan spektrofotometer FTIR 

 

1.5  Manfaat  

1. Hasil riset ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah kepada 

masyarakat mengenai kandungan senyawa pada bekatul beras hitam 

2. Dapat memberikan informasi tentang besarnya kadar toksisitas LC50 ekstrak 

n-heksana bekatul beras hitam hasil ekstraksi ultrasonik terhadap larva 

udang. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Bekatul Beras Hitam 

2.2.1. Morfologi Bekatul Beras Hitam  

Beras hitam berasal dari tanaman padi hitam, dengan nama ilmiah Oryza 

sativa L. Beras hitam merupakan beras yang dihasilkan dari jenis padi hitam 

yang umur panennya cukup lama dibanding padi putih (Sa`adah, I.R. dkk., 

2016). Menurut Tjitrosoepomo (2005) kedudukan taksonomi dari beras hitam 

(Oryza sativa L. indica) adalah sebagai berikut : 

Kingdom : Plantae 

Divisi : Spermatophyta 

Sub divisi : Angiospermae 

Kelas : Monocotyledonae 

Bangsa : Poales (Glumiflorae) 

Famili : Poaceae (Graminea) 

Marga : Oryza 

Spesies : Oryza sativa L. indica 

 Adapun hasil samping dari penggilingan padi agar menjadi beras yaitu 

bekatul. Bekatul yang dihasilkan dari penggilingan padi dapat mencapai 8-12% 

dari jumlah total padi (Nursalim dan Zalni, 2007). Bekatul beras hitam 

menyusun 13,19% biji utuh beras hitam (Shao, dkk., 2014). Lapisan bekatul 

beras hitam lebih tebal dibandingkan lapisan bekatul beras merah, sehingga 

bekatul yang dihasilkan dari penggilingan beras hitam lebih banyak 

dibandingkan beras merah pada tingkat penyosohan yang sama (Paiva, dkk., 

2014). Beras hitam dan bekatul beras hitam dapat dilihat pada Gambar 2.1. 
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              (A)                                           (B) 

Gambar 2.1 (A) Beras Hitam (Holland, 2016), (B) Bekatul beras Hitam 

(Unknown, 2018) 

 

2.2.2. Kandungan Senyawa Aktif Bekatul Beras Hitam 

Bekatul beras hitam merupakan salah satu bahan tanaman yang kaya 

akan antioksidan (Chanphrom, 2007; Sompong, dkk., 2011), dan antosianin 

yang tinggi (Yawadio, dkk., 2007). Bekatul banyak mengandung komponen 

tanaman bermanfaat yang biasa disebut sebagai fitokimia, berbagai vitamin 

(seperti thiamin, niacin, vitamin B-6), mineral (besi, fosfor, magnesium, 

potassium), asam amino, asam lemak essensial dan antioksidan (Hadipernata, 

2006). Dalam minyak bekatul adanya kandungan tokoferol, oryzanol dan β-

karoten merupakan golongan antioksidan non polar (Mumpuni dan 

Ayustaningwarno, 2013), adapun juga senyawa yang termasuk non polar antara 

lain hidrokarbon dan TAG (triasilgliserol) (Yuliasari, 2021). komponen 

bioaktif yang ada dalam bekatul hitam ditunjukkan dalam pada Tabel 2.1. 
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Tabel 2.1 Komposisi komponen makro dan bioaktif bekatul hitam 

Komponen makronutrien dan bioaktif Bekatul Beras Hitam 

Abu (%)
1
 9,80 ±0,06 

Protein (%)
1
 5,07 ±0,08 

Lemak (%)
1
 11,77 ±0,00 

Karbohidrat (%)
1
 12,46 ±0,66 

Serat pangan total (%)
1
 71,04 ±0,15 

Flavonoid bebas (mg ekuivalen quercetin/ 100g)
2
 23,54 ±0,29 

Flavonoid terikat (mg ekuivalen quercetin/ 100g)
2
 1,21 ±0,22 

Total Flavonoid (mg ekuivalen quercetin/ 100g)
2
 24,75 ±0,51 

Antosianin (mg ekuivalen sianidin glukosida/ 

100g)
2
 

340,78 - 526,28 

Fenol Bebas (mg GAE/ 100g)
2
 111,30 - 297,20 

Fenol Terikat (mg GAE/ 100g)
2
 452,08 - 823,88 

Total Fenol (mg GAE/ 100g)
2
 11,27 ±0,38 

Sumber: 
1
Kalpanadevi, dkk., (2018) 

2
Ghasemzadeh, dkk., (2018) 

 

2.2.3. Manfaat Bekatul Beras Hitam 

Manusia dan tumbuhan dalam kehidupan sangatlah erat kaitannya. 

Dalam Al-Qur’an sering dijelaskan mengenai tumbuh-tumbuhan, sebagai bukti 

kekuasaan Allah Swt. Tingginya manfaat tumbuhan dalam segala bidang harus 

dirasakan secara berkelanjutan bagi makhluk hidup yang lain dan dimanfaatkan 

sebaik-baiknya. Allah Swt. berfirman dalam Q.S Thaha ayat 53: 

 

مَاءِۤ مَاءًۤ  هَا سُبُاً واانَْ زَلَ مِنَ السا ۗ  فاََخْرَجْنَا بهِ ۗ  الاذِيْ جَعَلَ لَكُمُ الْاَرْضَ مَهْدًا واسَلَكَ لَكُمْ فِي ْ  ۗ 
نْ ن ابَاتٍ شَتىّٰ   ازَْوَاجًا مِّ

Artinya: “(Tuhan) yang telah menjadikan bumi sebagai hamparan bagimu, 

dan menjadikan jalan-jalan di atasnya bagimu, dan yang menurunkan 

air (hujan) dari langit.” Kemudian Kami tumbuhkan dengannya (air 

hujan itu) berjenis-jenis aneka macam tumbuh-tumbuhan.”  

 

Menurut Shihab (2002) dalam tafsir Al–Mishbah menjelaskan, bahwa  

Allah menurunkan air dari langit, dan menumbuhkannya berbagai jenis 

tumbuhan merupakan bagian dari hidayah Allah Swt. kepada manusia dan 
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binatang guna memanfaatkan buah-buahan dan tumbuh-tumbuhan untuk 

dimanfaatkan bagi kelanjutan hidupnya. Adanya tumbuhan dengan bermacam-

macam jenis bentuk dan rasa merupakan hal-hal yang sungguh menakjubkan 

lagi membuktikan betapa agung penciptaan-Nya. Setiap macam tumbuhan 

diciptakan Allah untuk kemaslahatan umat manusia. Sehingga dapat digunakan  

sebagai sumber pangan bagi manusia dan hasilnya untuk memenuhi kebutuhan 

manusia. Manfaat tumbuhan salah satunya yaitu bekatul yang merupakan 

produk samping dari pengolahan hasil panen padi. Meskipun limbah, bekatul 

memiliki banyak manfaat. Bekatul dapat diolah menjadi tepung yang dapat 

digunakan sebagai bahan substitusi roti, cookies, dan minuman berserat. Untuk 

dijadikan sebagai pangan, bekatul dapat dicampur dengan bahan lain pada 

pembuatan biskuit, kue, produk breakfast cereal, dan lain-lain (Ardiansyah, 

2020).  Pemanfaatan bekatul selain sebagai bahan pangan, diyakini oleh petani 

organik mampu mengendalikan gulma sawah yang dapat dimanfaatkan sebagai 

herbisida nabati (Sudewi, 2021). 

 Bekatul beras hitam mengandung serat yang cukup tinggi dapat 

digunakan untuk mengontrol diabetes (Quresh, dkk., 2002). Komponen serat 

pangan dan senyawa bioaktif merupakan komponen non gizi yang dapat 

mencegah kanker kolon (Nam, dkk., 2006). Bekatul merupakan bahan pangan 

yang bersifat hipoalergenik dan merupakan sumber serat pangan (dietary fiber) 

yang baik (Fatkurahman, dkk., 2012). Serat bekatul telah digunakan 

menurunkan kadar lemak dalam produk pangan dan meningkatkan serat 

pangan (Sharif, dkk., 2009; Choi, dkk., 2010). Bekatul beras hitam juga 

mengandung flavonoid golongan apigenin, kuersetin dan antosianin dan telah 



 

   

 

11 

dibuktikan mempunyai aktivitas antioksidan yang tinggi. Selain sebagai 

antioksidan, juga mempunyai kemampuan menurunkan gula darah (Wahyuni 

dkk., 2020). Ekstrak bekatul beras hitam berpotensi menurunkan trigliserida, 

kolesterol dan kadar LDL, serta  meningkatkan kadar HDL. Ekstrak bekatul 

beras hitam mampu meningkatkan nilai FRAP plasma, mampu menurunkan 

kadar MDA plasma, dan meningkatkan aktivitas enzim katalase. (Nurlaili, 

dkk., 2016). Bekatul merupakan produk sampingan dari pengolahan hasil 

panen padi yang juga dapat dimanfaatkan sebagai herbisida nabati untuk 

penanganan gulma pada tanaman (Sudewi, 2021). 

 

2.2 Ekstraksi Metode Ultrasonik 

Metode ultrasonik adalah metode yang menggunakan gelombang 

ultrasonik yaitu gelombang kavitasi akustik dengan frekuensi lebih besar dari 

16-20 kHz. Ultrasonik bersifat non-destructive dan non-invasive (Kuldiloke, 

2002). Dengan bantuan ultrasonik, proses ekstraksi senyawa organik pada 

tanaman dan biji-bijian dengan menggunakan pelarut organik dapat 

berlangsung lebih cepat. Dinding sel dari bahan dipecah dengan getaran 

ultrasonik sehingga kandungan yang ada di dalamnya dapat keluar dengan 

mudah (Mason 1990). 

Cara kerja metode ultrasonik dalam mengekstraksi yaitu terbentuknya 

gelombang ultrasonik dari pembangkitan ultrason secara lokal dari kavitasi 

mikro pada sekeliling bahan yang akan diekstraksi sehingga terjadi pemanasan 

pada bahan tersebut, yang pada akhirnya akan melepaskan senyawa ekstrak. 

Terdapat efek ganda yang dihasilkan, yaitu pengacauan dinding sel sehingga 
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membebaskan kandungan senyawa yang ada di dalamnya dan pemanasan lokal 

pada cairan dan meningkatkan difusi ekstrak. Energi kinetik dilewatkan ke 

seluruh bagian cairan, diikuti dengan munculnya gelembung kavitasi pada 

dinding atau permukaan sehingga meningkatkan transfer massa antara 

permukaan padat- cair. Efek mekanik yang ditimbulkan adalah meningkatkan 

penetrasi dari cairan menuju dinding membran sel, mendukung pelepasan 

komponen sel, dan meningkatkan transfer massa. Kavitasi ultrasonik 

menghasilkan daya patah yang akan memecah dinding sel secara mekanis dan 

meningkatkan transfer material (Liu, 2010). 

Pemakaian metode ultrasonik dalam proses ekstraksi atau dalam proses 

pemurnian suatu senyawa memiliki waktu proses lebih singkat dan kualitas 

produk yang lebih baik . Ekstraksi berbantukan ultrasonik merupakan salah 

satu metode yang digunakan untuk mendapatkan komponen bioaktif dengan 

tingkat volatilitas rendah dari tanaman (Chemat, dkk., 2009 dalam Widjanarko, 

dkk., 2011). Metode ultrasonik ini juga mampu memberikan efisiensi hasil, 

sederhana, mereduksi penggunaan pelarut dan suhu yang digunakan, serta 

penggunaan energi yang lebih rendah (Sun, dkk., 2013). Metode ekstraksi 

ultrasonik ini memberikan hasil rendemen ekstraksi yang lebih tinggi 

dibandingkan dengan ekstraksi maserasi (Trusheva, dkk., 2007). Frekuensi 

yang biasa digunakan dalam sonochemistry berkisar antara 20 kHz sampai 

dengan 40 kHz (Wardiyati, 2004). Berikut beberapa kajian literatur yang 

mempengaruhi dari ekstraksi yaitu metode ekstrakasi, pelarut, dan lama waktu 

ekstraksi serta rendemen yang dihasilkan dinyatakan dalam Tabel 2.2.  
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Tabel 2.2 Penelitian menggunakan ekstraksi ultrasonik 
Sampel Pelarut Deskripsi Referensi 

Bekatul  n-heksana 

 

 

 

 

90 gram bekatul dengan pelarut 

n-heksan menggunakan variasi, 

yaitu perbandingan berat : 

volume sebesar 1:5, 1:10, 1:15. 

Proses ekstraksi dilakukan 

selama 15, 30, 45, 60 menit 

pada suhu 40, 50, 60
o
C. 

Rendemen tertinggi minyak 

bekatul didapatkan pada kondisi 

operasi suhu 60ºC, rasio 

bahan/pelarut 1:5  

ekstraksi 60 menit yaitu 11.34% 

(Djaeni & 

Lisytadevi, 

2019) 

Labu 

kuning 

Aseton, etil asetat, 

n-heksana 

Menggunakan variasi pelarut 

yaitu aseton, etil asetat, n-

heksan dan lama ekstraksi 5, 15, 

25 menit. Hasil terbaik terdapat 

pada pelarut n-heksan dan lama 

ekstraksi 25 menit dengan 

rendemen 17.85% 

(Diyah & 

Simon, 

2015) 

Bekatul n-heksana: 

Isopropanol  

Pelarut yang digunakan dalam 

ekstraksi ialah n-Heksana : 

Isopropanol dengan 

perbandingan 1:3 (v/v). dengan 

waktu 10 menit menghasilkan 

rendemen 23,78 % 

(Ismoyo, 

dkk. 2019) 

 

2.3 Uji Toksisitas dengan Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) 

Uji toksisitas adalah suatu uji untuk mendeteksi efek toksik suatu zat 

pada sistem biologi dan untuk memperoleh data dosis-respon yang khas dari 

sediaan uji (BPOM RI,2020). Uji toksisitas dapat diketahui dari kematian 

hewan uji. Kematian dari hewan uji menunjukkan efek toksik dan batas 

keamanan dari kandungan senyawa yang terdapat pada sampel (Cassaret, 

1975). Metode yang sering digunakan dalam uji toksisitas yakni Brine Shrimp 

Lethality Test atau yang disingkat dengan BSLT. dipilih untuk uji toksisitas 

karena larva udang sangat rentang oleh beberapa senyawa toksik. metode 

BSLT dapat digunakan sebagai skrining awal untuk antimalaria, antikanker,  
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antitumor, dan residu pestisida (Lisdawati, dkk., 2006). Metode ini 

menggunakan larva udang Artemia salina Leach sebagai hewan uji. Kelebihan 

dari larva udang diantaranya mudah diperoleh, perkembangbiakan cepat, 

harganya murah, metode percobaannya mudah, memerlukan sampel sedikit, 

dan tidak memerlukan tempat atau laboratorium khusus, dan hasilnya dapat 

dipercaya (Kristanti, 2008). Menurut Ganong dan Barret (2012) Artemia salina 

L diklasifikasikan sebagai berikut:  

Kingdom: Animalia 

Filum : Arthropoda 

Kelas : Crustacea 

Sub-Kelas: Branchiopoda 

Ordo : Anostraca 

Familia : Artemiidae 

Genus : Artemia 

Spesies : Artemia salina Leach 

 

 Artemia salina L. memiliki beberapa fase dalam pertumbuhannya yaitu 

kista, panggung payung, nauplii, remaja, dan dewasa (Gajardo & Beardmore, 

2012). Fase yang digunakan untuk uji toksisitas adalah saat larva udang dalam 

bentuk nauplii aktif. Menurut Vanhaecke, dkk., (1981) usia yang paling sensitif 

untuk sebagian besar senyawa diuji adalah nauplii usia 48 jam. Bentuk Artemia 

Salina L. secara morfologi dapat dilihat pada Gambar 2.2. 

 
Gambar 2.2 Larva Artemia salina Leach  Fase Nauplii (Ates, dkk., 2016) 
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Parameter yang digunakan untuk menunjukkan adanya kandungan zat 

aktif tanaman yang bersifat sitotoksik yaitu dengan menghitung tingkat 

kematian larva udang. Ekstrak tersebut bisa disebut toksik bila nilai LC50 

menyebabkan 50% kematian pada kurang dari 1000 ppm, sebaliknya jika harga 

LC50 >1000μg/mL tidak toksik (Carballo, 2002). Parameter nilai LC50 

digunakan untuk mengetahui adanya potensi aktivitas sitotoksik suatu sampel. 

LC50 didefinisikan sebagai dosis atau konsentrasi yang diberikan sekali 

(tunggal) atau beberapa kali dalam 24 jam dari suatu zat yang secara statistik 

diharapkan dapat mematikan 50% hewan coba (Priyanto, 2010). Parameter 

nilai LC50 ditunjukkan dalam Tabel 2.3 (Oratmangun, dkk., 2014). 

 

Tabel 2.3 Nilai LC50 ekstrak berpotensi sebagai senyawa bioaktif 

LC50 (ppm) Potensi 

<30 Antitumor atau antikanker 

30-200 Antibakteri 

200-1000 Pestisida 

 

Uji toksisitas memiliki korelasi dengan uji sitotoksik apabila mortalitas 

terhadap Artemia salina Leach yang ditimbulkan memiliki nilai LC50 < 1000 

µg/mL. Adapun penentuan potensi bioaktif dilakukan dengan membandingkan 

nilai Lethal Concentration (LC50) masing-masing dengan ketentuan kategori 

tingkat toksisitas ditunjukkan pada Tabel 2.4 (Meyer, dkk., 1982). 

Tabel 2.4 Kategori tingkat toksisitas ekstrak 

LC50 (ppm) Kategori 

<30 Sangat Toksik 

30-1000 Toksik 

>1000 Tidak Toksik 
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2.4 Uji Fitokimia Senyawa Metabolit Sekunder 

Uji kualitatif senyawa metabolit sekunder dapat dilakukan dengan uji 

fitokimia. Analisis fitokimia merupakan bagian dari ilmu farmakognosi yang 

mempelajari metode atau cara analisis kandungan kimia yang terdapat dalam 

tumbuhan atau hewan secara keseluruhan atau bagian-bagiannya, termasuk 

cara isolasi atau pemisahannya (Moelyono, 1996). Uji fitokimia merupakan 

pengujian kandungan senyawa-senyawa di dalam tumbuhan. Tumbuhan 

umumnya mengandung senyawa aktif dalam bentuk metabolit sekunder seperti 

flavonoid, tannin, alkaloid, dan triterpenoid (Lenny, 2006). 

 

2.4.1 Flavanoid 

Flavonoid adalah salah satu bagian dari kelompok fenolik terbanyak di 

alam. Banyaknya senyawa flavonoid di alam disebabkan jenis tingkat dari 

hidrolasi, alkolasi, dan glikolasi yang melimpah. Struktur flavonoid memiliki 

kerangka dasar karbon yang terdiri dari 15 atom karbon yang memiliki susunan 

C6- C3- C6. Struktur senyawa flavonoid dapat dilihat pada Gambar 2.3 

(Julianto, 2019). 

 
Gambar 2.3 Struktur flavonoid (Illing, dkk., 2017) 

 

Identifikasi golongan senyawa flavonoid yang menunjukkan hasil positif 

ditandai dengan adanya warna jingga. Magnesium dan klorida akan bereaksi 

membentuk gelembung-gelembung yang merupakan gas H2. Sedangkan logam 
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Mg dan HCl pada uji ini bertujuan untuk mereduksi inti benzopiron yang 

terdapat pada struktur flavonoid sehingga terbentuk perubahan warna menjadi 

merah atau jingga (Prashant, 2011). 

 

2.4.2 Alkaloid 

Alkaloid adalah senyawa basa organik yang mengandung paling sedikit 

satu buah atom nitrogen dan merupakan bagian dari cincin heterosiklik 

(Hammado & Illing, 2013). Alkaloid mempunyai rasa pahit, kadang-kadang 

berwarna, sifatnya yang basa tergantung dari pasangan elektron bebas pada 

nitrogen, dapat larut dalam pelarut organik dan kurang larut dalam air 

(Endarini, 2016). Struktur senyawa alkaloid dapat dilihat pada Gambar 2.4. 

 
Gambar 2.4 Struktur Senyawa Alkaloid(Piridina) (Lenny, 2006) 

 

2.4.3 Saponin 

Sapogenin dan bentuk glikosidanya yang dikenal sebagai saponin. 

Glikosilasi biasanya terjadi pada posisi C-3. Keberadaan saponin sangat mudah 

ditandai dengan pembentukan larutan koloidal dengan air yang apabila dikocok 

menimbulkan buih yang stabil (karena sifatnya yang menyerupai sabun, maka 

dinamakan saponin) .Saponin merupakan senyawa berasa pahit menusuk dan 

menyebabkan bersin dan sering mengakibatkan iritasi terhadap selaput lendir. 

Saponin juga bersifat bisa menghancurkan butir darah merah lewat reaksi 
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hemolisis, bersifat racun bagi hewan berdarah dingin (Endarini, 2016). Struktur 

inti senyawa saponin dapat dilihat pada Gambar 2.5. 

 
Gambar 2. 5 Struktur saponin terikat steroid (Nurzaman, dkk., 2018) 

 

Uji fitokimia saponin dapat dilakukan dengan uji Forth yaitu sejumlah 

ekstrak dikocok dengan aquades panas. Adanya saponin ditunjukkan dengan 

terbentuknya buih yang mantap dengan ketinggian 1-10 cm selama 10 menit 

dan pada penambahan 1 tetes HCl 2N buih tersebut tidak hilang (Dermawan, 

2012). 

 

2.4.4 Tannin 

Tanin adalah golongan senyawa fenol yang terdapat pada buah, maupun 

daun yang belum matang. Tanin adalah senyawa yang mempunyai berat 

molekul 500-3000 dan mengandung sejumlah besar gugus hidroksi fenolik 

yang memungkinkan membentuk ikatan silang yang efektif dengan protein dan 

molekulmolekul lain seperti polisakarida, asam amino, asam lemak dan asam 

nukleat (Hidayah, 2016). Struktur senyawa tannin dapat dilihat pada Gambar 

2.6. 
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Gambar 2.6 Struktur tannin (Hidjrawan, 2018) 

 

Uji tanin dilakukan dengan cara larutan ekstrak direaksikan dengan 

larutan besi (III) klorida. Penambahan FeCl3 pada ekstrak sampel dalam air 

menyebabkan warna hijau, ungu, ataupun hitam yang kuat. Hal ini dikarenakan 

tanin akan bereaksi dengan ion Fe3+ yang membentuk senyawa kompleks 

(Dewi dkk., 2013). 

 

2.4.5 Triterpenoid 

Triterpenoid merupakan salah satu senyawa metabolit sekunder turunan 

dari terpenoid dengan kerangka karbonnya yang berasal dari enam satuan 

isoprena (2-metilbuta-1,3-diene) yaitu kerangka karbon yang terdiri dari enam 

satuan C5 dan diturunkan dari hidrokarbon C30 asiklik, yaitu skualena (Balafif, 

2013). Struktur senyawa triterpenoid dapat dilihat dilihat pada Gambar 2.7. 

 
Gambar 2.7 Struktur Terpenoid (Julianto, 2019) 

 

Terpenoid keberadaannya didasarkan pada kemampuan senyawa untuk 

membentuk warna dengan H2SO4 pekat dalam pelarut asam asetat anhidrat. 
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Hasil positif terpenoid pada ekstrak ditandai dengan terbentuknya cincin 

berwarna kecoklatan. Perubahan warna ini disebabkan karena terjadinya reaksi 

oksidasi pada golongan terpenoid/steroid melalui pembentukkan ikatan 

rangkap terkonjugasi (Dewi dkk., 2013; Tomahayu, 2014). 

 

2.4.6 Steroid 

Senyawa steroid merupakan kelompok bahan alam dimana strukturnya 

terdiri dari 17 karbon dengan struktur 1,2-siklopentenoperhidrofenatren. 

Senyawa ini terdiri dari beberapa kelompok senyawa yang dikelompokkan 

berdasarkan efek fisiologis yang ditimbulkan. Dilihat dari strukturnya, 

perbedaan pada kelompok ini ditentukan dari substituent R1, R2, dan R3 yang 

terikat dengan kerangka dasar. Sedangkan perbedaan antara senyawa satu 

dengan yang lain dari substituen adalah panjangnya rantai karbon. Secara 

biogenetik, senyawa ini berasal dari triterpen (Endarini, 2016). Struktur inti 

senyawa steroid dapat dilihat pada Gambar 2.8. 

 
Gambar 2.8 Struktur Steroid (Endarini, 2016). 

 

Identifikasi golongan senyawa steroid menggunakan reaksi Lieberman- 

Burchard (anhidrida asetat-H2SO4 pekat) yang menghasilkan warna hijau 

kekuningan. Steroid akan mengalami dehidrasi dengan penambahan asam kuat 
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dan menghasilkan produk oksidasi yang memberikan reaksi warna hijau 

kekuningan (Sirait, 2007). 

 

2.5 Analisis Senyawa Metabolit Sekunder Bekatul Beras Hitam 

Menggunakan Spektrofotometer FTIR 

Spektrofotometer FTIR merupakan suatu instrumen yang digunakan 

untuk menganalisis gugus fungsi suatu senyawa organik maupun anorganik. 

Analisis didasarkan pada serapannya terhadap radiasi elektromagnetik di 

daerah inframerah. Daerah serapan radiasi inframerah berkisar antara bilangan 

gelombang 650-4000 cm
-1

 (Panji, 2012). Prinsip kerja dari spektrofotometer 

FTIR yaitu mengenali gugus fungsi suatu senyawa dari absorbansi inframerah 

yang dilakukan terhadap senyawa tersebut. Pola absorbansi yang diserap oleh 

tiap-tiap senyawa berbeda-beda, sehingga senyawa-senyawa dapat dibedakan 

(Sankari, dkk., 2010). 

Pada penelitian Hakim, dkk., (2020) dalam ekstrak  rice bran oil dengan 

menggunakan pelarut n-heksana menunjukkan data spektrum FTIR 

menyebutkan pita-pita serapan khas dari asam lemak rantai panjang 

diantaranya vibrasi regang C-O pada daerah frekuensi 1168.66 cm
-1

, pita 

serapan regang C-H sp
3
 alkana pada frekuensi 2855,85 cm

-1
 dan 2925,15 cm

-1
 

dan pita serapan regang O-H pada frekuensi 3010,23 cm
-1 

, Pita serapan regang 

C=O terdeteksi pada frekuensi 1743,39 cm
-1

, pada daerah pertengahan 

spektrum dan pita serapan C=C aromatik pada gelombang 1459,82 cm
-1

. 

Secara keseluruhan dapat disimpulkan bahwa gugus fungsi dari hasil analisis 

FTIR diantaranya gugus metil/etil, gugus ester, gugus hidroksil dan gugus 
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karbonil. Data yang diperoleh dari spektrofotometer FTIR diduga terdapat 

senyawa steroid/ triterpenoid.  Menurut Ardji (2018) yang merupakan serapan 

yang khas untuk senyawa steroid  adalah C-H dan O-H. Hasil FTIR dapat 

dilihat pada Gambar 2.9. 

 
Gambar 2.9 Spektrum ekstrak rice bran oil 
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BAB III 

METODOLOGI 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada Bulan Desember - Mei 2023 di 

Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia, Universitas Islam Negeri Maulana 

Malik Ibrahim Malang. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah seperangkat alat 

gelas seperti gelas ukur , Erlenmeyer, pipet ukur, pipet tetes, mikro pipet, 

corong gelas, batang pengaduk, dan beaker glass. Alat lain yang digunakan 

seperti neraca analitik, kertas saring, rotary evaporator, desikator, botol vial, 

aerator, aquarium kecil, lampu 25 watt, kuvet, ultrasonik frekuensi 42 KHz, 

dan Spektrofotometer FTIR merk varian tipe FT 1000. 

 

3.2.2 Bahan 

Sampel yang digunakan dalam kegiatan penelitian ini adalah bekatul 

beras hitam dan larva udang (Artemia salina L) yang diperoleh di daerah 

Malang. Bahan yang digunakan yaitu  n- heksana, aquades, serbuk Mg, HCl 2 

M, HCl 37% FeCl3 1%, H2SO4 96 %, DMSO, ragi roti, asam asetat anhidrat, 

KBr dan air laut. Reagen yang digunakan yaitu reagen Mayer dan reagen 

Dragendorff. 
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3.3 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini dilakukan melalui pengujian eksperimental di laboratorium. 

Sampel bekatul disaring dengan ayakan 60 mesh dan dihitung kadar airnya. 

Serbuk yang diperoleh diekstrak dengan metode ultrasonik bath menggunakan 

pelarut n-heksana dengan waktu ekstrak yaitu 10, 20, dan 30 menit. Kemudian 

di evaporasi menggunakan rotary evaporator pada suhu 60
o
C.  

Masing-masing ekstrak diuji toksisitasnya dengan metode BSLT 

menggunakan hewan  uji larva udang Artemia.salina Leach. Uji ini dilakukan 

dengan pengulangan sebanyak 5 kali untuk masing-masing ekstrak. 

Konsentrasi larutan uji untuk BSLT yaitu 25, 50, 100, 250, 500, dan 1000 ppm. 

Kontrol yang digunakan dalam penelitian ini adalah kontrol media (tanpa 

ekstrak) dan DMSO. Kemudian dimasukkan 10 ekor larva udang, Pengamatan 

dilakukan selama 24 jam untuk mengetahui kematian larva udang (Artemia 

salina L.) dan untuk mengetahui nilai LC50 masing-masing ekstrak. Proses 

selanjutnya adalah hasil terbaik toksisitas diidentifikasi senyawa metabolit 

sekundernya melalui uji fitokimia dengan uji reagen meliputi golongan 

flavonoid, alkaloid, saponin, tannin, dan triterpenoid/steroid. Serta 

menggunakan spektrofotometer FTIR. 

 

3.4 Tahapan Penelitian 

1 Preparasi sampel 

2 Analisis kadar air 

3 Ekstraksi ultrasonik senyawa metabolit sekunder bekatul beras hitam 

4 Uji toksisitas dengan larva udang 
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5 Uji fitokimia senyawa metabolit sekunder dengan reagen 

6 Identifikasi senyawa metabolit sekunder bekatul beras hitam 

menggunakan FTIR 

7 Analisis data 

 

3.5 Pelaksanaan Penelitian 

3.5.1 Preparasi sampel 

Bekatul Beras Hitam sebanyak 200 gram diayak menggunakan ayakan 

ukuran 60 mesh dan dibungkus menggunakan alumunium foil. Kemudian 

distabilisasi menggunakan oven selama 15 menit pada suhu 100
o
C, lalu 

didinginkan pada suhu ruang dan disimpan pada suhu 4 
o
C untuk  analisis lebih 

lanjut (Moko, 2014) 

 

3.5.2 Analisis Kadar Air secara Gravimetri 

Pada penentuan kadar air, cawan porselen disiapkan, lalu dipanaskan 

dalam oven pada suhu 105°C sekitar 15 menit untuk menghilangkan kadar 

airnya. Cawan disimpan dalam desikator sekitar 10 menit, lalu ditimbang dan 

dilakukan perlakuan yang sama sampai diperoleh berat cawan yang konstan. 

Kemudian 5 gram sampel dimasukkan dalam cawan porselen dan dimasukkan 

dalam oven pada suhu 105°C selama 15 menit. Sampel kemudian disimpan 

dalam desikator sekitar 10 menit dan ditimbang, sampel tersebut dipanaskan 

kembali dalam oven 15 menit, didinginkan dalam desikator dan ditimbang 

kembali. Perlakuan ini diulangi sampai berat konstan (Azizah, 2016) 

Kadar air = 
𝑏−𝑐

𝑏−𝑎
 𝑥 100 % ................................................................ (3.1) 
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Dengan a berat cawan kosong, b berat cawan dan sampel sebelum 

dikeringkan dan c berat cawan dan sampel setelah dikeringkan. 

3.5.3 Ekstraksi Ultrasonik Senyawa Metabolit Sekunder Bekatul Beras 

Hitam 

Dimasukkan sampel yang sudah diayak sebanyak 30 gram dan pelarut n-

heksana sebanyak 150 mL pada masing-masing Erlenmeyer 250 ml, dengan 

perbandingan 1:5 dengan lama ekstraksi 10 menit (E1), 20 menit (E2), dan 30 

menit (E3). Kemudian dimasukkan ke dalam ultrasonic bath dengan frekuensi 

42 kHz. Hasil ekstraksi yang berupa larutan disaring sehingga didapat filtrat 

dan residu. Filtrat yang diperoleh dari masing-masing pelarut kemudian 

dievaporasi menggunakan rotary vacuum evaporator pada suhu 60
o
C. Masing-

masing ekstrak tersebut ditimbang dan  dihitung rendemennya dengan 

persamaan (3.2) (Djaeni dan Listyadevi, 2019) 

% 𝑟𝑒𝑛𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛 =  
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑟𝑎𝑘

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙
 𝑥 100% ……………………   (3.2) 

Ekstrak bekatul kemudian dimasukkan ke dalam botol ekstrak dan 

dilakukan beberapa uji yang meliputi uji toksisitas terhadap Artemia salina 

Leach., dan uji senyawa aktif. 

 

3.5.4 Uji Toksisitas dengan Larva Udang (Artemia salina L) 

3.5.4.1. Preparasi Larva Artemia salina L 

Sebanyak 2,5 mg telur A. salina direndam dan diaerasi dalam wadah 

yang berisi air laut 250 mL dibawah cahaya lampu 25 watt. Telur A. salina 

akan menetas dan menjadi larva kurang lebih setelah 24 jam. Setelah berumur 

48 jam larva udang siap digunakan untuk uji toksisitas (Rahmah, 2018). 
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3.5.4.2. Uji Toksisitas 

Ekstrak n-heksana ditimbang sebanyak 200 mg dan dilarutkan 

menggunakan pelarutnya masing-masing sebanyak 20 mL. Larutan yang 

diperoleh selanjutnya dipipet masing-masing sebanyak 25, 50, 100, 250, 500, 

dan 1000 µL, kemudian dimasukkan ke dalam botol vial dan pelarutnya 

diuapkan hingga kering. Selanjutnya dimasukkan 100 µL dimetilsulfoksida, 

setetes larutan ragi roti, 2 mL air laut, kemudian dikocok sampai ekstrak dapat 

larut dalam air laut. Larutan dipindahkan ke dalam labu ukur 10 mL dan 

ditambahkan air laut sampai volumenya menjadi 10 mL sehingga 

konsentrasinya masing-masing larutan menjadi 25, 50, 100, 250 dan 500 ppm, 

Selanjutnya dimasukkan 10 ekor larva udang kemudian dilakukan pengamatan 

terhadap kematian larva udang selama 24 jam. Perlakuan uji toksisitas 

dilakukan sebanyak 5 kali ulangan pada masing- masing ekstrak sampel. 

Pembuatan kontrol dengan dimasukkan 1 mL pelarut dan diuapkan 

hingga kering kemudian ditambah 100 µL dimetil sulfoksida (DMSO), setetes 

larutan ragi roti, 2 mL air laut, kemudian dikocok. Larutan dipindahkan alam 

labu ukur 10 mL, kemudian dimasukkan 10 ekor larva udang Artemia salina 

dan ditambahkan air laut sampai volumenya menjadi 10 mL. Setelah itu, 

disimpan vial di bawah lampu pijar selama 24 jam kemudian diamati kematian 

larva udang (Mawwadah, 2019). 

% 𝑚𝑜𝑟𝑡𝑎𝑙𝑖𝑡𝑎𝑠 =  
𝑘𝑒𝑚𝑎𝑡𝑖𝑎𝑛

𝑗𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑙𝑎𝑟𝑣𝑎 𝑢𝑗𝑖 ( 10 𝑒𝑘𝑜𝑟)
 𝑥 100% ………………….(3.3) 

Mortalitas = % Mortalitas x Jumlah keseluruhan larva ............................(3.4) 
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3.5.5 Uji Fitokimia Senyawa Metabolit Sekunder dengan Reagen 

Ekstrak terbaik hasil uji toksisitas kemudian di uji Kandungan senyawa 

aktifnya dengan uji fitokimia untuk mengetahui ada tidaknya komponen-

komponen bioaktif yang terdapat pada ekstrak. Ekstrak dilarutkan dengan 

sedikit pelarutnya kemudian dilakukan uji alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, 

triterpenoid dan steroid (Harborne, 1987). 

 

3.5.5.1 Uji Flavanoid 

Ekstrak kasar bekatul sebanyak ± 1 mg dimasukkan dalam tabung reaksi, 

kemudian ditambahkan 3 mL metanol dan dikocok. Selanjutnya dipanaskan 

tabung reaksi dan dikocok kembali lalu disaring. Fitrat yang dihasilkan 

ditambahkan dengan serbuk magnesium sebanyak 0,1 gram dan 2 tetes HCl 2 

M (Harborne, 1987). 

 

3.5.5.2 Uji Alkaloid 

Ekstrak kasar bekatul sebanyak  ± 1  mg dimasukkan dalam tabung 

reaksi,  ditambahkan 0,5 mL HCl 2% kemudian larutan dibagi menjadi 2 

tabung, tabung reaksi pertama ditambahkan 2-3 tetes reagen Dragendorf dan 

tabung reaksi kedua ditambahkan 2-3 tetes reagen Meyer. Jika terdapat 

alkaloid terbentuk endapan kuning jingga jika dengan reagen Dragendorf dan 

terbentuk endapan  putih atau kuning jika dengan reagen Meyer (Harborne, 

1987). 
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3.5.5.3 Uji Saponin 

Ekstrak kasar bekatul sebanyak ± 1 mg dimasukkan dalam tabung reaksi 

dan ditambah air  ± 1 mL (1:1) sambil dikocok selama 1 menit, kemudian 

ditesteskan 2-3 tetes HCl 1 N, Jika terbentuk busa dengan ketinggian 1-3 cm 

selama 10 menit menandakan adanya senyawa saponin (Harborne, 1987). 

 

3.5.5.4 Uji Tannin 

Ekstrak kasar bekatul sebanyak ± 1 mg dimasukkan dalam tabung reaksi, 

kemudian ditambahkan 2-3 tetes pereaksi FeCl3 1%, Jika warna biru 

kehitaman atau hijau kehitaman menunjukkan terdapat tannin (Harborne, 

1987). 

 

3.5.5.5 Uji Triterpenoid dan Steroid 

Ekstrak kasar bekatul sebanyak ± 1 mg dimasukkan dalam tabung reaksi 

dan dilarutkan dengan kloroform dan 0,5 mL asam asetat anhidrat. Kemudian 

ditambahkan H2SO4 pekat sebanyak 1-2 mL melalui dinding tabung. Senyawa 

triterpenoid ditandai jika terbentuknya cincin kecoklatan atau keunguan 

sedangkan senyawa steroid terbentuk jika cincin berwarna hijau (Harborne, 

1987). 

 

3.5.6 Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder Bekatul Beras Hitam 

menggunakan Spektrofotometer FTIR 

 

Ekstrak kasar hasil ekstraksi ultrasonik kemudian diidentifikasi dengan 

spektrofotometer FTIR merk varian tipe FT 1000. Hasil ekstrak sebanyak 1 mg 
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dihancurkan dengan 100 mg serbuk KBr secara homogen menggunakan mortar 

agate. Kemudian diukur pada panjang gelombang 4000-400 cm
 -1

. ditunggu 

proses pembacaan data dan muncul kromatogram pada komputer (Ulfa, 2016). 

 

3.5.7 Analisa Data  

Uji toksisitas menghasilkan data berupa angka kematian dari Larva 

Udang (Artemia salina Leach.). Hasil dari mortalitas masing-masing ekstrak 

dihitung menggunakan uji statistik minitab 19 untuk mengetahui nilai LC50. 

Adapun data yang diperlukan pada minitab 19  dapat dilihat pada Tabel 3.1. 

Tabel 3.1 Data pengolahan LC50 pada minitab 

Konsentrasi (ppm) Mortalitas N 

25 M1 50 

50 M2 50 

100 M3 50 

250 M4 50 

500 M5 50 

1000 M6 50 

 

Data yang tercantum pada Tabel 3.1 yang terdiri dari nilai konsentrasi, 

mortalitas dan N (jumlah larva yang diuji) akan di analisis menggunakan 

bantuan software minitab 19. proses analisis data dilakukan dengan cara pilih 

stat pada bagian minitab kemudian pilih reability/survival, lalu pilih probit 

analisis dimana probit analisis tersebut digunakan untuk menduga besarnya 

dosis efektif melalui penentuan konsentrasi. maka, pada bagian kolom data 

independen akan dimasukkan nilai konsentrasi dan pada bagian kolom 

dependen akan dimasukkan nilai mortalitas. Kemudian dipilih "OK" dan 

minitab akan otomatis memunculkan hasil dari analisis probit. Adapun 
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persamaan dasar probit yaitu yang terdapat pada persamaan 3.5 dan 3.6. (Rand 

dan Petrocelli, 1985 dalam Hendri, dkk. 2010). 

y= a+bx…………………………………………………..(3.5) 

x= 
y−a

𝑏
  ………………………………………………......(3.6) 

keterangan : 
y = nilai probit kematian hewan uji (LC50%) 

a = constant (y-intercept) 

b = konsentrasi (slope/kemiringan regresi) 

x = logaritma konsentrasi uji 

 

Nilai LC50 diperoleh dari :  

 

 y50 = a + bx50 ………………………………………………......(3.7) 

x50 = 
y50  −a

𝑏
  ……………………………………………….........(3.8) 

LC50 = antilog (x50 - 1) …………………………………………(3.9) 

LC50 diperoleh dari persamaan garis lurus tersebut dengan memasukkan 

nilai 5 (nilai probit dari 50% kematian  hewan  uji) sebagai y yang merupakan  

nilai tetapan transformasi persentase menjadi probit. Sehingga dihasilkan x 

yang merupakan konsentrasi yang dibutuhkan untuk mematikan larva udang 

pada persentase tertentu dengan nilai log konsentrasi. LC50 dihitung dan 

diperoleh dari antilog nilai x. (Martiningsih, 2013). 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1.  Preparasi Sampel 

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah bekatul beras hitam 

(Oryza sativa L.) sebanyak 600 gram yang diperoleh dari Kecamatan Trawas, 

Kabupaten Mojokerto, Jawa Timur. Proses Preparasi diawali dengan pengayakan 

bekatul dengan ayakan 60 mesh. Penggunaan ayakan ukuran 60 mesh merupakan 

salah satu upaya untuk menghasilkan rendemen yang tinggi saat proses ekstraksi. 

Kemudian sampel diinkubasi di dalam oven sebagai proses stabilisasi bekatul 

yang bertujuan untuk menghentikan kerja enzim lipase pada bekatul agar tidak 

mengalami kerusakan, menurunkan kadar air dan dapat bertahan lama. Menurut 

Siswanti, dkk., (2018) Stabilisasi dengan oven meningkatnya umur simpan 

bekatul dan mencegah kerusakan akibat kerusakan oksidatif. Sampel bekatul beras 

hitam ditunjukkan pada Gambar 4.1. 

 

 

Gambar 4.1 Sampel bekatul beras hitam 
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4.2.  Penentuan Kadar Air Secara Gravimetri 

Analisa kadar air dilakukan untuk menentukan kualitas dan ketahanan 

sampel dalam penyimpanan. Kandungan air yang berlebihan pada sampel akan 

mempercepat pertumbuhan mikroba dan juga dapat mempermudah terjadinya 

hidrolisa terhadap kandungan senyawa aktif dari suatu sampel  (Handayani, dkk., 

2017). Berdasarkan hasil pengukuran kadar air sampel bekatul beras hitam (Oryza 

sativa L.) diperoleh sebesar 2,408 % (Lampiran 4.1). Nilai kadar air yang 

diperoleh telah memenuhi standar Depkes RI tahun 1994 dengan batas maksimum 

kadar air yang disyaratkan sebesar 10%. 

 

4.3.  Ekstraksi Senyawa Bioaktif Bekatul Beras Hitam Menggunakan 

Metode Ultrasonik 

Ekstraksi senyawa bioaktif bekatul beras hitam pada penelitian ini yaitu 

menggunakan metode ultrasonik. Prinsip dari ekstraksi ultrasonik yaitu adanya 

gelombang ultrasonik yang merambat pada medium yang dilewatinya, sehingga 

menimbulkan getaran. Getaran yang terjadi mengakibatkan terbentuknya 

gelembung kavitasi. Gelembang kavitasi tersebut akan memecah dinding sel dan 

pelarut akan berdifusi dalam sel, sehingga senyawa yang ada di dalam sel akan 

keluar dan terekstraksi (Arimpi & Pandia, 2019).  

 Ekstraksi ultrasonik dilakukan menggunakan pelarut n-heksana dengan 

variasi waktu (E1) 10 menit, (E2) 20 menit , dan (E3) 30 menit. Variasi waktu 

memungkinkan terjadinya ekstraksi senyawa metabolit sekunder yang terikat 

berbeda. Proses ekstraksi dilakukan dengan perbandingan serbuk:pelarut (1:5). 

Ekstrak yang diperoleh kemudian disaring dengan corong buchner vakum untuk 

memisahkan filtrat dan ampasnya. Selanjutnya filtrat dipekatkan dengan rotary 
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evaporator untuk menguapkan pelarutnya. Hasil rendemen ekstrak n-heksana 

bekatul beras hitam dapat dilihat pada Tabel 4.1 

Tabel 4.1 Hasil rendemen ekstrak n-heksana bekatul beras hitam 

Variasi waktu 

(menit) 

Warna Ekstrak Ekstrak Kasar 

(g) 

Rendemen (%) 

10 Hijau tua  2,7029 9,010 

20 Hijau tua pekat 3,2256 10,752 

30 Hijau tua pekat 3, 3068 11, 023 

  

Berdasarkan Tabel 4.1 dapat diketahui bahwa hasil rendemen tertinggi 

adalah ekstrak dengan variasi waktu 30 menit yaitu sebesar 11,023%. Sedangkan 

rendemen ekstraksi waktu 10 dan 20 menit masing-masing sebesar 9,010% dan 

10,752%. Proses ekstraksi bekatul beras hitam dilakukan selama 10, 20, dan 30 

menit menunjukkan rendemen ekstrak bekatul beras hitam meningkat seiring 

dengan naiknya waktu ekstraksi. Waktu ekstraksi sangat mempengaruhi 

rendemen. Lamanya waktu ekstraksi akan mempengaruhi rendemen yang 

diperoleh. Menurut Mas’ud (2017) Penambahan waktu ekstraksi mengakibatkan 

penambahan jumlah rendemen yang dihasilkan. Lamanya waktu akan 

mempermudah penetrasi pelarut ke dalam bahan, Semakin lama waktu kontak 

antara solute dengan solvent selama proses ekstraksi maka semakin banyak 

senyawa bioaktif yang terekstrak. 
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a                          b                       c 

Gambar 4.2 Hasil ekstraksi variasi waktu (a) E1, (b) E2, (c) E3 

 

4.4.  Uji Toksisitas Bekatul Beras Hitam 

4.4.1.  Penetasan Larva Udang Artemia salina L. 

Penetasan larva udang Artemia salina L. dilakukan dengan menambahkan 

±100 mg telur larva ke dalam aquarium kecil yang telah terisi air laut dan 

dilakukan aerasi menggunakan aerator selama 48 jam. Aerator berfungsi untuk 

memberikan oksigen agar larva udang Artemia salina L. tidak mati karena 

kekurangan oksigen. Penetasan larva udang dilakukan di bawah cahaya lampu. 

Larva udang Artemia salina L. yang siap digunakan berumur 48 jam karena pada 

tahap ini organ dari larva udang sudah terbentuk semua (Muaja, dkk., 2013). 

 

4.4.2.  Uji Toksisitas 

Uji toksisitas dilakukan pada ekstrak n-heksana. Langkah awal dilakukan uji 

toksisitas yaitu pembuatan larutan stok pada masing-masing ekstrak yang 

memiliki tujuan untuk menghindari penimbangan atau penakaran berulang ulang 

setiap kali membuat larutan uji. Setelah itu dibuat larutan uji dengan beberapa 

konsentrasi yaitu 25, 50, 100, 250 dan 500, 1000 ppm dan kemudian diuapkan 
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pelarutnya. Tujuan dari penguapan yaitu agar larva udang yang mati tidak 

disebabkan karena pelarut melainkan ekstraknya.  

Selanjutnya ditambahkan DMSO, ragi roti dan air laut. Fungsi penambahan 

DMSO sebagai surfaktan yang dapat melarutkan ekstrak dalam air laut. DMSO 

terdiri dari ikatan S=O yang mempunyai sifat polar dan dua alkil CH3 memiliki 

sifat non polar. Sedangkan gugus S=O akan berinteraksi dengan senyawa polar, 

dan gugus CH3 akan berinteraksi dengan senyawa nonpolar (Khasanah, 2018). 

Ragi roti digunakan sebagai makanan larva udang, agar larva udang tidak mati 

karena kekurangan makanan. Kemudian divortex agar ekstrak, larutan ragi roti 

dan air laut dapat tercampur. Pengamatan larva udang Artemia salina L dilakukan 

setelah 24 jam dan kematian larva dilihat dari nilai yang sering muncul (modus). 

Kontrol yang digunakan adalah kontrol pelarut dan kontrol DMSO. Hasil uji 

toksisitas dari ekstrak n-heksana ditunjukkan pada Tabel 4.2.  

 Hasil dari modus dan mortalitas masing-masing ekstrak dihitung 

menggunakan uji statistik minitab 19 untuk mengetahui nilai LC50 pada masing-

masing ekstrak bekatul beras hitam. Nilai LC50 ditunjukkan pada Tabel 4.3. 
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Tabel 4.2 Hasil uji toksisitas ekstrak n-heksana bekatul beras hitam 

Konsentrasi 

(ppm) 

Modus kematian larva Mortalitas larva 

E1 E2 E3 E1 E2 E3 

0 0 0 0 0 0 0 

0* 0 0 0 0 0 0 

25 1 2 2 5 10 10 

50 2 3 3 10 15 15 

100 3 4 4 15 20 20 

250 4 5 5 20 25 25 

500 6 7 7 30 35 35 

1000 8 8 9 40 40 45 

Keterangan: 0 = kontrol pelarut, 0* =  kontrol DMSO 

         E1 = 10 menit, E2 = 20 menit , dan E3 = 30 menit 

 

Tabel 4.3 Nilai LC50  ekstrak n-heksana bekatul beras hitam 

Ekstrak Bekatul Beras Hitam Nilai LC50 (ppm) 

E1 462,105 

E2 336,573 

E3 295,907 

Keterangan: E1 = 10 menit, E2 = 20 menit , dan E3 = 30 menit 

 

 Hasil nilai LC50 pada ekstrak E3 sebesar 295,907 ppm. Dari nilai LC50 yang 

diperoleh lebih toksik dibandingkan ekstrak E2 (336,573 ppm) dan E1 (462,105 

ppm). Hal ini menunjukkan bahwa senyawa metabolit sekunder yang terkandung  

pada ekstrak n-heksana bekatul beras hitam yang dilakukan ekstraksi dengan 

waktu 30 menit lebih banyak terekstrak. Hal ini dikarenakan ekstrak bekatul 

dengan pelarut n-heksana dapat mengandung senyawa kimia yang bersifat toksik 

bagi larva udang. Semakin kecil nilai LC50 semakin tinggi toksisitasnya. Pada 

penelitian Jannah (2020) mengekstraksi bekatul dengan pelarut n-heksana dengan 

variasi waktu 20, 25, dan 30 menit menghasilkan nilai LC50 masing-masing 

sebesar 592,901; 617,425 dan 695,198 ppm.  
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 Hasil pengujian toksisitas dari ekstrak n-heksana bekatul beras hitam dari 

ekstraksi ultrasonik bersifat toksik karena LC50 < 1000 ppm. Menurut Carballo, 

dkk., (2002) menyatakan bahwa suatu ekstrak bahan alam berpotensi sebagai obat 

apabila memiliki LC50 uji toksisitas menggunakan metode BSLT bernilai kurang 

dari 1000 ppm.  LC50 >200 – 1000 ppm dapat digunakan sebagai pestisida dan 

senyawa dengan nilai LC50 100 ppm – 500 ppm bersifat toksik sedang (Meyer, 

dkk., 1982). Dari nilai LC50 yang diperoleh ekstrak E1, E2 dan E3 dapat 

dimanfaatkan sebagai pestisida.  

 

4.5.  Uji Fitokimia 

Hasil dari perlakuan yang terbaik pada uji toksisitas diidentifikasi dengan 

uji fitokimia. Uji fitokimia merupakan pengujian kandungan senyawa-senyawa di 

dalam tumbuhan. Tumbuhan umumnya mengandung senyawa aktif dalam bentuk 

metabolit sekunder seperti flavonoid, tannin, alkaloid, dan triterpenoid (Lenny, 

2006). Dalam penelitian ini dilakukan untuk mengetahui secara kualitatif 

kandungan senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam ekstrak bekatul 

beras hitam. Pengujian yang dilakukan meliputi senyawa alkaloid, tannin, 

flavonoid, saponin, triterpenoid dan steroid.  Hasil uji fitokimia ekstrak bekatul 

beras hitam dapat diamati pada Tabel 4.4 
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Tabel 4.4 Hasil uji fitokimia ekstrak bekatul beras hitam 

Golongan Senyawa Aktif E3 

Alkaloid 

- Mayer 

- Dragendorff 

 

- 

Flavonoid - 

Steroid + 

Triterpenoid + 

Tanin - 

Saponin - 

Keterangan: + = terdapat senyawa 

 -  = tidak terdapat senyawa 

 

Hasil uji fitokimia pada ekstrak n-hekasana bekatul beras hitam 

mengandung senyawa triterpenoid dan steroid. Senyawa steroid ditandai dengan 

terbentuknya warna hijau kekuningan, sedangkan senyawa triterpenoid ditandai 

dengan terbentuknya cincin kecoklatan atau violet. Penambahan kloroform 

berfungsi untuk melarutkan senyawa steroid yang terkandung dalam sampel, 

sedangkan asam asetat anhidrat untuk membentuk gugus asetil (Alfiyaturrohmah, 

2013). Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Ulfa (2016) dan 

Jannah (2020) bahwa pengujian fitokimia ekstrak bekatul menghasilkan senyawa, 

steroid dan triterpenoid. Berikut dugaan reaksi yang terjadi pada senyawa steroid 

dan triterpenoid ditunjukkan pada Gambar 4.3.  
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Gambar 4.3 Dugaan reaksi yang terjadi pada senyawa steroid dan triterpenoid 

(Nugrahani, dkk., 2016) 

 

 Mekanisme terjadinya reaksi pada steroid dan triterpenoid dimulai dari 

pelepasan H2O dan penggabungan dengan karbokation. Reaksi ini diawali dengan 

proses asetilasi gugus hidroksil menggunakan asam asetat anhidrida. Gugus asetil 

merupakan gugus yang akan terlepas, sehingga terbentuk ikatan rangkap yang 

menjadi penyebab terjadinya perubahan warna. Serangan karbokation 

menyebabkan adisi elektrofilik, diikuti pelepasan hidrogen. Kemudian gugus 

hidrogen beserta elektronnya dilepas, akibatnya senyawa mengalami 

perpanjangan konjugasi yang memperlihatkan munculnya cincin kecoklatan untuk 

triterpenoid (Nugrahani, dkk., 2016).  Reaksi triterpenoid dengan pereaksi 

Liebermann menghasilkan cincin kecoklatan sedangkan steroid memberikan 

warna hijau. Hal ini didasari oleh kemampuan senyawa triterpenoid dan steroid 

membentuk warna oleh H2SO4 dalam pelarut asam asetat anhidrid. Perbedaan 
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warna yang dihasilkan oleh triterpenoid dan steroid disebabkan perbedaan gugus 

pada atom C-4 (Marliana & Saleh, 2011). Adapun perbedaan pada steroid dan 

triterpenoid secara struktural. Pada triterpenoid terdiri dari unit isoprena (C5H8) 

yang terusun dalam pola repetitif, sedangkan pada steroid terdiri dari 4 cincin 

karbon yang disusun dalam pola 1 siklopentana dan 3 sikloheksana (Heliawati, 

2018) 

 

4.6.  Identifikasi Menggunakan Spektrofotometer FTIR 

Hasil dari perlakuan yang terbaik pada uji toksisitas diidentifikasi dengan 

menggunakan spektrofotometer FTIR untuk mengetahui gugus fungsi yang 

terkandung di dalam masing-masing ekstrak bekatul beras hitam. Identifikasi 

dengan spektrofotometer FTIR dilakukan dengan membuat pellet KBr yaitu 

dengan cara menggerus serbuk KBr. Setelah itu dibuat pellet dengan dimasukan 

serbuk KBr yang telah digerus dalam tablet holder. Kemudian ditambahkan 

sedikit ekstrak pada pellet KBr. Hasil dari spektra FTIR n-heksana ditunjukkan 

pada Gambar 4.4 
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Gambar 4.4 Hasil spektra FTIR Ekstrak Bekatul Beras Hitam 

 

 Hasil analisis menggunakan spektrofotometer FTIR menunjukkan gugus 

fungsi yang terdapat pada ekstrak bekatul beras hitam (E3) memiliki serapan 

melebar pada 3007,78 cm
 -1

 yang diduga adalah serapan ulur dari gugus OH dan 

diperkuat vibrasi tekuk alkohol primer pada bilangan gelombang 1043,487 cm
 -1

.  

Serapan pada 2930,095 cm
 -1 

dan 2856,82 cm
 -1

 diduga CH3 dan CH2 alifatik. Hal 

ini diperkuat dengan adanya vibrasi 1464,965 cm
 -1

 dan 1376,804 cm
 -1

. 1712,57 

cm
-1 

merupakan serapan gugus C=O ulur. Bilangan gelombang 1464,96 cm
 -1

 

merupakan gugus C=C stretch yang didukung dengan adanya =C-H dengan 

bilangan gelombang 605,033 cm
 -1

. Gugus C=C aromatik ditunjukkan pada 

bilangan gelombang 1564,489 cm
 -1 

dan diperkuat dengan C-H sp
2 

bending 

aromatik pada bilangan gelombang 721,955 cm
 -1

. Hasil dari spektra FTIR n-

heksana dapat dilihat pada Tabel 4.5 
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Tabel 4.5 Interpretasi spektra FTIR ekstrak bekatul beras hitam 

Bilangan Gelombang (cm
 -1

) 

Gugus Fungsi Ekstrak n-

Heksana (E3) 
Pustaka 

3007,78 3500 – 3000
b
  OH stretching 

2930,095 3000 – 2800
a
  -CH3 Stretch asym 

2856,82 2870 – 2840
 a
 

 CH2 Stretching sym 

acyclic 

1712,577 1850 – 1550
a
 C=O stretch 

- 1690 – 1620
a
 C=C stretch 

1564,489 1625 – 1430
a
 C=C aromatic bending 

1464,965 1480 – 1440
a
 

 C-H pada CH3 

(bending) asym 

1376,804 1395 – 1365
a
 

 C-H pada CH3 

(bending) sym 

1248,070 1260-1180
 a
 C-O stretch 

1043,487 ~1050
a
 

Primary alkohol, C-O 

stretch 

- 900 – 650
a
 

C-H sp
2 

bending 

aromatik 

721,955 900 – 675
a
  =C-H bending 

Keterangan : a = Socrates, 1994, b = Lopez Velazquez, dkk., 2013 

 

 Hasil uji fitokimia pada bekatul beras hitam n-Heksana (E3) menghasilkan 

senyawa metabolit sekunder yang mengandung senyawa steroid dan triterpenoid. 

Dugaan adanya senyawa steroid dan triterpenoid ditunjukkan dengan adanya 

serapan pada gugus -OH, C=O, C-H, C=C, C-O, dan Geminal Dimetil. Hal ini 

diperkuat dengan literatur, menurut Madjid, dkk., (2020) sarapan khas senyawa 

steroid adanya –OH (3007,78 cm
-1

), CH (2930,095 cm
-1

), C=C (1564,489 cm
-1

), 

C-O (1248,070 cm
-1

) ,dan geminal dimetil pada bilangan gelombang (1464,96 cm
 

-1
 dan 1376,804 cm

-1
). Sedangkan serapan senyawa triterpenoid yaitu adanya 

gugus OH pada bilangan gelombang (3007,78 cm
-1

), gugus C=O (1712,577 cm
-1

), 

CH (2930,095 cm
-1

), C=C (1564,489 cm
-1

) dan geminal dimetil pada bilangan 

gelombang (1464,96 cm
 -1

 dan 1376,804 cm
-1

). 
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steroid adanya –OH (3007,78 cm
 -1

), CH2 (2930,095 cm
-1

), C=C aromatik 

(1564,489 cm
 -1

), C-O (1248,070 cm
 -1

) ,dan  -C(CH3)2  (1376,804 cm
 -1

). 

Sedangkan serapan senyawa triterpenoid yaitu adanya gugus OH pada bilangan 

gelombang (3007,78cm
 -1

), geminal dimetil pada bilangan gelombang (1464,96 

cm
 -1

 dan 1376,804cm
 -1

), gugus C=O (1712,577 cm
 -1

), dan C=C aromatic 

(1564,489 cm
 -1

).  

 

4.7.  Pembahasan Hasil Penelitian dalam Prespektif Islam 

Sains merupakan ilmu pengetahuan, dalam arti khusus sains mempunyai 

peran penting dalam kehidupan seorang muslim, ia disejajarkan dengan ilmu-ilmu 

keislaman yang lain. Selain itu, sains memiliki posisi sebagai alat untuk 

memahami al-Qur’an karena dapat meningkatan keimanan seseorang. Maka kita 

sebagai manusia hendaknya mempelajari sains dan melakukan penelitian karena 

dalam penelitian kita dapat mengetahui tanda-tanda kebesaran Allah Swt. 

Al-Qur’an menekankan tentang arti pentingnya membuat penelitian secara 

cermat terhadap fenomena alam untuk mendapatkan dan mengembangkan suatu 

ide. Sedangkan manusia diperintahkan untuk memikirkan apa saja yang ada di 

langit dan bumi. Penciptaan langit dan bumi yang telah sempurna beserta segala 

macam isinya, tidaklah sia-sia. Allah menciptakan segala yang ada di bumi 

dengan beraneka ragam, baik jenisnya maupun manfaatnya. Allah Swt. berfirman 

dalam Q.S Asy Syu’ara ayat 7: 

نَا فِيهَا مِنْ كُلِّ زَوْجٍ كَرِيٍ   أوَلَََْ يَ رَوْاْ إلَى الْاَرْضِ كَمْ أنَبَت ْ

Artinya:“Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, betapa banyak kami 

tumbuhkan di bumi itu berbagai macam pasangan (tumbuh-tumbuhan) 

yang baik?”( Q.S Asy Syu’ara (26):7)   
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 Menurut Quthb (2003) tumbuh-tumbuhan itu mulia dengan segala 

kehidupan yang ada di dalamnya yang bersumber dari Allah Yang Maha Mulia. 

Ungkapan ini mengisyaratkan kepada jiwa untuk menerima dan merespon ciptaan 

Allah dengan sikap yang memuliakan, memperhatikan, dan memperhitungkannya. 

Kandungan yang terdapat dalam ayat tersebut sesungguhnya berisi perintah 

kepada seluruh umat manusia untuk mengkaji berbagai macam ciptaan Allah 

khususnya tumbuhan secara lebih mendetail. Semakin dalam manusia mengkaji 

fenomena alam dan ciptaan Allah Swt. maka semakin terungkap pula keluasan, 

kompleksitas, keseimbangan, dan kesempurnaan-Nya (Rossidy, 2008). 

Berdasarkan firman Allah Swt. tersebut, jelas bahwa Allah Swt. 

menciptakan bumi yang di dalamnya terdapat berbagai macam tumbuhan, yang 

mana tumbuhan tersebut dapat dimanfaatkan oleh manusia sebagai obat. Salah 

satu tumbuhan tersebut adalah bekatul beras hitam yang merupakan hasil samping 

pengolahan padi. Setiap makhluk mengandung unsur-unsur dan membentuk 

senyawa-senyawa yang sesuai dengan manfaatnya. Bekatul beras hitam memiliki 

beberapa kandungan senyawa metabolit sekunder seperti steroid dan triterpenoid 

yang dapat digunakan dalam bidang farmatologi. Ekstrak n-heksana bekatul beras 

hitam dengan waktu ekstraksi 10, 20, dan 30 menit menunjukkan nilai LC50 

masing-masing sebesar 462,105 ppm; LC50 336,573 ppm dan LC50 295,907 ppm. 

Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak tersebut bersifat toksik terhadap larva udang 

Artemia salina. Menurut Meyer dkk., (1982) senyawa dengan nilai LC50 100 ppm 

– 500 ppm bersifat toksik sedang. Manusia harus dapat menguraikan fenomena 

dan masalah melalui pembuktian dari sudut pandang ilmiah maupun integrasinya 
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dengan Al-Qur’an. Pemanfaatan obat dari bekatul beras hitam sesuai firman Allah 

dalam Q.S Al-Furqan ayat 2: 

اً   ر ءََّي ُ  َي يَ يَّر ٍ  َيَ ءْ يَ ليقي ك لر   خي لءكي وي يًركٌ َيْ  لءم  يَ ليمء ريك نء ليه   ليَّا  وي  وي
ذء ليمء ريترخي ضي وي ءَ ي اوي تي وي لْء لءك   لسرمي   لرذيي ليه  م 

﴾٢ ﴿ 

Artinya:“Yang kepunyaan-Nya-lah kerajaan langit dan bumi, dan Dia tidak 

mempunyai anak, dan tidak ada sekutu bagiNya dalam kekuasaan(Nya), 

dan dia telah menciptakan segala sesuatu, dan Dia menetapkan ukuran-

ukurannya dengan serapi-rapinya” (Q.S al Furqan : 2) 

 

Menurut Shihab (2002) dalam Tafsir al-Mishbah, Firman Allah tersebut 

menjelaskan bahwa segala sesuatu dalam alam ini baik di langit maupun di bumi 

adalah makhluk-Nya. Dialah Penciptanya tidak ada Pencipta selain Dia tidak ada 

sekutu bagi-Nya yang patut disembah. Dia telah menciptakan segala sesuatu, dan 

Dia menetapkan ukuran-ukuran sesuai dengan makhluk-Nya. Kesesuaian yang 

mendatangkan hikmah-Nya tanpa ada kekurangan. Pada ayat tersebut juga 

terdapat kata qadar berarti mengukur, memberi kadar. Dalam penelitian ini, 

senyawa ekstrak n-heksana bekatul beras hitam memiliki ukuran kemampuan 

sebagai toksisitas yang disebut dengan nilai LC50. Nilai LC50 merupakan 

konsentrasi suatu zat yang menyebabkan kematian larva uji (udang) sebesar 50%. 

Penelitian ini menghasilkan nilai LC50 yang berpotensi sebagai pestisida. Menurut 

Carballo, dkk., (2002) menyatakan bahwa suatu ekstrak bahan alam berpotensi 

sebagai obat apabila memiliki LC50 uji toksisitas menggunakan metode BSLT 

bernilai kurang dari 1000 ppm. Menurut Oratmangun, dkk., (2014) parameter nilai 

LC50 200-1000 ppm berpotensi sebagai pestisida. Hal ini dinyatakan oleh Sudewi 

(2021) bahwa bekatul merupakan produk sampingan dari pengolahan hasil panen 

padi yang juga dapat dimanfaatkan sebagai herbisida nabati untuk penanganan 

gulma pada tanaman. 
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BAB V 

PENUTUP 

 

5.1  Kesimpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan: 

1. Hasil uji toksisitas bekatul beras hitam dengan variasi lama ekstraksi 

ultrasonik 10, 20, dan 30 menit masing-masing memiliki nilai LC50 462,105 

ppm; LC50 336,573 ppm dan LC50 295,907 ppm.  

2. Hasil yang diperoleh pada uji fitokimia pada ekstrak bekatul beras hitam 

yang terbaik mengandung steroid dan triterpenoid. Hasil juga diperkuat 

dengan FTIR menunjukkan adanya gugus OH, C=O, C-H, C=C, C-O, dan 

geminal dimetil. 

5.2  Saran 

Penelitian lebih lanjut disarankan menggunakan lup untuk menghitung larva 

yang kecil agar terlihat lebih jelas dan identifikasi lebih lanjut pada ekstrak 

bekatul beras hitam metode ultrasonik dapat menggunakan GC-MS, H-NMR 

bertujuan untuk mengetahui senyawa lebih jelas. Kemudian dilakukan uji aktivitas 

lain seperti antioksidan dan antibakteri sehingga dapat menambah informasi 

tentang manfaat lainnya dari bekatul beras hitam. 
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Lampiran 1 Rancangan Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 2  Skema Kerja 

L. 2.1 Preparasi Sampel 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sampel Bekatul Beras 

Hitam 

Preparasi 

Sampel 

Analisis Kadar Air 

Ekstraksi Ultrasonik 

Ekstak Kasar  Bekatul Beras Hitam 

Uji Toksisitas 

Uji Fitokimia 

Identifikasi dengan FTIR 

Bekatul Beras Hitam 

Hasil 

- ditimbang 200 gram bekatul 

- diayak 40 mesh 

- dibungkus dengan aluminium foil 

- diinkubasi selama 3 menit pada suhu 102°C  

- didinginkan pada suhu ruang 

- disimpan pada suhu 4°C 
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L. 2.2 Analisis Kadar Air 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sampel 

Hasil 

- Dipanaskan cawan porselen ke dalam oven pada suhu 105 °C 

selama ±15 menit 

- disimpan cawan porselen ke dalam desikator selama 10 menit 

- dibiarkan dingin dan ditimbang 

- dipanaskan kembali cawan porselen dalam oven 

- disimpan dalam desikator selama 10 menit 

- ditimbang sampai berat cawan porselen konstan 

- ditimbang 5 g bekatul beras hitam 

- dimasukkan dalam cawan porselen 

- dipanaskan ke dalam oven pada suhu 105 °C selama kurang 

lebih ±15 menit 

- disimpan dalam desikator selama 10 menit 

- ditimbang dan diulangi perlakuan hingga didapatkan berat yang 

konstan 

- dihitung kadar air sampel bekatul beras hitam menggunakan 

persamaan  

Kadar air = 
𝑏−𝑐

𝑏−𝑎
 𝑥 100 %  

Keterangan: a = berat cawan kosong  

           b = berat cawan + sampel sebelum    dikeringkan  

          c = berat cawan + sampel setelah dikeringkan. 
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- disaring dengan kertas saring Whatman 

residu filtrat 

Hasil 

L.2.3 Ekstraksi Ultrasonik Senyawa Metabolit Sekunder Bekatul Beras 

Hitam 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- dievaporasi masing masing ekstrak pada suhu 60
o
C 

- diulangi perlakuan sebanyak 3 kali 

- dihitung rendemen dari masing-masing ekstrak dengan persamaan 

: 

% rendemen = 𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝐸𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 x 100% 
 𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑆𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sampel 

- ditimbang sebanyak 5 g 

- dimasukkan ke dalam Erlenmeyer (E1, E2, E3, E4) 

- ditambah masing-masing setiap botol pelarut n-heksana 

sebanyak 25 mL dengan perbandingan bahan : pelarut yaitu 

1 : 5 

- dimasukkan ke dalam ekstraksi ultrasonik dengan frekuensi 

42 KHz pada suhu kamar denganvariasi lama ekstraksi 15, 

20, 25, dan 30 menit 

- diambil hasil ekstraksi dan diuapkan pelarutnya 

Hasil 
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L. 2. 4 Uji Toksisitas dengan Larva Udang 

2.4.1 Preparasi Larva Artemia salina L 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4.2 Uji Toksisitas  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Telur Artemia salina L 

Hasil 

- diambil 100 mg telur Artemia salina L. 

- direndam dalam wadah yang berisi air laut dibawah cahaya 

lampu 25 watt 

- ditunggu selama 48 jam 

Ekstrak Kasar ±100 mg 

Hasil 

- Dilarutkan dengan masing-masing pelarut sebanyak 100 mL 

- dipipet masing-masing larutan sebanyak 250, 500, 1000, 2500 

dan 5000 µL sehingga terbentuk larutan ekstrak dengan 

konsentrasi 25,50, 100, 250 dan 500 ppm 

- diuapkan masing-masing pelarutnya 

- ditambahkan sebanyak 100 µL dimetilsulfoksida (DMSO), 

setetes larutan ragi, 2 mL air laut dan di vortex 

- ditambahkan air laut sampai volumenya 10 mL 

- dimasukkan 10 ekor larva udang 

- diamati kematian larva udah setelah 24 jam 

- dilakukan pengulangan masing-masing  ekstrak sebanyak 

lima kali 
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L 2.5 Uji Fitokimia dengan Reagen 

2.5.1 Uji Flavanoid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5.2 Alkaloid 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

Ekstrak kasar 

Tabung 1 Tabung 2 

Hasil Hasil 

- ditimbang sebanyak 1mg dan dimasukkan 

dalam tabung reaksi 

- ditambahkan 0,5 mL HCl 2 %  

- dibagi menjadi 2 

 

- Ditambahkan 2-3 tetes 

reagen Dragendorf 

 

- Ditambahkan 2-3 

tetes reagen 

Meyer 

Hasil 

Ekstrak kasar 

Filtrat Residu 

- ditimbang sebanyak 1 mg dan dimasukkan 

ke dalam tabung reaksi 

- ditambahkan 3 mL metanol 

- dikocok 

- dipanaskan 

- dikocok 

- disaring 

 

- ditambahkan dengan serbuk magnesium sebanyak 0,1 gram dan 

2 tetes HCl 2 M 
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2.5.3 Tannin  

 

 

 

 

  

 

 

 

2.5.4 Saponin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5.5 Triterpenoid dan Steroid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekstrak kasar 

Hasil 

- ditimbang sebanyak 1 m g dan dimasukkan ke dalam tabung 

reaksi  

- Ditambahkan 2-3 tetes FeCl3 1% 

-  

Ekstrak kasar 

Hasil 

- ditimbang sebanyak 1 mg dan dimasukkan dalam tabung reaksi 

- ditambahkan 1 mL air 

- dikocok selama 1 menit 

- ditambahkan dengan 2-3 tetes HCl 1N jika menimbulkan busa  

- diamati lama waktu menghilangnya busa 

Ekstrak Kasar 

Hasil 

- ditimbang sebanyak  1 mg dimasukkan ke dalam tabung reaksi 

- dilarutkan dengan kloroform dan 0,5 mL asam asetat anhidrat 

- ditambahkan H2SO4 pekat sebanyak 1-2 mL melalui dinding 

tabung 
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L. 2.6 Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder Bekatul Beras Hitam 

dengan Spektrofotometer FTIR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekstrak kasar 

Hasil 

- diteteskan ekstrak pada pellet KBr 

- dikeringkan 

- dianalisis dengan menggunakan spektrofotometer FTIR 

tipe FT 1000 
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Lampiran 3 Perhitungan dan Pembuatan Reagen dan Larutan 

L.3.1 Pembuatan Reagen Dragendorff 

larutan 1 : sebanyak 8 g KI dilarutkan 20 mL aquades.  

larutan 2 : 0,6 gr Bi(NH3)3.5H2O dalam 2 mL HCl pekat dan 10 mL aquades 

Larutan I reagen Dragendorff dapat dibuat dengan melarutkan 0,6 gr 

Bi(NH3)3.5H2O ke dalam 2 mL HCl pekat dan 10 mL aquades. Sedangkan larutan 

II dapat dibuat dengan melarutkan 6 gr KI dalam 10 mL aquades (Wagner,2001). 

 

L.3.2 Pembuatan Reagen Meyer 

Prosedur pembuatannya dengan ditimbang HgCl2 1,358 gram kemudian  

ditambahkan aquades sebanyak 60 mL dan dimasukkan ke dalam gelas beker (I).  

Selanjutnya ditimbang 5 gram KI kemudian ditambahkan aquades sebanyak 10 

mL dan dimasukkan ke dalam gelas beker (II). Selanjutnya larutan I dimasukkan 

dalam larutan II dan diencerkan menggunakan labu ukur hingga volumenya tepat 

100 mL menggunakan aquades (Manan,2006). 

 

L.3.3 Pembuatan Larutan HCl  2% 

 mL x V1 = M2 x V2 

 37% x V1  = 2% x 10 mL 

 V1   = 0,54 mL  

   ~ 0,5 mL 

Cara pembuatannya adalah diambil larutan HCl pekat 37% sebanyak 0,5 

mL menggunakan pipet ukur  1 mL  dan pengambilannya diakukan dalam lemari 

asam, kemudian larutan tersebut dimasukkan dalam labu ukur 10 mL yang telah 

berisi  ± 5 mL aquades. Selanjutnya ditambahkan aquades sampai tanda batas dan 

dihomogenkan. 

 

L.3.4 Pembuatan Larutan HCl 1N 

- Bj HCl pekat  = 1,19 g/mL = 1190 g/L 

- Konsentrasi HCl (b/b) = 37% 

- BM HCl   = 36,42 g/mol 

- n    = 1 (jumlah mol H
+
) 
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- Normalitas HCl  = n × Molaritas HCl 

= 1 ×  
37% ×𝐵𝑗 𝐻𝐶𝑙

𝐵𝑀 𝐻𝐶𝑙 𝑝𝑒𝑘𝑎𝑡
 

= 
37% ×1190 𝑔/𝐿

36,42 𝑔/𝑚𝑜𝑙
 = 12,09 N ~ 12,1 mol/L 

M1 × V1  = M2 × V2 

12,1 M × V1 = 1 M × 100 mL 

V1  = 8,26 mL ~ 8,3 mL 

Pembuatan larutannya adalah dipipet 8,3 mL HCl pekat 37% dimasukkan ke 

dalam labu ukur 100 mL yang telah berisi 50 mL aquades dan ditandabataskan 

serta dihomogenkan. 

 

L.3.6 Pembuatan Larutan HCl 2 M 

M1 x V1 = M2 x V2 

12,1 M x V1 = 2M x 100 mL 

V1  = 16,53 mL 

Cara pembuatannya adalah dipipet HCl pekat 37 % sebanyak 16,53 mL 

menggunakan pipet ukur 100 mL, kemudian larutan di masukkan ke dalam labu 

ukur 100 mL yang telah berisi 50 mL aquades. Selanjutnya ditambahkan aquades 

sampai tanda batas dan dihomogenkan 

 

L.3.7 Pembuatan Larutan Metanol 50% 

Pembuatan Metanol 50%  

M1.V1  = M2.V2  

99,8% . V1 = 50% . 10 mL  

V1  = 5 mL 

Metanol 50% dibuat dengan cara memasukkan 5 mL metanol 99,8% ke dalam 

labu ukur 10 mL yang berisi 5 mL aquades kemudian ditanda bataskan lalu 

dihomogenkan. 

 

 

 

 



 

 

66 

 

L.3.8 Pembuatan Larutan FeCl3 1% 

FeCl3 1%  =  
 𝑔 𝑡𝑒𝑟𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡

 𝑔 𝑡𝑒𝑟𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡 +𝑔 𝑝𝑒𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡 
 𝑥 100 % 

1 %  =  
1 𝑔

1 𝑔+𝑔 𝑝𝑒𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡
 𝑥 100 % 

   1 g + g pelarut = 
1 𝑔

1  %
 𝑥 100 % 

g pelarut          = 100 g- 1 g = 99 g 

volume pelarut = 
 𝑔 𝑝𝑒𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡

𝐵𝐽 𝑝𝑒𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡
 = 

 99 𝑔

1 𝑔/𝑚𝑙
 = 99 mL 

Cara pembuatannya adalah ditimbang serbuk FeCl3.6H2O sebanyak 1 gram 

menggunakan neraca analitik dan dimasukkan ke dalam beaker glass 100 mL.  

Kemudian ditambahkan aquades sebanyak ± 50 mL untuk melarutkan serbuk 

tersebut dengan bantuan pengadukan. Selanjutnya larutan tersebut dimasukkan 

dalam labu ukur 100 mL, kemudian ditambahkan aquades sampai tanda batas dan 

dikocok hingga homogen 

 

L.3.8 Pembuatan Larutan Stok 10000 ppm Ektrak Bekatul Beras Hitam 

 Ppm  = 
 𝑚𝑔

 𝐿
  

mg  = ppm x L 

   = 10.000 mg/L x 0,01L 

  = 100 mg 

Jadi, pembuatan larutan stok 10.000 ppm dilakukan dengan melarutkan 

sebanyak 100 mg sampel ekstrak kasar ke dalam 10 mL pelarut n-heksana 

 

L.3.8.1 Pembuatan Larutan Ekstrak 25 ppm 

 V1 x M1    = V2 x M2 

 V1 x 10000 ppm  = 10
 
mL x 25 ppm 

 V1    = 
250  mL.ppm

10000 𝑝𝑝𝑚
   

V1     = 0,025 mL = 25 µL 

Jadi, pembuatan larutan ekstrak 25 ppm dilakukan dengan melarutkan 

sebanyak 25 µL dalam 10 mL air laut. 
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L.3.8.2 Pembuatan Larutan Ekstrak 50 ppm 

V1 x M1    = V2 x M2 

 V1 x 10000 ppm  = 10 mL x 50 ppm 

 V1      = 
500  mL.ppm

10000 𝑝𝑝𝑚
   

V1     = 0,05
 
mL = 50 µL 

Jadi, pembuatan larutan ekstrak 50 ppm dilakukan dengan melarutkan 

sebanyak 50 µL dalam 10 mL air laut. 

 

L.3.8.3 Pembuatan Larutan Ekstrak 100 ppm 

V1 x M1    = V2 x M2 

 V1 x 10000 ppm  = 10 mL x 100 ppm 

 V1    = 
1000 mL.ppm

1000 𝑝𝑝𝑚
   

V1    = 0,1 mL = 100 µL 

 Jadi, pembuatan larutan ekstrak 100 ppm dilaukan dengan melarutkan 

sebanyak 100 µL dalam 10 mL air laut. 

 

L.3.8.4 Pembuatan Larutan Ekstrak 250 ppm 

V1 x M1   = V2 x M2 

 V1 x 100 ppm  = 10 mL x 250 ppm 

 V1     = 
2500 mL.ppm

1000 𝑝𝑝𝑚
   

V1    = 2,5 mL = 2500 µL 

 Jadi, pembuatan larutan ekstrak 250 ppm dilaukan dengan melarutkan 

sebanyak 2500 µL dalam 10 mL air laut. 

L.3.8.5 Pembuatan Larutan Ekstrak 500 ppm 

V1 x M1   = V2 x M2 

 V1 x 100 ppm  = 10
 
mL x 500 ppm 

 V1     = 
5000 mL.ppm

10000 𝑝𝑝𝑚
   

V1    = 5
 
 mL = 5000 µL 

 Jadi, pembuatan larutan ekstrak 500 ppm dilakukan dengan melarutkan 

sebanyak 500 µL dalam 10 mL air laut. 
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Lampiran 4 Data Pengamatan dan Hasil Perhitungan 

L.4.1 Penentuan Kadar Air Bekatul Beras Hitam 

L.4.1.1 Data Berat Cawan Kosong 

 

      Ulangan 

Berat cawan kosong 

Cawan 1 Cawan 2 Cawan 3 

Ulangan 1 71,0956 73,3917 56,8823 

Ulangan 2 71,0955 73,3910 56,8822 

Ulangan 3 71,0949 73,3912 56,8823 

 

L.4.1.2 Data Berat Cawan + Sampel 

 

      Ulangan 

Berat cawan kosong (gr) + bekatul sebelum dioven 

Cawan 1 Cawan 2 Cawan 3 

Ulangan 1 76,0956 78,3917 61,8823 

Ulangan 2 75,7489 78,0475 61,5384 

Ulangan 3 75,6877 77,9934 61,4757 

Ulangan Berat cawan kosong (gr) + bekatul setelah dioven 

 Ulangan 1 75,7160 78,0155 61,5100 

Ulangan 2 75,6504 77,9548 61,4376 

Ulangan 3 75,6470 77,9452 61,4256 

 

1. Kadar air sampel pada cawan C1 

Kadar air =  
 (berat cawan+sampel sebelum dioven)−(berat cawan+sampel setelah dioven)

(berat cawan+sampel sebelum dioven)−(berat cawan+kosong)
 x 100 % 

= 
 75,7489 g −75,6504 g

75,7489 𝑔−71,0955 𝑔
 x 100 % 

= 3,083 % 

 

2. Kadar air sampel pada cawan C2 

Kadar air =  
 (berat cawan+sampel sebelum dioven)−(berat cawan+sampel setelah dioven)

(berat cawan+sampel sebelum dioven)−(berat cawan+kosong)
 x  100 % 

= 
 78,0475 g −77,9548 g

78,0475 𝑔−73,3910  𝑔
 x 100 % = 1,978 % 

 

3. Kadar air sampel pada cawan C3 

Kadar air =  
 (berat cawan+sampel sebelum dioven)−(berat cawan+sampel setelah dioven)

(berat cawan+sampel sebelum dioven)−(berat cawan+kosong)
 x  100% 

 = 
 61,5384 g −61,4376 g

61,5384 𝑔−56,8822 𝑔
 x 100 % = 2.163% 
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Kadar air rata-rata  = 
 3,083%+1.978%+2.163%

3
  

             =
 7,224%

3
 

             = 2,408% 

 

L.4.3 Perhitungan Rendeman Ekstraksi Ultrasonik Bekatul Beras Hitam 

L.4.3.1 Data Hasil Ekstraksi Ultrasonik Bekatul Beras Hitam 

Variasi waktu 

(menit) 

Warna Ekstrak Ekstrak Kasar 

(g) 

Rendemen (%) 

10 Hijau tua  2,7029 9,010 

20 Hijau tua pekat 3,2256 10,752 

30 Hijau tua pekat 3, 3068 11, 023 

 

1. Hasil Rendemen Ekstrak Bekatul Beras Hitam waktu 10 menit 

% 𝑟𝑒𝑛𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛 =  
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑟𝑎𝑘 𝑝𝑒𝑘𝑎𝑡 (𝑔)

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 (𝑔)
 𝑥 100% 

=   
2,7029 𝑔

30 g
 𝑥 100 % 

= 9.010% 

2. Hasil Rendemen Ekstrak Bekatul Beras Hitam waktu 20 menit 

% 𝑟𝑒𝑛𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛 =  
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑟𝑎𝑘 𝑝𝑒𝑘𝑎𝑡 (𝑔)

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 (𝑔)
 𝑥 100% 

=   
3,2256 𝑔

30 g
 𝑥 100 % 

= 10,752% 

3. Hasil Rendemen Ekstrak Bekatul Beras Hitam waktu 30 menit 

% 𝑟𝑒𝑛𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛 =  
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑟𝑎𝑘 𝑝𝑒𝑘𝑎𝑡 (𝑔)

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 (𝑔)
 𝑥 100% 

=   
3,3068 𝑔

30 g
 𝑥 100 % 

= 11, 023% 
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L.4.4 Hasil Uji Toksisitas Bekatul Beras Hitam 

% 𝑚𝑜𝑟𝑡𝑎𝑙𝑖𝑡𝑎𝑠 =  
𝐾𝑒𝑚𝑎𝑡𝑖𝑎𝑛

𝑗𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑙𝑎𝑟𝑣𝑎 𝑢𝑗𝑖 ( 10 𝑒𝑘𝑜𝑟)
 𝑥 100%  

Mortalitas  = % Mortalitas x Jumlah keseluruhan larva (50)  

 

 

1. Perhitungan pada konsentrasi 25 ppm (E1) 

% 𝑚𝑜𝑟𝑡𝑎𝑙𝑖𝑡𝑎𝑠 =  
𝐾𝑒𝑚𝑎𝑡𝑖𝑎𝑛

𝑗𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑙𝑎𝑟𝑣𝑎 𝑢𝑗𝑖 ( 10 𝑒𝑘𝑜𝑟)
 𝑥 100%  

   = 
1

10
 x 100%  

    =10% 

Mortalitas  = % Mortalitas x Jumlah keseluruhan larva (50) 

    = 10% x 50 

   =  5 

 

2. Perhitungan pada konsentrasi 50 ppm (E2) 

% 𝑚𝑜𝑟𝑡𝑎𝑙𝑖𝑡𝑎𝑠 =  
𝐾𝑒𝑚𝑎𝑡𝑖𝑎𝑛

𝑗𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑙𝑎𝑟𝑣𝑎 𝑢𝑗𝑖 ( 10 𝑒𝑘𝑜𝑟)
 𝑥 100%  

   = 
3

10
 x 100%  

    = 30% 

Mortalitas  = % Mortalitas x Jumlah keseluruhan larva (50) 

    = 30% x 50 

   =  15 

 

3. Perhitungan pada konsentrasi 100 ppm (E3) 

% 𝑚𝑜𝑟𝑡𝑎𝑙𝑖𝑡𝑎𝑠 =  
𝐾𝑒𝑚𝑎𝑡𝑖𝑎𝑛

𝑗𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑙𝑎𝑟𝑣𝑎 𝑢𝑗𝑖 ( 10 𝑒𝑘𝑜𝑟)
 𝑥 100%  

   = 
4

10
 x 100%  

    = 40% 

Mortalitas  = % Mortalitas x Jumlah keseluruhan larva (50) 

    = 40% x 50 

   =  20 
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L.4.4.1 Hasil Uji Toksisitas Ekstrak n-Heksana Bekatul Beras Hitam Selama 

10 menit (E1) 

 

 

 

  Standard 

Error 

95.0% Fiducial CI 

Percent Percentile Lower Upper 

50 462.105 45.8154 378.739 565.436 

 

 

 

Konsentrasi 

(ppm) 

Jumlah Larva yang Mati 

(ekor) 

modus % 

mortalitas 

mortalitas 

I II III IV V 

0* 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 

25 1 1 1 1 2 1 10 5 

50 1 2 2 2 3 2 20 10 

100 3 3 4 3 4 3 30 15 

250 4 5 5 4 4 4 40 20 

500 6 7 6 5 6 6 60 30 

1000 7 8 8 8 7 7 70 40 



 

 

72 

L.4.4.2 Hasil Uji Toksisitas Ekstrak n-Heksana Bekatul Beras Hitam Selama 

20 menit (E3) 

 
Table of Percentiles 

  Standard 

Error 

95.0% Fiducial CI 

Percent Percentile Lower Upper 

50 336.573 48.1792 241.734 439.558 

 

 

 

Konsentrasi 

(ppm) 

Jumlah Larva yang Mati (ekor) modus % 

mortalitas 

mortalitas 

I II III IV V 

0* 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 

25 1 2 2 1 2 2 20 10 

50 2 3 2 3 3 3 30 15 

100 5 4 3 4 4 4 40 20 

250 5 7 5 6 5 5 50 25 

500 7 8 7 7 8 7 70 35 

1000 8 9 8 10 8 8 80 40 
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L.4.4.3 Hasil Uji Toksisitas Ekstrak n-Heksana Bekatul Beras Hitam Selama 

30 menit (E3) 

 
 

  Standard 

Error 

95.0% Fiducial CI 

Percent Percentile Lower Upper 

50 295.907 38.5163 220.019 376.451 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Konsentrasi 

(ppm) 

Jumlah Larva yang Mati (ekor) modus % 

mortalitas 

mortalitas 

I II III IV V 

0* 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 

25 2 1 2 1 2 2 20 10 

50 4 3 3 4 3 3 30 15 

100 5 4 5 4 4 4 40 20 

250 5 6 5 7 5 5 50 25 

500 8 7 8 7 7 7 70 35 

1000 10 9 9 10 9 9 90 45 
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Lampiran 5 Dokumentasi Penelitian 

L.5.1 Uji Gravimetri 

 
Penimbangan Cawan Kosong 

 
Pengovenan cawan 

 
Pendinginan cawan dalam desikator 

 
Penimbangan serbuk+cawan konstan 

 
Pengovenan cawan+ serbuk 

 
Pendinginan cawan+serbuk dalam 

desikator 

 

L.5.2 Ekstraksi Ultrasonik Bekatul Beras Hitam 

 
Penimbangan sampel 

 
Proses ekstraksi 
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Penyaringan filtrat dengan ampas 

 
Hasil filtrat 

 
Penguapan dengan rotary evaporator 

 
Hasil ekstrak bekatul beras hitam 

 

L.5.3 Uji Toksisitas 

 
Penetasan larva udang 

 
Pembuatan larutan stok 

 
Penguapan pelarut 

 
Pembuatan larutan ragi roti 

 
Vortex botol vial 

 
Penambahan larva udang 
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L.5.4 Identifikasi menggunakan Spektrofotometer FTIR 

   

 

L.5.5 Uji Fitokimia 

 

L.5.5.1 Uji Steroid dan triterpenoid 

 
Triterpenoid dan Steroid 

 

L.5.5.2 Uji Alkaloid 

 
Reagen Meyer 

 
Reagen Dragendorf 

 

L.5.5.3 Uji Tannin 
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L.5.5.4 Uji Flavonoid 

 
 

L.5.5.5 Uji Saponin 

 
 


