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Abstrak 

Penelitian bertujuan untuk memperoleh variabel ekstraksi yang menghasilkan kadar antosianin dan total fenol 
maksimum dengan metode Ultrasonic-Assisted Extraction (UAE) pada beras hitam Sirampog. Penelitian terdiri 2 
tahap yaitu penelitian pendahuluan yang bertujuan menentukan komposisi pelarut yang paling tepat untuk proses 
ekstraksi. Penelitian utama bertujuan menentukan konsentrasi bahan dan waktu ekstraksi untuk mendapatkan hasil 
maksimal. Optimasi dilakukan menggunakan Respon Surface Methodology dengan rancangan Central Composite 
Design. Ada 2 faktor yang dicoba yaitu konsentrasi bahan dalam larutan 0,05, 0,1 dan 0,15 g/l, dan waktu sonikasi 
(25, 35 dan 45 menit). Parameter yang diamati adalah kadar antosianin dan total fenol. Hasil penelitian menunjukkan 
semakin lama waktu ekstraksi, maka antosianin yang dapat kontak dengan pelarut semakin banyak, sehingga hasil 
ekstraksinya meningkat. Komposisi pelarut yang paling tepat untuk proses ekstraksi beras hitam adalah 
perbandingan air dan etanol sebesar 51,5:48,5. Kondisi optimal untuk ekstraksi antosianin pada beras hitam 
Sirampog menggunakan metode UAE adalah konsentrasi bahan 5 g/l selama 25 menit. Kondisi tersebut dapat 
menghasilkan ekstrak dengan kadar antosianin 456 mg/100 g dan total fenol 6400 mg/100g. Kesimpulannya, 
penelitian ini berhasil mendapatkan kondisi optimal ekstraksi antosianin dan kadar antosianin serta total fenol dapat 
ditentukan.  
 
Kata kunci : antosianin, fenol, beras hitam Sirampog, ultrasound extract assist, waktu. 
 
Abstract 

The objective of the research is to obtain extractions with Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) method that 
produce maximum anthocyanine levels and total phenols of Sirampog black rice. The study consists of two phases: 
an introductory study to identify the composition of the solvent that was most suited to the extraction process. The 
main research was intended to determine the ingredient concentration and extraction time in order to obtain maximum 
results. Optimization was carried out using the Central Composite Design Surface Response Methodology. 
Concentration of material in solution (0.05, 0.1 and 0.15 g / l), and the sonication time (25, 35 and 45 minutes) were 
used. Anthocyanin levels and total phenols were analyzed. Results indicated that the more anthocyanin the longer 
extraction period resulting in the increase in extraction yield. The water and ethanol ratio of 51.5:48.5 was the 
composition of the most suitable solvent for the extraction process. The optimal conditions for the extraction of 
anthocyanin in Sirampog black rice using the UAE method was a material concentration of 5 g/l for 25 minutes. These 
conditions would produce extracts with anthocyanin levels of 456 mg/100 g and total phenols of 6400 mg/100g. As 
conclusion, optimum condition for extraction was succesfully conducted and anthocyanin level as well ass total 
phenol could be determined. 

 
Keywords : anthocyanin, phenols, Sirampog black rice, ultrasound extract assist, duration. 
 
 
Pendahuluan 

Beras hitam merupakan salah satu jenis beras 
berpigmen yang penting selain beras merah. Beras 
hitam mengandung banyak komponen bioaktif, terutama 
antosianin sebagai senyawa nutrasetikal dan berperan 
dalam mengurangi resiko penyakit degenerative 
(Pereira-Caro et al., 2013). Beras hitam telah digunakan 
sebagai pangan fungsional di berbagai negara 
(Maisuthisakul dan Changchub, 2014; Sompong et al., 
2011). Di Indonesia sendiri, terdapat banyak varietas 
beras hitam yang berasal dari berbagai daerah (Pratiwi 
dan Purwestri, 2017). Varietas beras hitam yang berasal 

dari dataran tinggi Kecamatan Sirampog, Kabupaten 
Brebes, merupakan salah satu varietas dengan warna 
hitam yang sangat pekat, tidak hanya pada lapisan 
aleuron namun sampai pada sebagian endospermanya. 
Kepekatan warna hitam tersebut sebanding dengan 
intensitas kandungan antosianin, sehingga perlu kajian 
mengenai metode ekstraksi yang tepat untuk 
menghasilkan rendemen antosianin yang maksimal. 
Salah satu metode yang dapat diaplikasikan untuk 
ekstraksi antosianin dan fenol pada beras hitam yaitu 
Ultrasound-Assisted Extraction (UAE) (Khoei dan 
Chekin, 2016; Ciulu et al., 2018).   
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Ultrasonic-assisted extraction (UAE) mampu 
memangkas waktu ekstraksi beragam produk alam yang 
umumnya membutuhkan waktu lama menjadi lebih 
cepat dengan reproduksibilitas yang tinggi, pengurangan 
penggunaan pelarut, alur kerja yang lebih sederhana, 
menghasilkan kemurnian tinggi pada produk akhir, 
meminimalisir treatment akhir pada limbah, serta 
konsumsi energi yang relatif rendah dibanding metode 
ekstraksi konvensional (Chemat et al., 2011). Beragam 
komponen pangan seperti senyawa flavor, pigmen, 
antioksidan, serta komponen organik dan mineral 
lainnya telah berhasil diekstrak secara efisien dari 
beragam matriks pangan, baik dari jaringan tubuh hewan 
maupun tumbuhan (Rawson dan Vca, 2015).  Metode 
UAE merupakan teknologi yang potensial untuk 
dikembangkan sebab tidak membutuhkan instrumentasi 
yang kompleks dan relatif rendah biaya. UAE dapat 
diaplikasikan pada skala kecil maupun besar pada 
industri ekstraksi pangan (Tiwari, 2015).  

Uji pembandingan pada ekstraksi komponen 
fenolik dari strawberry menunjukkan bahwa UAE 
memberikan lebih sedikit kerusakan terhadap senyawa 
fenolik dan membutuhkan waktu ekstraksi jauh lebih 
singkat dibanding metode ekstraksi lain, termasuk 
metode solid-liquid, subcritical water, dan microwave-
assisted extraction (Herrera dan Luque De Castro, 
2005). Setiap bahan memerlukan kondisi optimal UAE 
yang tertentu untuk menghasilkan kadar antosianin dan 
polifenol yang optimal. Murador et al. (2019) melakukan 
ekstraksi kulit jeruk menggunakan UAE dan 
mendapatkan bahwa pelarut etanol menghasilkan 
aktivitas antioksidan yang lebih stabil dibandingkan 
pelarut aseton. Ekstraksi antosianin dengan metode 
UAE telah dilakukan juga pada buah mulberi, dengan 
kondisi optimum pelarut berupa 63,8% metanol yang 
mengandung 1% trifluoroacetic acid (TFA), pada suhu 
43.2 °C, rasio liquid terhadap solid 23,8%, dan waktu 
sonikasi selama 40 menit. Kondisi tersebut 
menghasilkan rendemen antosianin sebesar 64.70 ± 
0.45 mg/g (Zou et al., 2011). Hasil ini mengindikasikan 
bahwa UAE merupakan metode yang efektif untuk 
mengekstrak komponen aktif dari tanaman dengan 
kondisi optimum yang berbeda. Hilman et al. (2018) 
mengekstrak inulin dari dari gembili segar dan chip, yang 
menghasilkan tidak ada perbedaan nyata.  

Stabilitas antosianin beras hitam sangat 
dipengaruhi oleh suhu dan pH. Kinetika degradasinya 
mengikuti kinetika reaksi orde pertama, di mana proses 
degradasi terjadi semakin cepat pada suhu dan/atau 
nilai pH yang tinggi, terutama pada suhu di atas 100ºC 
dan pH di atas 5,0. Hal ini mengakibatkan rendahnya 
rendemen ekstraksi akibat kerusakan yang terjadi 
selama proses. Proses ekstraksi menggunakan metode 
UAE juga dipengaruhi waktu, dimana setiap bahan 
memerlukan waktu yang berbeda (Espada-Bellido et al., 
2017;  Djaeni et al.,  2017; Khan et al., 2010; Araujo et 
al., 2013).  

Dengan demikian diperlukan kondisi optimal untuk 
mengekstrak antosianin dari beras hitam Sirampog.  
Penelitian ini bertujuan memperoleh variabel ekstraksi 
yang optimal untuk menghasilkan kadar antosianin dan 

total fenol maksimum dari beras hitam dengan metode 
Ultrasonic-Assisted Extraction (UAE). Manfaat yang 
dapat diperoleh adalah mendapatkan informasi 
mengenai kondisi optimal ekstraksi beras hitam Sirampo 
untuk dijadikan panduan guna mendapatkan kadar 
antosianin dan total phenol yang tinggi. 
 
Materi dan Metode 
Materi 

Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah beras hitam Sirampog dari Kabupaten Brebes, 
Jawa Tengah. Bahan kimia yang digunakan untuk 
ekstraksi dan analisa meliputi etanol (Merck, US), HCl 
37% (Supelco), folin-ciocalteu (Supelco, Jerman), 
natrium karbonat (Merck, Jerman), asam galat (Sigma 
Aldrich, US), dan asetonitril (Sigma Aldrich, US). 
 
Tahapan Penelitian 

Tahap penelitian pendahuluan dilakukan untuk 
menentukan komposisi pelarut yang akan digunakan. 
Pada penelitian pendahuluan, dilakukan pemilihan 
pelarut yang terdiri dari campuran air dan etanol dengan 
persentase etanol mulai dari 25, 50 dan 75%. Penentuan 
rasio etanol dan air dilakukan dengan pendekatan fungsi 
kuadrat orde kedua, dengan variable yang diamati 
adalah total antosianin dan kadar fenol.  

Penelitian utama dilakukan untuk memperoleh 
kondisi ekstraksi optimum. Rancangan percobaan yang 
digunakan adalah Response Surface Methodology 
(RSM) dengan rancangan Central Composite Design 
(CCD).  Ada 2 faktor yang dicoba yaitu konsentrasi 
bahan dalam larutan (0,05, 0,1 dan 0,15 g/l), dan waktu 
sonikasi (25, 35 dan 45 menit). Variabel respon yang 
diamati adalah total fenol (TP) dan total antosianin (TA).  
 
Ekstraksi Menggunakan Ultrasound-Assisted Extraction 
(UAE)  

Proses ekstraksi beras hitam diawali dengan 
menimbang 10 g tepung beras hitam berukuran 80 
mesh, kemudian dimasukkan ke dalam erlenmeyer dan 
ditambahkan pelarut. Erlenmeyer diletakkan didalam 
sonikator selama 25, 35 dan 45 menit untuk 
mengekstraksi antosianin. Setelah proses ekstraksi 
selesai, sample disentrifuse dengan kecepatan 4000 
rpm selama 10 menit pada suhu 25°C. Supernatan 
dilewatkan pada kertas saring whatman No. 1 sehingga 
diperoleh filtrat bebas ampas. Filtrat dipekatkan dengan 
rotary vacuum evaporator pada suhu 40°C, tekanan -900 
mBar dan kecepatan 65 rpm untuk didapatkankonsentrat 
pekat antosianin hingga diperoleh volume 5 ml. 
Konsentrat disimpan dalam botol gelap pada suhu 4°C 
sampai siap dianalisis. 
 
Analisa Total Antosianin  

Kadar antosianin total ditentukan berdasarkan 
perbedaan absorbansi larutan sampel pada pH yang 
berbeda. Ekstrak antosianin dilarutkan dalam larutan 
buffer pH 1,0 dan larutan buffer pH 4,5. Konsentrasi 
antosianin dalam larutan buffer dibuat sedemikian rupa 
sehingga menghasilkan absorban sekitar 0,2. Larutan 
diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer 
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UV-Vis pada panjang gelombang 520 nm dan 700 nm 
(Ferrari et al., 2011). Absorbansi terkoreksi dihitung 
menggunakan rumus berikut ini: 
 
𝐴 = (𝐴!"#	%& −	𝐴'##	%&)()* − (𝐴!"#	%& −	𝐴'##	%&)()+,!	 
 
Kadar antosianin total dihitung sebagai ekivalen 
cyanidin-3-glukosida dengan rumus sebagai berikut: 
 

𝑀𝐴𝑃 =	
𝐴	𝑥	𝑀𝑊	𝑥	𝐷𝐹	𝑥	10000

ℇ	𝑥	𝑙  
Keterangan: 
A : absorbansi larutan 
MW : molecular weight (bobot molekul) 
DF : dilution factor (faktor pengenceran) 
ℇ : absortivitas molar cyanidin-3-glucoside 
l : tebal kuvet 
MAP : monomeric anthocyanin pigment 

 
Analisis Total Fenol  

Total fenol dianalisis dengan metode folin-
ciocalteu yang dimodifikasi (Mena et al., 2012) . Dalam 
tabung reaksi 5 ml, dilarutkan secara homogen 3 ml 
akuades, 250 µl Folin-ciocalteu 0,2 N dan 250 µl sampel. 
Campuran diaduk menggunakan stirrer selama 5 menit, 
kemudian ditambahkan 250 µl larutan Na2CO 10% dan 
volume ditepatkan 5 ml dengan akuades. Campuran 
diinkubasi pada 25° C dalam waterbath selama 60 menit. 
Absorbansi diukur dengan spekrofotometer pada λ 761 
nm. Total fenol ditentukan dengan menggunakan kurva 
standar asam galat (10-70µl/l, dan hasilnya dinyatakan 
dengan mg asam galat ekuivalen per 100 g sample 
kering. 
 
Hasil dan Pembahasan 
Komposisi Pelarut  

Proses ekstraksi antosianin dilakukan 
menggunakan kombinasi air dan etanol yang tepat 
sebagai pelarut. Komposisi etanol dalam pelarut adalah 
25, 50 dan 75 % dari total pelarut. Peningkatan 
komposisi etanol sebagai pelarut dari 25 sampai 50 % 
meningkatkan kadar antosianin yang dihasilkan, akan 
tetapi pada konsentrasi lebih tinggi dari 50 %, kadar 
antosianin yang dihasilkan menurun (Figur 1).  Pelarut 
berfungsi untuk mengambil ekstrak antosianin dari beras 
hitam, sehingga semakin tinggi jumlah etanol sebagai 
pelarut, ekstrak antosianin yang didapat semakin 
meningkat. Menurut Zou et al. (2011), dengan semakin 
banyak jumlah pelarut dapat menyebabkan 
meningkatnya area kontak antara bahan dengan pelarut, 
sehingga dapat meningkatkan difusivitas.  Setelah 
konsentrasi etanol sebagai pelarut lebih dari 50%, kadar 
antosianin yang dihasilkan menurun. Hal ini diakibatkan 
meningkatnya viskositas larutan sehingga menurunkan 
intensitas kavitasi pada metode ultrasonik, dan kavitasi 
itu sendiri lebih sulit dihasilkan pada medium yang 
kental. Semakin besar rasio bahan:pelarut 
mengakibatkan intensitas ultrasonik pada bahan 
semakin tinggi sehingga terjadi fragmentasi pada bahan 
(Awad et al., 2012). Menurut Rubel et al. (2018) 
penggunaan volume pelarut yang berlebihan perlu 
dihindari karena menyebabkan terhambatnya transfer 

energi gelombang ultrasonik akibat diserap oleh pelarut 
sebelum sampai ke matriks. 
 

 
Figur 1. Pengaruh proporsi etanol sebagai pelarut terhadap 
kadar antosianin 
 

 
Figur 2. Pengaruh proporsi etanol sebagai pelarut terhadap 
total fenol 
 

Peningkatan komposisi etanol sebagai pelarut 
meningkatkan total fenol, akan tetapi setelah komposisi 
etanol dalam pelarut lebih dari 50%, total fenol pada 
ekstrak beras hitam menurun (Figur 2). Menurunnya 
total fenol setelah komposisi etanol pada pelarut 
maksimal (50%), sehingga peningkatan jumlah etanol 
dalam pelarut tidak lagi meningkatkan total fenol dari 
beras hitam. Hal tersebut sesuai Sharifiyan et al. (2019) 
yang menyatakan bahwa pelarut bisa mengekstrak total 
fenol sampai konsentrasi optimal, setelah itu hasilnya 
tetap. Menurut  Pang et al. (2018) air merupakan jenis 
pelarut terbaik untuk mengekstrak fenol dari bekatul 
beras. Perubahan total fenol dengan perubahan 
komposisi etanol tersebut mengikuti persamaan y=-
0,1605x2+16,014x+4474,3 (R²=0,8741).  Berdasarkan 
persamaan tersebut, untuk mendapatkan total fenol 
paling optimal maka ekstraksi beras hitam Sirampog 
dilakukan dengan komposisi 50% etanol dalam pelarut.  

Perubahan kadar antosianin dengan berubahnya 
komposisi etanol mengikuti persamaan y=-
0,0932x2+8,71x-18,5 (R²=0,9458) seperti terlihat pada 
Figur 1. Berdasarkan persamaan tersebut, maka 
komposisi etanol paling tepat untuk melakukan ekstraksi 
antosianin dari beras hitam Sirampog adalah 47%. 
Berdasarkan hasil kedua parameter yaitu kadar 
antosianin dan total fenol, maka komposisi etanol yang 
digunakan untuk proses ekstraksi beras hitam tahap 
selanjutnya adalah 48,5 %.   
 

y = -0,0932x2 + 8,71x - 18,5
R² = 0,9458
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Kondisi Ekstraksi 
Konsentrasi bahan yang diekstrak berpengaruh 

nyata terhadap kadar antosianin yang dapat diekstrak 
dari beras hitam Sirampog pada taraf signifikansi 
0,0313. dengan bertambahnya waktu ekstraksi. 
Semakin besar konsentrasi beras hitam yang diekstrak, 
kadar antosianin semakin meningkat. Pada beras hitam 
terdapat antosianin, dengan semakin banyaknya beras 
hitam, hasil ekstraksi semakin meningkat (Figur 3). Hal 
ini sesuai dengan Noorlaila et al. (2018) yang 
menyatakan bahwa semakin banyak komponen yang 
diekstrak, yield semakin meningkat.  
 

 
Figur 3. Kadar antosianin beras hitam Sirampog pada 
konsentrasi bahan dan waktu ekstraksi  yang berbeda 
 

 
Figur 4. Total fenol beras hitam Sirampog pada konsentrasi 
bahan dan waktu ekstraksi yang berbeda 
 
 

Semakin lama waktu ekstraksi, kadar antosianin 
cenderung semakin meningkat (Figur 3). Hal ini 
disebabkan semakin lama waktu ekstraksi, maka 
antosianin yang dapat kontak dengan pelarut semakin 
banyak, sehingga hasil ekstraksinya meningkat. Hal ini 
sesuai dengan Zou et al. (2011) bahwa semakin lama 
waktu ekstraksi buah mulberry, kadar antosianin yang 
dihasilkan semakin meningkat. Chemat et al. (2011) juga 
menyatakan bahwa teknik ekstraksi berbantu ultrasonik 
dapat menghasilkan rendemen yang semakin 
meningkat.  

Kadar antosianin pada beras hitam Sirampog 410 
– 590 mg/100 g. Kadar antosianin ini berada pada 
kisaran kadar antosianin beras hitam di Indonesia 

menurut (Pratiwi dan Purwestri, 2017) yaitu sebesar 
53,22 sampai 650,37 mg/100 g. Kadar antosianin beras 
hitam Sirampog ini juga lebih tinggi daripada yang 
didapatkan oleh Pedro et al. (2016) bahwa beras hitam 
mengandung antosianin 116,5 mg/100g antosianin. 
Perbedaan hasil ini disebabkan oleh perbedaan jenis 
beras hitam yang digunakan. 

Konsentrasi bahan berpengaruh nyata terhadap 
total fenol dengan hasil terbaik mengikuti bentuk 
kuadratik dengan nilai signifikansi < 0.0001. 
Meningkatnya konsentrasi bahan pada larutan 
meningkatkan total fenol hasil ekstraksi. Menurut 
Herrera dan De Castro (2004), salah satu hal yang 
mempengaruhi adalah konsentrasi bahan dalam pelarut.  

Semakin lama waktu ekstraksi, total fenol yang 
didapatkan semakin meningkat (Figur 4). Hal ini 
disebabkan semakin lama waktu ekstraksi berarti 
semakin lama pelarut kontak dengan bahan, yang 
mengakibatkan total fenol yang terikat pada pelarut 
semakin banyak sehingga total fenol yang terdeteksi 
meningkat. Peningkatan total fenol sejalan 
meningkatnya waktu ekstraksi juga sesuai dengan hasil 
Herrera dan Luque De Castro (2004) bahwa salah satu 
hal yang mempengaruhi total fenol pada UAE adalah 
waktu ekstraksi.  

Berdasarkan hasil optimasi menggunakan 
Response Surface Methodology, didapatkan hasil 
bahwa untuk mendapatkan kadar antosianin dan total 
fenol yang maksimal perlu konsentrasi bahan 5 g/l dan 
waktu ekstraksi menggunakan UAE selama 25 menit. 
Kondisi tersebut dapat menghasilkan ekstrak dengan 
kadar antosianin 456 mg/100 g dan total fenol 6400 
mg/100 g. Hasil ini menunjukkan bahwa UAE dapat 
digunakan untuk mengekstraksi antosianin dan total 
fenol dari beras hitam Sirampog secara optimal. Waktu 
ekstraksi tersebut lebih cepat dibandingkan ekstraksi 
antosianin dan total fenol pada mulberry menurut  Zou et 
al. (2011) yaitu selama 40 menit. 
 
Kesimpulan 

Komposisi pelarut yang paling tepat untuk proses 
ekstraksi beras hitam adalah perbandingan air dan 
etanol sebesar 51,5:48,5. Kondisi optimal untuk 
ekstraksi antosianin pada beras hitam Sirampog 
menggunakan metode UAE adalah konsentrasi bahan 5 
g/l selama 25 menit.  Kondisi tersebut dapat 
menghasilkan ekstrak dengan kadar antosianin 456 
mg/100 g dan total fenol 6400 mg/100 g.  Hasil ini 
menunjukkan bahwa UAE dapat digunakan untuk 
mengekstraksi antosianin dan total fenol dari beras 
hitam secara optimal. 
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