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Abstract 
Soy milk, an extract from soybeans, significantly contributes to human nutritional needs, particularly as a 

source of plant-based protein. The protein quality in soy milk is highly influenced by processing parameters, 

including soybean soaking duration and grinding temperature. This study aimed to determine the optimum 

combination of soaking time and grinding temperature to maximize soy milk's protein content. The effects of 

these two factors were evaluated using Response Surface Methodology (RSM) with a Central Composite 

Design (CCD). Experiments were conducted for 13 experimental combinations, replicated three times. Protein 

content was determined by the Lowry method, while pH measurements were also performed to monitor 

quality. Grinding temperatures ranged from 40°C to 80°C and soaking times varied from 6 to 12 hours, using 

Grobogan soybean variety as the main raw material. Other parameters such as soybean quantity, water 

volume, soaking temperature, and boiling and grinding times were set as controlled variables. Optimization 

results using Design-Expert software indicated that the optimum formulation was achieved at a grinding 

temperature of 61°C and a soaking time of 9 hours 46 minutes. Under these optimum conditions, the resulting 

soy milk exhibited a protein content of 3.1% (w/w) and a pH of 7.02, both meeting established soy milk quality 

standards. 
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Abstrak 

Susu kedelai adalah minuman hasil ekstraksi kacang kedelai yang berkontribusi dalam memenuhi kebutuhan 

gizi manusia, terutama sebagai sumber protein nabati. Kualitas protein dalam susu kedelai sangat 

dipengaruhi oleh parameter proses pengolahannya, termasuk proses perendaman kacang kedelai dan 

penggilingan. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan kombinasi optimum lama perendaman dan suhu 

penggilingan guna memaksimalkan kadar protein dalam susu kedelai. Evaluasi pengaruh kedua faktor 

tersebut dilakukan menggunakan pendekatan Response Surface Methodology (RSM) dengan desain 

eksperimen Central Composite Design (CCD). Eksperimen dilakukan pada 13 kombinasi percobaan yang 

direplikasi sebanyak 3 kali. Kadar protein ditetapkan melalui metode Lowry, sedangkan pengukuran pH juga 

dilakukan untuk memantau kualitas. Pengujian dilakukan dengan variasi suhu penggilingan 40°C hingga 

80°C dan lama perendaman 6 hingga 12 jam, menggunakan jenis kedelai grobogan sebagai bahan baku utama. 

Parameter lain seperti jumlah kedelai, volume air, suhu perendaman serta waktu perebusan dan penggilingan 

ditetapkan sebagai variabel terkontrol. Hasil optimasi menggunakan software Design-Expert menunjukkan 

bahwa formulasi optimum dicapai pada suhu penggilingan 61°C dan lama perendaman 9 jam 46 menit. Pada 

kondisi optimum ini, kadar protein susu kedelai yang dihasilkan adalah 3.1% (w/w) dan pH 7,02, keduanya 

memenuhi syarat mutu susu kedelai yang ditetapkan. 
 

Kata Kunci: Susu kedelai, suhu penggilingan, lama perendaman, protein, Lowry.  
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Pendahuluan 

Susu merupakan salah satu komponen penting yang berkontribusi untuk memenuhi kebutuhan gizi 

manusia. Kandungan nutrisi dalam susu menjadikan susu sebagai sumber gizi baik untuk kesehatan, 

pertumbuhan, dan kecerdasan terutama bagi anak-anak yang sedang dalam masa pertumbuhan [1]. Produk 

susu nabati seperti susu kedelai dapat menjadi pilihan untuk memenuhi kebutuhan gizi. Susu kedelai 

merupakan minuman dari olahan ekstraksi kacang kedelai [2]. Kacang kedelai mengandung protein 

berkualitas tinggi yaitu berkisar 40-50% [3]. 

Protein merupakan salah satu sumber energi bagi tubuh serta memiliki fungsi sebagai zat pembangun 

dan pengatur. Protein terdiri dari asam amino, unit struktural protein, dan peptida sederhana yang terbentuk 

dari beberapa asam amino yang dihubungkan melalui ikatan peptida [4]. Protein kedelai mempunyai 

kandungan asam amino esensial yang paling tinggi dibanding dengan kacang-kacangan lainnya. Biji kedelai 

juga mengandung karbohidrat, vitamin B, vitamin D, dan kalsium yang berguna bagi pertumbuhan tulang 

serta  mengandung lesitin yang membantu perkembangan sel otak [5]. Kandungan protein dalam susu kedelai 

dapat bervariasi tergantung berbagai faktor seperti jenis kedelai yang digunakan dan cara pengolahannya [6].  

Penurunan kadar protein susu kedelai dipengaruhi oleh cara pengolahannya [7]. Pengolahan susu 

kedelai melibatkan proses perendaman dan penggilingan. Proses perendaman dapat menyebabkan 

masuknya air ke dalam dinding sel biji kedelai sehingga terjadi pembengkakan sel-sel kotiledon kedelai yang 

akhirnya akan pecah dan cadangan protein yang disimpan di pusat vakuola pada sel parenkim akan banyak 

keluar. Penelitian terdahulu membuktikan bahwa semakin lama perendaman biji kedelai maka kadar protein 

yang dihasilkan semakin menurun [8]. Kadar protein tertinggi diperoleh pada lama perendaman 9 jam. 

Peneliti lain membuktikan bahwa suhu air pada proses penggilingan juga mempengaruhi kadar protein. 

Kadar protein tertinggi diperoleh pada perlakuan menggunakan suhu air 60°C [9].  

Berdasarkan studi penelitian terdahulu, terlihat bahwa penelitian mengenai pengaruh lama 

perendaman dan suhu penggilingan terhadap kadar protein susu kedelai masih terbatas pada evaluasi faktor 

tunggal. Keterbatasan ini menyebabkan optimasi kadar protein melalui kombinasi serta analisis interaksi 

kedua faktor tersebut secara komprehensif belum banyak dilaporkan. Pendekatan optimasi faktor tunggal 

sering kali mengabaikan potensi efek interaksi, sehingga titik optimum sebenarnya tidak tercapai. Oleh 

karena itu, penelitian ini bertujuan untuk menentukan kombinasi optimum kedua faktor tersebut guna 

memaksimalkan kadar protein susu kedelai.  

Kombinasi faktor tersebut dievaluasi menggunakan desain eksperimen Central Composite Design (CCD) 

dalam Response Surface Methodology (RSM). Pemilihan RSM didasarkan pada kemampuannya menganalisis 

interaksi antar faktor dengan jumlah percobaan yang minimal, sehingga menghemat waktu dan biaya 

penelitian [10]. Penetapan kadar protein dalam penelitian ini dilakukan menggunakan metode Lowry. 

Metode ini dipilih karena kemampuannya dalam meningkatkan sensitivitas deteksi protein [11]. Meskipun 

demikian, metode Lowry memiliki keterbatasan berupa waktu inkubasi yang relatif lama dan rentan terhadap 

interferensi dari berbagai senyawa [12,13]. Berbeda dengan Lorwy, metode Kjeldahl dianggap sebagai metode 

standar untuk penetapan protein susu kedelai namun prosesnya memerlukan waktu analisis yang lebih lama, 

melibatkan penggunaan bahan kimia korosif/toksik serta tidak mampu membedakan jenis nitrogen [12,14]. 

Oleh karena itu, pemilihan metode Lowry dinilai tepat untuk tujuan penelitian ini. 
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Metode Penelitian 

Alat dan Bahan  

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah spektrofotometer UV-Visible (Shimadzu UV-1280®), 

kuvet (Hellma®), vortex (Barnstead Thermolyne Maxi Mix II), neraca analitik (Ohaus®), mikropipet (ukuran 

10-100 µL; 100-1000 µL; 1000-5000 µL; 1-10 mL) (Socorex® dan Dragon Lab®) beserta tipnya, sendok tanduk, 

timbangan digital, blender, panci, gelas, kompor gas, botol plastik, pengaduk (sendok), termometer, saringan 

untuk memisahkan sari kedelai, pH meter (Hanna HI98191), dan alat-alat gelas (Iwaki® dan Pyrex®).  

Bahan yang digunakan yaitu kacang kedelai lokal dibeli dari e-commerce, akuades, NaOH 1 N, 

CuSO4.H2O, K-Na tartrat, Na2CO3, reagen Folin-Ciocalteu, Bovine Serum Albumin (HiMedia®) serta larutan 

buffer pH 4, 7, dan 10. Semua bahan kimia tersebut merupakan pro analysis produksi Merck KGaA. 

 

Penentuan Level Faktor dan Rancangan Formulasi  

Formulasi susu kedelai dirancang menggunakan metode Response Surface Methodology–Central 

Composite Design (RSM–CCD) dengan software Design Expert versi 13. Faktor penelitian yang diteliti meliputi 

lama perendaman dan suhu penggilingan, sedangkan respons yang diuji berupa kadar protein dan pH. Faktor 

pada metode Central Composite Design (CCD) terdiri atas lima level, yaitu aksial minimum (–α), faktorial 

minimum (-1), titik tengah (0), faktorial maksimum (1), dan aksial maksimum (α) [15]. Penentuan level 

minimum dan maksimum bertujuan untuk memastikan kombinasi eksperimen yang dihasilkan software 

berada dalam rentang operasional yang diinginkan [16]. Untuk meningkatkan presisi dalam rentang faktorial, 

titik tengah diulang sebanyak lima kali. Dalam desain CCD dua faktor, nilai α sebesar 1,414 digunakan dan 

umumnya berada di luar batas faktorial. Pemilihan nilai α ini bertujuan menjadikan desain bersifat rotatable 

yang mampu memastikan varians prediksi respons konstan di semua titik pada jarak yang sama dari pusat 

desain. Nilai α diperoleh dari rumus α= (2(k−p))
1/4

dengan 2(k−p) adalah jumlah titik faktorial dalam desain 

dua tingkat. Bagian faktorial ini dapat berupa desain faktorial penuh (2k) yang mencakup semua kombinasi 

level tinggi dan rendah dari k faktor atau desain faktorial fraksional (2k−p) yang hanya menjalankan sebagian 

dari kombinasi tersebut. Untuk CCD dua faktor (k=2), bagian faktorialnya adalah desain faktorial penuh (2)2 

= 4 titik (p=0). Dengan demikian, nilai α dihitung sebagai (4)1/4 = √2 = 1,414. Nilai spesifik α menunjukkan 

jarak setiap titik aksial dari pusat CCD. Apabila nilai α<1 maka titik aksial berada di dalam kubus (ruang 

eksperimen). Jika nilai α=1, titik-titik tersebut berada di permukaan kubus. Apabila nilai α>1 maka titiknya 

berada di luar kubus [15,17]. Titik aksial berfungsi sebagai titik ekstrim untuk memperluas ruang eksperimen 

kombinasi faktor [18]. Titik tengah untuk lama perendaman ditetapkan pada 9 jam berdasarkan hasil terbaik 

penelitian sebelumnya [8], sedangkan titik tengah suhu penggilingan mengacu pada penelitian [9] yang 

membuktikan bahwa suhu penggilingan optimum adalah 60°C. Penentuan level faktor dan rancangan 

formula desain RSM-CCD disajikan pada Tabel 1 dan Tabel 2. 

Tabel 1. Level faktor penelitian  

Faktor 
Level 

- α -1 0 +1 +α 

Suhu penggilingan (°C) 31,72 40 60 80 88,28 

Lama perendaman (jam) 4,76 6 9 12 13,24 
Keterangan: -1 = nilai terendah dari faktor penelitian; 0 = nilai tengah dari faktor penelitian; +1 = nilai tertinggi dari faktor penelitian; - α = titik ekstrim dari 

faktor penelitian; + α = titik ekstrim tertinggi dari faktor penelitian. 

 

Pembuatan Sampel 

Kedelai sebanyak 25 gram dibersihkan secara menyeluruh menggunakan air mengalir sebelum 

dilakukan perendaman. Proses perendaman kedelai dilakukan dalam gelas pada suhu 25°C dengan durasi 

sesuai masing-masing perlakuan. Perbandingan kedelai dan air yang digunakan selama proses perendaman 

yaitu 1:4 atau 100 mL. Selama proses perendaman, air rendaman tidak diganti. Air rendaman dibuang dan 

kulit ari kedelai dibersihkan/dikupas setelah proses perendaman selesai. Kedelai direbus dalam 100 mL air 

dengan api kecil atau sedang selama 5 menit [Modifikasi [19]]. Kedelai kemudian dihaluskan/digiling 

menggunakan blender selama 5 menit dengan penambahan air sebanyak 200 mL. Suhu air yang diberikan 

saat penggilingan sesuai dengan rancangan formula. Proses diakhiri dengan penyaringan untuk memperoleh 

produk akhir berupa susu kedelai [Modifikasi [9]]. Beberapa parameter ditetapkan sebagai variabel terkontrol 

guna memastikan konsistensi proses dan meminimalkan bias dari faktor luar [20]. Parameter tersebut 
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meliputi jenis kedelai, jumlah kedelai, volume air, metode pengukuran pH, suhu perendaman, metode 

pengukuran kadar protein serta waktu perebusan dan penggilingan. 

Tabel 2. Rancangan formula berdasarkan RSM-CCD 

Std Run 
Faktor 1  

A: Suhu penggilingan (°C) 

Faktor 2 

B: Lama perendaman (jam) 

13 1 60 9 

10 2 60 9 

1 3 40 6 

7 4 60 4,75 (4 jam 45 menit*) 

5 5 31,70 (32*) 9 

8 6 60 13,25 (13 jam 15 menit*) 

11 7 60 9 

9 8 60 9 

6 9 88,30 (88*) 9 

2 10 80 6 

4 11 80 12 

12 12 60 9 

3 13 40 12 
Keterangan (*) = kondisi uji 

 

Pembuatan Reagen Lowry  

Prosedur pembuatan reagen Lowry A, B, dan C dilakukan berdasarkan metode penelitian sebelumnya 

dengan beberapa modifikasi. Reagen A dibuat dengan melarutkan 0,2 g K-Na tartarat dan 10 g Na2CO3 ke 

dalam 50 mL NaOH 1 N, kemudian ditambahkan akuades hingga 100 mL. Reagen B disiapkan dengan 

melarutkan 0,2 g K-Na tartarat dan 0,1 g CuSO4.5H2O dalam 90 mL akuades, lalu ditambahkan 10 mL NaOH 

1 N. Reagen Lowry C dibuat dengan mengencerkan 6 mL reagen Folin-Ciocalteau dalam akuades hingga tanda 

batas volume labu takar 100 mL [21]. 

 

Pembuatan Larutan Stok  

Pembuatan larutan stok konsentrasi 1000 ppm dilakukan berdasarkan penelitian sebelumnya, 

sebanyak 10 mg serbuk Bovine Serum Albumin (BSA) ditimbang dan dilarutkan dalam akuades hingga tanda 

batas volume labu takar 10 mL [4]. 

 

Pembuatan Larutan Blanko  

Larutan blanko disiapkan dengan menambahkan 0,5 mL akuades ke dalam labu takar 5 mL, kemudian 

secara berurutan ditambahkan 0,9 mL reagen Lowry A dan 0,1 mL reagen Lowry B selanjutnya dihomogenkan 

dan didiamkan selama 5 menit pada suhu ruang. Sebanyak 3,0 mL reagen Lowry C dan 0,5 mL akuades 

ditambahkan ke dalam larutan, kemudian dihomogenkan menggunakan vortex [Modifikasi [4,22]]. 

 

Penetapan Panjang Gelombang Maksimum  

Penetapan panjang gelombang maksimum dilakukan berdasarkan metode penelitian sebelumnya 

dengan modifikasi larutan stok BSA konsentrasi yang digunakan menjadi 1000 ppm. Diambil 1,0 mL larutan 

stok BSA ke dalam labu takar 5 mL, kemudian secara berurutan ditambahkan 0,9 mL reagen Lowry A dan 0,1 

mL reagen Lowry B selanjutnya dihomogenkan dan didiamkan selama 5 menit pada suhu ruang. Sebanyak 

3,0 mL reagen Lowry C ditambahkan ke dalam larutan, kemudian dihomogenkan menggunakan vortex dan 

diukur pada panjang gelombang 400-800 nm dengan spektrofotometer UV-Vis [22]. 

 

Pencarian Operating Time (OT)  

Pencarian operating time dilakukan berdasarkan metode penelitian sebelumnya dengan modifikasi 

larutan stok BSA konsentrasi yang digunakan menjadi 1000 ppm. Diambil 1,0 mL larutan stok BSA ke dalam 

labu takar 5 mL, kemudian secara berurutan ditambahkan 0,9 mL reagen Lowry A dan 0,1 mL reagen Lowry 

B selanjutnya dihomogenkan dan didiamkan selama 5 menit pada suhu ruang. Sebanyak 3,0 mL reagen Lowry 

C ditambahkan ke dalam larutan, kemudian dihomogenkan menggunakan vortex dan absorbansi diukur 

setiap menit pada panjang gelombang maksimum hingga diperoleh pembacaan yang stabil [22]. 
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Pencarian Kurva Baku  

Kurva baku dibuat menggunakan larutan stok BSA 1000 ppm sesuai metode penelitian sebelumnya 

dengan penyesuaian rentang konsentrasi menjadi 5–60 ppm [4]. Labu takar pertama diisi larutan seri 

konsentrasi 5 ppm yang dibuat dengan menambahkan 0,025 mL larutan stok BSA ke dalam labu takar 5 mL, 

kemudian secara berurutan ditambahkan 0,9 mL reagen Lowry A dan 0,1 mL reagen Lowry B selanjutnya 

dihomogenkan dan didiamkan selama 5 menit pada suhu ruang. Sebanyak 3,0 mL reagen Lowry C dan 0,975 

mL akuades ditambahkan ke dalam larutan, kemudian dihomogenkan menggunakan vortex [22]. Larutan 

didiamkan selama 24 menit pada suhu ruang sebagai operating time. Absorbansi masing-masing konsentrasi 

BSA diukur pada panjang gelombang maksimum menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Larutan seri 

konsentrasi lainnya disiapkan dalam labu takar terpisah, dengan komposisi seperti pada Tabel 3. 

Tabel 3. Komposisi larutan seri konsentrasi BSA 

Volume Larutan 

Stok BSA (mL) 

Reagen Lowry (mL) Volume 

Akuades (mL) 

Volume Akhir 

Larutan (mL) 

Konsentrasi 

BSA (ppm) A B C 

0,025  

 

0,9 

 

 

0,1 

 

 

3,0 

0,975  

 

5 

5 

0,075 0,925 15 

0,225 0,775 45 

0,275 0,725 55 

0,325 0,675 65 

 

Batas deteksi (LOD) dan batas kuantifikasi (LOQ) 

Batas deteksi dan kuantifikasi merupakan parameter yang memegang peranan penting dalam validasi 

prosedur analisis [23]. LOD dan LOQ dihitung secara statistik berdasarkan data kurva baku [24]. Nilai 

tersebut ditentukan menggunakan rumus LOD = 3,3𝜎/S dan LOQ = 10𝜎/S. Simbol 𝜎 memperesentasikan 

standar deviasi residual dan S adalah kemiringan (slope), keduanya merupakan komponen dari persamaan 

regresi linear [25,26].  

 

Preparasi Sampel  

Setiap perlakuan sampel susu kedelai terlebih dahulu diencerkan 10x dengan mengambil 1 mL sampel 

dan menambahkan akuades hingga tanda batas volume labu takar 10 mL. Selanjutnya, 1 mL larutan hasil 

pengenceran pertama diambil dan dilakukan pengenceran tahap kedua dengan metode yang sama. Dengan 

demikian, total faktor pengenceran sampel adalah 100x [27]. 

 

Penentuan Kadar Protein  

Diambil 0,5 mL sampel yang diecerkan 100x ke dalam labu takar 5 mL, kemudian secara berurutan 

ditambahkan 0,9 mL reagen Lowry A dan 0,1 mL reagen Lowry B selanjutnya dihomogenkan dan didiamkan 

selama 5 menit pada suhu ruang. Sebanyak 3,0 mL reagen Lowry C dan 0,5 mL akuades ditambahkan ke 

dalam larutan, kemudian dihomogenkan menggunakan vortex [22]. Larutan didiamkan selama 24 menit pada 

suhu ruang sebagai operating time. Absorbansi diukur pada panjang gelombang maksimum menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis. Pengukuran kadar protein sampel susu kedelai dilakukan sebanyak tiga kali 

replikasi.  

 

Uji pH  

Uji ini dilakukan menggunakan pH meter yang telah dikalibrasi dengan larutan standar buffer pH 4, 7, 

dan 10. Kalibrasi elektroda sebelum pengukuran sampel dilakukan untuk meningkatkan keakuratan hasil 

pengukuran [28]. Pembacaan nilai pH dilakukan setelah elektroda dicelupkan ke dalam sampel dan nilai 

menunjukkan kestabilan [29]. Persyaratan rentang nilai pH susu kedelai yaitu antara 6,5-7 [14].   

 

Analisis Data Respons  

Data respons dianalisis untuk memperoleh model yang sesuai berdasarkan saran software. Pemilihan 

model dilakukan berdasarkan jumlah kuadrat urutan model (sequential model sum of square), uji 

ketidaksesuaian model (lack of fit test), dan ringkasan model secara statistik (model summary statistics). Model 

tersebut selanjutnya dievaluasi menggunakan fitur Analysis of Variance (ANOVA) dengan 
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mempertimbangkan nilai lack of fit, selisih nilai adjusted R2 dengan predicted R2, dan adequate precision. Model 

yang diperoleh ditampilkan dalam bentuk grafik contour permukaan dan tiga dimensi [30,31]. 

 

Penentuan Formulasi Optimum dan Konfirmasi  

Setelah diperoleh model yang sesuai dari masing-masing respon, dilakukan optimasi untuk 

menentukan formula yang menghasilkan kondisi optimum [31]. Optimasi dilakukan dengan menentukan 

target dan skala prioritas untuk setiap faktor dan respons [32]. Target respons ditentukan berdasarkan standar 

mutu susu kedelai mengacu pada SNI 01-3830-1995. Formula optimum dipilih berdasarkan nilai desirability 

tertinggi (mendekati 1) [33]. Nilai desirability menunjukkan tingkat kesesuaian hasil yang mendekati titik 

optimum. Formula optimum kemudian dikonfirmasi dengan membandingkan hasil pengujian dengan 

Confident Interval (CI) atau Prediction Interval (PI) 95% untuk memastikan keakuratan model yang digunakan 

[32,34,35]. Konfirmasi dilakukan dalam tiga kali replikasi atau lebih untuk memastikan kesesuaian antara 

hasil prediksi dengan nilai aktual [15]. 

 

Hasil dan Diskusi 

Metode Lowry merupakan pengujian protein yang didasarkan pada prinsip reaksi Biuret dengan 

penambahan reagen untuk meningkatkan sensitivitas deteksi. Reaksi ini dimulai dengan reduksi ion 

tembaga(II) (Cu2+) menjadi tembaga(I) (Cu+) oleh protein dalam larutan alkali, membentuk kompleks 

berwarna biru. K-Na tartrat ditambahkan untuk menjaga kelarutan dan stabilitas Cu2+ dalam suasana basa, 

mencegah pengendapan, dan memastikan ketersediaan tembaga untuk bereaksi dengan ikatan peptida 

protein. Asam fosfomolibdat/fosfotungstat yang dikenal sebagai Folin-Ciocalteu ditambahkan ke dalam 

larutan dan berinteraksi dengan ion Cu+ (hasil reduksi tembaga dari kompleks awal) serta rantai samping 

asam amino tirosin, triptofan, dan sistein. Reaksi tersebut menghasilkan warna biru-hijau (biru molibdenum) 

yang terdeteksi pada 650–750 nm. Metode ini hampir 100 kali lebih sensitif dibandingkan metode Biuret, 

sehingga memerlukan jumlah sampel protein yang lebih sedikit dan sampel yang telah bereaksi dengan 

pereaksi tidak dapat digunakan lagi untuk pengujian lanjutan [36,37]. 

 

Pembuatan Susu Kedelai 

Susu kedelai dalam penelitian dibuat oleh peneliti untuk menjamin kualitas sampel selama proses 

pengujian. Bahan baku yang digunakan adalah kedelai lokal varietas grobogan yang dibeli melalui e-

commerce. Untuk menjamin kualitas sampel, kedelai dipilih berdasarkan kondisi fisik yang bersih, tidak 

berlubang, dan tidak mengalami kerutan pada permukaannya. Kedelai dibersihkan dari kotoran, kemudian 

direndam untuk melunakkan struktur dan mempermudah proses penggilingan [38]. Proses perebusan 

dilakukan untuk menginaktifkan anti tripsin, menghilangkan zat-zat yang menimbulkan bau langu yang 

disebabkan oleh kerja enzim lipoksigenase [9]. Susu kedelai tanpa pengawet memiliki daya tahan (masa 

simpan) berkisar antara 6-8 jam. Masa simpan dapat bertahan lebih lama (± 24 jam) apabila susu kedelai 

dimasukkan ke dalam almari es (freezer atau rak di bawah freezer) [5].  

 

Penetapan Panjang Gelombang Maksimum 

Penetapan panjang gelombang maksimum dilakukan menggunakan Spektrofotometer UV-Vis pada 

daerah panjang gelombang 400-800 nm dengan serapan 1,0-3,0 A. Pada penelitian ini menunjukkan 

absorbansi sebesar 1,372 pada panjang gelombang 732,0 nm. Panjang gelombang ini sedikit berbeda dengan 

hasil penelitian yang dilakukan oleh penelitian terdahulu yaitu 742,0 nm dengan absorbansi 0,293 [21]. 

Penentuan panjang gelombang yang menghasilkan serapan tertinggi diharapkan mampu memberi 

sensitivitas pengukuran yang optimal [38,39]. 

 

Pencarian Operating Time (OT) 

Pencarian operating time bertujuan untuk mengetahui kestabilan warna yang diperoleh dengan 

pembacaan absorbansi larutan [21]. Pengukuran absorbansi larutan menunjukkan kestabilan pada menit ke-

24 hingga menit ke-26, dengan nilai sebesar 1,238. Kestabilan ini menandakan bahwa reaksi antara ion Cu2+ 

dan ikatan peptida pada protein telah mencapai kondisi optimal, sehingga menit ke-24 ditetapkan sebagai 

operating time seperti pada Gambar 1. 
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Gambar 1. Nilai absorbansi yang diamati setiap menit untuk menentukan waktu optimum pada metode 

Lowry 

Penentuan Kurva Baku 

Penentuan kurva baku diperoleh dengan menghubungkan antara konsentrasi BSA (sumbu x) dengan 

absorbansi (sumbu y). Kurva kalibrasi larutan standar menunjukkan terdapat hubungan yang linier antara 

konsentrasi dan absorbansi dengan nilai koefisien korelasi (r) sebesar 0,9971 [Gambar 2]. Pengujian dari lima 

titik seri konsentrasi kadar didapatkan persamaan regresi linier y = 0,0146x + 0,0817. Perolehan nilai r tersebut 

memenuhi syarat karena nilainya mendekati 1 [38]. 

 

 
Gambar 2. Konsentrasi BSA dan nilai absorbansi yang diukur sebagai dasar pembentukan kurva baku 

Batas deteksi (LOD) dan batas kuantifikasi (LOQ) 

Pengujian batas deteksi dilakukan untuk menilai kemampuan metode analisis mendeteksi konsentrasi 

terendah dari analit suatu sampel dan menghasilkan respons yang signifikan dibandingkan dengan blanko 

[40]. Batas kuantifikasi memiliki kemampuan untuk mengukur jumlah terendah dalam sampel analit dengan 

presisi dan akurasi yang dapat diterima secara tepat dan akurat [41,42]. Batas deteksi diperoleh sebesar 7,58 

ppm (0.000758%w/w) mengindikasikan konsentrasi analit terkecil yang mampu dideteksi metode analisis 

dengan memberikan respons. Sinyal alat terhadap analit dapat dipercaya apabila konsentrasi dalam analit 

melebihi batas deteksi, sedangkan konsentrasi di bawah nilai tersebut maka sinyal yang ditangkap 

sepenuhnya noise [43]. Hasil pengukuran konsentrasi pada batas deteksi memiliki tingkat akurasi yang 

rendah, sehingga belum sepenuhnya dapat dipercaya. Berdasarkan perhitungan, dihasilkan batas kuantifikasi 

sebesar 22,97 ppm atau (0.002297%w/w). Nilai tersebut menunjukkan konsentrasi analit terendah yang 

terkuantifikasi, sekaligus menentukan batas rentang kerja yang diperlukan suatu pengukuran [44]. Hal ini 

menunjukkan bahwa metode analisis yang digunakan mampu memberikan respons yang baik apabila 

digunakan untuk menganalisis analit yang terkandung dalam sampel. 

 

Analisis Data Respon 

Rancangan CCD menyediakan beberapa model statistik untuk menganalisis hasil respon. Beberapa 

model yang umumnya dipertimbangkan antara lain Linear, 2FI (Factor Interacton), Quadratic, dan Cubic. 

Kriteria untuk menentukan kesesuaian suatu model didasarkan pada nilai probabilitas (p-value) dari analisis 

Sequential Model Sum of Squares. Model dinyatakan sesuai dan signifikan apabila nilai p-value <5% atau 0,05 

artinya peluang terjadinya kesalahan dalam pengambilan keputusan maksimal adalah 5%. Semakin kecil nilai 

p-value maka semakin signifikan model tersebut [30,45]. Berdasarkan hasil analisis Sequential Model Sum of 

Squares, model 2FI menunjukkan nilai p-value sebesar 0,7792 untuk respons protein dan 0,8206 untuk respons 
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pH [Tabel 4]. Nilai p-value tersebut menunjukkan bahwa peluang kesalahannya lebih dari 0,05. Dengan 

demikian, model 2FI tidak signifikan dan model kuadratik dipilih sebagai model terbaik untuk kedua respons 

karena nilai p-value <0,05 untuk masing-masing respon. 

Tabel 4. Hasil sequential model sum of squares untuk permodelan kadar protein dan pH 

Response Source 
Sum of 

Squares 
df 

Mean 

Square 
F value p-value  

Protein 

Mean vs Total 108,75 1 108,75    

Linear vs Mean 0,3494 2 0,1747 2,22 0,1590  

2FI vs Linear 0,0072 1 0,0072 0,0835 0,7792  

Quadratic vs 2FI 0,7344 2 0,3672 57,87 <0,0001 Suggested 

Cubic vs Quadratic 0,0289 2 0,0144 4,65 0,0723 Aliased 

Residual 0,0155 5 0,0031    

Total 109,89 13 8,45    

pH 

Mean vs Total 635,18 1 635,18    

Linear 0,1314 2 0,0657 17,58 0,0005  

2FI vs Linear 0,0002 1 0,0002 0,0545 0,8206  

Quadratic vs 2FI 0,0343 2 0,0172 42,89 0,0001 Suggested 

Cubic vs Quadratic 0,0017 2 0,0008 3,70 0,1032 Aliased 

Residual 0,0011 5 0,0002    

Total 635,35 13 48,87    

 

Evaluasi model kedua dilakukan berdasarkan summary statistics [Tabel 5]. Pemilihan model ini 

berdasarkan nilai standar deviasi terendah, PRESS (Prediction Error Sum of Square) terendah, dan nilai R2 

tertinggi. Dalam metode ini, model kubik tidak disarankan ditandai dengan keterangan aliased. Hal ini terjadi 

karena model kubik tidak mampu meningkatkan kecocokan secara signifikan dibandingkan dengan model 

kuadratik. Apabila model tersebut secara statistik signifikan, model tersebut diberi keterangan aliased karena 

tidak sesuai dengan tujuan permodelan [46].  

Evaluasi akhir dilakukan berdasarkan lack of fit (ketidaksesuaian). Model kuadratik lebih disarankan 

pada kedua respons Tabel 6 dan Tabel 7. Berdasarkan hasil evaluasi ketiga kriteria penilaian, model kuadratik 

dipilih sebagai model yang paling sesuai untuk menggambarkan hubungan antara variabel penelitian 

terhadap kadar protein dan pH yang dihasilkan. 

Tabel 5. Summary statistics untuk penentuan model respons kadar protein dan pH 

Response Source 
Std. 

Dev 
R2 Adj R2 Pred R2 PRESS  

Protein 

Linear 0,2804 0,3077 0,1693 -0,2964 1,47  

2FI 0,2942 0,3141 0,0855 -0,4963 1,70  

Quadratic 0,0797 0,9609 0,9329 0,7858 0,2433 Suggested 

Cubic 0,0557 0,9863 0,9672 0,8439 0,1772 Aliased 

pH 

Linear 0,0611 0,7786 0,7343 0,5884 0,0695  

2FI 0,0642 0,7799 0,7066 0,4901 0,0861  

Quadratic 0,0200 0,9834 0,9715 0,9174 0,0139 Suggested 

Cubic 0,0150 0,9933 0,9839 0,9710 0,0049 Aliased 

 

Tabel 6. Hasil uji ketidaksesuaian terhadap data pada respons kadar protein  

Response Source 
Sum of 

Squares 
df 

Mean 

Square 
F-value p-value  

Protein 

Linear 0,7729 6 0,1288 39,40 0,0016  

2FI 0,7657 5 0,1531 46,83 0,0012  

Quadratic 0,0313 3 0,0104 3,19 0,1457 Suggested 

Cubic 0,0025 1 0,0025 0,7492 0,4355 Aliased 

Pure Error 0,0131 4 0,0033    
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Tabel 7. Hasil uji ketidaksesuaian terhadap data pada respons pH 

Response Source 
Sum of 

Squares 
df 

Mean 

Square 
F-value p-value  

pH 

Linear 0,0363 6 0,0060 22,40 0,0048  

2FI 0,0361 5 0,0072 26,72 0,0036  

Quadratic 0,0017 3 0,0006 2,13 0,2395 Suggested 

Cubic 0,000 1 0,000 0,1852 0,6891 Aliased 

Pure Error 0,0011 4 0,0003    

 

Tabel 8. Hasil Analysis of Variance untuk menguji signifikansi model respons kadar protein dan pH 

Response Source 
Sum of 

Squares 
df 

Mean 

Square 
F-value p-value 

Protein 

Model* 1,09 5 0,2182 34,39 <0.0001 

 A-Temperature 0,0015 1 0,0015 0,2428 0,6373 

 B-Time* 0,3479 1 0,3479 54,83 0,0001 

 AB 0,0072 1 0,0072 1,14 0,3213 

 A2* 0,7337 1 0,7337 115,63 <0,0001 

 B2 0,0072 1 0,0072 1,14 0,3210 

Residual 0,0444 7 0,0063   

 Lack of fit** 0,0313 3 0,0104 3,19 0,1457 

 Pure Error 0,0131 4 0,0033   

Cor Total 1,14 12    

 Std. Dev. 0,0797 Adjusted R2 0,9329 

 Mean 2,89 Predicted R2 0,7858 

 Adeq Precision 16,6226 Adj R2-Pred R2 0,1471 

pH 

Model* 0,1660 5 0,0332 82,91 <0,0001 

 A-Temperature 0,0025 1 0,0025 6,18 0,0418 

 B-Time* 0,1290 1 0,1290 322,04 <0,0001 

 AB 0,0002 1 0,0002 0,5619 0,4779 

 A2* 0,0004 1 0,0004 1,04 0,3410 

 B2 0,0343 1 0,0343 85,74 <0,0001 

Residual 0,0028 7 0,0004   

 Lack of fit** 0,0017 3 0,0006 2,13 0,2395 

 Pure Error 0,0011 4 0,0003   

Cor Total 0,1688 12    

 Std. Dev. 0,0200 Adjusted R2 0,9715 

 Mean 6,99 Predicted R2 0,9174 

 Adeq Precision 27,8862 Adj R2-Pred R2 0,0541 
*Significant 

** Not significant 

 

Model kuadratik yang terpilih selanjutnya dianalisis menggunakan Analysis of Variant (ANOVA) untuk 

mengevaluasi signifikansi pengaruh masing-masing variabel serta interaksi antarvariabel terhadap respons 

yang diukur. Hasil ANOVA kedua respons tertera pada Tabel 8. Model kuadratik terbukti berpengaruh secara 

signifikan terhadap respons karena kedua respons memiliki p-value <0,05 yaitu <0,0001. Lack of fit respons 

protein (p = 0,1457) dan pH (p = 0,2395) menunjukkan tidak signifikan (p-value>0,05). Nilai lack of fit yang tidak 

signifikan merupakan model yang baik karena menunjukkan adanya kesesuaian data respons dengan model 

dari faktor [18]. Selisih antara nilai Predicted R2 dan Adjusted R2 respons protein dan pH menunjukkan nilai 

yang sesuai karena kurang dari 0,2. Selain itu, nilai Adeq. Prescision lebih besar dari 4 yang menunjukkan 

bahwa model tersebut memiliki rasio sinyal terhadap noise yang kuat sehingga model yang diperoleh dari 

hasil analisis data dapat diterima [47]. Pengujian asumsi kenormalan residual untuk respons kadar protein 

dan pH dievaluasi melalui pendekatan visual dan statistik [Gambar 3 dan Tabel 9]. Grafik normal probability 

plot of residuals menunjukkan bahwa titik-titik residual terdistribusi di sepanjang garis lurus, sehingga residual 



Journal of Pharmaceutical and Sciences 2025; 8(3), (e949)- https://doi.org/10.36490/journal-jps.com.v8i3.949 

 1461 
Electronic ISSN : 2656-3088   

Homepage: https://www.journal-jps.com  

 

dinyatakan telah mengikuti distribusi normal [47,48]. Untuk memperkuat asumsi visual tersebut, dilakukan 

uji normalitas Shapiro-Wilk. Pemilihan uji Shapiro-Wilk didasarkan pada jumlah sampel penelitian yang 

kurang dari 50. Hasil uji menunjukkan nilai signifikansi (p-value) sebesar 0,224 untuk residual kadar protein 

dan 0,191 untuk residual pH. Kedua nilai p-value lebih besar dari 0,05, sehingga dapat disimpulkan bahwa 

residual kedua model terdistribusi secara normal [49].  

 

 
(a) 

 
(b) 

Gambar 3. Grafik normal plot vs residual protein (a); dan pH (b) menunjukkan kesesuaian model 

Tabel 9. Hasil uji shapiro-wilk untuk normalitas residual 

 
Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. 

Externally Studentized Residual Protein 0,916 13 0,224 

Externally Studentized Residual pH 0,911 13 0,191 

Y1 = 0,0139(A) − 0,2085(B) − 0,0425(AB) − 0,3247(𝐴2) − 0,0322(𝐵2) (1) 

Y2 = −0,0176(A) − 0,1270(B) − 0,0075(AB) − 0,0077(𝐴2) − 0,0702(𝐵2) (2) 
Keterangan:  

Y1 = respons protein;  

Y2 = respons pH; 

A = suhu penggilingan;  

B = lama perendaman 

 

Persamaan regresi menggambarkan kontribusi masing-masing variabel terhadap respon. Berdasarkan 

persamaan 1 dapat diketahui bahwa suhu penggilingan (A) memberikan respons positif terhadap protein (𝑌) 

yang dihasilkan, artinya kadar protein meningkat seiring dengan kenaikan suhu (dalam batas rentang 

tertentu). Hasil penelitian menunjukkan bahwa variasi lama perendaman dan suhu penggilingan secara 

signifikan mempengaruhi kadar protein dan pH susu kedelai, seperti yang terlihat pada Tabel 10. 

Tabel 10Kadar protein susu kedelai yang diperoleh berkisar antara 2.41-3.39%w/w, sedangkan nilai pH 

berada dalam rentang 6,70-7,10. Kadar protein tertinggi diperoleh pada lama perendaman 4,75 jam dan suhu 

penggilingan 60ºC (3.39%w/w), sedangkan kadar protein terendah diperoleh pada lama perendaman 9 jam 

dan suhu penggilingan 88,30ºC (2.41%w/w).  

Hasil ini sesuai dengan penelitian terdahulu bahwa seiring bertambahnya suhu penggilingan maka 

kadar protein semakin meningkat kemudian menurun apabila sudah mencapai titik optimum [9]. Kadar 

protein cenderung naik pada suhu awal karena gerakan molekul air dan protein yang lebih cepat sehingga 

membantu pelarutan protein globular (legumelin) ke dalam air. Pada suhu di atas 60ºC, kadar protein 

mengalami penurunan karena denaturasi protein. Hal tersebut dibuktikan pada lama perendaman 9 jam, 

kadar protein menurun dari 3.14%w/w (suhu 60ºC) menjadi 2.41%w/w (suhu 88,3ºC). Proses denaturasi ini 

merusak struktur protein, mengurangi kelarutannya, dan memicu penggumpalan (koagulasi), sehingga 

menghambat ekstraksi protein secara optimal. Penggunaan suhu tinggi juga dapat menyebabkan adanya 

reaksi Maillard dan penurunan protein terlarut [50].  

Reaksi kimia ini melibatkan interaksi antara gugus amino (terutama gugus ε-amino lisin) dan gugus 

karbonil dari gula pereduksi [51]. Lisin sangat rentan terhadap reaksi Maillard karena ketidakstabilan 



Journal of Pharmaceutical and Sciences 2025; 8(3), (e949)- https://doi.org/10.36490/journal-jps.com.v8i3.949 

 1462 
Electronic ISSN : 2656-3088   

Homepage: https://www.journal-jps.com  

 

kimianya pada pemanasan dan memiliki dua gugus fungsional amin. Laju reaksi Maillard meningkat seiring 

kenaikan suhu [52,53]. Penurunan kualitas protein karena berkurangnya jumlah lisin setelah bereaksi dengan 

gula pereduksi merupakan efek utama dari reaksi Maillard. Perubahan struktur protein akibat denaturasi 

menyebabkan terbukanya lipatan molekul protein. Kondisi ini membuat lisin lebih mudah bereaksi dengan 

gula dan mempercepat terjadinya reaksi Maillard. Reaksi ini membentuk rantai samping glikosil lisin yang 

tidak dapat dicerna dan menghambat penyerapan. Lisin yang terlibat dalam reaksi Maillard juga dapat 

membentuk zat yang menghambat atau bersifat anti-nutrisi [52,54]. Pembentukan senyawa tidak larut ini 

mengurangi jumlah protein terukur. Oleh karena itu, suhu penggilingan yang tepat sangat penting untuk 

mendapatkan kadar protein maksimal. 

Tabel 10. Nilai respons kadar protein dan pH yang diukur pada masing-masing run dalam rancangan RSM-

CCD 

Std Run 
Faktor 1  

A: Suhu penggilingan (°C) 

Faktor 2 

B: Lama perendaman (jam) 

Kadar Protein 

(%w/w) 
pH 

1 3 40 6 2,84 7,08 

2 10 80 6 3,03 7,06 

3 13 40 12 2,60 6,87 

4 11 80 12 2,62 6,82 

5 5 31,70 (32*) 9 2,48 7,05 

6 9 88,30 (88*) 9 2,41 7,00 

7 4 60 4,75 (4 jam 45 menit*) 3,39 7,10 

8 6 60 13,25 (13 jam 15 menit*) 2,67 6,70 

9 8 60 9 3,14 7,05 

10 2 60 9 3,10 7,05 

11 7 60 9 3,17 7,05 

12 12 60 9 3,13 7,01 

13 1 60 9 3,02 7,02 
Keterangan (*) = kondisi uji 

 

Pada persamaan regresi meningkatnya lama perendaman akan menurunkan kadar protein. Temuan ini 

konsisten dengan data percobaan, pada perendaman yang lebih lama menunjukkan penurunan kadar protein. 

Pada suhu penggilingan 60ºC kadar protein menurun dari 3.39%w/w (perendaman 4,75 jam) menjadi 

3.14%w/w (perendaman 9 jam) dan 2.57%w/w (perendaman 13,25 jam). Hasil ini didukung oleh penelitian 

sebelumnya yang membuktikan bahwa semakin lama waktu perendaman maka kadar protein cenderung 

menurun karena adanya protein terlarut ke air perendaman [8,55].  

Perendaman yang lebih lama akan membuat struktur biji kedelai melunak dan lebih banyak air masuk 

ke dalam sel. Sel-sel kotiledon akan membengkak dan akhirnya pecah, sehingga cadangan protein yang 

tersimpan dalam vakuola sel parenkim lebih banyak keluar. Hal tersebut menyebabkan protein yang keluar 

ke air perendaman semakin banyak dan kandungan protein yang dapat diekstrak ke dalam sari kedelai pun 

berkurang. Proses ini menunjukkan bahwa durasi perendaman yang terlalu panjang dapat mengurangi 

perolehan protein dari kedelai. Interaksi AB bernilai negatif, menunjukkan bahwa peningkatan satu variabel 

harus diimbangi dengan penurunan variabel lain untuk mempertahankan respons [33,56].  

Hasil uji kadar protein dari 13 formula susu kedelai menunjukkan seluruhnya memenuhi persyaratan 

dengan kadar minimal 2.0%w/w [14]. Hubungan antara lama perendaman dan suhu penggilingan terhadap 

kadar protein ditunjukkan dalam bentuk contour dan bentuk tiga dimensi pada Gambar 4. Area berwarna biru 

merupakan daerah dengan nilai respons tertinggi, sedangkan area berwarna merah merepresentasikan nilai 

respons terendah dalam rentang kondisi percobaan yang dievaluasi. Kontribusi variabel terhadap respons pH 

menunjukkan penurunan seiring dengan peningkatan suhu penggilingan (A) dan lama perendaman (B) 

seperti yang terlihat pada Persamaan 2. Perubahan lama perendaman memiliki pengaruh lebih dominan 

terhadap pH dibandingkan suhu penggilingan. Perbandingan tersebut dapat dilihat dari nilai koefisien lama 

perendaman yang lebih besar daripada suhu penggilingan.  

Berdasarkan hasil percobaan, peningkatan suhu penggilingan tidak menunjukkan pengaruh signifikan 

terhadap pH. Pada perendaman 9 jam, pH sedikit bergeser dari 7,05 (suhu penggilingan 31,7ºC) menjadi 7,05 

(suhu penggilingan 60ºC) dan 7,0 (suhu penggilingan 88,3ºC). Suhu penggilingan tidak menunjukkan 
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pengaruh signifikan terhadap pH karena durasi proses penggilingan yang singkat (5 menit) tidak memadai 

untuk memicu perubahan pH berarti melalui fermentasi. Selama perendaman terjadi penurunan pH yang 

semakin signifikan seiring dengan bertambahnya waktu. Penurunan pH ini secara langsung disebabkan oleh 

aktivitas fermentasi alami bakteri selama proses perendaman, yang dapat ditandai dengan munculnya bau 

asam dan buih pada air rendaman [8]. Berdasarkan hasil percobaan, pH susu kedelai akan menurun seiring 

dengan perpanjangan durasi perendaman. Pada suhu penggilingan 60ºC, pH menurun dari 7,1 (perendaman 

4,75 jam) menjadi 7,05 (perendaman 9 jam) dan 6,7 (perendaman 13,25 jam). Hasil percobaan tersebut selaras 

dengan prinsip penelitian terdahulu yang menyatakan bahwa penurunan nilai pH pada perendaman yang 

lebih lama disebabkan oleh aktivitas fermentasi [8].  

Dalam penelitian ini, interaksi antara penambahan suhu penggilingan dan lama perendaman (AB) 

terhadap pH menunjukkan respons negatif artinya jika salah satu nilai variabel ditingkatkan maka variabel 

lain harus diturunkan untuk mendapatkan respons yang sama [33,56]. Hasil uji pH dari 13 run menunjukkan 

bahwa run 2, 3, 4, 5, 7, 8, dan 10 dengan pH berturut-turut sebesar 7,05; 7,08; 7,10; 7,05; 7,05; 7,05 dan 7,06 tidak 

memenuhi persyaratan pH yaitu 6,5-7,0. Hubungan antara lama perendaman dan suhu penggilingan 

terhadap pH divisualisasikan dalam bentuk contour dan bentuk tiga dimensi pada Gambar 5. 

 

  
(a) (b) 

Gambar 4. Grafik contour plot (a); dan tiga dimensi (b) hubungan variasi lama perendaman dan suhu 

penggilingan respons protein. 

 
 

 
(a) 

 
(b) 

Gambar 5. Grafik contour plot (a); dan tiga dimensi (b) hubungan variasi lama perendaman dan suhu 

penggilingan respons pH 

 

Penentuan Formulasi Optimum dan Konfirmasi 

Optimasi hasil percobaan dilakukan dengan menetapkan parameter, target (goal), batas maksimum dan 

minimum serta tingkat kepentingan (importance) masing-masing variabel sesuai dengan tujuan penelitian 

[Tabel 11]. Tingkat kepentingan parameter suhu penggilingan dan lama perendaman ditetapkan 

menggunakan target in range mengacu pada rentang nilai hasil pengukuran sebenarnya. Respons protein 
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ditetapkan maximize karena semakin tinggi kadar protein maka semakin baik. Pada respons pH dipilih in 

target = 7 mengacu pada rentang pH yang disyaratkan untuk susu kedelai yaitu 6,5-7,0. Penetapan target 

tersebut dilakukan untuk memastikan bahwa formulasi yang dihasilkan tidak hanya memiliki kadar protein 

yang tinggi, tetapi juga mempertahankan pH dalam rentang batas syarat mutu pH susu kedelai. Penetapan 

target in range menunjukkan bahwa nilai dalam batas tersebut dapat diterima, sedangkan maximize 

menandakan bahwa batas bawah merupakan nilai minimum yang dapat diterima dan batas atas merupakan 

hasil terbaik yang diinginkan. Berdasarkan kriteria optimasi tersebut, didapatkan empat solusi dengan nilai 

desirability masing-masing sebesar 0,812; 0,613; 0,379 dan 0,122 [Tabel 12]. Nilai desirability yang mendekati 1 

dapat menentukan derajat ketepatan hasil solusi optimal [57]. Formula dengan nilai desirability tertinggi 

dipilih untuk tahap konfirmasi dan visualisasi formulasi optimum disajikan pada Gambar 6. 

 

 
(a) 

 
(b) 

Gambar 6. Grafik contour plot (a); dan tiga dimensi (b) hubungan variasi lama perendaman dan suhu 

penggilingan desirability formulasi optimum 

Tabel 11. Kriteria respons untuk formulasi optimum 

Parameter Goal Limit Importance 

Temperature/suhu penggilingan in range 40-80 +++ 

Time/lama perendaman in range 6-12 +++ 

Protein (%w/w) maximize 2,41-3,39 +++ 

pH target = 7 6,7-7,1 +++ 

 

Tabel 12. Solusi formulasi optimum 

No Temperature Time Protein pH Desirability Selected 

1 60,960 9,767 3,056 7,000 0,812 Selected 

2 80,000 9,270 2,778 7,000 0,613  

3 79,999 6,000 3,020 7,077 0,379  

4 40,000 6,000 2,907 7,097 0,122  

 

Konfirmasi hasil optimasi dilakukan pada formula optimum yang direkomendasikan software Design 

Expert versi 13, yaitu lama perendaman 9,767 jam dan suhu penggilingan (60,960°C). Pengujian konfirmasi ini 

menghasilkan kadar protein 3.1%w/w dan pH 7,02. Nilai respons uji dibandingkan dengan rentang prediksi 

95% Confidence Interval (95% CI) dan 95% Prediction Interval (95% PI), hasil menunjukkan bahwa kadar 

protein 3.1%w/w berada dalam rentang 95% CI (2,9727–3,1393) dan 95% PI (2,91902–3,19299). Demikian pula, 

nilai pH 7,02 berada dalam rentang 95% CI (6,97909–7,0209) dan 95% PI (6,9656–7,03443).  

Pengukuran ketepatan akurasi model dilakukan dengan menghitung persentase error antara nilai 

prediksi model dan nilai aktual hasil konfirmasi. Hasil perhitungan menunjukkan persentase error yang 
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rendah, yaitu 1,42% untuk respons kadar protein dan 0,28% untuk respons pH. Persentase error yang rendah 

mengindikasikan model regresi memiliki akurasi prediksi yang baik dan menunjukkan bahwa software Design 

Expert versi 13 mampu memprediksi respons sediaan dengan baik [Tabel 13]. 

Tabel 13. Hasil prediksi berdasarkan RSM-CCD 

Response Predicted Std Dev 95% CI low 95% CI high 95% PI low Actual 95% PI high 

Protein 3,056 0,0796548 2,9727 3,1393 2,91902 3,1 3,19299 

pH 7,00001 0,0200105 6,97909 7,0209 6,9656 7,02 7,03443 

 

Kesimpulan  

Penelitian ini menunjukkan bahwa kombinasi suhu penggilingan dan lama perendaman memengaruhi 

kadar protein dan pH susu kedelai. Kombinasi suhu penggilingan 61ºC dan lama perendaman 9 jam 46 menit 

merupakan formulasi optimal yang dihasilkan dari Design Expert metode RSM-CCD. Kadar protein dan pH 

yang dihasilkan memenuhi syarat mutu susu kedelai pada SNI 01-3830-1995, yaitu sebesar 3.1%w/w dan 7,02. 

Hasil ini dapat memberikan panduan bagi industri, khususnya dalam menentukan formulasi yang efisien 

untuk memproduksi susu kedelai dengan kualitas gizi optimal. Perlu diingat bahwa temuan ini didasarkan 

pada varietas kedelai tertentu dan dilakukan dalam skala laboratorium, sehingga penerapannya pada varietas 

lain atau skala produksi komersial membutuhkan penelitian lebih lanjut. 
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