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ABSTRACT

Cheese processing always produce a liquid by product, called as whey. Whey contains 50% of milk nutrients,
but currently in Indonesia whey is not used optimally. Whey contained some lactose, and can be used as
fermented media. This study used cheese whey as a fermented media for Streptococcus thermopillus (St-
RRMO1) and Lactobacillus bulgaricus (Lb-RRMO1) called as Whey Yogurt (WY). WY compared to fresh
whey (control) on this study for skin care, include of acne treatment. Data were analyzed by T-test on SPSS
statictical program. The research showed that WY inhibited the growth of bacteria Propionibacterim acnes 4.35
mm, while there was no inhibition on control (P <0.05). Fermentation process increased the antioxidant activity
for 27.7%. WY had the good potential for the acne treatment. This study showed that whey had a value-added,
furthermore in the future might be used to develop into a natural ingredient cosmetics for skin care.
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PENDAHULUAN

Konsumsi bahan baku susu di Indonesia mengalami
peningkatan setiap tahunnya. Indonesia mengonsumsi
bahan baku susu pada tahun 2008 sebanyak 11 kg/kapita/
tahun. Nilai ini naik sebesar 18,27 % jika dibandingkan
dengan konsumsi bahan baku susu tahun 2004 (Departemen
Perindustrian, 2009). Susu banyak dikonsumsi tidak hanya
dalam bentuk segar, tetapi juga dalam bentuk olahannya,
seperti keju. Keju merupakan produk olahan susu hasil proses
penggumpalan susu, yang menghasilkan produk sampingan
berupa whey. Satu kg keju dihasilkan dari penggumpalan
susu sebanyak 10 liter dan menghasilkan whey sebanyak 8-
9 liter. Pada umumnya whey dimanfaatkan sebagai pakan
ternak dan sebagai tambahan dalam pembuatan beberapa
produk pangan (de Witt, 2001). Di Indonesia, whey belum
banyak dimanfaatkan karena industri pengolahan keju
saat ini masih fokus pada produk utamanya yaitu keju,
padahal komposisi whey masih mengandung 50% nutrisi
susu. Komponen terbesar whey adalah laktosa (4,5-5%) (de
Witt, 2001; Magalhaes, 2010). Laktosa dapat dimanfaatkan
sebagai sumber nutrisi bagi bakteri asam laktat untuk
menghasilkan  berbagai senyawa metabolit seperti
asam laktat dan antimikroba melalui proses fermentasi.
Antimikroba pada fermentasi asam laktat dimanfaatkan
sebagai bahan terapeutik karena menghambat pertumbuhan
bakteri patogen (Rolfe, 2000).

Whey mengandung laktoferin yang berfungsi sebagai
antioksidan (Coimbra dan Teixeira, 2009). Bahan dengan
kandunganantioksidandapatdimanfaatkanuntukmengurangi
stres oksidatif pemicu pertumbuhan jerawat (Sarici ef al.,
2010; Batubara dan mitsunaga, 2013). Kombinasi antara
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senyawa antimikroba dan kandungan antioksidan dapat
dimanfaatkan sebagai bahan pencegah jerawat. Dalam
hal pencegahan jerawat, senyawa antimikroba dapat
dimanfaatkan untuk menghambat pertumbuhan bakteri
dominan penyebab jerawat yaitu Propionibacterium acnes.
Batubara ef al. (2009) menjelaskan bahwa senyawa dengan
target jerawat harus mampu menghambat pertumbuhan
P. acnes, menghambat aktivitas lipase P. acnes dan
menghambat stres oksidatif. Dalam kata lain, senyawa atau
bahan yang dianjurkan untuk mengontrol jerawat harus
memiliki antibakteri, penghambat lipase, dan aktivitas
antioksidan (Batubara et al., 2009).

Fokus penelitian ini yaitu kajian pemanfaatan whey
sebagai bahan fermentasi bakteri asam laktat Streptococcus
thermopillus (St-RRMO1) dan Lactobacillus bulgaicus
(Lb-RRMO1) yang disebut sebagai Whey Yogurt (WY)
untuk diamati potensinya sebagai bahan pencegah jerawat.
Penelitian terdahulu mengenai kemampuan whey sebagai
bahan perawatan kulit telah dilakukan oleh Chen et al.
(2006) yang menyebutkan bahwa asam laktat whey kefir
pada level lebih dari 60 mg/ml mampu menghambat
pertumbuhan bakteri Propionibacterium acnes. Melalui
penelitian ini, diharapkan dapat menambah nilai guna whey,
dan menunjukkan potensi non-pangan whey sebagai bahan
alami kosmetik perawatan kulit.

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengamati proses
fermentasi pada whey serta menjelaskan potensi whey yang
difermentasi oleh bakteri Staphilococcus thermopillus
dan Lactobacillus bulgaricus (WY) dalam menghambat
pertumbuhan jerawat.



Rahman et al.

MATERI DAN METODE

Bahan dan Alat

Media fermentasi yang digunakan adalah whey hasil
samping pembuatan keju (cheese whey) yang diperoleh dari
home industry pembuatan keju “Trie’s Cheese”, Depok.
Bakteri asam laktat yang digunakan adalah Streptococcus
thermophillus (St RRM-01) dan Lactobacillus bulgaricus
(Lb RRM-01) koleksi dari laboratorium pengolahan susu
bagian Teknologi Hasil Ternak Fakultas Peternakan Institut
Pertanian Bogor. Bakteri patogen yang digunakan sebagai
bakteri uji pada uji penghambatan pertumbuhan bakteri
penyebab jerawat adalah bakteri Propionibacterium acnes
yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Indonesia (FKUI) dalam bentuk
biakan agar miring.

Bahan-bahan untuk analisis aktivitas antioksidan,
diantaranya: etanol p.a, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH).
Bahan mikrobiologi yang digunakan, antara lain: Tryptone
Soya Broth (TSB), Nutrient Agar (NA), Mueller Hinton
Agar (MHA), deMans Rogosa Sharpe Broth (MRSB),
Bacteriological Agar (BA), dan Buffer Peptone Water
(BPW).

Alat-alat yang digunakan, antara lain: mikropipet,
labu Erlenmeyer, cawan Petri, tabung reaksi, , bunsen,
vortex, inkubator, autoclave, oven, timbangan digital,
waterbath, burret, pH meter, microplate 98-well, sentrifuge
dan multi-well plate reader ELISA.

Prosedur
Persiapan Kultur Bakteri Starter
Sebelum digunakan, kultur bakteri St-RRMO1 dan
Lb-RRMO1 disegarkan dan diperiksa kemurniaan dari
kontaminasi dengan bantuan pewarnaan Gram (Fardiaz,
1992), kemudian diperbanyak menjadi kultur induk, kultur
antara, dan kultur kerja di dalam susu skim steril.

Persiapan Kultur Bakteri Uji

Sebelum digunakan, bakteri Pacnes diperiksa
kemurniannya dari kontaminasi dengan bantuan pewarnaan
Gram (Fardiaz, 1992), kemudian diambil 1 ose dari biakan
agar miring ke dalam ke dalam Nutrient Broth (NB),
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Kultur dari
NB kemudian digoreskan pada NA, setelah itu diinkubasi
selama 24 jam dan disimpan sebagai kultur stok.

Pembuatan Whey Yogurt

Pembuatan WY mengacu pada Tamime (2006) dengan
modifikasi pada lama inkubasi. Whey dipasteurisasi pada
suhu 83 — 85°C selama 30 menit, kemudian didiamkan
sampai suhunya turun menjadi £ 40°C, dan dipindahkan
ke dalam wadah. Whey pasteurisasi dalam wadah
diinokulasikan kultur starter Streptococcus thermophillus
(St-RRMO1) dan Lactobacillus bulgaricus (Lb-RRMO1)
masing-masing sebanyak 2,5%. Diaduk hingga homogen,
kemudian diinkubasi 37°C sampai mencapai pH 4,5 (pH
isoelektrik). Setelah mencapai pH 4,5. WY disimpan pada
suhu 4°C. Selanjutnya digunakan untuk penghitungan total
BAL, persen asam laktat, uji penghambatan pertumbuhan
bakteri Pacnes, dan pembuatan ekstrak.
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Pembuatan Ekstrak Sampel

Mengacu pada Shori dan Baba (2031) dengan
modifikasi pada penyaringan tahap akhir. Sampel kontrol
dan WY masing-masing dihomogenkan dengan aquades
(1:4) dan diturunkan pH nya sampai 4,0 dengan HCI 0,1
M, kemudian diinkubasi dalam water bath 45°C selama 10
menit, dilanjutkan dengan sentrifugasi (5.000 ppm, 10 menit,
4°C) untuk menghilangkan protein. Supernatan kemudian
dipanen dan dinaikkan pH nya sampai 7,0 menggunakan
NaOH 0,1 M, dilanjutkan dengan sentrifugasi kedua (5.000
ppm, 10 menit, 4°C) untuk menghilangkan sisa protein
dan garam. Supernatan kemudian disaring menggunakan
syringe wathman 0,45 pm untuk mendapatkan ekstrak yang
benar-benar jernih. Supernatan dipanen dan disimpan pada
suhu -20 °C hingga dibutuhkan untuk analisis aktivitas
antioksidan.

Pengukuran pH dan Total Asam Tertitrasi (TAT)
WY difermentasi dan diukur pH nya setiap jam sampai
pH mencapai 4,5. Pengukuran pH mengacu pada AOAC
(2005). Pengukuran TAT menggunakan metode titrasi.

V NaOH x NNaOH x0,09]
Asam laktat (%) = { RS 100%

berat sampel (gram)

Penghitungan Jumlah Bakteri Asam Laktat

Sampel dan BPW dihomogenkan hingga didapat
pengenceran sepersepuluh (P-1). Selanjutnya dari P-1
dipipet 1 ml dan dilarutkan ke dalam larutan pengencer
BPW 9 ml untuk memperoleh P-2, demikian seterusnya
dengan cara yang sama dilakukan sampai dengan P-7.
Pemupukan dilakukan pada P-5 sampai P-7 dengan media
deMan Rogosa Sharpe Broth (MRSB) yang ditambahkan
dengan Bacteriological Agar (BA) pada suhu 37 °C selama
24-48 jam. Jumlah bakteri dihitung dengan metode BAM
(2011).

Pengujian Penghambatan Pertumbuhan Bakteri
Propionibacterium acnes

Uji penghambatan pertumbuhan P.acnes menggunakan
metode difusi sumur dengan diameter 25 mm (Taufik,
2004). Populasi Pacnes yang digunakan adalah 5 log,, cfu/
ml. Zona penghambatan ditunjukkan dengan area bening
di sekitar sumur. Setiap area bening diukur diameternya
sebanyak 3-4 kali dan dirata-ratakan.

Pengukuran Aktivitas Antioksidan
Pengukuran aktivitas antioksidan menggunakan
metode penghambatan radikal bebas 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) dalam etanol (Shori dan Baba 2013)
dengan modifikasi konsentrasi DPPH dan perbandingan
sampel dengan DPPH, yaitu 1:1 dengan konsentrasi DPPH
0,1 mM. Pengujian dilakukan dalam microplate 96-well.

Analisis Data

Data yang diperoleh dianalisis dengan uji-T, tingkat
kepercayaan 95%, melalui program statistik SPSS.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Nilai pH dan TAT
Nilai pH control dan Whey Yogurt (WY) pada jam ke-0
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berturut-turut adalah 5,38 + 0,02¢, dan 5,25 + 0,002°. Whey
memiliki pH asam meski tidak difermentasi karena berasal
dari hasil samping pembuatan keju mozzarella. Pada proses
pembuatan keju dilakukan penambahan asam sitrat pada susu
untuk mendapatkan curd (padatan) saat proses pembuatan
keju. WY memiliki asam yang lebih rendah dibanding
kontrol karena adanya penambahan bakteri starter.

WY mencapai pH 4,5 pada jam ke-13. Penurunan
pH pada whey disebabkan oleh pembentukan asam laktat
sebagai hasil metabolisme laktosa oleh Bakteri Asam Laktat
(BAL). Whey mengandung 4,5 — 5% laktosa (Magalhaes et
al, 2010). Laktosa ini digunakan oleh BAL sebagai sumber
metabolit untuk menghasilkan energi dan memproduksi
asam laktat.

Penurunan pH menunjukkanterjadinya peningkatan
asam yang dihitung sebagai % asam laktat. Persen asam
laktat meningkat seiring dengan terjadinya penurunan pH.
Hasil uji-T menunjukkan bahwa terdapat perbedaan nyata
(P<0,05) total asam laktat antara kontrol dengan WY (Tabel
1). Hal ini menunjukkan bahwa laktosa pada whey berhasil
difermentasi dengan baik oleh bakteri asam laktat. Rahman
et al. (1992) mejelaskan bahwa pertumbuhan mikroba pada
proses fermentasi dapat menimbulkan berbagai perubahan
karakteristik salah satunya adalah pembentukan asam.
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Jumlah Bakteri Asam Laktat dan Penghambatan
Bakteri Propionibacterium acnes

Jumlah BAL Whey Yogurt (WY) pada penelitian ini
memenuhi persyaratan minimal jumlah sel hidup pada susu
fermentasi menurut CODEX STAN 243-200, yaitu 6 log,,
cfu/ml. Kontrol mengandung jumlah bakteri asam laktatlebih
rendah (P<0,05) dengan WY (Tabel 1). Hal ini disebabkan
karena kontrol merupakan whey yang tidak mengalami
proses fermentasi. Selama proses fermentasi berlangsung,
bakteri asam laktat mempunyai kesempatan lebih lama
untuk memanfaatkan nutrisi dalam metabolismenya
sehingga terjadi kenaikan jumlah sel (Wright, 1998).
Perbedaan jumlah bakteri asam laktat pada WD, WY, dan
WK dimungkinkan karena adanya variasi karakteristik
bakteri asam laktat. Faktor-faktor yang mempengaruhi
pertumbuhan dan kelangsungan hidup bakteri asam laktat
sangat beragam, namun yang paling mempengaruhi adalah
komposisi kimia dan kandungan nutrisi pada media. Bakteri
asam laktat memerlukan nutrisi yang sangat kompleks.
Streptococcus thermophilus memerlukan asam panthotenat,
niasin dan vitamin sedangkan Lactobaciluus memerlukan
asam pantothenat, niasin dan vitamin lainnya (Surono,
2004).

Tabel 1. Total Asam Laktat, Jumlah Bakteri Asam Laktat, Daya Hambat P. acnes dan Aktivitas Antioksidan dalam Sampel

Peubah
Sampel Asam Laktat Jumlah Bakteri Asam Penghambatan P.acnes . Lo o
(%) Laktat (log10 cfu/ml) (mm) Aktivitas Antioksidan (%)
Kontrol 0.28+0.011a 4.84+0.26a 0+0a 38.89+0.67a
Whey Yogurt 0.62+0.018b 7.18+0.29b 4.35+0.477b 49.66+2.06b

Keterangan: superskrip berbeda pada baris atau kolom yang sama menunjukkan berbeda nyata (P<0,05).

Streptococcus  thermopillus  dan  Lactobacillus
bulgaricus pada WY sebagai bakteri asam laktat
berfermentasi menghasilkan senyawa metabolit primer
berupa asam laktat (metabolit utama), asam asetat, dan
hidrogen peroksida; juga metabolit sekunder (bakteriosin,
senyawa flavor, dan Eksopolisakarida atau EPS). Hasil
metabolit sekunder bakteriosin merupakan suatu peptida
yang bersifat antibakteri yang dapat mencegah pertumbuhan
bakteri sejenis (Surono, 2004). Bakteriosin dimanfaatkan
sebagai bahan pengobatan (therapeutic) pada susu
fermentasi (Rolfe, 2000).

Propionibacterium acnes merupakan bakteri yang
lazim ditemukan pada jerawat klinis, dan merupakan
bakteri anaerob obligat, Gram positif. P. acne mengeluarkan
produk yang berperan penting dalam peradangan jerawat,
yaitu lipase, protease, hialurodinase, dan faktor chemotactic
(Heyman, 2006). Lipase P. acnes merupakan faktor penting
dalam pathogenesis jerawat karena membentuk asam lemak
bebas karena efek lipase Pacne pada trigliserida kelenjar
subaceous menginduksi peradangan (Higaki 2003).

Penghambatan pertumbuhan bakteri P. acnes dilihat
dari ada dan tidak adanya pertumbuhan bakteri P. acnes
di sekitar sumur yang diisi dengan masing-masing sampel
kontrol dan whey yogurt (Gambar 1). Menurut hasil
pengujian (Tabel 1), tidak terdapat penghambatan bakteri
P.acnes pada kontrol (diameter sumur 25 mm) (P<0,05), dan
terdapat penghambatan bakteri Pacnes pada WY sebesar
4.35 mm (P<0,05). Pan et al (2009) mengategorikan zona
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hambat diantara 0-3 mm adalah lemah, 3-6 mm sebagai
sedang, dan lebih dari 6 mm sebagai kuat. Berdasarkan hal
tersebut, maka penghambatan P. acnes oleh WY tergolong
sebagai penghambatan sedang

Kontrol tidak memiliki penghambatan terhadap bakteri
P acnes, mungkin disebabkan karena jumlah BAL pada whey
(4,84 log,, cfu/ml) lebih rendah dari P. acnes (5 log,, cfu/ml),
sehingga antimikroba yang dihasilkan oleh bakteri asam
laktat pada whey tidak cukup menghambat pertumbuhan
P acnes. Selain itu, kondisi pH kontrol (5,38) tidak cukup
asam untuk menghambat lipase P. acnes. Higaki (2003)
menjelaskan, lipase yang dihasilkan Propionibacterium
acnes stabil dan aktif pada pH diantara 5-8 dan apabila pH
lebih rendah dari 5 aktivitas lipase P.acnes menjadi lemah.
Menurut Surono (2004), pada pH rendah sejumlah besar
asam laktat dalam bentuk tidak terdisosiasi dan menjadi
racun bagi banyak bakteri, kapang dan khamir. Nilai pH
rendah mengakibatkan asidifikasi sel sitoplasma sehingga
mengubah permeabilitas sel membran dan mengganggu
sistem transport substrat.

(a) (b)
Gambar 1 Penghambatan P. acnes oleh (a) kontrol, (b) Whey
Yogurt
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Penghambatan yang tidak kuat pada WY ini mungkin
disebabkan karena Pacnes termasuk kelompok bakteri
Gram positif, dimana bakteri Gram positif memiliki
dinding sel dan lapisan peptidoglikan yang tebal. Menurut
Prescott et al. (2002), penghambatan BAL terhadap bakteri
patogen dipengaruhi oleh perbedaan dinding sel dan lapisan
peptidoglikan yang menyusun dinding sel.

Aktivitas Antioksidan

Antioksidan berperan dalam menangkal radikal
bebas sehingga membantu pencegahan pembentukan
melanin. Fungsi lainnya yaitu membantu mengurangi stres
oksidatif sebagai pemicu peradangan jerawat (Batubara,
2010; Batubara dan Mitsunaga, 2013). Whey Yogurt
(WY) memiliki aktivitas antioksidan yang lebih tinggi
(P<0,05) dibandingkan dengan kontrol (Tabel 1). Aktivitas
antioksidan WY lebih tinggi yogurt berbahan baku susu sapi
pada penelitian Shori dan Baba (2013), yaitu sebesar 23,5%.
Hal ini dikarenakan kandungan antioksidan kontrol sudah
cukup tinggi.

Fungsi antioksidan pada whey diperkirakan karena
kandungan laktoferin. Laktoferin merupakan antioksidan
nonenzimatik yang ditemukan pada fraksi whey susu sebaik
pada kolostrum (Coimbra dan Teixeira, 2009). Konsentrasi
ion laktoferin dalam susu sapi dan kolostrum berturut-turut
sekitar 0,2 mg/mL dan 1,5 mg/mL, sedangkan konsentrasi
laktoferin pada kebanyakan whey protein bubuk komersial
adalah 0,35-2% dari total kandungan protein (Coimbra dan
Teixeira, 2009). Mekanisme laktoferin sebagai antioksidan
adalah dengan menangkal ion besi. Laktoferin memiliki
kemampuan mengikat membran sel, meningkatkan
kemampuannya mencegah peroksidasi lipid (Konishi et
al. 2006 dan Larkins, 2005). Efek antioksidan pada whey
juga terdapat pada kandungan gluthatione. Glutathione
merupakan senyawa antioksidan dan detoksifying alami
yang sangat potensial, hasil sintesis asam amino cystein dan
methionin yang terkandung pada protein whey (Hidayat et
al. 2006).

Aktivitas antioksidan meningkat dengan adanya proses
fermentasi yang ditunjukkan dari persentase aktivitas
antioksidan WY yang lebih tinggi (Tabel 1). Antioksidan
pada WY selain berasal dari laktoferin dan gluthation diduga
juga berasal dari bioaktif peptida yang dihasilkan selama
fermentasi laktat. Peptida ini dienkripsi dalam protein susu
dan dilepaskan selama fermentasi karena kegiatan proteolitik
dari organisme yang digunakan (Aloglu dan Oner, 2011).

Antioksidan merupakan suatu senyawa kimia
yang dalam kadar tertentu mampu menghambat atau
memperlambat kerusakan lemak dan minyak akibat
proses oksidasi (Winarti, 2010). Antioksidan dapat
digunakan untuk mengurangi stress oksidatif yang dapat
menyebabkan jerawat (Sarici et al. 2010; Batubara dan
Mitsunaga 2013). Stres oksidatif dihasilkan dari kenaikan
produksi oksidan dalam sel, menyebakan proses degenaratif
sehingga mengakibatkan peradangan pada kulit. Stres
oksidatif merupakan sebuah istilah untuk mengindikasikan
ketidakseimbangan antara konsentrasi radikal bebas dan
konsentrasi mekanisme pertahanan antioksidan dalam tubuh
(Sezer et al., 2007).

Kajian Potensi Whey Yogurth

KESIMPULAN

Proses fermentasi menaikkan jumlah bakteri asam
laktat whey hingga 48%, dan aktivitas antioksidan hingga
27,7%. Whey Yogurt berpotensi sebagai bahan alami
pencegah jerawat.
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