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ABSTRACT

Acne vulgaris (AV) is an inflammation of the pilosebaceous follicles causedby the bacterium
Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis). Yoghurt is the resultof fermented milk with a
mixture of Lactobacillus bulgaricus and Streptococcus thermophilus as Lactic Acid Bacteria
(BAL) which produce several compounds likelactic acid, bacteriocin, hydrogen peroxide,
and carbon dioxide. Hydrogen peroxide is effective in reducing inflammatory and non-
inflammatory lesions in AV patients. This study aims to determine whether hydrogen
peroxide produced by lactic acid bacteria in yoghurt affects inhibiting the growth of S.
epidermidis. Thisresearch is an experimental study with the post-test only method with
control groupdesign which was conducted in vitro. Analysis of H20: levels in yoghurt using
permanganometric titration. Bacterial growth inhibition test using macro delusionand
colony counter. The samples used were 30 samples with two repetitions and divided into 10
concentration groups (0%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%) with 0 % as
negative control. Differences in treatment group barriers were analyzed using the One
Way ANOVA test. One Way Anova test showedp < 0.001 which indicated a significant
difference between each concentration group. The results of the Post-Hoc LSD test were
p<0.05 between the control groupand all treatment groups. H20: in yoghurt has
antibacterial activity against S. epidermidis. This study showed that there was an
inhibition of the growth of S. epidermidis by yoghurt at concentration of 5% had a hydrogen
peroxide contentof 0.17 mg/mL and pH of 5.7 was the minimum inhibitory
concentration of S. epidermidis growth.
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ABSTRAK

Akne Vulgaris (AV) adalah peradangan pada folikel pilosebasea yangdisebabkan oleh
bakteri Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis). Yoghurt adalah hasil fermentasi
susu dengan campuran kultur bakteriLactobacillus bulgaricus dan Streptopcoccus
thermophilus sebagai bakteri Asam Laktat (BAL) yang menghasilkan beberapa senyawa
yaitu asam laktat, bakteriosin,hidrogen peroksida, dan karbondioksida. Pemberian hidrogen
peroksida efektif dalam mengurangi lesi inflamatorik dan non-inflamatorik pada penderita
AV .Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui apakah hidrogen peroksida yang dihasilkan
bakteri asam laktat pada yoghurt berperan dalam menghambat pertumbuhan bakteri S.
epidermidis. Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan metode post-test
only with control group design yang dilakukan secara in vitro. Analisis kadar H202 dalam
yoghurt menggunakan tektik titrasi permanganometri. Uji hambatan pertumbuhan bakteri
menggunakan metode makrodelusi dan colony counter. Jumlah sampel yang digunakan
sebanyak 30 sampel dengan dua kali pengulangan dan terbagi dalam 10 kelompok
konsentrasi (0%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%) dengan 0% sebagai
kontrolnegative. Perbedaan hambatan kelompok perlakuan dianalisis menggunakan uji One
Way ANOVA. Analisis uji One Way Anova menunjukkan hasil p<0,001 yang menunjukkan
adanya perbedaan yang signifikan antara masing-masing kelompok konsentrasi. Hasil uji
Post-Hoc LSD adalah p<0,05 antara kelompok kontrol dan semua kelompok perlakuan.
H202 dalam yoghurt mempunyai aktivitas antibakteri terhadap S. epidermidis. Penelitian
ini menunjukkan terdapat penghambatan pertumbuhan S. epidermidis oleh yoghurt dan
konsentrasi 5% memiliki kandunganhidrogen peroksida sebesar 0,17 mg/mL dan nilai pH
5,7 merupakan konsentrasi hambat minimal pertumbuhan S. epidermidis.
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PENDAHULUAN

Akne Vulgaris (AV) adalah penyakit kronis berupa peradangan pada folikel
pilosebasea yang sering terjadi lebih awal pada wanita dibandingkan dengan pria, yaitu saat
pre-menarche atau fase awal menstruasi (Yenny, 2018). Akne Vulgaris diduga disebabkan
oleh bakterikomensal kulit lain seperti Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus,
dan Micrococcus spp (Dreno et al., 2018). Penelitian Dhillon, et al. (2013) melaporkan pada
pasien AV ditemukanadanya bakteri S. aureus (41%), C. acnes (32%), dan Staphylococcus
epidermidis (20%). Penelitian Shamsi, et al. (2015) melaporkan pada pasien AV ditemukan
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adanya bakteri Staphylococcus epidermidis (47%), Micrococcus spp (46%), S. aureus (44%)
dan C. acnes (1%).

Pengobatan AV utamanya menggunakan obat-obatan retinoid seperti adapalene dan
tretinoin yang dapat mengurangi inflamasi dengan cara memodulasi aktivasi innate
immunity akibat patogen (Nakase et al., 2014). Penggunaan antibiotik topikal seperti
eritromisin dan klindamisin dalam monoterapi juga sering digunakan namun menyebabkan
resistensi antibiotik pada bakteri patogen seperti S. epidermidis (Moon et al., 2012). Upaya
lain yang bisa dilakukan adalah penggunaan probiotik (bakteri yang menguntungkan) yang
mampu menghambat pertumbuhan bakteri patogen.Probiotik terkandung dalam yoghurt
(fermentasi olahan susu) yang melibatkanbakteri asam laktat (BAL) seperti Lactobacillus
bulgaricus (L. bulgaricus) dan Streptococcus thermophilus (S. thermophilus). Bakteri
tersebut mampu menghasilkan asam laktat sebagai metabolit primer dan bakteriosin sebagai
metabolit sekunder yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen (Ekaputri &
Purwaningsih, 2014). Bakteri asam laktat juga menghasilkan senyawa lain seperti hidrogen
peroksida, diasetil, karbondioksida, reuterin danbakteriosin. Hidrogen peroksida memiliki
efek oksidasi kuat sehingga membuat permeabilitas membran sel meningkat. Hidrogen
peroksida jugadapat merusak molekul dasar dan mengganggu metabolisme bakteri.

Asam laktat (2-hydroxypropanoic acid) adalah derivat asam hidroksidaalfa (AHA)
ringan yang berasal dari yoghurt. Mekanisme kerja AHA belum banyak diketahui, namun
AHA yang diberikan secara topikal pada konsentrasirendah mampu mengurangi kohesi
korneosit yang dapat menurunkan ketebalanstratum korneum. Konsentrasi tinggi dari asam
ini dapat menyebabkan epidermolisis (Sachdeva, 2010). Terdapat beberapa faktor yang
menentukan terjadinya epidermolisis pada pemberian asam laktat, yaitu pH, derajat
netralisasi dengan natrium bikarbonat, frekuensi pemakaian, jumlah asam yangdigunakan
dan yang terpenting adalah durasi waktu penggunaan asam yang menetap pada kulit (Sayed
& Abdel Motaleb, 2012).

Penelitian Agrawal, et al. (2020) menunjukkan bahwa terapi hidrogen peroksida juga
efektif dalam mengurangi derajat akne. Hidrogen peroksida mampu mengurangi kolonisasi
bakteri penyebab akne. Free radical oxygen yang dihasilkan melalui metabolisme hidrogen
peroksida mampu menstimulasiproliferasi fibroblas. Apabila penggunaannya berlebihan dan
dalam konsentrasi yang tinggi stimulasi tersebut mampu menyebabkan kondisi fibrosis
(Agrawal et al., 2020).

Penelitian mengenai peranan hidrogen peroksida yang dihasilkan oleh bakteri asam
laktat pada yoghurt belum banyak dilakukan. Hal tersebut membuat peneliti tertarik untuk
mengulas lebih peranan hidrogen peroksida pada yoghurt dalam menghambat pertumbuhan
bakteri penyebab Akne Vulgaris, yaitu S. epidermidis.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini digolongkan ke dalam true experimental design dengan metode
posttest-only with control group design. Metode posttest-only with control group design
dilakukan agar peneliti bisa menentukan konsentrasi yoghurt terbaik yang dapat digunakan
untuk menghambat pertumbuhan S. epidermidis dengan membandingkannya dengan
kelompok kontrol. Pra- penelitian pada patogen dengan genus yang sama, yaitu S.
Epidermidis untuk membantu menentukan variasi konsentrasi yang efektif sehingga dapat
diterapkan pada penelitian sesungguhnya (Naurah, 2021). Konsentrasi optimum pada pra-
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penelitian terhadap S. epidermidis menggunakan konsentrasi 0%,5%, 10%, 15%, 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, dan 45% sehingga desain penelitian dengan membandingkan efektivitas
dari penghambatan H202 dalamyoghurt dengan konsentrasi 0%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, dan 45% terhadap pertumbuhan bakteri S. epidermidis.

Penelitian ini menggunakan metode dilusi cair secara in vitro. Yoghurt yang
mengandung H202 dengan berbagai konsentrasi dikontakkan dengan bakteri pathogen S.
epidermidis dan dilihat tingkat kekeruhannya untuk menentukan aktivitas antibakteri.
Kekeruhan tersebut disesuaikan dengan standar McFarland 0,5. Bakteri patogen dan susu
fermentasi yoghurt yang sudah dikontakkan kemudian diinkubasi selama 1x24 jam pada
suhu 37°C. Masing-masing konsentrasi susu fermentasi dan kontrol diencerkansebanyak 5
kali. Selanjutnya melakukan penanaman pada media Blood Agar setiap pengenceran
dilakukan teknik duplo atau ditumbuhkan pada dua cawan petri agar menunjukkan hasil
yang akurat lalu diinkubasi pada suhu 37°C selama 1x24 jam (Dahlan,2014).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Yoghurt merupakan minuman probiotik yang diketahui memiliki banyak manfaat
bagi tubuh karena memiliki senyawa antibakteri yang terkandung di dalamnya. Senyawa
antibakteri yang terkandung di dalam yoghurt antara lain asam laktat, hidrogen peroksida,
bakteriosin, dan diasetil (Ayu, 2021). Kandungan asam laktat pada yoghurt dapat
diindentifikasi dengan menggunakan indikator keasaman pH menggunakan pH meter dan
kandungan hidrogen peroksida dapat diukur dengan menggunakan uji permanganometri.

Uji keasaman yoghurt diukur menggunakan pH meter dan pengukuran kadar hidrogen
peroksida menggunakan uji titrasi permangonometri dengan mencampurkan yoghurt dengan
reagen KMNO, pada masing-masing konsentrasi yoghurt. Hasil uji tingkat keasaman dan
kadar hidrogen peroksida yoghurt tercantum pada tabel | dan tabel II.

Tabel 1. pH Yoghurt dalam berbagai konsentrasi

Konsentrasi Yoghurt pH
0% 6,8
5% 57
10% 57
15% 5,6
20% 5,6
25% 5,7
30% 5,6
35% 5,7
40% 57
45% 5,7
Berdasarkan hasil penelitan pada tabel I., didapatkan bahwa pada konsentrasi

yoghurt 0% dihasilkan pH sebesar 6,8 mendekati pH normal, namun mulai pada konsentrasi
5% keatas sampai konsentrasi yoghurt 45%, dihasilkan pH menurun menjadi bersifat lebih
asam dengan angka pH 5,6-5,7. Hal tersebut membuktikan bahwa peningkatan konsentrasi
yoghurt dapat menurunkan pH yang menandakanadanya kandungan asam laktat dikarenakan
selama proses fermentasi, bakteri asam laktat (BAL) L. bulgaricus akan memfermentasi
laktosa, fruktosa, dan glukosa sedangkan S. thermophilis akan memfermentasi laktosa,
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glukosa, fruktosa, dan sukrosa yang ada sehingga terbentuk asamlaktat. Pembentukan asam
laktat ini menyebabkan peningkatan keasamandan penurunan nilai pH (Hidayat & Mulyani,
2013).

Tabel 2. Kadar hidrogen peroksida pada berbagai konsentrasi yoghurt.

Konsentrasi Yoghurt Hidrogen Peroksida
0% 0,15 mmol/L
5% 0,17 mmol/L
10% 0,22 mmol/L
15% 0,22 mmol/L
20% 0,27 mmol/L
25% 0,32 mmol/L
30% 0,32 mmol/L
35% 0,33 mmol/L
40% 0,35 mmol/L
45% 0,35 mmol/L

Pada kadar hidrogen peroksida yang dihasilkan dari uji permanganometri pada
penelitian menunjukan bahwa semakin meningkat konsentrasi yoghurt, semakin meningkat
pula kadar hidrogen peroksida. Hal ini dikarenakan hidrogen peroksida yang dihasilkan oleh
bakteri asam laktat dengan adanya oksigen. Pembentukan hidrogen peroksida dikatalisis
oleh flavoprotein sitoplasmik (FAD) NADH oksidase yang sangat aktif dengan tujuan untuk
menghilangkan kelebihan elektron dari NADH sehingga berkompetisi dengan laktat
dehidrogenase untuk NADH(terbentuk selama pemecahan glukosa) tetapi tanpa produksi
ATP (Holzapfel & Wood, 2014).

Daya hambat yoghurt diukur dengan menghitung jumlah S.epidermidis yang
tumbuh pada media Blood Agar dengan menggunakan alat berupa colony counter. Hasil
pengamatan pertumbuhan sel bakteri dan presentase penghambatan setiap kelompok
konsentrasi S. epidermidis dapat terlihat pada tabel IlI.

Pengukuran daya hambat pertumbuhan bakteri S. epidermidis didapatkan bahwa pada
yoghurt dengan konsentrasi 5 % memiliki daya hambat sebesar 98,86 % dan terus
meningkat daya hambatnya dengan semakin bertambahnya konsentrasi daya hambat
tertinggi pada konsentrasi 40 % dan 45 % yaitu sama-sama sebesar 99,88 %. Hal tersebut
sejalan dengan penelitian Prapningtyas (2020) bahwa bakteri asam laktat L. bulgaricus dan
S. thermophillus pada yoghurt dengan konsentrasi 59 % dapat menghambat pertumbuhan
bakteri S. epidermidis dengan daya hambat 99,9 %. Hal ini dapat terjadi karena penurunan
pH dan hidrogen peroksida yang semakin meningkat dengan semakin meningkatnya
konsentrasi yoghurt.
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Tabel 3. Persentase hasil penghambatan yoghurt terhadap S. epidermidis

Rata-rata
Kelompok > Sampel (n) Jsugfgel:ﬁ:ﬁﬂls % Penghambatan
(CFU/mL)
0% 6 9300x 10° 0%
5% 6 106x 10? 98.86%
10% 6 68,7x 102 99.26%
15% 6 67,7x 102 99.27%
20% 6 48,2x 10? 99,48%
25% 6 35,3x 102 99.62%
30% 6 26x 10? 99.72%
35% 6 22,7x 102 99,76%
40% 6 11,2x 10? 99,88%
45% 6 11x 102 99.88%

Konsentrasi hambat minimal bakteri diukur bertujuan untuk mengetahui adanya
penghambatan pertumbuhan bakteri S. epidermidis, setelah diberikan perlakuan dengan
konsentrasi yoghurt 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, dan 45%. Nilai konsentrasi
hambat minimum ditentukan dengan pengamatan hasil tanam dalam media yang merupakan
konsentrasi terendah dari suatu zat yang mempunyai efek daya hambat pertumbuhan sebesar
50% maka dapat ditetapkan sebagai konsentrasi hambat minimum (Lestari & Helmyati,
2018). Konsentrasi yoghurt 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, dan 45% memiliki
daya hambat lebih dari 50% secara berturut-turutsebesar 98,86%, 99,26%, 99,27%, 99,4%,
99,62%, 99,72%, 99,76%, 99,88%, dan 99,88%. Berdasarkan hasil presentase
penghambatan  pertumbuhan bakteri S. epidermidis didapatkan konsentrasi 5% sebagai
konsentrasi hambat minimum. Konsentrasi 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, dan 45%
terdapat peningkatan presentase penghambatan. Hal ini didukung pada uji Post-Hoc LSD
tabel 1V. bahwa terdapat hasil yang signifikan pada kelompok dengan konsentrasi 0%
dengan kelompok lainnya yang memiliki pH lebih rendah dan kandungan hidrogen
peroksida yang lebih tinggi sedangkan pada kelompok yang memiliki kandungan hidrogen
peroksida dan pH yang sama atau hampir mendekati memiliki perbedaan tidak siginifikan.

Tabel 4. Hasil Uji Post-Hoc LSD

K10
Kelompok K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 (45%)
K1(0%) 0,000~ 0,000~ 0,000~ 0,000% 0,000~ 0,000 0,000~ 0,000% 0,000%
K2 (5%) 0593 0,621 0312 0,106 0,037* 0,019* 0,001* 0,001*
K3 (10%) 0,968 0,631 0273 0,115 0,064 0,005% 0,004*
K4 (15%) 0,603 0,256 0,106 0,050 0,004* 0,004*
K5 (20%) 0535 0,268 0,164 0,018* 0,015*
K6 (25%) 0622 0435 0,073 0,063
K7 (30%) 0772 0,188 0,166
K8 (35%) 0,302 0,270
K9 (40%) 0,943

*: p<0,05(Sumber: Data Primer yang Diolah)
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Asam organik atau asam laktat yang dihasilkan bakteri asam laktat merupakan
antibakteri yang penting dan mempunyai aktivitas tinggi. Asam organik yang dihasilkan
menyebabkan penurunan pH dan menyebabkan sitoplasma sel menjadi asam, mengacaukan
potensial transmembran dan menghambat transport substrat. Asam organik mampu
menghambat pertumbuhan S. epidermidis karena asam organik mengganggu keseimbangan
asam-basa, penambahan proton serta produksi energi di sel. Hal ini berakibat transport nutrisi
pada dinding sel terganggu yang mengakibatkan kematian sel. (Puspita, 2011; Rahmah et
al., 2017). Asam laktat dapat merusak permeabilitas dinding sel bakteri gram negatif dengan
merusak lapisan lipopolisakarida (LPS) sehingga akan merusak struktur membran sel
bakteri (Rahman et al, 2019). Rusaknya membran sel bakteri oleh karena aktivitas asam
laktat akan membuat hidrogen peroksida dapat masuk ke dalam strutur sel sehingga mampu
mendenaturasi protein, menghambat sisntesis asam nukleat dan membentuk radikal bebas
yang akan merusak DNA bakteri sehinggabakteri patogen tersebut akan mati (Huda, 2013;
Ayu, 2021). Selain itu juga S. epidermidis merupakan bakteri yang memiliki sifat dengan
beraktivitas optimal pada suhu 37°C dan pada pH optimum sebesar 6,7- 6,8. Adanya
penurunan pH membuat aktivitas dari bakteri terganggusehingga pertumbuhan bakteri
semakin terhambat.

Kandungan hidrogen peroksida dalam menghambat pertumbuhan S. epidermidis
yaitu hidrogen peroksida mempunyai efek bakterisidal dikarenakan terjadinya oksidasi
membran sel bakteri, yaitu gugus sulfihidril dari protein yang mengakibatkan terjadinya
denaturasi sejumlah enzim dan terjadi peningkatan permeabilitas membran patogen melalui
mekanisme peroksidase lemak membran sel. Hidrogen peroksida mampu menghambat
pengangkutan glukosa, aktivitas heksokinase, dan aktivitas glyceraldehyde3- phosphat
dehidrogenase dengan cara mengoksidasi sulfhidril yang terdapat di dalam enzim tersebut
(Surono, 2016).

Struktur dinding sel dapat mempengaruhi daya hambat yang terjadi pada bakteri
S. epidermidis yang merupakan bakteri gram positif berbeda dengan struktur dinding
bakteri gram negatif. Pada dinding sel bakteri gram negatif terdiri dari lipopolisakarida.
Dinding sel bakteri gram negatif memiliki lapisan peptidoglikan yang lebih tipis dari dinding
sel bakteri gram positif dengan beberapa ikatan silang peptida. Bagian luar dari lapisan
peptidoglikan tersusun atas lapisan lipoprotein, fosfolipid, dan polimer yang unik untuk
dinding sel gram negatif yang disebut lipopolisakarida. Dinding sel gram negatif lebih
kompleks sehingga lebihsulit ditembus oleh senyawa antibakteri (Hamidah et al., 2019).

Menurut Muharini, et al. (2017), struktur dinding sel bakteri grampositif relatif lebih
sederhana sehingga senyawa antibakteri mudah masuk ke dalam sel. Berbeda dengan bakteri
gram negatif, dinding sel bakteri relatif lebih kompleks dan berlapis tiga dimana lapisan luar
berupa lipoprotein, lapisan tengah berupa lipopolisakarida, dan lapisan dalam berupa
peptidoglikan sehingga bakteri gram negatif memiliki sifat kurang rentan terhadap beberapa
senyawa antibakteri

KESIMPULAN

1. Yoghurt (L. bulgaricus dan S. thermophilus) dengan konsentrasi 5%, 10%,15%, 20%,
25%, 30%, 35%, 40%, dan 45% mengandung berbagai kadar hidrogen peroksida yang
dihasilkan oleh bakteri asam laktat dan dapat menghambat pertumbuhan bakteri S.
epidermidis penyebab Akne Vulgaris.
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2. Konsentrasi yoghurt minimal yang dapat menghambat pertumbuhan S. epidermidis
adalah konsentrasi 5% yang memiliki kandungan hidrogen peroksida sebesar 0,17
mg/mL dan nilai pH 5,7
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