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A B S T R A C T

Black soybean (Glycine soja Linn. Sieb.) contain flavonoid compounds known as isoflavones. 
Isoflavones are kind of flavonoid which is the highest antioxidative activity exhibited by the 
isoflavones aglycones, especially genistein. Isoflavone glycosides containt in G. soja can be 
hydrolyzed to be aglycone (genistein) using an acid. The aim if this research was to investigate 
the antioxidant activity of the hydrolyzed G. soja extract that was obtained by β-carotene bleaching 
method. The result showed that the hydrolyzed G. soja extract has the value of antioxidant activity 
42.8% and 81.1% for the standards solution of quercetin. Therefore, it can conclude that the 
hydrolyzed G. soja extract has the efficacy as an antioxidant.

A B S T R A K

Kedelai hitam (Glycine soja Linn. Sieb.) mengandung senyawa flavonoid yang lebih dikenal 
sebagai isoflavon. Isoflavon merupakan senyawa golongan flavonoid yang aktivitas antioksidatif 
tertingginya ditunjukkan oleh isoflavon aglikon, terutama genistein. Isoflavon glikosida pada G. 
soja dapat dihidrolisis menjadi aglikon (genistein) dengan menggunakan asam. Adapun tujuan 
dari penelitian ini adalah untuk mengetahui adanya aktivitas antioksidan (AA) ekstrak G. soja 
terhidrolisis menggunakan metode ß-carotene bleaching yang dihidrolisis dengan penambahan 
HCl 7%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak G. soja terhidrolisis 200 ppm memiliki 
nilai AA sebesar 42,8% (intermediate) sedangkan kuersetin 10 ppm sebagai pembanding sebesar 
81,1%. Sehingga dapat disimpulkan bahwa ekstrak G. soja terhidrolisis memiliki khasiat sebagai 
antioksidan.
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PENDAHULUAN
Tubuh manusia secara terus menerus memproduksi 

radikal bebas, sebagai produk samping dari proses 
metabolisme normal tubuh. Polusi, radiasi ultraviolet, 
stress, rokok, diet tidak stabil, makanan berlemak tinggi, 
bahan tambahan makanan, dan faktor lainnya tanpa 
disadari masuk ke dalam tubuh dan menyebabkan 
peningkatan produksi radikal bebas. Radikal bebas 
dapat menjadi molekul yang menimbulkan penyakit 
pada manusia. Antisipasi terhadap terbentuknya 
radikal bebas di dalam tubuh dapat dilakukan dengan 
mengatur pola makan dan mengonsumsi makanan 
tambahan (suplemen) yang dapat dimanfaatkan 
sebagai sumber antioksidan untuk meredam radikal 
bebas tersebut. Ada beberapa tumbuhan yang memiliki 
aktivitas antioksidan dan bermanfaat untuk melindungi 
tubuh manusia dari bahaya radikal bebas yang dapat 
menimbulkan penyakit degeneratif (Regina 2008; Tan, 
2013). 

Salah satu jenis biji-bijian yang banyak dimanfaatkan 
saat ini adalah kedelai. Komsumsi masyarakat telah 
bergeser dari bahan makanan hewani ke bahan makanan 
nabati. Pada umumnya, kedelai yang lebih banyak 
digunakan dalam produk pangan adalah kedelai kuning 
(Glycine max Linn Merr.) misalnya diolah menjadi tahu, 
tempe dan susu kedelai. Pemanfaatan kedelai hitam 
(Glycine soja Linn. Sieb.) kurang mendapat perhatian 
dan tidak sepopuler kedelai kuning dikarenakan 
warnanya yang kurang menarik (Noer et al., 2009). 

Meskipun demikian G. soja merupakan jenis kedelai 
dengan kandungan flavonoid 6 kali lebih banyak 
dibandingkan kedelai jenis lainya. G. soja mengandung 
senyawa flavonoid yang lebih dikenal sebagai isoflavon, 
yang merupakan senyawa non-nutritif (Xu dan chang, 
2007). 

Salah satu aktivitas fisiologis yang menonjol dari 
isoflavon adalah aktivitas antioksidannya. Isoflavon 
dalam kedelai terdapat dalam 4 bentuk, yaitu bentuk 
malonil-glikosida, asetil-glikosida, glikosida, dan 
aglikon (bebas). Aktivitas antioksidatif tertinggi 
ditunjukkan oleh isoflavon aglikon, terutama genistein 
(Purwoko, 2004).

Sebagian besar isoflavonoid dalam G. soja ditemukan 
dalam bentuk glikosida yang mengikat satu molekul 
gula atau biasa juga disebut glikon, dalam penelitian 
ini glikosida akan diurai menjadi bentuk glikon dan 
aglikon dan untuk menarik senyawa aglikon yang 
terdapat dalam G. soja perlu dilakukan metode ekstraksi 
secara hidrolisis.

Hasil penelitian yang telah dilakukan oleh Fukutake 
(1996) menunjukkan bahwa G. soja yang terhidrolisis 
mengandung genistein yang lebih tinggi (6,574%) 
dibandingkan dengan sebelum dihidrolisis (3,007%).

Metode β-carotene bleaching merupakan suatu metode 
untuk mengukur aktifitas antioksidan (AA) dalam 
menghambat peroksidasi lipid. Metode ini didasarkan 
pada kemampuan antioksidan untuk mencegah atau 
menghambat pemudaran warna jingga karoten akibat 
oksidasi dari radikal peroksida yang terbentuk pada 
reaksi oksidasi asam linoleat. Laju pemudaran β-karoten 
ini dapat diperlambat dengan adanya antioksidan lain 
(Kulisic et al., 2003); Lai et al., 2013). 

Berdasarkan uraian diatas, maka perlu dilakukan 
penelitian mengenai pengujian AA G. soja terhidrolisis 
berdasarkan kemampuan pengikatan radikal bebas 
menggunakan metode β-Carotene bleaching untuk 
menambah data ilmiah mengenai sumber antioksidan  
yang dapat dikembangkan untuk penelitian selanjutnya.

METODE PENELITIAN
Pengolahan sampel dan pembuatan ekstrak

Sampel  G. soja  di peroleh dari pasar Sleman-
Yogyakarta kemudian dicuci sampai bersih 
menggunakan air yang mengalir. Biji yang telah 
bersih kemudian diangin-anginkan pada tempat 
yang terlindung dari sinar matahari hingga kering, 
diserbukkan. Serbuk kering diekstraksi menggunakan 
etanol 70% dengan perbandingan 1:2 g/mL dan 
dipanaskan pada suhu 90oC sambil diaduk secara 
konstan selama 2 jam. Campuran dipisahkan dari 
zat terlarut menggunakan vakum filter. Filtrat 
ditambahkan HCl 7% hingga larutan mencapai pH 4. 
Larutan kemudian dipanaskan kembali pada suhu 70oC 
sambil diaduk secara konstan selama 2 jam. Selanjutnya 
ditambahkan aquadest dengan perbandingan 1:1 v/v 
dan diaduk secara konstan pada suhu kamar. Endapan 
yang terbentuk dipisahkan menggunakan vakum filter, 
hasilnya disimpan pada suhu 4oC (Zhang et al., 2007).
Analisis AA menggunakan metode β-caroten bleaching 
(Salamah, 2014)

Emulsi β-karoten asam linoleat dibuat dengan 
mencampurkan: 1 mg larutan β-karoten (1 mg/mL 
dalam kloroform) 30,5 mg asam linoleat dan 200,16 mg 
Tween–80. Campuran dihomogenkan hingga terbentuk 
emulsi kemudian dilarutkan dalam 60 mL aquadest dan 
divortex dengan ultrasonifikasi selama 4 menit.

Sebanyak 1,0 mL larutan sampel (200 ppm) 
ditambahkan 2,0 mL emulsi β-karoten asam linoleat dan 
2,0 mL aquadest kemudian diinkubasi pada suhu 50ºC. 
Blanko dibuat dengan mencampurkan 5,0 mg asam 
linoleat dan 33,33 mg tween-80. Campuran kemudian 
dihomogenkan hingga terbentuk emulsi, dilarutkan 
dalam 10 mL aquadest. Kontrol negatif dibuat dengan 
mencampurkan 2,0 mL emulsi β-karoten asam linoleat 
dan 2,0 mL aquadest dan 1,0 mL etanol 96%. Absorbansi 
diukur pada λ 459,13 nm dengan spektrofotometer Vis 
(Simadzu). Absorbansi diukur dengan selang interval 
15 menit sampai warna β-karoten memudar (120 menit). 
Persentase AA sampel dibandingkan dengan kuersetin 
10 ppm.

ANALISIS DATA
Analisis data pengujian AA dengan metode 

β-carotene bleaching dilakukan dengan menghitung 
nilai % antioksidan. Persen AA ditentukan dengan 
menggunakan rumus berikut:

% AA =[1- (A0 – A120) / (A0
0 - A0

120)] x 100
Ket:

A0= absorbansi sampel waktu 0 menit; A120= absorbansi sampel 
waktu 120 menit; A0

0= absorbansi kontrol waktu 0 menit; A0
120= 

absorbansi kontrol waktu 120 menit.
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Senyawa antioksidan merupakan inhibitor oksidasi, 

cara kerja senyawa antioksidan adalah bereaksi dengan 
radikal bebas reaktif membentuk radikal bebas tak 
reaktif yang relatif stabil. Antioksidan menstabilkan 
radikal bebas dengan melengkapi kekurangan elektron 
yang dimiliki radikal bebas, dan menghambat terjadinya 
reaksi berantai dari pembentukan radikal bebas. Dalam 
suatu sistem biologis terdapat sistem pertahanan 
tubuh untuk melawan atau meredam radikal bebas. 
Sistem pertahanan tubuh tersebut didukung oleh zat-
zat gizi yang berfungsi sebagai antioksidan. Salah satu 
sumber zat gizi yang dapat dijadikan sebagai sumber 
antioksidan adalah G. soja.

Tingginya kadar flavonoid terutama golongan 
isoflavon yang dikandung oleh  G. soja bertanggungjawab 
terhadap tingginya AA tanaman ini. Sebagian besar 
isoflavonoid dalam G. soja ditemukan dalam bentuk 
glikosida. Penambahan HCl 7% dimaksudkan untuk 
menghidrolisis glikosida tersebut. Adapun rendamen 
dari ekstrak G. soja adalah 0,532%. Glikosida yang 
telah terhidrolisis diuji aktifitas antioksidannya dengan 
metode β-carotene bleaching. Pengukuran absorbansi 
degredasi β-karoten yang telah diinkubasi bersama 
dengan ekstrak G. soja terhidrolisis, kuersetin, dan 
kontrol negatif dilakukan selama 120 menit dengan 
interval waktu per 15 menit. Adanya penambahan 
ekstrak G. soja yang diduga mengandung aktioksidan 
diharapkan dapat menghambat laju degredasi β-karoten. 
Adapun hasilnya dapat dilihat pada Gambar 1.

Gambar 1 memperlihatkan pengaruh ekstrak G. 
soja terhidrolisis terhadap degradasi β-karoten yang 
dibandingkan dengan kontrol negatif dan kuersetin. 
Laju degredasi β-karoten meningkat seiring dengan 
bertambahnya waktu, akan tetapi laju degredasi 
β-karoten dapat dihambat oleh penambahan ekstrak 
G. soja terhidrolisis jika dibandingkan dengan kontrol, 
meskipun penghambatan tertinggi ditunjukkan oleh 
penambahan kuersetin. 

Menurut Hassimotto (2005), daya AA metode 
β-carotene bleaching digolongkan menjadi tiga tingkat 
yaitu antioksidan kuat (>70%), intermediate (40-70%), 
dan lemah (<40%). Berdasarkan data hasil penentuan 
%AA dengan metode metode β-carotene bleaching 
maka, diperoleh %AA ekstrak  G. soja terhidrolisis 
sebesar 42,8% sedangkan kuersetin sebesar 81,1% 
(Tabel 1). Aktivitas antioksidan kuersetin sebagai 
pembanding lebih tinggi dibandingkan dengan ekstrak 
G. soja terhidrolisis. Namun hal ini tetap menunjukkan 
bahwa ekstrak G. soja terhidrolisis memiliki aktivitas 
antioksidan dengan kategori antioksidan intermediate 
(40-70%).

KESIMPULAN
Aktivitas antioksidan ekstrak G. soja terhidrolisis 

adalah 42,8% (kategori intermediate).
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Tabel 1.	 Absorbansi kontrol negatif, ekstrak G. soja terhidrolisis dan kuersetin pada menit ke-0 dan 120 serta 
persen AA masing-masing

Menit ke-
Absorbansi % AA
Kontrol negatif G. soja Kuersetin G. soja Kuersetin
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Gambar 1. Pengaruh ekstrak G. soja terhidrolisis 
terhadap laju degredasi β-karoten yang dibandingkan 
dengan kontrol dan kuersetin
Keterangan:
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Ekstrak G. soja terhidrolisis
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