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IDENTITAS DAN URAIAN UMUM 

 

1. Judul Penelitian          : Penetapan Kadar Gamma Oryzanol dari Ekstrak Etanol 

Bekatul Beras (Oryza sativa) di Indonesia 

2. Tim Peneliti 

N

o 

Nama Jabatan Bidang 

Keahlian 

Instansi 

Asal 

Alokasi 

Waktu 

(jam/minggu) 

1 Afifah Kusuma 

Vardhani 

Ketua Ilmu 

Herbal 

Universitas 

Esa Unggul 

20 

jam/minggu 

2 Hidayah Sunar 

Perdanastuti 

Anggota 1 

(Mahasiswa 

Eksternal) 

Farmakolo

gi 

Universiti 

Sains 

Malaysia 

18 

jam/minggu 

 

3. Objek Penelitian (jenis material yang akan diteliti dan segi penelitian): 

 Objek pada penelitian ini adalah kadar atau kandungan zat fitokimia Gamma 

Oryzanol yang diperoleh dari Ekstrak Etanol Bekatul Beras Indonesia. 

4. Masa Pelaksanaan 

Mulai  : bulan: Januari tahun: 2024 

Berakhir  : bulan: Februari tahun: 2024 

5. Usulan Biaya: Tahun ke-1 : Rp 2.000.000, 00 

6. Lokasi Penelitian (lab/studio/lapangan): Fakultas Farmasi Universitas Indonesia 

7. Instansi lain yang terlibat (jika ada, dan uraikan apa kontribusinya) 

Tidak ada 

8. Temuan yang ditargetkan (produk atau masukan untuk kebijakan) 

 Hasil penelitian ini diharapkan dapat mengidentifikasi kadar gamma oryzanol pada 

ekstrak bekatul beras di Indonesia. Gamma oryzanol merupakan zat fitokimia yang 

telah banyak diteliti memiliki manfaat bagi kesehatan. Hasil penelitian ini diharapkan 

dapat dikembangkan menjadi suatu produk berbahan dasar bekatul sebagai produk 

obat dan kosmetik berbahan alam serta nutrasetika. 

9.  Kontribusi mendasar pada suatu bidang ilmu  
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Penelitian ini didasari atas meningkatnya minat dan pemanfaatan bahan alam sebagai 

bahan aktif dari suatu sediaan obat atau kosmetik serta pangan fungsional. Hasil 

penelitian ini mampu menentukan kadar gamma oryzanol yang terdapat pada ekstrak 

bekatul beras di Indonesia untuk dilakukan pengembangan berupa produk sediaan 

obat atau kosmetik berbahan alami. 

1. Jurnal ilmiah yang menjadi sasaran Indonesian Journal of Pharmaceutical Science 

and Technology tahun 2024 

Indeks: Sinta 2 dan Index Copernicus International 

Tahun                : Vol. 11 Issue: 1 tahun 2024 

Link: https://journal.unpad.ac.id/ijpst/article/view/46297  

2. Luaran HKI    : Hak Cipta 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1. Latar Belakang 

Bekatul merupakan produk sampingan yang dihasilkan dari proses penggilingan 

padi. Beras memiliki komponen fitokimia yang dapat dimanfaatkan, salah satunya 

yaitu gamma oryzanol (Jun et al., 2012). Kandungan gamma oryzanol pada beras 

putih yaitu berkisar antara 263 hingga 543 µg/g, sedangkan pada beras merah dan 

hitam, yaitu sebesar 422 hingga 484 µg/g dan 486 hingga 616 µg/g (Kim et al, 2015). 

Bekatul, lapisan terluar dari beras memiliki kandungan gamma oryzanol yang lebih 

tinggi dibanding kandungan gamma oryzanol pada beras. Kadar gamma oryzanol 

pada bekatul beras putih dan merah yaitu 1,55 hingga 3,13 mg/g dan 3,59 hingga 

3,69 mg/g. Sedangkan pada bekatul beras hitam memiliki kandungan gamma 

oryzanol yang lebih tinggi, yaitu sebesar 3,95 hingga 7,72 mg. Studi yang dilakukan 

Miyazawa et al. (2003) mengemukakan bahwa bekatul beras hitam (Oryza sativa L. 

indica) memiliki aktivitas penghambatan tirosinase sebesar 80,5% pada konsentrasi 

0,4 mg/mL. Dewasa ini, bekatul telah popular dengan adanya potensi komposisi aktif 

alami yang dimilikinya. Gamma oryzanol memiliki aktivitas antioksidan yang kuat, 

yang ditunjukkan oleh aktivitas penangkal radikal bebas.  

2. Permasalahan 

Dewasa ini terjadi peningkatan minat dan pemanfaatan bahan alam sebagai bahan 

aktif dari suatu sediaan obat atau kosmetik serta pangan fungsional. Hasil penelitian 

ini mampu menentukan kadar gamma oryzanol yang terdapat pada ekstrak bekatul 

beras di Indonesia untuk dilakukan pengembangan berupa produk sediaan obat atau 

kosmetik berbahan alami. 

3. Tujuan Penelitian 

Penelitian ini bertujuan untuk menentukan kadar gamma oryzanol dari ekstrak etanol 

bekatul beras yang tumbuh di Indonesia. 

4. Manfaat Penelitian 

a. Manfaat teoritis 

Penelitian ini dilakukan untuk menetukan kadar gamma oryzanol pada bekatul 

beras di Indonesia 
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b. Manfaat praktis 

Hasil yang diperoleh dari penelitian ini dapat dikembangkan menjadi suatu 

produk berbahan dasar bekatul sebagai produk obat dan kosmetik berbahan alam 

serta nutrasetika. 

5. Hasil yang Diharapkan 

Hasil penelitian ini mampu menetukan kadar gamma oryzanol pada bekatul beras di 

Indonesia untuk dikembangkan menjadi suatu produk berbahan dasar bekatul sebagai 

produk obat dan kosmetik berbahan alam serta nutrasetika. 

N

o 

Jenis Luaran Indikator Capaian 

Kategori Sub Kategori Wajib Tambahan TS1) TS+1 TS+2 

1 Artikel ilmiah 

dimuat di 

jurnal2)  

Internasional      

Nasional 

terakreditasi 

√  √   

Nasional tidak 

terakreditasi 

     

2 Artikel ilmiah 

dimuat di 

prosiding3) 

Internasional      

Nasional       

3 Invited speaker 

dalam temu 

ilmiah4)  

Internasional  √ (oral 

presentation) 

 √  

Nasional       

4 

Hak Kekayaan 

Intelektual 

(HKI)6) 

Paten      

Paten sederhana      

Hak cipta  √ (draft)  √  

Merek dagang      

Rahasia dagang      

Desain produk 

industry 

     

Indikasi 

geografis 

     

Perlindungan 

varietas 

tanaman  

     

Perlindungan 

topogarfi sirkuit 

terpadu  

     

5 Tehnologi tepat guna7)       

6 Model/Purwarupa/Desain/ Karya 

seni/ Rekayasa sosial8) 

     

7 Buku ajar (ISBN)      

8 Tingkat kesiapan teknologi 

(TKT)10) 

  1-2 3  
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BAB II 

RENSTRA DAN PETA JALAN PENELITIAN PERGURUAN TINGGI 

 

Tema sentral: Industri, inovasi dan infrastruktur serta Konsumsi dan produksi 

yang bertanggungjawab (industry, innovation and infrastructure and responsible 

consumption and production). Multidisiplin dan Lintas Sektoral: pengembangan obat 

herbal menjadi obat alternatif yang rasional untuk infeksi (bakteri, virus, atau jamur), 

kanker, dan penyakit sindroma metabolic; serta peningkatan kualitas hidup melalui 

kajian di bidang kesehatan masyarakat, epidemiologi, ekonomi, pengembangan model-

model intervensi, dan outcome research lainnya.  

Roadmap penelitian Program Studi bidang Kesehatan: Pengembangan 

Fitofarmaka Berbasis Sumber Daya Lokal. Material Maju untuk Kesehatan: Eksplorasi 

pengembangan obat dan nutraseutical dari bahan alam dan produk pangan hasil 

rekayasa genetik berbagai upaya dan penerapan pengobatan. 
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BAB III 

TINJAUAN PUSTAKA DAN LANDASAN TEORI 

 

1. Tinjauan Pustaka 

Taksonomi dari beras (Oryza sativa) adalah sebagai berikut 

Dunia: Plantae 

Divisi : Spermatophyta 

Subdivisi : Angiospermae 

Kelas : Monocotyledoneae 

Bangsa : Poales (Glumiflorae) 

Suku : Poaceae (Graminea) 

Marga : Oryza 

Jenis : Oryza sativa 

 

Beras memiliki komponen fitokimia yang dapat dimanfaatkan, salah satunya 

yaitu gamma oryzanol (Jun et al., 2012). Bekatul adalah bagian kulit dari beras yang 

masih belum banyak dimanfaatkan oleh masyarakat. Bekatul mengandung serat dan 

mineral, lemak, protein, gamma oryzanol, serta beberapa senyawa bioaktif seperti 

vitamin E quercatin, dan antosianin, yang umumnya ditemukan pada bekatul beras 

berpigmen. Gamma oryzanol adalah senyawa kimia, sebagian besar terdiri dari 

campesteryl ferulate, campestanil ferulat, stigmastanil ferulat, dan steril ferulat. 

Gamma oryzanol mempunyai aktivitas antioksidan yang kuat, dibuktikan dengan 

adanya aktivitas pemulungan radikal bebas. Potensi lainnya yaitu berbagai sifat 

terapeutik yang ditunjukkan oleh gamma oryzanol termasuk anti-karsinogenik, anti-

inflamasi, antidiabetes, anti-penuaan, efek neuroprotektif dan hepatoprotektif, 

sebagian besar dapat dikaitkan dengan potensinya serta kapasitas antioksidan. Dalam 

studi praklinis, gamma-oryzanol menunjukkan hasil yang signifikan terhadap 

penurunan kadar trigliserida, perlindungan terhadap kerusakan ginjal, dan kelainan 

struktural dan fungsional pada jantung. Dengan mempertimbangkan aktivitas 

biologisnya yang luas, penelitian ini bermanfaat untuk menentukan gamma 

kandungan oryzanol dalam bekatul beras di Indonesia. 
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2. Tinjauan Teori 

Penelitian yang dilakukan di Jepang terhadap gamma oryzanol pada beras 

berpigmen yang diekstraksi dengan kombinasi heksana : etanol (4:3, v/v) 

menghasilkan 43,3 - 54,2 mg/100g berat kering. Kandungan gamma oryzanol pada 

beras putih yaitu berkisar antara 263 hingga 543 µg/g, sedangkan pada beras merah 

dan hitam, yaitu sebesar 422 hingga 484 µg/g dan 486 hingga 616 µg/g (Kim et al, 

2015). Bekatul, lapisan terluar dari beras memiliki kandungan gamma oryzanol yang 

lebih tinggi dibanding kandungan gamma oryzanol pada beras. Kadar gamma 

oryzanol pada bekatul beras putih dan merah yaitu 1,55 hingga 3,13 mg/g dan 3,59 

hingga 3,69 mg/g. Sedangkan pada bekatul beras hitam memiliki kandungan gamma 

oryzanol yang lebih tinggi, yaitu sebesar 3,95 hingga 7,72 mg. Studi yang dilakukan 

Miyazawa et al. (2003) mengemukakan bahwa bekatul beras hitam (Oryza sativa L. 

indica) memiliki aktivitas penghambatan tirosinase sebesar 80,5% pada konsentrasi 

0,4 mg/mL. Ekstrak etanol bekatul beras hitam Indonesia (Oryza sativa L. indica) 

mengandung 118,572 mg/g gamma oryzanol.  
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BAB IV 

METODE PENELITIAN 

 

1. Metode Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan analisis kuantitatif. 

2. Waktu dan Tempat 

Penelitian ini dilakukan di bulan Mei tahun 2022 hingga Februari 2024 di Fakultas 

Farmasi Universitas Indonesia 

3. Sampel (Alat dan Bahan) 

Sampel bekatul padi diperoleh dari CV Vigur Organik, Malang, Jawa Timur. 

Gamma-oryzanol standar dibeli dari Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, 

Missouri, Amerika Serikat. Pelarut tingkat kromatografi cair kinerja tinggi 

(KCKT/HPLC) (metanol, asetonitril, dan isopropanol) diperoleh dari Merck KGaA, 

Darmstadt, Jerman. 

4. Metode 

Bekatul diekstraksi menggunakan etanol 96% dengan cara maserasi 1:4 (w:v) selama 

3 hari. Setelah ekstraksi, ekstrak diuapkan dengan penangas air 80 derajat selama 6 

jam hingga diperoleh campuran berlendir. Selanjutnya dilakukan pengukuran 

kuantitatif kadar gamma oryzanol menggunakan HPLC 

5. Teknik Analisis Data Kuantitatif 

20 µL standar dan sampel disuntikkan ke dalam sistem HPLC (Shimadzu Corp., 

Kyoto, Jepang), dilengkapi dengan Inertsil ODS-3 5 µm dalam kolom HPLC 

250x4.6 mm (GL Sciences, California, Amerika Serikat). Campuran 

metanol:asetonitril:isopropanol (50%:40%:10%) digunakan sebagai fase gerak dalam 

kondisi isokratik. Panjang gelombang detektor ultraviolet (UV) diatur ke 327 nm dan 

laju aliran diatur ke 1 mL/menit. 

6. Hipotesis 

Sampel ekstrak etanolik bekatul beras (Oryza sativa) menunjukkan empat puncak 

utama yang sesuai dengan standar gamma oryzanol sehingga kadar gamma oryzanol 

dapat ditentukan. 
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BAB V 

HASIL PENELITIAN 

 

A. Deskripsi Data 

1. Gambaran Umum Tentang Sampel Penelitian 

Bekatul diekstraksi menggunakan etanol 96% dengan cara maserasi 1:4 

(w:v) selama 3 hari. Setelah ekstraksi, ekstrak diuapkan dengan penangas air 

80 derajat selama 6 jam hingga diperoleh campuran berlendir. Selanjutnya 

dilakukan pengukuran kuantitatif kadar gamma oryzanol menggunakan 

HPLC. Analisis kuantitatif dilakukan menggunakan analisis HPLC dengan 

campuran metanol: asetonitril: isopropanol (50%:40%:10%) sebagai fase 

gerak dan Inertsil ODS-3 5 μm sebagai fase diam. Panjang gelombang 

detektor UV diatur pada 327 nm, dengan laju aliran 1 mL/min2. Standar 

gamma oryzanol dan ekstrak etanol 96% bekatul beras diinjeksikan ke dalam 

sistem HPLC.  

 

 

2. Data Hasil Pengukuran 

a. Hasil Pengukuran  

Sampel ekstrak etanolik bekatul beras (Oryza sativa) menunjukkan 

empat puncak utama yang sesuai dengan standar gamma oryzanol serta 

mengandung 105.981 ppm gamma oryzanol. 

 

B. Hasil Pengukuran Uji Prasyarat Data 

Pembuatan kurva kalibrasi standar gamma oryzanol. Hasil sampel 

menunjukkan empat puncak utama yang sesuai dengan standar gamma 

oryzanol. 

 

C. Pengujian Hipotesis 

Sampel ekstrak etanolik bekatul beras (Oryza sativa) mengandung 105.981 ppm 

gamma oryzanol. 
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BAB VI 

PEMBAHASAN 

 

A. Pembahasan Hasil Penelitian 

a. Interpretasi Karakteristik Sampel 

Luas ekstrak bekatul 600 ppm pada kromatogramnya adalah 1.433.116. 

Berdasarkan luas kurva kalibrasi, ekstrak bekatul yang diteliti mengandung 

105,981 mg/g gamma oryzanol. Ekstrak bekatul dari India, mengandung 

62,010 ± 0,12 ppm gamma oryzanol, menggunakan n-heksana sebagai 

pelarut. Namun stabilitas gamma oryzanol yang diekstraksi menggunakan 

heksana lebih rendah dibandingkan yang diekstraksi menggunakan pelarut 

polar seperti isopropanol dan etanol, karena lebih tahan terhadap perubahan 

suhu. Hal ini disebabkan karena sifat heksana yang lebih mudah menguap 

dibandingkan dengan etanol, sehingga ekstrak heksana memiliki nilai asam 

yang lebih rendah, yang merupakan indikator kualitas minyaknya. 

Imsanguan dkk. (2008) melaporkan bahwa etanol adalah pelarut yang lebih 

baik untuk mengekstraksi gamma oryzanol dibandingkan heksana. Gamma 

oryzanol adalah sekelompok asam ferulic terdiri dari 10 senyawa: Δ7-

stigmastenyl ferulat, stigmasteril ferulat, sikloartenil ferulat, 24-metilen 

sikloartanil ferulat, Δ7-campestenil ferulat, campesteril ferulat, Δ7-sitostenil 

ferulat, sitosteril ferulate, campestanyl ferulate, dan sitostanyl ferulate. 

Empat senyawa utama gamma oryzanol adalah 24-Methylene sikloartanil 

ferulat, sikloartenil ferulat, campesteril ferulat, dan β-sitosteril ferulat. 

Komponen gamma oryzanol dengan aktivitas antioksidan tertinggi adalah 

24-metilen sikloartenil ferulat. Ekstrak etanol sampel bekatul pada penelitian 

ini menghasilkan kromatogram dengan empat puncak dalam pola yang mirip 

dengan itu larutan standar gamma oryzanol. Hal tersebut menunjukkan 

bahwa sampel mengandung gamma oryzanol. Kromatogram HPLC bekatul 

ekstrak menunjukkan identifikasi empat konstituen utama gamma oryzanol. 

Puncak-puncak teridentifikasi adalah: [1] sikloartenil ferulat (21,78%), [2] 
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24-metilen sikloartanil ferulat (46,06%), [3] campesteryl ferulate (21,52%), 

dan [4] sitosteril ferulat (10,62%). 

b. Interpretasi Nilai 

Gamma oryzanol yang diekstraksi dengan etanol sebagai pelarut pada 

penelitian ini menunjukkan hasil yang lebih tinggi, yaitu sebesar 105.981 

ppm, dibandingkan dengan penelitian sebelumnya. Pelarut secara signifikan 

dapat mempengaruhi hasil ekstraksi gamma oryzanol dari bekatul. Semakin 

tinggi jumlah gamma oryzanol pada bekatul, secara hipotetis, semakin tinggi 

pula kekuatan aktivitas biologisnya. 

 

B. Keterbatasan Penelitian 

Penelitian ini masih sebatas pada penetapan kadar gamma oryzanol pada bekatul 

beras yang tumbuh di Indonesia. Perlu penelitian lebih lanjut secara praklinik 

dan klinik untuk menunjukkan manfaat kandungan gamma oryzanol pada 

bekatul sebagai bahan aktif dari produk obat atau kosmetik. 
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BAB VII 

KESIMPULAN DAN SARAN 

A. KESIMPULAN  

Sebagai kesimpulan, ekstrak etanol bekatul beras (Oryza sativa) mengandung 

10,59% gamma oryzanol. 

B. SARAN 

Perlu penelitian lebih lanjut secara praklinik dan klinik untuk menunjukkan 

manfaat kandungan gamma oryzanol pada bekatul sebagai bahan aktif dari 

produk obat atau kosmetik 
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BAB VIII 

BIAYA DAN JADWAL PENELITIAN 
 

A. Anggaran Biaya 

Konferensi Rp.200.000,00 

Publikasi Rp.800.000,00 

A. Jadwal Penelitian 

No Jenis Kegiatan 
Bulan ke- 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

1 Determinasi tanaman             

2 Ekstraksi             

3 Pembuatan kurva 

kalibrasi 

            

4 Pengukuran kadar             

5 Penentuan Kadar             

6 Analisis data             

7 Pembuatan laporan             

8 Konferensi             

9 Publikasi             
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Abstract
Rice bran contains gamma oryzanol, a chemical compound mostly consisted of complex ester trans-
ferulate with phytosterols. Gamma oryzanol has a strong antioxidant activity, explained by the free 
radical scavenging activity. This study was aimed to determine gamma oryzanol from ethanolic extract 
of Indonesian rice bran. Quantitative analysis was conducted using HPLC analysis with mixture of met
hanol:acetonitrile:isopropanol (50%:40%:10%) as mobile phase and Inertsil ODS-3 5 µm as stationary 
phase. The UV detector wavelength was set to 327 nm, and the flow rate was set to 1 mL/min. Gamma 
oryzanol standard and rice bran ethanolic extract 96% was injected into HPLC system. Ethanolic extract 
of rice bran (Oryza sativa) sample showed four major peaks as those of gamma oryzanol standard and 
contained 105,981 ppm of gamma oryzanol. As the conclusion, ethanolic extract of Indonesian rice 
bran (Oryza sativa) contains 10.59% gamma oryzanol.
Keywords: Gamma oryzanol, HPLC, Rice Bran

Penetapan Kadar Gamma Oryzanol dari Ekstrak Etanol Bekatul Beras 
(Oryza sativa) di Indonesia

Abstrak
Bekatul mengandung gamma oryzanol, suatu senyawa kimia yang sebagian besar terdiri dari kompleks 
ester transferulat dengan fitosterol. Gamma oryzanol memiliki aktivitas antioksidan yang kuat, yang 
ditunjukkan oleh aktivitas penangkal radikal bebas. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan kadar 
gamma oryzanol dari ekstrak etanol bekatul beras. Analisis kuantitatif dilakukan menggunakan analisis 
HPLC dengan campuran metanol: asetonitril: isopropanol (50%:40%:10%) sebagai fase gerak dan 
Inertsil ODS-3 5 µm sebagai fase diam. Panjang gelombang detektor UV diatur pada 327 nm, dengan 
laju aliran 1 mL/min2. Standar gamma oryzanol dan ekstrak etanol 96% bekatul beras diinjeksikan ke 
dalam sistem HPLC. Sampel ekstrak etanolik bekatul beras (Oryza sativa) menunjukkan empat puncak 
utama yang sesuai dengan standar gamma oryzanol serta mengandung 105.981 ppm gamma oryzanol. 
Sebagai kesimpulan, ekstrak etanol bekatul beras (Oryza sativa) mengandung 10,59% gamma oryzanol.
Kata Kunci: Gamma oryzanol, HPLC, Bekatul beras
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1.	 Introduction
Rice is of special importance for the 

nutrition of large reaches of the population in 
Asia parts of Latin America and the Caribbean 
and, increasingly so, in Africa. As a result, 
it plays a pivotal role for the food security 
of over half the world population. The rice 
varieties grown across the world belong 
overwhelmingly to the Oryza sativa species.1

Rice bran contains fibers and minerals, 
fat, protein, gamma oryzanol, as well as 
several bioactive compounds such as vitamin 
E quercatin, and anthocyanins, which 
commonly found in pigmented rice bran.2,3,4,5 
Gamma oryzanol is a chemical compound, 
mostly consisted campesteryl ferulate, 
campestanyl ferulate, stigmastanyl ferulate, 
and steryl ferulate.6

Gamma oryzanol has a strong 
antioxidant activity, explained by the free 
radical scavenging activity. Other potential 
range of therapeutic properties exhibited by 
gamma oryzanol include anti-carcinogenic, 
anti-inflammatory, antidiabetic, anti-ageing, 
neuroprotective and hepatoprotective effects, 
most of which can be attributed to its potent 
antioxidant capacity.7 In preclinical study, 
gamma-oryzanol offers significant protection 
against changes in body weight, elevated 
triglyceride levels, kidney damage, and both 
structural and functional abnormalities in 
the heart.8 With its wide range of biological 
activities, it is beneficial to determine gamma 
oryzanol content in natural products.

Gamma oryzanol of various Japanese 
pigmented rice extracted with hexane/
ethanol mixture (4:3, v/v) yielded 43.3 -  54.2 
mg/100g dried weight.9 The ethanolic extract 
of Indonesian black rice bran (Oryza sativa 
L. indica) contained 118.572 mg/g of gamma 
oryzanol.10

This study aimed to determine gamma 
oryzanol content from the ethanolic extract 
of Indonesian rice bran. Ethanol has several 
benefits as a solvent, including low toxicity, 
good operational security, as well as being 
obtained from a bio-renewable resource.11  

2.	 Method
2.1.	 Tools

The tools used include High-
performance liquid chromatography (HPLC).

 
2.2.	 Materials

The materials used include Rice bran 
sample was obtained from CV Vigur Organik, 
Malang, East Java. Ethanol for maceration 
was purchased from CV Satya Darmawan, 
Depok, West Java. Standard gamma oryzanol 
was purchased from Sigma-Aldrich Chemical 
Co., St. Louis, Missouri, United States of 
America, and grade solvents (methanol, 
acetonitrile, and isopropanol) were obtained 
from Merck KGaA, Darmstadt, Germany.

2.3.	 Methods
2.3.1.	Extraction of Rice bran

Rice bran was extracted using 96% 
ethanol by maceration 1:4 (w:v) during 3 
days. After extraction, extract was evaporated 
by water bath at 80°C for 6 hours to obtain the 
slimy mixture.12

2.3.2.	High-Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) Analysis
20 µL of both standard (Sigma-Aldrich 

Chemical Co., St. Louis, Missouri, United 
States of America) and rice bran ethanolic 
extract were injected into the HPLC system 
(Shimadzu Corp., Kyoto, Japan), equipped 
with Inertsil ODS-3 5 µm in a 250x4.6 mm 
HPLC-column (GL Sciences, California, 
United States of America). A mixture of metha
nol:acetonitrile:isopropanol (50%:40%:10%) 
was used as the mobile phase under isocratic 
conditions. The ultraviolet (UV) detector 
wavelength was set to 327 nm and the flow 
rate was set to 1 mL/min.13

3.	 Result
Quantitative determination of gamma 

oryzanol was conducted using HPLC Analysis. 
The calibration curve of gamma oryzanol 
standard in the range of concentration of 20 
– 120 at wavelength 327 nm was shown in 
Figure 1. Gamma oryzanol standard solution 
with a concentration of 70 ppm was analyzed 
to produce the chromatogram as demonstrated 
in Figure 2.

Figure 2 showed four peaks of gamma 
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oryzanol standard solution (70 ppm), with a 
retention time of 14.889; 16.425; 17.635 and 
19.981 (in minutes). The total width area of 
the standard solution injected calculated by 
HPLC system was 1,591,206. 70 ppm of 
gamma oryzanol standard solution was chosen 
because there was only a slight difference 
in width area between the standard and the 
ethanolic extract. Ethanolic extract of rice bran 
sample with the concentration of 600 ppm was 
analyzed and provided chromatogram shown 
in Figure 3 as the result. The retention time 
were 15.360; 16.712; 17.814 and 20.351 (in 
minutes). The total width area of the extract 
injected calculated by HPLC system was 
1,433,116.

Gamma oryzanol quantification from 
ethanolic extract of rice bran was calculated 
using the calibration curve. Regression 
equation y= ax + b with y as the total width 
area of extract injected. 

1433116	= 26860x – 274873
x 	 = 63.589

After (x) was determined, gamma 
oryzanol content was calculated using the 
following formula:

Content = (x (mcg/mL) x sample volume 
	       (mL)) /weight volume (g)
	   = (63.589 mcg/mL x 10mL) / 0.006 
	       g

	   = 105,981 mcg/gram
	   = 105,981 ppm

According to the result of the calculation, 
gamma oryzanol content was revealed to be 
105.981 ppm.

4.	 Discussion
The area of the 600 ppm bran extract 

chromatogram is 1,433,116. Based on the 
area of the calibration curve on Figure 1, rice 
bran extract contains 105.981 mg/g gamma 
oryzanol. A study by Kumar et al (2019)14 
reported rice bran from India, containing 
62,010 ± 0,12 ppm gamma oryzanol, using 
n-hexane as solvent.

However, the stability of gamma 
oryzanol extracted using hexane is lower than 
the one extracted using polar solvent, which is 
more resistant to temperature change such as 
isopropanol and ethanol.15 This is due to the 
more volatile nature of hexane compared to 
ethanol, so that the hexane extract has a lower 

Figure 1. Calibration curve of gamma oryzanol 
standard

Figure 2. Chromatogram of gamma oryzanol 
standard solution (70 ppm)

Figure 3. Chromatogram of ethanolic extract of 
rice bran (600 ppm)

Figure 4. The Structure of the Gamma Oryzanol 
Components Detectable by HPLC15
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acid value, an indicator of its oil quality.16 
Imsanguan et al. (2008)17 reported that 
ethanol is a better solvent for the extraction 
of gamma oryzanol than hexane. Study by 
Kumar et al (2018)14 revealed lower amount 
of gamma oryzanol and is in accordance with 
Imsanguan (2008)17 who reported that ethanol 
was a better solvent for gamma oryzanol 
extraction compared to hexane.

Gamma oryzanol is a group of ferulic acid 
consisting of 10 compounds: Δ7-stigmastenyl 
ferulate, stigmasteryl ferulate, cycloartenyl 
ferulate, 24-methylene cycloartanyl ferulate, 
Δ7-campestenyl ferulate, campesteryl 
ferulate, Δ7-sitostenyl ferulate, sitosteryl 
ferulate, campestanyl ferulate, and sitostanyl 
ferulate.9 Referred to Lerma-Garcia et al 
(2009)18 study, the four major compounds 
of gamma oryzanol are 24-Methylene 
cycloartanyl ferulate, cycloartenyl ferulate, 
campesteryl ferulate, and β-sitosteryl ferulate.  
The component of gamma oryzanol with the 
highest antioxidant activity is 24-methylene 
cycloartenyl ferulate.19

Ethanolic extract of rice bran sample 
in this study produced a chromatogram 
with four peaks in a pattern similar to those 
of gamma oryzanol standard solution. It 
indicated that the sample contained gamma 
oryzanol. HPLC chromatogram of rice bran 
extract indicated the identification of four 
main constituents of gamma oryzanol.9 
Based on Figure 3, the peaks identified 
were: [1] cycloartenyl ferulate (21.78%), [2] 
24-methylene cycloartanyl ferulate (46.06%), 
[3] campesteryl ferulate (21.52%), and [4] 
sitosteryl ferulate (10.62%). The structure of 
the gamma oryzanol components detectable 
by HPLC was shown in figure 4.15

Gamma oryzanol in rice bran is a 
collection of ferulic acid which is a phenolic 
compound.12,13 Gamma oryzanol extracted 
with ethanol as solvent demonstrated a 
higher amount of gamma oryzanol as a result, 
105,981 ppm, compared to the previous 
studies. Solvent may significantly affect the 
extractability of gamma oryzanol from rice 
bran.9 According to Huang and Lai (2016), 
gamma oryzanol content in each variety of 
rice will be different.20 It opens the probability 

that different varieties give different levels 
of biological activities. With a higher 
amount of gamma oryzanol on its rice bran, 
hypothetically it also has a higher strength of 
biological activities.

5.	 Conclusion
Ethanolic extract of rice bran from Malang, 
East Java, Indonesia, contains 10.59 % of 
gamma oryzanol. It needs further studies to 
measure the biological activities of gamma 
oryzanol inside each variety of rice bran.
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