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Kefir is a probiotic drink that is good for health, such as overcoming lactose 

intolerance, antioxidants and antibacterials. Kefir can be made from cow's milk, 

goat's milk or soy milk. This study aims to determine the chemical composition 

and bioactive peptides in whey and curd kefir in Etawa goat milk and their 

bioactivity as antioxidants and antibacterials. The methods used in this study 

include fermentation of Etawa goat milk with 10 % kefir seeds; analysis of 

chemical composition of protein, fat, total lactic acid, and alcohol; organoleptic 

test; bioactivity test (antibacterial and antioxidant); and identification of peptides 

including determination of peptide molecular weight and analysis of amino acid 

composition. The results showed that protein, fat, total lactic acid, and alcohol 

were relatively better in kefir curd, namely 7.08 %; 1.46 %; 0.93 %; and 0.45 %. 

The addition of 40 % (v/v) honey had a significant effect (p<0.05) on increasing 

the value of taste, aroma, texture and color in the organoleptic test of whey and 

curd kefir in Etawa goat milk. Antibacterial activity on kefir curd was in the strong 

category against Bacillus cereus bacteria with a clear zone diameter of 7 mm and 

medium category against Escherichia coli with a clear zone diameter of 6 mm. 

Antioxidant activity belongs to a very strong antioxidant group in curd with the 

addition of honey having an IC50 of 40.03 ppm. The kefir peptide weight in whey 

and kefir curd has three main bands, namely 10 kDa, 15 kDa, and 33 kDa. 

Meanwhile, curd kefir has one other band with a weight of 24 kDa which has a 

fairly high intensity. The results of the analysis of the amino acid composition of 

UPLC and LCMS showed that the 5 highest amino acids were glutamic acid, 

proline, leucine, serine, and lysine which had an effect on antioxidant activity. 
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Kefir merupakan salah satu minuman probiotik yang baik untuk kesehatan, seperti 

mengatasi intoleransi laktosa, antioksidan, dan antibakteri. Kefir dapat dibuat dari 

susu sapi, susu kambing, ataupun susu kedelai. Penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui komposisi kimia dan peptida bioaktif pada whey dan curd kefir susu 

kambing Etawa serta bioaktivitasnya sebagai antioksidan dan antibakteri. Metode 

yang digunakan pada penelitian ini meliputi fermentasi susu kambing Etawa 

dengan bibit kefir 10 %; analisis komposisi kimia protein, lemak, total asam 

laktat, dan alkohol; uji organoleptik; uji bioaktivitas (antibakteri dan antioksidan); 

dan identifikasi peptida meliputi penentuan berat molekul peptida dan analisis 

komposisi asam amino. Hasil penelitian menunjukkan bahwa protein, lemak, total 

asam laktat, dan alkohol relatif lebih baik pada curd kefir yaitu 7,08 %; 1,46 %; 

0,93 %; dan 0,45 %. Penambahan madu 40 % (v/v) memberi pengaruh nyata 

(p<0,05) terhadap peningkatan nilai rasa, aroma, tekstur dan warna pada uji 

organoleptik whey dan curd kefir susu kambing Etawa. Aktivitas antibakteri pada 

curd kefir termasuk kategori kuat terhadap bakteri Bacillus cereus dengan 

diameter zona bening 7 mm dan kategori sedang terhadap Escherichia coli dengan 

diameter zona bening 6 mm. Aktivitas antioksidan termasuk golongan antioksidan 

sangat kuat pada curd dengan penambahan madu memliki IC50 40,03 ppm. Berat 

peptida kefir pada whey dan curd kefir memiliki tiga pita utama yaitu 10 kDa, 15 

kDa, dan 33 kDa. Sedangkan curd kefir terdapat satu pita lain dengan berat 24 

kDa yang memiliki intesintas cukup tinggi. Hasil analisis komposisi asam amino 

UPLC dan LCMS terdapat 5 asam amino tertinggi yaitu asam glutamat, prolin, 

leusin, serin, dan lisin yang memberikan pengaruh terhadap aktivitas antioksidan. 

 

Kata kunci: whey dan curd, kefir, susu kambing Etawa, peptida, antibakteri dan 

antioksidan   
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1.  Latar Belakang   

Susu adalah salah satu minuman begizi tinggi karena di dalam susu mengandung 

berbagai zat makanan lengkap dan seimbang seperti protein, lemak, karbohidrat, 

mineral, dan vitamin (Park et al., 2007). Disisi lain tidak semua orang dapat 

mengonsumsi susu terutama penderita intoleransi laktosa. Hal ini disebabkan 

karena laktosa yang terdapat pada susu tidak bisa tercerna menjadi komponen 

sederhana yang dapat diserap oleh tubuh seperti glukosa dan galaktosa, sehingga 

menimbulkan gangguan pada sistem pencernaan. Proses hidrolisis laktosa dibantu 

oleh enzim laktase yang terdapat di usus halus. Defisiensi enzim laktase dapat 

menyebabkan intoleransi laktosa namun, penderita intoleransi laktosa dapat 

diatasi dengan mengonsumsi susu hasil fermentasi karena melalui proses ini 

fementasi kandungan laktosa pada susu dapat diurai menjadi produk yang lebih 

sederhana (Heyman, 2006; Demir, et al., 2020). Menurut Ibrahim et al. (2021) 

susu fermentasi diketahui memiliki berbagai manfaat untuk kesehatan dan dapat 

mengatasi masalah intoleransi laktosa. Produk olahan susu hasil fermentasi telah 

banyak diketahui seperti, yakult, yoghurt dan kefir (Kristiandi dkk., 2021). 

 

Kefir merupakan salah satu minuman probiotik dengan bahan baku berupa susu 

yang diolah melalui tahap fermentasi. Kefir memiliki efek terapeutik karena 

mengandung komponen bioaktif dan dapat berpotensi menjaga kesehatan tubuh 

seperti membantu mencegah kanker usus besar dan menurunkan kadar kolestrol 

dalam darah (Ganatsios et al., 2021). Kefir memiliki rasa asam dan aroma khas 

hasil fermentasi. Fermentasi kefir dibuat dengan menambahkan bibit kefir yang 

mengandung berbagai macam bakteri asam laktat seperti, genus Lactobacillus   
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(L. achidophilus, L. brevis, L. helveticus, L. kefir),  genus Leuconostoc 

(Leuconostoc mesenteroides), genus Bifidobacterium (Bifidobacterium lactis) dan 

khamir (Kluyveromyces lactis, K. Marxianus, Saccharomyces cerevisiae) (Brien 

et al., 2016). Bakteri dan khamir menguraikan laktosa yang terdapat pada susu 

dan mengubahnya menjadi asam laktat dan etanol. Hal ini yang menyebabkan 

kefir memff iliki rasa asam yang berasal dari hasil akhir proses fermentasi dengan 

kandungan laktosa yang lebih rendah (Taylor et al., 2013).  

 

Beberapa cara dilakukan untuk meningkatkan cita rasa dan mengurangi rasa asam 

yang timbul dari kefir, pada penelitian sebelumnya telah memadukan kefir dengan 

menambahkan bahan perasa lain untuk meningkatkan cita rasa, seperti 

penambahan sari buah jambu biji merah dengan konsentrasi 30 % setelah 

fermentasi pada kefir susu kambing (Rahayu dkk., 2020). Penelitian lain 

melakukan optimasi penambahan jus buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) 

terhadap kefir susu kambing sehingga dapat meningkatkan kualitas organoleptik 

dan antioksidan (Ningsih dan Haris, 2022). Selain itu dilakukan juga penambahan 

madu sebesar 40 % (v/v) terhadap kefir susu kambing dapat menigkatkan nilai 

organoleptik pada panelis yaitu rasa dan kesukaan, namun tidak dilaporkan efek 

penambahan madu terhadap kandungan protein, lemak, asam laktat, dan alkohol 

(Jaya dkk., 2017). Penambahan madu selain dapat meningkatkan cita rasa yang 

lebih baik juga memiliki banyak manfaat dan kegunaan bagi manusia misalnya, 

memiliki sifat antibakteri dan antioksidan (Rio dkk., 2012). 

 

Proses pembuatan kefir  menghasilkan dua bagian yang disebut curd dan whey. 

Kefir yang berasal dari lapisan atas (curd) disebut dengan kefir prima, sedangkan 

berasal dari bagian bawah (cair) disebut dengan whey kefir. Adapun jenis kefir 

yang dibuat tanpa proses pemisahan lapisan atas dan bawah pada saat fermentasi 

disebut kefir optima (Julianto et al., 2016). Ragam dan manfaat dari produk 

olahan kefir telah banyak diteliti, dikembangkan, dan dibuat dari berbagai macam 

susu sebagai bahan dasar, seperti susu sapi (Yirmibesoglu and Ozturk, 2020), 

kolostrum sapi (Nurhasanah dkk., 2019), sari nabati seperti kedelai (Gamba et al., 

2020) ataupun susu kambing (Ersan et al., 2016). 
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Susu kambing merupakan salah satu pangan fungsional alami yang memiliki 

kandungan kimia yang berbeda dengan susu sapi. Karakteristik susu kambing 

lebih unggul dibanding susu sapi, yaitu memiliki kandungan β-laktoglobulin yang 

lebih rendah dan memiliki ukuran globula lemak yang lebih kecil, sehingga 

memudahkan lemak dicerna oleh saluran pencernaan (Mahdi et al., 2017). Susu 

kambing juga memiliki gizi lengkap, beberapa kandungan seperti kalsium dan 

mineral lebih tinggi dibandingkan susu sapi. Susu kambing juga memiliki protein 

yang lebih mudah dicerna, tetapi kurang disukai karena memiliki bau tidak enak 

(goaty flavour) yang berasal dari asam lemak rantai pendek dan sedang, misalnya 

asam kaprat, asam kaproat, dan asam kaprilat (Ceballos et al., 2009). Salah satu 

jenis kambing di Indonesia yaitu kambing Etawa yang memiliki beberapa 

keunggulan diantaranya menghasilkan susu dengan kandungan gizi lebih tinggi 

dibandingkan dengan jenis kambing lain. Pada kambing Etawa terkandung 5,3 % 

protein dan 4,6 % lemak, sedangkan pada susu kambing kacang memiliki 3,6 % 

protein dan 4,2 % lemak (Caesar dkk., 2016).   

 

Adanya pengolahan susu menjadi susu fermentasi adalah salah satu cara untuk 

meningkatkan nilai nutrisi, varian minuman probiotik, dan untuk menghilangkan 

aroma bau “amis” pada semua susu segar (Baarri dkk., 2003). Pada penelitian 

Purwaningsih dkk. (2019) menggunakan susu kambing Etawa dalam pembuatan 

kefir dengan optimalisasi bibit yang digunakan dan penambahan perasa sukrosa. 

Kefir susu kambing Etawa yang terbuat dengan penambahan bakteri Lactobacillus 

acidophilus FNCC 0051 berpengaruh (p ≤ 0,05) terhadap penurunan pH, kadar 

alkohol dan peningkatan bakteri asam laktat (Martharini and Indratiningsih, 

2017). Pada penelitian Ningsih dan Haris (2022) kefir susu kambing Etawa 

dengan penambahan jus buah naga 45% (v/v) dapat meningkatkan kualitas warna, 

aroma, rasa, dan memiliki aktivitas antioksidan sebesar 79,24%. Selain 

kandungan kimia tersebut, susu kambing Etawa yang dihidrolisis dengan enzim 

mengandung peptida bioaktif yang memiliki aktivitas antibakteri (Diana dan 

Giordan, 2020).   
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Peptida bioaktif merupakan kumpulan dari 2-50 asam amino yang terikat satu 

sama lain dengan ikatan peptida yang memiliki manfaat bagi kesehatan. Peptida 

bioaktif dapat dibebaskan dari protein induknya melalui hidrolisis oleh enzim 

proteolitik atau melalui proses fermentasi (Taniguchi et al., 2018). Peptida 

bioaktif yang dihasilkan pada saat fermentasi memiliki aktivitas seperti 

antihipertensi, antibakteri, antioksidan, antimikroba, dan antiinflamasi. Peptida 

bioaktif juga memiliki fungsi yang baik untuk kesehatan tubuh seperti aktivitas 

biologis dalam sistem pencernaan, kekebalan, dan saraf (Chai et al., 2020; Rubak 

et al., 2021).  

 

Penelitian terkait peptida biokatif dari produk susu dan olahannya telah dilaporkan 

seperti peptida bioaktif penghasil antioksidan dari hidrosilat protein susu kedelai. 

Hasil analisis SDS PAGE menunjukkan adanya fragmen-fragmen peptida pada 

kisaran 3-15 kDa. Fragmen peptida hasil fraksinasi memiliki aktivitas antioksidan 

dengan nilai lC50 281,74 ppm (Septiana, 2019). Susu kambing yang diolah 

menjadi yoghurt mengandung asam glutamat yang merupakan salah satu 

penyusun peptida bioaktif yang memiliki fungsi antioksidan dengan komposisi 

asam amino Val-Lys-Glu-Ala-Met-Pro-Lys (Mahdi et al., 2017).  Pada penelitian 

Falcao et al. (2017)  menjelaskan bahwa kandungan peptida bioaktif pada kefir 

dari susu domba memiliki aktivitas antioksidan dan antibakteri. Beberapa 

penelitian yang telah dilaporkan di atas menunjukkan pentingnya peptida bioaktif 

yang terkandung pada produk fermentasi susu. Sampai saat ini laporan terkait 

peptida bioaktif masih terbatas pada peptida kefir secara umum, belum ada yang 

melakukan analisis peptida kefir whey dan curd hasil fermentasi susu kambing 

Etawa serta penambahan madu pada bioaktivitasnya.  

 

Berdasarkan latar belakang dari uraian di atas, pada penelitian ini dilakukan 

analisis kimia dan identifikasi peptida bioaktif dari produk fermentasi kefir berupa 

whey dan curd yang diduga memiliki kandungan peptida bioaktif yang 

bermanfaat. Selain itu, untuk meningkatkan cita rasa pada produk kefir whey dan 

curd dilakukan penambahan madu sebanyak 40 % (v/v). 
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1.2. Tujuan Penelitian  

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Mendapatkan nilai komposisi kimia dan nilai organoleptik whey dan curd kefir 

hasil fermentasi susu kambing Etawa. 

2. Mengetahui aktivitas antioksidan dan antibakteri whey dan curd kefir hasil 

fermentasi susu kambing Etawa. 

3. Mengetahui identitas peptida bioaktif dari whey dan curd hasil fermentasi kefir 

susu kambing Etawa berdasarkan berat molekul. 

 

1.3. Manfaat Penelitian  

Adapun manfaat dari penelitian ini adalah untuk mengembangkan pemanfaatan 

susu kambing Etawa dan varian yang dihasilkan sebagai salah satu pangan 

fungsional serta memperkenalkan kepada masyarakat tetang manfaat minuman 

probiotik kefir untuk kesehatan. Peptida yang berhasil diidentifikasi dapat 

dikembangkan lebih lanjut dalam bidang yang relevan seperti untuk 

pengembangan di dunia farmasi dan bioteknologi.  



   

 

 

 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

 

2.1 Kefir  

Kefir merupakan minuman susu fermentasi yang diproduksi dengan menggunakan 

bibit kefir. Perbedaan utama antara kefir dan produk susu fermentasi lainnya 

adalah penggunaan bibit kefir yang disebut kefir grains atau biji kefir. Bibit kefir 

berukuran dari 2 hingga 20 mm atau lebih dan terlihat kecil seperti kembang kol 

bentuk dan warnanya (Kesenkas et al., 2017). 

 

 
 

Gambar 1. Bibit Kefir  

 

Bibit kefir terdiri kumpulan  berbagai bakteri asam laktat (Lactobacillus, 

Streptococcus sp, Bifidiobacterium) dan khamir (Saccharomyces cerevisiae, 

Kluyveromyces marxianus). Mikroorganisme yang berada dalam bibit kefir 

menunjukkan kompleks hubungan simbiosis dan beberapa spesies telah 

diidentifikasi, termasuk L. brevis, L. helveticus, L. kefir, Leuconostoc 

mesenteroides, Kluyveromyces. lactis, K. marxianus, dan Pichia fermentans  

(Amorima et al., 2019). 

 

Pembuatan kefir melalui proses fermentasi menghasilkan padatan yang disebut 

curd dan lapisan yang bening berupa cairan disebut dengan whey. Kefir yang 
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berasal dari lapisan curd disebut dengan kefir prima, sedangkan kefir yang berasal 

dari bagian cair disebut dengan whey kefir. Adapun kefir yang terbuat dari curd 

dan whey yang dicampurkan setelah dipisahkan dari bibit kefir disebut dengan 

kefir optima (Julianto et al., 2016). Fermentasi susu menggunakan bakteri asam 

laktat yang terdapat pada bibit kefir sering digunakan untuk menghasilkan susu 

fermentasi dan diyakini memberikan manfaat kesehatan serta menyembuhkan 

beberapa penyakit (Mahdi et al.,  2017). 

 

 

2.2 Susu Kambing  

Susu kambing merupakan salah satu pangan fungsional alami yang memiliki 

karakteristik kimia yang berbeda dengan susu sapi. Laktosa dan protein yang 

terkandung dalam susu kambing hampir sama dengan susu sapi, namun terdapat 

beberapa perbedaan pada struktur dan proteinnya. Susu kambing juga 

mengandung beberapa asam lemak rantai tengah dan lipid globular yang relatif 

kecil dibandingkan dengan susu sapi. Produk olahan pangan dengan bahan dasar 

susu kambing telah dikembangkan sebagai produk pangan obat atau biomedis 

yang bermanfaat bagi kesehatan (Mahdi et al., 2017). Susu kambing selain 

memiliki rantai asam lemak pendek juga memilki protein yang lebih mudah 

dicerna (Ceballos et al., 2009). 

 

Susu kambing memiliki kandungan gizi lengkap, diketahui beberapa kandungan 

yang terdapat pada susu kambing dapat dilihat pada Tabel 1.  

 

Tabel 1. Kandungan rata-rata gizi pada susu kambing (Park et al., 2007). 

Kandungan Jumlah (%) 

Lemak  3,8 

Protein   3,4 

Laktosa  4,1 

Kasein  2,4 

Abu  0,8 

Padatan non lemak  8,9 

Kalori/100 ml 70 
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Berdasaran Tabel 1 susu kambing memiliki nilai gizi yang lengkap, namun kurang 

disukai karena memiliki bau yang tidak enak (goaty flavour) berasal dari asam 

lemak rantai pendek dan sedang, misalnya asam kaprat (102,53 mg/100g), asam 

kaproat (210,18 mg/100g), asam laurat (1648,51 mg/100g), dan asam kaprilat 

(119,90 mg/100g) (Ceballos et al., 2009).  

 

Kambing di Indonesia memiliki beragam jenis, seperti kambing sapera, anglo 

nubian, kacang, dan Etawa (Rusdiana et al., 2016). Kambing Etawa yang 

memiliki beberapa keunggulan diantaranya menghasilkan susu dengan kandungan 

gizi lebih tinggi dibandingkan dengan jenis kambing lain. Pada kambing Etawa 

terkandung 5,3 % protein dan 4,6 % lemak, sedangkan pada susu kambing kacang 

memiliki 3,6 % protein dan 4,2 % lemak (Caesar dkk., 2016).  

 

Adanya pengolahan susu menjadi susu fermentasi adalah salah satu cara untuk 

meningkatkan nilai nutrisi, varian minuman probiotik, dan untuk menghilangkan 

aroma bau “amis” pada semua susu segar (Baarri dkk., 2003). Pada penelitian 

Sulmiyati dkk. (2018) dilakukan uji kandungan pada kefir susu susu kambing, 

diperoleh bahwa kandungan susu kambing yang terbaik dengan karakteristik kefir 

pH 3,89, persentase asam laktat 0,14 dan kadar etanol 0,72 %, namun pada 

penelitian ini tidak dijelaskan jenis kambing yang digunakan.  

 

 

2.3. Madu  

Madu merupakan cairan yang dihasilkan oleh lebah (Apis mellifera). Penyusun 

utama madu adalah monosakarida 75 – 80 % (fruktosa 38,2 % dan glukosa 31,3 

%), disakarida (1,31 % sukrosa, 7,11 % laktosa, dan 7,31 % maltosa), dan air (15 

– 23 %). Madu memiliki osmolaritas yang tinggi dan memiliki pH antara 3,4 

hingga 6,1 (Bogdanova et al.,  2004). Madu dapat digunakan sebagai makanan 

dan obat tradisional, karena memiliki banyak manfaat dan kegunaan bagi 

kesehatan manusia. Madu mengandung nektar atau gula eksudat dari tanaman 

yang dikumpulkan oleh lebah madu dan menjadi salah satu obat tradisional untuk 

kesehatan. Salah satu manfaat madu memiliki sifat antibakteri dan antioksidan. 
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Manfaat antibakteri berasal kandungan flavonoid yang ada dalam madu dan 

memiliki mekanisme antibakteri yang terdiri dari tekanan osmotik madu, 

keasaman, dan adanya senyawa penghambat dalam madu (Rio dkk., 2012). 

Penggunaan madu dalam kefir akan mengurangi rasa asam dan meningkatkan 

nilai organoleptik dari kefir. Madu mengandung karbohidrat sederhana seperti 

glukosa dan fruktosa. Kedua karbohidrat sederhana memiliki gugus hidroksil 

bebas yang aktif. Gugus hidroksil yang aktif bereaksi dengan kandungan asam 

kefir membentuk senyawa ester dan air. Reaksi ini menghasilkan pengurangan 

jumlah total asam. Peningkatan viskositas kefir disebabkan oleh kemampuan 

madu untuk mengikat air. Kondisi ini akan mempengaruhi sifat kimia kefir yang 

sudah jadi. Perubahan sifat produk dapat diketahui secara tidak langsung oleh 

konsumen melalui perubahan selera atau nilai kesukaan (Padauleng et al., 2021). 

 

 

2.4. Manfaat Kefir  

Kefir merupakan salah satu minuman probiotik yang memiliki banyak manfaat 

untuk kesehatan dan mengandung metabolit yang baik untuk meningkatkan sistem 

kekebalan tubuh. Kefir memiliki efek terapeutik seperti membantu pengobatan 

lactose intolarance, mencegah kanker usus besar, dan menurunkan kadar kolestrol 

dalam darah (Ganatsios et al., 2021). Pada saat proses fermentasi berlangsung 

laktosa akan terhidrolisis oleh bakteri dan ragi yang terdapat pada bibit kefir 

(Pogacic et al., 2013). 

 

Kefir termasuk salah satu produk makanan fungsional, yaitu makanan yang 

berfungsi sebagai sumber nutrisi dan juga berkhasiat terapeutik karena 

mengandung komponen bioaktif, sehingga berpotensi menjaga kesehatan tubuh. 

Aktivitas mikroba dalam kefir mampu menghasilkan komponen metabolit asam 

organik, protein, peptida aktif dan polisakarida yang berperan sebagai komponen 

bioaktif antimikroba, antioksidan dan mempunyai nilai tambah terhadap 

peningkatan fungsional produk (Diana dan Giordan, 2020). Pada saat fermentasi 

kefir berlangsung, dihasilkan peptida dan bakteri eksopolisakarida, yang telah 

terbukti memiliki sifat bioaktif. Hasil uji in vivo pada  hewan diketahui bahwa 
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kefir memiliki sifat antioksidan, antikanker, antimutagenetik, dan antibakteri 

(Farnworth, 2005). 

 

Kefir memiliki nutrisi yang tinggi untuk dikonsumsi karena efeknya dapat  

meningkatkan kesehatan. Kefir yang difermentasi memiliki kandungan peptida 

yang lebih tinggi dibandingkan dengan susu yang tidak difermentasi. Hal ini 

dikarenakan adanya mikroflora yang terdapat pada biji kefir. Peptida bioaktif 

tersebut memiliki fungsi sebagai inhibitor Angiotensin Converting Enzim (ACE), 

antimikroba, imunomodulasi, pengikatan mineral, antioksidan, dan efek 

antitrombotik (Ebner et al., 2015). 

 

 

2.5. Peptida Bioaktif  

Peptida bioaktif merupakan produk hidrolisis protein pangan yang memiliki 

fungsi biologis pada pengaturan fungsi tubuh dan kesehatan. Peptida bioaktif di 

dalam susu diketahui memiliki berbagai macam fungsi yang bermanfaat bagi 

kesehatan tubuh seperti imunomodulator, imunostimulator, antihipertensi, 

antihiperkolesterol, serta berbagai manfaat lainnya. Peptida bioaktif terikat pada 

prekursor protein pangan dan akan dilepaskan melalui proses hidrolisis melalui 

beberapa cara: 1. Melalui enzim proteolisis disaluran pencernaan; 2. Secara in-

vitro menggunakan enzim proteolisis yang diisolasi dari tumbuhan atau 

mikroorganisme; 3. Melalui proses fermentasi (Guha et al., 2021). Beberapa 

peptida bioaktif telah diisolasi dan diidentifikasi dari berbagai sumber pangan, 

seperti susu instan, telur, daging sapi, ayam, produk susu fermentasi, ikan dan 

kedelai. Salah satu sumber utama peptida bioaktif adalah susu. Sifat fungsional 

peptida bioaktif ditentukan oleh komposisi asam amino dari peptida bioaktif, 

misalnya peptida dengan komposisi asam amino Val-Lys-Glu-Ala-Met-Pro-Lys 

memiliki fungsi antioksidan (Mahdi et al., 2017). 

 

Makanan yang memiliki kandungan protein tinggi diketahui sebagai sumber 

peptida bioaktif. Susu dan produk olahan susu, termasuk susu fermentasi, telah 

diidentifikasi sebagai sumber peptida bioaktif (Tagliazucchi, et al., 2019). Proses 
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fermentasi adalah salah satu cara untuk menghasilkan peptida bioaktif dari proses 

hidrolisis protein susu menggunakan mikroba. Bakteri yang dominan terlibat 

selama proses hidrolisis protein menjadi asam amino adalah Bakteri Asam Laktat 

(BAL). Peptida yang dilepaskan bervariasi dalam jumlah dan urutan peptida, dan 

di antaranya adalah peptida bioaktif (Rubak et al., 2021). 

 

Peptida bioaktif memiliki urutan asam amino pendek, biasanya 2 sampai 20 

residu, memiliki berat molekul rendah dibandingkan dengan berat protein. Selain 

itu, peptida bioaktif memiliki residu asam amino N-terminal dan C-terminal 

(Clara et al., 2016). Peptida bioaktif adalah fragmen protein spesifik yang 

memberikan berbagai manfaat pada tubuh manusia yang dapat mempengaruhi 

kesehatan. Hal  tergantung pada sifat struktural dan komposisi asam amino dan 

urutannya (Chai et al., 2020). Peptida bioaktif memiliki berbagai aktivitas 

fungsional, antara lain antimikroba, antihipertensi, aktivitas hipoglikemik, 

imunomodulasi, dan antioksidan (Koopman et al., 2009).  

 

Peptida bioaktif dengan susunan asam amino Val-Lys-Glu-Ala-Met-Ala-Pro-Lys 

memeiliki fungsi fisiologis sebagai antioksidan (Ledesma et al., 2004). Pada 

penelitian isolasi peptida bioaktif antioksidan dari susu kambing dengan proses 

fermentasi menggunakan bakteri Lactobacillus delbruecki bulgaricus, diperoleh 

urutan asam aminonya: Ala-Arg-His-Pro-His-Pro-His-Leu-Ser-Phe-Met (Ricci-

cabello et al., 2012).  

 

2.6. Antioksidan 

Antioksidan merupakan senyawa pendonor elektron atau reduktan. Antioksidan 

juga merupakan senyawa yang dapat menghambat proses oksidasi dengan 

mengikat radikal bebas serta molekul yang sangat reaktif (Kesenkas et al., 2011). 

Radikal bebas adalah suatu senyawa atau molekul yang mengandung satu atau 

lebih elektron yang tidak berpasangan pada orbital luarnya. Adanya elektron tidak 

berpasangan menyebabkan senyawa tersebut sangat reaktif mencari pasangan, 
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dengan cara menyerang dan mengikat elektron yang berada di sekitarnya sehingga 

dapat memicu timbulnya penyakit (Khaira, 2010). 

 

Ada dua kelompok sumber antioksidan, yaitu antioksidan sintetik (antioksidan 

yang diperoleh dari hasil sintesa reaksi kimia) dan antioksidan alami (antioksidan 

hasil ekstraksi bahan alami atau yang terkandung dalam bahan alami). 

Antioksidan alami berasal dari senyawa fenolik seperti golongan flavonoid. 

Flavonoid adalah suatu golongan metabolit sekunder yang dihasilkan oleh 

tanaman (Saija et al., 1995). 

 

Antioksidan adalah senyawa yang dapat menunda, memperlambat, dan mencegah 

proses oksidasi lipid. Antioksidan juga dapat didefinisikan sebagai zat yang 

dapatmencegah terbentuknya reaksi radikal bebas (peroksida) dalam oksidasi 

lipid. Antioksidan sintetik diketahui memiliki efek samping yang besar antara lain 

menyebabkan kerusakan hati seperti BHA (butylated hidroxy aniline) dan BHT 

(butylated hidroxy toluen) (Elias et al., 2008). 

 

Salah satu sumber antioksidan berasal dari produk olahan fermentasi seperti kefir. 

Kefir memiliki sifat antioksidan yang berbeda beda bergantung pada bahan dasar 

susu yang digunakan. Pada penelitian Falcao et al (2017) menggunakan susu 

domba sebagai bahan pembuatan kefir diperoleh antioksidan antara 18,39-72,41 

%. Sedangkan pada penelitian lain menggunakan campuran susu kambing dan 

susu sapi sebagai bahan dasar yang akan difermentasi dengan berbagai strain bibit 

kefir (L. plantarum, L. fermentum, L. rhamnosus and L. acidophilus). Hasil 

antioksidan terbaik pada susu fermentasi menggunakan L. acidophilus (Biadala 

and Adzahan, 2021).  

 

2.7. Antibakteri  

Kefir bermanfaat bagi kesehatan antara lain memperbaiki proses pencernaan dan 

memproduksi senyawa antibakteri. Komponen antibakteri yang dihasilkan selama 

fermentasi kefir seperti asam organik (asam laktat dan asetat), karbondioksida, 

hidrogen peroksida, etanol, diasetil dan peptida (bakteriosin) yang tidak hanya 
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berguna untuk menghambat pertumbuhan bakteri pathogen dan bakteri pembusuk 

selama pengolahan dan penyimpanan makanan, tetapi dapat pula digunakan untuk 

pencegahan beberapa gangguan pencernaan dan infeksi (Farnworth, 2005). 

Bakteri asam laktat merupakan mikroorganisme yang terdapat di dalam minuman 

fermentasi, salah satunya kefir. Bakteri asam laktat merupakan kelompok 

organisme probiotik yang memiliki efek antibakteri. Sifat antibakteri ini dapat 

memberikan perlindungan terhadap mikroorganisme patogen dan non patogen 

(Azizkhani et al., 2020). 

 

Pada penelitian (Hanum et al., 2021) diketahui bahwa kefir susu kambing 

memiliki sifat antibakteri terhadap bakteri Propionibacterium acnes membentuk 

zona hambat antara 8,17 hingga 9,50 mm. Penelitian lain melaporkan bahwa kefir 

susu kambing menunjukkan aktivitas penghambatan pada bakteri Staphylococcus 

aureus (Diana dan Giordan, 2020). Pada penelitian Sulmiyati et al., (2019) 

diketahui bahwa kefir susu kambing berpotensi sebagai antibakteri terhadap 

patogen E.coli ATCC 8739 dan Salmonella enteric subsp. enterica serovar 

typhimurium ATCC 14028.  

 

2.8. Prinsip Pengujian 

2.8.1. Metode 2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

Prinsip kerja metode DPPH yaitu adanya atom hidrogen berasal senyawa 

antioksidan yang berikatan dengan elektron bebas di senyawa radikal sehingga 

menyebabkan perubahan dari radikal bebas (diphenylpicrylhydrazyl) menjadi 

senyawa non-radikal (diphenylpicrylhydrazine). Hal ini ditandai adanya 

perubahan warna dari ungu menjadi kuning (senyawa radikal bebas tereduksi 

oleh adanya antioksidan). Pada metode DPPH digunakan parameter IC50 yaitu 

konsentrasi sampel yang diharapkan dapat menangkap radikal DPPH sebanyak 50 

% (Molyneux, 2004).  

  

Peptida bioaktif memiliki fungsi tertentu sesuai dengan asam amino penyusunnya. 

Asam amino yang memiliki muatan positif seperti lisin, arginin dan histidin dapat 
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mendonorkan muatannya terhadap radikal bebas. Pada pengujian ini peptida 

bioaktif yang memiliki fungsi sebagai antioksidan akan mengikat radikal pada 

DPPH dengan ditandai adanya perubahan warna ungu menjadi kuning (Guha, et 

al., 2021). Pada penelitian Biadała dan Adzahan (2021) menggunakan metode 

DPPH untuk membandingkan kandungan antioksidan pada kefir susu sapi dan 

kefir susu kambing. Hasil yang diperoleh bahwa pada susu kambing memiliki 

kadar antioksidan lebih tinggi dari kefir susu sapi yaitu antara  25,71- 56,98 %. 

 

2.8.2. Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrilamide Gel Electrophoresis  

Elektroforesis SDS PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrilamide Gel 

Electrophoresis) adalah metode yang digunakan untuk memisahkan protein 

berdasarkan ukuran berat molekulnya. Protein didenaturasi dengan menambahkan 

SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) untuk memisahkan protein secara spesifik sesuai 

dengan berat molekul. Elektroforesis SDS PAGE termasuk ke dalam kelompok 

elektroforesis zona, yaitu kelompok elektroforesis yang    dibedakan berdasarkan 

medium penyangganya. Elektroforesis SDS PAGE menggunakan gel buatan 

sebagai medium penyangga. Gel yang digunakan terbentuk dari polimerisasi 

akrilamida dengan N, N’- metilena bis akrilamida. Protein dapat dipisahkan dari 

protein jenis lainnya berdasarkan ukuran, kelarutan, muatan dan afinitas electron 

(Baroni et al., 2002). 

 

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 

(Zong et al., 2019). Denaturasi protein dilakukan dengan merebus sampel dalam 

buffer yang mengandung β‐ merkaptoetanol (berfungsi untuk mereduksi ikatan 

disulfida), gliserol dan SDS (Wilson and Walker, 2000). Pada penlitian Mahdi et 

al. (2019) menggunakan SDS PAGE untuk menentukan berat peptida pada 

sampel yoghurt susu kambing dan diperoleh berat molekul kurang dari 3 kDa 

yang diketahui sebagai antioksidan. Sedangkan pada penelitian Soenarno et al 

(2013) menggunakan elektroforesis SDS PAGE untuk mengetahui berat molekul 
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peptida pada sampel dadih dan dangke. Hasil berat molekul pada dadih yaitu 

56,91 kDa dan diperoleh dua berat molekul dangke yaitu 12,38 kDa dan 9,12 kDa.  

 

2.8.3. Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) 

Analisa kandungan asam amino menggunakan High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) dengan mekanisme pemisahan yang dilakukan secara 

prakolom diikuti oleh pemisahan fase terbalik dengan menggunakan detektor 

fluoresensi sehingga akan menghasilkan analisis dalam bentuk kromatogram. 

Prinsip pemisahan HPLC didasarkan pada distribusi senyawa sampel antara fase 

gerak dengan adanya tekanan dan fase diam (dalam kolom) (Wilson and Walker, 

2000).  

 

Ultra Performance Liquid Chromatography merupakan pengembangan alat 

HPLC. Mekanisme pemisahan pada HPLC dan UPLC sama, namun instrumen 

UPLC memiliki kelebihan yaitu waktu analisis lebih cepat, sensitivitas dan 

selektivitasnya lebih tinggi, pelarut yang digunakan sedikit dan resolusinya lebih 

tinggi (Reddy et al., 2012). 

 

Pada penelitian Kustiawan dkk. (2010) menggunakan metode HPLC untuk 

menganalisa kandunga asam amino pada produk olahan susu fermentasi dangke 

dari bahan baku susu sapi dan diperoleh hasil tertinggi kandungan asam glutamat. 

Pada pembuatan yogurt dengan adanya variasi penambahan susu skim yang 

dilakukan uji kandungan asam amino dengan metode HPLC  memiliki komposisi 

asam glutamat tertinggi pada setiap variasinya (Farida dkk., 2020). 

 

2.8.4. Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LCMS) 

Liquid Chromatograph Mass Spectrometry (LCMS) merupakan satu-satunya 

teknik kromatografi cair dengan detektor spectrometer massa. Penggunaan LCMS 

untuk penelitian bio-analisis dimulai pada akhir 1980. Sampel yang akan 

dianalisis dengan LCMS pertama-tama dilewatkan melalui kromatografi cair untuk 

memisahkan komponen-komponen yang ada pada sampel. Selanjutnya, 
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komponen-komponen atau molekul tersebut akan dilanjutkan ke spektrometri 

massa. Molekul tersebut akan melalui proses ionisasi yang dapat dilakukan 

dengan berbagai cara. Salah satu teknik ionisasi yang palings sering digunakan 

adalah electrospray ionisation (ESI) (Mechmeche, 2019). 

 

Pada penelitian (Limbad et al., 2023) menggunakan LCMS untuk identifikasi 

asam amino pada whey kefir dan diperoleh kandungan asam amino tertinggi pada 

asam glutamat yaitu 85 % dari total asam amino pada whey kefir. Penelitian lain 

menggunakan LCMS untuk mengidentifikasi profil peptida pada sampel 

fermentasi susu kambing dengan bakteri Lactobacillus delbrueckii ssp. 

delbrueckii BD7 berdasarkan kemiripan residu asam amino pada C-terminal 

diperoleh 28 peptida penghambat ACE (Angiotensin Converting Enzyme), 19 

peptida antioksidan, dan 10 peptida antimikroba (Rubak et al., 2021).  

https://id.wikipedia.org/wiki/Ionisasi


   

 

 

 

 

 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

 

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktober 2022 sampai dengan Mei 2023 

bertempat di Laboratorium Biokimia, Universitas Lampung. Analisis kimia 

(protein, lemak, total asam laktat, alkohol, dan organoleptik) dilakukan di 

Laboratorium THP Politeknik Negeri Lampung. Analisis antioksidan dilakukan di 

Laboratorium Terpadu Sentra Informasi dan Teknologi Universitas Lampung dan 

analisis antibakteri di Laboratorium Mikrobiologi Universitas Lampung. 

Identifkasi peptida bioaktif yang meliputi penentuan berat molekul SDS PAGE 

dilakukan di Laboratorium Sentral Universitas Padjajaran dan analsis komposisi 

asam amino dengan UPLC dan LCMS dilakukan di Laboratorium Saraswanti 

Indo Genetech. 

 

3.2. Alat dan Bahan 

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah alat-alat gelas (Pyrex), 

autoklaf (Gea), oven (Memmert), timbangan digital (Ohaus), seperangkat alat 

kjedahl (Velp Scientifica), batu didih, vortex (Boeco), pH meter (Eutech), toples 

kaca, saringan (Yukata), inkubator (Memmert), seperangkat alat sokhletasi 

(Buchi), alkoholmeter (Boeco), cawan petri (Normax), paper disk (Advantec), 

standar Mc farland (Remel), spektrofotometri Uv-Vis (Shimadzu), LCMS 

(Shimadzu), dan UPLC (Drawell).  

 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu susu kambing Etawa yang 

diambil dari peternakan Telaga Risqi (Metro Timur), bibit kefir (UIN Sunan 
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Gunung Djati Bandung), madu komersil (Ghaliban), akuades, asam klorida 

(Merck), natrium hidroksida (Merck), Na2SO4 (Merck) , H2SO4 pekat (Merck),  

n-heksan (Merck), metanol (Merck), DPPH (1,1-diphenyl-2- picrylhydrazyl), 

NaCl (Merck), biakan bakteri Salmonella dan Escherichia coli, media Nutrient 

Agar (Merck), kloramfenikol (Forma mart), Bovine Serum Albumin (Sigma 

Aldrich), Sodium Dodesil Sulfat (Sigma Aldrich), larutan akrilamid (Merck), 

stacking buffer Tris-HCl 0,5 M pH 6.8 (Sigma Aldrich), resolving buffer Tris-

HCl 1,5 M pH 8.8 (Sigma Aldrich), ammonium persulfat APS (Sigma Aldrich), 

tetrametiletilendiamin TEMED (Serva), dan coomassie blue (Himedia).  

 

3.3. Prosedur Penelitian 

3.3.1. Sterilisasi Alat  

Sterilisasi dilakukan dengan cara membungkus alat-alat kaca menggunakan 

kertas, kemudian di masukkan kedalam autoklaf selama 30 menit pada suhu  

120
 
°C dengan tekanan 1 atm. Alat-alat di oven dengan suhu 80

 
°C. Ruang dan 

meja kerja harus dibersihkan sebelum memulai penelitian dengan menggunakan 

alkohol, hal ini dilakukan supaya menghindari adanya kontaminan dari 

lingkungan sekitar (Safitri dan Swarastuti, 2013). 

 

3.3.2. Pembuatan Kefir Susu Kambing Etawa  

Pembuatan kefir susu kambing Etawa dilakukan dengan cara yaitu susu kambing 

Etawa dipasteurisasi pada suhu 72 °C selama 15 detik, kemudian susu kambing 

Etawa dibiarkan pada suhu ruang hingga suhunya mencapai ± 30 °C (Magalhaes 

et al., 2011). Susu kambing Etawa yang telah dipasteurisasi diambil sebanyak 1L 

ditambahkan dengan 10 % bibit kefir. Susu kefir yang dibuat difermentasi pada 

suhu 37
 
°C selama 48 jam (Nurhasanah et al., 2019). Setelah fermentasi 

ditambahkan dengan madu sebanyak 40 % (v/v) (Jaya et al., 2017). 
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3.3.3. Pembuatan Media dan Larutan Stok 

3.3.3.1. Pembuatan Media Nutrient Agar 

Pembuatan media diawali dengan menimbang 7 g Nutrient Agar dan dilarutkan ke 

dalam 250 mL akuades. Media yang telah dibuat ditangkan kedalam cawan petri 

sebanyak 15 mL dan didiamkan sampai mengeras. 

 

3.3.3.2. Pembuatan Larutan NaOH 45 % 

Akuades 100 mL ditambahkan kedalam gelas ukur, lalu masukkan 45 gram NaOH 

dan aduk hingga larut sempurna. Larutan NaOH tersebut dimasukkan ke dalam  

erlenmeyer 250 mL dan dikocok hingga homogen. Larutan dapat digunakan untuk 

pengujian.  

 

3.3.3.3. Pembuatan Larutan HCl 0,1 N 

Akuades 250 mL dimasukkan kedalam erlenmeyer 500 mL kemudian 

ditambahkan dengan HCl pekat 2  mL. larutan  HCl  dikocok hingga homogen. 

gelas ukur dan aduk hingga larut sempurna. Larutan HCl 0,1 N dapat digunakan 

untuk pengujian.  

 

3.3.3.4. Pembuatan Larutan NaOH 0,1 N 

Akuades 500 mL ditambahkan kedalam gelas ukur, lalu masukkan 2 gram NaOH 

dan aduk hingga larut sempurna. Larutan NaOH tersebut dimasukkan ke dalam 

erlenmeyer 750 mL dan dikocok hingga homogen. Larutan dapat digunakan untuk 

pengujian.  

 

3.3.3.5. Pembuatan Larutan DPPH  40 ppm 

DPPH sebanyak 4 mg kemudian dilarutkan dengan 100 mL etanol 96 % dalam 

gelas ukur dan aduk hingga larut sempurna. Larutan NaOH tersebut dimasukkan 

ke dalam erlenmeyer 250 mL dan dikocok hingga homogen. Larutan dapat 

digunakan untuk pengujian. 
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3.3.3.6. Pembuatan Larutan Buffer Fosfat 0,01 M pH 7 

Larutan kalium dihidrogen fosfat (KH2PO4) 0,01 M sebanyak 50 mL dicampur 

dengan natrium hidroksida (NaOH) 0,01 M sebanyak 39,1 mL. Larutan 

dicampurkan dan ditambahkan akuades hingga 200 mL. Larutan tersebut diukur 

pH-nya menggunakan pH meter sampai pH 7. 

 

3.3.4. Analisis Kadar Air, Abu, dan Karbohidrat Susu Kambing Etawa  

3.3.4.1. Analisis Kadar Air 

Analisis kadar air menggunakan metode gravimetri (AOAC, 2015). Pada 

prinsipnya, metode gravimetri dilakukan dengan mengukur selisih berat sebelum 

pemanasan dengan berat sampel setelah proses pemanasan. Metode ini 

dapat dilakukan dengan menggunakan alat oven. Sampel ditimbang sebanyak 2 g 

di dalam wadah porselen. Sampel dikeringkan di dalam oven pada suhu suhu 105 

C selama 30 menit. Kadar air ditentukan dengan rumus berikut: 

% Air =  

 

3.3.4.2. Analisis Kadar Abu  

Analisis kadar abu menggunakan metode gravimetri (AOAC, 2015). Cawan 

porselen kosong ditimbang terlebih dahulu, kemudian sampel ditimbang sebanyak 

2 g. Sampel tersebut dikeringkan dengan tanur pada suhu 550 °C selama 3 jam. 

Setelah itu, tanur dimatikan dan ditunggu sampai dingin dan ditimbang berat 

akhirnya. Kadar abu dihitung menggunakan rumus sebagai berikut: 

% Abu =  

 

3.3.4.3. Analisis Karbohidrat  

Analisis kadar karbohidrat menggunakan metode by difference. Perhitungan 

Carbohydrate by Difference adalah penentuan karbohidrat dalam bahan makanan 

secara kasar dan hasilnya dicantumkan dalam daftar komposisi bahan makanan 

http://www.saka.co.id/product-detail/memmert/un110-universal-oven-108-l
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yang diperoleh dengan mengurangi 100% dengan kadar protein, air, abu dan 

lemak (AOAC, 2015). Kadar kaebohidrat dihitung menggunakan rumus sebagai 

berikut: 

% karbohidrat = 100 % - (kadar air + kadar abu + kadar protein + kadar lemak) % 

 

3.3.5. Analisis Kadar Protein  

Analisis kadar protein bertujuan untuk mengetahui kadar protein kasar yang 

terdapat dalam sampel kefir susu kambing Etawa menggunakan metode kjedahl 

sesuai dengan standar SNI 2981: 2009. Sampel ditimbang sebayak 1 g dan 

dimasukkan ke dalam labu kjeldahl, ditambahkan 1 g Na2SO4 anhidrat, 10 mL 

H2SO4 pekat (97 %), dan batu didih. Kemudian dilakukan destruksi di atas 

pemanas listrik dalam lemari asam, pemanasan diakhiri setelah cairan putih 

menjadi jernih tak berwarna lagi. Perlakuan blangko dilakukan hal yang sama. 

 

Setelah campuran dingin dimasukkan kedalam labu kjeldahl akuades 100 mL, 

serta larutan NaOH 45 % sampai cairan bersifat basa (40 mL), kemudian labu 

kjeldahl dipasangkan pada alat destilasi. Labu kjeldahl dipanaskan sampai 

ammonia menguap semua, destilat ditampung dalam erlenmeyer berisi 50 mL 

HCl 0,1 N yang sudah diberi 3 tetes indikator PP 1 %. Destilasi diakhiri setelah 

destilat tertampug sebanyak 150 mL. Kelebihan HCl 0,1 N dalam destilat dititrasi 

dengan larutan basa standar (larutan NaOH 0,1 N). 

% Nitrogen =  ×100 % 

Kadar protein %  =  % Nitrogen x faktor konversi (6,38) x 100 % 

14,007 : Berat atom nitrogen 

6,38      : Faktor protein untuk susu  

 

3.3.6. Analisis Kadar Lemak 

Analisis kadar lemak bertujuan untuk mengetahui kadar lemak yang terdapat 

dalam sampel kefir susu kambing Etawa. Analisis kadar lemak dilakukan dengan 
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menggunakan metode sokhletasi (Nielsen, 2010). Sampel ditimbang 5 g, 

kemudian dibungkus dengan kertas saring dan dikeringkan di dalam oven pada 

suhu 112 °C selama 30 menit, lalu dimasukkan dalam tabung ekstraksi sokhlet. 

Cawan lemak yang telah diketahui beratnya dipasangkan sebagai penampung. 

Pasang tabung ekstraksi pada alat sokhlet, diisikan pelarut n-heksan hingga turun 

ke cawan lemak. Ekstraksi dilakukan selama 4-5 jam. Keringkan cawan yang 

berisi lemak pada oven dengan suhu 105 C selama 30 menit. Berat residu dalam 

cawan lemak dinyatakan sebagai berat lemak. 

% lemak = 
 

 

A = Berat sampel 

B = Cawan + lemak (setelah disokhletasi) 

C = Cawan + lemak (setelah dioven) 

 

3.3.7. Analisis Kadar Asam Laktat 

Analisis kadar asam laktat bertujuan untuk mengetahui jumlah total asam laktat 

yang terdapat dalam sampel kefir susu kambing Etawa. Analisis total asam 

dihitung sebagai asam laktat menurut standar SNI  2981: 2009. Sebanyak 5 g  

sampel diencerkan dengan 100 mL akuades. Sampel diambil 25 mL setelah 

pengenceran dan dimasukkan ke dalam erlenmeyer. Sampel ditambahkan 3 tetes 

indikator PP (phenolphthalein). Campuran kemudian dititrasi dengan larutan 

NaOH 0,1 N sampai terbentuk warna merah muda membayang. Adapun 

persamaan untuk menentukan kadar asam laktat adalah sebagai berikut : 

Total  asam  (% ) =  

W = Berat Contoh (mg) 

V = Volume Larutan NaOH (mL)  

N = Normalitas Larutan NaOH  

90 = Berat Setara Asam Laktat 

Faktor pengenceran = 4 
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3.3.8. Analisis Kadar Alkohol 

Pengujian alkohol dilakukan untuk menentukan kadar alkohol pada whey dan curd 

dengan menggunakan alkohol meter. Sampel dimasukkan ke dalam gelas ukur 

kapasitas 100 mL lalu didinginkan pada suhu 20 °C. Alkohol meter dimasukan ke 

dalam gelas ukur lalu dicatat hasil pengukurannya (Nayak et al., 2008). 

 

3.3.9. Analisis Organoleptik 

Uji organoleptik dilakukan dengan metode hedonik (Purwaningsih et al., 2019). 

Analisis organoleptik dilakukan untuk pengujian tingkat kesukaan panelis 

terhadap sampel yang diujikan. Sampel disajikan dalam wadah cup kemudian 

panelis diminta untuk menilai kesukaan terhadap masing-masing sampel dengan 

memberi nilai (skor) berdasarkan skala numeric (1-5 skala) pada lembar uji. 

Penilaian kesukaan terdiri atas rasa keasaman, aroma, tekstur, dan warna.Panelis 

pada uji organoleptik berjumlah 15 orang yang merupakan peneliti ahli. Hasil dari 

uji organoleptik ini akan diperoleh bahwa adanya penambahan madu sebanyak 40 

% (v/v) terhadap kefir dapat memberikan pengaruh nyata atau tidak (p> 0,05).  

 

3.3.10. Uji Antioksidan  

Uji antioksidan dilakukan dengan menggunakan metode DPPH (Dallas et al, 

2016). Sampel sebanyak 5 mL dilarutkan dengan 5 mL metanol yang digunakan 

sebagai larutan induk. Larutan induk 100 ppm dibuat deret sampel dengan 

konsentrasi 100, 80, 60, 40, 20 ppm. Larutan sampel dengan masing-masing 

konsentrasi dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 2 mL DPPH 40 

ppm. Larutan sampel divorteks sampai homogen dan diinkubasi selama 30 menit 

dalam ruang gelap, lalu diamati perubahan warna dari ungu menjadi kuning. 

Kemudian, diukur nilai absorbansi larutan sampel dengan spektrofotometer UV-

Vis pada panjang gelombang 512-520 nm. Larutan blanko yang digunakan yaitu 2 

mL metanol dan 2 mL DPPH 40 ppm. Presentase nilai inhibisi dapat dihitung 

dengan rumus: 
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3.3.11. Uji Antibakteri  

Uji antibakteri dilakukan dengan metode difusi agar. Suspensi bakteri Escherichia 

coli  dan Bacillus dimasukkan ke dalam 0,9 mL NaCl, lalu divortex dan 

disamakan dengan standar Mc Farland. Media agar yang telah disiapkan 

ditambahkan 0,1 mL suspensi bakteri, lalu diratakan dengan diswab. Kemudian 

diletakkan cakram yang telah ditetesi sampel dan kontrol positif lalu diinkubasi 

selama 24 jam pada suhu 37 °C. Kontrol positif yang digunakan yaitu 

kloramfenikol 0,0025 g/mL. Zona bening disekitar kertas cakram menunjukan uji 

positif. Zona bening yang terbentuk diukur dan dibandingkan dengan antibiotik 

kloramfenikol (Azizkhani et al., 2020). 

 

3.3.12. Identifikasi Peptida Kefir Susu Kambing Etawa 

3.3.12.1. Analisis Berat Peptida Dengan Sodium Dodecyl Sulphate 

Poliacrilmide Gel Electrophoresis  

Sodium Dodecyl Sulphate Poliacrilmide Gel Electrophoresis (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 
o
C 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 (Clara et al., 2016). 
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3.3.12.2.  Analisis Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) 

Analisis kandungan asam amino yang terdapat pada sampel menggunakan 

metode Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) (Waters, 2012). 

Sampel sebanyak 1 mL dimasukkan ke dalam vial head space 20 mL, kemudian 

sampel dihidrolisis dengan 10 mL HCl 0,1 N dan dipindahkan ke dalam labu 

ukur 50 mL. Akuabides ditambahkan ke dalam labu ukur sampai tanda tera lalu 

dihomogenkan. Larutan uji disaring dengan syringe filter 0,2 µm dan fitrat 

ditampung. Internal standar ditambhakan dan diinjeksikan ke dalam sistem 

UPLC. Perhitungan kadar asam amino sampel dengan menggunakan rasio area 

analit dengan internal standar, dengan rumus sebagai berikut: 

 
BM  = berat molekul asam amino (g/mol) 

CStd  = konsentrasi larutan standar asam amino (pmol/µL) 

Va   = volume akhir larutan uji (µL) 

FP    = faktor pengenceran 

WSpl  = berat penimbangan porsi uji (g) 

VSpl  = volume pemipetan porsi uji (mL) 

 

3.3.12.3. Analisis Liquid Chromatograph Mass Spectrometry (LCMS)  

Asam amino sistein dan metionin dianalisis menggunakan instrumen LCMS yang 

dilengkapi dengan electrospray ionisation (ESI). Fraksi sampel sebanyak 10 µL 

di suntikkan ke dalam alat LCMS dan diionisasi dengan mode ESI electrospray 

ionization. Berat molekul sampel dianalisis berdasarkan spektrum massa yang 

dihasilkan selanjutnya diolah datanya menggunakan metode protein 

deconvolution (Limbad et al., 2023). Perhitungan kadar asam amino sampel 

dengan menggunakan rasio area analit dengan internal standar, dengan rumus 

sebagai berikut: 

Asam amino (mg/kg) =   

Fp    = faktor pengenceran    Faktor konversi =  sistein (0,71) dan metionin (0,82) 
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3.4. Diagram Alir Penelitian  

Adapun diagram alir keseluruhan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

   

      

 

 

                            Gambar 2. Diagram alir penelitian. 

 

 

 

 

 

 

 

Susu Kambing Etawa  

Kefir Susu Kambing Etawa  

- difermentasi dengan bibit 10 % 

suhu 37 °C 48 jam  

Uji antioksidan  

Hasil uji tertinggi 

Asam amino peptida kefir   

Analisis Data 

- UPLC dan LCMS 

Whey   Curd    Whey + Madu 40 %  Curd + Madu 40 %  

Uji kandungan 

protein, lemak, asam 

laktat, alkohol, dan 

organoleptik 

Uji kadar air, abu, 

protein, lemak, dan 

karbohidrat  

Uji antibakteri

 BAK  

Hasil  

- Uji SDS PAGE   
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V. SIMPULAN 

 

 

 

5.1. Simpulan  

Berdasarkan pembahasan yang telah dipaparkan, maka diperoleh kesimpulan 

sebagai berikut: 

1. Komposisi protein, lemak, total asam laktat, dan alkohol relatif lebih baik 

pada curd kefir yaitu 7,08 %; 1,46 %; 0,93 %; dan 0,45 %. Penambahan madu 

40 % (v/v) berpengaruh nyata (p<0,05) terhadap peningkatan nilai rasa, 

aroma, tekstur dan warna pada whey dan curd kefir susu kambing Etawa.  

2. Aktivitas antibakteri dan antioksidan pada curd kefir susu kambing Etawa 

memiliki aktivitas lebih tinggi dibandingkan dengan whey kefir. Aktivitas 

antibakteri curd terhadap Bacillus cereus termasuk kategori antibakteri kuat 

dan terhadap Escherichia coli termasuk kategori antibakteri sedang. Aktivitas 

antioksidan pada curd dengan penambahan madu memliki IC50 sebesar 40,03 

ppm termasuk golongan antioksidan samgat kuat.  

3. Berat molekul peptida kefir pada whey dan curd memiliki tiga pita utama 

yaitu 10 kDa, 15 kDa, dan 33 kDa. Pada curd kefir terdapat satu pita dengan 

berat 24 kDa yang memiliki intesintas cukup tinggi. 

 

 

5.2. Saran  

 

Penelitian selanjutnya perlu dilakukan pemisahan fraksi peptida agar dapat 

diketahui urutan asam amino yang berfungsi sebagai antioksidan dan antibakteri. 
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