[bookmark: _Toc229691048][bookmark: _Toc229691240]BAB III 
METODE PENELITIAN

[bookmark: _Toc229691049][bookmark: _Toc229691241]3.1 Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan jenis penelitian deskriptif kualitatif dan kuantitatif. Penelitian kualitatif meliputi uji reaksi warna, uji organoleptis aroma, rasa, tekstur, uji pH dan identifikasi asam laktat, serta penelitian kuantitatif dengan menetapkan kadar etanol dan kadar asam laktat yang terdapat pada sampel susu kefir kambing dengan menggunakan alat spektrofotometer UV-Vis.
[bookmark: _Toc229691050][bookmark: _Toc229691242]3.1.1 Variabel Penelitian 
Variabel penelitian terdiri dari variabel bebas dan variabel terikat. variabel bebas pada penelitan adalah susu kefir kambing hasil fermentasi menggunkan bibit grain kefir dan susu kefir kambing komersial. Variabel terikat pada penelitian ini adalah Karakteristik susu kambing segar dan susu kefir kambing, identifikasi etanol dan asam laktat, serta penentuan kadar etanol dan kadar asam laktat.
[bookmark: _Toc229691051][bookmark: _Toc229691243]3.1.2 Parameter Penelitian
Parameter penelitian ini meliputi uji organoleptis (rasa, aroma, tekstur), uji pH, identifikasi pada etanol dengan pereaksi NaOH 2N, iodoform, dan kalium dikromat asam dan uji esterifikasi, identifikasi asam laktat dengan pereaksi FeCl3 menggunakan Spektrofotometer UV-Vis dan pada penentuan kadar etanol dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer Uv-Vis, pada asam laktat dilakukan dengan menggunakan High Performance Liquid Chromatography (HPLC).


[bookmark: _Toc229691052][bookmark: _Toc229691244]3.2 Jadwal dan Lokasi Penelitian
[bookmark: _Toc229691053][bookmark: _Toc229691245]3.2.1 Lokasi Penelitian 
Penelitian dilakukan di Laboratorium Farmasi Universitas Muslim Nusantara Al-Washliyah Medan.
[bookmark: _Toc229691054][bookmark: _Toc229691246]3.2.2 Jadwal Penelitian
Penelitian dilaksanakan pada bulan Maret 2025 – Juni 2025.
[bookmark: _Toc229691055][bookmark: _Toc229691247]3.3 Bahan dan Alat
[bookmark: _Toc229691056][bookmark: _Toc229691248]3.3.1 Bahan
Bahan yang dipergunakan dalam penelitian ini adalah sampel susu kambing segar, stater grain (bibit kefir), susu kefir kambing komersial, etanol absolute, asam laktat, Kalium dihidrogen fosfat, Asam fosfat, Aqua pro injection, Aquadest, Iodium, Kalium Iodida, FeCl3, NaOH 2N, Kalium dikromat asam, Na2CO3, Asam asetat, asam sulfat pekat.
[bookmark: _Toc229691057][bookmark: _Toc229691249]3.3.2 Alat
Alat yang dipergunakan dalam penelitian ini adalah wadah botol kaca 250mL, beakerglass, erlenmeyer, timbangan analitik (Mettler Toledo), tabung reaksi, batang pengaduk, rak tabung reaksi, corong, labu ukur, thermometer, pipet volume, sentrifuge (Fischer FLC 200D), tabung sentrifuge, hotplate, panci, kertas saring, pH meter (Milwaukee), Ultrasonic Cleaner, Syiringe filter 0,22µm, Membrane Selulose Nitrat 0,45µm, Spektrofotometer UV-Vis (Thermo Scientific), dan High Performance Liquid Chromatography (HPLC) (Rigol).



[bookmark: _Toc229691058][bookmark: _Toc229691250]3.4 Prosedur Penelitian
[bookmark: _Toc229691059][bookmark: _Toc229691251]3.4.1 Pengumpulan Sampel
Sampel yang digunakan adalah susu kambing segar yang dibeli di salah satu pertenakan kambing lokal yang berada di Kota Medan, dan stater grain kefir (bibit kefir) yang dibeli via online, serta susu kefir kambing komersial yang dibeli di salah satu toko susu di Kota Medan.
[bookmark: _Toc229691060][bookmark: _Toc229691252]3.4.2 Uji pH Susu Kambing Segar
pH meter sebelumnya dikalibrasi ke dalam aquadest. Setelah dilakukan kalibrasi, pH meter dicelupkan ke dalam sampel kemudian ditunggu hingga menunjukkan angka konstan dan pH sampel dapat dibaca (Setiawati et al., 2019)
[bookmark: _Toc229691061][bookmark: _Toc229691253]3.4.3 Uji Organoleptis Susu Kambing Segar
Sifat organoleptis merupakan sifat yang subjektif. tetapi merupakan sifat yang sangat penting. Pengujian ini terdiri dari aroma, rasa, dan tekstur dapat bersinergi membentuk citarasa (Mutaqin et al., 2020).
Pengujian ini dilakukan pada saat sebelum pembuatan sampel dilakukan Adapun nilai dan kriteria susu kefir kambing dalam penelitian ini, yaitu sebagai berikut ;
[bookmark: _Toc202851312][bookmark: _Toc202970186][bookmark: _Toc203334329][bookmark: _Toc229688595][bookmark: _Toc229691062][bookmark: _Toc229691254]Tabel 3.1 Nilai dan Kriteria Uji Organoleptis Susu Kambing Segar
	Nilai
	Aroma
	Rasa
	Tekstur

	1.
	Tidak tercium
	Tidak ada rasa
	Sedikit berpasir

	2.
	Busuk
	Tidak enak
	Menggupal

	3.
	Sangat Amis 
	Pahit
	Sangat encer 

	4.
	Cukup Amis
	Agak pahit
	Encer 

	5.
	Amis
	Netral
	Cukup kental

	6.
	Agak Amis
	Enak 
	Agak kental 

	7.
	Bau kambing
	Agak Enak
	Kental

	8.
	Bau khas susu kambing
	Enak sekali
	Sangat Kental



[bookmark: _Toc229691063][bookmark: _Toc229691255]3.4.4 Pembuatan Susu Kefir Kambing
Disiapkan sampel susu kambing segar dimasukkan kedalam panci sebanyak 250mL, kemudian sampel susu kambing segar dipanaskan sampai suhu susu terjadi pada suhu 75ºC, kemudian susu dipindahkan kedalam beakerglass kemudian didinginkan hingga mencapai suhu ruang yaitu 20-25ºC. selanjutnya dimasukan 4% (b/v) stater grain kefir (bibit kefir), kemudian diaduk hingga merata secara perlahan. Campuran susu kambing segar dan bibit kefir tersebut dimasukan kedalam wadah toples kaca 250mL di tutup dan dilapiskan dengan aluminium foil, kemudian di fermentasi pada suhu ruang selama 1hari, 2hari, 3hari, 4hari, 5hari, dan 6hari (Setiawati & Yunianta, 2018).
[bookmark: _Toc229691064][bookmark: _Toc229691256]3.4.5 Preparasi Sampel
Sebelum pengambilan sampel dilakukan pengaduk terlebih dahulu, kemudian sampel diambil 13mL dimasukkan ke dalam tabung sentrifuge lalu di sentrifuge selama 20 menit dengan kecepatan rpm 3500, hingga terbentuk 2 lapisan kemudian lapisan bening (bagian atas) diambil lalu cairan tersebut di saring menggunakan kertas saring. Filtrat diambil dan dilakukan pengujian 
[bookmark: _Toc229691065][bookmark: _Toc229691257]3.4.6 Uji pH Susu Kefir Kambing
pH meter sebelumnya dikalibrasi ke dalam aquadest. Setelah dilakukan kalibrasi, pH meter dicelupkan ke dalam sampel kemudian ditunggu hingga menunjukkan angka konstan dan pH sampel dapat dibaca (Setiawati et al., 2019)
[bookmark: _Toc229691066][bookmark: _Toc229691258]3.4.7 Uji Organoleptis Susu Kefir Kambing
Sifat organoleptis merupakan sifat yang subjektif. tetapi merupakan sifat yang sangat penting. Pengujian ini terdiri dari aroma, rasa, dan tekstur dapat bersinergi membentuk citarasa pada susu (Mutaqin et al., 2020).
Pengujian ini dilakukan pada saat pengujian kadar berlangsung pada hari pertama. Adapun nilai dan kriteria susu kefir kambing dalam penelitian ini, yaitu sebagai berikut ;
[bookmark: _Toc202851316][bookmark: _Toc202970190][bookmark: _Toc203334334][bookmark: _Toc229688600][bookmark: _Toc229691067][bookmark: _Toc229691259]Tabel 3.2 Nilai dan Kriteria Uji Organoleptis Susu Kefir Kambing
	Nilai
	Aroma
	Rasa
	Tekstur

	1.
	Tidak tercium
	Tidak ada rasa
	Sedikit berpasir

	2.
	Busuk
	Tidak enak
	Sangat Encer

	3.
	Agak Busuk
	Pahit
	Encer

	4.
	Sangat Asam
	Agak pahit
	Agak encer

	5.
	Asam
	Asam
	Cukup kental

	6.
	Agak Asam
	Agak Asam
	Kental

	7.
	Bau kambing
	Sedikit Enak
	Agak Kental

	8.
	Bau khas susu kambing
	Enak sekali
	Sangat Kental



[bookmark: _Toc229691068][bookmark: _Toc229691260]3.4.8 Uji pH Pada Susu Kefir Komersial
pH meter sebelumnya dikalibrasi ke dalam aquadest. Setelah dilakukan kalibrasi, pH meter dicelupkan ke dalam sampel kemudian ditunggu hingga menunjukkan angka konstan dan pH sampel dapat dibaca (Setiawati et al., 2019).
[bookmark: _Toc229691069][bookmark: _Toc229691261]3.5 Pembuatan Pereaksi
[bookmark: _Toc229691070][bookmark: _Toc229691262]3.5.1. Pereaksi NaOH 2N
Ditimbang NaOH 0,8 g, dimasukkan kedalam beakerglass 10mL yang sudah di kalibrasi lalu ditambahkan aquadest sampai tanda batas, dan diaduk hingga homogen (Andalia et al., 2023).
[bookmark: _Toc229691071][bookmark: _Toc229691263]3.5.2. Pereaksi FeCl3 0,2%
Ditimbang FeCl3 sebanyak 0,1 g, kemudian di masukkan ke dalam beaker glass 50 mL yang sudah dikalibrasi lalu di larutkan dengan sedikit aquadest sambil di aduk sampai tanda batas.
[bookmark: _Toc229691072][bookmark: _Toc229691264]3.5.3. Pereaksi Iodoform
Ditimbang 0,4g serbuk iodium dan 0,6g kalium iodida (KI) masukkan kedalam beakerglass yang sudah di kalibrasi 20mL, lalu dilarutkan dengan aquadest sedikit demi sedikit hingga larut semua sampai tanda batas hingga homogen (Alami et al., 2023).
[bookmark: _Toc229691073][bookmark: _Toc229691265]3.5.4. Pereaksi Kalium Dikromat Asam 
Kalium dikromat diitimbang sebanyak 4,26 g dan masukkan kedalam beakerglass 100 mL, kemudian tambahkan aquadest sedikit demi sedikit hingga larut, cukupkan volumenya hingga 100 mL kemudian masukkan kedalam botol reagen 500 mL lalu tambahkan asam sulfat pekat sedikit demi sedikit hingga tanda batas dan dinginkan (Nahak et al., 2021).
[bookmark: _Toc229691074][bookmark: _Toc229691266]3.5.5. Pereaksi Na2CO3 20%
Ditimbang 20 g natrium karbonat kemudian dimasukkan kedalam labu ukur 100mL dan dilarutkan dengan aquadest sampai tanda batas, kemudian pindahkan ke dalam botol 100mL (Nahak et al., 2021).
[bookmark: _Toc229691075][bookmark: _Toc229691267]3.6 Analisis Kualitatif Etanol pada Susu Kefir Kambing
[bookmark: _Toc229691076][bookmark: _Toc229691268]3.6.1. Identifikasi Etanol
[bookmark: _Toc229691077][bookmark: _Toc229691269]3.6.1.1. Uji Reaksi Iodoform 
Sebanyak 5 mL sampel dipipet lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi kemudian ditambahkan 3–5 tetes NaOH 2N, kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Larutan diteteskan perlahan melalui dinding tabung, lalu didiamkan selama 3 menit. Setelah itu, ditambahkan larutan iodium dalam iodoform dan akan muncul endapan berwarna kuning. (Sari & Fajar 2018).

[bookmark: _Toc229691078][bookmark: _Toc229691270]3.6.1.2 Uji Reaksi Kalium Dikromat Asam
2 mL sampel dipipet dimasukan ke dalam tabung reaksi lalu ditambahkan 2 mL larutan kalium dikromat. Setelah itu, diteteskan 5 tetes asam sulfat pekat. Jika sampel mengandung etanol, larutan akan berubah menjadi warna hijau. (Kolo et al. 2022).
[bookmark: _Toc229691079][bookmark: _Toc229691271]3.6.1.3 Uji Esterifikasi 
Sebanyak 5 mL sampel dipipet dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan asam asetat dan asam sulfat pekat. Tabung reaksi ditutup dengan kapas basah, lalu dipanaskan di atas nyala api bunsen. Setelah beberapa saat pemanasan, akan tercium aroma khas seperti bau pisang (Siahaan & Gultom, 2019).
[bookmark: _Toc229691080][bookmark: _Toc229691272]3.7 Analisis Kuantitatif Etanol pada Susu Kefir Kambing 
[bookmark: _Toc229691081][bookmark: _Toc229691273]3.7.1. Pembuatan Larutan Standar Etanol
Dibuat larutan standar etanol konsentrasi 0,5g/dL; 0,7g/dL; 0,9g/dL; 1,1g/dL; dan 1,3g/dL, dengan cara pipet etanol absolute sebanyak 0,5mL; 0,7mL; 0,9mL; 1,1mL; dan 1,3mL. Kemudian dimasukkan kedalam botol 100mL dan ditambahkan aquadest sampai batas tanda (Nahak et al., 2021).
[bookmark: _Toc229691082][bookmark: _Toc229691274]3.7.2. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum
Sebanyak 3 mL larutan dikromat asam dipipet dan dimasukkan ke dalam labu ukur 25 mL, lalu ditambahkan aquadest hingga mencapai tanda batas. Setelah itu, larutan dikocok hingga homogen. Selanjutnya, absorbansi diukur pada rentang panjang gelombang 400 - 446 nm. (Nahak et al., 2021).


[bookmark: _Toc229691083][bookmark: _Toc229691275]3.7.3. Pembuatan Kurva Kalibrasi
Kurva kalibrasi dibuat menggunakan seri larutan etanol dengan konsentrasi 0,5 g/dL; 0,7 g/dL; 0,9 g/dL; 1,1 g/dL; dan 1,3 g/dL. Masing-masing larutan dipipet sebanyak 0,5 mL dan dimasukkan ke bagian sisi kiri cawan conway. Selanjutnya, sebanyak 3 mL larutan dikromat asam ditambahkan ke bagian tengah cawan, kemudian 1 mL larutan Na₂CO₃ ditempatkan di sisi kanan cawan conway. Setelah itu, bagian kasar luar cawan conway diolesi vaselin dan ditutup rapat, lalu direndam didalam wadah hingga setengah tinggi cawan dalam air panas bersuhu 90°C selama 20 menit. Setelah pemanasan, larutan dari bagian tengah cawan yang telah mengalami perubahan warna diambil dan dimasukkan ke dalam labu ukur 25 mL tempat sebelumnya dibilas dua kali menggunakan aquadest dan hasil bilasan dimasukkan kembali ke dalam labu ukur, lalu ditambahkan aquadest hingga tanda batas dan dikocok hingga homogen. Absorbansi larutan kemudian diukur pada panjang gelombang 440–446 nm. (Nahak et al., 2021)
[bookmark: _Toc229691084][bookmark: _Toc229691276]3.7.4. Penentuan Kadar Etanol
Dalam uji kuantitatif untuk menentukan kadar etanol, langkah pertama yang dilakukan adalah penetapan panjang gelombang maksimum terhadap larutan blanko, larutan standar, dan sampel. Untuk pembuatan blanko, sebanyak 3 mL larutan dikromat asam dipipet ke dalam labu ukur 25 mL, kemudian ditambahkan aquadest hingga mencapai tanda batas. Larutan kemudian dihomogenkan dan absorbansinya diukur pada rentang panjang gelombang 400–446nm.
Untuk pembuatan larutan standart, Dibuat larutan standar etanol konsentrasi 0,5g/dL; 0,7g/dL; 0,9g/dL; 1,1g/dL; dan 1,3g/dL, dengan cara pipet etanol absolute sebanyak 0,5mL; 0,7mL; 0,9mL; 1,1mL; dan 1,3mL. Kemudian dimasukkan kedalam botol 100mL dan ditambahkan aquadest sampai batas tanda. 
Untuk penetapan kadar etanol dalam sampel, sebanyak 3 mL larutan dikromat asam ditempatkan di bagian tengah cawan conway. Selanjutnya, 0,5 mL sampel ditambahkan pada sisi kiri cawan conway, dan 1 mL larutan Na₂CO₃ dipipetkan di sisi kanan cawan conway. Bagian kasar luar cawan conway diolesi vaselin ditutup rapat, lalu direndam di dalam wadah hingga setengah tinggi cawan dalam air panas bersuhu 90°C selama 20 menit. Setelah proses pemanasan, larutan dikromat yang telah mengalami perubahan warna diambil dari bagian tengah cawan dan dimasukkan ke dalam labu ukur 25 mL. tempat sebelumnya dibilas dua kali menggunakan aquades, dan hasil bilasan dimasukkan kembali ke dalam labu ukur. Setelah itu, volume larutan ditambahkan aquadest hingga mencapai tanda batas dan dikocok hingga homogen. Absorbansi sampel kemudian diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 400–446 nm (Nahak et al., 2021).
CU =  X 0,9 g/dL
Keterangan : 
CU = Konsentrasi Uji
AB = Absorbansi Blanko
AU = Absorbansi Uji
AS = Absorbansi Standart


[bookmark: _Toc229691085][bookmark: _Toc229691277]3.8 Analisis Kualitatif Asam Laktat pada Susu Kefir Kambing
[bookmark: _Toc229691086][bookmark: _Toc229691278]3.8.1 Identifikasi Asam Laktat
Kadar asam laktat yang dihasilkan selama fermentasi berlangsung di tentukan dengan metode spektrofotometer. Dipipet Larutan uji sebanyak 0,9mL ditambahkan dengan larutan FeCl3 0,2% sebanyak 1mL, ditambahkan aquadest sampai tanda batas dan dihomogenkan. Kemudian dianalisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada rentang panjang gelombang 360 – 440 nm. Reaksi dan pengukurannya dilakukan pada suhu ruang (Amir et al., 2024)
[bookmark: _Toc229691087][bookmark: _Toc229691279]3.9 Analisis Kuantitatif Asam Laktat pada Susu Kefir Kambing 
[bookmark: _Toc229691088][bookmark: _Toc229691280]3.9.1. Pembuatan Fase Gerak 
Fase gerak yang digunakan berupa larutan buffer fosfat 50 Mm, yang dibuat dengan cara melarutkan 6,8 g kalium dihidrogen fosfat ke dalam 900 mL air. Selanjutnya, pH larutan disesuaikan menjadi 2,8 dengan penambahan asam fosfat pekat menggunakan pH meter. Kemudian larutan ditambahkan air hingga mencapai 1000 mL. Larutan kemudian disaring menggunakan membrane selulose nitrat 0,45 µm.
[bookmark: _Toc229691089][bookmark: _Toc229691281]3.9.2. Pembuatan Larutan Induk Asam Laktat
Larutan baku asam laktat dengan konsentrasi 10% disiapkan dengan memipet 10 mL asam laktat ke dalam labu ukur 100 mL. Setelah itu, larutan buffer fosfat 50 Mm ditambahkan hingga mencapai tanda batas. Larutan yang terbentuk kemudian dikocok sampai homogen dan siap digunakan untuk pembuatan larutan uji.


[bookmark: _Toc229691090][bookmark: _Toc229691282]3.9.3 Pembuatan Larutan Uji Asam Laktat
Larutan uji dibuat dengan mengambil 1 mL larutan induk asam laktat 10%, kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 5 mL. Selanjutnya, larutan buffer fosfat 50 Mm ditambahkan sampai tanda batas, lalu dikocok hingga homogen sampai diperoleh konsentrasi akhir sebesar 2%. Kemudian larutan disaring menggunakan syiringe filter 0,22µm. Setelah proses penyaringan, larutan disuntikkan ke dalam sistem HPLC dengan panjang gelombang 210nm, laju alir 1 mL/menit, dan volume injeksi 20 µL. Tahap selanjutnya adalah amati luas area dari konsentrasi tersebut dan menentukan persamaan regresinya.
[bookmark: _Toc229691091][bookmark: _Toc229691283]3.9.4. Pembuatan Kurva Kalibrasi Asam Laktat
Kurva kalibrasi dibuat menggunakan larutan induk baku asam laktat dengan mempersiapkan lima variasi konsentrasi, yaitu 1%, 1,5%, 2%, 2,5% dan 3% masing-masing konsentrasi disiapkan dengan memipet larutan induk sebanyak 0,5 mL, 0,75 mL, 1 mL, 1,25 mL dan 1,5 mL ke dalam labu ukur 5 mL. Selanjutnya, setiap larutan ditambahkan buffer fosfat 50 Mm hingga mencapai tanda batas, lalu dikocok hingga homogen Larutan kemudian di saring dengan syiringe filter 0,22 µm. Injeksikan ke dalam sistem HPLC dengan λ= 210 nm, laju alir 1 mL/menit, volume injeksi 20 µL. Lalu amati luas area dari konsentrasi tersebut dan tentukan persamaan regresinya. (Limo et al., 2015).
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Keterangan:

Y = Luas Area
a = Intersept
b = Slope
X = Konsentrasi Asam Laktat
[bookmark: _Toc229691092][bookmark: _Toc229691284][bookmark: _Hlk229435340]3.9.5 Penentuan Kadar Asam Laktat Pada Sampel
Sampel susu kefir kambing yang telah melalui proses sentrifugasi disaring terlebih dahulu menggunakan kertas saring. Sebanyak 1 mL filtrat diambil dan dimasukkan ke dalam labu ukur 5 mL, kemudian ditambahkan larutan buffer fosfat 50 Mm hingga mencapai batas tanda, lalu dikocok hingga homogen. Larutan yang telah homogen selanjutnya disaring menggunakan syiringe filter 0,22 µm. Kemudian dianalisis menggunakan instrumen HPLC dengan panjang gelombang (λ) 210 nm, laju alir 1 mL/menit, dan volume injeksi 20 µL. Kemudian ditentukan luas area spektrum dan hitung kadar asam laktat dari sampel susu kefir kambing tersebut (Limo et al., 2015).
[bookmark: _Hlk229435374]Kadar = 
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