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ABSTRACT

This study was conducted to evaluate the characteristics of whey-based kefir products and their activity to inhibit the angiotensin converting
enzyme (ACE). Kefir was produced by using many types of whey, namely SK: skim milk based kefir (control); WK: gouda cheese whey based kefir;
and WKB: commercial whey powder based kefir. The experimental design was a completely randomized design. Each treatment was conducted in
triplicates. Kefirs were evaluated for physical and chemical properties (pH, total titratable acidity, viscosity, protein, fat, lactose, and alcohol),
microbiological (lactic acid bacteria and yeast) population, peptide concentration, ACE inhibition, ICso and Inhibition Efficiency Ratio (IER). The
results showed that the types of whey used for kefir productions significantly affected the physical and chemical characteristics of the products
(p<0.05). Total lactic acid bacteria and yeast population of the products were not significantly different among the whey types (p>0.05). The peptide
concentration and ACE inhibitory activity of WK, 1.54+£0.02 mg/mL and 73.07+£0.91%, was significantly higher (p<0.05) than those of the control
and WKB. The ICso of WK was 0.83+0.02 mg/mL, significantly lower than that of control (1.05+0.01 mg/mL) and WKB (0.96+0.01 mg/mL). The IER
of WK (47.35+0.09% per mg/mL) was not significantly different (p>0.05) from the control (47.19£0.09% per mg/mL) but was significantly higher
(p<0.05) than that of WKB (45.75+0.18% per mg/mL). This research indicated that whey kefir is a potential source of bioactive peptide for
antihypertention agent.

Keywords: angiotensin converting enzyme, bioactive peptide, whey kefir

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui karakteristik produk kefir berbahan baku whey serta kemampuannya dalam menghambat kerja
Angiotensin Converting Enzyme (ACE). Produk kefir yang dibuat dalam penelitian ini berasal dari bahan baku whey yang berbeda sebagai
perlakuan yang dikerjakan dalam eksperimen Rancangan Acak Lengkap 3 perlakuan dengan 3 kali ulangan, yaitu SK: Kefir berbahan baku susu
skim sapi (kontrol); WK: kefir berbahan baku whey keju gouda; dan WKB: kefir berbahan baku whey bubuk komersial. Kualitas fisik dan kimia (pH,
keasaman, viskositas, protein, lemak, laktosa dan alkohol), mikrobiologis (populasi bakteri asam laktat dan khamir kapang), konsentrasi peptida,
penghambatan ACE, ICso, dan Inhibition Efficiency Ratio (IER) dari kefir yang dihasilkan kemudian diamati. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
jenis bahan baku whey yang digunakan berpengaruh nyata terhadap kualitas fisik dan kimia produk whey kefir yang diperoleh. Populasi bakteri
asam laktat dan khamir kapang tidak berbeda nyata (p>0.05) pada semua produk whey kefir penelitian. Konsentrasi peptida dan penghambatan
ACE WK berturut-turut adalah 1.54+0.02 mg/mL dan 73.07+0.91%; secara signifikan lebih tinggi (p<0.05) dibandingkan dengan kontrol dan WKB.
ICs0 WK adalah 0.83+0.02 mg/mL, lebih rendah (p<0.05) dibandingkan dengan kontrol (1.05£0.01 mg/mL) dan WKB (0.96+0.01 mg/mL). IER WK
sebesar 47.35+0.09% per mg/mL tidak berbeda nyata (p>0.05) dibandingkan dengan kontrol (47.19+0.09% per mg/mL) tetapi secara nyata lebih
tinggi (p<0.05) dibandingkan dengan WKB (45.75+0.18% per mg/mL). Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa whey kefir
berpotensi sebagai sumber peptida bioaktif antihipertensi.

Kata kunci: angiotensin converting enzyme, peptida bioaktif, whey kefir

oxygen demand (BOD) dan chemical oxygen demand (COD)
tidak memenuhi batas aman yang diperbolehkan, yaitu 50.000
mg/L (BOD) dan 80.000 mg/L (COD) (Guimaraes et al. 2010)
karena whey masih mengandung nutrisi atau bahan organik
diantaranya adalah protein, laktosa (gula susu) dan mineral.
Bahan organik yang terkandung dalam whey merupakan media
yang baik bagi pertumbuhan mikroorganisme. Hal ini ber-
pontensi untuk pemanfaatan whey sebagai media fermentasi
yang menghasilkan produk dengan nilai ekonomis lebih baik.

PENDAHULUAN

Proses penggumpalan susu dalam pembuatan keju meng-
hasilkan produk ikutan berupa whey. Pada beberapa industri,
whey dibuang sebagai limbah. Akumulasi limbah tersebut dapat
mencemari lingkungan. Whey memiliki kandungan biochemical
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Produk-produk susu fermentasi yang mengandung probiotik
dan prebiotik serta memiliki dampak kesehatan mulai diminati
konsumen saat ini (Ozer dan Kirmaci, 2010). Salah satu produk
susu fermentasi adalah kefir. Secara tradisional, kefir dibuat
dengan menambahkan starter kefir pada susu segar. Kefir telah
dianjurkan untuk dikonsumsi oleh orang sehat di negara-negara
Soviet untuk menurunkan risiko penyakit kronis, hipertensi,
Ischeamic Heart Disease (IHD) dan alergi (Farnworth, 2005).
Starter kefir memiliki komposisi protein, polisakarida dan
campuran beberapa jenis mikroba. Bakteri asam laktat dan
kapang yang terdapat pada starter kefir hidup bersimbiosis dan
berfungsi pada proses fermentasi asam laktat dan alkohol.
Starter kefir dapat memecah laktosa sehingga starter kefir ter-
sebut dapat digunakan pula untuk fermentasi whey dari hasil
pengolahan keju, yang juga kaya akan laktosa.

Peningkatan nilai ekonomis whey dapat dilakukan dengan
memproduksi peptida bioaktif sebagai bahan suplemen yang
memiliki fungsi kesehatan tertentu bagi manusia. Peptida
tersebut memiliki peran penting dalam fungsi fisiologi dan juga
fungsi regulatori dalam tubuh manusia (Tavares et al. 2011).
Hidrolisis enzimatik, fermentasi atau kombinasi keduanya dapat
menghasilkan golongan peptida tersebut. Pemanfaatan lebih
lanjut dari peptida bioaktif adalah sebagai bahan formulasi
untuk pangan fungsional dan nutraceutical (Madureira et al.
2010). Salah satu fungsi peptida tersebut adalah sebagai peng-
hambat aktivitas ACE yang bertanggungjawab pada proses
kemunculan (on sef) hipertensi, terutama terkait dengan
penyakit diabetes tipe 2. Beberapa penelitian telah mem-
perlihatkan peran susu fermentasi dalam mengontrol tekanan
darah. Penelitian yang dilakukan Donkor ef al. (2007) terhadap
BAL dalam produk susu memperlihatkan kemampuan BAL
dalam menghambat aktivitas ACE. Keju Cheddar yang dibuat
dari starter Lactococcus dan bakteri probiotik menghasilkan
peptida penghambat ACE (Ong dan Shah, 2008). Peptida
penghambat ACE juga ditemukan dalam yogurt, keju dan susu
yang difermentasi oleh Lactobacillus casei ssp. rhamnosus dan
strain bifidobakteria.

Informasi ilmiah yang berkaitan dengan pemanfaatan whey
melalui proses fermentasi menggunakan starter kefir untuk
melihat manfaat fungsional antihipertensi belum banyak
dipublikasi, karena itu penelitian ini penting dilakukan. Tujuan
penelitian ini adalah untuk mempelajari karakteristik fisik, kimia,
mikrobiologi kefir berbahan baku whey serta mengetahui
aktivitasnya terhadap penghambatan ACE.

BAHAN DAN METODE

Bahan kultur bulk kefir adalah koleksi laboratorium mikro-
biologi Bagian Teknologi Hasil Ternak, Fakultas Peternakan
Institut Pertanian Bogor (IPB). Bulk kefir disiapkan berdasarkan
metode dalam Magalhaes et al. (2011) yaitu dengan cara
mengkultivasi starter kefir dalam susu segar yang telah di-
pasteurisasi, disegarkan setiap hari selama 7 hari. Setelah itu
bulk kefir dipisahkan dari starter kefir sebelum diinkolulasikan ke
media yang baru. Media fermentasi adalah susu skim sapi dari
unit proses pengolahan susu Fakultas Peternakan IPB, whey
hasil ikutan proses pembuatan keju Gouda di PT Bukit Baros
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Cempaka, Sukabumi dan whey bubuk komersial (Tillamook
County Creamery).

Rancangan percobaan dan analisa data

Rancangan percobaan yang digunakan adalah Rancangan
Acak Lengkap dengan 3 perlakuan dilakukan 3 ulangan. Per-
lakuan yang diberikan adalah: SK (kontrol) yaitu Kefir (bahan
baku susu skim sapi); WK=Kefir (bahan baku whey cair);
WKB=Kefir (bahan baku whey bubuk). Data dianalisa dengan
Sidik Ragam (ANOVA), perbedaan nyata yang terjadi di-
lanjutkan dengan uji lanjut menggunakan uji Tukey.

Pembuatan whey kefir (WK)

Pembuatan WK mengacu pada Magalhaes et al. (2011)
yang dimodifikasi. Sejumlah 500 mL whey dipasteurisasi pada
suhu 83-85°C selama 30 menit, kemudian didiamkan sampai
suhu mencapai +27°C, kemudian diinokulasi dengan 5% v/v
kultur starter bulk kefir secara aseptik, diinkubasi (28°C, 20
jam). Kefir selanjutnya diperam (24 jam, 4°C), lalu dilakukan
penyaringan menggunakan kain saring ukuran 100 mesh untuk
memisahkan WK dan starter kefir.

Jumlah bakteri asam laktat dan kapang khamir

Jumlah bakteri asam laktat ditentukan dengan metode
hitungan cawan menurut metode Maturin dan Peeler (2001).
Sampel dan Buffered Peptone Water (BPW) diencerkan
beberapa seri dilanjutkan dengan inokulasi pada media deMan
Rogosa Sharpe Agar (MRSA) pada suhu 37°C selama 24-48
jam. Hasil penghitungan dilaporkan menggunakan metode
Standard Plate Count (SPC). Jumlah kapang khamir dihitung
berdasarkan metode yang dijelaskan oleh Maturin dan Peeler
(2001). Media yang digunakan adalah PDA (Potato Dextrose
Agar). Sebanyak 5 mL sampel kefir diencerkan bersama 45 mL
larutan BPW dan dihomogenisasi menggunakan vorteks untuk
mendapatkan pengenceran P-1 sampai P-7. Inokulasi dilakukan
secara aseptik pada suhu ruang selama 24 jam. Setelah
mencapai waktu inkubasi 24 jam, jumlah khamir yang tumbuh
kemudian dihitung.

Karakteristik fisik dan kimia

pH produk diukur menggunakan metode standar AOAC
(2005) menggunakan pH meter (Hanna). Persentase asam
laktat diukur melalui metode titrasi menggunakan 0.1 N NaOH.
Jumlah asam yang diproduksi selama fermentasi dihitung
dengan rumus:

% asam laktat=faktor pengenceran x V NaOH x 0.1 N x 0.009 x 100%

Kekentalan diukur menggunakan alat viscometer (Rion
Viscotester VT-04F). Sebanyak 50 mL sampel dimasukkan ke
dalam tempat yang tersedia pada alat dan suhu diatur pada
suhu ruang. Satuan kekentalan disajikan dalam centipoise (cP).
Penentuan kadar protein menggunakan metode semimikro
Kjeldahl dengan faktor konversi 6.25 (AOAC, 2005). Kadar
laktosa diukur menurut metode Reagen Teles. Sampel diencer-
kan 50 kali, direaksikan dengan 0.2 mL zink sulfat 5% dan 0.2
mL barium hidroksida 4.5%. Sampel dibaca pada absorban 520
nm. Kadar alkohol diukur menggunakan metode mikro difusi
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conway menggunakan 2 mL sampel yang direaksikan dengan
larutan mikro difusi conway (0.37 g K2Cr207 dalam 15 mL air
dan 28 mL H2SOs4 pekat diencerkan hingga 50 mL), kemudian
dibaca pada absorban 605 nm. Kadar lemak ditentukan meng-
gunakan metode dalam BSN (2009). Lemak dalam sampel
dihidrolisa dengan amonia dan alkohol kemudian diekstraksi
dengan eter. Ekstrak eter yang diperoleh kemudian diuapkan
sampai kering dalam pinggan alumunium dan kadar lemak
dihitung secara gravimetri.

Pembuatan ekstrak whey kefir

Kefir dihomogenkan, kemudian pH kefir dikondisikan hingga
mencapai 4.0. Kefir kemudian dipanaskan dengan waterbath
(45°C) selama 10 menit diikuti dengan sentrifugasi (5.000 g, 10
menit 4°C). Selanjutnya, larutan NaOH 0.1 M ditambahkan
hingga pH mencapai 7.0. Supernatan disentrifugasi lagi (5.000
g, 10 menit 4°C) dan supernatan disimpan pada suhu -20°C
sampai dibutuhkan untuk analisa.

Konsentrasi peptida, penghambatan Angiotensin Convert-
ing Enzyme (ACE), ICs0 dan Inhibition Efficiency Ratio (IER)
Pengukuran konsentrasi peptida ekstrak WK dilakukan
menggunakan metode uji o-phthaldialdehyde (OPA). Ekstrak
WK (30 pl) ditambahkan pada 1 mL reagen OPA di dalam
cuvette 1.5 mL. Larutan dicampurkan secara cepat dengan
pembalikan cuvette dan diinkubasi pada suhu ruang selama 2
menit. Pembacaan absorbansi dilakukan pada panjang
gelombang 340 nm menggunakan Spectrophotometer
(Shimadzu UV-1601 PC). Konsentrasi peptida diestimasikan
terhadap kurva standar tripton. Pengukuran aktivitas inhibitor
ACE pada penelitian ini mengacu pada metode Hayes et al.
(2007) yang telah dimodifikasi dalam hal konsentrasi enzim,
substrat, dan bahan pelarut lainnya yang digunakan untuk uji in
vitro. Substrat enzim yang digunakan untuk uji in vitro peng-
hambatan ACE adalah Hippuryl-L-Histidyl-L-Leucine (HHL).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakteristik mikrobiologi whey kefir

Mikroflora pada kefir sangat kompleks dan bervariasi.
Fermentasi yang berlangsung pada proses pembuatan kefir
melibatkan bakteri asam laktat dan khamir. Populasi bakteri
asam laktat dan khamir produk kefir penelitian ini ditampilkan
pada Gambar 1. Terlihat bahwa populasi bakteri asam laktat
pada ketiga jenis produk kefir berbahan baku skim, whey dan
whey bubuk tidak berbeda nyata (p>0.05). Populasi bakteri
asam laktat berkisar antara 9.67-11.20 log1o CFU/mL. Hasil
penelitian ini lebih tinggi daripada hasil penelitian Gronnevik et
al. (2011), Fontan et al. (2006), dan Irigoyen et al. (2005) yang
menyatakan bahwa populasi kultur starter Lactococcus spp. dan
Lactobacillus spp. berturut-turut adalah 8 dan 8.5 log1o CFU/mL.

Populasi bakteri kultur starter dalam produk kefir yang di-
syaratkan dalam CODEX STAN 234-2003 adalah minimal 7
logio CFU/mL. Berdasarkan hal tersebut, produk kefir hasil
penelitian ini memenuhi persyaratan CODEX. Populasi bakteri
asam laktat tinggi diduga disebabkan kondisi lingkungan dan
nutrisi dalam media fermentasi yang baik bagi pertumbuhan
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bakteri asam laktat. Bakteri asam laktat dapat melakukan
regenerasi dengan cepat. Menurut Giraffa (2004), Lactobacillus
adalah bakteri dominan yang ditemukan dalam hampir seluruh
produk susu fermentasi dengan populasi berkisar antara 6.28
logio CFU/mL hingga 8.32 log1o CFU/mL. Acetobacter, bakteri
mesofilik aerob, Leuconostoc dan Lactococcus menunjukkan
pertumbuhan yang sama berkisar antara 6.00 logio CFU/mL
sampai 8.00 log1o CFU/mL (Magalhaes et al. 2010).
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Gambar 1. Populasi bakteri asam laktat dan khamir kapang pada
produk WS, WK dan WKB. Notasi huruf yang sama di atas
grafik batang artinya tidak berbeda nyata (p>0.05), n =9

Populasi khamir pada ketiga jenis produk kefir tidak berbeda
nyata (p>0.05). Menurut CODEX STAN 234-2003, populasi
khamir minimal 104 CFU/g. Rata-rata populasi khamir pada awal
fermentasi adalah 6.00 log1o CFU/mL dan meningkat 7.31 log1o
CFU/mL pada akhir fermentasi selama 24 jam (Giraffa, 2004).
Magalhaes et al. (2010) menyatakan bahwa populasi khamir
pada produk kefir adalah 5-6 log1o CFU/mL. Populasi khamir
kefir dari sari kedelai yang diinokulasi dengan starter kefir
adalah 3.20 logio CFU/mL (Kasenkas et al. 2011). Populasi
khamir pada kefir hasil penelitian ini sesuai dengan standar
CODEX dan lebih tinggi dari hasil penelitian Giraffa (2004),
Magalhaes et al. (2010), dan Kasenkas et al. (2011). Selama
fermentasi, pertumbuhan khamir distimulasi oleh kondisi asam
yang diakibatkan aktivitas bakteri asam laktat, sebaliknya per-
tumbuhan bakteri dapat distimulasi dengan keberadaan khamir
khususnya khamir yang dapat mensintesis komponen penting
bagi pertumbuhan bakteri seperti vitamin dan nitrogen terlarut
(Almeida et al. 2007).

Komposisi populasi bakteri asam laktat dan khamir pada
produk kefir penelitian ini relatif seimbang yaitu 1:1. Stepaniak
and Fetlinski (2002) menyatakan bahwa distribusi mikro-
organisme dalam matriks pada starter kefir tidak seragam. Lb.
kefiranofaciens terdistribusi menyebar pada starter kefir tetapi
populasinya paling tinggi di tengah-tengah, sedangkan Lb. kefir
pada umumnya tumbuh di permukaan starter kefir. Komposisi
spesifik mikroflora dari starter kefir sangat tergantung pada
negara asal, cara kultivasi, dan teknik penyimpanan, tetapi per-
bandingan jumlah khamir dan bakteri asam laktat (BAL) relatif
stabil.

Karakteristik fisik dan kimia whey kefir

Sifat fisik dan kimia kefir meliputi total solid, laktosa, protein,
lemak, mineral, alkohol, pH, viskositas dan keasaman produk
dianalisa. Rataan nilai hasil analisa disajikan pada Tabel 1.
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Tabel 1. Karaketristik fisik dan kimia produk kefir berbahan baku susu
skim segar, whey segar dan whey bubuk

Produk Kefir
Parameter

SK WK WKB
pH 3.95+0.072 4.00£0.012 4.74+0.040
Viskositas (cP) 1.550.00+180.28>  350.00+0.002 350.00£0.002
Asam laktat (%) 1.1110.042 1.1340.002 1.11£0.022
Total padatan (%) 8.92+0.142 14.64 £0.13° 20.17+1.84¢
Laktosa (% bb) 0.34+0.102 1.8240.29 2.69+0.48¢
Protein (% bb) 3.31+0.152 2.63+0.722 2.93+0.212
Lemak (% bb) 0.46+0.182 1.7040.140 0.45+0.092
Mineral (% bb) 0.83+0.022 1.15£0.06° 1.78+0.08¢
Alkohol (%) <05 <05 <05

Keterangan: SK: Kefir berbahan baku susu skim; WK: Whey kefir berbahan
baku whey segar; WKB: Whey kefir berbahan baku whey bubuk. Angka-
angka pada baris yang sama yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda
nyata pada taraf uji 5% (uji lanjut Tukey), n =9

Berlangsungnya proses fermentasi ditandai dengan terjadi-
nya penurunan pH. Kultur starter yang diberikan pada media
fermentasi menghasilkan asam laktat dalam jumlah tertentu
sehingga menurunkan pH sehingga mencapai pH 3.8-4.2.
Produk kefir pada penelitian ini memiliki pH berkisar antara
3.95-4.74. Whey kefir yang dibuat dari bahan baku whey (WK)
menghasilkan pH akhir 4.00. pH kefir yang dibuat dari sari
kedelai berkisar antara 4.58-4.65 (Kesenkas et al. 2011).
Ismaiel et al. (2011) menyatakan bahwa pH kefir dengan bahan
baku kelapa, sari kedelai, dan whey berturut-turut adalah 3.21;
3.11 dan 3.01.

Keasaman kefir dihitung sebagai % asam laktat. Kefir yang
dihasilkan pada penelitian ini memiliki keasaman antara 1.11%
sampai 1.13%. Kadar asam laktat meningkat karena aktivitas
mikroba selama proses fermentasi yang menguraikan laktosa
menjadi glukosa dan galaktosa untuk kemudian dimetabolisme
menjadi asam laktat. Oleh karena itu, kadar laktosa produk kefir
yang dihasilkan menurun seiring dengan peningkatan ke-
asaman. Kefir dalam penelitian ini memiliki kadar laktosa 0.34-
2.69%. Berdasarkan CODEX STAN 234-2003, keasaman
sebagai % asam laktat pada kefir minimal 0.6%, kadar laktosa
kefir berkisar 3.0-3.9% dan kadar asam laktat 0.73-1.15%.
Menurut Purnomo dan Muslimin (2012), kadar laktosa kefir
berbahan baku susu kambing adalah 4.3% dengan kadar asam
laktat 0.76%.

Berdasarkan CODEX STAN 234-2003, komposisi protein
kefir minimal 2.7%. Komposisi protein kefir pada penelitian ini
berkisar antara 2.63-3.31%. Hasil penelitian Kesenkas et al.
(2011) memperlihatkan bahwa kadar protein kefir berbahan
baku susu sapi adalah 4.10% sedangkan kefir berbahan baku
campuran susu dan sari kedelai (rasio 1:1) adalah 4.03%.
Kadar protein WK (2.63%) yang lebih rendah dibandingkan
standar dalam CODEX dan Kesenkas et al. (2011) karena
kandungan protein bahan baku whey yang juga rendah. Selain
itu, protein whey bersifat sukar untuk didegradasi dibandingkan
protein kasein (Kesenkas et al. 2011). Kadar lemak yang
ditetapkan dalam CODEX STAN 234-2003 adalah kurang dari
10%. Kadar lemak produk kefir dalam penelitian ini berkisar
antara 0.45-1.7% memenuhi ketentuan dalam CODEX. Kadar
lemak tersebut jauh lebih rendah dibandingkan dengan hasil
penelitian Kesenkas et al. (2011), yaitu 3.05%.
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Viskositas kefir SK lebih tinggi dibandingkan WK dan WKB.
Terlihat bahwa semakin rendah pH menghasilkan kefir dengan
viskositas semakin tinggi. Hal tersebut berkaitan dengan
aktivitas mikroba yang tumbuh pada saat fermentasi dan
komposisi bahan baku (Ismaiel et al. 2011). lli¢i¢ et al. (2008)
menyatakan bahwa viskositas dan struktur gel pada produk
susu fermentasi dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu
komposisi susu, konsentrasi kasein, suhu inkubasi, perlakuan
panas, keasaman serta jenis kultur yang digunakan.

Komponen penting pada susu adalah kasein. Selama
proses fermentasi terjadi penggumpalan kasein dan peningkat-
an kekentalan produk. Susu skim sebagai bahan baku yang
digunakan pada SK kaya akan kasein sedangkan whey untuk
WK dan WKB telah kehilangan banyak kasein. Peningkatan
viskositas produk susu fermentasi diperoleh pada produk
dengan rasio kandungan kasein dan protein whey sebanyak
80:20 (Bonisch et al. 2006). Rasio kasein dan whey pada
produk hasil penelitian ini lebih rendah khususnya pada produk
WK dan WKB. Selain itu, menurut Ismaiel et al. (2011), massa
molar dari eksopolisakarida diduga kuat mempengaruhi
viskositas produk susu fermentasi, polimer yang memiliki massa
molar tinggi menjadikan produk dengan viskositas tinggi. Pada
kefir eksopolimer dapat diperoleh jika terdapat mikroba peng-
hasil eksopolimer seperti Acetobacter sp. Keberadaan 1%
Acetobacter pasteurianus dari total mikroba pada starter kefir
memegang peranan penting dalam meningkatkan rasa dan
konsistensi kefir melalui peningkatan viskositas. Bakteri jenis
Acetobacter kemungkinan tumbuh lebih banyak pada SK
dibandingkan WK dan SKB.

Kandungan alkohol produk kefir pada penelitian ini kurang
dari 0.1% (Tabel 1). Kefir yang sudah matang mengandung
0.8-1% asam laktat. Kefir tradisional yang diproduksi langsung
dari starter kefir mengandung etanol sampai 2% sedangkan
produk kefir dari industri mengandung 0.04-0.15% asam asetat,
0.4% CO2, 1-4 mg/L diasetat dan beberapa mg/L asetaldehid
(Stepaniak dan Fetlinski, 2002). Kandungan alkohol yang
rendah disebabkan waktu pematangan setelah inkubasi kurang.
Menurut Stepaniak dan Fetlinski (2002), produksi alkohol juga
berlangsung selama proses pematangan dan penyimpanan di
suhu rendah. Alkohol merupakan produk akhir dari aktivitas
khamir. Khamir tumbuh baik pada lingkungan dengan suhu
lebih rendah. Suhu inkubasi yang digunakan pada penelitian ini
adalah 28°C. Hasil penelitian Purnomo dan Muslimin (2012)
menunjukkan kefir yang diinkubasi pada suhu 24°C memiliki
kadar alkohol 0.94%. Stepaniak dan Fetlinski (2002) juga
menyatakan bahwa Candida kefyr menstimulasi pertumbuhan
Lb. kefir. Produksi etanol dari Can. kefyr lebih tinggi jika khamir
tersebut berkembang bersamaan dengan Lb. kefir. Kultur starter
yang digunakan pada penelitian ini memiliki komposisi
Lactobacillus sp. 35.4%, Streptococcus sp. 58.3% dan khamir
6.3%. Interaksi Can. kefyr dan Lb. kefir untuk menghasilkan
kadar alkohol tinggi tidak terjadi sehingga kadar alkohol yang
dihasilkan rendah.

Kandungan mineral produk kefir dalam penelitian ini ber-
kisar antara 0.83-1.78%. Belum ada standar yang mengatur
kadar mineral dalam produk kefir. Menurut Robinson et al.
(2002), aktivitas metabolisme kultur probiotik dapat meningkat-
kan produksi atau bioavailabilitas beberapa vitamin dan mineral
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serta memperbaiki kecernaan protein. Peningkatan vitamin
dalam kefir telah diteliti oleh Stepaniak dan Fetlinski (2002)
yang menyatakan bahwa kandungan vitamin B4, B2 dan asam
folat pada kefir lebih tinggi dibandingkan pada susu.

Konsentrasi peptida, penghambatan Angiotensin Convert-
ing Enzyme (ACE), ICso dan Inhibition Efficiency Ratio (IER)

ACE memegang peranan penting fungsi regulasi tekanan
darah dalam tubuh. Pada kondisi abnormal, kerja ACE berlebih
sehingga dapat menimbulkan dampak tekanan darah tinggi.
Penghambatan ACE adalah salah satu cara untuk menurunkan
risiko terjadinya tekanan darah tinggi. Beberapa jenis peptida
fungsional yang berperan dalam penurunan tekanan darah,
absorbsi kalsium dan regulasi kolesterol serum darah telah
berhasil diisolasi dari susu dan hidrolisat kedelai (Kim et al.
2011). Konsentrasi peptida yang dibutuhkan untuk menghambat
50% kerja ACE disebut ICs0. Konsentrasi peptida, peng-
hambatan ACE, IER, dan ICso ekstrak whey kefir dalam
penelitian ini disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Konsentrasi  peptida, penghambatan ACE, Inhibition
Efficiency Ratio (IER) dan ICso ekstrak produk whey kefir
Konsentrasi IER
Peptida Penghamobatan ICs0 (% per
(mg/mL) ACE (%) (mg/mL) mg/mL)
SK 0.97+0.022 45.94+0.812 1.05£0.01c  47.19+0.09°
WK 1.54+0.02¢ 73.07£0.91¢ 0.83+0.022 47.35£0.09°
WKB 1.25+0.020 57.04+1.110 0.96+0.01>  45.75+0.182

Keterangan: Angka-angka pada kolom yang sama yang diikuti oleh huruf yang
sama tidak berbeda nyata pada taraf uji 5% (uji lanjut Tukey), n =9

Jenis bahan baku whey yang digunakan berpengaruh nyata
(p<0.05) pada konsentrasi peptida ekstrak whey kefir.
Konsentrasi peptida tertinggi dicapai untuk WK (1.54+0.02
mg/mL). Konsentrasi peptida tinggi diduga berkaitan dengan
pertumbuhan biomassa mikroba kefir yang tinggi pula pada
media whey. Sintesis protein mikroba yang berkembang selama
proses fermentasi memberikan kontribusi pada peningkatan
konsentrasi peptida produk whey kefir.

Jenis bahan baku whey yang digunakan berpengaruh nyata
(p<0.05) pada penghambatan ACE ekstrak whey kefir. Peng-
hambatan ACE tertinggi dicapai untuk WK (73.07£0.91%).
Penghambatan ACE sebanding dengan konsentrasi peptida
whey kefir hasil penelitian ini. Peptida bioaktif yang terdapat
pada WK diduga merupakan peptida yang memiliki sifat
fungsional menghambat kerja ACE. Menurut Quiros et al.
(2005), potensi terbesar peptida penghambat ACE dihasilkan
dari protein susu yang difermentasi dengan beberapa strain
isolat Lactobacullis helveticus atau kombinasi dengan khamir
Saccharomyces cereviceae. Aktivitas penghambatan ACE pada
kefir berkaitan juga dengan kombinasi protein sel beberapa
strain bakteri asam laktat dan khamir yang berkembang selama
proses susu fermentasi. Hirota et al. (2007) menyatakan bahwa
hidrolisat yang mengandung asam amino Val-Pro-Pro dan lle-
Pro-Pro menunjukkan perbaikan disfungsi endothelial vascular
pada pasien hipertensi. Saat ini, peptida antihipertensi dapat di-
produksi menggunakan teknologi DNA rekombinan, yaitu fusi
protein rekombinan diekspresikan dalam Escherichia coli, untuk
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kemudian dipurifikasi dan dirombak oleh enzim proteinase dari
L. helveticus terseleksi (Losacco et al. 2007).

ICso menggambarkan konsentrasi peptida yang diperlukan
untuk menghambat 50% kerja ACE. Nilai ICso dihitung dengan
cara memasukkan nilai 50 pada persamaan linear hubungan
nilai konsentrasi peptida dan penghambatan ACE. Jenis whey
yang digunakan berpengaruh nyata (p<0.05) pada nilai ICso
ekstrak whey kefir penelitian ini. 1Cso terendah dicapai untuk WK
(0.83£0.02 mg/mL). Nilai ICso berbanding terbalik dengan nilai
IER. Hal tersebut menggambarkan bahwa peptida yang ter-
kandung dalam WK adalah peptida aktif yang memiliki sifat
penghambatan ACE. Nilai ICsoc WK lebih rendah jika di-
bandingkan dengan SK dan WKB sebab proses fermentasi
yang terjadi pada WK menghasilkan lebih banyak peptida
sederhana penghambat ACE. Papadimitriou et al. (2007)
melaporkan nilai ICso ekstrak larut air dari yoghurt susu berkisar
antara 1.49-1.62 mg/mL. Ekstrak larut air dari kefir susu
kambing memiliki nilai ICso sebesar 0.365 mg/mL (Quiros et al.
2005). Hasil penelitian Tavares et al. (2011) memperlihatkan
bahwa hidrolisat “whey protein concentrate” (WPC) memiliki
nilai 1Cso sebesar 52.942.9 pg/mL, tetapi fraksi peptidanya
dengan berat molekul di bawah 3 kDa menunjukkan nilai ICso
sebesar 23.6+1.1 pg/mL. Ditemukan pula 3 jenis peptida yang
berpotensi sebagai peptida antihipertensi diantaranya berasal
dari a-lactalbumin f(16-26) dengan sekuen KGYGGVSLPEW
yang memiliki nilai 1Cs0 0.80£0.1 ug/mL, a-lactalbumin f(97-104)
sekuen DKVGINYW dengan nilai ICso 25.2+1.0 pg/mL dan a-
lactoglobulin f(33-42) sekuen DAQSAPLRVY dengan nilai ICso
13.0£1.0 pg/mL.

IER menggambarkan rasio efisiensi penghambatan ekstrak
whey kefir terhadap ACE. Nilai IER diperoleh dengan cara
membagi nilai penghambatan ACE dengan konsentrasi peptida.
Semakin tinggi nilai IER, maka semakin tinggi tingkat efisiensi
penghambatannya terhadap ACE. Jenis whey yang digunakan
berpengaruh nyata (p<0.05) pada nilai IER ekstrak whey kefir
penelitian ini. IER tertinggi dicapai untuk WK (47.35+0.09% per
mg/mL), berbeda nyata dengan WKB (45.75+0.18% per
mg/mL), namun tidak berbeda nyata dengan SK (47.19+0.09%
per mg/mL). Selain memiliki sifat penghambatan ACE yang
tinggi, WK juga memiliki IER yang tinggi. Hal tersebut
menunjukkan bahwa peptida yang terkandung dalam WK
diduga adalah golongan peptida yang memiliki sifat fungsional
penghambat ACE. Menurut Chen et al. (2007), peptida peng-
hambat ACE dari susu fermentasi tersusun atas tiga asam
amino yaitu Gly-Thr-Trp dan Gly-Val-Trp dengan nilai 1Cso
berturut-turut 0.0884 mg/mL dan 0.185 mg/mL. Peptida ter-
sebut dapat menghambat ACE membentuk angiotensin Il dan
mendegradasi bradikinin sebagai subtrat kompetitif bagi ACE
(Brown dan Vaughan, 1998). Lebih lanjut Chen et al. (2007)
menyatakan bahwa terjadi perbedaan nyata tekanan darah
diastolik yaitu tikus percobaan yang mengonsumsi susu
fermentasi selama 8 minggu dengan dosis konsentrasi peptida
5 mg/mL per hari memiliki diastolik lebih rendah.
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KESIMPULAN

Whey dapat dikembangkan menjadi produk whey kefir
melalui proses fermentasi. Whey kefir yang diproduksi ber-
potensi dimanfaatkan sebagai sumber peptida bioaktif anti-
hipertensi. Jenis whey yang digunakan menentukan aktivitas
penghambatan ACE secara in vitro whey kefir yang diproduksi.
Whey kefir yang dibuat dari whey cair segar hasil ikutan pem-
buatan keju Gouda menunjukkan kualitas penghambatan ACE
sebanding dengan kefir berbahan baku susu skim serta lebih
baik dibandingkan whey kefir berbahan baku whey bubuk
komersial.
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