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ABSTRAK 
 
 
PENGARUH WAKTU FERMENTASI KEFIR BERBAHAN BAKU SUSU 

KEDELAI TERHADAP AKTIVITASNYA SEBAGAI ANTIOKSIDAN 
DAN ANTIFUNGI 

 
 
 

Oleh 
 
 

Cindi Pebrianti 
 
 
 
 

Kefir merupakan salah satu produk fermentasi susu yang berfungsi sebagai 
minuman probiotik yang baik untuk kesehatan, diantaranya sebagai antifungal, 
antioksidan, dan baik untuk mengatasi intoleransi laktosa. Kefir dapat dibuat dari 
susu sapi, susu kambing, dan susu kedelai. Penelitian ini bertujuan untuk 
mengetahui aktivitas antioksidan dan antifungi dari whey dan curd dalam kefir 
susu kedelai dengan variasi waktu fermentasi serta peptida bioaktif berdasarkan 
berat molekul dari whey dan curd kefir yang menunjukkan aktivitas antioksidan 
dan antifungi terbaik. Metode yang digunakan pada penelitian ini meliputi 
pembuatan susu kedelai, fermentasi susu kedelai dengan bibit kefir 5%, uji 
aktivitas antioksidan dengan metode DPPH, uji aktivitas antifungi dengan metode 
disk cakram dan penentuan peptida bioaktif berdasarkan berat molekul dengan 
SDS-PAGE. Hasil penelitian menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan whey dan 
curd kefir susu kedelai meningkat selama waktu fermentasi dan tergolong 
antioksidan sedang - sangat kuat dengan IC50 tertinggi pada curd fermentasi 72 
jam dengan IC50 63,25 ppm dengan AAI 1,58. Aktivitas antifungi pada whey dan 
curd kefir susu kedelai juga meningkat selama waktu fermentasi dan tergolong 
antifungi sedang terhadap jamur Candida albicans dan Aspergillus fumigatus 
dengan zona hambat irradikal terbesar terbentuk pada whey fermentasi 72 jam 
berkisar 8,74 mm dan 8,72 mm. Berat molekul peptida pada whey dan curd kefir 
susu kedelai fermentasi 48 jam dan 72 jam memiliki 6 pita berukuran 10 kDa, 13 
kDa, 17 kDa, 37 kDa, 53 kDa, dan 75 kDa. Sedangkan susu kedelai yang tidak 
difermentasi memiliki 1 pita dengan berat molekul 17 kDa. 
 
Kata Kunci : Kefir, whey, curd, antioksidan, antifungi, peptida.   
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ABSTRACT 
 
 

THE EFFECT OF FERMENTATION TIME OF KEFIR MADE FROM 
SOY MILK ON ITS ACTIVITY AS AN ANTIOXIDANT AND 

ANTIFUNGAL 
 
 
 
 

By 
 

 
Cindi Pebrianti 

 
 
 
 

Kefir is a fermented milk product known for its health benefits, including 
antioxidant properties, antifungal effects, and suitability for individuals with 
lactose intolerance. It can be produced from various sources such as cow's milk, 
goat's milk, and soy milk. This study aims to assess the antioxidant and antifungal 
activities of whey and curd in soy milk kefir, considering different fermentation 
times. Additionally, it explores bioactive peptides in kefir based on molecular 
weight to identify those with optimal antioxidant and antifungal properties. The 
methods employed encompass soy milk preparation, fermentation with 5% kefir 
seeds, antioxidant testing using the DPPH method, antifungal testing via the disc 
method, and identification of bioactive peptides through SDS-PAGE. The 
findings indicate that both whey and curd kefir exhibit increased antioxidant 
activity over fermentation time, with the highest IC50 observed in 72-hour 
fermented curd (63.25 ppm, AAI 1.58). Antifungal activity against Candida 
albicans and Aspergillus fumigatus also rises during fermentation, with the largest 
inhibition zones seen in 72-hour fermented whey (8.74 mm and 8.72 mm). 
Molecular weight analysis of peptides in 48-hour and 72-hour fermented soy milk 
kefir reveals bands at 10 kDa, 13 kDa, 17 kDa, 37 kDa, 53 kDa, and 75 kDa. In 
contrast, unfermented soy milk exhibits a single band at 17 kDa. 
 
 
Key Word : Kefir, whey, curd, antioxidant, antifungal, peptide.   
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I. PENDAHULUAN 

 
 
 
 

1.1 Latar Belakang  
 
 

Kedelai merupakan salah satu tanaman budidaya yang banyak digunakan di Asia 

beberapa jenis kedelai telah dikenal memiliki beberapa agen penghasil 

antioksidan alami karena kaya akan senyawa fenolik (Scalbert et al, 2005).  

Kacang kedelai merupakan salah satu produk pangan yang kaya akan isoflavon 

dan memiliki efek estogenik yang menguntungkan dengan sifat antioksidan yang 

potensial dari senyawa bioaktif yang terkandung di dalamnya (Cornwell et al, 

2004).  Kedelai juga memiliki beberapa nutrisi penting termasuk protein dan 

peptida bioaktif (Huang et al, 2013).  Menurut penelitian Park et al (2009) 

bahwa suatu antioksidan kuat dari hidrolisis protein kacang kedelai dengan 

massa molekul rendah (MWCO < 3 kDa) diperoleh melalui perlakuan hidrolisis 

alkalase.  Beberapa penelitian lainnya menunjukkan bahwa peptida bioaktif kaya 

akan asam amino hidrofobik seperti fenilalanin, alanin, dan prolin (Elias et al, 

2008).  

 
Kedelai memiliki potensi yang sangat besar untuk dijadikan sebagai alternatif 

penghasil antioksidan alami.  Namun demikian kacang kedelai memiliki 

beberapa keterbatasan seperti rasa langu yang tidak menyenangkan dan juga 

mengandung rafinosa dan stachyose yang tidak dapat dicerna oleh manusia 

sehingga dapat menyebabkan perut kembung (Thananunkul et al, 1975).  Hal ini 

dapat dikurangi dengan cara mengolah kacang kedelai melalui proses fermentasi 

atau melalui pembuatan susu kedelai sehingga lebih mudah dicerna. (Im et al, 

2006; Jinapong et al, 2008).  Susu kedelai juga aman bagi orang dengan 

intoleransi laktosa atau alergi susu sapi dan aman untuk anak-anak dengan 

galaktosemia.  Susu kedelai juga relatif lebih murah jika dibandingkan dengan 
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susu sapi sehingga secara ekonomis dapat dikonsumsi oleh sebagian besar orang 

(Subrota et al, 2013). 

 
Susu merupakan salah satu bahan alami yang memiliki kandungan gizi yang 

tinggi karena mengandung unsur kimia yang dibutuhkan oleh tubuh, seperti 

kalsium, fosfor, vitamin A, vitamin B, dan riboflavin.  Susu mengandung zat-zat 

yang penting meliputi karbohidrat (laktosa), protein, lemak, vitamin, dan mineral 

(Safitri dan Swarastuti, 2013).  Susu juga dapat menjadi sumber peptida bioaktif 

dengan fungsi biologis yang luas (Szwajkowska et al, 2011).  Susu kedelai 

mempunyai kandungan gizi hampir sama dengan susu sapi terutama proteinnya 

yaitu 1,3-4,0 %.  Perbedaan utamanya adalah jenis asam amino, yaitu bahwa 

susu kedelai tidak mengandung kasein (Chang and Liu, 2012).  

 

Teknologi pengolahan susu sendiri sangat beragam diantaranya pengeringan, 

sterilisasi, pasteurisasi, dan fermentasi.  Pengembangan susu fermentasi relatif 

pesat karena perannya terhadap kesehatan (Bakar dan Usmiati, 2009).  Jenis 

produk susu fermentasi beranekaragam diantaranya yogurt, keju, buttermilk, dan 

juga jenis kefir yang mengandung antioksidan (Suparta dkk, 2017) dan diperkuat 

dengan sifat fungsional yang lain yaitu bahwa adanya kandungan bakteri asam 

laktat dan menghasilkan produk fungisonal (Miwada et al, 2011; Suparta, 2018). 

 
Kefir merupakan salah satu produk fermentasi susu, hidrolisis laktosa terjadi 

selama proses fermentasi oleh  bakteri yang terkandung dalam bibit kefir (kefir 

grain).  Kefir memiliki fungsi sebagai minuman probiotik yang baik untuk 

kesehatan manusia, karena pada saat proses fermentasi berlangsung terbentuk 

beberapa mikroba seperti bakteri bakteri asam laktat, bakteri eksopolisakarida, 

dan peptida (Pogačić et al, 2013).  Kefir bersifat probiotik karena memiliki 

mikroorganisme menguntungkan, yang terdiri dari sejumlah bakteri asam laktat 

dan khamir.  Proses metabolisme mikroorganisme kefir pada fermentasi susu 

akan menghasilkan senyawa metabolit yang bersifat antioksidan dan juga 

menghambat pertumbuhan bakteri pathogen (Primurdia, 2014).  Maka dari itu 

produk susu fermentasi sangat dibutuhkan masyarakat untuk kesehatan tubuh. 
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Kefir memiliki warna dan rasa yang hampir sama dengan yogurt, yang dibuat 

menggunakan susu pasteurisasi dengan starter berupa butir kefir yaitu butiran-

butiran putih atau krem yang berasal dari gabungan bakteri dan beberapa jenis 

khamir (Mandang dkk., 2016).  Konsumsi kefir telah banyak dikaitkan dengan 

berbagai macam keuntungan bagi kesehatan, diantaranya sebagai antitumor, 

antifungal, antibakteri, imunomodulator atau proteksi epitel, anti inflamasi, 

membantu proses penyembuhan, serta memiliki aktivitas antioksidan (Syafrina 

et al, 2021). 

 
Kefir susu kambing diketahui memiliki aktivitas antioksidan berkisar 19,05% 

hingga 42,10% (Hardiansyah dan Hamdan, 2022).  Menurut Pratiwi dkk (2018) 

yang melakukan penelitian terkait pengaruh subtitusi buah naga merah terhadap 

aktivitas antioksidan kefir sari kedelai menunjukkan aktivitas antioksidan 

sebesar 18% tanpa penambahan ekstrak buah naga merah serta dengan 

penambahan ekstrak sebesar 24-30%.  Gamba et al (2016) menemukan bahwa 

susu yang difermentasi dengan butiran kefir dapat menghambat pertumbuhan 

Aspergillus flavus, A. parasiticus, dan Penicillium sumatrense secara in vitro.  

Penulis lain juga mempelajari kapasitas antijamur susu fermentasi kefir terhadap 

Fusarium sp. dan Aspergillus spp., menemukan hambatan yang tinggi (Ismail et 

al, 2011; Ben et al, 2020).  Berdasarkan hasil tersebut dapat terlihat bahwa kefir 

susu kedelai memiliki potensi sebagai antioksidan dan antifungal yang cukup 

baik. 

 
Berdasarkan uraian, maka pada penelitian ini dilakukan analisis aktivitas 

antioksidan dan antifungi dari minuman probiotik kefir berbahan baku susu 

kedelai pada bagian whey dan curd kefir yang diperoleh dari hasil fermentasi 

dengan variasi waktu fermentasi 24 jam, 36 jam, 48 jam, dan 72 jam.  Adanya 

variasi waktu fermentasi ini diduga dapat mempengaruhi aktivitas antioksidan 

dan antifungi pada kefir susu kedelai. 
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1.2 Tujuan Penelitian 
 
 

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Mengetahui aktivitas antioksidan dari whey dan curd dalam kefir berbahan 

baku susu kedelai dengan variasi waktu fermentasi. 

2. Mengetahui aktivitas antifungi dari whey dan curd kefir berbahan baku susu 

kedelai dengan variasi waktu fermentasi  

3. Mengetahui profil peptida bioaktif berdasarkan berat molekul dengan SDS-

PAGE dari whey dan curd kefir yang menunjukkan aktivitas antioksidan dan 

antifungi terbaik. 

 
 
 
1.3 Manfaat Penelitian 
 
 
Adapun manfaat dari penelitian adalah sebagai berikut: 

1. Memberikan informasi terkait aktivitas antioksidan dan antifungi dari whey 

dan curd kefir susu kedelai serta manfaat dalam kefir susu kedelai. 

2. Memberikan informasi tentang alternatif produk olahan pangan fungsional 

berbahan baku susu kedelai yang baik untuk kesehatan. 

3. Mengembangkan variasi minuman susu probiotik berbahan baku susu 

kedelai. 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 
 
 
 

2.1 Kefir 
 
 
Kefir adalah minuman susu fermentasi dengan rasa asam, khamiry flavor dan 

tekstur kental (Miguel et al, 2010).  Kefir mengandung banyak jenis bakteri dan 

beberapa jenis khamir yang mampu memfermentasi susu menjadi asam-asam 

organik dan turunannya.  Kehadiran khamir menambah kualitas organoleptik dari 

kefir, membuat aroma khamir menyengat dan menyegarkan (Magalhães et al, 

2011).  Kefir tradisional dibuat dengan disimpan di tas kulit kambing dan 

digantung di dekat pintu, kantong tersebut akan terguncang apabila seseorang 

lewat yang akan membantu proses kefir grain tercampur rata (Prescott and Klein, 

2008). 

 

 

Gambar 1. Stater Kefir Grain 
 
Kefir adalah produk minuman yang diolah melalui proses fermentasi susu dengan 

berbagai jenis mikroba yaitu bakteri penghasil asam laktat (BAL), bakteri 

penghasil asam asetat, dan khamir (Aristya et al, 2013).  Kefir dibuat melalui 

proses fermentasi dengan menggunakan starter granula kefir (Safitri dan  

Swarastuti, 2013).  Kefir tergolong dalam kelompok pangan fungsional simbiotik 

(Suhartanti dan Muhammad, 2014).  Istilah pangan fungsional yaitu pangan yang 

memiliki khasiat lebih dari nutrisi yang dikandungnya. Sementara itu, simbiotik 



6 

adalah perpaduan antara probiotik atau mikroflora yang bermanfaat dan prebiotik 

yang merupakan bahan yang menyediakan nutrisi bagi mikroflora tersebut.  Kefir 

mengandung alkohol sebanyak 0,5-1,0% dan asam laktat 0,9-1,11%.  Kefir juga 

mengandung CO2, diasetil, asetaldehid dan hidrogen peroksida serta bakteriosin 

yaitu senyawa protein yang menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap bakteri 

sejenis (Surono, 2004).  Komponen kimia kefir dapat dilihat pada Tabel 1.  

 
Tabel 1. Komposisi Kimia Kefir (La Sinurat et al, 2011). 

Komponen Jumlah 
Protein 4 – 6 (%) 
Lemak  0,1 – 10 (%) 
Laktosa 2 – 3 (%) 
Karbohidrat  5 – 25 (%) 
pH  3,5 – 4,6 
Keasaman  0,5 – 1,6 (%) 
Alkohol 0,5 – 2 

 
 
 
2.2 Kefir Nabati 
 
 
Menurut Cahyadi (2006) susu kedelai adalah cairan hasil ekstraksi protein biji 

kedelai dengan menggunakan air panas.  Susu kedelai diproduksi dengan 

menggiling biji kedelai yang telah direndam dalam air.  Hasilnya disaring hingga 

diperoleh cairan susu kedelai kemudian dimasak dan diberi gula dan cita rasa 

untuk meningkatkan rasanya.  

 
Kelebihan susu kedelai adalah ketiadaan laktosa, sehingga susu kedelai sangat 

cocok untuk dikonsumsi bagi orang yang alergi susu sapi yaitu mereka yang tidak 

punya atau kurang enzim laktase dalam saluran pencernaannya, sehingga tidak 

mampu mencema laktosa dalam susu sapi.  Orang yang tidak toleran laktosa 

(lactose intolerant) ini pada umumnya adalah orang dewasa yang tidak banyak 

minum susu pada waktu masih kecil (Santoso, 2009).  Selain itu susu kedelai juga 

mengandung karbohidrat, lemak, kalsium, fosfor, zat besi, vitamin A, vitamin B1, 

vitamin B4, dan isoflavon (Koswara, 2006). 
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Karbohidrat dalam ekstrak susu kedelai berasal dari golongan oligosakarida dan 

polisakarida, merupakan probiotik yang terdapat dalam kedelai dan digunakan 

lebih lanjut oleh mikroorganisme probiotik yang hidup dalam saluran cerna 

sebagai sumber energi.  Susu kedelai mempunyai gizi yang hampir setara dengan 

susu sapi, umumnya digunakan sebagai pengganti susu sapi bagi penderita lactose 

intolerance dan penderita alergi terhadap protein susu sapi (Koswara, 2006).  

Kandungan asam lemak susu kedelai sebagian besar adalah asam lemak tidak 

jenuh dengan kadar asam linolenat 5-10 %, asam linoleat 43-56 %, asam oleat 15-

33 % dan asam lemak jenuh 26 % (Estiasih, 2005).  

 
Minuman fermentasi juga dapat dibuat dari susu nabati yaitu  kacang-kacangan 

seperti kacang hijau dan kacang kedelai.  Kedelai megandung isoflavon sehingga 

konsumsi produk-produk kedelai dapat menurunkan resiko terkena penyakit 

degeneratif karena adanya isoflavon dalam kedelai.  Isoflavon yang terdapat 

dalam susu kedelai dapat menurunkan resiko penyakit jantung koroner karena 

berfungsi sebagai antioksidan dan dapat menghambat oksidasi Low Density 

Lipoprotein (Utari et al, 2010).  

 
Susu kedelai merupakan produk olahan ekstrak kedelai yang menyerupai susu 

sapi.  Kandungan protein yang tinggi menjadikan susu kedelai sebagai susu nabati 

yang bergizi tinggi.  Susu kedelai mampu menggantikan susu sapi karena 

memiliki susunan asam amino yang hampir mirip dengan susu sapi.  Proteinnya 

bahkan lebih tinggi dan asam lemak jenuhnya lebih rendah, selain itu susu kedelai 

tidak mengandung kolesterol karena merupakan produk nabati (Muryati dkk., 

2005). 

 
Salah satu cara untuk meningkatkan mutu susu kedelai yaitu dengan mengolahnya 

menjadi minuman probiotik.  Pembuatan minuman probiotik dilakukan melalui 

proses fermentasi yang bertujuan untuk mengawetkan produk, memberi cita rasa 

atau flavor terhadap produk pangan tertentu.  Proses fermentasi yang dilakukan 

oleh mikroba tertentu diharapkan akan meningkatkan nilai gizi yang ada pada 

produk fermentasi.  Produk fermentasi yang mulai disukai masyarakat adalah 

minuman probiotik kefir (Mandang dkk., 2016). 
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2.3 Susu Kedelai 

 
  
Susu kedelai merupakan minuman yang bergizi tinggi, terutama karena 

kandungan proteinnya yang setara dengan susu sapi yaitu sekitar  3,5 g/100 g, 

memiliki kandungan vitamin dan mineral yang lebih rendah daripada susu sapi.  

Selain itu susu kedelai bebas laktosa dengan kandungan lemak yang lebih rendah 

(2,5 g/100 g), sehingga susu kedelai baik digunakan bagi mereka yang menjalani 

diet rendah lemak.  Susu kedelai sedikit mengandung kalsium dan fosfor yang 

berperan dalam pembentukan tulang dan gigi (Koswara, 2006). 

 
Susu kedelai merupakan minuman hasil olahan kedelai yang telah lama populer 

sebagai pengganti susu sapi segar.  Susu kedelai tergolong jenis susu imitasi 

karena bahan bakunya yang berasal dari bahan nabati.  Susu kedelai memiliki 

kandungan nutrisi yang tinggi dan sangat baik bagi tubuh terutama dalam hal 

asupan protein.  Susu kedelai adalah hasil ekstraksi kedelai oleh air, komposisinya 

sangat mendekati susu sapi (Liu, 1997). 

 
Susu kedelai memiliki kandungan nutrisi yang sangat baik karena mendekati 

kandungan nutrisi pada susu sapi.  Kandungan protein yang terdapat pada susu 

kedelai umumnya lebih tinggi dibanding kadar protein pada susu sapi yaitu sekitar 

3,2 sampai 3,6% (Haytowitz and Matthews, 1989).  Jenis karbohidrat pada kedelai 

sebagian besar terdiri dari disakarida dan oligosakarida.  Oligosakarida penyebab 

flatulensi pada susu kedelai dapat dikurangi melalui proses pengolahan yang 

sesuai yakni dengan perendaman dan pemblansiran (Shurtleff dan Aoyagi, 1984).  

 
Kadar lemak pada susu kedelai lebih rendah dibanding susu sapi karena susu 

kedelai berasal dari tanaman, sedangkan susu sapi berasal dari binatang mamalia 

yang memiliki kelenjar susu.  Lemak pada susu kedelai merupakan lemak nabati 

yang biasa disebut fitosterol.  Perbandingan komponen dalam susu kedelai dan 

susu sapi dapat dilihat pada Tabel 2. 
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Tabel 2. Perbandingan Susu Kedelai dan Susu Sapi Per 100 Gram (Koswara, 
2006) 

Komponen Susu Kedelai Susu Sapi 
Air (%) 88,60 88,60 
Kalori (kal) 52,99 58,00 
Karbohidrat (%) 4,40 0,14 
Lemak (%) 0,18 4,50 
Protein (%) 2,50 0,30 
Vit B1 (%) 0,04 0,04 
Vit B2 (%) 0,02 0,15 
Vit A (%) 0,02 0,02 
Kalsium (mg) 15,00 100 
Fosfor (mg) 49,00 90 
Natrium (mg) 2,00 16 
Besi (mg) 1,02 0,01 
Asam Lemak Jenuh (%) 40-48 60-70 
Asam Lemak Tidak Jenuh (%) 52-60 30-40 
Kolesterol (mg) 0 9,2-9,90 
Abu (gr) 0,02 0,07 

 
 
Sumber antioksidan terbesar dalam kedelai adalah isoflavon dan tokoferol 

(Vitamin E).  Total kandungan isoflavon pada kedelai adalah sebesar 580-3800 

μg/g dan 1,5-10 kali lipat lebih tinggi dari kandungan tokoferol.  Sementara itu β-

karoten (Vitamin A) dan asam askorbat (vitamin C) lebih rendah dibandingkan 

kandungan tokoferol sehingga hasil olahan kedelai bukan merupakan sumber 

Vitamin A dan Vitamin C untuk manusia (Borodin et al, 2011).  Kandungan 

antioksidan terbesar dalam susu kedelai adalah isoflavon.  Menurut USDA Iowa 

State University Database on the Isoflavone Content of Food (2002), susu kedelai 

memiliki kandungan total isoflavon yang cukup besar yaitu 9,56 mg/100 gr 

sedangkan menurut Borodin et al, (2011), susu kedelai memiliki kandungan total 

isoflavon sebesar 30-175 μg/g. 

 
Pada kedelai yang mengalami proses fermentasi, bentuk glikosida isoflavon 

didegradasi menjadi senyawa aglikon (isoflavon dalam bentuk bebas).  Proses 

degradasi glikon mejadi aglikon dikatalis oleh enzim glukosidase yang 

menyebabkan pelepasan glukosa dari glikosida.  Isoflavon dalam bentuk aglikon 

tersebut lebih mudah dicerna dalam tubuh (Astuti, 2008).  Proses fermentasi akan 

mengakibatkan kedelai mengalami berbagai perubahan baik secara fisik maupun 

enzimatik karena adanya aktivitas mikroorganisme.  Isoflavon aglikon yang 
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biasanya ditemukan pada kedelai adalah daidzein, genistein, dan glisitein (Araujo 

et al, 2003). 

 
 
 
2.4 Fermentasi Susu 
 
 
Salah satu cara untuk mengurangi adanya kontaminasi dan untuk memperpanjang 

daya simpan susu adalah dengan cara pengawetan, salah satunya adalah 

pengawetan secara biologis.  Fermentasi adalah pengubahan karbohidrat menjadi 

alkohol dan karbon dioksida atau asam amino organik menggunakan ragi, bakteri, 

fungi atau campuran dari ketiganya.  Fermentasi laktat dengan memanfaatkan 

bakteri asam laktat, yaitu bakteri Lactobacillus bulgaricus yang dapat 

menguraikan karbohidrat menjadi asam laktat (Hidayat, 2017). 

 
Fermentasi pada awalnya hanya menunjukkan pada suatu peristiwa alami pada 

pembuatan anggur yang menghasilkan buih.  Beberapa ahli mendefinisikan kata 

fermentasi dengan pengertian yang berbeda.  Fardiaz (1992) mendefinisikan 

fermentasi sebagai proses pemecahan karbohidrat dan asam amino secara 

anerobik, yaitu tanpa memerlukan oksigen.  Senyawa yang dapat dipecah dalam 

proses fermentasi terutama karbohidrat, sedangkan asam amino hanya dapat 

difermentasi oleh beberapa jenis bakteri tertentu.  

 
Ada 2 macam jenis fermentasi kefir, yaitu kefir susu dan kefir air / water kefir. 

Kefir susu dibuat dari susu sapi, susu kambing atau susu domba yang 

ditambahkan starter kefir berupa granula kefir atau biji kefir (Kosikowski dan 

Mistry, 1992).  Kefir lebih encer dibandingkan yoghurt, namun gumpalan susunya 

lebih lembut dan mengandung gas CO2 (Gulitz, 2011).  

 
Bakteri kefir menghasilkan asam laktat yang merangsang pertumbuhan khamir, 

sementara khamir menghasilkan faktor pendukung pertumbuhan bakteri kefir.  Air 

kefir dapat meningkatkan pembentukan sistem imun dalam tubuh.  Kefir 

merupakan hubungan simbiosis antara berbagai jenis organisme untuk mensintesis 

asam organik dalam kefir.  Dekstran dari kefir diproduksi melalui hubungan yang 
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sama antara bakteri asam laktat dan khamir, tertanam dalam butiran kefir 

(Farnworth, 2005).  

 
Fermentasi BAL juga mengakibatkan protein kedelai mengalami hidrolisisis 

menjadi peptida-peptida pendek diantaranya Phe-Asp-His-Val-Glu dan Phe-Asn- 

His-Leu-Asp-His yang mampu meredam radikal bebas DPPH.  Fermentasi 

menyebabkan senyawa isoflavon dalam kedelai mengalami transformasi sehingga 

diperoleh senyawa isoflavon bebas yaitu aglikon berupa genistein, glisitein dan 

daidzein yang memiliki aktivitas antioksidan yang lebih tinggi daripada bentuk 

terikatnya (Issoufou et al, 2010). 

 
Berdasarkan hasil penelitian Widiadita (2022) mengemukakan bahwa diketahui 

semakin lama waktu fermentasi, maka total bakteri asam laktat akan semakin 

meningkat.  Dengan kefir curd asal susu kedelai total bakteri asam laktat terendah 

adalah curd kedelai 24 jam (123 CFU/mL x 105) dan tertinggi adalah curd kedelai 

72 jam (289 CFU/mL x 105).  Adapun dari kefir whey asal susu kedelai yang 

memiliki total bakteri asam laktat terendah adalah whey kedelai 24 jam (90 

CFU/mL x 105) dan tertinggi yaitu whey kedelai 72 jam (371 CFU/mL x 105). 

 
Kefir memiliki tekstur bening, berbentuk butiran-butiran seperti gel, umumnya 

tidak berwarna/transparan, dan memiliki tekstur yang rapuh (mudah pecah apabila 

diberi sedikit penekanan).  Sifat unik kefir dihasilkan oleh Lactobacillus casei, 

yang diyakini mampu mensintesis polisakarida ke dalam bentuk tak-larut 

(Farnworth, 2005). 

 
Asam laktat yang dihasilkan dapat menghambat pertumbuhan mikroorganisme 

patogen, khususnya mikroorganisme yang tumbuh pada kisaran pH 6-7 

(mesofilik) misalnya mikroba yang tidak dapat tumbuh pada pH dibawah 4,6 yaitu 

Shigela sp. dan Clostridium botulinum (Machmud, 2011).  

 
Menurut Fuller (1992) jumlah bakteri asam laktat yang diperlukan untuk 

dikonsumsi dan baik untuk kesehatan adalah berkisar antara 107-109 sehingga 

jumlah populasi bakteri asam laktat menjadi indikator kualitas mikrobiologis 

dalam suatu produk susu fermentasi.  Proses fermentasi, juga ditemukan reaksi 
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fermentasi alkohol, adalah proses biologi seperti glukosa, fruktosa, dan sukrosa 

diubah menjadi energi seluler dan juga menghasilkan etanol dan karbon dioksida 

sebagai produk sampingan.  Karena proses ini tidak membutuhkan oksigen, 

melainkan khamir yang melakukannya, maka fermentasi etanol digolongkan 

sebagai respirasi anaerob. 

 
 
 
2.5 Antioksidan  
 
 
Antioksidan merupakan suatu senyawa pendonor elektron atau reduktan. 

Antioksidan juga merupakan senyawa yang dapat menghambat proses oksidasi 

dengan mengikat radikal bebas dan molekul yang sangat reaktif (Winarsi, 2007).  

Senyawa antioksidan yang terdapat di dalam tubuh dapat menetralkan radikal 

bebas, contohnya enzim SOD (superoxide dismutase), glutathione, dan katalase.  

Antioksidan juga dapat diperoleh dari makanan yang mengandung vitamin C, 

vitamin E, beta karoten, dan senyawa fenolik (Prakash et al, 2001).  

 
Mekanisme kerja antioksidan memiliki dua fungsi. Fungsi pertama merupakan 

fungsi utama dari antioksidan yaitu sebagai pemberi atom hidrogen.  Antioksidan 

yang mempunyai fungsi utama tersebut sering disebut sebagai antioksidan primer.  

Fungsi kedua merupakan fungsi sekunder antioksidan yaitu memperlambat laju 

autooksidasi dengan mekanisme pemutusan rantai autooksidasi dengan 

pengubahan radikal lipida ke bentuk lebih stabil.  Reaksi oksidasi lemak yang 

terjadi pada makanan atau bahan makanan dalam lemak dapat dihambat dengan 

pemberian zat antioksidan.  Pada umumnya zat antioksidan yang digunakan 

adalah zat antioksidan sintetik seperti BHA, BHT, PG, dan EDTA (Gordon, 

1990). 

 
 
 
2.6 Metode DPPH 
 
 
Senyawa yang biasa digunakan untuk mengukur radikal bebas sebagai model 

dalam pengukuran aktivitas antioksidan adalah DPPH (2,2-diphenyl-1-
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picrylhydrazyl) yang merupakan senyawa radikal bebas yang stabil sehingga 

apabila digunakan sebagai pereaksi dalam uji penangkapan radikal bebas cukup 

dilarutkan.  Senyawa ini jika disimpan dalam keadaan kering dan kondisi 

penyimpanan yang baik akan stabil selama bertahun-tahun (Winarsi, 2007).  

Radikal bebas DPPH dapat menangkap atom hidrogen dari komponen aktif 

ekstrak yang dicampurkan kemudian bereaksi menjadi bentuk tereduksinya.  
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Gambar 2. Reaksi DPPH dengan Antioksidan (Yuhernita dan Juniarti, 2011) 
  
Berdasarkan gambar 3, senyawa antioksidan (KH) melepas atom hidrogen 

menjadi radikal senyawa antioksidan (K'). DPPH yang merupakan radikal bebas 

direaksikan dengan senyawa antioksidan dan menjadi DPPH bentuk tereduksi 

(DPPH2) (Molyneux, 2004).  

 
Metode DPPH secara umum digunakan untuk memindai beberapa sampel dalam 

penentuan aktivitas antioksidan.  Pengukuran serapan DPPH pada panjang 

gelombang maksimum (λ maks) yaitu 512 sampai 520 nm.  Perhitungan yang 

digunakan dalam penentuan aktivitas penangkap radikal adalah nilai IC50 

(Inhibition Concentration 50%).  Nilai tersebut menggambarkan besarnya 

konsentrasi senyawa uji yang dapat menangkap radikal sebesar 50%.  Penentuan 

IC50 diperlukan persamaan kurva standar dari %  inhibisi sebagai sumbu y dan 

konsentrasi fraksi antioksidan sebagai sumbu x.  IC50 dihitung dengan cara 

memasukkan nilai 50% ke dalam persamaan kurva standar sebagai sumbu y 

kemudian dihitung nilai x sebagai konsentrasi IC50.  Semakin kecil nilai IC50 

menunjukkan semakin tinggi aktivitas antioksidannya (Molyneux, 2004). 
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2.7 Antifungi 
 

Jamur merupakan suatu mikroorganisme eukariotik yang mempunyai ciri-ciri 

spesifik yaitu mempunyai inti sel, memproduksi spora, tidak mempunyai klorofil, 

dapat berkembang biak secara aseksual dan beberapa jamur mempunyai bagian 

tubuh berbentuk filament-filamen dan sebagian lagi bersifat uniseluler.  Antijamur 

mempunyai dua pengertian yaitu fungisidal dan fungistatik.  Fungisidal 

didefinisikan sebagai suatu senyawa yang dapat membunuh jamur, sedangkan 

fungistatik dapat menghambat pertumbuhan jamur tanpa mematikannya.  Tujuan 

utama pengobatan infeksi jamur adalah membunuh organisme yang patogen dan 

memulihkan kembali flora normal kulit dengan cara memperbaiki membran 

mukosa yang merupakan tempat berkembangnya koloni jamur (Menaldi dkk., 

2018). 

 
Untuk mekanisme antifungi dapat dikelompokkan menjadi beberapa bagian 

(Istya, 2009) yaitu : 

a. Gangguan pada membran sel 

b. Penghambat biosintesis ergosterol dalam sel jamur 

c. Penghambatan sintesis asam nukleat dan protein jamur 

d. Penghambatan mitosis jamur 

 
Ada beberapa hal yang harus dipenuhi oleh suatu bahan antifungi, seperti mampu 

mematikan mikroorganisme, mudah larut dan bersifat stabil, tidak bersifat racun 

bagi manusia, hewan dan tumbuhan, efektif pada suhu kamar dan suhu tubuh, 

tidak menimbulkan karat dan warna (Hasan, 2015). 

 
Uji senyawa antifungi bertujuan untuk mengetahui apakah suatu senyawa uji 

dapat menghambat pertumbuhan jamur dengan mengukur respon pertumbuhan 

populasi jamur tehadap agen antifungi (Pratiwi, 2008).  Pengujian antifungi 

terbagi atas dua metode, yaitu metode difusi dan metode dilusi.  Untuk metode 

difusi, merupakan salah satu metode yang sering digunakan dalam pengujian 

antifungi.  Pada metode difusi cakram, menempatkan kertas cakram yang sudah 

mengandung bahan antimikroba tertentu pada medium lempeng padat yang telah 

dicampurkan dengan jamur yang akan diuji.  Kemudian diinkubasi pada suhu 
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37℃ selama 18 – 24 jam, selanjutnya mengamati adanya area (zona) bening 

disekitar cakram.  Daerah yang nampak disekitar kertas cakram akan 

menunjukkan tidak adanya pertumbuhan mikroba.  Jamur yang sensitif terhadap 

bahan antimikroba ditandai dengan adanya daerah hambatan disekitar cakram, 

sedangkan jamur yang resisten terlihat tetap tumbuh pada tepi atas cakram 

(Afifah, 2015). 

 
Menurut Kusmiyati dan Agustini (2007), metode difusi dapat dilakukan dengan 3 

cara yaitu :  

1. Disc diffusion, yaitu agen antimikroba yang dijenuhkan pada disk (kertas 

saring) kemudian disk tersebut diletakkan pada permukaan media agar yang 

telah diinokulasikan dengan mikroba uji.  Pengukuran zona hambat diamati 

pada daerah sekitar disk. 

2. Metode sumuran, yaitu agen antimikroba diteteskan pada sumuran dengan 

diameter tertentu yang dibuat pada media agar yang telah diinokulasi dengan 

mikroba uji.  Untuk pengukuran zona hambat, dapat diamati pada skala 

sumuran. 

3. Pour plate, hampir mirip dengan disc diffusion, yang membedakan hanyalah 

pada media agar yang telah dicampurkan dengan suspense mikroba uji.  Untuk 

pengujian dilakukan dengan mengukur zona hambatan yang berwarna bening 

pada media.  Bila diameter daerah hambatan 5 mm, maka aktivitas 

penghambatannya dikategorikan lemah, jika 5-10 mm dikategorikan sedang, 

jika 10- 20 mm dikategorikan kuat dan 20 mm atau lebih dikategorikan sangat 

kuat (Davis and Stout, 1971). 

 
 
 
2.8 SDS-PAGE 
 
 
Elektroforesis  adalah suatu teknik pemisahan yang memisahkan analit 

berdasarkan kemampuannya bergerak dalam medium konduksi yang biasanya 

berupa larutan basa dan akan memberikan respon setelah ditambahkan medan 

listrik (Harvey, 2000).  Jika suatu zat bermuatan di bawah potensial, maka zat 

tersebut akan berpindah sepanjang medium yang kontinyu ke arah katoda atau 
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anoda sesuai dengan muatan yang dibawanya.  Elektroforesis SDS-PAGE 

termasuk ke dalam kelompok elektroforesis zona atau wilayah, yaitu kelompok 

elektroforesis yang dibedakan berdasarkan medium penyangganya.  Elektroforesis 

SDS-PAGE menggunakan gel buatan sebagai medium penyangga gel yang 

digunakan terbentuk dari polimerisasi akrilamida N, N'-metilena bisakrilamida 

sehingga terbentuk ikatan silang karena polimerisasi akrilamide sendiri hanya 

menghasilkan ikatan linear yang tidak membentuk gel kaku (Girindra, 2013). 

 
Salah satu metode PAGE (Polyacrylamide Gel Electrophoresis) yang umumnya 

digunakan untuk analisis campuran protein secara kuantitatif adalah SDS-PAGE 

(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis).  Prinsip 

penggunaan metode ini adalah migrasi komponen akril amida dengan N, N' bis 

akrilamida.  Kisi-kisi tersebut berfungsi sebagai saringan molekul sehingga 

konsentrasi atau rasio akrilamid dengan bisakrilamid dapat diatur untuk 

mengoptimalkan kondisi migrasi komponen protein.  Metode ini sering digunakan 

untuk menentukan bahan molekul suatu protein di samping untuk memonitor 

pemurnian protein (Wilson and Walker, 2000).  SDS PAGE dilakukan terhadap 

protein tak larut dengan kekuatan ion rendah dan dapat menentukan apakah suatu 

protein termasuk monomerik atau oligomerik menetapkan berat molekul dan 

jumlah rantai polipeptida sebagai subunit atau monomer.  

 
Penggunaan SDS PAGE bertujuan untuk memberikan muatan negatif pada 

protein yang akan dianalisis.  Protein yang terdenaturasi sempurna akan mengikat 

SDS dalam jumlah yang setara dengan berat molekul protein tersebut.  Denaturasi 

protein dilakukan dengan merebus sampel dalam buffer yang mengandung β-

merkaptoetanol (berfungsi untuk mereduksi ikatan disulfide), gliserol dan SDS 

(Wilson and Walker, 2000).  Muatan asli protein akan digantikan oleh muatan 

negatif dari anion yang terikat sehingga kompleks protein-SDS memiliki rasio 

muatan per berat molekul yang konstan.  Pergerakan partikel di dalam medium 

bergantung pada ukuran partikel dan ukuran medium penunjang.  Bobot molekul 

protein dapat ditentukan dengan kalibrasi menggunakan standar protein yang 

sudah diketahui bobot molekulnya (Girindra, 2013).  
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III. METODOLOGI PENELITIAN 
 
 
 
 

3.1 Waktu dan Tempat 
 
 
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia, Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung pada bulan Maret 

- Agustus 2023.  Serta pengujian SDS-PAGE dilakukan di Laboratorium Sentral, 

Universitas Padjajaran.  

 
 
 
3.2 Bahan dan Alat 
 
 
Peralatan utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah tabung reaksi, rak 

tabung reaksi, spektrofotometer UV-Vis model Agilent Cary 100, kuvet, 

seperangkat SDS-PAGE, tabung sentrifus, beaker glass, pipet tetes, gelas ukur, 

labu ukur, kertas saring, batang pengaduk, spatula, mikropipet model Dragon 

Lab, neraca analitik model DJ-V220A Lucky, autoclave model S-90N, oven 

model T60 Heraus, inkubator model Precisterm P’selecta, Laminar Air Flow 

(LAF) model Curma 9005-FL, hotplate stirrer model Stuart 162, sentrifuga model 

225 Fisher Scientific, blue tip’s plastic, digital thermometer model WT1, blender, 

panci, botol, wadah kaca, wadah plastik, saringan, lemari pendingin, penjepit, 

alumunium foil, kertas cakram/disk, kain hitam dan plastic wrap. 

 
Adapun bahan-bahan yang digunakan meliputi biji kedelai, air, bibit kefir, 

aquadest, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), metanol, vitamin C, alkohol 

70%, Sabouraud Dextrose Agar, Penicillin streptomycin, NaCl, akrilamid (48%), 

bisakrilamid (1,5%), stacking buffer (Tris-Cl 0,5M, pH 6.8), resolving buffer (Tris 
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HCl 1,5M, pH 8.8), 10% SDS, APS, TEMED, Coomasie Brilliant Blue R-250, 

serta mikrroba uji berupa jamur Candida albicans, Aspergillus fumigatus. 

 
 
 
3.3 Metode Penelitian  
 
3.3.1 Sterilisasi Alat  
 
 
Setiap pengujian akan diawali dengan proses sterilisasi alat dan tempat pengujian. 

Sterilisasi alat dilakukan dengan cara membungkus alat-alat kaca menggunakan 

kertas lalu dimasukkan ke dalam autoklaf selama 30 menit pada suhu 120℃                                                                          

dengan tekanan 1 atm.  Kemudian alat-alat di oven dengan suhu 100℃.  Ruang 

kerja dan meja harus dibersihkan sebelum bekerja dengan menggunakan alkohol. 

Hal ini dilakukan untuk menghindari adanya kontaminan dari lingkungan sekitar 

(Safitri dan Swarastuti, 2013). 

 
 
 
3.3.2 Pembuatan Susu Kedelai  
 
 
Susu kedelai yang digunakan untuk membuat kefir adalah susu kedelai yang 

dihasilkan dari proses basah.  Kedelai disortasi, direndam dalam larutan NaHCO3 

0,25-0,5% selama 30 menit, lalu dibilas dan ditiriskan. Selanjutnya ditambah air 

lalu diblansing  ± 30  menit.  Kemudian kedelai digiling dengan penambahan air 

panas sebanyak 10 kali bobot kedelai kering.  Bubur kedelai disaring dengan kain 

saring.  Selanjutnya susu kedelai ditambahkan gula pasir sebanyak 10-15% 

dipanaskan sampai mendidih sambil diaduk agar tidak mengumpal.  Setelah 

mendidih, api dikecilkan dan dibiarkan selama 20 menit lalu disimpan pada suhu 

5℃.  Susu kedelai yang dihasilkan digunakan untuk membuat kefir (Widiadita, 

2022). 
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3.3.3 Sterilisasi Susu Kedelai 
 
 
Strelisasi susu kedelai bertujuan agar susu kedelai tidak terkontaminasi oleh 

mikroba pencemar.  Sterilisasi ini dilakukan dengan cara pasteurisasi pada suhu 

70℃ selama 15 detik (Bayu dkk., 2017).  Sebanyak 1 L susu kedelai 

dipasteurisasi, kemudian susu kedelai dibiarkan pada suhu ruang hingga suhunya 

mencapai ± 27℃ (Usmiati, 2007).  Selanjutnya diambil 0,25 L susu kedelai 

digunakan langsung untuk pengujian aktivitas antioksidan tanpa fermentasi. 

 
 
 
3.3.4 Pembuatan Kefir Susu Kedelai 
 
 
Pembuatan kefir susu kedelai dilakukan dengan cara 500 mL susu kedelai yang 

telah di pasteurisasi dimasukkan ke dalam botol kaca kemudian ditambahkan 

dengan 5% bibit kefir.  Susu kefir yang dibuat difermentasi pada suhu ruang 

selama 24 jam, begitu juga untuk waktu fermentasi 36 jam, 48 jam dan 72 jam.  

Kemudian dipisahkan masing-masing whey dan curd dari tiap waktu fermentasi 

pada wadah simpan berupa botol kaca.  Whey dan curd kefir susu kedelai yang 

telah dipisahkan tadi disimpan pada suhu 4℃ untuk menghambat laju 

pertumbuhan bakteri asam laktat dan digunakan untuk pengujian lebih lanjut 

(Widiadita, 2022).  

 
 
 
3.3.5 Uji Aktivitas Antioksidan 
 
 
Uji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH (2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl) (Dallas et al, 2016).  Sampel sebanyak 5 ml dilarutkan dalam 5 ml 

metanol yang digunakan sebagai larutan induk 100 ppm.  Larutan sampel masing-

masing koonsentrasi dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 2 ml 

DPPH 100 ppm.  Larutan selanjutnya dikocok hingga homogen dan didiamkan 

selama 30 menit di tempat gelap.  Kemudian diukur nilai absorbansi larutan 

sampel dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 512-520 nm. 
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Vitamin C digunakan sebagai kontrol positif.  Blanko yang digunakan adalah 

metanol dan DPPH .  Aktivitas antioksidan sampel oleh besarnya hambatan 

serapan radikal DPPH dapat diketahui melalui perhitungan persentase aktivitas 

antioksidan/inhibisi menggunakan rumus:  

 

% Inhibisi = 
஺௕௦.஻௟௔௡௞௢ି஺௕௦.ௌ௔௠௣௘௟

஺௕௦.஻௟௔௡௞௢
 × 100%  ........................................................ (1) 

 

Keterangan:   

Abs. Blanko = Absorbansi DPPH 100 ppm   

Abs. Sampel = Absorbansi Sampel Uji 

 
Sampel dibuat seri konsentrasi 0; 20; 40; 60; 80 dan 100 ppm untuk mendapatkan 

persamaan regresi linear.  Vitamin C digunakan sebagai standar antioksidan 

dengan seri konsentrasi yang sama.  Regresi linear yang diperoleh dalam bentuk 

persamaan y= bx+a digunakan untuk mencari nilai IC50 (Inhibition Concentration 

50%).  Caranya dengan menyatakan nilai y sebesar 50. Nilai x yang diperoleh 

dinyatakan sebagai IC50.  Langkah selanjutnya adalah penentuan nilai AAI 

(Antioxidant Activity Index) untuk mengetahui indeks aktivitas antioksidan.  Nilai 

AAI ditentukan dengan persamaan:  

 

AAI = 
୏୭୬ୱୣ୬୲୰ୟୱ୧ ୈ୔୔ୌ (୮୮୫) 

୍େହ଴ ୱୟ୫୮ୣ୪ (୮୮୫)
   ............................................................................... (2) 

 
Aktivitas antioksidan berdasarkan nilai AAI dikatakan lemah jika nilai AAI < 0,5; 

aktivitas antioksidan sedang jika 0,5 < AAI < 1,0; aktivitas antioksidan kuat jika 

1,0 < AAI < 2,0; dan aktivitas antioksidan sangat kuat jika nilai AAI > 2,0 

(Lestari dan Suyata, 2020). 

 
 
 
3.3.6 Uji Aktivitas Antifungi 
 
 
Aktivitas antifungal kefir susu kedelai menggunakan metode pour plate difusi 

disk.  Suspensi jamur C. albicans dan A. fumigatus dibuat dalam NaCl steril. 150 

µL suspensi jamur diambil lalu dimasukkan ke dalam cawan petri, selanjutnya 
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media SDA (Sabouraud Dextrose Agar) yang sudah diberi Penicillin streptomycin 

dimasukkan ke dalam cawan petri yang sudah berisi suspensi jamur kemudian 

dihomogenkan.  Kertas cakram berukuran 6,75 mm dicelupkan ke dalam larutan 

uji masing-masing variasi waktu fermentasi, kemudian diletakkan diatas media 

agar.  Cawan yang diinokulasi diinkubasi pada 37℃ selama 24 jam dan zona 

hambat diukur menggunakan mikrometer sekrup digital (Santoso dkk., 2020). 

 
 
 
3.3.7 Analisis Profil Peptida dengan SDS-PAGE 
 
 
Sodium Dodecyl Sulphate Poliacrilmide Gel Electrophoresis (SDS PAGE) adalah 

teknik elektroforesis gel yang menggunakan poliakrilamida untuk memisahkan 

protein berdasarkan berat molekulnya.  SDS-PAGE dapat digunakan untuk 

menentukan berat molekul dari peptida yang akan dianalisis (Mahdi et al, 2017).  

Sampel protein hasil fermentasi didenaturasi dengan buffer (Tris-HCl 1 M pH 6.8, 

SDS 20 %, NO3) dengan perbandingan protein dan buffer 2:1, dan dididihkan 

pada suhu 90℃ selama 10 menit serta disentrifugasi selama 5 menit.  Alat 

elektroforesis disiapkan, gel poliakrilamid dibuat dari larutan akrilamid (48 %) 

dan bisakrilamid (1,5 %), stacking buffer (Tris-HCl 0,5 M pH 6.8), resolving 

buffer (Tris-HCl 1,5 M pH 8.8), 10 % SDS, APS dan TEMED sebagai katalis.  

Setelah gel bagian bawah (resolving gel) terbentuk, stacking gel dimasukkan di 

bagian atasnya dan dibuat cetakan untuk menempatkan protein sampel.  

Elektroforesis sampel dilakukan pada tegangan 150 volt selama 60 menit. 

Staining protein digunakan coomassie blue.  Hasil staining dicuci dalam larutan 

destaining (Sadewi, 2023). 
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3.3.8 Diagram Alir Penelitian 
 
 

Adapun diagram alir keseluruhan dari penelitian ini disajikan pada Gambar 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Diagram Alir Penelitian 
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3.4 Desain Eksperimen  
 
 
Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh waktu fermentasi terhadap 

aktivitas antioksidan dengan menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) 

dengan dua kali pengulangan dan 4 variasi waktu fermentasi yaitu 24 jam, 36 jam, 

48 jam, dan 72 jam, serta aktifitas antifungi pada whey dan curd kefir susu 

kedelai.  Adapun rancangan penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 3. 

 

Tabel 3. Desain Eksperimen 
Kode Sampel U1 U2 

CT1 CT1U1 CT1U2 

CT2 CT2U1 CT2U2 

CT3 CT3U1 CT3U2 

CT4 CT4U1 CT4U2 

WT1 WT1U1 WT1U2 

WT2 WT2U1 WT2U2 

WT3 WT3U1 WT3U2 

WT4 WT4U1 WT4U2 

 
 
Keterangan : (C) Sampel Curd (W) Sampel Whey (T1) Waktu Fermentasi 24 jam 

(T2) Waktu Fermentasi 36 jam (T3) Waktu Fermentasi 48 jam (T4) 
Waktu Fermentasi 72 jam (U1) Ulangan 1 (U2) Ulangan 2 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 
 
 
 
 

5.1 Simpulan 
 
 
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka dapat diperoleh simpulan 

sebagai berikut : 

1. Aktivitas antioksidan tertinggi terdapat pada curd kefir susu kedelai variasi 

waktu fermentasi 72 jam dengan nilai IC50 (Inhibition Concentration 50%) 

yaitu 63,25 ppm dengan indeks aktivitas antioksidan (AAI) sebesar 1,58 yang 

digolongkan sebagai antioksidan kuat. 

2. Aktivitas antifungi tertinggi terdapat pada whey dan curd kefir susu kedelai 

variasi waktu fermentasi 48 dan 72 jam dengan terbentuknya zona irradikal 

berkisar 8,32 – 8,74 mm pada jamur Candida albicans dan pada jamur 

Aspergillus fumigatus berkisar 8,21-8,72 mm yang digolongkan sebagai 

antifungi sedang. 

3. Hasil penentuan peptida bioaktif dari whey dan curd kefir susu kedelai 

berdasarkan berat molekulnya menunjukkan profil peptida whey dan curd kefir 

susu kedelai fermentasi 48 jam dan 72 jam terlihat memiliki 4 pita dengan 

intensitas lemah dengan berat molekul 13 kDa; 37 kDa, 53 kDa, dan 75 kDa, 1 

pita intensitas sedang pada 10 kDa serta 1 pita dengan intensitas kuat pada 17 

kDa.  
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5.2 Saran 
 
Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, maka untuk penelitian selanjutnya 

disarankan sebagai berikut :  

1. Pada penelitian selanjutnya diperlukan fraksinasi atau pemisahan pada peptida 

agar diketahui peptida dan asam amino penyusunnya. 

2. Kefir susu kedelai dapat dilakukan pengujian bioaktivitas lainnya seperti anti 

imflamasi, antitumor, antikanker, dan antidiabetes. 

3. Pada penelitian selanjutnya dapat dibuat variasi produk dari kefir dan 

pengujian bioaktivitasnya. 
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