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ABSTRACT

The aim of this study was determinated of lactoferrin profile in goat milk and kefir.
The samples were collected from whey raw milk, pasteurized and kefir. Lactoferrin profile in
this study consisted of concentration and molecule weight of lactoferrin. Goat lactoferrin was
isolated from whey by fractionation on sephadex ~ G-100 column, it was eluted at 0.1 M
phosphate buffer pH 6.8. Characterization of goat lactoferrin by electrophoretic SDS-PAGE
techniques detected molecule weight of goat lactoferrin that the isolate of the fractions from
fractionation on sephadex G-100 column. Result of the research showed that pasteurization
during storage after fermentation process were influenced by concentration of lactoferrin
significant (P<0.05). The molecule weights of lactoferrin in goat milk and kefir were
estimated at 84 kDa and 80 kDa. The average concentration of goat lactoferrin at 1.915
mg/ml (without pasteurized), 1.579 mg/ml (pasteurized at 65°C), 0.954 mg/ml (pasteurized at
73°C) and 0.322 mg/ml (pasteurized at 83°C). The average concentration of goat lactoferrin
in kefir during storage at 0.663 mg/ml (0 day), 0.448 mg/ml (3 day), 0.249 mg/ml (6 day),
0.142 mg/ml (9 day) dan 0.048 mg/ml (12 day). Pasteurization at temperature 65°C 30°’ can
defend concentration of lactoferrin higher than temperature 73°C 15’ and temperature 83°C
2. Concentration of lactoferrin in kefir were defended until 12 day storage.

Keywords : Lactoferrin, goat milks, kefir

PENDAHULUAN

Komponen susu, termasuk juga susu
kambing mengandung beberapa komponen
bioaktif yang memiliki efek kesehatan.
Sebagian besar komponen dalam susu
telah diketahui fungsinya secara biologis
bagi tubuh. Komponen yang telah
diketahui fungsinya dan banyak berguna
bagi kesehatan tubuh karena mengandung
sistem imunitas, antihipertensi, antibakteri
dan antikanker adalah laktoferin (Ferrer et
al., 2000).

Laktoferin merupakan salah satu
komponen bioaktif susu yang berperan
penting dalam menunjang kesehatan.
Rahman e al. (2007) menyatakan

laktoferin  merupakan sub-fraksi protein
whey yang telah dilaporkan sebagai
antiviral, antibakteri, antikanker dan
modulasi kekebalan.

Pemanfaatan laktoferin pertama kali
digunakan dalam susu formula bayi hingga
susu pengganti air susu ibu (PAS).
Selanjutnya  pemanfaatan  laktoferin
banyak diaplikasikan dalam suplemen
nutrisi zat besi (Fe), kosmetik, minuman
dan juga produk fermentasi susu (Steijns,
2004).

Kefir merupakan susu fermentas
menggunakan kefir grain, yang terdiri atas
bakteri dan khamir. Kefir adalah salah satu
produk  makanan fungsional, yaitu
makanan yang berfungsi sebagai sumber
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nutriss dan juga berkhasiat terapeutik
karena mengandung komponen bioaktif,
sehingga berpotensi menjaga kesehatan
tubuh. Aktivitas mikroba dalam kefir
mampu menghasilkan komponen metabolit
asam organik, protein, peptide aktif dan
polisakarida yang berperan sebagai
komponen bioaktif sebagai antimikroba,
antioksidan dan mempunyai nilai tambah
terhadap peningkatan fungsional produk.
Sedangkan laktoferin merupakan bahan
makanan (food ingredients) yang bersifat
fungsional karena memiliki multifungs
yang sangat bermanfaat dalam menunjang
kesehatan, terutama bagi anak-anak yang
baru lahir.

Keberadaan  laktoferin  sebagai
fungsiond komponen susu tentunya
diharapkan tidak akan  mengalami
perubahan baik secara struktur maupun
fungsinya dalam proses pemanasan
(pasteurisasi) sebelum dilakukan
fermentass dan juga selama fermentasi.
Hal ini juga perlu didukung dengan
penelitian - penelitian yang berhubungan
dengan laktoferin sangat penting dilakukan
terutama untuk  mendapatkan  dan
memberikan informasi mengenal
identifikasi, isolasi, dan purifikasi
laktoferin secara mudah, sederhana dan
memperoleh hasil maksimal. Kandungan
laktoferin pada kefir belum banyak diteliti
dan didokumentasikan, sehingga dianggap
perlu untuk dilakukan penelitian

MATERI DAN METODE

Alat dan Bahan

Peralatan untuk  mengeringkan
whey dan supernatant kefir adalah freeze
dryer tipe Kinetic EZ-DRY buatan USA
dan seperangkat alat untuk analisa
proksimat dan titrasi buret. Sedangkan
perdatan untuk analisa kandungan
laktoferin antara lain kuvet dan Daichi
spektrofotometer (UV-2000-1).

Peralatan untuk fraksinasi protein
whey dan pemurnian laktoferin adalah
kolom kromatografi ukuran (2,5 x 60 cm)
dan seperangkat elektroforesis apparatus

Vol. 5, No. 2

merk Bio-Rad yang dihubungkan dengan
power supply berkekuatan 300 volt dan
120 mA, preparas sampel meliputi
(sample plate, scapel, pinset, deep freezer,
mistar, pipet, pisau dan neraca digita),
penyiapan gel (gelas ukur, Erlenmeyer,
neraca digital, pipet, pemanas, sarung
tangan, kaca, plastik tipis, pemberat, pipet,
neraca digital, gel plate, inkubator),
pembuatan buffer (gelas ukur, pipet dan
Erlenmeyer).

M etode Penelitian

Penelitian ini dirancang dengan
menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) dengan 4 perlakuan pemanasan
(pasteurisasi) pada susu segar, terdiri
tanpa pasteurisasi (T0), pasteurisasi pada
suhu 65°C 30 menit (T1), pasteurisasi pada
suhu 73°C 15 detik (T2) dan pasteurisasi
pada suhu 83°C 2 detik (T3) pada
pendlitian tahap | dengan 4 ulangan.
Sedangkan  pada penelitian tahap I,
proses fermentasi susu menggunakan 5%
starter kefir grain (w/v) dan proses
pasteurisasi  menggunakan  perlakuan
terbaik pada penelitian tahap | dengan
rancangan yang sama. Perlakuan penelitian
pada tahap ini, yaitu lama penyimpanan
pasca fermentasi, terhitung setelah proses
inkubasi, meliputi O hari (LO), 3 hari (L1),
6 hari (L2), 9 hari (L3), dan 12 hari (L4)
penyimpanan.

Pelaksanaan Penelitian
Purifikasi Laktoferin Susu Kambing
Penyiapan susu

Susu kambing segar dipasteurisasi
sesual masing-masing perlakuan.
selanjutnya suhu diturunkan hinggga 35°C,
kemudian ditambahkan CaCl, 20%
sebanyak 0,04% (v/v) dan enzim sebanyak
0,02% (v/v) untuk menggumpakan susu
(Isnia, 2004). Curd yang terbentuk
dipisashkan dari whey, kemudian whey
disaring dengan kain saring dan
dilanjutkan penyaringan menggunakan
kertas whatman No. 41 untuk memisahkan
dari butiran curd yang masih terdapat pada
cairan whey
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Pengeringan Beku Whey

Pengeringan beku (freeze Drying)
whey dilakukan dengan menggunakan alat
freeze dryer tipe Kinetics EZ-DRY selama
15 jam atau sampai menjadi bubuk.

Pemurnian Laktoferin

Pemurnian  laktoferin  dilakukan
dengan menggunakan prosedur
kromatografi kolom filtras g
menggunakan sephadex G-100, sebagal
bahan yang akan dimurnikan adalah whey
setelah proses freeze drying.

Penentuan Protein Terlarut

Protein terlarut ditentukan dengan
metode Bradford (Walker, 1996) sebagai
berikut: sebanyak 1 ml sampel yang
tersedia dalam tabung reaks ditambahkan
1 ml pereaks Bradford, pada tabung reaksi
lain yang beisi blanko 1 ml air suling
ditambahkan 1 ml pereaks Bradford.
Kedua campuran tersebut dibiarkan pada
suhu ruang selama 10 menit. Selanjutnya
absorbansi diukur  pada  panjang
gelombang 595 nm. Penentuan konsentrasi
protein terlarut dengan menggunakan
kurva kalibrasi absorbansi bovine serum
albumin yang memiliki konsentrasi
tertentu.

Pendeteksian Berat Molekul Laktoferin
secar a elektroforesis

Berat molekul laktoferin  hasil
pemurnian dengan kromatografi kolom
filtras gel sephadex G-100 dikarakterisas
secara elektroforesis SDS-PAGE (Hames
dan Rickwood, 1990).

Purifikas Laktoferin Kefir

Proses purifikasi laktoferin  kefir
sama seperti pada purifikasi laktoferin
susu kambing segar. Purifikasi laktoferin
dilakukan dengan prosedur kromatogrefi
seperti pada penelitian  sebelumnya.
Sebelum dilakukan proses pemurnian,
dilakukan sentrifugasi 3000 rpm selama 20
menit, kemudian supernatan dikumpulkan
dan dilanjutkan dengan penyaringan
menggunakan kertas whatman No. 41.
Konsentrasi  protein  terlarut  hasil
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kromatografi ditentukan dengan metode
Bradford (Walker, 1996).

Deteks berat  molekul isolat
laktoferin  hasil  pemurnian  dengan
sephadex G-100 menggunakan metode
elektroforesis SDS-PAGE seperti prosedur
pada penelitian sebelumnya.

HASIL DAN PEMBAHSAN

Pemurnian Laktoferin Susu Kambing
Segar dengan Sephadex G-100

Metode filtrasi gel merupakan salah
satu metode untuk isolasi dan pemurnian
protein, termasuk didalamnya adaah
laktoferin. Hasil pemisahan sephadex G-
100 dalam penelitian ini menghasilkan dua
puncak absorbansi 280 nm (Gambar 6).
Puncak pertama dan kedua sebagai
laktoferin  karena  berdasarkan  hasil
elektroforesis menunjukkan pita protein
dengan berat molekul 84 kDa dan 80 kDa
seperti ditunjukkan Gambar 1 dan 3.
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Absorbansi (280 nm)

Nomor Tabung Ke
Keterangan : A:Fraksi | B:Fraksi |1

Gambarl. Hasil pemurnian laktoferin
whey susu kambing pada
sephadex G-100 (2,5 x 60 cm),
eluen 0,AM buffer fosfat pH
7,0, absorbansi protein 280 nm

Hasil pemisahan sephadex G-100
tersebut diduga kuat bahwa fraks yang
tidak lolos dari anyaman matrik gel
sephadex adalah laktoferin. Hal ini
disebabkan laktoferin  memiliki  berat
molekul yang lebih tinggi dibandingkan
berat molekul komponen whey lainnya
Menurut Sudarmadji  (1996), molekul-
molekul protein yang lebih besar dari
ukuran pori terbesar sephadex yang telah
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membengkak, tidak dapat masuk dalam
partikel gel, maka molekul besar ini akan
mengalir dengan cairan bufer di luar
partikel sephadex, sehingga molekul besar
akan keluar lebih dulu.

Deteks Berat Molekul Laktoferin Susu
Kambing Segar

Hasil elektroforesis whey susu
kambing sebelum dilakukan pemisahan
dengan sephadex G-100 antar perlakuan
(TO, T1, T2 dan T3) menunjukkan terdapat
6 pita protein dengan berat molekul
masing-masing pita protein adalah 84 kDa,
80 kDa, 64 kDa, 27 kDa, 18 kDa dan 16
kDa. Hasil elektroforesis ini menunjukkan
komponen-komponen protein yang
terdapat dalam whey, seperti  o-
laktalbumin,  B-laktoglobulin,  serum
albumin dan laktoferin dapat terdeteksi
dengan metode elektroforesis SDS-PAGE.
Pita protein dengan berat molekul 84 kDa
dan 80 kDa merupakan laktoferin.
Menurut Yoshida et al. (2000), laktoferin
dapat diseparasi menjadi laktoferin-a dan
laktoferin-b dari susu sapi. Berat molekul
laktoferin-a adalah 84 kDa dan laktoferin-
b 80 kDa. Pendliti lain (Castelino et d.,
1970) melaporkan berat molekul laktoferin
addah 77 kDa vyang diisolas
menggunakan metode filtrasi gel dengan
pelarut 6 M guanidine hydrochloride.
Sedangkan menurut Y oshida (1989), berat
molekul laktoferin yang disolasi dari whey
asam susu sapi adalah 87 kDa.

Hasil Elektroforesis whey setelah
fraksnasi dengan sephadex G-100
menghasilkan dua pita protein dengan
berat molekul berturut-turut adalah 84 kDa
dan 80 kDa Berat molekul pada pita
protein pertama dan kedua adaah
laktoferin, karena memiliki berat molekul
80 kDa dan 84 kDa Ha ini diperkuat
dengan hasil laporan Elfagm dan
Wheelock (1998), serta Pulina et al.
(2002) yang mengkarakterisasi laktoferin
susu sapi menggunakan SDS-PAGE
menghasilkan pita protein pertama adalah
laktoferin.
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Gambar 2. Hasil elektroforesis laktoferin
standar
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Keterangan : 1 dan 2 adalah fraksi |
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Gambar 3. Hasil elektroforesis whey susu
kambing setelah fraksinasi

Detekss berat molekul laktoferin
setelah fraksinasi dengan sephadex G-100
hampir sama dengan deteksi berat molekul
laktoferin sebelum fraksinasi. Hasil deteksi
berat molekul laktoferin ini hampir sama
dengan yang dilakukan Hurley et al.
(1993), yang telah mengisolasi laktoferin
susu sapi dan ASI menggunakan metode
kromatografi afitas  heparin-agaros,
kemudian dilakukan karakterisas
menggunakan elektroforesis SDS-PAGE.
Hasl elektroforesis yang diperolehnya
menunjukkan berat molekul laktoferin
adalah 83 kDa dan 87 kDa.
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Pengaruh Pasteurisasi Terhadap
Konsentrasi Laktoferin Susu Kambing
Segar

Hasil analisis ragam menunjukkan
bahwa perlakuan panas (pasteurisas)
berpengaruh  sangat nyata (P<0,01)
terhadap konsentrasi laktoferin pada susu
kambing segar. Suhu pasteurisasi 65°C
selama 30 menit (T1) menghasilkan
konsentrasi laktoferin yang lebih tinggi,
yaitu 1,579 mg/ml dibandingkan dengan
suhu pasteurisasi 73°C selama 15 detik
(T2) dengan konsentrasi laktoferin sebesar
0,954 mg/ml dan suhu pasteurisasi 83°C
selama 2 detik (T3) dengan konsentrasi
laktoferin 0,322 mg/ml.

Tabel 1. Konsentrasi Laktoferin  Susu

Kambing Segar (mg/ml)
Ulangan
Suhu I I 11 IV  Rataan
TO 151 1,70 214 231 1915
T1 1,36 1,17 1,70 208 1579
T2 087 067 133 094 0954
T3 004 038 042 044 0,322°
Keterangan: superskrip yang berbeda

menunjukkan berbeda nyata (P<0,05)

Paulsson et al. (1993) menyatakan
bahwa perilaku panas mempengaruhi sifat
fisik laktoferin, karena adanya denaturasi
pada laktoferin-a (aLf). Lebih lanjut
dijelaskan, denaturasi panas pada
laktoferin masih dapat mempertahankan
status bes  laktoferin pada suhu
pasteurisasi 60° C — 80°C. Sedangkan pada
suhu UHT terjadi denaturasi struktur
protein dan sifat aktifitas antibakteri
laktoferin jauh mengalami penurunan.

Perlakuan pasteurisasi pada suhu
65°C sdlama 30 menit memberikan
pengaruh sangat kecil terhadap penurunan
konsentrasi laktoferin  dibandingkan
dengan perlakuan pasteurisas pada suhu
73°C sdlama 15 detik dan perlakuan
pasteurisas pada suhu 83°C selama 2
detik. Robinson (1999) juga menyatakan
bahwa pada suhu 64°C-69°C laktoferin
akan mengalami denaturasi, dan dengan
adanya denaturasi akan mengakibatkan
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perubahan pada konsentrasi laktoferin
yang terdapat dalam susu.

Berbeda dengan laporan Drackova
et al. (2009) yang melakukan pasteurisasi
pada suhu 72°C sdlama 15 detik. Pada
suhu pasteurisasi tersebut relatif masih
dapat mempertahankan penurunan
konsentrasi laktoferin susu kambing dan
tidak mempengaruhi struktur laktoferin.
Lebih lanjut dilaporkan, bahwa konsentrasi
laktoferin  pada susu segar (mentah)
berkisar antara 0,098 mg/ml sampai 0,149
mg/ml dan konsentrasi laktoferin pada
susu yang dipasteurisas berkisar antara
0,087 mg/ml sampai 0,121 mg/ml.
Sedangkan pada penelitian ini, rata-rata
konsentrasi laktoferin susu kambing segar
adalah 1,915 mg/ml dan susu kambing
yang dipasteurisasi pada suhu 63°C selama
30 menit adalah 1,579 mg/ml. Kenyataan
ini menunjukkan konsentrasi laktoferin
susu kambing relatif lebih  tinggi
dibandingkan konsentrasi laktoferin susu
kambing dengan adanya perlakuan
pemanasan (pasteurisasi). Dilaporkan juga
oleh Tomita et al. (1994) daam USA
Patent N0.US005340924A bahwa dalam
kondis pH netral pada suhu 60°C dan
70°C tidak mengakibatkan denaturasi
laktoferin, tetapi pada suhu 80°C terjadi
denaturasi sebesar 33%.

Pemurnian Laktoferin Kefir

Upaya pemurnian laktoferin pada
tahap penelitian ini adalah hasil penentuan
suhu pasteurisasi optimum pada penelitian
tahap |, yaitu pada suhu pasteurisasi 65°C
selama 30 menit yang merupakan salah
satu upaya menghasilkan produk Kkefir
sebagal pangan fungsional dari produk
susu yang memiliki kandungan komponen
bioaktif laktoferin relatif tinggi. Hasil
pemisahan  sephadex G-100 daam
pendlitian ini menghasilkan dua puncak
absorbansi 280 nm. Kedua puncak
absorbans pada  fraks tersebut
berdasarkan hasil elektroforesis
menunjukkan pita protein dengan berat
molekul 84 kDa dan 80 kDa seperti
ditunjukkan Gambar 6.
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Gambar 4. Hasil pemurnian laktoferin
kefir pada sephadex G-100
(25 x 60 cm), eluen 0,1M
buffer  fosfat pH 6,8,
absorbansi protein 280 nm

Deteks Berat molekul Laktoferin Kefir
Hasil elektroforesis pada supernatan
kefir sebelum dilakukan  pemisahan
dengan sephadex G-100 menunjukkan
terdapat 3 pita protein dengan berat
molekul masing-masing pita protein
adalah 84 kDa, 80 kDa, 65 kDa. Berat
molekul ketiga pita protein tersebut sama
seperti  hasil elektroforesis whey susu
kambing segar dan whey susu kambing
yang dipasteurisasi pada pendlitian
sebelumnya. Hasil eektroforesis ini
menunjukkan berat molekul laktoferin
hasil fraksinas dengan sephadex G-100
pada susu kambing segar dan supernatant
kefir memiliki berat molekul yang sama.
Hasi| Elektroforesis supernatant kefir
setelah fraksinasi dengan sephadex G-
100 juga menghasilkan dua pita protein
(pita mayor) dengan berat molekul
berturut-turut adalah 84 kDa dan 80 kDa.
Berat molekul pada pita protein pertama
dan kedua adalah laktoferin, karena
memiliki berat molekul 80 kDa dan 80
kDa. Laporan Hurley et a. (1992), yang
mengkarakterisasi laktoferin susu sapi dan
ASl. Sedangkan Elfagm dan Weelock
(1998), serta Pulina et al. (2002) yang
mengkarakterisasi laktoferin susu sapi,

80 kD
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3. kefir penyimpanan 6 hari
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5. kefir peyimpanan 12 hari

Gambar 5. Hasil elektroforesis  kefir
sebelum purifikasi
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Gambar 6. Hasil elektroforesis  kefir
setelah purifikasi
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Pengaruh Umur Penyimpanan
Terhadap Konsentrasi L aktoferin Kefir

Hasil analisis ragam menunjukkan
bahwa lama  penyimpanan  pasca
fermentas berpengarun nyata (P<0,05)
terhadap konsentrasi laktoferin. Lama
penyimpanan kefir terhitung setelah proses
inkubasi (pemeraman) selama 20 jam.
Bertambahnya umur penyimpanan kefir
menyebabkan  penurunan  konsentras
laktoferin (Tabel 3). Lama penyimpanan 0
hari (LO) memiliki konsentrasi laktoferin
yang lebih tinggi, yaitu 0.663 mg/ml
dibandingkan dengan lama penyimpanan 3
hari (L1), 6 hari (L2), 9 hari (L3) dan 12
hari (L4) dengan konsentrasi laktoferin
berturut-turut 0,448 mg/ml, 0,249 mg/ml,
0,142 mg/ml dan 0,048 mg/ml.

Tabel 3.Konsentrasi  Laktoferin @ Kefir

(mg/ml)
Ulangan
[ I 1T \Y; Rataan
LO 024 059 073 1,09 0,66
L1 021 039 057 063 045*
L2 015 022 023 039 025"
L3 003 017 018 019 0,14%

L4 0002 003 006 0,09 0,05

Keterangan : superskrip yang berbeda
menunjukkan berbeda  nyata
(P<0,05)

Andisis jarak berganda Duncan
menunjukkan bahwa lama penyimpanan
kefir terhadap konsentrasi laktoferin
memberikan  perbedaan yang nyata
(P<0,05). Konsentrasi laktoferin kefir pada
lama penyimpanan O hari (LO) berbeda
nyata dengan semua perlakuan, kecuali
dengan lama penyimpanan 3 hari (L1),
lama penyimpan 3 hari (L1) tidak berbeda
nyata dengan lama penyimpanan 6 hari
(L2) dan berbeda nyata dengan lama
penyimpanan 9 hari (L3) dan lama
penyimpanan 12 hari (L4). Sedangkan
lama penyimpanan 9 hari (L3) tidak
berbeda nyata dengan lama penyimpanan
kefir 12 hari (L4). Berdasarkan hasil
tersebut dapat diasumsikan bahwa umur
penyimapan kefir dengan jarak waktu yang
relatif pendek menyebabkan perubahan
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konsentrasi laktoferin relatif kecil. Hal ini
diduga proses degradasi komponen susu
(protein susu) oleh aktivitas mikroba kefir,
perubahannyarelatif kecil. Menurut Belem
et al. (1998) dalam proses fermentasi susu
terjadi proteolisis yang merubah protein
susu menjadi  beberapa peptida dan
penurunannya tampak jelas setelah 48 jam.
Lebih lanjut dijelaskan pada proses
fermentas  whey, keberadaan  f-
laktoglobulin  dan a-laktalbumin serta
komponen lain yang terdapat didalam
whey akan dirubah menjadi beberapa
peptida, seperti halnya f-laktoglobulin
yang merupakan komponen utama whey
dirubah menjadi p-laktoglobulin-a, f-
laktoglobulin-b dan angiotensin converting
enzyme (ACE).

KESIMPULAN

Purifikas laktoferin menggunakan
kromatografi kolom sephadex G-100
menghasilkan dua puncak absorbansi (595
nm) dan setelah dilakukan karakterisasi
secara elektroforesis menunjukkan berat
laktoferin 84 kDa dan 80 kDa.

Proses pasteurisasi dan fermentasi
cenderung  mengakibatkan  terjadinya
penurunan konsentrasi laktoferin  susu
kambing dan Kkefir. Suhu pasteurisas
65°C selama 30 menit adalah suhu optimal
dan cenderung dapat mempertahankan
konsentrasi  laktoferin  lebih  tinggi
dibandingkan suhu pasteurisasi  73°C
selama 15 detik dan suhu pasteurisasi 83°C
selama 2 detik.

Lama penyimpanan kefir
cenderung  menyebabkan  penurunan
konsentrasi laktoferin. Konsentrasi

laktoferin kefir cenderung masih dapat
dipertahankan hingga 12 hari
penyimpanan.
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