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ABSTRAK

Khasanah, Ista’inul. 2023. Pengaruh Variasi Konsentrasi Etanol Terhadap
Kadar Total Fenolik dan Aktivitas Antioksidan Ekstrak Bekatul.
Proposal. 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 Merah (Oryza nivara L.), Bekatul Beras Putih
(Oryza sativa L.), Sonikasi, Antioksidan, Senyawa Fenolik

Bekatul merupakan limbah proses penggilingan padi yang kaya akan
senyawa aktif bermanfaat. Salah satunya adalah senyawa fenolik. Senyawa
fenolik pada bekatul termasuk salah satu senyawa utama antioksidan. Tujuan
dar1 penelitian in1 adalah untuk mengetahui aktivitas antioksidan dan kadar total
fenolik dar1 ekstrak etanol bekatul beras merah (Oryza nivara L.) dan bekatul
beras putih (Oryza sativa L.).

Senyawa fenolik pada bahan alam diperoleh melalui proses ekstraksi.
Metode ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini adalah sonikasi dengan
waktu ekstraksi selama 20 menit pada dua variasi jenis bekatul, yaitu bekatul
beras merah (Oryza nivara L.) dan bekatul beras putih (Oryza sativa L.)
menggunakan pelarut etanol dengan dua variasi konsentrasi, yaitu 70% dan
96%. Kemudian, ekstrak yang diperoleh dilakukan uji kadar total fenolik
menggunakan metode Folin-Ciocalteu. Dilanjutkan dengan uji aktivitas
antioksidan menggunakan metode DPPH. Kemudian, dilakukan uji korelasi
kadar total fenolik dengan nilai ICso yang diperoleh. Selanjutnya, data yang
diperoleh akan dianalisis menggunakan two way ANOVA.

Hasil penelitian in1 menunjukkan bahwa perlakuan terbaik ekstraksi
bekatul beras merah menggunakan etanol 70% memiliki kadar total fenolik
15,88 mg GAE/g dan aktivitas antioksidan dengan nilai ICso 14,29 ppm. Hasil
uji korelasi yang dilakukan berdasarkan perbedaan konsentrasi pelarut pada
penelitin 1m1 adalah sama, yaitu -0,985. Nilai korelasi tersebut menunjukkan
bahwa berdasarkan perbedaan konsentrasi pelarut diperoleh hasil tidak terdapat
perbedaan keeratan hubungan antara ICsp dengan kadar total fenolik pada
ekstrak bekatul. Keeratan hubungan antar variabelnya adalah sangat kuat dan
arah hubungannya berbanding terbalik.

X1V



ABSTRACT

Khasanah, Ista’inul. 2023. Effect of Variation of Ethanol Concentration on
Total Phenolic Content and Antioxidant Activity of Rice Bran
Extract. Proposal. Chemistry Study Program, Faculty of Science and
Technology, Maulana Malik Ibrahim State Islamic University Malang.
Supervisor I: Dr. Akyunul Jannah, S. Si, M. P. Supervisor II: Lulu’atul
Hamidatu Ulya, M.Sc.

Key word: Red Rice Bran (Oryza nivara L.), White Rice Bran (Oryza sativa

L.), Sonication, Antioxidant, Phenolic Compounds

Rice bran is a waste of rice milling process which is rich in beneficial
active compounds. One of them 1s phenolic compounds. Phenolic compounds in
rice bran are one of the main antioxidant compounds. The purpose of this study
was to determine the antioxidant activity and total phenolic content of the
ethanol extracts of red rice bran (Oryza nivara L.) and white rice bran (Oryza
sativa L.).

Phenolic compounds in natural products are obtained through an
extraction process. The extraction method used in this study was sonication
with an extraction time of 20 minutes on two variations of bran, namely red rice
bran (Oryza nivara L.) and white rice bran (Oryza sativa L.) using ethanol
solvent with two concentration variations, namely 70% and 96%. Then, the
extract obtained was tested for total phenolic levels using the Folin-Ciocalteu
method. Followed by testing the antioxidant activity using the DPPH method.
Then, a correlation test of total phenolic content with the ICsp value was carried
out. Furthermore, the data obtained will be analyzed using rwo way ANOVA.

The result of this study showed that the best treatment for red rice bran
extraction using 70% ethanol had a total phenolic content of 15,88 mg GAE/g
and antioxidant activity with an ICsp value of 14,29 ppm. The results of the ICso
correlation test with total phenolic content which was carried out based on
differences in solvent concentration in this study were the sae, namely -0,985.
This correlation value shows that based on differences in solvent concentration,
the results obtained shoed that there was no difference in the closeness of the
relationship between ICsp and total phenolic content in rice bran extract. The
close relationship between the variable is very strong and the direction of the
relationship is inversely proportional.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Bekatul merupakan produk samping hasil penggilingan padi yang masih
mengandung senyawa bioaktif dan nutrisi (Sapwarobol et al., 2021). Produksi
padi di Indonesia setiap tahunnya mencapai angka sekitar 75,39 juta ton.
Sehingga, jumlah dari bekatul setiap tahunnya adalah sekitar 6-7,5 juta ton di
Indonesia (Mairiza et al., 2022). Bekatul bermanfaat sebagai antihipertensi,
anti-inflamasi, meningkatkan fungsi usus, mengurangi hiperglikemia,
antioksidan, antidiabetes, efek penurunan lipid, dan antikanker. Bekatul
mengandung 50% karbohidrat (terutama pati), 20% lemak, 15% protein, dan
15% serat. Bekatul mengandung senyawa bioaktif sumber antioksidan, seperti
senyawa Yy-oryzanol, tokoferol, polifenol, dan flavonoid serta peptida
(Sapwarobol et al., 2021).

Antioksidan berfungsi untuk menangkal radikal bebas dengan cara
menghambat proses oksidasi. Salah satu bentuk radikal bebas adalah ROS
(Reactive Oxygen Species). Berdasarkan sumbernya, antioksidan dibagi
menjadi dua, yaitu antioksidan alami dan sintetik. Antioksidan sintetik
merupakan molekul dari berbagai struktur kimia yang diproduksi oleh para
ahli dalam industri. Sedangkan antioksidan alami dihasilkan oleh organisme

hidup, seperti mikroorganisme, jamur, tumbuhan, dan hewan (Stoia & Oancea,

2022). Allah Swt. berfirman dalam Al-Qur’an surah Al-An’am ayat 95:

_E’}*-
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2
Artinya: “Sesungguhnya Allah menumbuhkan butir (padi-padian) dan biji
(kurma). Dia mengeluarkan yang hidup dari yang mati dan mengeluarkan
vang mati dari yang hidup. (Yang memiliki sifat-sifat) demikian ialah Allah,
maka mengapa kamu masih berpaling? " (Qs. Al-An’am ayat 95).

Surah Al-An’am ayat 95 menjelaskan bahwa alam dalam perspektif
[slam adalah tanda “keberadaan™ Allah. Manusia sebagai khalifah Allah,
bertanggung jawab dalam hal kelestarian dan kerusakan alam (Rosdialena,
2018). Fakhr al-Din al-Razi (1999) dalam tafsir Mafatihul Ghayb menjelaskan
dalam surah Al-An’am ayat 95, tumbuh-tumbuhan dikategorikan menjadi dua,
yaitu biji dalam buah-buahan, seperti biji kurma, biji buah persik, dan lain-
lain. Dan tumbuhan yang berbutir, seperti gandum, padi, dan lain-lain. Banyak
cara yang bisa dilakukan untuk melestarikan alam. Memanfaatkan apa yang
ada di alam secara optimal juga termasuk salah satu cara melestarikan alam.
Dengan cara mengolah sumber daya alam secara optimal akan meminimalisir
jumlah limbah yang dapat berkontribusi menjadi salah satu penyebab
kerusakan alam. Salah satu contoh upaya pengoptimalan sumber daya alam
adalah dengan berupaya mengoptimalkan pengolahan limbah padi atau
bekatul. Salah satu manfaat dari bekatul adalah sebagai antioksidan.

Golongan senyawa antioksidan alami terbesar pada tumbuhan adalah
senyawa fenolik (Dhurhania & Novianto, 2019). Senyawa fenolik memiliki
hubungan kuat dengan antioksidan karena senyawa fenolik dapat menjadi
pereduksi yang mendonorkan atom hidrogen pada radikal bebas (Permatasari
et al., 2020). Pang et al (2018) melaporkan kadar total fenolik hasil ekstraksi

maserasi dari bekatul beras merah rata-rata 0,405 mg GAE/g dan dari bekatul

beras putih adalah 0,116 mg GAE/g. Kemudian Shao et al (2014) melaporkan
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bahwa kadar total fenolik hasil ekstraksi maserasi dari bekatul beras merah
1,657 mg GAE/g dan dari bekatul beras putih adalah 0,303 mg GAE/g. Dan
berdasarkan penelitian Widarta et al (2013) diperoleh kadar total fenolik hasil
ekstraksi maserasi dari bekatul beras merah 3,01 mg GAE/g dan dari bekatul
beras putih adalah 2,00 mg GAE/g.

Senyawa antioksidan dapat diuji menggunakan beberapa metode, salah
satunya adalah metode DPPH. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) merupakan
radikal bebas yang berwarna biru tua cenderung pekat. Pada metode in1, DPPH
akan menerima atom hidrogen dari senyawa antioksidan. Metode DPPH relatif
murah, efektif, efisien, dan memiliki sensitivitas yang baik terhadap
spektrofotometer UV-Vis (Hikmawanti et al., 2021). Ulfa (2016) melaporkan
bahwa uji antioksidan ekstrak bekatul beras putih menggunakan metode DPPH
memperoleh hasil aktivitas antioksidan tertinggi, vyaitu 61,17% pada
konsentrasi uji optimum 800 ppm. Kemudian, Ulyah (2019) menunjukkan
hasil aktivitas antioksidan tertinggi ekstrak bekatul beras putih, yaitu 81,83%
pada konsentrasi uj1 optimum 800 ppm. Senyawa antioksidan alami dapat
diperoleh melalui tahap ekstraksi.

Metode yang digunakan untuk ekstraksi senyawa bioaktif pada
penelitian ini adalah metode Ultrasonic-Assisted Extraction (UAE) atau
metode sonikasi. Metode ekstraksi sonikasi menggunakan gelombang
ultrasonik dan pelarut untuk mengekstrak senyawa target dari berbagai matriks
tanaman. Ultrasonik merupakan gelombang mekanik dengan rentang frekuensi
(> 20 kHz) lebih tinggi dari rentang frekuensi pendengaran manusia (20 Hz

hingga 20 kHz) (Kumar ef al., 2021). Kelebihan dari metode sonikasi adalah
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dapat menghasilkan efek kavitasi yang dapat memecahkan dinding sel,
memperkecil ukuran partikel dan meningkatkan laju reaksi melalui transfer
massa dinding sel tanpa menyebabkan perubahan struktur dan fungsi ekstrak
(Wen et al., 2018), ekstrak lebih banyak dengan waktu yang lebih singkat dan
pelarut yang lebih sedikit. Sehingga akan diperoleh hasil ekstrak yang lebih
baik dengan cara yang lebih ekonomis (Egues et al., 2021).

Ghasemzadeh et al (2015) menunjukkan bahwa bekatul beras putih dari
Malaysia yang diekstrak menggunakan metode sonikasi memiliki aktivitas
antioksidan (68,05%) lebih tinggi dibandingkan menggunakan metode
maserasi (57,33% ). Kemudian, Sharma dan Bhat (2021) menunjukkan bahwa
aktivitas antioksidan ekstrak kulit labu menggunakan metode sonikasi (88,32
hingga 93,53 %) lebih tinggi dibandingkan metode konvensional (50,61
hingga 57,79%). Dan Hong et al (2021) melaporkan bahwa aktivitas
antioksidan ekstrak apel menggunakan metode sonikasi (80,26% ) lebih tinggi
dibandingkan menggunakan metode enzimatis (73,99% ). Kemudian, beberapa
penelitian terdahulu memperoleh hasil aktivitas antioksidan yang tinggi pada
waktu ekstraksi sonikasi yang optimum, yaitu 20 menit, seperti Surin et al
(2020) melaporkan bahwa nilai ICso ekstrak bekatul beras merah adalah 1,09
mg/mL, Sekarsari et al (2019) menyatakan hasil antioksidan tertinggi ekstrak
daun jambu biji 86,37%, dan Handayani & Sriherfyna (2016) menunjukkan
bahwa antioksidan tertinggi ekstrak daun sirsak 78,14%. Berdasarkan prinsip
ekstraks: “like dissolves like” maka pemilihan pelarut akan mempengaruhi

hasil ekstraksi (Pongkasamepornkul et al., 2022).
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Beberapa pelarut yang biasa digunakan untuk ekstraksi, yaitu metanol,
aseton, dan etanol. Namun, etanol lebih aman untuk digunakan karena
toksisitasnya dan efektivitas biaya yang lebih rendah (Pongkasamepornkul et
al., 2022), lebih ramah Ilingkungan daripada alkohol murni dan aman
digunakan sebagai pelarut ekstraksi untuk keperluan makanan dan pengobatan
alami. Pelarut etanol merupakan pelarut yang sangat polar karena memiliki
gugus hidroksil ("OH) (Azhar er al., 2022). Hikmawanti et al (2021)
menunjukkan hasil bahwa kemampuan antioksidan ekstrak daun katuk dengan
variasi konsentrasi uji 20, 40, 60, 80, dan 100 ppm menggunakan pelarut
etanol 70% ( ICso 90,04 ppm) lebih kuat dibandingkan menggunakan etanol 96
% ( ICso 95,73 ppm). Amanda & Raharjo (2022) menyatakan bahwa
kemampuan antioksidan ekstrak selada air dengan variasi konsentrasi uji 250,
300, 350, dan 400 ppm menggunakan pelarut etanol 70% (ICso 190,892 ppm)
lebih kuat dibandingkan menggunakan etanol 96% (ICso 613,776 ppm).
Namun, Islamiyati & Saputri (2018) melaporkan bahwa kemampuan
antioksidan ekstrak daun salam dengan variasi konsentrasi uji 10, 20, 30, 40,
dan 50 ppm menggunakan pelarut etanol 96% (ICso 49,36 ppm) lebih kuat
dibandingkan menggunakan etanol 70% (ICso 54,49 ppm). Dan Susiloningrum
& Sar1 (2021) melaporkan bahwa kemampuan antioksidan ekstrak temu
mangga dengan variasi konsentrasi uji 100, 200, 300, 400, dan 500 ppm
menggunakan pelarut etanol 96% (1Cso 75,06 ppm) lebih kuat dibandingkan
menggunakan etanol 70% (ICso 88,51 ppm).
Berdasarkan latar belakang tentang manfaat senyawa bioaktif pada

bekatul dan perbedaan hasil aktivitas antioksidan yang diperoleh peneliti
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terdahulu ketika menggunakan konsentrasi pelarut yang berbeda maka peneliti
ingin menguji pengaruh variasi konsentrasi pelarut etanol dan jenis bekatul
terhadap aktivitas antioksidan ekstrak bekatul dan dioptimalkan dengan
melakukan uji penentuan kadar total fenolik yang diketahui memiliki korelasi

dengan kemampuan antioksidan.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang diatas, maka rumusan masalah dari
penelitian ini antara lain:

1. Bagaimana pengaruh pelarut etanol 70% dan 96% terhadap kadar total
fenolik ekstrak etanol bekatul beras merah (Oryza nivara L.) dan bekatul
beras putih (Oryza sativa L.)?

2. Bagaimana pengaruh pelarut etanol 70% dan 96% terhadap aktivitas
antioksidan ekstrak etanol bekatul beras merah (Oryza nivara L.) dan

bekatul beras putih (Oryza sativa L.)?

1.3 Tujuan Penelitian
Berdasarkan latar belakang diatas, maka tujuan dari penelitian ini1 antara
lain:
1. Untuk mengetahui pengaruh pelarut etanol 70% dan 96% terhadap kadar
total fenolik ekstrak etanol bekatul beras merah (Oryza nivara L.) dan

bekatul beras putih (Oryza sativa L.).
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2. Untuk mengetahui pengaruh konsentrasi pelarut etanol 70% dan 96%
terhadap aktivitas antioksidan ekstrak etanol bekatul beras merah (Oryza

nivara L.) dan bekatul beras putih (Oryza sativa L.).

1.4 Batasan Masalah
Batasan masalah dari penelitian 1n1 antara lain:

1. Sampel yang digunakan adalah bekatul beras merah (Oryza nivara L.)
varietas pamelen hasil penggilingan padi di Desa Jatijejer, Kabupaten
Mojokerto dan bekatul beras putih (Oryza sativa L.) varietas ULTRA seed
hasil penggilingan padi di Desa Golokan, Kabupaten Gresik.

2. Ekstraksi bekatul menggunakan metode sonikasi.

3. Pelarut yang digunakan adalah etanol 70% dan 96%.

4. Uji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH.

1.5 Manfaat Penelitian

Penelitian in1 diharapkan dapat memberikan informasi tentang pengaruh
variasi konsentrasi pelarut etanol kadar total fenolik dan aktivitas antioksidan
ekstrak etanol bekatul beras merah (Oryza nivara L.) dan bekatul beras putih
(Oryza sativa L.) menggunakan metode sonikasi. Data yang diperoleh pada
penelitian in1 diharapkan dapat menjadi acuan untuk penenlitian selanjutnya
sehingga dapat diperoleh hasil penelitian yang lebih baik lagi. Selain 1tu,
penelitian ini juga diharapkan dapat bermanfaat untuk menjadi salah satu
referensi dalam mendaptkan ide dan inovasi dalam mengoptimalkan sumber

daya alam.



BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bekatul Beras Merah dan Bekatul Beras Putih

Bekatul merupakan limbah hasil samping penggilingan padi yang kaya
akan zat-zat gizi. Produksi padi diperkirakan mencapai 55,67 juta ton Gabah
Kering Giling (GKG). Jumlah produksi pada tahun 2022 menunjukkan
kenaikan sebesar 1,25 juta ton Gabah Kering Giling (GKG) atau 2,31%
dibandingkan produksi padi pada tahun 2021 yang diperkirakan mencapai 54,42
juta ton Gabah Kering Giling (GKG) (Central Bureau of Statistics, 2022).
Proses penggilingan padi menghasilkan produk utama vyaitu 70% beras
(endosperm) dan produk samping yang terdiri dari 20% sekam, 8% bekatul, dan
2% germ (embrio) (Punia et al., 2021). Bekatul merupakan lapisan luar dari
kernel beras yang terdiri dari perikarp, aleuron, dan kulit biji (Sapwarobol et al.,
2021). Bekatul terletak pada lapisan bagian dalam dar1 padi yang termasuk

bagian endosperm padi seperti yang dapat dilihat pda Gambar 2.1.

Seed t;uzlt—:

Palea —

Gambar 2.1 Struktur Sebutir Beras (Esa et al., 2016).

Bekatul merupakan sumber serat makanan yang baik. Serat makanan

bermanfaat untuk meningkatkan kesehatan pencernaan, mengatur berat badan,
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mengurangi risiko terkena penyakit kardiovaskular, diabetes, dan beberapa jenis
kanker (Qiao et al., 2021). Manfaat-manfaat tersebut diperoleh dari kandungan

nutrisi dan senyawa aktif yang terdapat dalam bekatul. Kandungan nutrisi dan

senyawa aktif dalam bekatul dapat dilihat pada Tabel 2.1.

Tabel 2.1 Kandungan nutrisi dan senyawa aktif dalam bekatul

Komponen bekatul

Jumlah komponen

Bekatul beras merah

Bekatul beras putih

Abu’

Protein'

Lemak’
Karbohidrat'

Serat pangan total’
Antosianin?

Flavonoid bebas?
Flavonoid terikat?
Total flavonoid?

7,99 + 0,11 %
7.13 + 0,03 %
9,64 + 0,31 %
17,34 + 0,53 %
66,18 + 0,36 %
218,24 - 314,99 mg
CyE/100g
23,26 + 1,18 mg QE/100g
1,19 £ 0,03 mg QE/100g
2445 + 1,21 mg QE/100g

10,68 - 11,17 %
15,75-17,45%
20,631+1,71 %
70,78 = 73,57 %
31,21 - 34,44 %
2,18 — 10,72 CyE/100¢g

28,52 — 135,18 QE/100¢g
11,63 -105,70 QE/100g
40,15 - 240,88 QE/100g

Fenolik bebas’ 83,591 — 238,76 mg 153,30 -329.,65
GAE/100g GAE/100g

Fenolik terikat’ 332,98 — 457,00 mg 102,05 — 149,28
GAE/100g GAE/100g

Total fenol? 0,35 £+ 0,02 mg GAE/100g 269.85 — 447,68
GAE/100g

Sumber:'Kalpanadevi et al (2018)

’Ghasemzadeh et al (2018)

Serat pangan dalam bekatul terdiri atas selulosa, hemiselulosa, pektin,
arabinosilan, lignin, dan [-glukan (Andriani et al.,, 2022). Bekatul juga
mengandung minyak, yang terdiri dari senyawa bioaktif seperti fitosterol, [-

sitosterol, tokotrienol, skualena, polikosanol, asam fitat, dan asam ferulat (Punia

et al., 2021).

2.2 Metode Ekstraksi Sonikasi
Ekstraksi merupakan tahap memperoleh ekstrak kasar yang mengandung

berbagai senyawa bioaktif. Dari ekstrak kasar tersebut kemudian akan diperoleh
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senyawa aktif yang diinginkan untuk kemudian dilakukan pemisahan dan
identifikasi lanjut jika diperlukan (Diniyah et al., 2020). Metode sonikasi
adalah metode ekstraksi yang efisien untuk berbagai senyawa dari berbagai
jenis matriks dan sumber (Baite et al., 2021). Sonikasi didefinisikan sebagai
metode ekstraksi yang dilakukan menggunakan gelombang ultrasonik pada
frekuensi lebih dari 20 kHz, yang merupakan ambang batas untuk deteksi
pendengaran manusia. Dan efektif pada frekuensi yang berkisar dari 20 kHz
hingga 50 kHz. Metode in1 akan menghasilkan getaran yang membuat medium
di sekitarnya bergetar dan kemudian gelombang ultrasonik akan mentransfer
energl ke partikel tetangga lainnya (Wen ef al., 2018).

Gelombang ultrasonik menciptakan kompresi dan ekspansi di media
selama proses sonikasi yang disebut sebagai kavitasi. Efek kavitasi tersebut
yang mendasari prinsip kerja dari metode ini. Gelembung yang terbentuk akibat
efek kavitasi akan membesar menjadi berbagai jenis ukuran dan kemudian
pecah melepaskan gelombang yang kuat. Sehingga, akan menyebabkan
penipisan membran sel dan gangguan sel yang dapat meningkatkan penetrasi
pelarut ke dalam sel dan memperkuat transfer massa senyawa target ke dalam
pelarut. Proses ini akan mengakibatkan terjadinya peningkatan perpindahan
massa dari senyawa bioaktif tanaman ke pelarut dan diikuti dengan hasil
ekstraksi yang meningkat (Azhar et al., 2022).

Metode in1 merupakan metode yang potensial untuk mengekstrak minyak,
protein, dan senyawa bioaktif dari tanaman karena perambatan gelombang dan
gaya kavitasi yang dihasilkan akan memecah dinding sel dan meningkatkan

pelepasan senyawa ke dalam pelarut (Campos et al., 2022). Efek kavitasi yang
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dihasilkan memiliki pengaruh signifikan terhadap proses ekstraksi sonikasi
yang menjadikan metode ini menjadi lebih efisien (Wen et al., 2018). Efisiensi
ekstraksi dengan bantuan gelombang ultrasonik terjadi karena metode ini
memungkinkan penetrasi pelarut yang lebih baik ke dalam sel, dan gelembung
mikro yang terbentuk akibat kavitasi selanjutnya membantu memecahkan
dinding sel untuk memudahkan pelepasan senyawa bioaktif ke dalam pelarut
(Baite et al., 2021). Metode ekstraksi ini memiliki keunggulan, seperti tidak
merusak bahan aktif dalam matriks tanaman, mengintensifkan ekstraksi
senyawa bioaktif (seperti fenolat) (Campos et al., 2022), menghemat waktu dan
pelarut (Azhar et al., 2022), lebih efektif, ramah lingkungan (Egues et al.,
2021), suhu yang lebih rendah dan biaya peralatan yang relatif lebih murah

sehingga lebih ekonomis (Kobus et al., 2022).

2.3 Radikal Bebas

Radikal bebas adalah molekul yang mengandung elektron tidak
berpasangan pada orbital luar dan sangat reaktif di dalam tubuh dengan
mengoksidasi (menangkap elektron dari atom lain) atau kadang mereduksi
(mendonorkan elektron ke atom lain) atom lain (Adwas et al., 2019). Dalam
kimia, radikal bebas adalah spesies yang mengandung satu atau lebih elektron
yang tidak berpasangan dan dapat bereaksi dengan molekul lain, baik dengan
mendonorkan elektron yang tidak berpasangan tersebut elektron ke molekul
lain atau dengan mengambilnya dari molekul lain untuk meningkatkan
stabilitas. Dengan cara ini 1a mengubah molekul yang bereaksi menjadi radikal

bebas lain, jadi umum. Reaksi radikal bebas adalah proses berantai, satu radikal



12
memunculkan radikal lain. Proses ini hanya berhenti ketika dua radikal bebas
bereaksi satu sama lain. Sedangkan dalam biologi, radikal bebas yang banyak
ditemukan dalam sistem biologis tubuh adalah ROS. Reactive oxygen species
(ROS) merupakan spesies reaktif yang terbentuk sebagai produk samping alami
dari metabolisme aerobik seluler. ROS dapat diinduksi oleh sumber eksogen,
seperti tembakau, polusi, asap, obat-obatan, xenobiotik atau radiasi pengion,
yang menyebabkan efek irreversible pada perkembangan jaringan pada hewan
dan tumbuhan. Dalam hal 1ni, faktor abiotiknya, seperti kekurangan air atau
suhu tinggi dapat mempengaruhi emisinya (Juan et al., 2021).

Beberapa senyawa yang termasuk ROS, vyaitu superoksida, hidrogen
peroksida, radikal hidroksil, oksigen singlet, peroksil radikal, radikal alkoksil,
lipid hidroperoksida, peroksinitrit, asam hipoklorit, dan ozon (Ahmed &
Mohammed, 2020). ROS sangat penting untuk kehidupan manusia dan
memainkan peran kunci dalam berbagai proses pensinyalan dan patologis
(Kwon et al., 2021). Namun, ROS yang diproduksi berlebihan dapat
mengakibatkan stres oksidatif, merusak struktur sel, seperti karbohidrat, lipid,
asam nukleat, dan protein, dan akibatnya mengubah fungsinya. Stres oksidatif
didefinisikan sebagai suatu kondisi yang terjadi ketika keseimbangan Kkritis
antara pembentukan radikal bebas dan pertahanan antioksidan tidak
menguntungkan. Keadaan stres oksidatif dapat dikaitkan dengan berbagai
penyakit degeneratif, seperti aterosklerosis, kanker, gangguan saraf, diabetes,
kardiovaskular (Durazzo et al., 2021), alzheimer, penyakit parkinson, dan

peradangan (Kwon et al., 2021).
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2.4 Antioksidan

Antioksidan adalah molekul yang memiliki kemampuan untuk mencegah
atau menghambat oksidasi makromolekul. Peran antioksidan adalah
menurunkan atau menghentikan reaksi berantai tersebut dengan cara
menghambat radikal bebas melalui proses reduksi. Jadi, antioksidan seringkali
dapat menjadi agen pereduksi, seperti polifenol (Adwas et al., 2019).
Antioksidan meredakan radikal bebas dan memainkan peran penting dalam
melestarikan fungsi seluler terbaitk (Neha et al., 2019). Antioksidan
diklasifikasikan menjadi dua kategori utama, antioksidan endogen dan
antioksidan eksogen (Ahmed & Mohammed, 2020). Antioksidan endogen dapat
berupa enzimatik atau non-enzimatik. Antioksidan enzimatik endogen terdiri
dari glutation peroksidase, superoksida dismutase dan katalase sedangkan
antioksidan non-enzimatik adalah asam urat, asam lipoat, bilirubin, glutation
dan melatonin. Kategori antioksidan eksogen mengacu pada antioksidan yang
diperoleh dari sumber eksternal, seperti vitamin E, A, dan C, flavonoid alami,
dll (Neha et al., 2019).

Antioksidan dapat dikategorikan sebagai antioksidan alami dan sintetik.
Kategori pertama adalah antioksidan sintetik adalah antioksidan yang berpusat
pada minyak bumi yang terdiri dari butylated hydroxytoluene (BHT), octyl
gallate (OG), butylated hydroxyanisole (BHA), propyl gallate (PG) dan tert-
butylgydroquinone (TBHQ) (Neha et al., 2019). Kemudian kategori kedua
adalah antioksidan alami yang dapat memperkuat pertahanan antioksidan
endogen dart ROS dan mengembalikan keseimbangan optimal denga

menetralkan spesies reaktif (Adwas et al., 2019). Sumber antioksidan alami
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banyak terdapat pada tumbuh-tumbuhan dan menjadi bagian dari makanan
sehari-hari, misalnya buah-buahan, sayuran, biji-bijian, kacang-kacangan, daun,
akar, dan kulit kayu. Vitamin dan metabolit sekunder dari tumbuhan yaitu

polifenol yang merupakan golongan utama senyawa kimia yang memiliki sifat

penangkal radikal bebas (Romulo, 2020).

2.5 Senyawa Fenolik

Senyawa fenolik merupakan golongan senyawa heterogen yang memiliki
gugus hidroksil dengan struktur kimia yang beragam dan paling banyak
terdapat dalam tanaman sebagai senyawa antioksidan (Dhurhania & Novianto,
2019; Dintyah & Lee, 2020; Zamuz et al., 2021). Fenolik ditemukan dalam
bentuk bebas dan terkonjugasi yang larut dalam pelarut organik dan terikat
yang tidak larut dalam pelarut organik (Lopez et al., 2018). Beberapa senyawa
yang termasuk golongan fenolik, antara lain fenol, polifenol, kumarin, tanin,
saponin, flavonoid, tokoferol, lignin, dan flavonoid (Haryanmi et al., 2019).
Senyawa 1ni memiliki cincin fenol, yaitu gugus hidroksil yang terikat pada
cincin benzena (Dhurhania & Novianto, 2019). Senyawa induk atau senyawa
dasar dari fenolik adalah senyawa fenol dengan struktur senyawa seperti pada
Gambar 2.2 (Haryani et al., 2019). Senyawa fenolik yang memiliki satu cincin
benzena dengan satu gugus hidroksil disebut dengan fenol dan yang memiliki

lebih dar1 satu gugus hidroksil disebut polifenol (Dhurhania & Novianto, 2019).
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Gambar 2.2 Stuktur senyawa fenol (Koirewoa & Raunsay, 2016).

Senyawa fenolik memiliki aktivitas antioksidan yang berhubungan dengan
kemampuan inaktivasi spesies radikal reaktif. Kemampuan inaktivasi tersebut
terjadi pada proses netralisasi, yaitu ketika antioksidan metransfer elektron
dan/atau atom hidrogennya ke radikal hingga terbentuk radikal fenoksil yang
stabil (Olszowy, 2019). Kemampuannya membentuk radikal fenoksil yang
stabil pada reaksi oksidasi menyebabkan senyawa fenolik sangat potensial
sebagai antioksidan (Dhurhania & Novianto, 2019). Oleh karena itu, senyawa
fenolik memiliki korelasi positif dengan aktivitas antioksidan (Diniyah et al.,
2020). Selain sebagai antioksidan, senyawa fenolik juga memiliki manfaat lain,
seperti sebagai perlindungan terhadap stres oksidatif, antikarsinogenik,
antimikroba (Dimmiyah & Lee, 2020), anti radang, anti kanker, antidiabetes,
antimutagenesis (Haryani et al., 2019), dan anti-inflamasi (Mahfuz et al., 2021).

Senyawa fenolik dapat dianalisis kadarnya atau biasa disebut dengan uji
kadar total fenolik menggunakan metode Folin-Ciocalteu. Pada analisis
menggunakan metode Folin-Ciocalteu, senyawa fenolik dalam sampel akan
bereaks1 dengan reagen Folin-Ciocalteu menghasilkan senyawa kompleks yang
berwarna biru (Haryani et al., 2019). Intensitas warna produk yang dihasilkan
akan menunjukkan kadar kandungan senyawa fenolik yang ada sampel. Kadar

total fenolik yang diperoleh dinyatakan menggunakan satuan mg GAE/g
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ekstrak. GAE merupakan singkatan dart Gallic Acid Equivalent. Dinyatakan
sebagai ekuivalen asam galat karena penentuan kadar total fenolik ini hanya
untuk mengetahui jumlah fenoliknya saja. Namun, struktur kimia senyawa

fenolik yang terdapat dalam sampel belum diketahui (Indra et al., 2019).

2.6 Uji Aktivitas Antioksidan Menggunakan Metode DPPH

Uji aktivitas antioksidan secara in vitro salah satunya dapat dilakukan
menggunakan metode DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil). Prinsip kerja metode
DPPH didasarkan pada pengukuran penangkapan kapasitas antioksidan
senyawa radikal DPPH yang berwarna ungu oleh senyawa antioksidan dengan
cara mereduksinya (mendonorkan atom hidrogen ke radikal DPPH) hingga
dihasilkan produk senyawa DPPH non-radikal yang berwarna kuning seperti
pada Gambar 3.3 (Haerani et al., 2019). Perubahan warna yang terjadi
berkorelasi linier positif dengan aktivitas antioksidan yang digunakan untuk
mereduksi senyawa radikal bebas tersebut. Uji antioksidan ini dilakukan
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum
DPPH dan kemudian spektrofotometer UV-Vis akan membaca nilai absorbansi
dari senyawa radikal DPPH sisa. Radikal DPPH sisa merupakan senyawa
DPPH yang tidak ikut direduksi oleh senyawa antioksidan. Senyawa radikal

DPPH merupakan senyawa organik berwarna ungu yang mengandung nitrogen

tidak stabil (Nurmazela et al., 2022).
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Gambar 2.3 Reaksi antioksidan dengan radikal DPPH (Kurniawati & Sutoyo,
2021)

Berdasarkan Gambar 3.3 setelah radikal DPPH bereaksi dengan senyawa
antioksidan maka radikal DPPH akan berkurang. Pengurangan radikal DPPH
ditandai dengan perubahan warna dari ungu menjadi kuning (Nurmazela et al.,
2022). Perubahan warna yang terjadi menjadi penanda bahwa nilai absorbansi
DPPH mengalami penurunan sebagai akibat terjadinya penangkapan atom
hidrogen senyawa antioksidan oleh radikal DPPH sehingga terbentuk DPPH
yang stabil (Haerani et al., 2019). Semakin banyak penangkapan atom hidrogen
antioksidan maka semakin banyak radikal antioksidan yang terbentuk (Mastura
et al., 2022). Parameter dart metode DPPH adalah % aktivitas antioksidan dan
ICso (Widyasanti et al., 2016). ICso merupakan jumlah konsentrasi sampel yang

dibutuhkan untuk menghambat 50% radikal bebas (Hikmawanti et al., 2021).

2.7 Manfaat Tanaman dalam Perspektif Islam
Penyakit yang disebabkan oleh kurangnya zat antioksidan banyak dijjumpai
di semua kalangan baik dari kalangan anak-anak hingga orang dewasa maupun

dari kalangan bawah hingga kalangan atas. Sebagai orang yang beragama Islam
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tentu memahami bahwa dalam kitab suci agama islam yaitu Al-Qur’an
dijelaskan bahwa Allah Swt. telah menurunkan semua ke bumi tidak dengan
sia-sia. Semua yang Allah Swt. berikan untuk manusia di bumi tentu memiliki
banyak manfaat. Tugas kita hanya mencari apa saja manfaat dari apa yang
sudah Allah Swt. turunkan di bumi kemudian diolah sesuai dengan kebutuhan
yang ada (Rosdialena, 2018). Oleh karena itu, manusia memiliki tanggung
jawab untuk melestarikan alam yang sudah diberikan oleh Allah Swit.
Sebagaimana firman Allah Swt. dalam Al-Qur’an surah Yasin ayat 33-35:

ST i o ods n diss grr P ol 5 8 Gl By s Lind o A 4
§ro P oy Yilangntl 8las 5 207 1 B g B 3280 0 G G553

Artinya: “Dan suatu tanda (kekuasaan Allah yang besar) bagi mereka adalah
bumi yang mati. Kami hidupkan bumi itu dan Kami keluarkan dari padanya
biji-bijian, maka daripadanya mereka makan (33). Dan Kami jadikan padanya
kebun-kebun kurma dan anggur dan Kami pancarkan padanya beberapa mata

air (34). Supaya mereka dapat makan dari buahnya, dan dari apa yang
diusahakan oleh tangan mereka. Maka mengapakah mereka tidak bersyukur?

(35) " (Qs. surah Yasin ayat 33-35).

Berdasarkan tafsir tersebut maka surah Yasin ayat 33-35 dapat dimaknai
sebagai surat yang memberitahukan manusia tentang melimpahnya sumber
daya alam yang sudah diberikan oleh Allah Swt. Shihab (2002) dalam tafsir Al-
Misbah lebih menekankan pada tugas manusia untuk melestarikan alam. Tafsir
tersebut menjelaskan bahwa manusia memiliki peran atas kenikmatan yang
sudah Allah berikan terhadap alam. Pada hakikatnya memang Allah Swt. yang
memiliki serta memberikan dunia dan seisinya kepada manusia. Namun,
manusia juga harus ikut serta dalam menjaga pemberian tersebut. Oleh karena

itu, mengoptimalkan sumber daya alam dapat menjadi salah satu upaya dalam
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memelihara kelestarian alam. Mengolah kembali limbah yang diperoleh dari
sumber daya alam salah satunya, seperti mengolah limbah padi atau bekatul dan
mengoptimalkan pengolahannya agar senyawa bioaktif yang ada di dalamnya

bisa dimanfaatkan dengan lebih maksimal sebagai sumber antioksidan alami.



BAB III

METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian in1 dilaksanakan pada Maret - Juli di Laboratorium Biokimia

Program Studi Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri

(UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian in1 adalah neraca analitik,
gelas arloji, spatula, ayakan 60 mesh, alumunium foil, oven, erlenmeyer 250
mL, sonikator water bath, corong buchner, kertas saring, rotary evaporator,
vial, lemari pendingin, tabung reaksi, rak tabung reaksi, pipet tetes, pipet ukur 1
mL, labu ukur 10 mL, labu ukur 5 mL, labu ukur 20 mL, labu ukur 50 mL,
gelas beaker 25 mL, batang pengaduk, botol semprot, dan spektrofotometer

visible genesys 30.

3.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang yang digunakan adalah bekatul beras merah (Oryza
nivara L.) varietas pamelen hasil penggilingan padi di Desa Jatijejer,
Kabupaten Mojokerto, bekatul beras putih (Oryza sativa L.) varietas ULTRA
seed hasil penggilingan padi di Desa Golokan, Kabupaten Gresik., aquades,
etanol 96%, etanol 70%, DPPH, asam askorbat, reagen Folin-Ciocalteau,

Na>COs, dan asam galat.

20)
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3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan menggunakan dua faktor, masing-masing dengan
dua variasi. Faktor pertama adalah konsentrasi pelarut etanol dengan dua
variasi, yaitu konsentrasi 70% dan konsentrasi 96%. Kemudian, faktor kedua
adalah jenis bekatul dengan dua variasi, yaitu bekatul beras merah dan bekatul
beras putih yang dapat dilihat pada Tabel 3.1.
Tabel 3.1 Perlakuan uji aktivitas antioksidan dan kadar total fenolik dengan

variasi jenis bekatul dan konsentrasi etanol
Jenis Bekatul

K1 (70%) K> (96%)
Konsentrasi Etanol
J1 (bekatul merah) J1K; J1K>
J2 (bekatul putih) J2K J2K>

Bekatul beras merah dan beras putih masing-masing disaring menggunakan
ayakan 60 mesh dan diperoleh sampel serbuk. Sampel diekstraksi menggunakan
metode sonikasi dengan sonikator water bath selama 20 menit. Pelarut yang
digunakan adalah etanol 70% dan 96% dengan rasio sampel:pelarut adalah 1:6.
Hasil ekstraksi kemudian disaring dengan corong buchner. Kemudian, filtrat
yang diperoleh dipekatkan menggunakan rotary evaporator pada suhu 45 °C.
Perlakuan tersebut dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali. Dihitung rendemen
yang diperoleh dan disimpan ekstrak pekat dalam lemari pendingin. Ekstrak
pekat masing-masing bekatul yang diperoleh kemudian dilakukan uji kadar
total fenolik menggunakan pelarut etanol 70% dan 96%. Kemudian, dilakukan
uji aktivitas antioksidannya masing-masing dengan pelarut etanol 70% dan 96%
menggunakan metode DPPH pada variasi konsentrasi 10, 20, 30, 40, dan 50

ppm dengan pembanding asam askorbat. Setelah itu, dihitung % aktivitas
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antioksidan dan nilai ICso. Setelah itu, dilakukan uji korelasi ICso dengan kadar

total fenolik dari ekstrak bekatul.

3.4 Tahapan penelitian

1. Preparasi sampel

2. Ekstraksi bekatul menggunakan metode sonikasi
3. Uji kadar total fenolik ekstrak bekatul

4. Uji aktivitas antioksidan ekstrak bekatul menggunakan metode DPPH

5. Analisis data

3.5 Pelaksanaan Penelitian
3.5.1 Preparasi Sampel

Masing-masing bekatul sebanyak 400 gram diayak menggunakan ayakan
ukuran 60 mesh kemudian dibungkus dengan alumunium foil. Setelah itu,
sampel distabilisasi menggunakan oven selama 15 menit pada suhu 100 °C.

Kemudian, didinginkan pada suhu ruang. Sampel disimpan pada suhu 4 °C

(Zaitun, 2021).

3.5.2 Ekstraksi Bekatul Menggunakan Metode Sonikasi

Bekatul merah dan putih sebanyak 30 gram masing-masing dimasukkan
ke dalam dua Erlenmeyer. Kemudian, tiap jenis bekatul ditambahkan pelarut
etanol 70% dan 96% sebanyak 180 mL dengan rasio sampel:pelarut sebesar 1:6.
Sampel diekstraksi selama 20 menit. Setelah itu, ekstrak disaring sampel

menggunakan corong buchner. Filtrat yang didapatkan kemudian dimasukkan
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ke dalam vial dan dipekatkan menggunakan vacum rotary evaporator pada
suhu 45 °C. Perlakuan tersebut dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali (Islami,
2021). Ekstrak disimpan pada lemari pendingin supaya tahan lama. Ekstrak

kemudian dihitung rendemennya menggunakan persamaan 3.1 (Lilyawati et al.,

2019):

%Rendemen = oor2t RS o 1 00% e (3.1)

berat sampel

3.5.3 Uji Kadar Total Fenolik Ekstrak Bekatul
3.5.3.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Asam Galat

Larutan stok asam galat 100 ppm dibuat dengan ditimbang asam galat 1
mg sebanyak 2 kali menggunakan gelas beaker. Kemudian, ditanda bataskan
menggunakan dua labu ukur 5 mL yang berbeda. Labu ukur A beris1 asam galat
yang dilarutkan menggunakan etanol 70% dan labu ukur B berisi asam galat
yang dilarutkan menggunakan etanol 96%. Setelah itu, diencerkan masing-
masing larutan asam galat menjadi konsentrasi 6 ppm dalam labu ukur 5 mL.
Dipipet masing-masing larutan sebanyak 1 mL ke dalam tabung reaksi.
Ditambahkan 2,5 mL reagen Folin-Ciocalteu 10%. Divortex hingga homogen
dan didiamkan selama 3 menit. Ditambahkan 2 mL Na>COs; 10% Kemudian,
divortex dan diinkubasi selama 30 menit pada suhu ruang. Dimasukkan ke

dalam kuvet dan dicari panjang gelombang maksimum dengan rentang panjang

gelombang 600-800 nm (Yadav dan Argawala, 2011).
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3.5.3.2 Penentuan Waktu Kestabilan
Larutan stok asam galat 100 ppm diencerkan masing-masing menjadi
konsentrasi 6 ppm dalam labu ukur 5 mL. Dipipet masing-masing larutan
sebanyak 1 mL ke dalam tabung reaksi. Ditambahkan 2,5 mL reagen Folin-
Ciocalteu 10%. Divortex hingga homogen dan didiamkan selama 3 menit.
Ditambahkan 2 mL Na>COs 10% Kemudian, dimasukkan ke dalam kuvet dan
dicari waktu kestabilan pada panjang gelombang maksimum yang sudah

diperoleh dengan rentang waktu 0-90 menit (Yadav dan Argawala, 2011).

3.5.3.3 Pembuatan Kurva Standar Asam Galat

Larutan stok asam galat masing-masing 100 ppm yang sudah dibuat
pada tahap sebelumnya kemudian diencerkan menjadi 2, 4, 6, 8, dan 10 ppm
dalam labu ukur 5 mL (Listiawati et al., 2022). Dipipet masing-masing 1 mL ke
dalam tabung reaksi. Ditambahkan 2,5 mL reagen Folin-Ciocalteu 10%.
Divortex hingga homogen dan didiamkan selama 3 menit. Ditambahkan 2 mL
Na>COs3 10% Kemudian, divortex dan diinkubasi selama waktu kestabilan yang
sudah diperoleh pada suhu ruang. Dimasukkan ke dalam kuvet dan diukur
absorbansinya pada panjang gelombang maksimum yang sudah diperoleh
(Yadav dan Argawala, 2011). Setelah itu, dibuat kurva hubungan absorbansi

dengan konsentrasi asam galat.

3.5.3.4 Penentuan Kadar Total Fenolik
Larutan sampel dengan konsentrasi 100 ppm dibuat dengan cara ekstrak

bekatul merah dan ekstrak bekatul putih ditimbang sebanyak 1 mg sebanyak
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dua kali. (Mutmainnah, 2022). Kemudian, ekstrak A dilarutkan dengan etanol
70% dan ekstrak B dilarutkan dengan etanol 96% dalam labu ukur 10 mL.
Setelah itu, masing-masing larutan sampel dipipet sebanyak 1 mL ke dalam
tabung reaksi. Ditambahkan reagen Folin-Ciocalteau 10% sebanyak 2,5 mL.
Kemudian, divortex dan didiamkan selama 3 menit. Setelah itu, ditambahkan
larutan Na>CO3 10% sebanyak 2 mL. Divortex dan diinkubasi selama waktu
kestabilan yang sudah diperoleh pada suhu ruang. Kemudian, diukur absorbansi
pada panjang gelombang maksimum yang sudah diperoleh. Dilakukan
pengulangan perlakuan sebanyak 3 kali (Yadav dan Argawala, 2011). Dihitung
kadar total fenolik menggunakan persamaan regresi linier dengan rumus 3.2

(Narsth, 2018):

CxV
8

Total fenolik =

i (32)

Keterangan:
@ = konsentrasi fenol (mg/L)
N = volume sampel (L)

g = berat ekstrak sampel (gram)

3.5.4 Uji Antioksidan Ekstrak Bekatul Menggunakan Metode DPPH
(Margarita, 2018)

3.5.4.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Larutan etanol 70% dan 96% masing-masing dipipet sebanyak 3 mL ke
dalam dua tabung reaksi yang berbeda dan masing-masing ditambahkan larutan
DPPH 0,2 mM sebanyak 1 mL. Kemudian, ditutup tabung reaksi menggunakan

alumunium foil dan divortex. Diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37 °C.
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Setelah 1tu, dimasukkan ke dalam kuvet dan dicari panjang gelombang

maksimum larutan pada rentang panjang gelombang 500-600 nm.

3.5.4.2 Uji Aktivitas Antioksidan Pada Sampel

Absorbansi Kontrol: dimasukkan larutan DPPH 0,2 mM sebanyak 1 mL
ke dalam dua tabung reaksi yang berbeda dan ditambahkan pelarut etanol 70%
pada tabung reaksi A dan etanol 96% pada tabung reaksi B masing-masing
sebanyak 3 mL. Kemudian, ditutup tabung reaksi menggunakan alumunium foil
dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama 30 menit. Setelah itu, dimasukkan
larutan ke dalam kuvet. Kemudian, diukur absorbansinya pada panjang
gelombang maksimum yang sudah diperoleh..

Absorbansit Sampel: dilarutkan masing-masing ekstrak dalam pelarut
etanol 70% dan 96% dengan variasi konsentrasi 10, 20, 30, 40, dan 50 ppm.
Dimasukkan masing-masing variasi sebanyak 3 mL ke dalam tabung reaksi dan
ditambahkan DPPH 0,2 mM sebanyak 3 mL ke dalam masing-masing variasi.
Kemudian, ditutup tabung reaksi menggunakan alumunium foil dan diinkubasi
pada suhu 37 °C selama 30 menit. Setelah itu, dimasukkan ke dalam kuvet dan
diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksmimum yang sudah
diperoleh. Perlakuan dari awal dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali.
Dihitung nilai %aktivitas antioksidan berdasarkan data absorbansi yang
diperoleh. Perhitungan dilakukan menggunakan persamaan 3.3 (Jami’ah et al .

2018):

% Aktivitas Absorbansi kontrol-absorbansi sampel

— )
sl Bl = S teatornilcante] % IR0 s snasvinunsanpsninial e )
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Setelah 1tu, nilai ICso dihitung menggunakan persamaan regresi.

3.5.4.3 Uji Aktivitas Antioksidan Pada Vitamin C (Pembanding)
Vitamin C dilakukan uji aktivitas antioksidan dengan cara kerja yang
sama seperti uj1 aktivitas antioksidan pada sampel, namun menggunakan variasi

konsentrasi uji yang berbeda, yaitu 1, 2, 3, 4, dan 5 ppm.

3.5.5 Analisis Data

Data hasil penelitian dianalisis menggunakan aplikasi SPSS 26. Data
yang diperoleh dari penelitian dianalisis menggunakan Microsoft Excel,
kemudian two way ANOVA. Jika diperoleh hasil berbeda nyata maka
dilanjutkan dengan uji Tukey. Kemudian, dilakukan uji korelasi ICsp dengan

kadar total fenolik dari sampel.



BAB IV

PEMBAHASAN

4.1 Preparasi Sampel

Pada penelitian in1 sampel yang digunakan adalah bekatul beras merah
dan bekatul beras putih. Preparasi sampel dilakukan dengan mengayak masing-
masing sampel bekatul menggunakan ayakan ukuran 60 mesh. Pengayakan ini
dilakukan untuk memperoleh bekatul dengan ukuran partikel yang lebih kecil
sehingga ketika dilakukan proses ekstraksi akan lebith mempercepat rusaknya
dinding dan membran sel. Hal tersebut dapat mempercepat pelarut masuk ke
dalam jaringan bahan yang kemudian akan menarik senyawa aktif di dalamnya
dan meningkatkan laju perpindahan senyawa untuk naik ke permukaan bahan
(Ardyanti et al., 2020) serta untuk meningkatkan hasil rendemen ekstraksi
(Islami, 2021). Setelah itu, sampel distabilisasi menggunakan oven untuk
menghentikan aktivitas enzim lipase yang dapat menyebabkan ketengikan dan
memperpanjang umur simpan bekatul (Herisetianis & Seftiono, 2023). Bekatul

yang telah dipreparasi dapat dilihat pada Gambar 4.1.

i

Ghar 4.1 Bekaul meah dan putih

28
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4.2 Ekstraksi Bekatul Menggunakan Metode Sonikasi
Sonikasi merupakan metode ekstraksi yang memanfaatkan getaran
ultrasonik lebih dar1 20 kHz yang kemudian akan menghasilkan efek kavitasi
(Sjahid er al., 2020). Efek kavitasi menghasilkan gelembung-gelembung yang
akan membesar kemudian pecah dan melepaskan energi. Energi yang
dihasilkan kemudian akan merusak membran dan dinding sel. Sehingga,
meningkatkan terjadinya kontak langsung antara pelarut dengan senyawa aktif
yang ada di dalamnya. Dengan adanya efek kavitasi ini akan mempercepat
proses pelarut menarik senyawa aktif dari sampel dalam jumlah yang banyak
(Liao et al., 2021). Ekstrak yang diperoleh kemudian disaring dan dipekatkan
menggunakan vacum rotary evaporator untuk menguapkan sisa-sisa pelarut
pada ekstrak. Ekstrak pekat yang diperoleh pada penelitian ini dapat dilihat
pada Gambar 4.2. Kemudian, untuk mengetahui jumlah ekstrak yang diperoleh

kemudian dihitung persentase rendemen yang diperoleh.

(a) (b)
Gambar 4.2 Ekstrak pekat bekatul (a) beras merah dan (b) beras putih



30

Tabel 4.1 Hasil rendemen, kadar total fenolik, dan ICsp dalam bekatul beras
merah dan putih

Kadar Total
Sampel Rendemen (%) Fenolik (mg ICso (ppm)

GAE/g)
Ekstrak Bekatul 70% e 1 15,88 +0,55* 14,29 +2.022
Beras Merah 96% 7,13 +1.24 5,82+0,17° 22,29 + 332"
Ekstrak Bekatul 70% 6,87 + 1,58 4,03 +0,43° 30,51 +2.87°

Beras Putih 96% 6,598 + 1,46 2,23+0,27¢ 76,61 +2,27¢
Dilakukan secara statistik dengan tiga kali pengulangan dan nilai1 a <0,05

Berdasarkan tabel data hasil rendemen pada Tabel 4.1 dapat diketahui
bahwa rendemen tertinggi diperoleh dari bekatul beras merah menggunakan
etanol 70% dan rendemen terendah diperoleh dar1 bekatul beras putih
menggunakan etanol 96%. Handoyo (2020) melaporkan bahwa jenis polaritas
dan konsentrasi pelarut dapat mempengaruhi jumlah nilai rendemen yang
diperoleh. Etanol memiliki gugus "OH yang memberikan kemampuan untuk
dapat menarik senyawa-senyawa yang bersifat polar. Semakin kecil konsentrasi
pelarut maka semakin besar polaritasnya (Kumoro et al., 2009). Hal ini
mengindikasikan bahwa seyawa aktif dari bekatul cenderung lebih banyak yang
bersifat polar dibandingkan yang non polar. Sehingga, bekatul yang diekstrak
menggunakan pelarut etanol 70% memperoleh hasil rendemen yang lebih
banyak dibandingkan menggunakan etanol 96%.

Jika ditinjau dari sampelnya, ekstrak bekatul beras putih menghasilkan
rendemen yang lebih sedikit dibandingkan bekatul beras merah. Hal tersebut
dapat disebabkan karena adanya perbedaan kandungan senyawa yang bersifat
polar pada bekatul beras putih dan bekatul beras merah. Senyawa aktif bersifat

polar yang tidak terdapat pada bekatul beras putih adalah senyawa pigmen,
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sedangkan pada bekatul beras merah senyawa polar yang lebih dominan adalah
proantosianidin yang merupakan senyawa pigmen utama dan terdapat sedikit
senyawa pigmen antosianidin. Namun, pada beberapa penelitian yang
melakukan uji kualitatif senyawa pigmen pada beras merah memperoleh hasil
bahwa senyawa pigmen yang terdeteksi hanya proantosianidin, sedangkan
antosianin tidak terdeteksi karena persentasenya hanya 1% (Pereira-Caro et al.,
2013). Adanya perbedaan tersebut dapat menjadi faktor untuk pelarut etanol
menarik senyawa polar dengan jumlah yg lebih banyak pada bekatul beras
merah dibandingkan bekatul beras putih. Sehingga, akan mempengaruhi jumlah

rendemen yang diperoleh.

4.3 Penentuan Kadar Total Fenolik Ekstrak Bekatul

Ryan (2011) melaporkan bahwa semua jenis bekatul memiliki senyawa
aktif fenolik yang dapat digunakan sebagai antioksidan. Adanya kemampuan
antioksidan pada fenolik karena fenolik memiliki gugus "OH yang akan
mendonorkan atom hidrogen pada radikal bebas sehingga membentuk radikal
yang stabil (Widyasanti et al., 2016). Untuk mengetahui jumlah dari senyawa
fenolik yang terdapat pada suatu sampel dapat dilakukan uji fenolik
menggunakan metode Folin-Ciocalteu. Pada suasana basa reagen Folin-
Ciocalteu akan mengoksidasi gugus ‘OH dari senyawa fenolik menjadi ion
fenolat. Kemudian, ion fenolat yang terbentuk akan mereduksi fosfomolibdat-
fosfotungstat menjadi senyawa kompleks molybdenum-tungsten. Pemberian
suasana basa dilakukan karena reagen folin memiliki sifat asam, namun untuk

bisa bereaksi dengan senyawa fenolik membutuhkan suasana basa. Oleh karena
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itu, fungsi dari NaxCOs adalah untuk memberikan suasana basa (Sam et al.,
2016). Indikator adanya senyawa fenolik pada suatu sampel ketika dilakukan
uji menggunakan metode 1nmi adalah warna akhir larutan menjadi biru
(Anggarani & Amalia, 2022). Semakin tinggi konsentrasi fenol dalam sampel
maka warna biru pada larutan akan semakin pekat seperti pada Gambar 4.3
standar yang digunakan dalam metode ini adalah asam galat (Romulo, 2020).
Asam galat merupakan salah satu senyawa fenolik alami, stabil dan memiliki

reaktifitas yang cukup tinggi terhadap reagen Folin-Ciocallteu (Ningsih et al.,

2020).

(a) (b)
Gambar 4.3 Larutan uji kadar total fenolik ekstrak bekatul (a) beras merah dan
(b) beras putih

Penetuan kadar total fenolik dimulai dengan mencari panjang gelombang
maksimum asam galat untuk mengetahui panjang gelombang yang memiliki
nilai absorbansi tertinggi (Chotimah, 2019). Kemudian, panjang gelombang
maksimum yang diperoleh digunakan untuk mengukur absorbansi dari beberapa
variasi konsentrasi larutan uji asam galat. Panjang gelombang maksimum asam
galat menggunakan pelarut etanol 70% adalah 765 nm dan yang menggunakan

pelarut etanol 96% adalah 760 nm. Prior et al (2005) melaporkan bahwa
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senyawa kompleks molybdenum-tungsten dapat diukur pada rentang panjang
gelombang maksimum 745 nm — 765 nm.

Panjang gelombang yang diperoleh kemudian digunakan untuk mengukur
waktu inkubasi menggunakan uji penentuan waktu kestabilan. Pada waktu
kestabilan reaksi pembentukan kompleks molybdenum-tungsten sudah
sempurna. Hal ini ditandai dengan absorbansi yang sudah stabil (Rumoroy et
al., 2019). Berdasarkan tabel hasil uji waktu kestabilan asam galat pada
Lampiran 5.2 menunjukkan bahwa nilai absorbansi dari larutan asam galat yang
menggunakan etanol 96% stabil mulai dari menit ke-60. Sedangkan nilai
absorbansi dari larutan asam galat menggunakan etanol 70% stabil mular dari
menit ke-55. Sehingga, untuk melakukan inkubasi dengan lama waktu yang
sama pada sampel dengan pelarut yang berbeda maka proses inkubasi dilakukan
selama 60 menit.

Setelah itu, membuat kurva standar dan diperoleh persamaan regresi
linear dari asam galat menggunakan pelarut etanol 70% dan 96%. Persamaan
regresi linier dari kurva standar asam galat yang menggunakan etanol 70%
adalah y = 0,0155x + 0,0438 dengan R”? = 0,9732 dan yang menggunakan
etanol 96% adalah y = 0,0306x + 0,0285 dengan R* = 0,9899. Selanjutnya,
dilakukan penentuan kadar total fenolik menggunakan persamaan regresi linear
sesuai dengan pelarut yang digunakan.

Berdasarkan Tabel 4.1 dapat diketahui bahwa kadar total fenolik dari
sampel bekatul dengan variasi perlakuan yang ditandai dengan notasi angka a,
b, ¢, dan d saling berbeda nyata. Kadar fenolik tertinggi diperoleh dari ekstrak

bekatul berah merah menggunakan etanol 70% dan kadar fenolik terendah
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diperoleh dari ekstrak bekatul beras putih menggunakan etanol 96%. Hasil yang
diperoleh tersebut sesuai dengan penelitian Pang et al (2018) yang
menunjukkan bahwa kadar total fenol pada ekstrak bekatul beras merah (0,405
mg GAE/g) lebih tinggi dibandingkan pada bekatul beras putih (0,116 mg
GAE/g). Didukung dengan hasil penelitian Shao et al (2014) yang juga
memperoleh hasil bahwa kadar total fenolik pada estrak bekatul beras merah
(mg GAE/g) lebih tinggi dibandingkan pada bekatul beras putih (0,303 mg
GAE/g). Widarta et al (2013) melaporkan bahwa kadar total fenolik pada
ekstrak bekatul beras putih adalah 2,00 mg GAE/g dan pada ekstrak bekatul
beras merah adalah 3,01 mg GAE/g.

Kandungan senyawa fenolik pada bekatul beras merah lebih tinggi
dibandingkan pada bekatul beras putih (Faizah et al., 2020). Hal in1 dapat
disebabkan karena adanya kandungan pigmen proantosianidin yang merupakan
salah satu senyawa fenolik dari golongan flavonoid yang tidak terdapat pada
bekatul beras putih (Bhat et al., 2020). Thitipramote et al (2016) melaporkan
bahwa diperoleh hasil uji senyawa proantosianidin terdeteksi pada beras merah
namun tidak terdeteksi pada beras putih. Hal ini didukung dengan hasil
penelitian Ghasemzadeh et al (2018) yang melaporkan bahwa pada ekstrak
etanol bekatul beras merah menggandung lima senyawa fenolik, yaitu asam
protokatekuat, asam siringat, asam ferulat, asam sinamat, dan asam p-kumarat.
Kemudian terdapat juga senyawa-senyawa golongan flavonoid yaitu kuersetin,
apigenin, katekin, luteolin dan mirisetin. Selain itu, hasil pada penelitian ini
menunjukkan bahwa bekatul yang diekstrak menggunakan etanol 70% memiliki

total fenolik yang lebih tinggi. Hal tersebut dapat disebabkan oleh senyawa
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fenol yang memiliki kelarutan tinggi pada pelarut polar sehingga semakin tinggi
kepolaran suatu larutan maka kadar total fenolik juga semakin meningkat (Indra
et al., 2019). Semakin kecil konsentrasi pelarut etanol maka semakin bersifat
polar (Fauziyah et al., 2022).

Nilai kadar total fenolik yang diperoleh kemudian dianalisis untuk
mengetahui adanya pengaruh yang signifikan oleh perlakuan yang diberikan
terhadap kadar total fenolik menggunakan rwo way ANOVA. Berdasarkan tabel
uji two way ANOVA pada Lampiran 7.1 diperoleh hasil jika ditinjau
berdasarkan pengaruh variasi konsentrasi pelarut dan jenis bekatul maka nilai
signifikansi yang diperoleh adalah kurang dari 0,05, yaitu sebesar 0,000.
Sehingga, dapat dikatakan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan pada nilai
kadar total fenolik. Kemudian, diperoleh hasil nilai signifikansi dari interaksi
variabel pelarut dan bekatul kurang dari 0,05, yaitu sebesar 0,000. Sehingga,
dapat dikatakan bahwa terdapat interaksi variabel pelarut dengan bekatul
terhadap nilai kadar total fenolik. Berdasarkan tabel hasil uji Tukey pada
Lampiran 7.2 diperoleh hasil bahwa pada tiga kali pengulangan uji kadar total
fenolik dengan nilai kepercayaan 5% pada uji Tukey menunjukkan bahwa
terdapat perbedaan yang signifikan antara perlakuan yang ditandai dengan
notasi angka a, b, ¢, dan d pada kadar total fenolik ekstrak bekatul. Kemudian,
perlakuan yang paling efektif ada pada bekatul beras merah yang diekstraksi

menggunakan etanol 70%.
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4.4 Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Bekatul
DPPH (2,2-difenil-1-pikrihidrazil) adalah senyawa radikal berbentuk
serbuk, berwarna hitam, dan mudah teroksidasi oleh suhu dan udara (Ishak,
2018). DPPH digunakan untuk uji aktivitas antioksidan pada suatu ekstrak
menggunakan metode uji yang disebut dengan metode DPPH. Prinsip dari
metode DPPH adalah senyawa antioksidan akan mendonorkan atom hidrogen
ke radikal bebas DPPH. Sehingga, elektron yang tidak berpasangan pada
radikal bebas DPPH akan berpasangan dengan elektron dari atom hidrogen
gugus "OH milik senyawa antioksidan dan menjadi senyawa radikal DPPH
yang stabil (Nurmazela et al., 2022). Reaksi donor elektron pada metode DPPH

dapat dilihat pada Gambar 4 .4.
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Gambar 4.4 Reaksi antioksidan dengan radikal DPPH (Kurniawati & Sutoyo,

2021).

Terjadinya reaksi antara antioksidan dengan radikal bebas ditandai dengan
berubahnya warna larutan dari ungu menjadi kuning seperti pada Gambar 4.5.
Pudarnya warna larutan ungu dari DPPH ketika bereaksi dengan antioksidan

menjadi indikator kemampuan antioksidan yang semakin meningkat (Sari et al.,

2021);
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Gambar 4.5 Larutan uj1 aktivitas antioksidan ekstrak bekatul.

Uji aktivitas antioksidan dimulai dengan menentukan panjang gelombang
maksimum senyawa DPPH untuk mengetahur panjang gelombang yang
memiliki nilai absorbansi tertinggi (Chotimah, 2019). Diperoleh hasil panjang
gelombang maksimum dari DPPH yang menggunakan etanol 70% adalah 520
nm dan yang menggunakan etanol 96% adalah 516 nm. Hasil yang diperoleh
sudah sesuai dengan yang dinyatakan Molyneux (2004) bahwa panjang
gelombang maksimum dari DPPH berada pada rentang 515 — 520 nm. Panjang
gelombang maksimum yang diperoleh kemudian digunakan untuk mengukur
absorbansi dari sisa senyawa radikal DPPH yang telah berekasi dengan
senyawa antioksidan dari ekstrak bekatul. Sehingga, akan diperoleh nilai
%aktivitas antioksidan yang dapat dilihat dalam tabel pada Lampiran 6.2. Nilai
%aktivitas antioksidan yang diperoleh kemudian digunakan untuk mengetahui
tingkat kemampuan antioksian pada bekatul dengan menghitung nilai ICsg. 1Cs
(Inhibition Concentration) merupakan nilai yang menunjukkan jumlah
konsentrasi sampel yang dibutuhkan untuk menghambat 50% radikal bebas.
Semakin rendah nilai ICsp maka semakin tinggi aktivitas antioksidannya
(Widyasanti et al., 2016).

Berdasarkan Tabel 4.1 menunjukkan bahwa nilai ICsyp sampel bekatul

dengan variasi perlakuan yang ditandai dengan notasi angka a, b, ¢, dan d
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saling berbeda nyata. Nilai ICso terendah diperoleh dari ekstral bekatul beras
merah menggunakan etanol 70% dan nilai ICs tertinggi diperoleh dari ekstrak
bekatul beras putih menggunakan etanol 96%. Semakin rendah nilai ICso maka
semakin kuat kemampuan antioksidannya (Prayoga et al., 2019). Hasil yang
diperoleh pada penelitian ini diduga dapat disebabkan oleh tingginya kadar
kadar total fenolik pada ekstrak bekatul karena kemampuan antioksidan akan
semakin meningkat seiring dengan meningkatnya kadar total fenolik (Susanti et
al., 2022). Kuatnya kemampuan antioksidan pada konsentrasi etanol yang lebih
rendah dapat disebabkan oleh kelarutan senyawa fenolik. Senyawa fenol
memiliki kelarutan yang tinggi pada pelarut polar (Indra et al., 2019). Hal ini
dapat berhubungan dengan pelarut etanol yang lebih bersifat polar ketika
kandungan air meningkat (Fauziyah er al., 2022). Hal tersebut yang dapat
menyebabkan pelarut etanol 70% bersifat lebih polar dibandingkan dengan
etanol 96%. Sehingga, senyawa fenolik akan terekstrak lebih banyak pada
pelarut etanol 70%.

Hasil yang diperoleh pada penelitian 1n1 sesuai dengan hasil penelitian
Santos et al (2021) yang melaporkan bahwa pada ekstrak etanol beras merah
mengandung senyawa-senyawa fenolik, yaitu asam vanilat, asam dihidroksi
benzoat, asam siringat, asam homovanilat, asam kafeat, asam p-kumarat, asam
ferulat, siring aldehida dan rosmanol. Kemudian, terdapat juga senyawa-
senyawa golongan flavonoid, seperti isorhamnetin, rhamnetin, sianidin 3-O-
beta-D-sambubioside, katekin, epikatekin, luteolin 7-O-rutinosida, kaempferol
3-O-rutinosid, tektoridin, 1sorhamnetin 3-O-rutinosida, diosmin hesperidin, dan

hispiludin. Senyawa-senyawa aktif tersebut diduga ikut berkontribusi dalam
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meningkatkan kemampuan antioksidan karena senyawa fenolik dan flavonoid
dapat mendonorkan atom hidrogennya pada radikal bebas sehingga menjadi
radikal yang stabil (Kartika et al., 2020). Tingkat kekuatan antioksidan

ditunjukkan pada Tabel 4.2.

Tabel 4.2 Tin gkat kekuatan antioksidan

Nilai ICso (mg/L) Kekuatan antioksidan
< 50 Sangat kuat
50 - 100 Kuat
100 - 150 Sedang
150 - 200 Lemah
> 200 Sangat lemah

Sumber: Molyneux (2004)

Berdasarkan Tabel 4.3 menunjukkan bahwa kekuatan ekstrak bekatul
beras merah menggunakan etanol 70% dan 96% serta ekstrak bekatul beras
putih menggunakan etanol 70% adalah sangat kuat. Sedangkan ekstrak bekatul
beras putih menggunakan etanol 96% memiliki nilai ICso di atas 50 ppm, yaitu
76,61 ppm sehingga kemampuan antioksidannya berada pada tingkatan kuat.
Pada penelitian ini dilakukan uji aktivitas antioksidan pada vitamin C untuk
menjadi pembanding kemampuan antioksidan dari sampel. Diperoleh hasil
bahwa kemampuan antioksidan pada sampel ekstrak bekatul beras merah
menggunakan etanol 70% berada pada golongan yang sangat kuat sama seperti
kemampuan antioksidan dari vitamin C dengan nilai ICso kurang dari 50 ppm.
Nilai ICso dart vitamin C yang diperoleh adalah 1,20 ppm ketika menggunakan
etanol 70% dan 1,31 ppm ketika menggunakan etanol 96%. Sehingga, dapat

dikatakan bahwa bekatul memiliki potensi untuk digunakan sebagai salah satu

sumber antioksidan alami.
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Nilai ICsp yang diperoleh kemudian dianalisis untuk mengetahui adanya
pengaruh yang signifikan oleh perlakuan yang diberikan terhadap ICsg
menggunakan two way ANOVA. Berdasarkan tabel uji two way ANOVA pada
Lampiran 7.1 diperoleh hasil jika ditinjau berdasarkan pengaruh variasi
konsentrasi pelarut dan jenis bekatul maka nilai signifikansi yang diperoleh
adalah kurang dari 0,05, yaitu sebesar 0,000. Sehingga, dapat dikatakan bahwa
terdapat perbedaan yang signifikan pada nilai ICso. Kemudian, diperoleh hasil
nilai signifikansi dari interaksi variabel pelarut dan bekatul kurang dari 0,05,
yaitu sebesar 0,000. Sehingga, dapat dikatakan bahwa terdapat interaksi
variabel pelarut dengan bekatul terhadap nilai ICso. Hasil analisis two way
ANOVA kemudian dianalisis lebih lanjut menggunakan uji Tukey untuk
mengetahui perlakuan yang memiliki efektivitas paling baik pada variabel
dependen yang diamati. Berdasarkan tabel hasil uj1 Tukey pada Lampiran 7.2
diperoleh hasil bahwa pada tiga kali pengulangan uji aktivitas antioksidan
dengan nilai kepercayaan 5% pada uji Tukey menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan yang signifikan antara perlakuan yang menggunakan notasi angka a,
b, ¢, dan d pada nilai ICs¢ ekstrak bekatul. Kemudian, perlakuan yang paling
efektif ada pada bekatul beras merah yang diekstraksi menggunakan etanol

70%.

4.5 Korelasi ICs0 dengan Kadar Total Fenolik Ekstrak Bekatul
Data ICso dan kadar total fenolik yang diperoleh kemudian dilakukan uji
korelasi untuk mengetahui keeratan hubungan antar variabel dependen.

Keeratan hubungan antar variabel dapat diketahui berdasarkan nilai koefisien
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korelasinya. jika nilai koefisien korelasinya 0 menunjukkan bahwa tidak ada
keeratan hubungan antar variabel. Sedangkan, jika nilai koefisien korelasinya
adalah +1 atau -1 menunjukkan bahwa terdapat keeratan hubungan antar
variabel. (Schober et al., 2018). Arah keeratan hubungan antar variabel dapat
diketahui berdasarkan tanda koefisien Kkorelasinya. Jika koefisien korelasi
bernilai positif maka hubungan antar variabelnya adalah searah dan jika
koefisien korelasinya negatif maka hubungan antar variabelnya adalah

berlawanan (Sungkawa, 2013).

Tabel 4.3 Korelasi ICso dengan kadar total fenolik ekstrak bekatul
menggunakan etanol 70% dan etanol 96%

Kadar Total Fenolik ICso

Kadar Total Fenolik Pearson 1 -.985"
Correlation
Sig. (2-tailed) .000
N 6 6
Pearson 985" 1

IC- Correlation

s Sig. (2-tailed) 000

N 6 6

Berdasarkan Tabel 4.3 ditunjukkan bahwa nilai ICsy ekstrak bekatul
dengan kadar total fenolik memiliki nilai signifikansi lebih kecil dari 0,05.
Sehingga, dapat disimpulkan bahwa terdapat korelasi yang signifikan antara
ICso dengan kadar total fenolik ekstrak bekatul. Nilai korelasi yang diperoleh
dari ekstrak bekatul menggunakan etanol 70% dan 96% adalah sama, yaitu -
0,985. Maka dapat disimpulkan bahwa tidak terdapat perbedaan keeratan
hubungan antara ICso dan kadar total fenolik dari ekstrak bekatul
menggunakkan etanol 70% dan yang menggunakkan etanol 96%. Kemudian,

berdasarkan nilai korelasi yang diperoleh menunjukkan bahwa arah hubungan
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ICso dan kadar total fenolik yang diperoleh adalah berlawanan arah. Hal ini
sesual dengan hasil penelitian Wahyum et al (2021) yang melaporkan bahwa
ICso memiliki nilai koefisien korelasi negatif terhadap total fenolik sehingga
dapat dikatakan bahwa terdapat hubungan yang berlawanan arah antar dua
variabel tersebut. Semakin rendah nilai ICso maka semakin tinggi kadar total

fenoliknya.

4.6 Manfaat Tumbuhan dalam Perspektif Islam

Manusia memiliki tanggung jawab untuk mengelola dan melestarikan
alam yang telah diciptakan Allah Swt. dengan sangat sempurna untuk
keberlangsungan hidup makhluk-Nya (Muhammad, 2022). Adanya tanggung
jawab tersebut juga akan membawa kebaikan bagi manusia. Alam yang
dilestarikan dan sumber daya di dalamnya yang dikelola dengan baik akan
memberikan manfaat bagi manusia dalam memenuhi kebutuhan hidup. Allah

Swt. Berfirman dalam Al-Qur’an surah Al-Hijr ayat 19:
§) 9 P 033 0> 8 5 W T oty e Wl B335 i
Artinya: “Dan kami telah menghamparkan bumi dan kami pancangkan

padanya gunung-gunung serta Kami tumbuhkan padanya segala sesuatu
menurut ukuran” (Qs. Al-Hijr ayat 19).

Qutb (2003) dalam tafsir Fi Zhilalil Qur’an menjelaskan bahwa kata
“mauzun” dalam surah Al-Hijr ayat 19 memiliki makna setiap tumbuhan yang
diciptakan Allah Swt. di bumi ditumbuhkan dengan detail yang sangat rapi,
telitt dan tepat. Bumi yang terbentang luas dipancangkan di dalamnya gunung-
gunung yang menjulang tinggi dan ditumbuhkan tumbuhan sesuai dengan

ukurannya, memiliki makna bahwa Allah Swt. memberikan manusia sumber
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daya alam tumbuh-tumbuhan yang cukup (sesuar ukuran) untuk memenuhi
kebutuhan pokok dan kebutuhan hidup yang lain. Lajnah Pentashihan Mushaf
Al-Qur’an Badan Litbang dan Diklat Kementerian Agama RI (2010) dalam
tafsir IImi menjelaskan bahwa “mauzun” memiliki arti yang terukur. Kata
“terukur” tersebut memiliki makna bahwa segala macam jenis tumbuh-
tumbuhan memiliki  karakteristik yang berbeda-beda. Keberagaman
karakteristik tersebut Allah Swt. tumbuhkan secara terukur sesuai dengan
takaran kegunannya masing-masing. Kemudian, menurut Az-Zuhaili (2016)
dalam tafsir AI-Munir, kata “mauzun” memiliki makna bahwa Allah Swt. telah
menentukan proporsi segala sesuatu berdasarkan kadar ukuran tertentu yang
didasarkan atas pertimbangan hikmah dan manfaatnya. Ayat in1 menjadi bukti
petunjuk akan totalitas-Nya, kesempurnaan, keesaan, dan Maha Pemurah-Nya
Allah Swt. kepada para makhluknya-Nya dengan dikaruniakannya berbagai
macam nikmat yang salah satunya adalah sumber daya alam dengan berbagai
macam manfaat yang melimpah di dalamnya.

Sumber daya alam akan menghasilkan produk samping atau limbah. Tentu
Allah Swt. akan lebih menyukai jika manusia dapat mengelola limbah untuk
dapat dimanfaatkan kembali. Pada penelitian in1 diperoleh hasil bahwa limbah
padi yang dikelola kembali dengan optimal akan memiliki manfaat yang lebih
optimal. Salah satu manfaat dari limbah padi atau bekatul adalah sebagai
antioksidan. Jika senyawa antioksidan yang ada dalam bekatul dapat diekstrak
dengan perlakuan yang optimal maka hasil yang diperoleh juga akan bagus.
Pada penelitian ini diperoleh hasil ekstrak bekatul beras merah menggunakan

pelarut etanol 70% memiliki kemampuan antioksidan yang lebih kuat
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dibandingkan dengan esktrak sampel yang lain, yaitu dengan nilai ICso 14,29
ppm. Kemampuan antioksidan dengan nilai ICso kurang dari 50 ppm tergolong
dalam antioksidan yang sangat kuat. Sedangkan, pada ekstrak bekatul beras
putih menggunakan etanol 96% diperoleh nilai ICsy yang lebih lemah dari
ekstrak sampel yang lain, yaitu 76,61 ppm. Ekstrak yang memiliki nilai ICsg
pada rentang 50 ppm hingga 100 ppm masih tergolong sebagai ekstrak dengan
kemampuan antioksidan yang kuat. Oleh karena 1tu, segala sesuatu yang sudah
diberikan oleh Allah Swt. harus dikelola dengan optimal karena Allah Swt.
telah memberikan manusia sumber daya alam sesuai dengan ukurannya. Tentu
ukuran yang telah ditetapkan oleh Allah Swt. tidak sedikit karena sifat-Nya

yang Maha Pemurah.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1. Berdasarkan hasil analisis data menunjukkan bahwa variasi konsentrasi etanol
dan jenis bekatul memberikan pengaruh yang signifikan terhadap kadar total
fenolik. Perlakuan terbaik dari penelitian ini terdapat pada ekstrak bekatul
bekatul beras merah menggunakan etanol 70% sebesar 15,88 mg GAE/g.

2. Berdasarkan hasil analisis data menunjukkan bahwa variasi konsentrasi etanol
dan jenis bekatul memberikan pengaruh yang signifikan terhadap aktivitas
antioksidan. Perlakuan terbaik dari penelitian in1 terdapat pada ekstrak

bekatul bekatul beras merah menggunakan etanol 70% yang memiliki nilai

1Cs0 14,29 ppm.

5.2 Saran

Perlu dilakukan pengukuran waktu kestabilan penentuan kadar total fenolik
dengan range waktu yang lebih lama. Pengukuran dilakukan hingga absorbansi

yang terukur benar-benar berada pada nilai yang konstan.
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Lampiran 2. Diagram Alir

2.1 Preparasi Sampel

Bekatul beras merah dan bekatul beras Putih

Diayak 400 gram masing-masing bekatul dengan mesh ukuran 60

Dibungkus menggunakan alumunium foil

Diinkubasi menggunakan oven selama 15 menit pada suhu 100 °C.

Didinginkan pada suhu ruang

Disimpan sampel kering pada suhu 4 °C

Hasil

2.2 Ekstraksi Bekatul Menggunakan Metode Sonikasi

Sampel kering, larutan etanol 70% dan larutan etanol 96%

- Dimasukkan sampel kering bekatul beras merah dan putih sebanyak 30
gram, masing-masing ke dalam 2 erlenmeyer yang berbeda

- Dilarutkan tiap jenis sampel kering dalam pelarut etanol 70% dan 96%
sebanyak 180 mL

- Diekstraksi sampel selama 20 menit

- Disaring sampel menggunakan corong Buchner

- Dimasukkan filtrat ke dalam vial

- Dipekatkan filtrat menggunakan vacum rotary evaporator pada suhu 45
°C

- Dilakukan pengulangan perlakuan dar1 awal sebanyak 3 kali

- Dihitung rendemen ekstrak

- Disimpan ekstrak dalam lemar1 pendingin

Hasil
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2.3 Uji Kadar Total Fenolik Ekstrak Etanol Bekatul

a. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Asam galat, larutan etanol 70%, larutan etanol 96%, reagen Folin-

Ciocalteu 10% dan Na>CO3 10%

Ditimbang asam galat sebanyak 1 mg sebanyak dua Kali

Dilarutkan masing-masing asam galat dengan larutan etanol 70% dan
larutan etanol 96% sampai volume 5 mL dalam labu ukur

Diencerkan masing-masing larutan asam galat menjadi konsentrasi 6
ppm dalam labu ukur 5 mL

Dipipet masing-masing larutan 1 mL ke dalam tabung reaksi
Ditambahkan 2,5 mL reagen Folin-Ciocalteu 10%

Divortex

Didiamkan selama 3 menit pada suhu ruang

Ditambahkan 2 ml Na;CO3 10%

Diinkubasi selama 30 menit pada suhu ruang

Dimasukkan ke dalam kuvet dan dican panjang gelombang maksimum

pada rentang panjang gelombang 600-800 nm

Hasil
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b. Penentuan Waktu Kestabilan

Asam galat, larutan etanol 70%, larutan etanol 96%, reagen Folin-

Ciocalteu 10% dan Na>COs 10%

Diencerkan larutan stok 100 ppm masing-masing menjadi konsentrasi 6
ppm labu ukur 5 mL

Dipipet masing-masing larutan 1 mL ke dalam tabung reaksi
Ditambahkan 2,5 mL reagen Folin-Ciocalteu 10%

Divortex

Didiamkan selama 3 menit pada suhu ruang

Ditambahkan 2 ml Na,CO3 10%

Dimasukkan ke dalam kuvet dan dicarnt waktu kestabilan pada panjang
gelombang maksimum yang sudah diperoleh dengan rentang waktu 0-90

menit

Hasil

c. Pembuatan Kurva Standar Asam Galat

Asam galat, larutan etanol 70%, larutan etanol 96%, reagen Folin]

Ciocalteu 10% dan Na>COs 10%

Diencerkan larutan stok 100 ppm masing-masing menjadi konsentrasi 2,
4, 6, 8, dan 10 ppm dalam labu ukur 5 mL

Dipipet larutan asam galat masing-masing 1 mL ke dalam tabung reaksi
Ditambahkan 2,5 mL reagen Folin-Ciocalteu 10%

Divortex

Didiamkan selama 3 menit pada suhu ruang

Ditambahkan 2 ml Na>COs3 10%

Diinkubasi selama waktu kestabilan yang sudah diperoleh paa suhu
ruang

Dimasukkan ke dalam kuvet dan diukur absorbansinya pada panjang
gelombang yang sudah diperoleh

Dibuat kurva hubungan absorbansi dengan konsentrasi asam galat

Hasil
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d. Penentuan Kadar Total Fenolik

Asam galat, larutan etanol 70%, larutan etanol 96%, reagen Folin;

Ciocalteu 10% dan Na>CO3 10%

Ditimbang masing-masing 1 mg ekstrak bekatul merah dan eksrak
bekatul putih sebanyak 2 kali

Dilarutkan ekstrak A dengan etanol 70% dan ekstrak B dengan etanol
96% dalam labu ukur 5 mL

Dipipet masing-masing larutan sampel sebanyak 1 mL ke dalam tabung
reaksi

Ditambahkan reagen Folin-Ciocalteau 10% sebanyak 2,5 mL

Divortex

Didiamkan selama 3 menit pada suhu ruang

Ditambahkan larutan Na>COs3; 10% sebanyak 2 mL

Divortex

Diinkubasi selama waktu kestabilan yang sudah diperoleh pada suhu
ruang

Diukur absorbansi pada panjang gelombang yang sudah diperoleh
Dilakukan pengulangan perlakuan sebanyak 3 kali

Dihitung kadar total fenolik

Hasil
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2.4 Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etanol Bekatul Menggunakan
Metode DPPH

a. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Larutan etanol 70%,. larutan etanol 96% dan DPPH 0.2 mM

- Dicampurkan etanol 70% dan etanol 96% masing-masing 3 mL dengan
1 ml 0,2 mM larutan DPPH

- Dimasukkan kedalam tabung reaksi

- Ditutup tabung reaksi dengan alumunium foil

- Diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37 °C

- Dimasukkan ke dalam kuvet

- Dicari panjang gelombang maksimum larutan pada rentang panjang
gelombang 500-600 nm

- Dicatat hasil pengukuran panjang gelombang maksimum untuk

digunakan pada tahap selanjutnya.
Hasil

b. Penentuan Absorbansi Kontrol

Larutan etanol 70%, larutan etanol 96% dan larutan DPPH 0.2 mM

- Dipipet dan dimasukkan 1 mL larutan DPPH 0,2 mM ke dalam dua
tabung reaksi

- Ditambahkan masing-masing larutan DPPH dengan larutan etanol 70%
dan larutan etanol 96% sebanyak 3 ml

- Ditutup tabung reaksi dengan alumunium foil

- Diinkubasi pada suhu 37 °C selama 30 menit

- Dimasukkan larutan kedalam kuvet

- Diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum yang sudah

diperoleh
Hasil
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c. Penentuan Absorbansi Sampel

Ekstrak bekatul, larutan etanol 70%. larutan etanol 96% dan larutan DPPH
0.2 mM

- Dilarutkan masing-masing ekstrak dalam pelarut etanol 70% dan 96%
dengan variasi konsentrasi 10, 20, 30, 40, dan 50 ppm

- Dimasukkan masing-masing variasi sebanyak 3 mL ke dalam tabung
reaksi

- Ditambahkan DPPH 0,2 mM sebanyak 1 mL ke dalam masing-masing
variasl

- Ditutup tabung reaksi menggunakan alumunium foil

- Diinkubasi pada suhu 37 °C selama 30 menit

- Dimasukkan ke dalam kuvet

- Diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum yang sudah
diperoleh. Perlakuan dari awal dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali

- Dihitung nilai % aktivitas antioksidan

- Dilakukan pengulangan perlakuan menggunakan sampel vitamin C

Hasil

Lampiran 3. Perhitungan Pembuatan Larutan dan Reagen
3.1 Pembuatan Larutan Uji Penentuan Kadar Total Fenolik
1. Pembuatan larutan Na2CO3 10% 50 mL

10%

Gram = x 50 mL
100%

= 5 gram
2. Pembuatan reagen Folin-Ciocalteau 10% 70 mL
M XVi=Mz X V3
- Menggunakan labu ukur 50 mL

B 10% x 50 mL
e 100%

=>ml.



- Menggunakan labu ukur 20 mL

Vi=

10% x 20 mL
100%

=2 mL

3. Pembuatan larutan stok asam galat 100 ppm dalam 5 mL
Ppm =—

Mg

mg
L

—ppm x L

= 100 mg/L x 0,005 L

=0, mg
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4. Pembuatan larutan standar asam galat dengan variasi konsentrasi 2, 4,

6, 8 dan 10 ppm dalam 5 mL

a)

b)

d)

2 ppm
__ 2ppmx5mL
L= 100 ppm
={J,1 mL.
4 ppm
N o 4 ppmx5 mL
100 ppm
=A),2 ml:
6 ppm
V= 6 ppmx5 mL
100 ppm
= 0,3 mL
8 ppm
V= 8ppmx5 mL
100 ppm
= 0,4 mL
10 ppm
Vi 10 ppm x 5 mL

100 ppm

= 0,5 mL
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S. Pembuatan larutan sampel 100 ppm dalam 10 mL

ppm = —=
mg =ppmx L

=100 mg/L x 0,01 L
=1 mg

3.2 Pembuatan Larutan Uji Aktivitas Antioksidan
1. Pembuatan larutan DPPH dalam 20 ml dengan etanol 70% dan 96%
Mr DPPH = 394,33 g/mol

0,2 M
1000 mL

= (0,004 mmol

Massa DPPH = mol DPPH x Mr DPPH
= (0,004 mmol x 394,33 g/mol
=1,57732 mg

Mol DPPH =20 mL x

2. Pembuatan larutan untuk penentuan waktu Kkestabilan pengukuran

antioksidan 100 ppm dalam S mL

Ppm = %
Mg =ppmxL
= 100 mg/L x 0,005 L
= 0,5 mg
3. Pembuatan larutan stok ekstrak bekatul dalam 20 mL
Ppm = %
Mg =ppmxL
=100 mg/L x 0,02 L
=2 mg
4. Pembuatan larutan stok vitamin C 100 ppm dalam S mL
Ppm = %
Mg =ppmxL

= 100 mg/L x 0,005 L
= (0,5 mg
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5. Pembuatan larutan uji ekstrak etanol bekatul dengan variasi

konsentrasi 10, 20, 30, 40, dan 50 ppm dalam 10 mL

a) 10 ppm
~ 10 ppmx 10 mL
Vi= 100 ppm
=11l
b) 20 ppm
~ 20 ppmx 10 mL
V1= 100 ppm
=2 ml.
¢) 30 ppm
~ 30 ppmx 10 mL
Vi= 100 ppm
=3l
d) 40 ppm
40 ppmx 10 mL
V1= 100 ppm
=4 mL
e) 50 ppm
~ 50 ppmx 10 mL
Y 100 ppm
=:5-ml.
f) 30 ppm
~ 30 ppmx 10 mL
Wr= 100 ppm
=4 Mk

6. Pembuatan larutan uji asam askorbat dengan variasi konsentrasi 1, 2, 3,

4, dan 5 ppm dalam 10 mL

a) | ppm
~ 1ppmx10 mL
Vi= 100 ppm
= (0,1 mL
b) 2 ppm
~ 2ppmx 10 mL
¥i= 100 ppm
=(,2 mL

¢) 3 ppm



~ 3ppmx10 mL

Y 100 ppm
= (0,3 mL
d) 4 ppm
_ 4ppmx10 mL
Vi= 100 ppm
= 0,4 mL
e) 5 ppm
V= 5]]5;11{] mL
ppm
= 0,9 mL

Lampiran 4. Tabel Hasil Rendemen
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Berat Berat Total
Sampel Pengulangan Sampel  pkgirak  Ekstrak Rengemen
(gram) (gram) (gram) e
Ul 30 2,62 8,74
70% U2 30 1,91 2,30 6,36
Ekstrak U3 30 2,36 7,86
Bekatul Rata-rata Rendemen + Standar Deviasi 7,65 + 1,20
Beras Merah Ul 30 2,18 71,28
96% U2 30 1.75 2,14 5,82
U3 30 2,49 8,28
Rata-rata Rendemen + Standar Deviasi 7,13 + 1,24
Ul 30 2,24 7.45
70% U2 30 1,52 2,06 5,08
Ekstrak U3 30 2,42 8,07
Bekatul —
Ry Rata-rata Rendemen + Standar Deviasi 6,87 + 1,58
Ul 30 2,47 8,23
96% U2 30 1,81 1,98 6,02
U3 30 1,65 5,48
Rata-rata Rendemen + Standar Deviasi 6,58 + 1,46

4.1 Perhitungan % Rendemen

1. Ekstrak bekatul beras merah menggunakan etanol 70%

% Rendemen =

berat ekstrak

berat sampel

x 100%.



2,30 gram
~ 30+30+30 gram

=7,65%

X 100%

2. Ekstrak bekatul beras merah menggunakan etanol 96%

berat ekstrak
% Rendemen = x 100%

berat sampel

B 2,14 gram
~ 30+430+30 gram

=7,13%

X 100%

3. Ekstrak bekatul beras putih menggunakan etanol 70%

berat ekstrak
% Rendemen = x 100%.

berat sampel

2,06 gram
30430430 gram

= 6,87%

x 100%.

4. Ekstrak bekatul beras putih menggunakan etanol 96%

berat ekstrak

% Rendemen = x 100%.

berat sampel

B 1,98 gram
~ 30+30+30gram

= 6,58%

x 100%.

67
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Lampiran 5. Uji Penentuan Kadar Total Fenolik
5.1 Panjang Gelombang Maksimum Asam Galat
a. Menggunakan Etanol 70%

0,20 -

765

7))
£ 0,15 4

0,10 . r ; ]
600 700 800
Wavelength (nm)

b. Menggunakan Etanol 96%

0,15

760

)
< 0,10

D;DE I l ¥ 'I
600 700 800
Wavelength (nm)



69

5.2 Tabel Hasil Uji Waktu Kestabilan

Menit Absorbansi
Ke- Menggunakan etanol 96% Menggunakan etanol 70%
0 0,055 0,070
5 0,075 0,082
10 0,085 0,092
15 0,092 0,097
20 0,094 0,101
25 0,095 0,103
30 0,097 0,105
5 0,097 0,106
40 0,098 0,108
45 0,099 0,109
50 0,100 0,110
55 0,101 0,111
60 0,102 0,111
65 0,102 0.112
70 0,103 0,112
75 0,103 0.113
80 0,103 0,113
85 0,104 0,114
90 0,104 0,114
5.3 Hasil Uji Kadar Total Fenolik
P Kadar Total Rata-rata Kadar
Sampel Pengulangan (nm) Fenolik Total Fenolik +
(mg GAE/g) Standar Deviasi
1 0,281 15,30
70% 2 0,291 15,95 15,88 + 0,55
Ekstrak Bekatul 3 0,298 16,40
Beras Merah | 0,201 5.64
96% 2 0,208 5,87 W, A |
3 0,211 5,96
1 0,108 4.14
70% 2 0,099 3,56 4,03 + 0,43
Ekstrak Bekatul 3 0,112 4,40
Beras Putih | 0,087 1,91
96% 2 0,101 2,37 223 14021
3 0,102 2,40




5.4 Perhitungan Kadar Total Fenolik
1. Ekstrak bekatul merah menggunakan etanol 70%
- Ulangan 1

e Konsentrasi fenolik

y (Abs. Sampel) =0,0155x + 0,0438

0,281 =0,0155x + 0,0438
» ~0,281-0,0438

- 0,0155
X =15 31}

e Kadar total fenolik

Total Fenolik _ &%V
B
15,30 % x 0,001 L

0,001 g

= 15,30 mg GAE/g ekstrak

- Ulangan 2
e Konsentrasi fenolik

y (Abs. Sampel) =0,0155x + 0,0438

0,291 =0,0155x + 0,0438
% ~0,291-0,0438

~ 0,0155
X = 15,95

e Kadar total fenolik

Total Fenolik _ &¢*V
g

15,95 % x 0,001 L

0,001 g

= 15,95 mg GAE/g ekstrak

- Ulangan 3
e Konsentrasi fenolik
y (Abs. Sampel) =0,0155x + 0,0438
0,298 =0,0155x + 0,0438
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~0,298-0,0348
a 0,0155

X = 16,40

Kadar total fenolik

Total Fenolik _ ¢xV
g
16,40 % % 0.001 L

0,001 g

= 16,40 mg GAE/g ekstrak

2. Ekstrak bekatul merah menggunakan etanol 96%

- Ulangan 1

Konsentrasi fenolik

y (Abs. Sampel) = 0,0306x + 0,0285

0,201 =0,0306x + 0,0285
% ~0,201-0,0285

~ 0,0306
X = 5,64

Kadar total fenolik

Total Fenolik _ &¢*V
g

5.64 % X 0,001 L

0,001 g

= 5,64 mg GAE/g ekstrak

- Ulangan 2

Konsentrasi fenolik

y (Abs. Sampel) =0,0306x + 0,0285

0,208 = (0,0306x + 0,0285

X ~0,208-0,0285
~0,0306

X = 5.8

Kadar total fenolik

Total Fenolik _ &¢*V
g

Fal|



5.87 % % 0,001 L

0,001 g

= 5,87 mg GAE/g ekstrak

- Ulangan 3

- Konsentrasi fenolik

y (Abs. Sampel) =0,0306x + 0,0285

0,211 =0,0306x + 0,0285
» ~0,211-0,0285
0,0306
X =396
- Kadar total fenolik
Total Fenolik _ &¢xV
g

5.96 % % 0,001 L

0,001 g

= 5,96 mg GAE/g ekstrak

3. Ekstrak bekatul putih menggunakan etanol 70%

- Ulangan 1

Konsentrasi fenolik

y (Abs. Sampel) =0,0155x + 0,0438

0,108 =0,0155x + 0,0438
X ~0,108-0,0438

~ 0,0155
X =:4.14

Kadar total fenolik

Total Fenolik _ &%V
g

4.14 % x 0001 L

0,001 g

= 4,14 mg GAE/g ekstrak
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- Ulangan 2

Konsentrasi fenolik

y (Abs. Sampel) =0,0155x + 0,0438

0,099 =0,0155x + 0,0438

X ~0,099-0,0438
~0,0155

X =350

Kadar total fenolik

Total Fenolik _ ¢*V
g

356 % % 0.001L

0,001g

= 3,56 mg GAE/g ekstrak

- Ulangan 3

Konsentrasi fenolik

y (Abs. Sampel) =0,0155x + 0,0438

0,112 =0,0155x + 0,0438
% ~0,112-0,0438

~ 0,0155
X =4 40

Kadar total fenolik

Total Fenolik _ ¢xV
g

4,40 % % 0,001 L

0,001 g

= 4,40 mg GAE/g ekstrak

4. Ekstrak bekatul putih menggunakan etanol 96%

- Ulangan 1

Konsentrasi fenolik

y (Abs. Sampel) =0,0306x + 0,0285
0,087 = 0,0306x + 0,0285

N 0,087 —0,0285
- 0,0305
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X = 1.91
Kadar total fenolik
Total Fenolik _ ¢*V

g

1,91 % % 0,001 L

0,001g

= 1,91 mg GAE/g ekstrak

- Ulangan 2

Konsentrasi fenolik

y (Abs. Sampel) =0,0306x + 0,0285

0,101 = 0.,0306x + 00,0285
X ~0,101-0,0285

B 0,0306
X =Y}

Kadar total fenolik

Total Fenolik _ ¢*V
g

237 % % 0,001 L

0,001 g

= 2,37 mg GAE/g ekstrak

- Ulangan 3

Konsentrasi fenolik

y (Abs. Sampel) =0,0306x + 0,0285

0,102 =(,0306x + 0,0285

X ~0,102-0,0285
~0,0306

X =2.40

Kadar total fenolik

Total Fenolik _ &¢*V
g
2 40 % X 0,001 L

0,001 g

= 2,40 mg GAE/g ekstrak
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Lampiran 6. Uji Aktivitas Antioksidan dan ICso
6.1 Panjang Gelombang Maksimum DPPH
a. Menggunakan Etanol 70%

0,2 1
520

Abs

U1

400 500 600
Wavelength (nm)

b. Menggunakan Etanol 96%

0,5 5
516

Abs

0,0 - . - ]
400 500 600
Wavelength (nm)




6.2 Tabel Hasil Aktivitas Antioksidan dan I1Cso Ekstrak Bekatul
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Konsentrasi  Absorbansi (nm) Aktivitas Antioksidan
Sampel (%)
(ppm) Ur U2 U3 U1l U2 U3
Kontrol 041 041 041 - - -
10 027 024 020 35,19 4272 52,67
70% 20 020 0,19 0,18 5097 53,16 55,58
30 0,05 0,07 0,16 88,11 82,28 60,92
40 0,05 003 005 87,62 9296 88,11
50 003 003 003 9345 93,69 92,72
ICs0 16,24 13,80 12,24
Ekstrak Bekatul Rata-rata ICso + Std. Deviasi 14,29 + 2.02
Beras Merah Kontrol 0,33 0,33 033 - - -
10 0,25 025 026 2416 2232 2L.10
96% 20 0,12 0,13 0,17 62,08 61,16 4740
30 0,10 0,11 0,12 68,20 67,89 63,30
40 0,06 0,07 0,11 8043 78,59 66,36
50 0,05 005 0,09 86,24 85,63 7248
ICso 20,02 20,89 26,16
Rata-rata ICso + Std. Deviasi 22291332
Kontrol 040 040 040 - - -
10 U353 033 031 1915 2232 22064
70% 20 0,26 026 0,26 3483 61,16 36,32
30 0,19 021 0,19 5224 67,89 5249
40 0,13 0,17 0,14 66,67 78,59 6542
50 0,08 0,14 0,07 81,10 85,63 82,34
ICso 2449 34,05 28,76
Ekstrak Bekatul Rata-rata ICso + Std. Deviasi 30.51 +2.87
Beras Putih Kontrol 049 049 049 - - :
10 045 044 044 850 10,12 10,73
96% 20 043 041 042 12,55 1640 15,18
30 038 037 0,37 22,67 25,771 2490
40 03> 036 03> 2875 21,13 2895
50 033 035 033 3219 32719 3340
I1Cso 74,68 79,16 76,30
Rata-rata ICso + Std. Deviasi 76,61 + 2,27




6.3 Perhitungan ICso Ekstrak Bekatul
a. Ekstrak Bekatul Beras Merah Menggunakan Etanol 70%
- Ulangan 1
y = 1,5316x + 25,121
50 =1,5316x + 25,121

X : 50—25121
1,5316

X =16,24 ppm

- Ulangan 2
y =1,4175x + 30,437
50 =1,4175x + 30,437

X . 50-30,437
1,4175

x =13,80 ppm

- Ulangan 3
y =1,1262x + 36,214
50 =1,1262x + 36,214

x _ 50-36214
1,1262
x =12,24 ppm

b. Ekstrak Bekatul Beras Merah Menggunakan Etanol 96%
- Ulangan 1
y =1,4251x+ 21,468
50 =1,4251x + 21,468

x _ 50-21,468
~ 1,4251
x =20,02 ppm
- Ulangan 2

y =1,5753x + 12,408
50 =1,5753x + 12,408

X - 50-12,408
1.5753

X =20,89 ppm



- Ulangan 3
v =12171x+ 17,615
) =12171x+ 17,615

x _ 50-17615
1,2171
X =26,16 ppm

c. Ekstrak Bekatul Beras Putih Menggunakan Etanol 70%
- Ulangan 1
y =1,5572x + 4,0793
50 =1,5572x +4,0793

x _ 50-4,0793
- 15572
X =2949 ppm
- Ulangan 2

y =L1791x + 9,8506
30 =1,1791x + 9,8506

x _ 50-9,8506
- 1,1791
x =34,05 ppm
- Ulangan 3

y =1,4851x +7,2887
50 =1,4851x + 7,2887

x _ 50-7,2887
- 1.4851
X =28,76 ppm

d. Ekstrak Bekatul Beras Putih Menggunakan Etanol 96%
- Ulangan 1
y =0,6478x +1,6194
50 =0,6478x +1,6194

X _ 50-1,6194
0,6478

X =74,68 ppm
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- Ulangan 2

y =0,5608x + 35,6069
50 =0,5608x + 35,6069

x _ 50-56069
- 0,5608
X =79,16 ppm
- Ulangan 3

y =0,5911x + 4,8989
50 =0,5911x + 4,8989

x _ 50-4,8989
- 0,5911
X =76,30 ppm

6.4 Tabel Hasil Aktivitas Antioksidan dan ICso Vitamin C
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) : Aktivitas Antioksidan
Suniel Konsentrasi  Absorbansi (nm) (%)
(ppm) Ui U2 U3 Ul U2 U3
Kontrol 038 038 0,38 - - -
] 0,18 020 020 51,83 4895 47,64
70% 2 0,18 0,18 0,18 52,62 52,62 52,36
3 005 009 0,08 8691 76,96 79,06
4 0,01 001 005 96,34 96,86 86,39
9 0,00 001 0,01 99,74 98,17 97,12
I1Cs 1,03 1,27 1,31
Vitamin C Rata-rata ICsp + Std. Deviasi 1,20 + 0,15
Kontrol 040 040 0,40 - - -
10 023 023 0,28 4192 41,67 30,30
06% 20 0,13 0,13 0,15 6692 67,17 62,63
30 0,11 0,11 0,05 73,23 73.49 88,13
40 006 006 004 8586 86,11 90.40
50 0,02 002 0,03 94,95 94,70 93,18
I1Csp 1,19 1,19 151
Rata-rata ICsy + Std. Deviasi 1,31 +£ 0,18




6.5 Perhitungan ICs¢ Vitamin C
a. Vitamin C Menggunakan Etanol 70%
- Ulangan 1
y =13,953x + 35,628
50 =13,953x + 35,628

x _ 50-35628
13,953
x =102 ppm
- Ulangan 2

y =14,267x+ 31911
N =14267x + 31911

x _ 50-31,911
14,267
x =127 ppm
- Ulangan 3

y =13,298x + 32,618
N =13,298x + 32,616

x _ 50-32618
13,298
x =131 ppm

b. Vitamin C Menggunakan Etanol 96%
- Ulangan 1
y =12,5x + 35,076
50 =12,5x + 35,076

x _ 50-35076
125
x =119 ppm
- Ulangan 2

vy =12.5x+ 35,126
50 =12,5x + 35,126

X - 50-35,126
12,5

x =119 ppm
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- Ulangan 3
y =15,354x + 26,869
50 =15,354x + 26,869

x _ 50-26,869
- 15,354
x =151 ppm

Lampiran 7. Tabel Hasil Uji SPSS
e Uji Normalitas

Shapiro-Wilk

Statistic df Sig.
Standardized Residual for 943 12 537
Fenolik
Standardized Residual for ICso 931 12 386

*. This 1s a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction

e Uji Homogenitas

Levene's Test of Equality of Error Variances®"

Levene
Statistic  df1 df2 Sig.
Kadar Total Based on Mean 1.284 3 3 344
Fenolik Based on Median 594 3 3 636
Based on Median and 594 3 6.304 .640
with adjusted df
Based on trimmed 1.230 3 8 361
mean
Based on Mean 1.050 3 3 422
s Based on Median 282 3 8 837
Based on Median and 282 3 5.656 837
with adjusted df
Based on trimmed 968 3 3 454
mean

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable 1s
equal across groups.
a. Dependent variable: Aktivitas Antioksidan and Kadar Total Fenolik



7.1 Uji Two way ANOVA
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Dependent Variable: Kadar Total Fenolik

o Type III Sum Mean B Sie.
of Squares Square >
Corrected Model 335.651" 3 111.884 754.145 000
Intercept 586.601 1 586.601 3953.946  .000
Pelarut 105.613 1 105.613 711.880 000
Bekatul 178.950 1 178.950 1206.199  .000
Pelarut * Bekatul 51.088 1 51.088  344.356 000
Error 1.187 8 148
Total 923.439 12
Corrected Total 336.838 11
a. R Squared = .996 (Adjusted R Squared = .995)
Dependent Variable: I1Cso
Source Ty[::e Lanm df s F Sig.
of Squares Square
Corrected Model  7053.014° 3 2351.005 330.349  .000
Intercept 15536.884 1 15536.884 2183.148 .000
Pelarut 2204.043 ] 2204.043  309.699  .000
Bekatul 3783.946 ] 3783.946  531.697  .000
Pelarut * Bekatul  1065.025 ] 1065.025  149.651 000
Error 56.934 8 7.117
Total 22646.832 12
Corrected Total 7109.948 |

a. R Squared = .992 (Adjusted R Squared = .989)
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7.2 Uji Tukey
Tukey HSD?P
Subset
Sample N ” > 3 p
Putih 96% 6 2.22671
Kadar Total Putih 70% 6 4.0333°
Fenolik  Merah 96% 6 5.8233°
Merah 70% 6 15.8833°
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.
The error term 1s Mean Square(Error) = .148.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
b. Alpha = ,05.
Merah 70% 6 14.0933"
Merah 96% 6 22.3567°
ICGso putin 70% 6 30.7667¢
Putih 96% 6 76.7133¢
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.

The error term 1s Mean Square(Error) =7.117.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

b. Alpha = ,05.

7.3 Uji Korelasi Kadar Total Fenolik dengan 1Cso Ekstrak Bekatul
Menggunakan Etanol 70% & 96%

Kadar Total

Fenolik L
Kadar Total Pearson 1 985"
Fenolik Correlation
Sig. (2-tailed) 000
N 6 6
Pearson -.985" |
Correlation
. Sig. (2-tailed) 000
N 6 6

*%_ Correlation 1s significant at the 0.01 level (2-tailed).
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Lampiran 8. Dokumentasi Penelitian

8.1 Preparasi Sampel

Pengayakan bekatul Stabilisai bekatul

menggunakan ayakan 60 menggunakan oven pada suhu
mesh 100 °C selama 15 menit

8.2 Ekstraksi Bekatul (Oryza sativa L.)

Ekstraksi bekatul 30 Penyaringan ekstrak menggunkan

gram dalam pelarut corong buchner
etanol 180 mL

menggunakan metode
sonikasi selama 20

Penguapan pelarut
menggunakan vacum

rotary evaporator

pada suhu 45 °C

menit

Hasil ekstrak etanol
bekatul yang sudah
pekat

Penimbangan vial sebelum dan
sesudah berisi ekstrak



8.3 Uji Kadar Total Fenolik Ekstrak Etanol Bekatul

Penambahan reagen Folin-Ciocalteu Penambahan NaxCOs 10%

dalam larutan asam galat

10.4 Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etanol Bekatul (Oryza sativa L.)

Larutan kontrol Larutan sampel uji

aktivitas antioksidan
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