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ABSTRAK 

 

Beras hitam salah satu bahan pangan mengandung senyawa antosianin yang 

termasuk dalam jenis flavonoid dan senyawa fenolik. Flavonoid yang terkandung 

dalam beras hitam merupakan komponen fenolik yang bertindak sebagai pencegah 

radikal hidroksil dan superoksida dengan melindungi lipida membran terhadap 

reaksi oksidasi yang merusak dan senyawa fenol pula memiliki sifat bakteriosid, 

antimetik, antihelmintik, antiasmatik, analgetik, antiinflamasi, meningkatkan 

mortilitas usus, antimikroba, antikanker dan penyakit degeneratif lainnya. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kadar fenol total dan kadar flavonoid 

total dalam ekstrak etanol beras hitam. Penetapan kadar fenol total menggunakan 

metode metoda Folin-Ciocalteu dengan senyawa pembanding asam galat. 

Sedangkan pada penentuan kadar flavonoid total digunakan metode kolorimetri 

dengan pereaksi berupa AlCl3 10% dan asam asetat 5%. 

Jumlah sampel ada tujuh variasi beras hitam yang didapatkan  dari tujuh 

tempat berbeda di Kalimantan Selatan. Analisis kualitatif menunjukkan bahwa 

seluruh sampel positif mengandung flavonoid, alkaloid dan tanin. Hasil kadar total 

fenol dari tujuh sampel berturut-turut adalah 100,58±1,344; 91,14±1,699; 

96,50±1,529; 77,64±0,462; 81,16±0,614; 112,47±1,040; 81,50±2,928  mgGAE/mg 

ekstrak dan hasil persen kadar rata-rata flavonoid total dari tujuh sampel berturut-

turut adalah 8,53±0,208 %; 8,11±0,343%; 7,69±0,446%; 6,03±0,227%; 

4,97±0,169%; 3,74±0,210%; 5,02±0,403%.  

 

 

Kata Kunci : Beras Hitam, Fenolik Total, Flavonoid Total 
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ABSTRACT 

 

The black rice contains anthocyanin compounds which are included in the 

flavonoids and phenolic compounds. Flavonoids contained in black rice are 

phenolic components that act as a preventive of hydroxyl and superoxide radicals 

by protecting membrane lipids against damaging oxidation reactions and phenol 

compounds also have bacteriocid, antimetic, antihelmintic, antiinflammatory, 

antimicrobial, anticancer and other degenerative diseases. The aim of this research 

were to measure total phenolic content and total flavonoid in ethanol extract of 

black rice (Oryza sativa L). Total phenol content were measured by Folin-Ciocalteu 

method with gallic acid mean while  total flavonoid content were measured by 

colorimetry method using reagent AlCl3 10% and 5% acetic acid. 

There are seven variation samples of black rice obtained from seven 

different places in South Kalimantan. The result of this study, qualitative analysis 

showed that all samples positive contained flavonoids, alkaloids and tannins. The 

total phenol content of the seven samples was 100,58 ± 1,344; 91.14 ± 1.699; 96.50 

± 1.529; 77.64 ± 0.462; 81,16 ± 0,614; 112.47 ± 1.040; 81,50 ± 2,928 mgGAE/mg 

extract and the percent of total flavonoid content from seven samples was 8,53 ± 

0,208%; 8.11 ± 0.343%; 7.69 ± 0.446%; 6.03 ± 0.227%; 4.97 ± 0.169%; 3.74 ± 

0.210%; 5.02 ± 0.403%. 

 

Keywords : Black Rice, Total Phenolic, Total Flavonoid 

 

I. PENDAHULUAN 

Beras merupakan bahan pangan yang 

sangat penting untuk dikonsumsi 

masyarakat dunia. Terdapat tiga jenis beras 

yaitu beras putih, merah dan hitam.  Beras 

hitam mengandung senyawa antosianin 

yang termasuk dalam jenis flavonoid dan 

senyawa fenolik. Kandungan zat 

antioksidan yaitu polifenol pada beras juga 

dipengaruhi oleh genotipe (Yomade et al., 

2011). Beras hitam mengandung 

antosianin. Antosianin termasuk dalam 

golongan flavonoid, satu golongan 

polifenol yang beroeran dalam pangan 

karena efek biologisnya dan berada ddalam 

bentuk glikosida atau terkait dengan 

komponen gula (mono, di, atau triglikosida 

dengan ikatan alfa dan beta) (Avila et al., 

2009).  

Antioksidan adalah substansi yang 

diperlukan untuk menetralisir radikal bebas 

dan mencegah kerusakan yang ditimbulkan 

oleh radikal bebas dengan melengkapi 

kekurangan elektron yang dimiliki radikal 

bebas dan menghambat terjadinya reaksi 

berantai dari pembentukan radikal bebas 

yang dapat menimbulkan stres oksidatif 

(Khlifi et al., 2005). 
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Radikal bebas adalah atom atau 

molekul yang tidak stabil dan sangat reaktif 

karena mengandung satu atau lebih elektron 

tidak berpasangan pada orbital terluarnya 

(Yuliarti, 2008). Atom-atom ini untuk 

mencapai kestabilan, akan bereaksi dengan 

molekul disekitarnya untuk memperoleh 

pasangan elektron. Reaksi ini akan 

berlangsung secara terus-menerus dalam 

tubuh dan apabila tidak dihentikan dapat 

merusak sel sehingga sangat berbahaya 

bagi kesehatan serta akan menimbulkan 

berbagai penyakit seperti kanker 

(Bhaigyabati dkk., 2011), jantung, katarak, 

penuaan dini, serta penyakit degeneratif 

lainnya  (Kikuzaki, et al.,2002) 

Flavonoid yang terkandung dalam beras 

hitam merupakan komponen fenolik yang 

bertindak sebagai penampung yang baik 

terhadap radikal hidroksil dan superoksida 

dengan melindungi lipida membran 

terhadap reaksi oksidasi yang merusak (Lee 

et al, 2003) dan senyawa fenol pula 

memiliki sifat bakteriosid, antimetik, 

antihelmintik, antiasmatik, analgetik, 

antiinflamasi, meningkatkan mortilitas 

usus, antimikroba, dan masih banyak lagi 

(Andarwulan, 2012). 

Berdasarkan hal di atas maka dilakukan 

penelitian ini, dengan tujuan untuk 

menentukan kadar fenolik total dan 

flavonoid total dari ekstrak etanol beras 

hitam. Untuk menentukan kadar fenolik 

total digunakan metoda Folin-Ciocalteu 

dengan senyawa pembanding asam galat. 

Sedangkan pada penentuan kadar flavonoid 

total digunakan metode kolorimetri dengan 

pereaksi berupa AlCl3 10% dan Asam asetat 

5% . 

II. METODE PENELITIAN 

Bahan 

Ekstrak etanol 96% beras hitam, 

etanol 96%, MgSO4, asam klorida, gelatin, 

reagen mayer, AlCl3, Asam asetat 5%, 

Kuersetin, Asam galat, metanol, Na2CO3, 

Reagen Folin Ciocalteu, Aquadest.  

Alat 

Alat-alat yang digunakan yaitu 

timbangan analitik, kaca aloji, cawan 

penguap, corong kaca, batang pengaduk, 

pipet ukur, pipet pump, pipet tetes, labu 

ukur, gelas ukur, gelas bekker, tabung 

reaksi dan rak, separangkat alat 

spektrofotometri UV Vis. 

Skrining Fitokimia  

a. Uji Flavonoid 

Sebanyak 3 ml larutan sampel 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi. 

Kemudian ditambahakan MgSO4 dan 5 

tetes HCl pekat. Positif mengandung 

flavonoid jika menghasilkan warna kuning, 

orange dan merah (Nafisah et al., 2014). 

b. Uji Alkaloid 

Sebanyak 2 ml larutan uji diuapkan 

diatas cawan porselen. Residu yang 

terbentuk dilarutkan dengan 5 ml HCl 2N. 

Larutan yang dihasilkan ditambahkan 
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dengan pereaksi Mayer. Positif alkaloid 

jika menghasilkan warna kuning 

(Puspitasari et al., 2013). 

c. Uji Tanin 

Sebanyak 3 ml larutan ekstrak uji 

kemudian ditambahkan gelatin 1 %. Positif 

tanin jika terbentuk endapan (Marliana et 

al., 2005) 

Penentuan Fenolik Total 

a. Penentuan Operating Time 

Larutan asam galat 100 ppm diambil 

sebanyak 0,5 mL ditambahkan dengan 

reagen Folin-Ciocalteu sebanyak 2 ml, 

selanjutnya ditambahkan dengan 4 ml 

natrum karbonat 1 M. Baca absorbansi 

larutan setiap 5 menit dengan 

spektrofotometer visibel pada panjang 

gelombang 765 nm selama 60 menit 

b. Penentuan Panjang Gelombang 

Maksimum  

 Larutan asam galat 100 ppm diambil 

sebanyak 0,5 mL ditambahkan dengan 

reagen Folin-Ciocalteu sebanyak 2 ml, 

selanjutnya ditambahkan dengan 4 ml 

natrum karbonat 1 M. Diamkan selama 

operating time lalu baca absorbansi pada 

panjang gelombang 600-800 nm sebanyak 

3x replikasi. 

c. Penentuan Kurva Baku Asam Galat  

Larutan asam galat dengan konsentrasi 

25, 50, 75, dan 100 ppm diambil sebanyak 

0,5 mL ditambahkan dengan reagen Folin-

Ciocalteu sebanyak 2 ml, selanjutnya 

ditambahkan dengan 4 ml natrium karbonat 

1 M. Diamkan selama operating time lalu 

baca absorbansi pada panjang gelombang 

maksimum. 

d. Penentuan Fenolik Total  

Tujuh sampel ekstrak etanol 96% beras 

hitam masing-masing ditimbang 10 mg 

dilarutkan dengan etanol 96% ad 10 ml 

kemudian diambil masing-masing 

sebanyak 0,5 mL ditambahkan dengan 

reagen Folin-Ciocalteu sebanyak 2 ml, 

selanjutnya ditambahkan dengan 4 ml 

natrum karbonat 1 M. Diamkan selama 

operating time lalu baca absorbansi pada 

panjang gelombang maksimum. 

Penentuan Flavonoid Total 

a. Penentuan Operating Time 

  Larutan kuersetin 100 ppm diambil 

sebanyak 1 mL ditambahkan dengan 1 mL 

AlCl3 10% dan 8 mL asam asetat 5%. 

Larutan tersebut diukur absorbansinya pada 

panjang gelombang yang telah diperoleh 

dengan interval pada waktu 2 menit sampai 

diperolah absorbansi yang stabil.  

b. Penentuan Panjang Gelombang 

Maksimum  

Larutan kuersetin 100 ppm diambil 

sebanyak 1 mL, ditambahkan dengan 1 mL 

AlCl3 10% dan 8 mL asam asetat 5%. 

Lakukan pembacaan dengan 

Spektrofotometri UV-Vis pada panjang 

gelombang 350-450 nm (Das et al., 2013).  

c. Penentuan Kurva Baku Kuersetin  

Larutan seri kadar dibuat dengan 

menggunakan kuersetin sebagai baku 
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standar. Dibuat seri kadar sebesar 60, 80, 

100, 120 dan 140 ppm. Sebanyak 1 mL 

larutan seri kadar dari masing-masing 

konsentrasi dimasukkan, direaksikan 

dengan 1 mL AlCl3 10% dan 8 mL asam 

asetat 5%. Didiamkan selama 16 menit 

pembacaan absorbansi seri kadar dengan 

menggunakan spektrofotometri UV-Vis 

pada panjang gelombang maksimum.  

d. Penentuan Flavonoid Total  

Tujuh sampel ekstrak etanol 96% beras 

hitam dibuat dengan konsentrasi 1000 ppm 

kemudian diambil  masing-masing 

sebanyak 1 mL, ditambahkan dengan 1 mL 

AlCl3 10% dan 8 mL asam asetat 5% 

didiamkan selama operating time. 

Dilakukan pembacaan absorbansi pada 

panjang gelombang maksimum. 

 

III. HASIL DAN PEMBAHASAN 

Beras hitam yang berasal dari tujuh 

tempat berbeda di Kalimantan Selatan 

dimaserasi dengan menggunakan pelarut 

etanol 96% untuk menjadi ekstrak etanol 

beras hitam. Hasil ekstraksi kemudian 

dilakukan identifikasi secara kualitatif 

berupa kandungan flavonoid dengan HCl p 

+ Mg, tanin dengan reagen mayer, dan 

alkaloid dengan menggunakan gelatin 1%, 

pada penelitian ini seluruh sampel 

menunjukkan hasil positif. Dapat dilihat 

pada Tabel 1. Kemudian dilanjutkan 

penetapan kadar fenolik total dan flavonoid 

total ekstrak etanol beras hitam  

menggunakan spektrofotometer UV-Vis.  

Tabel 1. Hasil skrining fitokimia ekstrak 

etanol 96% beras hitam. 

Sampel Flavonoid Alkaloid Tanin 

HCl p + 

Mg 

Reagen 

Mayer 

Gelatin 

1% 

1 + + + 

2 + + + 

3 + + + 

4 + + + 

5 + + + 

6 + + + 

7 + + + 

 

Penetapan Kadar Fenolik Total 

Penetapan kadar fenolik total 

menggunakan metode Folin Ciocalteau. 

Metode ini merupakan metode yang paling 

umum digunakan untuk menentukan 

kandungan fenolik total dalam tanaman 

dengan pertimbangan bahwa dengan teknik 

ini pengerjaannya lebih sederhana dan 

reagen Folin Ciocalteau digunakan karena 

senyawa fenolik dapat bereaksi dengan 

Folin membentuk larutan yang dapat diukur 

absorbansinya.  

Analisis kandungan fenolik total 

menggunakan metode Folin-Ciocalteu 

yang absorbansinya diukur pada panjang 

gelombang 765 nm (Pourmorad dkk; 2006). 

Larutan standar yang digunakan adalah 

asam galat yang merupakan salah satu 

fenolik alami dan stabil. Menurut Viranda 

(2009) asam galat termasuk dalam senyawa 

fenolik turunan asam hidroksibenzoat yang 
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tergolong asam fenolik sederhana. Asam 

galat direaksikan dengan reagen Folin 

Ciocalteau menghasilkan warna kuning 

yang menandakan bahwa mengandung 

fenolik, setelah itu ditambahkan dengan 

larutan Na2CO3 sebagai pemberi suasana 

basa. Selama reaksi berlangsung, gugus 

hidroksil pada senyawa fenolik bereaksi 

dengan pereaksi Folin Ciocalteau, 

membentuk kompleks molibdenum-

tungsten berwarna biru dengan struktur 

yang belum diketahui dan dapat dideteksi 

dengan spektrofotometer. Warna biru yang 

terbetuk akan semakin pekat, setara dengan 

konsentrasi ion fenolak yang terbentuk, 

artinya semakin besar konsentrasi senyawa 

fenolik maka semakin banyak ion fenolak 

yang akan mereduksi asam heteropoli 

(fosfomolibdatfosfotungstat) menjadi 

kompleks molibdenumtungsten sehingga 

warna yang dihasilkan semakin pekat. 

Untuk menentukan kadar fenolik totalnya, 

terlebih dahulu dilakukan pengukuran OT 

Hasil OT diperoleh pada waktu 30 menit 

nilai absorbansi yang diperoleh telah stabil, 

berarti reaksi telah berjalan sempurna. 

Panjang gelombang maksimal yang 

diperoleh yaitu 645 nm. Selanjutnya 

dilakukan pengukuran absorbansi larutan 

standar asam galat dari beberapa 

konsentrasi yang diukur pada panjang 

gelombang maksimal yang diperoleh. Hasil 

pengukuran absorbansi larutan standar 

asam galat dibuat kurva kalibrasi. 

Persamaan regresi linear yang diperoleh 

yaitu y=0,0047x+0,0832 dengan koefisien 

korelasi (r) 0,9973. Penetapan kadar fenol 

dari ekstrak etanol beras hitam dilakukan 

dengan cara 3x replikasi dan dilihat pada 

Tabel 2. 

Tabel 2. Hasil Penetapan Kadar Fenol 

Total Ekstrak Etanol Beras Hitam dengan 

Variasi Tujuh Sampel 

 

Berdasarkan hasil penelitian ini diperoleh 

kadar fenolik total ekstrak etanol beras 

hitam yang paling tinggi adalah pada 

sampel 6 diperoleh kadar fenolik total 

etanol sebesar 112,47±1,040 mgGAE/gram 

ekstrak, artinya dalam setiap gram ekstrak 

etanol beras hitam terdapat fenolik yang 

setara dengan 112,47±1,040 asam galat. 

Senyawa fenolik yang terkandung dalam 

ekstrak beras hitam merupakan hasil 

metabolit sekunder yang potensial sebagai 

Sampel Absorbansi

Kandungan 

fenolik (mg 

GAE/g 

ekstrak)

Rata-rata 

Kandungan 

fenolik (mg 

GAE/g 

ekstrak)

± SD %CV

0,568 102,13

0,566 99,73

0,562 99,87

0,518 92,51

0,514 91,66

0,511 89,24

0,538 96,77

0,534 97,87

0,529 94,85

0,448 77,62

0,446 77,19

0,443 78,12

0,463 80,81

0,468 81,87

0,463 80,81

0,621 113,29

0,622 111,30

0,624 112,81

0,472 81,90

0,475 84,20

0,459 78,39

7

1

2

3

4

5

6 112,47 1,040 0,92

81,50 2,928 3,59

1,529 1,58

77,64 0,462 0,60

81,16 0,614 0,76

100,58 1,344 1,34

91,14 1,699 1,86

96,50
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sumber bahan baku obat yang berperan 

sebagai antioksidan. 

Penetapan Kadar Flavonoid Total 

Penetapan kadar flavonoid total 

menggunakan metode kolorimetri. Metode 

kolorimetri menggunakan penambahan 

pereaksi berupa AlCl3 10% dan Asam asetat 

5% yang mana fungsi dari pereaksi AlCl3 

adalah untuk membentuk reaksi antara 

AlCl3 dengan golongan flavonoid 

membentuk kompleks antara gugus 

hidroksil dan keton yang bertetangga atau 

dengan gugus hidroksil yang saling 

bertetangga. AlCl3 akan  bereaksi  dengan  

gugus  keton pada C4 dan gugus OH pada 

C3 atau C5 pada senyawa  flavon  atau  

flavonol membentuk senyawa kompleks 

yang stabil berwarna kuning. Senyawa 

yang digunakan sebagai standar pada 

penetapan kadar flavonoid ini adalah 

quersetin, karena quersetin merupakan 

flavonoid golongan flavonol yang memiliki 

gugus keto pada atom C-4 dan juga gugus 

hidroksil pada atom C-3 dan C-5 yang 

bertetangga.  

 

Gambar 1. Proses pembentukan Komplek 

Flavonoid-AlCl3 (Triyasmono, 2015) 

 

Pengukuran operating time 

diperoleh pada menit ke 15 dan pengukuran 

serapan panjang gelombang maksimum 

dilakukan pada rentang sekitar 400-800 nm. 

Panjang gelombang maksimum yang 

dihasilkan adalah 414 nm dengan 

absorbansi 0,762 pada konsentrasi 60 

μg/ml, panjang gelombang maksimum 

tersebut kemudian digunakan untuk 

mengukur serapan kurva kalibrasi dan 

sampel ekstrak etanol beras hitam. Dari 

kurva kalibrasi diperoleh persamaan regresi 

linier yaitu y=0,0079x + 0,044 dengan nilai 

koefisien kolerasi (r) = 0,9987. Nilai r yang 

mendekati 1 menunjukkan kurva kalibrasi 

linier dan terdapat hubungan antara 

konsentrasi larutan kuersetin dengan nilai 

serapan.  

Pada penetapan kadar flavonoid, 

penambahan kalium asetat adalah untuk 

mendeteksi adanya gugus 7-hidroksil 

sedangkan perlakuan inkubasi selama 30 

menit yang dilakukan sebelum pengukuran 

dimaksudkan agar reaksi berjalan 

sempurna, sehingga memberikan intensitas 

warna yang maksimal. Penetapan kadar 

flavonoid dari ekstrak etanol beras hitam 

dilakukan dengan replikasi 3x dan dilihat 

pada Tabel 3. 

Flavonoid Kompleks Flavo-Al 
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Tabel 3. Hasil Penetapan Kadar Flavonoid 

Total Ekstrak Etanol Beras Hitam dengan 

Variasi Tujuh Sampel 

 

Berdasarkan hasil perhitungan tabel 

3, maka ekstrak etanol beras hitam yang 

mempunyai kadar flavonoid total tertinggi 

adalah sampel 1 yaitu sebesar 

8,53±0,208%. Dari hasil tersebut 7 sampel 

ekstrak etanol beras hitam dapat dinyatakan 

positif mengandung flavonoid, dimana 

flavonoid mempunyai banyak manfaat 

dibidang kesehatan diantaranya sebagai 

antioksidan, antidermatosis, 

kemopreventif, antikanker maupun 

antiviral (Saraswati, 2015). Sehingga 

ekstrak etanol beras hitam dapat dijadikan 

terapi tambahan dan pencegahan suatu 

penyakit dengan cara dibuat menjadi 

sediaan obat. 

IV. KESIMPULAN 

Berdasarkan hasil penelitian yang 

telah dilakukan maka dapat disimpulkan 

bahwa dari tujuh sampel ekstrak etanol 

beras hitam kadar fenolik total tertinggi 

sebesar 112,47±1,040 mgGAE/gram 

ekstrak dan kadar flavonoid total tertinggi 

adalah  8,53±0,208%. 
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