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TINJAUAN PUSTAKA
[bookmark: _Toc229691013][bookmark: _Toc229691205]2.1 Susu
[bookmark: _Toc229691014][bookmark: _Toc229691206]2.1.1. Definisi Susu
Susu adalah salah satu bahan bahan makanan yang istimewa bagi manusia dengan kelezatan dan komposisinya yang ideal karena susu mengandung semua zat yang dibutuhkan oleh tubuh, bahan makanan yang mudah dicerna, bernilai gizi tinggi, dan sangat dibutuhkan oleh manusia dari berbagai umur (Prihanani et al., 2020).
Susu segar merupakan cairan yang berasal dari ambing ternak perah yang sehat dan bersih yang diperoleh dengan cara pemerahan yang baik dan benar sesuai dengan ketentuan yang berlaku dan kandungan pada susu tidak dikurangi atau ditambah dengan sesuatu serta belum mendapat perlakuan apapun, kecuali adanya proses pendinginan pada susu yakni untuk menjaga dan mempertahankan kualitas dari susu tersebut (Septiani et al., 2023).
Pertumbuhan mikroba dalam susu dapat menurunkan mutu dan keamanan susu, yang ditandai oleh perubahan rasa, aroma, warna, konsistensi dan tampilan. Jumlah bakteri dalam susu dapat digunakan sebagai indikator pencemaran dan kualitas sanitasi. Jenis bakteri seperti Escherichia coli, Enterobacteriaceae S.aureus dan Streptobacillus telah lama dianggap sebagai mikroorganisme indikator mutu (Pazra et al., 2022).
Berdasarkan SNI 3141.1:2011, bahwa susu segar harus memenuhi syarat-syarat yaitu sifat fisik, kimia, dan mikroba. Salah satu sifat yang penting dan cepat diketahui untuk menunjukkan kualitas susu adalah sifat fisik. Sifat fisik susu dapat mencerminkan kualitas masing-masing komponen susu. Sifat fisik susu dapat uji organoleptik (aroma, rasa dan tekstur) derajat asam, pH, dan uji etanol dan asam laktat (Shodiq et al., 2023).
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a. Sifat Fisik Susu
Sifat fisik susu menunjukkan keadaan susu yang dapat diuji dengan menggunakan panca indera seperti warna susu. Warna air susu dapat berubah dari satu warna ke warna yang lain. Hal ini tergantung dari bangsa ternak, jenis pakan, jumlah dan sifat lemak, bahan padatan, dan senyawa pembentuk warna. Berat jenis susu merupakan sifat fisik susu yang dapat diamati dengan menggunakan peralatan.
b. Sifat Kimia Susu
Sifat kimia susu berhubungan dengan tingkat keasaman susu. Kandungan berbagai senyawa yang bersifat asam seperti asam sitrat, asam fosfat komplek, asam amino, karbon dioksida yang larut berpengaruh terhadapa sifat kimia susu. Susu mempunyai nilai gizi yang tinggi, karena mengandung unsur-unsur kimia yang dibutuhkan oleh tubuh seperti protein dan lemak yang tinggi.
c. Sifat Mikrobiologis Susu
Sifat mikrobiologis susu menunjukkan adanya tingkat pencemaran susu oleh mikroorganisme. Mikroorganisme yang dapat mencemari susu terbagi menjadi dua golongan, yaitu mikroorganisme pathogen dan mikroorganisme pembusuk. Mikroorganisme yang berkembang dalam susu selain menyebabkan susu menjadi rusak juga dapat membahayakan kesehatan manusia. Nilai pH susu antara 6,5 sampai 6,6 merupakan kondisi yang sangat menguntungkan bagi mikroorganisme karena pH mendekati netral (pH 6,5-7,5) paling baik untuk pertumbuhan bakteri sehingga susu akan mudah rusak (Hanum et al., 2022).
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1. Susu Segar
Susu segar adalah cairan dari ambing sapi, kerbau, kuda, kambing atau domba dan hewan ternak penghasil susu lainnya yang sehat dan bebas dari kolostrum. Susu segar kandungan alaminya tidak dikurangi atau ditambah sesuatu sesuatu apapun dan belum mendapatkan perlakuan apapun kecuali pendinginan.
2. Susu Pasteurisasi
Susu pasteurisasi merupakan susu yang telah mengalami proses pemanasan setiap komponen (partikel) dalam susu dengan suhu 62°C selama 30 menit atau pemanasan pada suhu 72°C selama 15 detik. Lalu diikuti dengan proses pendinginan dan dikemas dalam kemasan yang steril secara aseptis.
3. Susu UHT
Susu UHT (Ultra High Temperature) adalah susu yang dibuat menggunkan proses pemanasan, yaitu melebihi proses pasteurisasi, yang pada umumnya mengacu pada kombinasi yang pada umumnya mengacu pada kombinasi waktu dan suhu tertentu dalam rangka memperoleh produk komersial yang steril. Susu ini disterilkan dengan suhu yang tidak kurang dari 135°C selama 2 detik dan dikemas dalam kemasan yang steril dan aseptis.


4. Susu Bubuk
Prinsip pembuatan susu bubuk adalah menguapkan seba- nyak mungkin air yang terkandung di dalam susu dengan cara pemanasan atau pengeringan. Tahapan pembuatan susu bubuk dimulai dari perlakuan pendahuluan, pemanasan pendahuluan, pengeringan dan pengepakan. Susu bubuk terdiri atas susu bubuk berlemak (full cream), susu bubuk rendah lemak dan susu bubuk bebas lemak.
5. Susu kental
Susu kental merupakan susu yang diperoleh dengan mengurangi (menguapkan) kandungan air susu hingga kandungan airnya tinggi menjadi 40%, sehingga dengan kadar air yang rendah susu ini dapat tahan dan disimpan lebih lama dalam keadaan baik. Apabila akan dikomsumsi, susu kental harus diencerkan lagi dengan air hangat. Perbedaan antara susu kental manis dengan susu kental tidak manis adalah pada penambahan gula sehingga terasa lebih manis (Pazra et al., 2022).
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Kambing merupakan salah satu ternak yang cukup potensial sebagai penyedia protein hewani baik melalui daging maupun susunya. Sementara ini, pengembangan kambing sebagai penghasil susu belum banyak diperhatikan dan pemeliharaan masih bersifat tradisional. Pakannya sebagian besar hanya rumput lapangan saja sehingga belum bisa mencukupi kebutuhan fisiologis ternak terutama dari sumber energi dan protein (Hamzaah et al., 2022).
Susu kambing memiliki keunggulan spesifik yang tidak dimiliki produk susu dari ternak lain seperti sapi perah. Salah satu keunggulan susu kambing adalah mempunyai kandungan gizi yang sangat lengkap dan baik untuk kesehatan. Keunggulan lainnya dari susu kambing adalah tidak mengandung beta-lactoglobulin atau senyawa yang dapat memicu reaksi alergi seperti gangguan saluran pernapasan, efek merah pada kulit, dan gangguan pencernaan. 
Penelitian juga telah menunjukkan bahwa susu kambing dapat meningkatkan kemampuan tubuh untuk menyerap nutrisi dari makanan yang dikonsumsi. Sebaliknya, susu sapi dapat mengganggu penyerapan mineral penting, seperti zat besi dan tembaga, yang berasal dari makanan (Maulana et al., 2024).
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Susu kambing merupakan salah satu produk pangan hewani yang memiliki kandungan gizi cukup lengkap dan bermanfaat bagi kesehatan. Komposisi susu kambing terdiri atas air, protein, lemak, laktosa, vitamin, dan mineral. Kandungan air pada susu kambing berkisar 86–87%, sedangkan kandungan protein sekitar 3–4%, lemak 3–6%, dan laktosa 4–5%. Selain itu, susu kambing juga mengandung mineral penting seperti kalsium, fosfor, magnesium, dan kalium yang berperan dalam menjaga kesehatan tulang dan metabolisme tubuh.
Susu kambing memiliki ukuran globula lemak yang lebih kecil dibandingkan susu sapi sehingga lebih mudah dicerna dan diserap oleh tubuh. Kandungan asam lemak rantai sedang (Medium Chain Triglycerides/MCT) pada susu kambing juga lebih tinggi sehingga baik untuk sumber energi dan kesehatan pencernaan. Selain itu, susu kambing mengandung vitamin A, vitamin B kompleks, dan vitamin D yang berperan penting dalam menjaga daya tahan tubuh serta pertumbuhan jaringan tubuh. Oleh karena itu, susu kambing dapat dijadikan sebagai alternatif pangan fungsional dengan nilai gizi yang tinggi (Christi et al, 2024)
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Banyak manfaat yang diperoleh dalam mengkomsumsi susu kambing diantaranya yaitu (Anam et al., 2022).
a. Menjaga kesehatan tulang dan gigi Susu kambing memiliki manfaat yang potensial dalam menjaga serta menguatkan tulang dan gigi. Hal ini terjadi karena susu kambing mengandung kalsium yang cukup banyak. 
b. Mendukung kesehatan sistem pencernaan protein susu kambing dinilai lebih mudah dicerna oleh tubuh.
c. Meningkatkan imunitas Dimana susu kambing diketahui mengandung selenium yang cukup banyak. Dengan begitu, manfaat yang dirasakan Ketika imunitas tubuh bekerja dengan baik adalah dapat mencegah serangan penyakit.
d. Mencegah penyakit kardiovaskular susu kambing diketahui mengandung asam lemak tak jenuh tunggal maupun ganda.
e. Membantu mencegah penyakit kardiovaskular, seperti anteroklerosis, serangan jantung, stroke, dan penyakit jantung coroner
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  	Fermentasi merupakan suatu proses biokimia yang melibatkan aktivitas mikroorganisme, seperti bakteri, khamir, dan kapang, dalam mengubah senyawa organik kompleks menjadi senyawa yang lebih sederhana. Proses ini terjadi melalui kerja enzim-enzim yang dihasilkan oleh mikroorganisme tersebut. Umumnya, fermentasi dilakukan dalam kondisi anaerob, yaitu tanpa kehadiran oksigen, meskipun ada beberapa jenis fermentasi yang tetap memerlukan oksigen dalam jumlah terbatas (semi-aerob). Produk akhir dari fermentasi bisa berupa alkohol, asam organik (seperti asam laktat dan asam asetat), gas (seperti CO₂), dan senyawa bioaktif lainnya yang dapat meningkatkan nilai gizi dan daya simpan suatu bahan pangan (Puspitawati, et al., 2024).
  	Fermentasi susu kefir kambing merupakan suatu proses biokimia yang melibatkan aktivitas mikroorganisme kompleks yang terdapat dalam starter kefir grain. Kefir grain merupakan kumpulan simbiotik antara bakteri asam laktat (BAL) dan khamir (ragi), yang bekerja secara bersamaan dalam lingkungan susu untuk mengubah senyawa-senyawa organik seperti laktosa menjadi senyawa yang lebih sederhana seperti asam laktat, etanol, karbon dioksida, dan senyawa bioaktif lainnya. Proses ini dilakukan dalam kondisi anaerob, dan menghasilkan berbagai perubahan baik secara kimia, fisik, maupun mikrobiologis pada susu kambing yang difermentasi. Fermentasi ini tidak hanya menghasilkan perubahan rasa dan aroma, tetapi juga memengaruhi sifat fisikokimia produk, seperti penurunan pH, peningkatan kadar asam total, serta perubahan tekstur dan viskositas. 
(Wihenti et al., 2021).
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 	Fermentasi merupakan proses biokimia yang memanfaatkan aktivitas mikroorganisme untuk mengubah substrat tertentu menjadi produk yang lebih sederhana, seperti asam, gas, atau alkohol. Prinsip dasar fermentasi mencakup beberapa aspek penting yang saling berinteraksi. Salah satu prinsip utama adalah kinetika pertumbuhan mikroba, yaitu bagaimana mikroorganisme berkembang dalam sistem tertutup atau terbuka. Pertumbuhan mikroba mengikuti fase stasioner, dan kematian, yang semuanya berpengaruh terhadap hasil fermentasi. Untuk mendukung pertumbuhan ini, diperlukan komposisi media fermentasi yang sesuai, terdiri dari sumber karbon (seperti glukosa atau laktosa), nitrogen, mineral, dan vitamin yang dibutuhkan mikroorganisme agar bisa tumbuh dan berproduksi secara optimal. (Puspitawati et all., 2024). 
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Faktor yang mempengaruhi proses fermentasi yaitu :
1. Waktu Fermentasi
Lama waktu fermentasi memengaruhi profil rasa, aroma, dan jumlah senyawa bioaktif. Terlalu lama bisa menghasilkan senyawa yang tidak diinginkan (misalnya, keasaman tinggi).
2. Alkohol 
Alkohol yang terbentuk selama proses fermentasi berlangsung, sangat tergantung dari kandungan gula dalam bahan pangan, macam ragi, suhu fermentasi dan jumlah oksigen. Ragi tidak tahan terhadap alkohol dalam kepekatan tertentu. 
3. Mikroba 
Fermentasi biasanya dilakukan menggunakan mikroba dengan kultur yang murni. Kultur ini disimpan dalam keadaan beku atau kering. Dengan menggunakan kultur yang murni diharapkan hasil fermentasi mempunyai cita rasa yang standar. 
4. Suhu 
Jangan menentukan jenis mikroba yang akan berperan pada saat proses fermentasi berlangsung. 
5. Oksigen
Oksigen selama proses fermentasi berlangsung harus diatur dengan baik agar menghambat atau memperbanyak pertumbuhan mikroba tertentu. Setiap mikroba membutuhkan jumlah oksigen yang berbeda untuk pertumbuhan dan membentuk sel-sel baru selama proses fermentasi berlangsung (Nurhayati & Fadillah, 2022).
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1. Bakteri Asam Laktat
Bakteri asam laktat seperti Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, dan Leuconostoc mesenteroides banyak ditemukan dalam fermentasi tape dan susu. Mikroba ini berperan menghasilkan asam laktat yang menurunkan pH dan menghambat mikroorganisme pembusuk atau patogen.
2. Khamir
Khamir ini berperan dalam menghasilkan alkohol, karbon dioksida, serta komponen volatil yang memberi aroma khas pada produk fermentasi. Dalam fermentasi berbasis susu kambing seperti kefir, khamir bekerja sama secara simbiotik dengan bakteri asam laktat untuk menciptakan minuman fermentasi yang mengandung probiotik.
3. Kapang
Kapang ini menghasilkan enzim protease dan amilase yang membantu mengurai protein dan karbohidrat kompleks dalam bahan pangan, menjadikannya lebih mudah dicerna dan meningkatkan nilai gizi.
(Widyaningsih et all., 2020).
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  	Pemanfaatan susu fermentasi dan produk sejenisnya merupakan alternatif yang telah banyak dikembangkan untuk mengatasi masalah pencernaan. Susu fermentasi merupakan sebuah media yang tepat sebagai pembawa bakteri probiotik. Bakteri probiotik memiliki sifat sebagai antimikroba sehingga mampu menekan pertumbuhan bakteri patogen di dalam saluran pencernaan. Mikroorganisme yang umumnya digunakan sebagai bakteri probiotik terutama bakteri asam laktat genus Lactobacillus dan Bifidobacterium. Salah satunya adalah bakteri Lactobacillus rhamnosus (Luthfi et al., 2022).
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 	 Kefir adalah produk olahan berbahan dasar susu yang difermentasi menggunakan bibit kefir (kefir grain) dan biasanya menggunakan susu kambing dalam proses pembuatannya. Pemanfaatan susu kambing bisa menjadi alternatif karena susu tersebut memiliki kandungan nutrisi yang lebih unggul.
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Kefir adalah salah satu minuman probiotik yang memiliki rasa asam dan mengandung sedikit alcohol. Kefir termasuk kelompok pangan fungsional karena kefir dapat memberikan banyak manfaat bagi kesehatan tubuh (Rizqiati et al., 2021). 
Kefir merupakan pangan bergizi dengan kandungan protein dan kalsium yang tinggi dan rendah laktosa, jadi bisa untuk pemenuhan gizi perorangan yang mengalami intoleransi laktosa. Kefir mempunyai banyak manfaat bagi kesehatan. Susu kambing mengandung asam lemak rantai pendek dan protein yang lebih mudah dicerna, sehingga dapat menambah kualitas kefir yang dibuat (Ulilalbab et al., 2022). 
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Susu kambing dapat diolah menjadi kefir melalui proses fermentasi menggunakan biji kefir sebagai starter. Kefir susu kambing memiliki karakteristik yang berbeda dengan kefir dari susu sapi, terutama dalam hal rasa, aroma, dan nilai gizi. Susu kambing mengandung lebih banyak asam amino esensial, asam lemak bebas, serta peptida bioaktif hasil dari proses fermentasi. Kefir dari susu kambing juga cenderung memiliki tekstur yang lebih kental dan aroma yang lebih tajam dibandingkan kefir dari susu lainnya (Wihenti et al., 2021).
Fermentasi susu kambing menjadi kefir biasanya dilakukan pada suhu ruang selama 12–48 jam. Lama fermentasi sangat memengaruhi nilai pH, kadar asam laktat, viskositas, serta jumlah mikroorganisme hidup seperti BAL dan khamir. Setelah proses fermentasi selesai, kefir disimpan dalam suhu rendah untuk mempertahankan kualitas fisikokimia dan mikrobiologisnya selama penyimpanan (Kinteki et al., 2019).
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 	 Sebagai minuman hasil fermentasi susu yang memiliki banyak sekali kandungan nutrisi, tentu ada beberapa manfaat dibaliknya seperti, memiliki kadungan nutrisi yang tinggi, tidak hanya mengandung mineral dan vitamin saja, kefir juga memiliki kandungan vitamin D dan juga probiotik, mengontrol gula dalam darah, menurunkan kadar kolestrol, meningkatkan reaksi toleransi laktosa, meningkatkan kesehatan saluran pencernaan, mengontrol berat badan, melawan bakteri jahat, meningkatkan kesehatan tulang, berpotensi menurunkan resiko kanker, membantu detoksifikasi racun (Ghazi, 2022).
Kefir memiliki banyak manfaat diantaranya, kefir dapat menghambat pertumbuhan tumor lebih efektif, mampu menjaga pencernaan dari serangan bakteri pathogen, menjaga metabolism dan fungsi imun manusa, serta menjaga kadar kolesterol dalam darah. Salah satu faktor penting yang harus dipertimbangkan dalam proses pembuatan kefir adalah lama fermentasi. Dalam proses pembuatan kefir, salah satu faktor penting yang harus dipertimbangkan adalah lama fermentasi. Lama fermentasi yang berlebihan pada suatu produk akan menghasilkan bakteri asam laktat yang berlebihan ataupun penurunan bakteri asam laktat akibat berkurangnya kebutuhan nutrisi sehingga menyebabkan kegagalan dalam fermentasi (Kinteki et al., 2019).
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Etanol, yang juga dikenal sebagai etil alkohol, alkohol absolut, atau alkohol murni, merupakan cairan yang mudah menguap, mudah terbakar, tidak berwarna, dan merupakan jenis alkohol yang paling umum digunakan dalam kehidupan sehari-hari. Senyawa ini termasuk dalam golongan alkohol rantai lurus dengan rumus molekul C₂H₅OH dan rumus empiris C₂H₆O, serta memiliki massa molekul sebesar 46. Berat jenis etanol tercatat sebesar 0,7856 g/mL pada suhu 15°C dan 0,8055 g/mL pada 20°C, dengan titik didih sekitar 78°C.Secara organoleptik, etanol memiliki karakteristik tidak berwarna, bening, mudah menguap, bergerak cepat, memiliki bau khas, serta memberi sensasi panas saat dirasakan. Etanol dapat larut dengan baik dalam air, eter, dan kloroform (Ditjen POM, 1995).
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Etanol merupakan jenis utama dari alkohol yang mempunyai struktur CH3CH2OH, atau sering disingkat C2H5OH atau C2H6O (Rifa’i et al., 2022). 
Etanol adalah alkohol yang sering digunakan sebagai pelarut. Etanol bersifat non-toksik dan merupakan pelarut dengan polaritas tinggi. Oleh karena kepolarannya yang tinggi, etanol dapat mudah larut di dalam air dan hampir semua pelarut organik. Etanol memiliki kemampuan yang baik dalam membunuh bakteri (Dianda et al., 2022).
Pada proses fermentasi etanol, glukosa akan dipecah menjadi etanol dan karbondioksida: C6H12O6 2CH3CH2OH + 2CO2 + panas. Hasil dari fermentasi berupa cairan mengandung alkohol/etanol (beer). Pada kadar ethanol sangat tinggi ragi menjadi tidak aktif lagi, karena kelebihan alkohol akan beakibat racun bagi 
ragi itu sendiri dan mematikan aktifitasnya (Prameshwari et al., 2024).
Etanol bisa diproduksi dari berbagai bahan baku yang mengandung glukosa atau bahan yang dapat dikonversi menjadi gula seperti pati atau selulosa. Bahan baku utama gula adalah yang paling mudah dikonversikan menjadi etanol. Bahan yang mengandung lignin, selulosa dan hemiselulosa diubah dahulu menjadi gula, proses konversi ini lebih sulit dibandingkan konversi dari pati, dan setelah itu gula yang terbentuk dikonversi menjadi etanol. (Cahyaningtiyas & Christyfani, 2021).
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Menurut (Anggraini et al., 2017),Sifatnya etanol yang tidak beracun bahan ini banyak dipakai sebagai pelarut dalam dunia farmasi dan industri makanan dan minuman. yaitu etanol dihasilkan dari gula yang merupakan hasil aktivitas fermentasi sel khamir. Sifat kimia etanol yaitu:
1. Rumus Molekul: C2H5OH
2. Berat Molekul: 46,07 g/mol
3. Pemerian: Cairan tidak berwarna, jernih, mudah menguap dan mudah bergerak, bau khas, rasa panas, mudah terbakar dengan memberikan nyala biru yang tidak berasap
4. Kelarutan: Sangat mudah larut dalam air, dalam kloroform p dan dalam eter p (Ditjen POM, 1979).
5. Titik Didih: 78°C 
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Asam laktat merupakan senyawa serbaguna yang banyak digunakan untuk aroma dan pengawet dalam industri makanan, obat-obatan, kosmetik, detergen, dan susu. Asam laktat selain digunakan sebagai bahan pengawet juga merupakan bahan baku industri polimer biodegradable, oxygenated chemicals, pengatur pertumbuhan tanaman, dan pelarut yang ramah lingkungan. Salah satu terapan yang paling menjanjikan dari asam laktat adalah sebagai bahan baku pembuatan PLA (polylactic acid) yang bersifat biodegradable dan biocompatible sebagai alternatif pengganti plastik non-biodegradable yang dihasilkan dari minyak bumi, batu bara, atau gas alam (Rahmayetty et al., 2019).
[image: Formula Kimia Asam Laktat Struktur Molekul Kimia Asam Laktat Ilustrasi  Vektor Ilustrasi Stok - Unduh Gambar Sekarang]
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Asam laktat merupakan asam organik hidroksi karboksilat yang paling banyak terdapat di alam. Asam laktat terdapat dalam dua bentuk isomer optik yaitu D (-) dan L (+) atau dua isomer optik campuran untuk membentuk resemik DL- asam laktat. Kebutuhan asam laktat saat ini cenderung meningkat untuk berbagai tujuan penting. Pada industri kimia, asam laktat digunakan sebagai pengatur pH, penetral dan zat pembersih. Pada industri kosmetik, digunakan sebagai pelembab, bahan pencerah kulit, bahan peremajaan kulit, bahan anti jerawat, humektan, dan bahan anti karang gigi. Sedangkan pada industri farmasi, asam laktat digunakan sebagai bahan pembuatan kapsul dan bahan untuk penjahitan keperluan operasi, untuk stimulant kekebalan tubuh dan sebagai sistem penghantaran obat terkontrol (drug delivery).
Produksi asam laktat dapat dilakukan dengan dua cara, yaitu dengan cara sintesis kimia dan fermentasi mikroba. Produksi asam laktat secara sintesis kimia berbahaya bagi tubuh manusia karena menimbulkan racun. Produksi asam laktat disintesis dengan cara menambahkan hidrogen sianida pada asetaldehid untuk memproduksi laktonitril, kemudian laktonitril dimurnikan dengan destilasi untuk menghasilkan asam laktat, ditambahkan asam klorida pekat atau asam sulfat dengan garam amonium sebagai hasil sampingnya. Produksi asam laktat dengan cara fermentasi mikroba lebih aman bagi tubuh, tidak berbahaya dan mempunyai kelebihan. 
Kelebihannya dari salah satu kemurnian asam laktat yang dihasilkan tinggi yaitu berkisar antara 90 sampai 95%. Bakteri Lactobacillus acidophilus merupakan jenis bakteri yang dapat dimanfaatkan sebagai agen mikroba probiotik. Bakteri Asam Laktat (BAL) banyak digunakan untuk menghasilkan asam laktat melalui proses fermentasi, karena bakteri tersebut mampu mengubah gula menjadi asam laktat. Bakteri Lactobacillus dapat dibedakan dari kelompok bakteri penghasil asam yang lain karena memiliki kemampuan yang secara cepat mengkonversi sumber gula, utamanya laktosa, menjadi asam laktat. Strain Lactobacillus memiliki nilai komersial yang besar karena toleransi terhadap asam yang tinggi, rendemen dan produktivitas yang tinggi (Amir et al., 2024).
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1. Rumus Molekul : C3H6O3
2. Berat Molekul : 90,08 g/mol
3. Pemerian : Cairan kental, tidak berwarna atau kuning, tidak berbau atau berbau lemah, tidak enak, larutan encer, atau berasa asam, higroskopik.
4.. Kelarutan : Mudah larut dalam air, dalam etanol (95%) p, dan dalam eter p (Ditjen POM, 1979). 
5. Titik Leleh : 52,8 - 54℃
6. Titik Didih : 122℃ (Rahmayetty et al., 2019).
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[bookmark: _Toc229691039][bookmark: _Toc229691231]2.6.1. Definisi Spektrofotometri UV-Vis
Spektrofotometri UV-Vis adalah pengukuran panjang gelombang dan intensitas sinar ultraviolet dan cahaya tampak yang diabsorbsi oleh sampel. Sinar ultraviolet dan cahaya tampak memiliki energi yang cukup untuk mempromosikan elektron pada kulit terluar ke tingkat energi yang lebih tinggi. Spektrofotometri UV-Vis biasanya digunakan untuk molekul dan ion anorganik atau kompleks di dalam larutan. Spektrum UV-Vis mempunyai bentuk yang lebar dan hanya sedikit informasi tentang struktur yang bisa didapatkan dari spektrum ini. Tetapi spektrum ini sangat berguna untuk pengukuran secara kuantitatif. Konsentrasi dari analit di dalam larutan bisa ditentukan dengan mengukur absorban pada panjang gelombang tertentu dengan menggunakan hukum Lambert-Beer.
Sınar ultraviolet berada pada panjang gelombang 200-400 nm sedangkan sinar tampak berada pada panjang gelombang 400-800 nm. Spektrofotometri dapat dianggap sebagai perluasan suatu pemeriksaan visual dengan studi yang lebih mendalam dari absorbsi energi. Absorbsi radiasi oleh suatu sampel diukur pada berbagai panjang gelombang dan dialirkan oleh suatu perekam untuk menghasilkan spektrum tertentu yang khas untuk komponen yang berbeda. (Dachriyanus, 2004).
Semakin mudah suatu elektron tereksitasi, maka panjang gelombang cahaya yang diserap akan semakin besar. Selain itu, semakin banyak elektron yang tereksitasi, semakin tinggi nilai absorbansinya. Dalam spektrofotometri UV-Vis, terdapat beberapa istilah penting yang berkaitan dengan struktur molekul, seperti kromofor, auksokrom, efek batokromik (pergeseran merah), efek hipokromik (pergeseran biru), hipsokromik, dan hipokromik (Suhartati, 2019).
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Secara umum, instrumen spektrofotometer diklasifikasikan ke dalam dua jenis utama, yaitu spektrofotometer single-beam dan double-beam. Adapun penjelasan dari masing-masing tipe adalah sebagai berikut:
1. Single-beam 
Instrumen single-beam dapat digunakan untuk analisis kuantitatif dengan cara mengukur nilai absorbansi pada satu panjang gelombang tertentu. Alat ini memiliki beberapa keunggulan, antara lain desainnya yang sederhana, biaya yang lebih rendah, serta efisiensi dalam pengeluaran, yang menjadi manfaat signifikan. Beberapa jenis spektrofotometer dirancang sebagai instrumen single-beam untuk mendeteksi sinar ultraviolet maupun cahaya tampak. Rentang panjang gelombang yang dapat diukur berkisar dari sekitar 190–210 nm pada sisi terendah, hingga mencapai 800–1000 nm pada sisi tertinggi (Suhartati, 2019). 
[image: Apoteker Peduli: Spektrofotometri UV-VIS]
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2. Double-beam 
	Mempunyai dua sinar yang dibentuk oleh potongan cermin yang berbentuk V yang disebut pemecah sinar. Sinar pertama melewati larutan blanko dan sinar kedua secara serentak melewati sampel. Sumber sinar polikromatis untuk sinar UV adalah lampu deuterium, sedangkan sinar Visibel atau sinar tampak adalah lampu wolfram. Monokromator pada spektrometer UV-Vis menggunakan lensa prisma dan filter optik. Wadah sampel berupa kuvet yang terbuat dari kuarsa atau gelas dengan lebar yang bervariasi. Detektor berupa detektor foto atau detektor panas atau detektor dioda foto, berfungsi menangkap cahaya yang diteruskan dari sampel dan mengubahnya menjadi arus listrik. Doublebeam dibuat untuk digunakan pada panjang gelombang 190 sampai 750 nm (Suhartati, 2019).
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Prinsip spektrofotometri UV-Vis adalah sinar yang datang akan diteruskan diserap. Sinar yang diserap intensitasnya berbanding lurus dengan besarnya konsentrasi zat yang menyerap sinar (Wahyuni et al., 2022).
Metode pengukuran menggunakan prinsip spektrofotometri adalah berdasarkan absorpsi cahaya pada panjang gelombang tertentu melalui suatu larutan yang mengandung kontaminan yang akan ditentukan konsentrasinya. Proses ini disebut “absorbsi spektrofotometri”, dan jika panjang gelombang yang digunakan adalah gelombang cahaya tampak, maka disebut sebagai kalorimeter. Spekttofotometri juga menggunakan panjang gelombang yaitu pada gelombang ultra violet dan infra merah (Abriyani et al., 2022).
Gabungan antara prinsip spektrofotometri Ultraviolet dan visible disebut spektrofotometer Ultraviolet-visible (UV-Vis). Sumber UV dan visible adalah dua sumber sinar yang berbeda yang digunakan pada instrumen ini. Spektrofotometri UV-Vis berdasar pada hukum Lambert-Beer. Jika sinar monokromatik melewati suatu senyawa maka sebagian sinar akan diabsorbsi, sebagian dipantulkan dan sebagian lagi akan dipancarkan. Cermin yang berputar pada bagian dalam spektrofotometri akan membagi sinar dari sumber cahaya menjadi dua (Ahriani et al., 2021).
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Komponen-komponen utama yang terdapat pada instrumen spektrofotometri UV-Vis adalah sebagai berikut:
1. Sumber Cahaya
Sebagai sumber radiasi UV, lampu hidrogen (H) atau deuterium (D) digunakan. Sedangkan sumber radiasi tampak juga menghasilkan cahaya inframerah dekat (IR) dengan menggunakan lampu filamen tungsten yang dapat menghasilkan daya pancar 350-3500 nm.
2. Monokromator
Radiasi yang diperoleh dari sumber radiasi yang berbeda adalah cahaya polikromatik (beberapa panjang gelombang). Fungsi monokromator adalah untuk menguraikan cahaya menjadi monokrom yang diinginkan. Monokromator terbuat dari bahan optik berbentuk prisma. 
3. Tempat Sampel
Dalam bahasa umum, tempat sampel (sel penyerap) disebut kuvet. Beberapa kuvet berbentuk silinder, tetapi ada juga yang berbentuk kotak. Persyaratan bahan yang dapat digunakan sebagai kuvet adalah tidak menyerap cahaya yang ditransmisikan sebagai sumber radiasi dan tidak bereaksi dengan sampel dan pelarut.
4. Detektor
Dektor berfungsi mengubah energi pancaran menjadi arus listrik atau alat penukar panas lainnya dan biasanya terintegrasi dengan perekam (printer). Energi cahay yang diubah menjadi listrik secara kuantitatif akan merekam energi cahaya (Arumningtyas, 2022).
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High Performance Liquid Chromatography (HPLC) atau Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) merupakan instrumen yang digunakan pada berbagai teknik analisis, termasuk analisis secara kualitatif, kuantitatif, isolasi, dan pemurnian. Prinsip dasar HPLC melibatkan proses adsorpsi yang dinamis, dimana molekul analit bergerak melalui celah berpori. Interaksi antara material kolom (fase diam) dengan komponen sampel mengakibatkan pemisahan. Durasi interaksi ini yang dikenal sebagai waktu resistensi, dipengaruhi oleh kekuatan interaksi antara material kolom (fase diam) dan komponen sampel.
Penggunaan High Performance Liquid Chromatography (HPLC) bertujuan untuk melakukan pemisahan molekul dalam waktu sesingkat mungkin. Pada umumnya, HPLC juga digunakan untuk mengidentifikasi dan mengukur jumlah senyawa dalam proses pengembangan obat-obatan (Abriyani et al., 2024).
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Prinsip kerja High Performance Liquid Chromatography (HPLC) didasarkan pada pemisahan komponen analit berdasarkan perbedaan polaritasnya. Setiap fraksi dari campuran yang keluar dari kolom akan dideteksi oleh detektor dan direkam dalam bentuk kromatogram. Banyaknya puncak yang muncul pada kromatogram menunjukkan jumlah komponen yang terdapat dalam sampel, sedangkan luas masing-masing puncak mencerminkan konsentrasi dari setiap komponen tersebut
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) bekerja dengan prinsip dasar menyuntikkan sampel ke dalam kolom yang mengandung fase diam, sementara fase gerak dipompa melalui kolom dengan tekanan tinggi. Proses pemisahan terjadi karena adanya partisi antara fase gerak dan fase diam. Fase gerak berperan dalam membawa komponen sampel hingga mencapai detektor. Pada metode Reversed Phase HPLC, fase gerak yang digunakan bersifat nonpolar. Nilai pKa dan pH dari senyawa analit digunakan untuk membantu menentukan waktu retensi serta bentuk puncak dalam kromatogram. Penyesuaian pH melalui penggunaan larutan buffer atau perubahan komposisi fase gerak dapat memengaruhi bentuk dan ketajaman puncak pada hasil kromatogram. (Abriyani et al., 2024).
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Komponen instrumen pendukung HPLC: 
1. Komponen reservoir fase gerak. 
Pada sistem HPLC modern, wadah fasa gerak biasanya terdiri atas satu atau lebih reservoir. Sering kali juga dilengkapi dengan alat degasser yang berfungsi untuk menghilangkan gas-gas terlarut seperti oksigen dan nitrogen. Jika gas-gas tersebut tidak disingkirkan, maka bisa terbentuk gelembung udara yang masuk ke dalam kolom maupun detektor, yang pada akhirnya dapat menimbulkan pelebaran pita kromatografi dan mengganggu sinyal deteksi. Selain harus bebas dari gas, fasa gerak juga perlu disaring terlebih dahulu menggunakan kertas saring millipore untuk menghilangkan partikel-partikel halus.
Pemisahan yang dilakukan dengan satu jenis pelarut pada konsentrasi tetap dikenal sebagai elusi isokratik. Sebaliknya, jika dalam proses pemisahan digunakan lebih dari satu jenis pelarut dengan tingkat kepolaran yang berbeda dan komposisinya diubah selama analisis berlangsung, maka teknik ini disebut elusi gradien. Metode elusi gradien umumnya dipilih karena dapat meningkatkan efisiensi pemisahan.
Fasa gerak dalam HPLC dapat berupa air, larutan buffer encer, pelarut organik, campuran pelarut organik, atau kombinasi dari air dan pelarut organik. Pemilihan fasa gerak yang tepat sangat penting, dan idealnya harus mampu melarutkan sampel dengan baik.
2. Pompa 
Pompa hendaknya memiliki kriteria tekanan yang dihasilkan lebih dari 6000 psi, tidak mengeluarkan pusat getaran, kecepatan alir 0,001-10 ml/menit, reprodusibilitas aliran 0,5%, serta terbuat dari bahan yang resisten secara kimiawi misalya teflon dan stainless steel. Pada umumnya pompa dirancang untuk mendorong pelarut (fasa gerak) melalui kolom yang berisi kemasan padat dan rapat. Karena tekanan balik kolom terhadap aliran fasa gerak tinggi, maka pompa yang digunakan juga harus mampu bekerja pada tekanan tinggi.
3. Sistem injeksi sampel. 
Sistem injeksi sampel dalam kromatografi harus memiliki kemampuan reproduksi yang baik dalam menyuntikkan sampel ke kolom, karena hal ini berpengaruh terhadap tingkat presisi hasil analisis. Sampel yang dimasukkan ke kolom dengan tekanan tinggi sebaiknya membentuk pita yang sempit, sehingga efek pelebaran pita selama proses ini bisa diminimalkan. Pada teknik HPLC, sampel tidak perlu diuapkan sebagaimana pada kromatografi gas. Namun, yang penting diperhatikan adalah bahwa konsentrasi sampel yang disuntikkan harus berada dalam rentang linier detektor.
Volume sampel juga perlu dikontrol agar tidak menyebabkan pelebaran pita (band broadening) akibat jumlah analit yang terlalu besar atau volume yang melebihi kapasitas sistem (overloading). Overloading ini bisa terjadi jika kelarutan analit dalam pelarut terlalu tinggi dibandingkan dengan kelarutannya dalam fase gerak. Setelah diinjeksikan, larutan sampel masuk ke dalam loop untuk bercampur dengan fase gerak, kemudian terbawa masuk ke kolom. Apabila kelarutan analit dalam fase gerak rendah, maka diperlukan volume fase gerak yang besar, yang dapat menyebabkan pelebaran pita.
Jika volume sampel yang diinjeksi sudah sangat kecil namun pelebaran pita masih terjadi, bisa jadi hal ini disebabkan oleh jumlah massa sampel yang melebihi kapasitas kolom atau bahkan menyebabkan kejenuhan kolom.
4. Kolom 
Kromatografi merupakan jantungnya kromatografi. Berhasil tidaknya analisa tergantung pada pemilihan kolom dan kondisi operasinya. Kolom dapat dikelompokkan menjadi dua macam. Pertama, kolom analitik yang pada umumnya kolom ini mempunyai diameter dalam maksimum 8 mm dan panjang kolom maksimum 30 cm. Kedua, kolom preparatif. Kolom ini pada umumnya mempunyai diameter dalam minimum 8 mm dengan panjang kolom 25 – 100 cm. Lapisan luar kadang dilapisi logam sehingga dapat menahan tekanan sampai 6000 psi. Sambungan pada akhir dan permulaan kolom tidak boleh memiliki kantong-kantong yang menyebabkan fasa gerak stagnant.
5. Detektor
Detektor digunakan untuk mendeteksi dan mengukur adanya komponen cuplikan yang melewati kolom. Detektor harus mempunyai sensitivitas yang tinggi dan respon yang linier, sehingga volume internal yang diperlukan kecil. Hal ini untuk menghindari pelebaran pita kromatogram. Dalam pemisahan bernagai senyawa ada kemungkinan digunakan gabungan berbagai detektor. Detektor yang biasa digunakan antara lain spektrofotometer UV-Vis, elektro kimia, refraktometer, spektrofluorometer. 
Pemisahan komponen didasarkan pada waktu retensi yaitu waktu yang dibutuhkan untuk mengalirkan solut dari permulaan kolom sampai detektor. Solut yang berinteraksi makin kuat dengan fasa diam akan memiliki waktu retensi yang besar, begitu juga sebaliknya. Waktu retensi tiap senyawa adalah khas sehingga dapat digunakan sebagai parameter kualitatif. Untuk kepentingan analisa kuantitatif, diperlukan data yang berupa luas puncak atau tinggi puncak kromatogram, karena luas puncak atau tinggi puncak ditentukan oleh konsentrasi solute (Salamah & Guntarti, 2023).
6. Pengolahan Data
Sinyal dari detektor dapat dikumpulkan pada perekam grafik atau integrator elektronik yang bervariasi dalam kompleksitas dan kemampuan mereka untuk memproses, menyimpan dan memproses ulang data kromatografi. Kapasitas penyimpanan data perangkat ini biasanya terbatas. Stasiun data modern berbasis komputer dan memiliki kapasitas penyimpanan yang besar untuk mengumpulkan, memproses dan menyimpan data agar diproses ulang selanjutnya (Yulina, 2022).
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