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ABSTRAK 

 

 

PENGARUH WAKTU FERMENTASI PADA CURD DAN WHEY KEFIR 

HASIL FERMENTASI SUSU KEDELAI DAN AKTIVITASNYA 

DALAM PENURUNAN KADAR KOLESTEROL 

 

 

 

Oleh 

 

 

Putpita Sari 

 

 

 

 

Kefir merupakan minuman fermentasi yang dibuat dari susu dengan penambahan 

bibit kefir menjadi minuman probiotik yang bermanfaat bagi kesehatan seperti 

antibakteri, antikolesterol, antidiabetes, antioksidan, serta mengandung nutrisi 

tinggi.   Pembuatan kefir dapat menggunakan bahan dasar dari susu kambing, susu 

sapi maupun susu nabati seperti susu kedelai dan susu kacang hijau.  Penelitian ini 

bertujuan untuk mengetahui pengaruh waktu fermentasi dan jenis kefir (curd dan 

whey) asal susu kedelai yang difermentasi selama 24, 36, dan 72 jam terhadap nilai 

pH, total asam laktat, total bakteri asam laktat, dan aktivitasnya dalam menurunkan 

kadar kolesterol.  Metode yang digunakan pada penelitian ini meliputi fermentasi 

susu kedelai dengan bibit kefir 5%, pengujian nilai pH dengan pH meter, analisis 

total asam laktat dengan metode titrasi, analisis bakteri asam laktat dengan metode 

TPC (Total Plate Count), serta uji aktivitas penurunan kadar kolesterol dengan 

metode Rudel-Morris dan Zak yang diukur menggunakan spektrofotometer UV-

Vis.  Hasil penelitian menunjukkan bahwa nilai pH, total asam laktat dan total 

bakteri asam laktat relatif lebih baik pada curd kefir susu kedelai fermentasi 72 jam 

yaitu 3,97, 0,96%, dan 15,55 × 107 CFU/mL.  Variasi waktu fermentasi dan jenis 

kefir yang digunakan memberikan pengaruh yang signifikan (p<0,05) terhadap 

penurunan nilai pH serta peningkatan total asam laktat dan total bakteri asam laktat.  

Pada whey fermentasi 24 jam dan curd fermentasi 36 jam memiliki kemampuan 

tertinggi dalam menurunkan kolesterol sebesar 44,03% dan 44,05%.  Hasil ini 

membuktikan bahwa whey dan curd kefir susu kedelai memiliki potensi sebagai 

penurun kolesterol. 

 

 

Kata kunci: fermentasi, kefir, susu kedelai, curd dan whey, penurunan kolesterol   



ABSTRACT 

 

 

EFFECT OF FERMENTATION TIME ON CURD AND WHEY KEFIR 

FERMENTED SOY MILK AND ITS ACTIVITY IN REDUCING 

CHOLESTEROL LEVELS 

 

 

 

By 

 

 

Putpita Sari 

 

 

 

Kefir is a fermented beverage made from milk with the addition of kefir seeds, a 

probiotic drink that has health benefits such as antibacterial, anticholesterol, 

antidiabetic, antioxidant, and contains high nutrients.   Kefir can be made from 

goat's milk, cow's milk or vegetable milk such as soy milk and mung bean milk.  

This study aims to determine the effect of fermentation time and type of kefir (curd 

and whey) from soy milk fermented for 24, 36 and 72 hours on pH value, total lactic 

acid, total lactic acid bacteria, and its activity in reducing cholesterol levels.  The 

methods used in this study include fermentation of soy milk with 5% kefir seeds, 

testing the pH value with a pH meter, analyzing total lactic acid with the titration 

method, analyzing lactic acid bacteria with the TPC (Total Plate Count) method, 

and cholesterol-lowering activity test using Rudel-Morris and Zak methods 

measured using UV-Vis spectrophotometer.  The results showed that the pH value, 

total lactic acid and total lactic acid bacteria were relatively better in 72-hour 

fermented soy milk kefir curd, namely 3.97, 0.96%, and 15.55 × 107 CFU/mL.  The 

variation of fermentation time and type of kefir used gave a significant effect 

(p<0.05) on the decrease of pH value as well as the increase of total lactic acid and 

total lactic acid bacteria.  The 24-hour fermented whey and 36-hour fermented curd 

had the highest ability to reduce cholesterol by 44.03% and 44.05%.  These results 

prove that whey and curd kefir soy milk have the potential as cholesterol-lowering. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1. Latar Belakang 

 

 

Kolesterol merupakan salah satu dari komponen lemak yang sebagian besar 

dihasilkan oleh tubuh manusia, terutama oleh hati sekitar 80% dan sisanya sekitar 

20% berasal dari sumber eksternal (Kurniadi dan Nurrahmi, 2014).  Sejumlah 

gangguan dapat muncul ketika kadar kolesterol dalam tubuh tinggi.  Peningkatan 

kadar kolesterol dapat menyebabkan penyakit kardiovaskular, termasuk 

aterosklerosis, stroke, diabetes, dan penyakit jantung koroner (Xie et al., 2011).  

Menurut Organisasi Kesehatan Dunia (WHO), 17,9 juta kematian pada tahun 

2019 terkait dengan penyakit kardiovaskular atau mewakili hampir 32% dari 

semua kematian.  Serangan jantung dan stroke menyumbang sekitar 85% dari 

kematian tersebut (WHO, 2021). 

 

Ada beberapa metode yang dapat diterapkan untuk mengurangi tingkat kolesterol 

di dalam tubuh, di antaranya melalui penggunaan obat penurun kolesterol, seperti 

statin (Ebrahim et al., 2014).  Namun, penggunaan statin memiliki efek samping 

jika dikonsumsi dalam dosis besar, maka diperlukan alternatif lain yaitu dengan 

melibatkan pemanfaatan makanan atau minuman probiotik.  Hal ini didasarkan 

keberadaan bakteri dalam makanan atau minuman probiotik yang terbukti pada 

penelitian terhadap manusia dan hewan telah menunjukkan kemampuan dalam 

menurunkan kolesterol.  Sebagai contoh, kefir telah diidentifikasi sebagai 

minuman probiotik yang terbukti menurunkan kolesterol (Miao et al., 2014). 

 

Kefir didefinisikan sebagai produk susu yang melalui fermentasi dengan 

penambahan bibit kefir.  Bakteri asam laktat (BAL), ragi, dan bakteri 
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asetat adalah beberapa di antara 50 jenis bakteri probiotik yang berlimpah di 

dalam butiran kefir (Slattery et al., 2019).  Kemampuan kefir dalam penurunan 

kadar kolesterol darah berhubungan dengan adanya aktivitas BAL.  BAL 

diketahui memberikan efek menguntungkan bagi kesehatan manusia karena sifat 

probiotik dan kemampuannya menghasilkan komponen bioaktif (Yusuf et al., 

2019).  Proses fermentasi laktosa pada kefir juga berkaitan dengan produksi asam 

laktat serta enzim proteolitik dan lipolitik oleh BAL.  Enzim tersebut memiliki 

peran penting dalam memecah kolesterol (Ahmed et al., 2013). 

 

Pembuatan kefir umumnya menggunakan bahan dasar susu, baik susu nabati 

maupun hewani.  Susu nabati dapat diperoleh dari sumber kacang-kacangan 

seperti kacang hijau dan kedelai, sedangkan susu hewani dapat berasal dari susu 

sapi dan susu kambing (Triwibowo et al., 2020).  Salah satu bahan dasar untuk 

membuat kefir yang juga dapat menurunkan kadar kolesterol adalah susu kedelai 

(Liu et al., 2006).  Kedelai adalah salah satu komoditas pangan yang kaya akan 

protein nabati, sumber lemak, vitamin, serat, tidak mengandung kolesterol serta 

murah dan mudah didapat.  Selain itu, diketahui bahwa kedelai mengandung 

isoflavon seperti daidzein dan genistein.  Protein kedelai juga dapat mengurangi 

risiko penyakit kardiovaskular dengan mengikat profil lemak dalam darah.  

Khususnya, protein kedelai secara signifikan menurunkan kolesterol total 

(Takahashi et al., 2005).  Selain itu, kefir susu kedelai dapat digunakan untuk 

menggantikan kefir susu sapi dan menjadi solusi bagi penderita laktosa intoleran 

yang tidak bisa mengonsumsi susu sapi (Susilorini, 2007).  

 

Berdasarkan hasil penelitian, Andika (2019) menunjukkan bahwa terdapat 

pengaruh konsumsi susu kedelai terhadap penurunan kolesterol total darah sebesar 

6,3 mg/dL pada penderita hiperkolesterolemia.  Shahibu (2002) dalam 

penelitiannya menunjukkan bahwa sari kedelai dari hasil fermentasi Lactobacillus 

casei subsp. casei R-35 dan Streptococcus thermophillus dengan variasi lama 

inkubasi 0, 30, 60, 120, dan 240 menit mampu menurunkan kolesterol secara in 

vitro.  Penurunan tersebut disebabkan oleh kacang kedelai serta BAL yang ada di 

dalamnya.  Di sisi lain, penelitian kefir susu kedelai oleh Liu et al. (2006) 

menambahkan bahwa diet mengandung kefir susu kedelai dapat signifikan 
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menurunkan kadar trigliserida dan kolesterol total pada hamster daripada 

kelompok yang tidak diberikan diet kefir.  Selain itu, penelitian terhadap hewan 

uji dilaporkan bahwa tikus dengan kondisi hiperkolesterolemia yang diberi kefir 

susu sapi selama 15 hari mengalami penurunan kadar kolesterol LDL yang cukup 

besar pada pemberian 2 ml/hari, kadarnya 80,18% dan pada pemberian 3 ml/hari, 

kadarnya 73,12% (Pratama dan Probosari, 2012).  

 

Pemanfaatan kefir yang berasal dari susu kedelai mampu menurunkan kadar 

kolesterol.  Namun, dalam pembuatannya belum banyak yang memisahkan antara 

curd dan whey untuk melihat pengaruhnya terhadap penurunan kadar kolesterol.  

Pada penelitian sebelumnya, Widiadita (2023) telah melakukan pengujian sifat 

fisikokimia dan mikrobiologi dari curd dan whey kefir susu kedelai yang 

difermentasi menggunakan variasi waktu.  Temuan penelitian menunjukkan 

bahwa semakin lama waktu fermentasi, kandungan protein meningkat dan 

kandungan lemak menurun.  Selain itu, pada pengujian total BAL akan semakin 

meningkat seiring bertambahnya waktu fermentasi.  Curd dan whey kefir susu 

kedelai menghasilkan total BAL yang lebih besar daripada yang terkandung 

dalam curd dan whey kefir susu sapi.  Semakin banyak mikroorganisme di dalam 

kefir, semakin baik pula kualitas kefir.  Hal ini dibuktikan dengan BAL yang 

terkandung di dalam kefir dapat menurunkan kadar kolesterol (Nihayah, 2015).  

Namun, pada penelitian tersebut belum dipelajari pengaruh waktu fermentasi 

terhadap penurunan kadar kolesterol.  Berdasarkan dari latar belakang di atas, 

pada penelitian ini dipelajari pengaruh waktu fermentasi pada curd dan whey kefir 

hasil fermentasi susu kedelai dan aktivitasnya dalam penurunan kadar kolesterol 

dengan menggunakan tiga variasi waktu fermentasi yaitu 24, 36 dan 72 jam. 

 

 

 

1.2. Tujuan Penelitian 

 

 

Berikut adalah tujuan dari penelitian ini: 

1. Mengetahui pengaruh perbedaan waktu fermentasi pada curd dan whey yang 

dihasilkan terhadap nilai pH, total asam laktat, dan total bakteri asam laktat . 



4 

 

2. Mengetahui pengaruh waktu fermentasi pada curd dan whey kefir susu kedelai 

terhadap penurunan kadar kolesterol. 

 

 

 

1.3. Manfaat Penelitian 

 

 

Manfaat yang diperoleh dari penelitian ini adalah untuk memberi informasi 

mengenai manfaat curd dan whey kefir susu kedelai dalam menurunkan kadar 

kolesterol serta jenis dan waktu fermentasi kefir susu kedelai yang baik untuk 

dikonsumsi.



II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1. Kefir 

 

 

Kefir merupakan hasil proses fermentasi susu yang melibatkan sejumlah 

mikroorganisme, termasuk bakteri penghasil asam laktat (BAL) dan khamir yang 

menghasilkan perubahan kimia tertentu dalam substrat susu tersebut (Aristya 

dkk., 2013).  Pada proses fermentasinya, pembuatan kefir menggunakan granula 

kefir (Safitri dan Swarastuti, 2013).  Gulitz et al. (2011) mengklasifikasikan kefir 

menjadi kefir susu dan kefir air, bergantung pada media yang digunakan untuk 

fermentasi.  Menurut Gulitz et al. (2011) pembuatan kefir air dilakukan dengan 

mencampurkan air dengan gula pasir, potongan kecil lemon, kismis atau buah 

kering lainnya, sedangkan beberapa jenis susu seperti susu sapi, susu kambing, 

dan susu kedelai digunakan untuk membuat kefir susu dengan penambahan starter 

berupa biji kefir (Triwibowo et al., 2020). 

 

 

 
 

 

Gambar 1. Bibit Kefir (Femina, 2021). 

 

 

Proses fermentasi kefir menghasilkan lapisan cairan bening yang disebut whey  

dan lapisan padat atau curd.  Whey kefir merupakan bagian cair dari kefir,     
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sedangkan lapisan padat (curd) dikenal sebagai kefir prima.  Sementara itu, kefir 

yang dihasilkan dengan mencampurkan baik lapisan padat maupun cair setelah 

keduanya dipisahkan dari kultur inokulumnya dikenal sebagai kefir optima 

(Julianto dkk., 2016).  Sebagai produk fermentasi, kefir menampilkan profil 

sensoris yang mencakup warna, rasa, dan konsistensi serupa yoghurt dengan 

aroma khas berupa aroma yeasty yang mirip dengan tape.  Kefir dihasilkan 

melalui fermentasi susu yang telah dipasteurisasi dengan penambahan inokulum 

dalam bentuk butir atau biji kefir yang dikenal sebagai kefir grains atau kefir 

granule.  Biji kefir ini berwarna putih atau krem dari kumpulan bakteri seperti 

Streptococcus sp., Lactobacilli, dan beberapa jenis ragi atau khamir non-patogen.  

Asam laktat dan komponen flavor dihasilkan oleh bakteri, sedangkan sejumlah 

kecil alkohol dan gas arang atau karbon dioksida dihasilkan oleh ragi.  Hal inilah 

yang membuat kefir memiliki rasa asam serta rasa soda dan alkohol yang 

membuatnya terasa lebih menyegarkan.  Alkohol dan karbon dioksida bereaksi 

menghasilkan busa yang memberikan sensasi mendesis pada minuman (Usmiati, 

2007).  Adapun Tabel 1 berikut ini menunjukkan komposisi kimia kefir. 

 

 

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

 

Komponen Jumlah (%) 

Protein (%) 4-6 

Karbohidrat (%) 5-25 

Lemak (%) 0,1-10 

Laktosa (%) 2-3 

Asam laktat 0,8-1,1 

pH 3,5-4,6 

Keasaman (%) 0,5-1,6 

Alkohol (%) 0,5-2 

 

 

Kefir memberikan manfaat bagi kesehatan karena BAL yang terdapat di 

dalamnya, seperti susu fermentasi pada umumnya berperan sebagai probiotik yang 

mampu menghambat pertumbuhan bakteri patogen di dalam tubuh manusia, 
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khususnya dalam saluran pencernaan.  Penelitian menunjukkan bahwa kefir 

memberikan manfaat kesehatan, termasuk menurunkan kolesterol serum, 

meningkatkan kadar HDL (High Density Lipoprotein) serta menurunkan LDL 

(Low Density Lipoprotein) dan trigliserida (Susilorini, 2007).  Selama proses 

fermentasi kefir, BAL akan mengubah laktosa menjadi asam laktat.  Rasa asam 

dan penurunan pH dihasilkan oleh asam laktat pada kefir.  Penurunan pH juga 

dapat dipengaruhi oleh asam amino.  Dengan demikian, rasa asam pada kefir 

sebanding dengan lamanya waktu yang dibutuhkan hingga fermentasi selesai. 

(Bahar, 2008).   

 

Hubungan antara komposisi mikrobiota kefir yang kompleks dan beragam serta 

senyawa metabolit yang dihasilkan oleh fermentasi susu kefir secara luas 

dikaitkan dengan kemampuannya dalam mengurangi kadar kolesterol (Bourrie et 

al., 2016).  Beberapa penelitian secara in-vivo menunjukkan bahwa isolat 

Lactobacillus kefiri, Lactobacillus acidophilus, dan Lactobacillus plantarum yang 

berasal dari kefir memiliki efek positif dalam menurunkan kadar kolesterol yang 

beredar dalam darah, serta mengurangi kandungan kolesterol di hati dengan cara 

menghambat penyerapan kolesterol dari usus halus.  Diperkirakan bahwa 

kemampuan BAL yang diisolasi dari kefir dalam menurunkan kadar kolesterol 

terkait dengan kemampuannya untuk mengasimilasi kolesterol di dalam usus 

halus serta untuk mengdekonjugasi garam empedu.  Selain itu, Lactobacillus 

menghasilkan asam lemak rantai pendek yang dapat menurunkan jumlah 

kolesterol yang dihasilkan di hati dan distribusinya di darah dan hati (Nuraida 

dkk., 2011). 

 

 

 

2.2. Curd dan Whey Kefir 

 

 

Julianto dkk. (2016) menyatakan bahwa kefir difermentasi untuk memisahkan 

curd (bagian padat) dari whey (bagian cair).  Curd mengandung beberapa protein 

dan lemak susu, berukuran kecil dan mudah dicerna karena mengandung enzim 

laktase serta kaya akan vitamin dan mineral, seperti kalsium, magnesium, fosfor, 

B2, B12, vitamin A dan vitamin K.  Sementara itu, kefir whey adalah cairan 
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kuning bening yang dihasilkan saat susu dipisahkan setelah ditambahkan butiran 

kefir ke dalamnya selama fermentasi.  Whey ini juga bermanfaat bagi kesehatan 

sebagai antibakteri, antikarsinogenik, antimikroba, probiotik, dan prebiotik (Liu et 

al., 2006). 

 

Penelitian curd dan whey kefir telah dilakukan oleh Widiadita (2023) 

menggunakan bahan baku susu kedelai untuk dianalisis sifat fisikokimia dan 

mikrobiologi.  Pada pengukuran nilai pH, curd dan whey terendah yaitu 3,38 dan 

3,56 dengan fermentasi 72 jam.  Perubahan dalam pH terjadi sebagai hasil dari 

aktivitas mikrobial di dalam butiran kefir yang mengubah karbohidrat susu 

terutama laktosa menjadi asam laktat.  Selain itu, tingkat akumulasi asam laktat 

meningkat seiring dengan lamanya masa penyimpanan.  Adriani (2005) 

menyatakan bahwa kisaran pH 3,8-4,6 merupakan kondisi optimal untuk kualitas 

susu fermentasi dan jika pengasaman yang disebabkan oleh aktivitas BAL cukup, 

pH susu akan turun. 

 

Kadar lemak total yang diperoleh menurun dengan bertambahnya waktu 

fermentasi.  Kadar lemak total dari curd dan whey kefir susu kedelai terendah 

adalah 2,57% dengan fermentasi 72 jam.  Enzim lipase yang dihasilkan oleh 

mikroba dalam biji kefir menjadi penyebab atas penurunan ini.  Pada pengujian 

kadar protein, diperoleh curd dan whey dengan kadar tertinggi adalah 16,91% dan 

17,74%.  Kadar protein bertambah seiring bertambahnya waktu fermentasi.  Hal 

ini disebabkan karena grains kefir itu sendiri mengandung 40-60% protein 

sehingga meningkatkan jumlah mikroorganisme selama masa inkubasi akan 

meningkatkan jumlah protein kefir (Susanti dan Utami, 2014).  Sementara itu, 

untuk menganalisis total BAL pada curd dan whey kefir susu kedelai digunakan 

metode TPC.  Total BAL tertinggi terdapat pada curd dan whey kefir fermentasi 

72 jam sebesar 289 CFU/mL x 105 dan 371 CFU/mL x 105.  Berdasarkan hasil 

penelitian tersebut, jumlah bakteri asam laktat secara keseluruhan akan meningkat 

seiring dengan semakin lamanya waktu fermentasi (Widiadita, 2023). 
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2.3. Bakteri Asam Laktat 

 

 

Bakteri asam laktat (BAL) ditemukan dalam berbagai makanan yang telah 

mengalami fermentasi.  BAL sebagai starter fermentasi termasuk bakteri gram-

positif.  BAL menghasilkan asam laktat sebagai hasil akhir dari proses fermentasi 

yang mengakibatkan penurunan pH sehingga menghambat pertumbuhan beberapa 

mikroorganisme (Schnurer and Magnusson, 2005).  Teknik Total Plate Count 

(TPC) dapat digunakan untuk menentukan total kandungan BAL dalam sampel.  

Metode TPC yang dijelaskan dalam SNI 2897: 2008 merupakan suatu metode 

untuk mengetahui berapa banyak mikroorganisme dalam suatu produk yang dapat 

tumbuh dalam media agar pada suhu dan lama inkubasi tertentu.  Nilai TPC 

diperoleh dengan menghitung koloni bakteri yang berkembang pada media agar.  

Nilai-nilai ini menunjukkan jumlah total mikroorganisme yang ada dalam suatu 

produk. 

 

 

 

2.4. Susu Kedelai 

 

 

Kedelai (Glycine max (L.) Merr.) memiliki konsentrasi protein terbesar 

dibandingkan komoditas kacang-kacangan yaitu 40%.  Makanan dan minuman 

merupakan bagian terbesar dari proses akhir komoditas ini.  Susu kedelai 

merupakan salah satu produk minuman probiotik yang paling populer.  Biji 

kedelai olahan menghasilkan cairan putih yang menyerupai dan berfungsi serupa 

dengan susu sapi, ini dikenal sebagai susu kedelai (Adebayo et al., 2009).  

Adanya kandungan protein yang sangat mirip, produk susu kedelai sering 

dijadikan alternatif susu sapi.  Bagi mereka yang tidak toleran laktosa atau 

mempunyai masalah pencernaan, susu kedelai merupakan alternatif yang baik 

untuk susu sapi karena padat nutrisi dan tidak mengandung kolesterol atau laktosa 

(Susilorini, 2007).  Susu kedelai merupakan alternatif yang lebih sehat 

dibandingkan susu sapi karena kandungan lemaknya lebih sedikit.  Hal ini 

disebabkan karena susu sapi berasal dari hewan yang memiliki kelenjar susu, 
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sedangkan susu kedelai berasal dari tanaman.  Berikut perbandingan antara susu 

kedelai dan susu sapi ditunjukkan pada Tabel 2. 

 

 

Tabel 2. Perbandingan Susu Sapi dan Susu Kedelai per 100 g (Koswara, 2006). 

 

Komponen Susu Sapi Susu Kedelai 

Air (%) 88,6 88,6 

Kalori (kal) 58 52,99 

Karbohidrat (%) 0,14 4,4 

Lemak (%) 4,5 0,18 

Protein (%) 0,3 2,5 

Vitamin A (%) 0,2 0,02 

Vitamin B1 (%) 0,04 0,04 

Vitamin B2 (%) 0,15 0,02 

Kalsium (mg) 100 15 

Fosfor (mg) 90 49 

Natrium (mg) 16 2 

Besi (mg) 0,01 1,02 

Asam lemak jenuh (%) 60-70 40-48 

Asam lemak tak jenuh (%) 30-40 52-60 

Kolesterol (mg) 9,2-9,9 0 

Abu (mg) 0,07 0,02 

 

 

Selain itu, kedelai memiliki banyak zat besi, kalsium, vitamin B, dan serat 

makanan.  Antibiotik untuk mengobati infeksi dan antioksidan untuk mencegah 

penyakit degeneratif hanyalah dua contoh dari banyak zat yang dapat digunakan 

untuk tujuan terapeutik.  Senyawa berikut mempunyai fungsi dalam menurunkan 

kadar kolesterol yaitu isoflavon, antosianin, asam lemak tak jenuh tunggal dan 

majemuk, serta protein.  Kedelai mengandung isoflavon yang merupakan 

antioksidan.  Salah satu jenis isoflavon adalah genistein, sedangkan jenis lainnya 

adalah daidzein (Swart et al., 2019).  
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2.5. Kolesterol 

 

 

Kolesterol (C27H45OH) adalah salah satu komponen lemak yang sebagian berasal 

dari hati dan sebagian kecil berasal dari makanan.  Kadar kolesterol dapat 

meningkat dengan mengonsumsi makanan yang tinggi kolesterol.  Sebagai 

komponen vital dalam asupan energi, kolesterol memainkan peran esensial dalam 

pembentukan membran sel tubuh (Kurniadi dan Nurrahmi, 2014).  Meskipun 

kolesterol memiliki fungsi fisiologis yang penting, kolesterol dapat merusak 

jantung dan pembuluh darah jika kadarnya terlalu tinggi dalam darah (Cahyono 

dan Suharjo, 2008). 

 

 

 
 

 

Gambar 2. Struktur Kimia Kolesterol (Botham and Mayes, 2003). 

 

 

Tubuh mengangkut kolesterol ke seluruh sistemnya dan menghubungkannya 

dengan protein dalam darah.  Kolesterol memiliki batas kadar normal dalam 

plasma darah adalah <200 mg/dL.  Jika kondisi ini lebih tinggi dari biasanya maka 

disebut dengan hiperkolesterolemia.  Klasifikasi kolesterol darah menurut 

National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel III ditunjukkan 

pada Tabel 3. 
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Tabel 3. Spesifikasi Kadar Kolesterol dalam Darah (NCEP ATP, 2002).  

 

Kolesterol Total Kategori Kolesterol 

< 200 mg/dL Optimal 

200-239 mg/dL Ambang batas atas 

≥ 240 mg/dL Tinggi 

Kolesterol LDL  

< 100 mg/dL Optimal 

100-129 mg/dL Mendekati optimal 

130-159 mg/dL Ambang batas atas 

160-189 mg/dL Tinggi 

≥ 190 mg/dL Sangat tinggi 

Kolesterol HDL  

< 40 mg/dL Rendah 

≥ 60 mg/dL Tinggi 

Trigliserida  

< 150 mg/dL Optimal 

150-199 mg/dL Ambang batas atas 

200-499 mg/dL Tinggi 

≥ 500 mg/dL Sangat tinggi 

 

 

 

2.6. Uji Penurunan Kadar Kolesterol 

 

 

Sampel uji atau sediaan ditambahkan ke dalam larutan etanol yang mengandung 

kolesterol sebagai bagian dari uji kemampuan pengikatan kolesterol.  Campuran 

tersebut kemudian diinkubasi selama 60 menit pada suhu 37ºC dengan 

menggunakan metode Rudel-Morris dan Zak yang menggunakan H2SO4(p) 

sebagai katalis dan reaksi pewarnaan antara FeCl3 dalam asam asetat glasial untuk 

menentukan konsentrasi kolesterol.  Jumlah kolesterol bebas dapat ditentukan 

dengan mengukur serapannya.  Spektrofotometer UV-Vis digunakan untuk 

mengukur serapan antara panjang gelombang 400-700 nm (Rudel and Morris 

dalam Sutioso, 2012).  
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Protonasi gugus -OH pada kolesterol terjadi pada reaksi antara pereaksi Zak dan 

kolesterol.  Setelah itu melibatkan proses dehidrasi yang menghasilkan ion 

karbonium 3,5-kolestadiena.  Langkah selanjutnya adalah menambahkan Fe3+ 

agar diperoleh senyawa berwarna dan akan menghasilkan larutan kation 

tetraenilik dengan warna jingga kemerahan.  Untuk menghasilkan senyawa 

berwarna, reaksi pewarna FeCl3 dalam asam asetat glasial membutuhkan 

H2SO4(p) sebagai katalis (Maidin et al., 2017).  

 

 

 

2.7. Spektrofotometer UV-Vis 

 

 

Spektrofotometri UV-Vis merupakan metode instrumen untuk mendeteksi 

senyawa dalam bentuk padat maupun cair dengan mengukur serapan protonnya.  

Sampel harus diderivatisasi sedemikian rupa sehingga dapat menyerap foton pada 

panjang gelombang antara 200-700 nm.  Salah satu contoh derivatisasi adalah 

dalam pembentukan garam kompleks dilakukan penambahan reagen (Irawan, 

2019). 

 

Prinsip utama spektrofotometri UV-Vis adalah penyerapan, refleksi, dan emisi 

cahaya monokromatik saat bergerak melalui media berbasis larutan.  Spektrum 

unsur-unsur tertentu pada panjang gelombang tertentu memberikan dasar 

kualitatif untuk temuan yang diperoleh dari penyelidikan spektrofotometri UV-

Vis.  Nilai serapan spektral dan keberadaan zat pengompleks merupakan dasar 

temuan kuantitatif yang bervariasi menurut unsur yang diteliti.  Dasar pengukuran 

spektrofotometri adalah hukum Lambert-Beer, yang menghubungkan sensitivitas 

dan ketebalan bahan transparan dengan intensitas cahaya yang melewatinya 

(Yanlinastuti dan Fatimah, 2016). 

 

 



III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

3.1. Waktu dan Tempat 

 

 

Penelitian ini dilakukan pada bulan Maret sampai dengan Oktober 2023 di 

Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia FMIPA Universitas Lampung dan 

Laboratorium Teknologi Hasil Pertanian Politeknik Negeri Lampung. 

 

 

 

3.2. Alat dan Bahan 

 

 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah alat-alat gelas, biuret 50 mL, 

klem dan statif, rak tabung reaksi, spatula, gunting, kapas, kasa, botol semprot, 

botol kaca, botol plastik, saringan, blender, plastik wrap, aluminium foil, kertas 

saring, mikrotip, tabung sentrifuga, neraca analitik model Ainsworth AA160, 

pemanas Bunsen, lemari pendingin, termometer, vortex model Grant-Bio PV-1, 

pH meter, autoklaf model S-90N, oven model T60 Heraeus, inkubator Memmert, 

laminar air flow model Cruma 9005-FL, mikropipet Eppendorf dan DragonLab, 

colony counter, hot plate model Stuart CB162, waterbath GFL 1092, sentrifuga 

model Cole Parmer, dan spektrofotometer UV-Vis Optizen Alpha.  

 

Adapun bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah bibit kefir, susu 

kedelai, air, akuades, indikator fenolftalein, NaOH 0,1 N, NaCl, media de Man 

Rogosa and Sharpe Agar (MRSA), buffer fosfat, etanol 95%, H2SO4 pekat, baku 

kolesterol, FeCl3.6H2O dan asam asetat glasial.
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3.3. Metode Penelitian 

 

3.3.1. Sterilisasi Alat 

 

Sebelum dimulai pengujian, peralatan dan tempat pengujian disterilkan.  

Persiapan alat-alat kaca untuk sterilisasi meliputi pencucian, pengeringan, dan 

pembungkusan dengan kertas.  Langkah selanjutnya adalah memasukkannya ke 

dalam autoklaf dan mengatur suhu 120ºC serta tekanan 1 atm selama 15 menit.  

Kemudian, alat-alat di oven dengan suhu 100ºC.  Sebelum pekerjaan dimulai, 

meja kerja dibersihkan terlebih dahulu agar terhindar dari kontaminasi lingkungan 

sekitar dengan menggunakan alkohol (Safitri dan Swarastuti, 2013). 

 

 

 

3.3.2. Pembuatan Susu Kedelai 

 

Produksi susu kedelai dilakukan dengan memodifikasi prosedur yang telah 

dijelaskan dalam penelitian sebelumnya (Picauly dkk., 2015).  Proses dimulai 

dengan penyortiran biji kedelai, lalu dicuci sampai bersih.  Kemudian, biji kedelai 

dengan rasio air 1:3 direbus dalam waktu 15 menit.  Setelah proses perebusan, biji 

kedelai disaring untuk memisahkan air rebusan menggunakan saringan.  

Selanjutnya, biji kedelai direndam dalam air dalam waktu 4-6 jam.  Setelah masa 

perendaman, biji kedelai dibilas dan kulitnya dibuang.  Biji kedelai dimasukkan 

dalam blender, ditambahkan air hangat rasio 1:10 dan dihaluskan.  Lakukan 

penyaringan bubur kedelai encer, lalu ditambahkan gula pasir sebanyak 10% dan 

dipanaskan sambil diaduk.  Susu kedelai yang diperoleh digunakan dalam 

pembuatan kefir (Widiadita, 2023). 

 

 

 

3.3.3. Preparasi Susu Kedelai 

 

Pada susu kedelai dilakukan preparasi yang bertujuan untuk mensterilisasi susu 

kedelai supaya terhindar dari kontaminasi.  Proses preparasi dilakukan melalui  
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metode pasteurisasi selama 15 detik dengan suhu 70ºC (Bayu dkk., 2017).  Susu 

kedelai diambil sebanyak 600 mL untuk dipasteurisasi, lalu dibiarkan pada suhu 

ruang (Usmiati, 2007). 

 

 

 

3.3.4. Pembuatan Kefir Susu Kedelai 

 

Kefir susu kedelai dibuat dengan memasukkan masing-masing 100 mL susu 

kedelai yang sudah dipasteurisasi ke dalam botol kaca, lalu ditambahkan bibit 

kefir sebanyak 5%.  Fermentasi susu kefir ini dilakukan dengan variasi waktu 24 

jam, 36 jam dan 72 jam dalam suhu ruang, lalu dipisahkan antara curd dan whey 

kefirnya (Widiadita, 2023).  Kemudian, simpan kefir yang sudah dibuat pada suhu 

4ºC untuk pengujian lebih lanjut (Otles and Cagindi, 2013).  

 

 

 

3.3.5. Standarisasi Larutan Standar NaOH 

 

3.3.5.1. Pembuatan Larutan Standar Asam Oksalat 0,1 N  

 

Sedikit akuades digunakan untuk melarutkan 0,63 g asam oksalat (H2C2O4.2H2O).  

Setelah itu, dipindahkan ke dalam labu takar 100 mL dan ditambahkan akuades 

sampai tanda batas, lalu homogenkan (Permanasari dkk., 2008). 

 

 

 

3.3.5.2. Pembuatan Larutan Standar NaOH 0,1 N 

 

NaOH ditimbang sebanyak 0,4 g, masukkan dalam gelas kimia dan larutkan 

dengan sedikit akuades.  Kemudian, masukkan dalam labu takar 100 mL dan 

tambahkan akuades sampai tanda batas, homogenkan (Permanasari dkk., 2008). 
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3.3.5.3. Standarisasi Larutan NaOH 

 

Larutan asam oksalat dipipet sebanyak 10 mL, lalu masukkan dalam Erlenmeyer 

dan tambahkan 3 tetes indikator pp.  Kemudian, ke dalam buret 50 mL diisi 

larutan NaOH dan lakukan titrasi.  Titrasi dihentikan setelah ada perubahan warna 

menjadi merah muda membayang dan dicatat volume NaOH yang terpakai.  

Lakukan tiga kali pengulangan dan dihitung konsentrasi larutan NaOH yang 

sebenarnya (Permanasari dkk., 2008).  Adapun persamaan untuk menentukan 

konsentrasi NaOH adalah: 

 

N =  

 

 

Keterangan : 

N = Normalitas larutan NaOH 

mg = Berat asam oksalat yang ditimbang 

BE = Berat ekivalen asam oksalat  

V = Volume larutan NaOH yang digunakan 

Faktor pengenceran = 10 

 

 

 

3.3.6. Uji Nilai pH 

 

pH dari curd dan whey kefir susu kedelai diukur menggunakan pH meter dengan 

mencelupkannya ke dalam curd dan whey kefir.  Sebelum digunakan untuk 

mengukur, pH meter disesuaikan terlebih dahulu melalui proses kalibrasi 

menggunakan larutan buffer fosfat dengan pH 4 dan 7, lalu bilas elektrodanya 

menggunakan akuades dan bilas lagi dengan sampel.  Selanjutnya elektroda 

dicelupkan ke dalam sampel curd dan whey, ditunggu hingga diperoleh 

pembacaan yang stabil (SNI 06-6989.11, 2004). 

 

 

 

 

 

          mg 

  BE x Fp x V 
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3.3.7. Analisis Total Asam Laktat 

 

Kandungan total asam laktat dalam sampel curd dan whey kefir susu kedelai 

menjadi tujuan dari analisis ini.  Metode analisis total asam mengacu pada SNI 

2981: 2009.  Masing-masing 5 gram sampel dilarutkan menggunakan akuades 100 

mL.  Kemudian, diambil 25 mL sampel yang telah diencerkan dan tambahkan 3 

tetes indikator pp.  Gunakan larutan NaOH 0,1 N untuk melakukan titrasi sampai 

diperoleh warna merah muda membayang.  Berikut persamaan yang digunakan 

untuk menghitung total asam laktat: 

 

 

Total asam laktat (%) :  

 

 

Keterangan: 

W = Bobot sampel (mg) 

V = Volume larutan NaOH (mL)  

N = Normalitas dari larutan NaOH  

90 = Bobot yang setara asam laktat 

Faktor pengenceran = 4 

 

 

 

3.3.8. Analisis Total Bakteri Asam Laktat 

 

Tujuan dari pengujian ini adalah menentukan jumlah total BAL yang ada dalam 

sampel curd dan whey kefir susu kedelai.  Metode analisis total BAL mengacu 

pada SNI 2981: 2009. 

 

a. Pembuatan NaCl fisiologis  

NaCl sebanyak 0,85 g dimasukkan ke Erlenmeyer berukuran 100 mL, kemudian 

diencerkan menggunakan akuades hingga tanda batas.  Selanjutnya, tutup dengan 

penyumbat dan dilapisi dengan aluminium foil.  Langkah berikutnya melibatkan 

homogenisasi larutan menggunakan alat magnetic stirrer, dan sterilisasi dalam 

autoklaf pada suhu 120ºC dan tekanan 1 atm dalam waktu 15 menit. 

 

 V x N x 90 x faktor pengenceran x 100% 

W 
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b. Pembuatan media pertumbuhan MRSA  

MRSA sebanyak 13,64 g dilarutkan ke dalam akuades 200 mL.  Larutan 

kemudian dipanaskan hingga mendidih, kemudian sterilisasi dalam autoklaf pada 

suhu 120ºC dalam waktu 15 menit. 

 

c. Pengenceran sampel curd dan whey kefir susu kedelai 

Sampel curd dan whey kefir susu kedelai masing-masing sebanyak 1 mL 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi, tambahkan 9 mL larutan NaCl fisiologis (10-

1).  Untuk mendapatkan pengenceran 10-7, proses pengenceran diulangi dengan 

menggunakan pengenceran bertingkat. 

 

d. Pembiakan bakteri (teknik tuang) 

Proses ini dilakukan dalam Laminar Air Flow (LAF) untuk pembiakan bakteri.  

Sampel curd dan whey kefir susu kedelai sebanyak 1 mL (1000 µL) dari masing-

masing pengenceran 10-5, 10-6, dan 10-7 dimasukkan ke cawan petri, lalu 

dituangkan sebanyak 12-15 mL media MRSA, diputar cawan petri membentuk 

angka 8.  Cawan petri dibungkus dengan wrap dan diinkubasi dalam waktu 24 

jam pada suhu 35ºC setelah media agar memadat.  Untuk menghindari tetesan air, 

cawan petri dibalik.  Kemudian, digunakan colony counter untuk menghitung 

koloni BAL.  Berikut persamaan yang digunakan dalam perhitungan jumlah 

bakteri: 

Jumlah bakteri starter = n x F 

n : rata-rata koloni yang ada dalam cawan petri dari satu pengenceran (koloni/g) 

F : faktor pengenceran rata-rata koloni yang digunakan. 

 

 

 

3.3.9. Pengujian Penurunan Kolesterol secara In Vitro  

 

3.3.9.1. Pembuatan Reagen FeCl3 

 

FeCl3.6H2O sebanyak 8,4 g ditimbang dan dilarutkan dengan asam asetat glasial 

sebanyak 100 mL dalam botol gelap (Rudel and Morris dalam Puspitasari, 2014). 

 

 



20 

 

3.3.9.2. Pembuatan Larutan Baku Kolesterol 

 

Konsentrasi 1000 ppm larutan baku kolesterol dibuat menggunakan 100 mg 

serbuk kolesterol yang dilarutkan dalam etanol 95% sebanyak 100 mL di atas 

waterbath pada suhu ± 45ºC (Puspitasari, 2014). 

 

 

 

3.3.9.3. Pembuatan Kurva Standar 

 

Larutan baku kolesterol 1000 ppm dibuat dalam 5 seri konsentrasi dengan 

masing-masing diambil sebanyak 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; dan 0,5 mL dari larutan baku 

tersebut, lalu ditambahkan etanol 95% hingga volumenya 5 mL, sehingga 

konsentrasi yang dihasilkan adalah 20, 40 ,60 80, dan 100 ppm.  Kemudian, 

masing-masing ditambahkan dengan reagen 2 mL FeCl3, lalu dihomogenkan 

menggunakan vorteks dan diamkan 10 menit dengan bagian luar tabung ditutupi 

alumunium foil agar terlindung dari cahaya.  Tambahkan 1 mL H2SO4 pada 

masing-masing larutan, lalu dihomogenkan dan diamkan sampai 30 menit, lalu 

diukur absorbansinya pada panjang gelombang 496 nm (Anggoro dkk., 2022). 

 

 

 

3.3.9.4. Pengukuran Kadar Kolesterol 

 

Konsentrasi dari larutan sampel whey dan curd masing-masing diambil sebanyak 

5 mL, lalu ditambahkan 5 mL larutan kolesterol 200 ppm dan homogenkan.  

Selanjutnya, dilakukan inkubasi dengan suhu 37ºC dalam waktu 60 menit, lalu 

disentrifugasi selama 5 menit dengan kecepatan 4000 rpm.  Diambil 5 mL 

supernatan, tambahkan reagen 2 mL FeCl3, homogenkan, ditutup dengan 

aluminium foil dan didiamkan 10 menit. Lakukan penambahan 1 mL H2SO4, 

homogenkan dan didiamkan 30 menit.  Setelah itu ukur absorbansinya pada 

panjang gelombang 496 nm.  Untuk kontrol negatifnya berupa 5 mL larutan 

kolesterol konsentrasi 200 ppm ditambahkan dengan 2 mL FeCl3 dan 1 mL H2SO4 

(Anggoro dkk., 2022).  Perhitungan persentase penurunan kolesterol dapat 

digunakan persamaan: 
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A  =  

 

 

Keterangan: 

A = % Penurunan kadar kolesterol  

B = Kadar kolesterol akhir 

C = Kadar kolesterol awal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   C – B     x 100% 

      C 
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Gambar 3. Diagram Alir Penelitian. 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1. Simpulan 

 

 

Simpulan yang diperoleh dari penelitian ini, sebagai berikut: 

1. Variasi waktu fermentasi pada curd dan whey kefir susu kedelai dapat 

mempengaruhi nilai pH, total asam laktat dan total bakteri asam laktat.  

Semakin bertambahnya waktu fermentasi, maka pH akan semakin menurun 

sedangkan total asam laktat dan total bakteri asam laktat akan semakin 

meningkat.  Hasil uji tersebut juga telah memenuhi standar CODEX STAN 

243-2003 sehingga curd dan whey kefir asal susu kedelai layak untuk 

dikonsumsi sebagai minuman probiotik. 

2. Curd dan whey kefir susu kedelai dengan waktu fermentasi berbeda yang diuji 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis memiliki potensi dalam menurunkan 

kadar kolesterol dengan penurunan tertinggi terdapat pada curd fermentasi 36 

jam dan whey fermentasi 24 jam konsentrasi 100 ppm dengan tingkat 

penurunan masing-masing sebesar 44,05% dan 44,03%.   

 

 

 

5.2. Saran 

 

 

Berdasarkan hasil dari penelitian, maka disarankan untuk melakukan uji 

kandungan kadar flavonoid pada kedelai dan mencari metode lain yang dapat 

meningkatkan penurunan kadar kolesterol. Kemudian, dilanjutkan pengujian 

secara in vivo terhadap hewan coba dengan pemberian kefir susu kedelai, lalu 

dilakukan pengambilan darah untuk diuji menggunakan spektrofotometer UV-Vis 
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serta pada manusia sebagai uji klinis mengenai pengaruh konsumsi curd dan whey 

kefir susu kedelai dalam menurunkan kadar kolesterol.    
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