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Total Tanin, Fenol, Flavonoid, dan Antosianin Ekstrak Biji Kedelai Hitam 

(Glycine soja (L.) Merr.) dan Biji Kedelai Kuning (Glycine max (L.) Merr.) 
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ABSTRAK 
 

Kedelai adalah salah satu jenis polong-polongan yang unik, karena memiliki 

kandungan metabolit sekunder penting, seperti senyawa polifenol. Senyawa fenolik terbagi 

menjadi beberapa kelompok, diantaranya asam fenolik, flavonoid, tanin, dan stilbenes, dimana 

memiliki struktur umum adanya beberapa  gugus hidroksil yang terikat pada cincin benzen. 

Studi epidemiologi dan data meta analisis menunjukkan bukti kuat bahwa konsumsi produk 

dengan tinggi kandungan polifenol dalam jangka waktu lama dapat melindungi dari kejadian 

kanker,  penyakit kardiovaskular, diabetes, obesitas, osteoporis dan penyakit neurodegeneratif. 

Tujuan dari penelitian ini adalah menganalisa kandungan senyawa flavonoid, fenol, tanin, dan 

antosianin dalam ekstrak kedelai kuning dan kedelai hitam yang beredar di pasaran. Ekstraksi 

dilakukan dengan metoda maserasi. Pengujian kadar total tanin dan  fenol,  dilakukan dengan 

metode Folin-Ciocalteu menggunakan standar asam tanat dan asam galat. Pengujian kadar total 

flavonoid dilakukan dengan menggunakan AlCl3 dengan pembanding kuersetin. Sementara 

metode pengujian kadar  antosianin dilakukan dengan diferensiasi pH. pengukuran kadar 

digunakan spektrofotometer UV-Vis. Hasil penelitian menunjukkan perbedaan kandungan 

tanin, fenol, flavonoid dan antosianin, pada kedelai hitam dan kuning. Kedelai hitam memiliki 

kandungan yang lebih tinggi yaitu 0,074 mg/gram (kadar total tanin), 244 mgGAE/gram (kadar 

total fenol), 20,9 mgQE/gram (kadar total flavonoid), dan 2,189 mg/100 mL (kadar antosianin). 

 

Kata Kunci : Kedelai, Antosianin, Flavonoid, Fenol, Tanin 

 

 

ABSTRACT 

 
Soybeans were a unique type of legume because they contained important secondary 

metabolites, such as polyphenol compounds. Phenolic compounds were classified into several 

groups, including phenolic acids, flavonoids, tannins, and stilbenes, which had a common 

structure with multiple hydroxyl groups attached to a benzene ring. Epidemiological studies 

and meta-analysis data provided strong evidence that long-term consumption of polyphenol-

rich products could help protect against cancer, cardiovascular diseases, diabetes, obesity, 

osteoporosis, and neurodegenerative diseases. The aim of this study was to analyze the 

flavonoid, phenol, tannin, and anthocyanin content in commercially available yellow and black 

soybean extracts. The extraction process was carried out using the maceration method. The 

total tannin and phenol content was determined using the Folin-Ciocalteu method, with tannic 

acid and gallic acid as standards. The total flavonoid content was measured using the AlCl₃ 

mailto:irmaerika@stfi.ac.id


method with quercetin as the standard. Anthocyanin content was analyzed using the pH 

differential method. All measurements were conducted using a UV-Visible spectrophotometer. 

The results showed differences in the tannin, phenol, flavonoid, and anthocyanin content 

between black and yellow soybeans. Black soybeans had higher levels, with 0.074 mg/g (total 

tannin), 244 mg GAE/g (total phenol), 20.9 mg QE/g (total flavonoid), and 2.189 mg/100 mL 

(anthocyanin content). 

 

Keywords: Soybean, Anthocyanin, Flavonoid, Phenol, Tannin 

 

PENDAHULUAN 

Tanaman kedelai adalah tanaman asli Asia Timur, dan telah banyak dibudidayakan 

sejak 5000 tahun yang lalu. Awal penanaman kedelai ditujukan sebagai pemberi hara nitrogen 

dalam tanah saat rotasi tanaman. Kini kedelai diketahui sebagai salah satu sumber protein 

nabati dengan kandungan sebesar 39% (Pantilu et al., 2012). Kedelai adalah salah satu jenis 

polong-polongan yang unik, karena memiliki kandungan metabolit sekunder penting, seperti 

senyawa polifenol (Sakthivelu et al., 2008). Pada prinsipnya polifenol memiliki peran penting 

pada kesehatan, dengan perannya sebagai antioksidan aktif (Panat et al., 2016). Konsumsi 

pangan dengan tinggi kandungan antioksidan dan anti-inflamasi dapat menjadi suatu strategi 

dalam menurunkan stres oksidaif dan inflamasi (Bakuradze et al., 2011; Chandrasekara & 

Shahidi, 2011). Stres oksidatif dan inflamasi kronik dapat menunjukkan adanya peningkatan 

kondisi patologis seperti arterosklerosis, obesitas, diabetes, penyakit neurodegeneratif dan 

kanker. Studi epidemiologi dan data meta analisis menunjukkan bukti kuat bahwa konsumsi 

produk dengan tinggi kandungan polifenol dalam jangka waktu lama dapat melindungi dari 

kejadian kanker,  penyakit kardiovaskular, diabetes, obesitas, osteoporosis dan penyakit 

neurodegeneratif (Bakuradze et al., 2011). 

Senyawa fenolik adalah senyawa polihidroksi, merupakan salah satu kandungan kimia 

pada tanaman. Memiliki banyak struktur mulai dari struktur fenol sederhana hingga kompleks 

(polimer). Senyawa fenol  dengan berat molekul besar memiliki struktur kompleks dan disebut 

sebagai polifenol. Senyawa ini memilki fungsi biologis dengan mekanisme  melindungi secara 

langsung melalui aktivasi sistem endogen dan memodulasi sinyal seluler.  Aktivitas biologi 

dari senyawa fenolik memberikan peran penting pada produk pangan (Alshikh et al., 2015; 

Balasundram et al., 2006). Senyawa fenolik terbagi menjadi beberapa kelompok, diantaranya 

fenolik, flavonoid, tanin, dan stilbenes, di mana memiliki struktur umum adanya beberapa  

gugus hidroksil yang terikat pada cincin benzen (Singh et al., 2016). Pada beberapa polong-

polongan tertentu, tingginya pigmen menunjukkan kandungan fenolik yang tinggi, 

dibandingkan polong-polongan dengan sedikit pigmen (Choung et al., 2003; Duenas et al., 

2006). 

Kedelai memiliki variasi pada bagian kulit biji, diantaranya kuning, hitam, merah, dan 

hijau.  Kedelai kulit hitam memiliki kandungan tinggi akan γ-tokoferol, isoflavon, flavonoid 

dan antosianin dari proses biologis (Correa et al., 2010; Jeng et al., 2010; Kumar et al., 2010). 

Kandungan flavonoid dalam kedelai cukup tinggi, terutama pada bagian biji (hipokotil dan 

kotiledon). Kandungan senyawa aktif dalam biji kedelai sangat dipengaruhi oleh jenis kedelai, 

lokasi tumbuh, dan metode pengolahan (Hong et al., 2011). Hal penting dalam kedelai sebagai 

pangan fungsional adalah kandungan metabolit sekunder (isoflavon) yang disintesis oleh enzim 

2-hydroxyisoflavone synthase (IFS) (Sulistyowati E et al., 2018).  

Berdasarkan uraian tersebut maka perlu dilakukan penelitian mengenai analisis 

kandungan senyawa fenolik, seperti flavonoid, fenol, tanin, dan antosianin dalam ekstrak 

kedelai kuning dan kedelai hitam yang beredar di pasaran. 

 



METODE PENELITIAN 

A. Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan antara lain peralatan gelas standar, timbangan analitik,dan rotary 

evaporator (Biobase RE 100 pro). Bahan-bahan yang digunakan meliputi kedelai hitam, 

kedelai kuning yang diperoleh dari pasar trdisional Bandung, etanol teknis 70%, reagen 

Folin-Ciocalteu, Na2CO3, asam tanat (Sigma), asam galat (Sigma), kuersetin (Sigma), AlCl3 

teknis,  asam asetat teknis, HCl 2 N, aquadest, buffer kalium klorida pH 1 dan buffer natrium 

asetat pH 4,5. Pengukuran kadar total senyawa dilakukan dengan menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis (Genesys). 

 

B. Ekstraksi  

Biji kedelai hitam dan kedelai kuning, masing-masing 1 kg, dihaluskan dan diekstraksi 

dengan cara maserasi menggunakan pelarut etanol 70%. Ektraksi dilakukan selama 3 hari 

dengan penggantian pelarut setiap 24 jam. Ekstrak cair yang didapat diuapkan hingga 

diperoleh ekstrak kental. 

 

C. Pengujian Kadar Tanin  

Pembuatan Kurva Kalibrasi Asam Tanat 

Asam tanat 10 mg dilarutkan dalam 10 mL aquadest, sehingga menjadi larutan induk 

1000 ppm. Larutan induk diencerkan menjadi konsentrasi 10, 20, 30, 40, dan 50 ppm. 

Masing-masing konsentrasi diambil sebanyak 1 mL, dicampurkan dengan 1 mL reagen 

Folin-Ciocalteu. Campuran dibiarkan selama 3 menit, kemudian ditambahkan  1 

mLNa2CO3 jenuh, aquadest sampai 10 ml, dan diinkubasi dalam ruang gelap selama 40 

menit. Larutan hasil inkubasi diukur absorbansi dengan menggunakan spektrofotometer 

UV-Vis, pada panjang gelombang 525,5 nm. Nilai absorbansi yang diperoleh digunakan 

untuk membuat kurva kalibrasi asam tanat (Pratama et al., 2019). 

 

Analisis Kadar Tanin 

Ekstrak kental biji kedelai hitam dan kuning diambil sebanyak 50 mg, dilarutkan dalam 

10 mL etanol 70%. Larutan ekstrak diambil sebanyak 1 mL, ditambahkan 1 mL reagen 

Folin-Ciocalteu. Campuran dibiarkan selama 3 menit, kemudian ditambahkan  1 mL 

Na2CO3 jenuh, aquadest sampai 10 mL, dan diinkubasi dalam ruang gelap selama 40 menit. 

Larutan hasil inkubasi diukur absorbansi dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis, 

pada panjang gelombang 525,5 nm. Nilai absorbansi digunakan untuk menentukan kadar 

tanin berasarkan kurva kalibrasi asam tanat. Pengujian dilakukan triplo (Pratama et al., 

2019). 

 

D. Pengujian Kadar Fenol Total 

Pembuatan Kurva Kalibrasi Asam Galat  

Asam galat 10 mg dilarutkan dalam 10 mL aquadest, sehingga menjadi larutan induk 

1000 ppm. Larutan induk diencerkan menjadi konsentrasi 50, 60, 70, 80, dan 90 ppm. 

Masing-masing konsentrasi diambil sebanyak 0,6 mL, dicampurkan dengan 1 mL pereaksi 

Folin-Ciocalteu. Campuran dibiarkan selama 3 menit, kemudian ditambahkan  4 mL 

Na2CO3 7,5%, aquadest sampai 10 mL,  dan diinkubasi dalam ruang gelap selama 40 

menit. Larutan hasil inkubasi diukur absorbansi dengan menggunakan spektrofotometer 



UV-Vis, pada panjang gelombang 768,8 nm. Nilai absorbansi yang diperoleh digunakan 

untuk membuat kurva kalibrasi asam galat (Tristiyanti et al., 2019). 

 

Analisis Kadar Fenol Total 

Ekstrak kental biji kedelai hitam dan kuning diambil sebanyak 50 mg, dilarutkan dalam 10 

mL etanol 70%. Larutan ekstrak diambil sebanyak 0,3 mL, ditambahkan 1 mL pereaksi 

Folin-Ciocalteu. Campuran dibiarkan selama 3 menit, kemudian ditambahkan  4 mL 

Na2CO3 7,5%, aquadest sampai 10 mL, dan diinkubasi dalam ruang gelap selama 40 menit. 

Larutan hasil inkubasi diukur absorbansi dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis, 

pada panjang gelombang 768,8 nm. Nilai absorbansi digunakan untuk menentukan kadar 

fenol berdasarkan kurva kalibrasi asam galat. Pengujian dlakukan triplo (Tristiyanti et al., 

2019). 

 

E. Pengujian Kadar Flavonoid Total 

Pembuatan Kurva Kalibrasi Kuersetin 

Asam galat 10 mg dilarutkan dalam 10 mL aquadest, sehingga menjadi larutan induk 

1000 ppm. Larutan induk diencerkan menjadi konsentrasi 30, 40, 50, 60, dan 70 ppm. 

Masing-masing konsentrasi diambil sebanyak 1 mL, dicampurkan dengan 1 mL AlCl3 10% 

dan 8 mL asam asetat 5%. Larutan diukur absorbansi dengan menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis, pada panjang gelombang 415,2 nm. Nilai absorbansi yang 

diperoleh digunakan untuk membuat kurva kalibrasi kuersetin (Tristiyanti et al., 2019). 

 

Analisis Kadar Flavonoid Total 

Ekstrak kental biji kedelai hitam dan kuning diambil sebanyak 50 mg, dilarutkan dalam 

10 mL etanol 70%. Larutn ekstrak diambil sebanyak 1 mL, ditambahkan 1 mL AlCl3 10% 

dan 8 mL asam asetat 5%. Larutan diukur absorbansi dengan menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis, pada panjang gelombang 415,2 nm. Nilai absorbansi digunakan 

untuk menentukan kadar flavonoid berasarkan kurva kalibrasi kuersetin. Pengujian 

dlakukan triplo (Tristiyanti et al., 2019). 

 

F. Pengujian Kadar Antosianin dengan Metode Diferensiasi pH 

Biji kedelai hitam dan kuning, masing-masing sebanyak 25 gram dimaserasi dengan 150 mL 

etanol 70% yang telah diasamkan dengan HCl 2 N pH 1. Masing-masing ekstrak sebanyak 1 

mL ditambahkan 5 mL buffer kalium klorida pH 1 dan 5 mL buffer natrium asetat pH 4,5, 

ditambahkan etanol 70% yang telah diasamkan dengan HCl 2 N pH 1 sampai 10 mL. Sampel 

diukur pada panjang gelombang maksimum dan 700 nm. Pengujian dilakukan triplo (Saptarini 

et al., 2018).  

  



HASIL DAN PEMBAHASAN 

A. Hasil Ekstraksi 

Ekstraksi dilakukan dengan menggunakan etanol 70% dengan tujuan menarik seluruh 

senyawa yang tekandung dalam biji kedelai, selain itu sifat senyawa yang akan ditarik baik itu 

fenol, flavonoid, dan antosianin, dalam biji kedelai banyak terikat dengan gula (glikosida), 

sehingga diperlukan pelarut yang lebih polar (Teekachunhatean et al., 2013). Metode maserasi 

dipilih dengan tujuan mempertahankan kesetabilan senyawa dalam biji kedelai, selain itu 

metode maserasi merupakan metode sederhana. Selama proses ekstraksi terjadi perpindahan 

senyawa dari dalam biji kedelai menuju pelarut dibantu dengan adanya pengadukan, diawal 

perendaman senyawa akan ditarik keluar oleh pelarut, karena adanya perbedaan konsentrasi, 

kemudian berkumpul disekitar bahan padat yang diekstraksi (serbuk biji kedelai), semakin 

lama maka akan terjadi kejenuhan, sehingga dipelukan pengadukkan untuk menghilangkan 

kejenuhan dan  senyawa dalam biji kedelai akan tertarik lebih maksimal.  

Hasil ekstraksi kedelai kuning dan hitam menunjukkan nilai rendemen yang tidak jauh 

berbeda, yaitu 12,6% (kedelai kuning) dan 11,8% (kedelai hitam). Nilai tersebut menunjukkan 

kandungan senyawa yang terkandung dalam biji kedelai, yang terekstraksi dengan 

menggunakan pelarut etanol 70%. Berbeda jika dibandingkan dengan nilai rendemen biji 

kedelai yang diekstraksi dengan metanol, rendemen ekstrak yang dihasilkan lebih kecil yaitu 

7,69 % (kedelai hitam) dan 5,32%-11.19% (kedelai kuning) (Hasanah et al., 2020). Hal ini 

terjadi karena faktor pelarut dan jenis kedelai yang digunakan. Kedelai yang digunakan pada 

penelitian sebelumnya merupakan kedelai lokal dengan ukuran yang lebih kecil dibandingkan 

kedelai di pasaran, dimana kedelai yang dijual adalah kedelai import dengan ukuran lebih 

besar.  

 

B. Hasil Kurva Kalibrasi Asam Tanat, Asam Galat, dan Kuersetin 

Hasil pembuatan kurva kalibrasi asam tanat, asam galat, dan kuersetin dapat dilihat 

pada gambar 1. Pada gambar 1, seluruh kurva kalibrasi menunjukkan nilai regresi yang baik, 

dimana ketiga kurva kalibrasi memberikan nilai mendekati linier, yaitu 0,9917 (asam tanat), 

0,9958 (asam galat), dan 0,9975 (kuersetin). 

 

  
A B 



 
C 

Gambar 1. Kurva kalibrasi asam tanat (A), asam galat (B), dan kuersetin (C) 

C. Hasil Pengujian Kadar Total Tanin, Fenol,  dan Flavonoid  

Hasil pengujian kadar total tanin, fenol dan flavonoid pada ekstrak etanol biji kedelai 

kuning dan hitam menunjukkan nilai yang beragam, secara garis besar biji kedelai hitam 

memberikan kadar total tanin, fenol, dan flavonoid lebih tinggi dibandingkan dengan biji 

kedelai kuning, yaitu 0,074 mg/gram (kadar tanin), 244 mgGAE/gram (kadar fenol), dan 20,9 

mgQE/gram (kadar flavonoid). Hasil ini sejalan dengan penelitian sebelumnya terkait kadar 

total flavonoid, menunjukkan nilai 0.263 mgQE/gram pada kedelai hitam dan 0,227 

mgQE/gram pada kedelai kuning (Hasanah et al., 2019). Perbedaan kandungan metabolit pada 

kedelai hitam dan kuning dapat dipengaruhi oleh faktor genetik, waktu pemanenan, dan lokasi 

tumbuh (Teekachunhatean et al., 2013). Hasil pengujian kadar total tanin, fenol, dan flavonoid 

dapat dilihat pada tabel 1. 

 

Tabel 1.Kadar Total Tanin, Fenol dan Flavonoid Pada Biji Kedelai Hitam dan Biji Kedelai Kuning 

Jenis  biji kedelai  

Pengujian 

Kadar total 

tanin 

(mg/gram) 

Kadar total fenol 

(mgGAE/gram) 

Kadar total flavonoid 

(mgQE/gram) 

Biji kedelai hitam 0,074 244 20,9 

Biji kedelai kuning 0,068 165,2 20,2 

 

Pengujian kadar total tanin dan fenol digunakan reagen folin-ciocalteau, dimana akan 

terjadi rekasi reduksi oksidasi. Tanin dan fenol bertindak sebagai reduktor dan reagen folin-

ciocalteau sebagai oksidator.  Tanin dan fenol akan merubah fosmolibdat dari Folin-Ciocalteau 

menjadi fosolibdenim yang berwarna biru pada suasana basa (penambahan Na2CO3), sehingga 

dapat terukur oleh spektrofotometer pada panjang gelombang visibel. Semakin banyak 

kandungan tanin dan fenol maka kepekatan warna biru akan meningkat (Martins et al., 2021).  

Pada penelitian pengukuran konsentrasi senyawa dilakukan pada panjang gelombang 768,8 nm 

(fenol) dan 523,5 nm (tanin). 

Pengujian kadar total flavonod dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer pada 

pajang gelombang 415,2 nm. Pengukuran dilakukan pada rentang visibel dikarenakan larutan 

yang diuji memberikan warna kuning. Warna kunng terbentuk dari komplek antara flavonoid 

dengan AlCl3, semakin tinggi kandungan flavonoid makan warna kuning akan semakin pekat, 

ditunjukkan dengan tingginya nilai absorbansi (Ahmad et al., 2015). 

 

D. Hasil Pengujian Kadar Antosianin Dengan Metode Diferensiasi pH 

Pengujian kadar antosianin pada biji kedelai kuning dan hitam , dilakukan pada pH 1 

dan 4,5 karena antosianin akan memberikan intesnitas warna kuat pada pH rendah (pH1), 



warna tersebut dihasilkan dari bentuk oksonium dari antosianin. Pada pH 4,5 antosianin akan 

berubah menjadi karbinol yang tidak berwarna (Giusti et al., 1999).  

Hasil pengukuran kadar antosianin pada biji kedelai hitam dan kuning masing-masing 

adalah 2,189 mg/100 ml dan 0,531 mg/100 ml. kedelai biji hitam memiliki kandungan 

antosianin lebih tinggi, hal ini dapat dipengaruhi oleh faktor geneitik (Teekachunhatean et al., 

2013) sehingga berpengaruh pada biosintesis senyawa dalam tumbuhan. Semakin kuat atau 

pekat warna yang ditunjukkan tanaman dapat menunjukkan bahawa kandungan antosianin 

lebih tinggi. Warna pigmen salah satunya dipengaruhi oleh subtansi gugus hidroksil. Semkain 

banyak gugus hidroksil maka akan meningkatkan intensitas warna (Escribano-Bailón et al., 

2006). 

 

KESIMPULAN 

Kedelai biji hitam dan kuning memiliki kandungan tanin, fenol, flavonoid, dan antosianin 

berbeda. Kedelai hitam memiliki kandungan yang lebih tinggi yaitu 0,074 mg/gram (kadar total 

tanin), 244 mgGAE/gram (kadar total fenol), 20,9 mgQE/gram (kadar total flavonoid), dan 

2,189 mg/100 ml (kadar antosianin). 
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ABSTRAK 
 

Kedelai adalah salah satu jenis polong-polongan yang unik, karena memiliki 

kandungan metabolit sekunder penting, seperti senyawa polifenol. Senyawa fenolik terbagi 

menjadi beberapa kelompok, diantaranya asam fenolik, flavonoid, tanin, dan stilbenes, dimana 

memiliki struktur umum adanya beberapa  gugus hidroksil yang terikat pada cincin benzen. 

Studi epidemiologi dan data meta analisis menunjukkan bukti kuat bahwa konsumsi produk 

dengan tinggi kandungan polifenol dalam jangka waktu lama dapat melindungi dari kejadian 

kanker,  penyakit kardiovaskular, diabetes, obesitas, osteoporis dan penyakit neurodegeneratif. 

Tujuan dari penelitian ini adalah menganalisa kandungan senyawa flavonoid, fenol, tanin, dan 

antosianin dalam ekstrak kedelai kuning dan kedelai hitam yang beredar di pasaran. Ekstraksi 

dilakukan dengan metoda maserasi. Pengujian kadar total tanin dan  fenol,  dilakukan dengan 

metode Folin-Ciocalteu menggunakan standar asam tanat dan asam galat. Pengujian kadar total 

flavonoid dilakukan dengan menggunakan AlCl3 dengan pembanding kuersetin. Sementara 

metode pengujian kadar  antosianin dilakukan dengan diferensiasi pH. pengukuran kadar 

digunakan spektrofotometer UV-Vis. Hasil penelitian menunjukkan perbedaan kandungan 

tanin, fenol, flavonoid dan antosianin, pada kedelai hitam dan kuning. Kedelai hitam memiliki 

kandungan yang lebih tinggi yaitu 0,074 mg/gram (kadar total tanin), 244 mgGAE/gram (kadar 

total fenol), 20,9 mgQE/gram (kadar total flavonoid), dan 2,189 mg/100 mL (kadar antosianin). 

 

Kata Kunci : Kedelai, Antosianin, Flavonoid, Fenol, Tanin 

 

 

ABSTRACT 

 
Soybeans were a unique type of legume because they contained important secondary 

metabolites, such as polyphenol compounds. Phenolic compounds were classified into several 

groups, including phenolic acids, flavonoids, tannins, and stilbenes, which had a common 

structure with multiple hydroxyl groups attached to a benzene ring. Epidemiological studies 

and meta-analysis data provided strong evidence that long-term consumption of polyphenol-

rich products could help protect against cancer, cardiovascular diseases, diabetes, obesity, 

osteoporosis, and neurodegenerative diseases. The aim of this study was to analyze the 

flavonoid, phenol, tannin, and anthocyanin content in commercially available yellow and black 

soybean extracts. The extraction process was carried out using the maceration method. The 

total tannin and phenol content was determined using the Folin-Ciocalteu method, with tannic 

acid and gallic acid as standards. The total flavonoid content was measured using the AlCl₃ 
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method with quercetin as the standard. Anthocyanin content was analyzed using the pH 

differential method. All measurements were conducted using a UV-Visible spectrophotometer. 

The results showed differences in the tannin, phenol, flavonoid, and anthocyanin content 

between black and yellow soybeans. Black soybeans had higher levels, with 0.074 mg/g (total 

tannin), 244 mg GAE/g (total phenol), 20.9 mg QE/g (total flavonoid), and 2.189 mg/100 mL 

(anthocyanin content). 

 

Keywords: Soybean, Anthocyanin, Flavonoid, Phenol, Tannin 

 

PENDAHULUAN 

Tanaman kedelai adalah tanaman asli Asia Timur, dan telah banyak dibudidayakan 

sejak 5000 tahun yang lalu. Awal penanaman kedelai ditujukan sebagai pemberi hara nitrogen 

dalam tanah saat rotasi tanaman. Kini kedelai diketahui sebagai salah satu sumber protein 

nabati dengan kandungan sebesar 39% (Pantilu et al., 2012). Kedelai adalah salah satu jenis 

polong-polongan yang unik, karena memiliki kandungan metabolit sekunder penting, seperti 

senyawa polifenol (Sakthivelu et al., 2008). Pada prinsipnya polifenol memiliki peran penting 

pada kesehatan, dengan perannya sebagai antioksidan aktif (Panat et al., 2016). Konsumsi 

pangan dengan tinggi kandungan antioksidan dan anti-inflamasi dapat menjadi suatu strategi 

dalam menurunkan stres oksidaif dan inflamasi (Bakuradze et al., 2011; Chandrasekara & 

Shahidi, 2011). Stres oksidatif dan inflamasi kronik dapat menunjukkan adanya peningkatan 

kondisi patologis seperti arterosklerosis, obesitas, diabetes, penyakit neurodegeneratif dan 

kanker. Studi epidemiologi dan data meta analisis menunjukkan bukti kuat bahwa konsumsi 

produk dengan tinggi kandungan polifenol dalam jangka waktu lama dapat melindungi dari 

kejadian kanker,  penyakit kardiovaskular, diabetes, obesitas, osteoporosis dan penyakit 

neurodegeneratif (Bakuradze et al., 2011). 

Senyawa fenolik adalah senyawa polihidroksi, merupakan salah satu kandungan kimia 

pada tanaman. Memiliki banyak struktur mulai dari struktur fenol sederhana hingga kompleks 

(polimer). Senyawa fenol  dengan berat molekul besar memiliki struktur kompleks dan disebut 

sebagai polifenol. Senyawa ini memilki fungsi biologis dengan mekanisme  melindungi secara 

langsung melalui aktivasi sistem endogen dan memodulasi sinyal seluler.  Aktivitas biologi 

dari senyawa fenolik memberikan peran penting pada produk pangan (Alshikh et al., 2015; 

Balasundram et al., 2006). Senyawa fenolik terbagi menjadi beberapa kelompok, diantaranya 

fenolik, flavonoid, tanin, dan stilbenes, di mana memiliki struktur umum adanya beberapa  

gugus hidroksil yang terikat pada cincin benzen (Singh et al., 2016). Pada beberapa polong-

polongan tertentu, tingginya pigmen menunjukkan kandungan fenolik yang tinggi, 

dibandingkan polong-polongan dengan sedikit pigmen (Choung et al., 2003; Duenas et al., 

2006). 

Kedelai memiliki variasi pada bagian kulit biji, diantaranya kuning, hitam, merah, dan 

hijau.  Kedelai kulit hitam memiliki kandungan tinggi akan γ-tokoferol, isoflavon, flavonoid 

dan antosianin dari proses biologis (Correa et al., 2010; Jeng et al., 2010; Kumar et al., 2010). 

Kandungan flavonoid dalam kedelai cukup tinggi, terutama pada bagian biji (hipokotil dan 

kotiledon). Kandungan senyawa aktif dalam biji kedelai sangat dipengaruhi oleh jenis kedelai, 

lokasi tumbuh, dan metode pengolahan (Hong et al., 2011). Hal penting dalam kedelai sebagai 

pangan fungsional adalah kandungan metabolit sekunder (isoflavon) yang disintesis oleh enzim 

2-hydroxyisoflavone synthase (IFS) (Sulistyowati E et al., 2018).  

Berdasarkan uraian tersebut maka perlu dilakukan penelitian mengenai analisis 

kandungan senyawa fenolik, seperti flavonoid, fenol, tanin, dan antosianin dalam ekstrak 

kedelai kuning dan kedelai hitam yang beredar di pasaran. 

 



METODE PENELITIAN 

A. Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan antara lain peralatan gelas standar, timbangan analitik,dan rotary 

evaporator (Biobase RE 100 pro). Bahan-bahan yang digunakan meliputi kedelai hitam, 

kedelai kuning yang diperoleh dari pasar trdisional Bandung, etanol teknis 70%, reagen 

Folin-Ciocalteu, Na2CO3, asam tanat (Sigma), asam galat (Sigma), kuersetin (Sigma), AlCl3 

teknis,  asam asetat teknis, HCl 2 N, aquadest, buffer kalium klorida pH 1 dan buffer natrium 

asetat pH 4,5. Pengukuran kadar total senyawa dilakukan dengan menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis (Genesys). 

 

B. Ekstraksi  

Biji kedelai hitam dan kedelai kuning, masing-masing 1 kg, dihaluskan dan diekstraksi 

dengan cara maserasi menggunakan pelarut etanol 70%. Ektraksi dilakukan selama 3 hari 

dengan penggantian pelarut setiap 24 jam. Ekstrak cair yang didapat diuapkan hingga 

diperoleh ekstrak kental. 

 

C. Pengujian Kadar Tanin  

Pembuatan Kurva Kalibrasi Asam Tanat 

Asam tanat 10 mg dilarutkan dalam 10 mL aquadest, sehingga menjadi larutan induk 

1000 ppm. Larutan induk diencerkan menjadi konsentrasi 10, 20, 30, 40, dan 50 ppm. 

Masing-masing konsentrasi diambil sebanyak 1 mL, dicampurkan dengan 1 mL reagen 

Folin-Ciocalteu. Campuran dibiarkan selama 3 menit, kemudian ditambahkan  1 

mLNa2CO3 jenuh, aquadest sampai 10 ml, dan diinkubasi dalam ruang gelap selama 40 

menit. Larutan hasil inkubasi diukur absorbansi dengan menggunakan spektrofotometer 

UV-Vis, pada panjang gelombang 525,5 nm. Nilai absorbansi yang diperoleh digunakan 

untuk membuat kurva kalibrasi asam tanat (Pratama et al., 2019). 

 

Analisis Kadar Tanin 

Ekstrak kental biji kedelai hitam dan kuning diambil sebanyak 50 mg, dilarutkan dalam 

10 mL etanol 70%. Larutan ekstrak diambil sebanyak 1 mL, ditambahkan 1 mL reagen 

Folin-Ciocalteu. Campuran dibiarkan selama 3 menit, kemudian ditambahkan  1 mL 

Na2CO3 jenuh, aquadest sampai 10 mL, dan diinkubasi dalam ruang gelap selama 40 menit. 

Larutan hasil inkubasi diukur absorbansi dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis, 

pada panjang gelombang 525,5 nm. Nilai absorbansi digunakan untuk menentukan kadar 

tanin berasarkan kurva kalibrasi asam tanat. Pengujian dilakukan triplo (Pratama et al., 

2019). 

 

D. Pengujian Kadar Fenol Total 

Pembuatan Kurva Kalibrasi Asam Galat  

Asam galat 10 mg dilarutkan dalam 10 mL aquadest, sehingga menjadi larutan induk 

1000 ppm. Larutan induk diencerkan menjadi konsentrasi 50, 60, 70, 80, dan 90 ppm. 

Masing-masing konsentrasi diambil sebanyak 0,6 mL, dicampurkan dengan 1 mL pereaksi 

Folin-Ciocalteu. Campuran dibiarkan selama 3 menit, kemudian ditambahkan  4 mL 

Na2CO3 7,5%, aquadest sampai 10 mL,  dan diinkubasi dalam ruang gelap selama 40 

menit. Larutan hasil inkubasi diukur absorbansi dengan menggunakan spektrofotometer 



UV-Vis, pada panjang gelombang 768,8 nm. Nilai absorbansi yang diperoleh digunakan 

untuk membuat kurva kalibrasi asam galat (Tristiyanti et al., 2019). 

 

Analisis Kadar Fenol Total 

Ekstrak kental biji kedelai hitam dan kuning diambil sebanyak 50 mg, dilarutkan dalam 10 

mL etanol 70%. Larutan ekstrak diambil sebanyak 0,3 mL, ditambahkan 1 mL pereaksi 

Folin-Ciocalteu. Campuran dibiarkan selama 3 menit, kemudian ditambahkan  4 mL 

Na2CO3 7,5%, aquadest sampai 10 mL, dan diinkubasi dalam ruang gelap selama 40 menit. 

Larutan hasil inkubasi diukur absorbansi dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis, 

pada panjang gelombang 768,8 nm. Nilai absorbansi digunakan untuk menentukan kadar 

fenol berdasarkan kurva kalibrasi asam galat. Pengujian dlakukan triplo (Tristiyanti et al., 

2019). 

 

E. Pengujian Kadar Flavonoid Total 

Pembuatan Kurva Kalibrasi Kuersetin 

Asam galat 10 mg dilarutkan dalam 10 mL aquadest, sehingga menjadi larutan induk 

1000 ppm. Larutan induk diencerkan menjadi konsentrasi 30, 40, 50, 60, dan 70 ppm. 

Masing-masing konsentrasi diambil sebanyak 1 mL, dicampurkan dengan 1 mL AlCl3 10% 

dan 8 mL asam asetat 5%. Larutan diukur absorbansi dengan menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis, pada panjang gelombang 415,2 nm. Nilai absorbansi yang 

diperoleh digunakan untuk membuat kurva kalibrasi kuersetin (Tristiyanti et al., 2019). 

 

Analisis Kadar Flavonoid Total 

Ekstrak kental biji kedelai hitam dan kuning diambil sebanyak 50 mg, dilarutkan dalam 

10 mL etanol 70%. Larutn ekstrak diambil sebanyak 1 mL, ditambahkan 1 mL AlCl3 10% 

dan 8 mL asam asetat 5%. Larutan diukur absorbansi dengan menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis, pada panjang gelombang 415,2 nm. Nilai absorbansi digunakan 

untuk menentukan kadar flavonoid berasarkan kurva kalibrasi kuersetin. Pengujian 

dlakukan triplo (Tristiyanti et al., 2019). 

 

F. Pengujian Kadar Antosianin dengan Metode Diferensiasi pH 

Biji kedelai hitam dan kuning, masing-masing sebanyak 25 gram dimaserasi dengan 150 mL 

etanol 70% yang telah diasamkan dengan HCl 2 N pH 1. Masing-masing ekstrak sebanyak 1 

mL ditambahkan 5 mL buffer kalium klorida pH 1 dan 5 mL buffer natrium asetat pH 4,5, 

ditambahkan etanol 70% yang telah diasamkan dengan HCl 2 N pH 1 sampai 10 mL. Sampel 

diukur pada panjang gelombang maksimum dan 700 nm. Pengujian dilakukan triplo (Saptarini 

et al., 2018).  

  



HASIL DAN PEMBAHASAN 

A. Hasil Ekstraksi 

Ekstraksi dilakukan dengan menggunakan etanol 70% dengan tujuan menarik seluruh 

senyawa yang tekandung dalam biji kedelai, selain itu sifat senyawa yang akan ditarik baik itu 

fenol, flavonoid, dan antosianin, dalam biji kedelai banyak terikat dengan gula (glikosida), 

sehingga diperlukan pelarut yang lebih polar (Teekachunhatean et al., 2013). Metode maserasi 

dipilih dengan tujuan mempertahankan kesetabilan senyawa dalam biji kedelai, selain itu 

metode maserasi merupakan metode sederhana. Selama proses ekstraksi terjadi perpindahan 

senyawa dari dalam biji kedelai menuju pelarut dibantu dengan adanya pengadukan, diawal 

perendaman senyawa akan ditarik keluar oleh pelarut, karena adanya perbedaan konsentrasi, 

kemudian berkumpul disekitar bahan padat yang diekstraksi (serbuk biji kedelai), semakin 

lama maka akan terjadi kejenuhan, sehingga dipelukan pengadukkan untuk menghilangkan 

kejenuhan dan  senyawa dalam biji kedelai akan tertarik lebih maksimal.  

Hasil ekstraksi kedelai kuning dan hitam menunjukkan nilai rendemen yang tidak jauh 

berbeda, yaitu 12,6% (kedelai kuning) dan 11,8% (kedelai hitam). Nilai tersebut menunjukkan 

kandungan senyawa yang terkandung dalam biji kedelai, yang terekstraksi dengan 

menggunakan pelarut etanol 70%. Berbeda jika dibandingkan dengan nilai rendemen biji 

kedelai yang diekstraksi dengan metanol, rendemen ekstrak yang dihasilkan lebih kecil yaitu 

7,69 % (kedelai hitam) dan 5,32%-11.19% (kedelai kuning) (Hasanah et al., 2020). Hal ini 

terjadi karena faktor pelarut dan jenis kedelai yang digunakan. Kedelai yang digunakan pada 

penelitian sebelumnya merupakan kedelai lokal dengan ukuran yang lebih kecil dibandingkan 

kedelai di pasaran, dimana kedelai yang dijual adalah kedelai import dengan ukuran lebih 

besar.  

 

B. Hasil Kurva Kalibrasi Asam Tanat, Asam Galat, dan Kuersetin 

Hasil pembuatan kurva kalibrasi asam tanat, asam galat, dan kuersetin dapat dilihat 

pada gambar 1. Pada gambar 1, seluruh kurva kalibrasi menunjukkan nilai regresi yang baik, 

dimana ketiga kurva kalibrasi memberikan nilai mendekati linier, yaitu 0,9917 (asam tanat), 

0,9958 (asam galat), dan 0,9975 (kuersetin). 
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Gambar 1. Kurva kalibrasi asam tanat (A), asam galat (B), dan kuersetin (C) 

C. Hasil Pengujian Kadar Total Tanin, Fenol,  dan Flavonoid  

Hasil pengujian kadar total tanin, fenol dan flavonoid pada ekstrak etanol biji kedelai 

kuning dan hitam menunjukkan nilai yang beragam, secara garis besar biji kedelai hitam 

memberikan kadar total tanin, fenol, dan flavonoid lebih tinggi dibandingkan dengan biji 

kedelai kuning, yaitu 0,074 mg/gram (kadar tanin), 244 mgGAE/gram (kadar fenol), dan 20,9 

mgQE/gram (kadar flavonoid). Hasil ini sejalan dengan penelitian sebelumnya terkait kadar 

total flavonoid, menunjukkan nilai 0.263 mgQE/gram pada kedelai hitam dan 0,227 

mgQE/gram pada kedelai kuning (Hasanah et al., 2019). Perbedaan kandungan metabolit pada 

kedelai hitam dan kuning dapat dipengaruhi oleh faktor genetik, waktu pemanenan, dan lokasi 

tumbuh (Teekachunhatean et al., 2013). Hasil pengujian kadar total tanin, fenol, dan flavonoid 

dapat dilihat pada tabel 1. 

 

Tabel 1.Kadar Total Tanin, Fenol dan Flavonoid Pada Biji Kedelai Hitam dan Biji Kedelai Kuning 

Jenis  biji kedelai  

Pengujian 

Kadar total 

tanin 

(mg/gram) 

Kadar total fenol 

(mgGAE/gram) 

Kadar total flavonoid 

(mgQE/gram) 

Biji kedelai hitam 0,074 244 20,9 

Biji kedelai kuning 0,068 165,2 20,2 

 

Pengujian kadar total tanin dan fenol digunakan reagen folin-ciocalteau, dimana akan 

terjadi rekasi reduksi oksidasi. Tanin dan fenol bertindak sebagai reduktor dan reagen folin-

ciocalteau sebagai oksidator.  Tanin dan fenol akan merubah fosmolibdat dari Folin-Ciocalteau 

menjadi fosolibdenim yang berwarna biru pada suasana basa (penambahan Na2CO3), sehingga 

dapat terukur oleh spektrofotometer pada panjang gelombang visibel. Semakin banyak 

kandungan tanin dan fenol maka kepekatan warna biru akan meningkat (Martins et al., 2021).  

Pada penelitian pengukuran konsentrasi senyawa dilakukan pada panjang gelombang 768,8 nm 

(fenol) dan 523,5 nm (tanin). 

Pengujian kadar total flavonod dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer pada 

pajang gelombang 415,2 nm. Pengukuran dilakukan pada rentang visibel dikarenakan larutan 

yang diuji memberikan warna kuning. Warna kunng terbentuk dari komplek antara flavonoid 

dengan AlCl3, semakin tinggi kandungan flavonoid makan warna kuning akan semakin pekat, 

ditunjukkan dengan tingginya nilai absorbansi (Ahmad et al., 2015). 

 

D. Hasil Pengujian Kadar Antosianin Dengan Metode Diferensiasi pH 

Pengujian kadar antosianin pada biji kedelai kuning dan hitam , dilakukan pada pH 1 

dan 4,5 karena antosianin akan memberikan intesnitas warna kuat pada pH rendah (pH1), 



warna tersebut dihasilkan dari bentuk oksonium dari antosianin. Pada pH 4,5 antosianin akan 

berubah menjadi karbinol yang tidak berwarna (Giusti et al., 1999).  

Hasil pengukuran kadar antosianin pada biji kedelai hitam dan kuning masing-masing 

adalah 2,189 mg/100 ml dan 0,531 mg/100 ml. kedelai biji hitam memiliki kandungan 

antosianin lebih tinggi, hal ini dapat dipengaruhi oleh faktor geneitik (Teekachunhatean et al., 

2013) sehingga berpengaruh pada biosintesis senyawa dalam tumbuhan. Semakin kuat atau 

pekat warna yang ditunjukkan tanaman dapat menunjukkan bahawa kandungan antosianin 

lebih tinggi. Warna pigmen salah satunya dipengaruhi oleh subtansi gugus hidroksil. Semkain 

banyak gugus hidroksil maka akan meningkatkan intensitas warna (Escribano-Bailón et al., 

2006). 

 

KESIMPULAN 

Kedelai biji hitam dan kuning memiliki kandungan tanin, fenol, flavonoid, dan antosianin 

berbeda. Kedelai hitam memiliki kandungan yang lebih tinggi yaitu 0,074 mg/gram (kadar total 

tanin), 244 mgGAE/gram (kadar total fenol), 20,9 mgQE/gram (kadar total flavonoid), dan 

2,189 mg/100 ml (kadar antosianin). 
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ABSTRAK 

Kedelai adalah salah satu jenis polong-polongan yang unik karena memiliki kandungan metabolit 

sekunder penting, seperti senyawa polifenol. Senyawa fenolik terbagi menjadi beberapa 

kelompok, di antaranya asam fenolat, flavonoid, tanin, dan stilbenes, yang memiliki struktur 

umum berupa beberapa gugus hidroksil yang terikat pada cincin benzen. Studi epidemiologi dan 

data meta-analisis menunjukkan bukti kuat bahwa konsumsi produk dengan kandungan polifenol 

tinggi dalam jangka waktu lama dapat melindungi tubuh dari kejadian kanker, penyakit 

kardiovaskular, diabetes, obesitas, osteoporosis, dan penyakit neurodegeneratif. Tujuan penelitian 

ini adalah menganalisis kandungan senyawa flavonoid, fenol, tanin, dan antosianin dalam ekstrak 

kedelai kuning dan kedelai hitam yang beredar di pasaran. Ekstraksi dilakukan dengan metode 

maserasi. Pengujian kadar total tanin dan fenol dilakukan menggunakan metode Folin-Ciocalteu 

dengan standar asam tanat dan asam galat. Pengujian kadar total flavonoid dilakukan dengan 

metode AlCl₃ menggunakan pembanding kuersetin, sedangkan pengujian kadar antosianin 

dilakukan dengan metode diferensiasi pH. Pengukuran kadar dilakukan menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis. Hasil penelitian menunjukkan adanya perbedaan kandungan tanin, 

fenol, flavonoid, dan antosianin pada kedelai hitam dan kuning. Kedelai hitam memiliki 

kandungan yang lebih tinggi, yaitu 0,074 mg/g (kadar total tanin), 244 mg GAE/g (kadar total 

fenol), 20,9 mg QE/g (kadar total flavonoid), dan 2,189 mg/100 mL (kadar antosianin). 

Kata Kunci : Kedelai, Antosianin, Flavonoid, Fenol, Tanin. 

 

ABSTRACT 

Soybeans were a unique type of legume because they contained important secondary metabolites, 

such as polyphenol compounds. Phenolic compounds were classified into several groups, 

including phenolic acids, flavonoids, tannins, and stilbenes, which had a common structure with 

multiple hydroxyl groups attached to a benzene ring. Epidemiological studies and meta-analysis 

data provided strong evidence that long-term consumption of polyphenol-rich products could help 

protect against cancer, cardiovascular diseases, diabetes, obesity, osteoporosis, and 

neurodegenerative diseases. The aim of this study was to analyze the flavonoid, phenol, tannin, 

and anthocyanin content in commercially available yellow and black soybean extracts. The 

extraction process was carried out using the maceration method. The total tannin and phenol 

content was determined using the Folin-Ciocalteu method, with tannic acid and gallic acid as 

standards. The total flavonoid content was measured using the AlCl₃ method with quercetin as 

the standard. Anthocyanin content was analyzed using the pH differential method. All 

measurements were conducted using a UV-Visible spectrophotometer. The results showed 

mailto:irmaerika@stfi.ac.id
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differences in the tannin, phenol, flavonoid, and anthocyanin content between black and yellow 

soybeans. Black soybeans had higher levels, with 0.074 mg/g (total tannin), 244 mg GAE/g (total 

phenol), 20.9 mg QE/g (total flavonoid), and 2.189 mg/100 mL (anthocyanin content). 

Keywords: Soybean, Anthocyanin, Flavonoid, Phenol, Tannin. 

 

PENDAHULUAN 

Tanaman kedelai merupakan 

tanaman asli Asia Timur yang telah 

banyak dibudidayakan sejak sekitar 

5.000 tahun yang lalu. Awalnya, 

penanaman kedelai ditujukan sebagai 

penyedia hara nitrogen dalam tanah pada 

sistem rotasi tanaman. Kini, kedelai 

diketahui sebagai salah satu sumber 

protein nabati utama dengan kandungan 

mencapai 39% (Thrane et al., 2017). 

Kedelai juga merupakan salah satu jenis 

polong-polongan yang unik karena 

memiliki kandungan metabolit sekunder 

penting, seperti senyawa polifenol 

(Yamashita et al. 2020). Secara umum, 

polifenol berperan penting bagi 

kesehatan karena berfungsi sebagai 

antioksidan aktif (Panat et al. 2016). 

Konsumsi pangan dengan kandungan 

antioksidan dan antiinflamasi yang 

tinggi dapat menjadi strategi efektif 

dalam menurunkan stres oksidatif dan 

inflamasi (Koçyi̇Ği̇T et al., 2019). Stres 

oksidatif dan inflamasi kronik dapat 

meningkatkan risiko berbagai kondisi 

patologis seperti arterosklerosis, 

obesitas, diabetes, penyakit 

neurodegeneratif, dan kanker. 

Studi epidemiologi dan data 

meta-analisis menunjukkan bukti kuat 

bahwa konsumsi produk dengan 

kandungan polifenol tinggi dalam jangka 

waktu lama dapat melindungi tubuh dari 

kanker, penyakit kardiovaskular, 

diabetes, obesitas, osteoporosis, dan 

penyakit neurodegeneratif (Guo et al., 

2018). Senyawa fenolik merupakan 

senyawa polihidroksi yang termasuk 

dalam kelompok kandungan kimia alami 

pada tanaman. Senyawa ini memiliki 

berbagai struktur, mulai dari fenol 

sederhana hingga polimer kompleks. 

Senyawa fenol dengan berat molekul 

besar disebut polifenol dan memiliki 

fungsi biologis penting, yaitu 

melindungi secara langsung melalui 

aktivasi sistem endogen serta 

memodulasi sinyal seluler. Aktivitas 

biologis senyawa fenolik memberikan 

kontribusi besar terhadap nilai 

fungsional produk pangan (Shahidi et al., 

2015; Bayir et al., 2019). 

Senyawa fenolik terbagi menjadi 

beberapa kelompok, antara lain asam 

fenolat, flavonoid, tanin, dan stilbenes, 

yang memiliki struktur umum berupa 

gugus hidroksil yang terikat pada cincin 
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benzen (Singh et al., 2017). Pada 

beberapa jenis polong-polongan, 

tingginya intensitas pigmen 

menunjukkan kandungan fenolik yang 

lebih tinggi dibandingkan dengan 

varietas berpigmen rendah (Zhu et al., 

2018). Kedelai memiliki variasi warna 

kulit biji, antara lain kuning, hitam, 

merah, dan hijau. Kedelai berkulit hitam 

mengandung γ-tokoferol, isoflavon, 

flavonoid, dan antosianin dalam jumlah 

tinggi yang dihasilkan melalui proses 

biologis alami (Bursać et al. 2017; Lee, 

et al. 2020). Kandungan flavonoid dalam 

kedelai cukup tinggi, terutama pada 

bagian hipokotil dan kotiledon. 

Kandungan senyawa aktif dalam biji 

kedelai sangat dipengaruhi oleh varietas 

kedelai, lokasi tumbuh, serta metode 

pengolahan (Lee et al. 2019; Luthria et 

al., 2016). Salah satu aspek penting dari 

kedelai sebagai pangan fungsional 

adalah keberadaan metabolit sekunder, 

khususnya isoflavon, yang disintesis 

oleh enzim 2-hydroxyisoflavone 

synthase (IFS) (Sulistyowati et al. 2018). 

Berdasarkan uraian tersebut, penelitian 

ini dilakukan untuk menganalisis 

kandungan senyawa fenolik, meliputi 

flavonoid, fenol, tanin, dan antosianin, 

dalam ekstrak kedelai kuning dan 

kedelai hitam yang beredar di pasaran. 

METODE PENELITIAN 

Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan antara lain 

peralatan gelas standar, timbangan 

analitik,dan rotary evaporator (Biobase 

RE 100 pro). Bahan-bahan yang 

digunakan meliputi kedelai hitam, 

kedelai kuning yang diperoleh dari pasar 

trdisional Bandung, etanol teknis 70%, 

reagen Folin-Ciocalteu, Na2CO3, asam 

tanat (Sigma), asam galat (Sigma), 

kuersetin (Sigma), AlCl3 teknis,  asam 

asetat teknis, HCl 2 N, aquadest, buffer 

kalium klorida pH 1 dan buffer natrium 

asetat pH 4,5. Pengukuran kadar total 

senyawa dilakukan dengan 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis 

(Genesys). 

 

Ekstraksi  

Biji kedelai hitam (1 kg) dan 

kedelai kuning (1 kg) yang berasal dari 

pasar tradisional di Kota Bandung, 

dihaluskan dan diekstraksi dengan cara 

maserasi menggunakan pelarut etanol 

70%. Ektraksi dilakukan selama 3 hari 

dengan penggantian pelarut setiap 24 

jam. Ekstrak cair yang didapat diuapkan 

hingga diperoleh ekstrak kental. 
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Pembuatan Kurva Kalibrasi Asam 

Tanat dan Pengujian Kadar Tanin  

Asam tanat 10 mg dilarutkan 

dalam 10 mL aquadest (1000 ppm) dan 

diencerkan menjadi 10–50 ppm. Setiap 

larutan (1 mL) dicampur dengan 1 mL 

reagen Folin-Ciocalteu, didiamkan 3 

menit, ditambah 1 mL Na₂CO₃ jenuh, 

diencerkan hingga 10 mL, diinkubasi 40 

menit dalam gelap, lalu diukur 

absorbansinya pada 525,5 nm untuk 

membuat kurva kalibrasi. 

Sebanyak 50 mg ekstrak kedelai hitam 

dan kuning dilarutkan dalam 10 mL 

etanol 70%, kemudian 1 mL larutan 

direaksikan dengan 1 mL reagen Folin-

Ciocalteu, didiamkan 3 menit, ditambah 

1 mL Na₂CO₃ jenuh, diencerkan hingga 

10 mL, diinkubasi 40 menit dalam gelap. 

Absorbansi diukur pada 525,5 nm untuk 

menentukan kadar tanin berdasarkan 

kurva kalibrasi, dan pengujian dilakukan 

secara triplo (Sulistyowati et al. 2018). 

 

Pembuatan Kurva Kalibrasi Asam 

Galat Dan Pengujian Kadar Fenol 

Total 

Asam galat 10 mg dilarutkan 

dalam 10 mL aquadest (1000 ppm) dan 

diencerkan menjadi 50–90 ppm. Setiap 

larutan (0,6 mL) direaksikan dengan 1 

mL Folin-Ciocalteu, didiamkan 3 menit, 

ditambah 4 mL Na₂CO₃ 7,5%, 

diencerkan hingga 10 mL, diinkubasi 40 

menit dalam gelap, lalu diukur 

absorbansinya pada 768,8 nm untuk 

membuat kurva kalibrasi. Sebanyak 50 

mg ekstrak kedelai hitam dan kuning 

dilarutkan dalam 10 mL etanol 70%, 

kemudian 0,3 mL larutan direaksikan 

dengan 1 mL Folin-Ciocalteu, 

didiamkan 3 menit, ditambah 4 mL 

Na₂CO₃ 7,5%, diencerkan hingga 10 mL, 

diinkubasi 40 menit dalam gelap. 

Absorbansi diukur pada 768,8 nm untuk 

menentukan kadar fenol berdasarkan 

kurva kalibrasi, dengan pengujian 

dilakukan secara triplo (Sulistyowati E et 

al. 2018) . 

 

Pembuatan kurva kalibrasi kuersetin 

dan Pengujian Kadar Flavonoid Total 

Kuersetin 10 mg dilarutkan 

dalam 10 mL aquadest untuk 

menghasilkan larutan induk 1000 ppm, 

kemudian diencerkan menjadi 30–70 

ppm. Setiap larutan (1 mL) dicampur 

dengan 1 mL AlCl₃ 10% dan 8 mL asam 

asetat 5%, lalu diukur absorbansinya 

pada 415,2 nm menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis untuk 

membuat kurva kalibrasi kuersetin. 

Sebanyak 50 mg ekstrak biji kedelai 

hitam dan kuning dilarutkan dalam 10 

mL etanol 70%. Sebanyak 1 mL larutan 

ekstrak dicampur dengan 1 mL AlCl₃ 

10% dan 8 mL asam asetat 5%, 
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kemudian diukur absorbansinya pada 

415,2 nm. Nilai absorbansi digunakan 

untuk menentukan kadar flavonoid 

berdasarkan kurva kalibrasi kuersetin, 

dan pengujian dilakukan secara triplo 

(Tristiyanti et al., 2019). 

 

Pengujian Kadar Antosianin dengan 

Metode Diferensiasi pH 

Sebanyak 25 gram biji kedelai 

hitam dan kuning dimaserasi dengan 150 

mL etanol 70% yang diasamkan (HCl 2 

N, pH 1). Sebanyak 1 mL ekstrak 

dicampur dengan 5 mL buffer KCl pH 1 

dan 5 mL buffer Na-asetat pH 4,5, 

kemudian diencerkan dengan etanol 

asam hingga 10 mL. Absorbansi diukur 

pada panjang gelombang maksimum dan 

700 nm, dengan pengujian dilakukan 

secara triplo. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil Ekstraksi 

Ekstraksi dilakukan 

menggunakan etanol 70% dengan tujuan 

untuk menarik seluruh senyawa yang 

terkandung dalam biji kedelai. 

Pemilihan etanol 70% didasarkan pada 

sifat polar pelarut yang sesuai untuk 

melarutkan senyawa fenol, flavonoid, 

dan antosianin yang umumnya terikat 

dengan gula (glikosida) dalam biji 

kedelai (Obenu 2019). Metode maserasi 

dipilih karena mampu mempertahankan 

kestabilan senyawa aktif dalam biji 

kedelai serta merupakan metode yang 

sederhana dan efektif. Selama proses 

ekstraksi, terjadi perpindahan senyawa 

dari dalam biji kedelai ke dalam pelarut 

dengan bantuan pengadukan. Pada tahap 

awal perendaman, senyawa aktif akan 

tertarik keluar akibat perbedaan 

konsentrasi antara bahan dan pelarut, 

kemudian berkumpul di sekitar 

permukaan serbuk biji kedelai yang 

diekstraksi. Seiring waktu, pelarut akan 

mencapai kondisi jenuh, sehingga 

diperlukan pengadukan untuk 

mengurangi kejenuhan dan 

meningkatkan efisiensi penarikan 

senyawa. Dengan demikian, senyawa 

aktif dalam biji kedelai dapat terekstraksi 

secara optimal. 

Hasil ekstraksi kedelai kuning 

dan kedelai hitam menunjukkan nilai 

rendemen yang relatif tidak berbeda 

signifikan, yaitu sebesar 12,6% untuk 

kedelai kuning dan 11,8% untuk kedelai 

hitam. Nilai tersebut mencerminkan 

jumlah senyawa yang berhasil 

terekstraksi menggunakan pelarut etanol 

70%. Jika dibandingkan dengan hasil 

ekstraksi menggunakan pelarut metanol, 

rendemen yang diperoleh lebih rendah, 

yaitu 7,69% untuk kedelai hitam dan 
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5,32–11,19% untuk kedelai kuning 

(Hartati et al., 2020). Perbedaan ini dapat 

disebabkan oleh jenis pelarut serta 

varietas kedelai yang digunakan. Kedelai 

yang digunakan pada penelitian 

sebelumnya merupakan varietas lokal 

berukuran lebih kecil, sedangkan kedelai 

yang digunakan pada penelitian ini 

adalah kedelai impor dengan ukuran biji 

yang lebih besar.  

 

Hasil Kurva Kalibrasi Asam Tanat, 

Asam Galat, dan Kuersetin 

Hasil pembuatan kurva kalibrasi 

asam tanat, asam galat, dan kuersetin 

dapat dilihat pada Gambar 1. Pada 

gambar 1, seluruh kurva kalibrasi 

menunjukkan nilai regresi yang baik, 

dimana ketiga kurva kalibrasi 

memberikan nilai mendekati linier, yaitu 

0,9917 (asam tanat), 0,9958 (asam 

galat), dan 0,9975 (kuersetin). 

 

  
A B 

 
C 

Gambar 1. Kurva kalibrasi asam tanat (A), asam galat (B), dan kuersetin (C) 

 

Hasil Pengujian Kadar Total Tanin, 

Fenol,  dan Flavonoid  

Hasil pengujian kadar total tanin, 

fenol, dan flavonoid pada ekstrak etanol 

biji kedelai kuning dan hitam 

menunjukkan nilai yang bervariasi. 

Secara umum, biji kedelai hitam 

memiliki kadar total tanin, fenol, dan 

flavonoid yang lebih tinggi 

dibandingkan kedelai kuning, yaitu 

masing-masing sebesar 0,074 mg/g 

(kadar tanin), 244 mg GAE/g (kadar 

fenol), dan 20,9 mg QE/g (kadar 

flavonoid). Hasil ini sejalan dengan 

penelitian sebelumnya terkait kadar total 

flavonoid, yang menunjukkan nilai 
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0,263 mg QE/g  pada kedelai hitam dan 

0,227 mg QE/g pada kedelai kuning 

(Sari et al., 2019). Perbedaan kandungan 

metabolit pada kedelai hitam dan kuning 

dapat dipengaruhi oleh faktor genetik, 

waktu pemanenan, serta lokasi tumbuh 

(Lee, et al. 2020). Hasil pengujian kadar 

total tanin, fenol, dan flavonoid dapat 

dilihat pada Tabel 1. 

 

Tabel 1.Kadar Total Tanin, Fenol dan Flavonoid Pada Biji Kedelai Hitam dan Biji 

Kedelai Kuning 

Jenis  biji kedelai  

Pengujian 

Kadar total tanin 

(mg/gram) 

Kadar total fenol 

(mgGAE/gram) 

Kadar total flavonoid 

(mgQE/gram) 

Biji kedelai hitam 0,074 244 20,9 

Biji kedelai kuning 0,068 165,2 20,2 

 

Pengujian kadar total tanin dan 

fenol dilakukan menggunakan reagen 

Folin-Ciocalteu, di mana terjadi reaksi 

reduksi–oksidasi. Tanin dan fenol 

bertindak sebagai reduktor, sedangkan 

reagen Folin-Ciocalteu berperan sebagai 

oksidator. Pada suasana basa akibat 

penambahan Na₂CO₃, tanin dan fenol 

mereduksi fosfomolibdat dari Folin-

Ciocalteu menjadi fosfomolibdenum 

yang berwarna biru, sehingga dapat 

diukur menggunakan spektrofotometer 

pada panjang gelombang visibel. 

Semakin tinggi kandungan tanin dan 

fenol, semakin pekat warna biru yang 

terbentuk (Martins et al. 2021). Pada 

penelitian ini, pengukuran konsentrasi 

senyawa dilakukan pada panjang 

gelombang 768,8 nm untuk fenol dan 

523,5 nm untuk tanin. Pengujian kadar 

total flavonoid dilakukan menggunakan 

spektrofotometer pada panjang 

gelombang 415,2 nm. Pengukuran 

dilakukan pada rentang visibel karena 

larutan hasil reaksi menghasilkan warna 

kuning. Warna kuning terbentuk akibat 

pembentukan kompleks antara flavonoid 

dan AlCl₃; semakin tinggi kandungan 

flavonoid, warna kuning yang dihasilkan 

akan semakin pekat, yang ditunjukkan 

oleh meningkatnya nilai absorbansi 

(Ratulangi et al., 2015). 

 

Hasil Pengujian Kadar Antosianin 

Dengan Metode Diferensiasi pH 

Pengujian kadar antosianin pada 

biji kedelai kuning dan hitam dilakukan 

menggunakan metode diferensiasi pH, 

yaitu pada pH 1 dan 4,5. Antosianin 

memberikan intensitas warna yang kuat 

pada pH rendah (pH 1) karena terbentuk 

dalam bentuk kation oksonium, 



 

PHARMA XPLORE – JURNAL SAINS DAN ILMU FARMASI, Vol. 10, No. 2, NOVEMBER 2025             306 

sedangkan pada pH 4,5 antosianin 

berubah menjadi bentuk karbinol yang 

tidak berwarna.Hasil pengukuran 

menunjukkan bahwa kadar antosianin 

pada biji kedelai hitam dan kuning 

masing-masing adalah 2,189 mg/100 mL  

dan 0,531 mg/100 mL. Kedelai hitam 

memiliki kandungan antosianin yang 

lebih tinggi, yang dapat dipengaruhi oleh 

faktor genetik (Lee et al., 2020) sehingga 

berpengaruh terhadap biosintesis 

senyawa dalam tanaman. Semakin kuat 

atau pekat warna yang ditunjukkan suatu 

tanaman, maka semakin tinggi 

kandungan antosianinnya. Warna 

pigmen tersebut salah satunya 

dipengaruhi oleh keberadaan gugus 

hidroksil; semakin banyak gugus 

hidroksil, maka intensitas warna akan 

semakin tinggi (Khoo et al. 2017). 

 

KESIMPULAN 

Kedelai biji hitam dan kuning 

memiliki kandungan tanin, fenol, 

flavonoid, dan antosianin yang berbeda. 

Kedelai hitam memiliki kandungan yang 

lebih tinggi, yaitu 0,074 mg/g (kadar 

total tanin), 244 mg GAE/g (kadar total 

fenol), 20,9 mg QE/g (kadar total 

flavonoid), dan 2,189 mg/100 mL (kadar 

antosianin). 
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