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ABSTRAK

Whey keju adalah produk sampingan dari industri pengolahan keju yang masih memiliki kandungan laktosa sebesar
4-5% sehingga dapat dimanfaatkan sebagai sumber karbon pada media fermentasi oleh biji kefir. Selama proses
fermentasi menggunakan biji kefir terjadi pembentukan alkohol, asam laktat dan eksopolisakarida (kefiran). Sumber
nitrogen juga dapat mempengaruhi proses fermentasi. Oleh karena itu, dalam penelitian ini dilakukan variasi perlakuan,
yaitu variasi konsentrasi laktosa pada whey dan variasi komposisi sumber nitrogen (yeast extract, urea dan ekstrak tauge
kacang hijau) sebagai media fermentasi oleh biji kefir. Setelah fermentasi biji kefir selama 24 jam, jumlah biomassa biji
kefir berkisar antara 21,30-27,15 g (berat kering g/250 mL medium fermentasi) dari jumlah biomassa awal 25 g. Cairan
fermentasi menunjukkan nilai pH berkisar antara 3,49—3,94; kadar alkohol berkisar antara 0,11-0,31% dan kadar asam
laktat berkisar antara 0,49—1,47%. Total rendemen kefiran yang didapatkan dari ekstraksi biji kefir dan cairan fermentasi
berkisar antara 0,63—1,76 g/L. Hasil penelitian ini mengindikasikan bahwa whey keju dengan penambahan sumber
nitrogen dapat digunakan sebagai medium fermentasi oleh biji kefir untuk menghasilkan metabolit berupa alkohol,
asam laktat dan kefiran. Variasi formulasi media fermentasi yang menghasilkan kefiran dalam jumlah tertinggi adalah
penggunaan konsentrasi laktosa whey keju 1,2% dan sumber nitrogen dari ekstrak tauge kacang hijau sebesar 4%.

Kata kunci: Whey keju; eksopolisakarida; kefiran; biji kefir; sumber nitrogen

ABSTRACT

Cheese whey is a waste product in cheese processing which contains 4-5% of lactose. Having high carbon source, this
material could be a potential fermentation medium for kefir grains. During fermentation of kefir grains, alcohol, lactic
acid and exopolysaccharide (kefiran) were produced. The kefir grains fermentation also affected by nitrogen source.
Therefore, effects of different composition of lactose and nitrogen sources (including yeast extract, urea and mung bean
sprouts extract) in the fermentation were examined in this study. The results showed that after 24 hours of incubation,
kefir grains biomass reached 21.30-27.15 g (dry wt, g/250mL medium) from 25 g of intial kefir grains biomass.
Fermentation broth showed pH values ranged from 3.49-3.94; alcohol level ranged from 0.11-0.31%; and lactic acid
content ranged from 0.49—1.47%. The total of kefiran extracted from kefir grain and fermentation broth ranged from
0.63-1.76 g/L. This study indicated that cheese whey can be used as fermentation medium to produce alcohol, lactic
acid and kefiran by kefir grains. The highest production of kefiran was achieved in the medium containing 1.2% of
whey lactose and 4% of mung bean sprouts extract.

Keywords: Cheese whey; exopolysaccharide; kefiran; kefir grains; nitrogen source
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PENDAHULUAN

Biji kefir (kefir grain) adalah campuran starter alami
yang mengandung macam-macam bakteri asam laktat dan
khamir. Populasi mikrobia yang ditemukan dalam biji kefir
merupakan susunan dari komunitas sinbiotik (Otsoa dkk.,
2006). Biji kefir berbentuk granula yang tidak beraturan
dengan ukuran diameter yang berbeda-beda dari 3-35 mm
(Guzel-Seydim dkk., 2005), berwarna putih sampai putih
kekuningan serta mempunyai tekstur kenyal dan berlendir
(Farnworth, 2005). Biji kefir merupakan Kkluster dari
mikroorganisme yang tergabung oleh suatu matriks protein
dan polisakarida (Bottazzi dkk., 1994; Abraham dan De
Antoni, 1999). Biji kefir biasanya digunakan sebagai starter
alami dalam pembuatan minuman kefir.

Sejumlah  penelitian  juga melaporkan potensi
penggunaan biji kefir dalam proses fermentasi yang lain.
Biji kefir dapat digunakan sebagai starter kultur dalam
pembuatan roti (Harta dkk., 2004; Plessas dkk., 2005) dan
keju (Kourkoutas dkk., 2006; Dimitrellou dkk., 2007;
Dimitrellou dkk., 2009; Katechaki dkk., 2008; Katechaki
dkk., 2009; Koutinas dkk., 2009). Biomassa biji kefir juga
dapat menjadi sumber protein sel tunggal (Paraskevopoulou
dkk., 2003; Koutinas dkk., 2005). Metabolit fermentasi
seperti etanol (Athanasiadis dkk., 2002; Koutinas dkk., 2007),
dan polisakarida (Rimada dan Abraham, 2001; Rimada dan
Abraham, 2003; Rimada dan Abraham, 2006) juga dapat
dihasilkan dari proses fermentasi menggunakan biji kefir.
Polisakarida yang diproduksi oleh mikroorganisme dalam biji
kefir disebut dengan kefiran.

Kefiran merupakan produk eksopolisakarida oleh
mikroorganisme pada biji kefir yang larut dalam air, atau
heteropolisakarida yang mengandung glukosa dan galaktosa
(Kooiman, 1968). Kefiran dapat digunakan sebagai pengental,
stabilizer, emulsifier, substitusi lemak, gelling agent (Toba
dkk., 1986). Kefiran juga memiliki aktivitas antitumor,
aktivitas antimikrobial, dan efek positif pada metabolisme
kolesterol (Shiomi dkk., 1982).

Mikroba pada biji kefir mampu menggunakan laktosa
pada media fermentasi. Menurut Obruca dkk. (2009), limbah
whey keju dapat digunakan sebagai sumber karbon dalam
media fermentasi kefiran. Hal ini karena limbah whey keju
masih mengandung laktosa yang cukup tinggi, yaitu 5-6%.
Dengan demikian, pemanfaatan whey keju sebagai bahan
untuk media fermentasi juga dapat mengurangi limbah
dari produksi keju yang merupakan masalah polusi bagi
lingkungan karena dapat menurunkan kadar oksigen terlarut
dalam air.

Beberapa penelitian produksi kefiran sebelumnya
menggunakan yeast extract sebagai sumber nitrogen untuk
menunjang pertumbuhan bakteri asam laktat agar memiliki
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masa hidup yang lebih panjang. Cheirsilp dan Sirilaor (2011)
melaporkan bahwa perlakuan sampel menggunakan laktosa
dari whey dengan penambahan yeast extract menghasilkan
rendemen kefiran yang lebih tinggi dibandingkan dengan
perlakuan sampel dengan penambahan tryptone dan meat
extract. Selain itu pada penelitian Razack dkk. (2013),
sampel menggunakan molasse sebagai sumber karbon dengan
penambahan yeast extract juga menghasilkan rendemen
kefiran optimum yaitu sebesar 1,38 g/L dibandingkan dengan
sumber nitrogen lain seperti peptone, NH,CI dan NaNO,.
Kandungan N (nitrogen) dalam yeast extract (Merck) sebesar
10,5% (db). Namun, yeast extract tergolong sumber nitrogen
yang mahal.

Sumber nitrogen lain yang dapat ditambahkan kedalam
media fermentasi adalah urea dan ekstrak tauge kacang hijau.
Urea (CO(NH,),) memiliki kandungan nitrogen yang tinggi
mencapai 46% (Amanatin dan Nurhidayati, 2013). Sedangkan
tauge kacang hijau merupakan salah satu dari jenis sayuran
yang biasa dikonsumsi, murah, mudah didapatkan, dan tidak
menghasilkan senyawa yang berbahaya. Tauge kacang hijau
mengandung komponen gizi makro dan mikro, vitamin,
asam amino, dan gula yang dibutuhkan bagi pertumbuhan
mikroorganisme (Richmond, 1986). Dalam 100 g tauge
kacang hijau terkandung protein sebesar 3,04% (USDA,
2016). Ekstrak tauge kacang hijau telah digunakan sebagai
medium tumbuh pada kultivasi Spirullina spp, sebagai
media tumbuh penyuplai sumber nitrogen pada pertumbuhan
kultur probiotik, dan sebagai media pembuatan nata de cane
(Hefdiyah dkk., 2013; Dewi, 2014; Arifiani dkk., 2015).
Namun, urea dan ekstrak tauge kacang hijau belum pernah
dilaporkan digunakan sebagai sumber nitrogen dalam
fermentasi whey keju oleh biji kefir. Oleh karena itu, dalam
penelitian ini dilakukan variasi perlakuan, yaitu variasi
konsentrasi laktosa pada whey dan variasi komposisi sumber
nitrogen sebagai media fermentasi oleh biji kefir.

METODE PENELITIAN

Bahan

Bahan whey keju diperoleh dari pabrik keju Indrakila
Boyolali. Biji kefir didapatkan dari Rumah Kefir Yogyakarta.
Sumber nitrogen yang digunakan yaitu yeast extract (Merck),
urea (Merck), dan tauge kacang hijau yang didapatkan dari
pasar Ledoksari Surakarta (Jawa Tengah). Bahan kimia
yang dipergunakan antara lain alkohol 96%, NaOH 0,01 N,
laktosa standar, Nelson A dan B, arsenomolibdat, indikator
phenolphthalein dan aquadest.

Pengembangbiakan Biji Kefir

Pengembangbiakan dan aktivasi biji kefir mengacu
pada metode penelitian Wiithuhn dkk. (2004). Proses yang
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dilakukan meliputi penambahan 500 mL susu pasteurisasi
ke dalam wadah yang telah berisi 100 g biji kefir. Sampel
diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang 25 °C + 3 °C.
Penggantian susu pasteurisasi dilakukan tiap 24 jam hingga
biji kefir akan digunakan.

Pembuatan Ekstrak Tauge Kacang Hijau

Metode yang digunakan dalam pembuatan ekstrak
tauge kacang hijau berdasarkan penelitian yang dilakukan
oleh Prihantini dkk. (2007) dengan dimodifikasi. Tauge dicuci
hingga bersih, dan ditiriskan. Setelah tauge tiris, dilakukan
pengecilan ukuran menggunakan blender, dan direbus dengan
aquadest mendidih dengan perbandingan 1:5 selama 30 menit.
Penyaringan dilakukan untuk memisahkan antara ampas dan
ekstrak tauge. Setelah didapatkan ekstrak tauge kacang hijau
dilakukan pengukuran densitas menggunakan hidrometer.
Setelah densitas diketahui, dihitung volume ekstrak tauge
kacang hijau yang ditambahkan untuk konsentrasi 2% (b/v),
dan 4% (b/v).

Fermentasi Biji Kefir pada Media Limbah Whey Keju

Fermentasi biji kefir dilakukan menggunakan berbagai
komposisi media yang berbeda dengan variasi konsentrasi
laktosa whey keju dan variasi sumber nitrogen. Whey keju
yang digunakan dalam penelitian ini mengandung 5,4%
laktosa. Pengujian kadar laktosa menggunakan metode
Nelson-Somogyi (AOAC, 1995). Whey keju diencerkan
menggunakan aquades sehingga didapatkan variasi
konsentrasi laktosa whey keju (LW) sebesar 1,2%; 2,4%;
3,6% (v/v). Variasi konsentasi sumber nitrogen terdiri dari
YE4% (yeast extract 4%), YE2%U2% (yeast extract 2%;
urea 2%), U4% (urea 4%), YE2%ET2% (yeast extract 2%;
ekstrak tauge kacang hijau 2%), ET4% (ekstrak tauge kacang
hijau 4%). Biji kefir sebanyak 25 g dimasukkan ke dalam
250 ml media fermentasi (Magalhaes dkk., 2010). Sampel
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam tanpa adanya
agitasi (pengadukan).

Analisa Biomassa Biji Kefir dan Media Setelah Fermentasi

Setelah proses fermentasi, dilakukan pemisahan antara
biji kefir dengan media fermentasi menggunakan kertas
saring. Pengukuran biomassa biji kefir dianalisis melalui
penimbangan dengan metode skala analitis (Rimada dan
Abraham, 2001). Sampel media fermentasi yang telah
dipisahkan dari biji kefir dilakukan analisis kadar etanol
dengan menggunakan hand refractometer alcohol (RHW-
25 ATC), analisis kadar asam laktat yang mengikuti metode
titrimetri dengan NaOH 0,01 N dan analisis pH menggunakan
pH meter (Oakton PCS-Testr 35).

Ekstraksi Kefiran dari Media Fermentasi dan Biji Kefir

Ekstraksi kefiran dibagi menjadi dua, yaitu ekstraksi
kefiran dari media fermentasi dan ekstraksi kefiran dari biji
kefir. Media fermentasi yang telah dipisahkan dari biji kefir
dilakukan pemanasan pada suhu 100 °C selama 15 menit.
Sedangkan untuk ekstraksi kefiran dari biji kefir, biji kefir yang
telah disaring ditambahkan aquadest dengan perbandingan
1:10, w/v, dan dipanaskan selama 15 menit pada suhu 100 °C.
Selanjutnya keduanya dilakukan pemisahan sel dan kefiran
dalam supernatan dengan sentrifugasi dingin (4 °C) dengan
kecepatan 10.000 rpm (Hettich Mikro 22 R) selama 10 menit.
Supernatan ditambahkan etanol 96% dan disimpan pada suhu
refrigerator selama 24 jam sebelum dilakukan sentrifugasi
(Hettich Mikro 22 R) kembali pada kecepatan 3.000 rpm,
suhu 4 °C selama 30 menit. Dilakukan kembali perlakuan
tahap penambahan etanol 96% dan sentrifugasi. Volume
etanol yang ditambahkan dalam tahap ini adalah sebanyak
dua kali volume supernatan yang didapat (2:1). Selanjutnya
pellet (kefiran) yang didapat dibilas dengan air panas,
disaring dengan kertas saring, dikeringkan menggunakan
oven (Memmert Modell 100-800) pada suhu 80 °C selama 24
jam dan dihitung beratnya menggunakan metode gravimetri.
Proses ekstraksi kefiran mengacu pada penelitian Rimada dan
Abraham (2003), Razack dkk. (2013), dan Sajna dkk. (2013)
dengan modifikasi.

Analisa Statistik

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) dengan variasi perlakuan konsentrasi laktosa pada
whey dan variasi komposisi sumber nitrogen. Masing-masing
dilakukan 2 kali ulangan sampel. Untuk mengetahui pengaruh
masing-masing variasi perlakuan, data hasil penelitian
dianalisis menggunakan analisis variansi One Way Analysis
of Variance (ANOVA), jika terdapat pengaruh nyata diantara
perlakuan, dilanjutkan dengan uji beda nyata Duncan Multiple
Range Test (DMRT) pada tingkat signifikasi o = 0,05.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Biomassa Biji Kefir

Hasil penelitian menunjukkan bahwa variasi konsentrasi
laktosa pada whey tidak berpengaruh nyata terhadap biomassa
biji kefir. Namun terjadi kecenderungan penggunaan
medium whey dengan konsentrasi laktosa 2,4% (LW2,4%)
menghasilkan biomassa biji kefir yang lebih tinggi daripada
penggunaan medium whey dengan konsentrasi laktosa 1,2%
dan 3,6% (Tabel 1). Cheirsilp dkk. (2001) menyatakan
bahwa konsentrasi laktosa dari whey lebih dari 2% dapat
menghambat pertumbuhan biomassa biji kefir menggunakan
kultur Lactobacillus kefiranofaciens JCM. Biomassa biji
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kefir optimum didapatkan pada penggunaan konsentrasi
2% sumber karbon molasse dan rice bran, serta mengalami
penurunan saat digunakan konsentrasi sumber karbon yang
lebih tinggi (Razack, 2013). Kuntiya (2010) juga melaporkan
bahwa penggunaan sumber karbon air kelapa lebih dari 2%
pada produksi eksopolisakarida dari bakteri Lactobacillus
confusus TISTR 1498 menyebabkan turunnya biomassa. Hal
ini disebabkan oleh tingginya tekanan osmotik pada jaringan
sel yang menyebabkan plasmolisis sehingga mengakibatkan
kematian sel mikrobia.

Variasi komposisi sumber nitrogen juga tidak
berpengaruh terhadap biomassa biji kefir. Namun secara
umum, didapatkan nilai tertinggi biomassa pada sampel
LW2,4%-YE2%U2% yaitu sebesar 27,15 g, dan nilai
terendah biomassa terdapat pada sampel LW1,2%-YE4%
dengan nilai sebesar 21,30 g. Sampel perlakuan LW2,4%-
YE2%U2%  menggunakan variasi komposisi sumber
nitrogen berupa 2% yeast extract dan 2% urea. Hal ini
dimungkinkan karena dengan penambahan sumber organik
yang dikombinasikan pada konsentrasi tersebut menyebabkan
metabolisme mikroorganisme berjalan efektif sehingga
biomassa yang dihasilkan tinggi. Kombinasi proporsi sumber
nitrogen organik memberikan efek yang lebih baik daripada
penambahan sumber nitrogen secara individu atau terpisah.

Menurut Shuler dan Kargi (1992), penambahan sumber
nitrogen organik menghasilkan pertumbuhan biomassa lebih
cepat dibandingkan nitrogen anorganik karena sintesis asam
amino dari sumber nitrogen organik lebih mudah dilakukan
oleh mikroorganisme daripada asam amino dari sumber
nitrogen anorganik. Pada penelitian Bafrncova dkk. (1999)
dijelaskan adanya peningkatan jumlah biomassa setelah
penambahan yeast extract pada media fermentasi. Hal ini
dikarenakan penambahan yeast extract ke dalam media
fermentasi meningkatkan nitrogen alfa amino bebas (free
alpha amino nitrogen/FAN) yang merupakan salah satu
nutrisi yang diperlukan pada proses biosintesis.

Pada penelitian ini penambahan sumber nitrogen urea
secara keseluruhan menghasilkan biomassa yang lebih rendah
dibandingkan dengan yeast extract sebagai sumber nitrogen
tunggal maupun yang dikombinasikan. Ismael dkk. (2011)
menyatakan bahwa hal ini juga terjadi pada penggunaan
media susu skim dengan menginokulasikan biji kefir
sebanyak 5 g dan waktu inkubasi selama 120 jam. Bahwa
pertumbuhan biomassa terendah didapatkan pada sampel
dengan penambahan urea sebagai sumber nitrogen tunggal.
Hasil biomassa yang dihasilkan sebesar 0,56 g, lebih rendah
dibandingkan dengan hasil biomassa dengan penambahan
yeast extract yaitu sebesar 1,02 g.

Hasil penelitian ini juga menunjukkan bahwa setelah
fermentasi 24 jam tidak seluruh sampel mengalami kenaikan
berat biomassa. Dari jumlah biomassa awal 25 g, sejumlah
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Tabel 1. Biomassa biji kefir (g) setelah fermentasi 24 jam

Perlakuan  YE4%  YE2%U2% U4% YE2%ET2%  ET4%

LWI,2%  21,30°, 2220 26,50° 26,507, 25,7548
LW24% 2685, 27,15%  26,65%, 25404, 22,004,
LW3,6% 24,95  24,55% 24,154, 24,354, 27,054,

Keterangan: Notasi huruf kecil () yang sama pada kolom yang sama tiap sampel uji
dan notasi huruf besar (*) yang sama pada baris yang sama menunjukkan
hasil yang tidak berbeda nyata pada taraf signifikansi (o = 0,05).

sampel menunjukkan penurunan biomassa menjadi 21,30—
2495 g. Penurunan jumlah biomassa juga dilaporkan
oleh Ismael dkk. (2011) yang menyatakan bahwa dengan
penambahan biji kefir sebanyak 5 g dalam 100 mL media,
pada akhir fermentasi dihasilkan biomassa yang hasilnya
menurun, yaitu sebesar 1,35 g pada media susu skim dan 1,21
g pada media whey. Menurut Rimada dan Abraham (2003),
penurunan berat biomassa biji kefir disebabkan oleh pelepasan
jumlah total polisakarida termasuk eksopolisakarida (EPS)
terlarut dari biji kefir.

Kadar Etanol

Alkohol yang dihasilkan selama fermentasi oleh biji
kefir berkisar antara 0,11-0,31% (Tabel 2). Hasil ini lebih
rendah dibandingkan dengan kadar etanol dari susu kefir
yang berkisar antara 0,5-2,5% dengan waktu inkubasi
selama 24 jam (Rahman dkk., 1992). Harta dkk. (2004) juga
melaporkan bahwa proses fermentasi 5 g biji kefir dalam 1
L media yang mengandung 40 g laktosa dapat menghasilkan
alkohol 0,5%. Sedangkan apabila dibandingkan dengan biji
kefir yang difermentasi dalam susu murni, kadar alkohol
yang dihasilkan adalah 0,5%-1,0% (Surono, 2004). Hal
ini diduga karena perbedaan kadar laktosa pada medium
fermentasi. Rahman (1989) menyatakan bahwa semakin
banyak gula yang terkandung dalam media fermentasi,
semakin banyak pula alkohol yang dapat diproduksi oleh
mikroorganisme akibat perombakan gula menjadi alkohol.
Namun, pada penelitian ini sampel LW2,4% menghasilkan
kadar alkohol yang tidak signifikan lebih tinggi dibandingkan
dengan sampel LW1,2%, dan LW3,6% dengan perlakuan
variasi komposisi sumber nitrogen kecuali pada penambahan
ekstrak tauge kacang hijau 4% (ET4%). Hal ini terjadi karena
menurut Bafrncova dkk. (1999), kadar gula tinggi dalam
media fermentasi menyebabkan peningkatan tekanan osmosis
yang mengganggu viabilitas sel yeast sehingga menyebabkan
menurunnya kadar etanol yang dihasilkan.

Penambahan sumber nitrogen yeast extract 4% (YE4%)
menghasilkan kadar etanol yang tinggi pada sampel LW2,4%
dan LW3,6%. Kadar etanol tertinggi terdapat pada sampel
LW2,4%-YE4% sebesar 0,31% yang tidak berbeda nyata
dengan sampel LW3,6%-YE4% sebesar 0,25%. Meskipun
demikian penambahan sumber nitrogen yeast extract 4% tidak
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Tabel 2. Kadar etanol (%) setelah fermentasi 24 jam

Perlakuan  YE4% YE2%U2% U4% YE2%ET2% ET4%

LWI12% 0114 0,11% 0,234 0,29 0214,
LW2,4%  031% 0307, 028%  0,29° 0,134,
LW3,6% 025, 0244 024%, 021 0,244,

Keterangan: Notasi huruf kecil (,) yang sama pada kolom yang sama tiap sampel uji
dan notasi huruf besar (*) yang sama pada baris yang sama menunjukkan
hasil yang tidak berbeda nyata pada taraf signifikansi (o = 0,05).

memberikan efek yang sama pada sampel LW1,2%YE4%
karena memiliki kadar etanol terendah dengan nilai sebesar
0,11%. Penambahan yeast extract sebagai sumber nitrogen
memberikan pengaruh terhadap kadar etanol. Hal ini
dimungkinkan karena yeast extract dapat menjadi nutrisi
yang baik bagi pertumbuhan yeast dalam biji kefir sehingga
metabolisme pemecahan glukosa menjadi etanol lebih efektif
dan kadar etanol yang dihasilkan lebih tinggi. Parrondo dkk.
(2009) menyatakan bahwa yeast extract merupakan senyawa
kompleks yang substansinya berasal dari khamir yang telah
mati yang mengandung unsur pokok yang dibutuhkan oleh
sel khamir untuk bermetabolisme. Fermentasi biji kefir pada
medium yang mengandung laktosa 40 g/L dan yeast extract
4% menghasilkan etanol sebesar 0,5% v/v (Harta dkk., 2004).

Kadar Asam Laktat

Kadar asam laktat pada media whey keju sebelum
fermentasi sebesar 0,23%. Setelah dilakukan fermentasi
selama 24 jam, kadar asam laktat yang dihasilkan berkisar
antara 0,49-1,47% (Tabel 3). Secara keseluruhan pada
tiap sampel perlakuan, tren kadar asam laktat pada sampel
LW3,6% (C) menghasilkan nilai tertinggi, diikuti dengan
sampel LW2,4% dan LW1,2%. Semakin tinggi konsentrasi
laktosa pada whey menyebabkan aktivitas mikroba semakin
tinggi dan penguraian laktosa menjadi gula sederhana yang
dimetabolisme menjadi asam laktat juga akan semakin tinggi
pula. Setioningsih dkk. (2004) menyatakan bahwa, semakin
banyak konsentrasi gula dalam media maka total asam laktat
setelah fermentasi akan meningkat.

Ditinjau dari variasi komposisi sumber nitrogen
secara keseluruhan, kadar asam laktat tertinggi didapatkan
pada sampel LW3,6%-YE4% dengan nilai sebesar 1,47%,

Tabel 3. Kadar asam laktat (%) setelah fermentasi 24 jam

Perlakuan  YE4%  YE2%U2% U4% YE2%ET2% ET4%

LWI12% 1,188 0,90% 0,49°, 0,908 0,608,
LW2,4% 143" 1,000 0,654, 1,134 0,78%,
LW3,6%  147°, 125 0,774, 1,29% 0,914,

Keterangan: Notasi huruf kecil (,) yang sama pada kolom yang sama tiap sampel uji
dan notasi huruf besar (*) yang sama pada baris yang sama menunjukkan
hasil yang tidak berbeda nyata pada taraf signifikansi (o = 0,05).

sedangkan kadar asam laktat terendah didapatkan pada
sampel LW1,2%-U4% sebesar 0,49%. Pada penelitian ini,
sampel LW3,6%-YE4% dengan penambahan yeast extract
sebesar 4% dapat menghasilkan jumlah asam laktat yang
tertinggi. Hal ini dikarenakan yeast extract merupakan
sumber nitrogen organik yang memiliki komponen nutrisi
yang beragam dan kompleks serta kaya oleh asam-asam
amino yang dibutuhkan untuk aktivitas mikroorganisme. Hal
ini selaras dengan penelitian Aeslichmann dan von Stockar
(1990) yang menjelaskan bahwa yeast extract merupakan
bahan yang biasa ditambahkan kedalam media whey untuk
menstimulasi produksi asam laktat oleh bakteri asam laktat
(BAL). Ismael dkk. (2011) menjelaskan bahwa hasil kadar
asam laktat pada sampel dengan penambahan yeast extract
memiliki kadar yang lebih tinggi yaitu sebesar 5,10% daripada
dengan penambahan urea dengan nilai sebesar 2,70%.

Nilai pH

Nilai pH whey keju awal sebelum fermentasi adalah
sebesar 5,3. Setelah dilakukan fermentasi selama 24 jam,
nilai pH pada tiap sampel berkisar antara 3,49-3,94 (Tabel
4). Secara keseluruhan, tren nilai pH pada sampel LW1,2%
memiliki kecenderungan yang tidak signifikan lebih tinggi
dibandingkan dengan sampel LW2,4% dan LW3,6%. Hasil
tren nilai pH ini sesuai dengan kadar asam laktat yang
didapatkan dimana nilai pH dan asam laktat berbanding
terbalik, semakin tinggi kadar asam laktat menunjukkan nilai
pH yang semakin rendah.

Variasi komposisi sumber nitrogen berpengaruh
terhadap pH sampel. Berdasarkan variasi komposisi sumber
nitrogen, urutan nilai pH tertinggi hingga terendah terjadi pada
sampel dengan variasi komposisi sumber nitrogen sebagai
berikut: yeast extract 4% (YE4%), yeast extract 2% dan urea
2% (YE2%U2%), yeast extract 2% dan ekstrak tauge kacang
hijau 2% (YE2%ET2%), urea 4% (U4%), ekstrak tauge
kacang hijau 4% (ET4%). Ditinjau dari variasi komposisi
sumber nitrogen dengan nilai pH terendah dan tertinggi
tidak selaras dengan hasil kadar asam laktat. Namun Ismael
dkk. (2011) menyatakan bahwa nilai pH sampel dengan
penambahan yeast extract lebih rendah (3,04) dibandingkan
nilai pH sampel dengan penambahan urea (4,32) setelah
fermentasi 24 jam dengan penggunaan media susu skim yang
ditambahkan 5 g biji kefir.

Produksi Kefiran

Kefiran yang diisolasi dari media fermentasi yang
dihasilkan pada penelitian ini berkisar antara 0,25-0,63 g/L
(data tidak ditampilkan). Kefiran yang diisolasi dari biji kefir
memiliki nilai yang tampak lebih tinggi dibandingkan dengan
kefiran yang diisolasi dari media fermentasi yaitu berkisar
antara 0,21-1,25 g/L (data tidak ditampilkan). Sedangkan
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total kefiran didapatkan dari hasil penjumlahan antara kefiran
yang diisolasi dari media fermentasi dan biji kefir. Hasil total
kefiran setelah fermentasi 24 jam pada penelitian ini berkisar
antara 0,63-1,76 g/L (Tabel 5).

Tabel 5. Total kefiran (g/L) setelah fermentasi 24 jam

Perlakuan  YE4%  YE2%U2% U4%  YE2%ET2% ET4%

LWI12%  1,03%® 1,328 0,658, 0,874 1,76
LW24% 0,634, 120, 1,46° 1200 1,144,
LW3,6%  1,32%® 12748 0,9348 1,46 0,87

Keterangan: Notasi huruf kecil (,) yang sama pada kolom yang sama tiap sampel uji
dan notasi huruf besar (*) yang sama pada baris yang sama menunjukkan
hasil yang tidak berbeda nyata pada taraf signifikansi (o = 0,05).

Berdasarkan penggunaan variasi konsentrasi laktosa
pada whey sebagai media fermentasi secara keseluruhan,
didapatkan sampel LW1,2%- ET4% menghasilkan rendemen
kefiran tertinggi dengan nilai sebesar 1,76 g/L. Sedangkan
rendemen kefiran terendah terdapat pada sampel LW2,4%-
YE4% dengan nilai sebesar 0,63 g/L. Konsentrasi laktosa
pada whey sebesar 1,2% menjadi konsentrasi optimum dalam
menghasilkan total kefiran tertinggi. Hal ini dimungkinkan
konsentrasi laktosa pada whey sebesar 1,2% merupakan
konsentrasi optimum dalam produksi kefiran. Seperti yang
dijelaskan sebelumnya pada penelitian Taniguchi dkk. (2001)
bahwa penambahan konsentrasi laktosa yang lebih tinggi
tidak meningkatkan kefiran.

Variasi komposisi sumber nitrogen tidak memberikan
hasil yang berbeda nyata secara signifikan antar sampel pada
hasil total kefiran. Secara keseluruhan, penambahan sumber
nitrogen ekstrak tauge kacang hijau 4% pada konsentrasi
laktosa 1,2% merupakan sampel dengan total kefiran tertinggi.
Sedangkan sampel LW2,4%-YE4% dengan penambahan
sumber nitrogen yeast extract 4% merupakan sampel dengan
nilai total kefiran terendah.

Sumber nitrogen organik dapat menghasilkan
eksopolisakarida yang lebih tinggi dibandingkan dengan
penggunaan sumber nitrogen anorganik. Oleh karena itu
dengan penambahan ekstrak tauge dapat menghasilkan kefiran
yang tinggi meskipun sumber karbon yang digunakan tidak
sama. Pada penelitian-penelitian sebelumnya disampaikan
bahwa rendemen kefiran optimum banyak dijumpai pada
sampel dengan penambahan yeast extract (Cheirsilp dan
Sirilaor, 2011; Razack dkk., 2013). Namun pada penelitian
ini yeast extract tidak dapat menghasilkan rendemen kefiran
yang optimum.

Banyak faktor yang dapat mempengaruhi hasil kefiran
(eksopolisakarida). Menurut Halim dan Elok (2013), hasil
EPS yang dihasilkan dipengaruhi oleh sumber karbon,
sumber nitrogen, serta kondisi pertumbuhan bakteri antara
lain suhu, pH, dan ketersediaan oksigen. Pham dkk. (2000)

382

menyatakan bahwa pertumbuhan sel pada medium dengan
pH konstan akan menghasilkan yield EPS yang lebih tinggi.
Apabila selama fermentasi terjadi proses asidifikasi karena
produksi laktat akan mengakibatkan enzim glycohydrolase
menjadi aktif pada kisaran pH 5 sehingga yield EPS yang
dihasilkan menurun karena proses enzimatis. Sumber
karbon yang spesifik dalam medium fermentasi EPS akan
menunjukkan hasil yield EPS yang berbeda-beda pada setiap
spesies. Ruas-Madiedo dan de los Reyes-Gavilan (2005)
menambahkan bahwa kondisi kultur mikroba serta komposisi
media fermentasi juga mempengaruhi yield yang dihasilkan
dan karakteristik molekulernya.

KESIMPULAN

Setelah 24 jam fermentasi, jumlah biomassa biji
kefir berkisar antara 21,30-27,15 g (berat kering g/250 mL
medium fermentasi) dari jumlah biomassa awal 25 g. Cairan
fermentasi menunjukkan nilai pH berkisar antara 3,49-
3,94; kadar alkohol berkisar antara 0,11-0,31% dan kadar
asam laktat berkisar antara 0,49-1,47%. Total rendemen
kefiran yang didapatkan dari ekstraksi biji kefir dan cairan
fermentasi berkisar antara 0,63—1,76 g/L. Hasil penelitian
ini mengindikasikan bahwa whey keju dengan penambahan
sumber nitrogen dapat digunakan sebagai medium fermentasi
oleh biji kefir untuk menghasilkan metabolit berupa alkohol,
asam laktat dan kefiran. Variasi formulasi media fermentasi
yang menghasilkan kefiran dalam jumlah tertinggi adalah
penggunaan konsentrasi laktosa whey keju 1,2% dan sumber
nitrogen dari ekstrak tauge kacang hijau sebesar 4%.
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