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Abstract 

Vitamin D deficiency and inadequacy is a worldwide problem that can cause serious health 
problems. Vitamin D reduce the risk of osteoporosis, cancer, diabetes mellitus, and 
cardiovascular disease. Vitamin D is obtained from four sources such as sun exposure, 
food, supplements and fortification food. The research was conducted in October 2019. The 
purpose of this study was to see the stability of vitamin D3 in dadih during storage. The High 
Performance Liquid Chromatogaphy (HPLC) method was used to calculate vitamin D3 levels 
in fortified dadih. Quantification of vitamin D3 was done on day 0, day 3, day 9, day 16, day 
23 and day 30. Statistical analysis showed that there was no significant difference in the 
level of vitamin D3 in dadih for 30 days of storage although there was a decrease in the level 
of vitamin D3 in dadih on the fourth week but it was not significantly (p> 0.05). In conclusion, 
Vitamin D3 in the dadih was stable for 30 days of storage although there was a decrease in 
vitamin D3 levels on the 16th and 30th days of storage due to the undetectable vitamin D3 in 
some samples. The addition of vitamin D3 to dadih is suggested using encapsulation 
techniques to increase solubility, longer shelf life, prevention of chemical degradation, better 
dispersibility, higher bioavailability and effectiveness. 
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Abstrak 

Kekurangan dan ketidakcukupan vitamin D merupakan masalah di seluruh dunia yang dapat 
menyebabkan masalah kesehatan serius. Vitamin D dapat menurunkan risiko terkena 
osteoporosis, penyakit kanker, diabetes melitus, dan penyakit jantung. Vitamin D Vitamin D 
didapatkan dari empat sumber yaitu paparan sinar matahari, makanan, suplemen dan 
makanan fortifikasi. Tujuan dari penelitian ini adalah melihat kestabilan penambahan vitamin 
D3 pada dadih selama penyimpanan. Penelitian dilakukan pada bulan Oktober 2019. 
Metode High Performance Liquid Chromatogaphy (HPLC) digunakan untuk menghitung 
kadar vitamin D3 di dadih fortifikasi. Kuantifikasi vitamin D3 didadih dilakukan pada hari ke-
0, hari ke-3, hari ke-9, hari ke-16, hari ke-23 dan hari ke-30. Hasil analisis statistik 
menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan yang signifikan kadar vitamin D3 di dadih selama 
penyimpanan selama 30 hari walaupun ada penurunan kadar vitamin D3 di dadih di minggu 
keempat tetapi tidak signifikan (p > 0,05). Kesimpulannya, vitamin D3 di dalam dadih stabil 
selama 30 hari penyimpanan walaupun ada penurunan kadar vitamin D3 pada penyimpanan 
hari ke-16 dan ke-30 akibat dari tidak terdeteksinya vitamin D3 pada beberapa sampel. 
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Penambahan vitamin D3 ke dadih disarankan menggunakan teknik enkapsulasi agar 
meningkatkan kelarutan, umur simpan yang lama, pencegahan degradasi kimia, 
dispersibilitas yang lebih baik, bioavailabilitas dan efektivitas yang lebih baik.    
 
Kata kunci: fortifikasi; vitamin D3; dadih; HPLC; stabilitas 

PENDAHULUAN   

Kekurangan dan ketidakcukupan vitamin D merupakan masalah di seluruh dunia yang 

dapat menyebabkan masalah kesehatan serius.1 Vitamin D memiliki efek terhadap sistem 

muskuloskeletal, kekebalan tubuh, saraf, dan kardiovaskular serta sebagai anti inflamasi.1,2 

Banyak penelitian membuktikan pengaruh vitamin D pada beberapa penyakit seperti 

penyakit kardiovaskular, obesitas, diabetes melitus, sindrom metabolik, dan penyakit 

autoimun.3–7 

Rekomendasi asupan vitamin D berbeda antara orang yang menderita penyakit tertentu 

dengan orang sehat. The Central Europe Guidelines merekomendasikan dosis 1600-4000 

IU/hari pada orang dewasa dan lansia yang kelebihan berat badan, yaitu dua kali lipat dosis 

pada populasi umum. International Osteoporosis Foundation (IOF) merekomendasikan 2000 

IU/hari untuk individu yang obesitas dan pasien dengan osteoporosis, sedangkan dosis 

pada orang dewasa yang sehat adalah 800-1000 IU/hari.8 Secara klinis, serum 25(OH)D3 

digunakan untuk pengukuran status vitamin D karena waktu paruh 25(OH)D3 yang lama 

dalam sirkulasi yaitu antara 15 dan 50 hari. Kekurangan vitamin D terjadi jika kadar 

25(OH)D3 disirkulasi sebanyak 20 ng/ml atau 50 nmol/l.9 

Vitamin D didapatkan dari empat sumber yaitu paparan sinar matahari, makanan, 

suplemen dan makanan fortifikasi.1 Makanan yang mengandung vitamin D adalah minyak 

ikan, telur, margarin, hati, ikan salmon, sarden dan tuna.10 Namun, makanan yang secara 

alami kaya akan vitamin D tidak banyak dikonsumsi.11 Yogurt fortifikasi vitamin D merupakan 

salah satu minuman yang dapat meningkatkan kadar 25(OH)D3 pada beberapa 

penelitian.12–14 Yogurt fortifikasi vitamin D juga dapat mencegah osteoporosis, menurunkan 

HOMA-IR, rasio lingkar pinggang panggul, massa lemak tubuh dan persentase lemak 

tubuh.15–18 

Dadih adalah fermentasi susu kerbau yang merupakan makanan tradisional Indonesia 

yang berasal dari Sumatera Barat.19 Dadih dibuat secara tradisional dengan menyimpan 

susu kerbau segar dalam tabung bambu betung (Dendrocalamus asper) yang ditutup 

dengan daun pisang. Susu dibiarkan berfermentasi secara spontan pada suhu kamar 

selama dua hari (48 jam).20,21 Proses fermentasi dalam pembuatan dadih terjadi secara 

alami dengan melibatkan berbagai jenis mikroba yang terdapat pada permukaan tabung 

bambu bagian dalam, permukaan daun penutup, dan dari susu kerbau yang digunakan.22 

Kandungan gizi dadih susu kerbau sangat bervariasi tergantung pada daerah produksi dan 
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jenis kerbau.23 Menurut penelitian Harahap et. al, kadar protein pada dadih susu kerbau 

adalah 5.7815%, lemak 8.1610% dan pH 5.6781.23 

Beberapa bakteri asam laktat ditemukan di dalam dadih seperti Lactobacillus plantarum, 

L. casei subsp. Casei, Leuconostoc mesenteroides, S. lactis supsp. lactis, S. cremoris, 

Lactobacillus casei subsp. Rhamnosus, Streptococcus faecalis dan Lactococcus.19,24 Bakteri 

asam laktat mempunyai manfaat seperti anti obesitas, anti diabetes, dan anti inflamasi.25–28 

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui stabilitas vitamin D3 di dadih. 

 
METODE PENELITIAN   

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah susu kerbau segar, tabung 

bambu betung (Dendrocalamus asper), daun pisang, vitamin D3, metanol, etanol 95%, 

asam pirogalat, asam asetat, aquabidest, PTFE 0,45 µm dan HPLC. Susu kerbau 

didapatkan dari kelompok pembuat dadih di Gadut, Kabupaten Lima Puluh Kota. Langkah 

pertama proses pembuatan dadih adalah memanaskan susu kerbau hingga mencapai suhu 

72°C, kemudian tetap dipanaskan selama 15 detik.29 Selanjutnya, susu kerbau didinginkan 

hingga mencapai suhu 30°C. Langkah kedua proses pembuatan dadih yaitu menambahkan 

vitamin D3 ke susu kerbau yang telah didinginkan sebanyak 900 IU. Proses selanjutnya yaitu 

memasukkan susu kerbau yang telah ditambahkan vitamin D3 ke dalam bambu betung 

kemudian menutup bambu betung dengan daun pisang. Bambu betung yang berisi susu 

kerbau disimpan pada suhu ruang selama 2 hari untuk berfermentasi secara spontan. Dadih 

disimpan dalam botol amber pada suhu -18oC (dibekukan) selama penyimpanan. 

Pengujian stabilitas vitamin D3 dilakukan di PT. Saraswanti Indo Genetech dengan 

menggunakan High Performance Liquid Chromatogaphy (HPLC) dengan nomor instruksi 

kerja 18-5-1/MU/SMM-SIG.30 Cholecalcipherol dimasukan ke dalam labu ukur 25 mL 

sebanyak 25 mg, kemudian dilarutkan dengan metanol hingga mencapai 25 mL lalu 

dihomogenkan untuk mendapatkan larutan standar vitamin D3 1000 mg/L. Larutan standar 

vitamin D3 1000 mg/L dipipet ke dalam labu ukur 10 mL sebanyak 1 mL kemudian 

diencerkan dengan pelarut hingga mencapai tanda 10 mL lalu dihomogenkan untuk 

mendapatkan larutan standar 100 mg/L. Selanjutnya, larutan standar vitamin D3 100 mg/L 

dipipet ke dalam labu ukur 10 mL sebanyak 1 mL kemudian diencerkan dengan pelarut 

hingga mencapai tanda 10 mL lalu dihomogenkan untuk mendapatkan larutan standar 10 

mg/L.   

Sebanyak 10 g dadih ditimbang dan dimasukkan ke dalam gelas piala 100 mL, 

kemudian ditambahkan etanol 95% sebanyak 40 mL dan asam pirogalat sebanyak 50 mg 

dan dilewatkan gas nitrogen sebelum dipanaskan. Larutan dikocok dan dipanaskan dalam 

waterbath pada suhu ± 80oC selama 45 menit dan dikocok setiap 10 menit setelah 

menambahkan KOH 50 % sebanyak 10 mL kemudian larutan didinginkan. Selanjutnya, 10 
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mL asam asetat glasial ditambahkan kemudian larutan didinginkan kembali hingga suhu 

ruang. Larutan dipindahkan kedalam labu ukur 100 mL, lalu ditambahkan dengan THF-

etanol 95% dengan perbandingan 1:1, lalu dihomogenkan. Larutan didiamkan selama 1 jam 

pada suhu ruang atau selama 24 jam dalam lemari pendingin. Larutan sampel disaring 

dengan PTFE 0,45 µm ke dalam vial dan diinjeksikan ke sistem HPLC. 

Vitamin D3 dikuantifikasi dengan menggunakan HPLC dengan panjang gelombang 

absorbansi 264 nm. Pemisahan kromatogafi dilakukan pada kolom analitik C18 fase 

reverse. Fase gerak HPLC adalah campuran aquabidest dan metanol pada laju aliran 1,5 

ml/menit. Volume injeksi sampel atau larutan standar adalah 20 μl. Kuantifikasi vitamin D3 

pada dadih dianalisis pada waktu penyimpanan tertentu selama empat minggu setelah 

proses fermentasi. Kuantifikasi vitamin D3 pada hari ke 0 dilakukan pada saat penambahan 

vitamin D3 ke susu kerbau sedangkan kuantifikasi vitamin D3 selanjutnya dilakukan setelah 

proses fermentasi selesai yaitu pada hari ke-3 setelah pembuatan dadih. Kuantifikasi vitamin 

D3 pada penyimpanan satu minggu hingga empat minggu dilakukan pada hari ke-9, ke-16, 

ke-23 dan ke-30 setelah pembuatan dadih. Analisis statistik pada penelitian ini 

menggunakan uji Kruskal Wallis karena data tidak berdistribusi normal menggunakan SPSS 

16.0 Statistic Software. Level signifikan yang ditetapkan sebesar α = 0,05. 

HASIL PENELITIAN  

Tidak adanya perbedaan yang signifikan pada median kadar vitamin D3 di dadih 

selama penyimpanan (p>0,05;Tabel 1). Pada hari ke-30 terjadi penurunan median kadar 

vitamin D3 dari hari ke-23, namun tidak ada perbedaan yang signifikan antara median 

kadar vitamin D3 pada penyimpanan hari ke-23 dan ke-30.  

 
Tabel 1. Hasil Analisa Vitamin D3 Selama Penyimpanan  

Penyimpanan Kadar 
(Median (Min-Max)) 

mcg/100 gr 

p1 

0 hari 3 hari 9 hari 16 hari 23 hari 30 hari 

0 hari 22,05 (19,16-22,19) - 0,513 0,513 0,513 0,513 0,507 

3 hari 24,79 (14,97-46,12) - - 0,513 0,513 0,827 0,121 

9 hari 12,59 (7,48-54,47) - - - 0,827 0,513 0,268 

16 hari 22,59 (0,00-29,25) - - - - 0,275 0,487 

23 hari 44,11 (12,09-58,83) - - - - - 0,121 

30 hari 0,00 (0,00-24,63) - - - - - - 

p 0,603       

p = uji Kruskal Wallis 

p1 = uji Mann Whitney 

 
Kadar vitamin D3 mengalami penurunan pada hari ke-9, namun mengalami kenaikan 

pada hari ke-16 dan ke-23. Penurunan yang terjadi pada hari ke-9 tidak signifikan secara 

statistik. Pada penyimpanan hari ke-16, vitamin D3 tidak terdeteksi pada salah satu 
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sampel. Namun, tidak ada perbedaan median kadar vitamin D3 yang signifikan dari 

penyimpanan hari ke-9 sampai penyimpanan hari ke-16. Kadar vitamin D3 juga mengalami 

kenaikan di penyimpanan hari ke-16. Selain itu, ada dua sampel yang tidak terdeteksi 

vitamin D3-nya pada penyimpanan hari ke-30. Kadar vitamin D3 pada penyimpanan hari 

ke-23 juga tidak berbeda secara signifikan dibandingkan dengan penyimpanan hari ke-30. 

PEMBAHASAN  

Produk probiotik yang difortifikasi dengan vitamin D memberikan banyak manfaat bagi 

penderita obesitas, Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD), obesitas.17,31,32 Serum 25-

hidroksivitamin D yang rendah merupakan faktor risiko osteoporosis, penyakit 

kardiovaskular, diabetes, dan kanker.33 Pemberian yogurt fortifikasi vitamin D dapat 

bermanfaat dalam meningkatkan 25OHD serum, profil lipid, metabolisme glukosa, dan 

parameter antropometri dan menurunkan kadar hormon paratiroid pada wanita hamil, 

subjek dewasa dan lanjut usia dengan atau tanpa diabetes, pradiabetes, atau sindrom 

metabolik.16,34 

Pada penelitian ini tidak ada perbedaan yang signifikan pada median kadar vitamin D3 

di dadih selama penyimpanan (p>0,05;Tabel 1). Pada hari ke-30 terjadi penurunan median 

kadar vitamin D3 dari hari ke-23, namun tidak ada perbedaan yang signifikan antara 

median kadar vitamin D3 pada penyimpanan hari ke-23 dan ke-30. Hasil ini sama dengan 

penelitian tentang stabilitas vitamin D3 pada yogurt, dimana vitamin D3 stabil selama 

penyimpanan sampai 3 minggu dan 2 minggu.1,35 Penambahan vitamin D3 pada susu 

yang di pasteurisasi juga tidak mempengaruhi kadar vitamin D3. Penelitian tentang 

penambahan D ke susu UHT menunjukkan bahwa vitamin D stabil selama 60 hari 

penyimpanan.36 

Vitamin D rentan terhadap sinar UV, udara (oksigen), asam dan protein terhidrolisis.37–

39 Selain itu, pH, kekuatan ionik, dan perubahan suhu juga merupakan parameter kritis 

kestabilan vitamin D pada minuman.40 Penyimpanan dadih pada penelitian ini 

menggunakan botol amber untuk menghindari dadih fortifikasi vitamin D3 terkena cahaya. 

Vitamin D3 pada sampel susu dapat berkurang apabila terpapar cahaya.1 Penelitian 

tentang stabilitas vitamin D3 pada yogurt yang disimpan di botol gelap dan botol 

transparan menunjukkan hasil bahwa vitamin D3 stabil pada yogurt yang disimpan di botol 

gelap selama 3 minggu.1 

Keberhasilan fortifikasi vitamin D dalam minuman sangat tergantung pada 

homogenisasi, stabilitas, dan bioavailabilitas vitamin D dalam matriks. Ketiga aspek ini 

harus diperhatikan dalam membuat minuman fortifikasi. Kehilangan vitamin D terutama 

disebabkan oleh oksidasi dan isomerisasi selama pemrosesan dan penyimpanan telah 

diamati dalam berbagai sistem yang diperkaya dengan vitamin D. Selain itu, pengendapan 
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vitamin D di dalam bahan pengemas dan degradasinya dalam matriks makanan berair 

merupakan penyebab utama ketidakstabilan vitamin D di minuman. Perubahan ini 

mempengaruhi penampilan dan rasa dari minuman yang diformulasikan, sehingga 

mempengaruhi penerimaan pelanggan.41 Beberapa teknik telah diadopsi untuk 

meningkatkan kestabilan penambahan vitamin D dalam minuman, termasuk penambahan 

langsung, emulsifikasi, dan strategi mikroenkapsulasi. Teknik enkapsulasi untuk 

penambahan vitamin D pada produk minuman seperti spray drying, koaservasi, 

emulsifikasi, nanostructured lipid carriers, liposom, kompleksasi untuk polimer dapat 

meningkatkan kelarutan, umur simpan yang lama, pencegahan degradasi kimia, 

dispersibilitas yang lebih baik, bioavailabilitas dan efektivitas yang lebih baik.40 Penerapan 

teknik enkapsulasi dapat lebih efektif dalam meningkatkan stabilitas dan bioavailabilitas 

vitamin D dalam minuman fortifikasi.40 Penggunaan teknik penambahan langsung vitamin 

D3 pada dadih fortifikasi mengakibatkan vitamin D3 pada beberapa sampel di 

penyimpanan hari ke-16 dan ke-30 tidak terdeteksi. Hal ini mungkin disebabkan oleh 

kelarutan vitamin D3 yang tidak merata pada dadih. 

Selain teknik penambahan vitamin D dan wadah penyimpanan, jenis minuman juga 

mempengaruhi kestabilan vitamin D. Ada beberapa produk minuman fermentasi yang 

difortifikasi vitamin D3 diantaranya adalah yogurt dan kefir.1,42 Vitamin D3 pada yogurt 

stabil selama penyimpanan sampai 3 minggu sedangkan vitamin D3 pada kefir mengalami 

penurunan antara hari ke-9 dan ke-15.1,42 Perbedaan antara dadih, yogurt dan kefir 

terdapat pada proses fermentasinya. Proses fermentasi dalam pembuatan dadih terjadi 

secara alami dengan melibatkan berbagai jenis mikroba yang terdapat pada permukaan 

tabung bambu bagian dalam, permukaan daun penutup, dan dari susu kerbau yang 

digunakan.43 Kefir dibuat dengan menambahkan kefir grain ke dalam susu. Kefir grain 

mempunyai komposisi spesies mikroba yang kompleks seperti bakteri asam laktat, bakteri 

asetat, kamir, dan fungi.44  

Spesies bakteri yang teridentifikasi dalam dadih tergantung pada kondisi daerah 

pembuatannya terutama suhu. Bakteri asam laktat dikelompokkan menjadi BAL termofilik 

dan mesofilik berdasarkan suhu optimum pertumbuhannya. BAL termofilik dengan suhu 

optimum pertumbuhan 30-45°C dan BAL mesofilik dengan suhu optimum pertumbuhan 

20-30°C. Hal ini menyebabkan BAL termofilik, yaitu genus Lactobacillus dan 

Streptococcus sebagian besar mendominasi mikroflora produk susu fermentasi tradisional 

yang berasal dari daerah tropis dan subtropis.45 Bakteri asam laktat yang telah 

teridentifikasi di dadih daerah Gadut, Kabupaten Lima Puluh Kota adalah L. Plantarum dan 

Lactococcus lactis.46 Beberapa bakteri asam laktat telah teridentifikasi pada dadih dari 

berbagai daerah. Lactobacillus plantarum terdapat pada dadih yang berasal dari daerah 

Bukittinggi, Sijunjung, Kabupaten Lima Puluh Kota, Payakumbuh, Padang dan Solok 
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sedangkan Lactobacillus sp, Lactococcus sp, dan Leuconostoc sp juga terdapat pada 

dadih dari daerah Bukittinggi dan Padang Panjang.45,46 Komposisi mikroba di kefir juga 

dapat bervariasi sesuai dengan substrat yang digunakan dalam proses fermentasi dan 

metode pemeliharaan kultur.44 Perbedaan dadih, yogurt, dan kefir terdapat pada Tabel 2.  

 
Tabel 2. Perbedaan antara Dadih, Yogurt dan Kefir1,36,42,44,46,47 

 Dadih Yogurt Kefir 

Ph 4,57 4-4,6 4,13-4,38 

Strain Lactococcus lactis ssp. 
Lactis 
Lactobacillus plantarum 
ssp. Plantarum 
L. lactis ssp. Cremoris 

Lactobacillus 
Bulgaricus 
Streptococcus 
 

Bifidobacterium sp. 
Lactobacillus sp. 
23 spesies Kamir 

Total BAL 8.56 cfu/g 8,8 cfu/g 8 cfu/g 

Prosedur 
Pembuatan 

Susu kerbau 
dipasteurisasi sampai 
suhu 72 oC, kemudian 
didinginkan sampai suhu 
30 oC dan dimasukkan ke 
dalam tabung bambu dan 
ditutup dengan daun 
pisang. Tabung bambu 
yang berisi susu 
diletakkan di suhu ruang 
selama 2 hari agar 
terfermentasi secara 
spontan 

Susu di 
pasteurisasi dan 
kemudian 
ditambahkan 
starter pada suhu 
40-42 oC. Susu 
yang telah diberi 
starter dibiarkan 
selama 7 jam 

Susu kambing 
sampai suhu 72oC, 
kemudian 
didinginkan sampai 
suhu 25 oC dan 
tambahkan kefir 
grain dan dibiarkan 
selama 24 jam 

 
SIMPULAN DAN SARAN 

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, hasil analisis statistik menunjukkan bahwa 

tidak ada perbedaan yang signifikan kadar vitamin D3 di dadih selama penyimpanan selama 

30 hari walaupun ada penurunan kadar vitamin D3 di dadih di minggu keempat tetapi tidak 

signifikan (p > 0,05). Kesimpulannya, vitamin D3 di dalam dadih stabil selama 30 hari 

penyimpanan walaupun ada penurunan kadar vitamin D3 pada penyimpanan hari ke-16 dan 

ke-30 akibat dari tidak terdeteksinya vitamin D3 pada beberapa sampel. Penambahan 

vitamin D3 ke dadih disarankan menggunakan teknik enkapsulasi agar meningkatkan 

kelarutan, umur simpan yang lama, pencegahan degradasi kimia, dispersibilitas yang lebih 

baik, bioavailabilitas dan efektivitas yang lebih baik.    
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