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ABSTRACT

Hypercholesterolemia is a risk factor for cardiovascular disease, the leading cause of death in many countries. Several studies have shown that
reduction of excessive levels of cholesterol in the blood decreases the risk of cardiovascular disease. If is therefore important to develop ways of
reducing serum cholesterol. Based on in vitro and in vivo studies, some of lactic acid bacteria (LAB) having potential probiotic properties can reduce
total cholesterol and low-density lipoprotein cholesterol levels. The aim of this study was to evaluate the ability of LAB isolated from breast milk in
reducing cholesterol by assimilation and by bile salt deconjugation activity in vitro. Thirteen strains of LABs were evaluated for their acid and bile salt
resistance and selected to test their ability to assimilate cholesterol and to deconjugate bile salt (natrium taurocholate) in vitro. Cholesterol
assimilation activity was determined by measuring the difference between the remaining cholesterol in broth medium inoculated with LAB with
cholesterol in control after incubation. Bile salf deconjugation activity was determined by measuring free cholic acid released in broth medium after
incubation with LAB. The results shows that most of the isolates was susceptible to low pH and all isolates used were able to survive in the
presence of 0.5% bile salt. The LAB were also able to assimilate cholesterol at varying levels ranging from 0.86-14.97 ug/ml, with the highest
activity showed by Pediococcus pentosaceus 1-A38, Pediococcus pentosaceus 2-B2 and Pediococcus pentosaceus 2-A16. Taurocholate
deconjugation assay showed that the isolates have weak bile salfs deconjugation activity as indicated by free cholic acid released ranging from
0.06-0.25 umol/ml, with the highest release in Pediococcus pentosaceus 1-A38 and Pediococcus pentosaceus 1-A22. The present study suggest
that Pediococcus pentosaceus 1-A38 was potential for the development of probiotic products with specific benefit to reduce cholesterol through
cholesterol assimilation and deconjugation of bile sal.
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PENDAHULUAN kolesterol dan disekresikan sebagai konjugat dari glisin maupun
taurin ke dalam usus dua belas jari dan akan berperan dalam
Beberapa penelitian telah menunjukkan bahwa beberapa  memfasilitasi penyerapan lemak dan mengikuti ~sirkulasi
bakteri asam laktat (BAL) dapat menurunkan kolesterol secara  enterohepatik (Hofmann, 1984). Selama sirkulasi dalam saluran
in vitro maupun in vivo (Usman dan Hosono, 1999; Ngatirah et ~ pencernaan, garam empedu dapat mengalami modifikasi oleh
al., 2000; Kusumawati, 2002; Liong dan Shah 2005; Lye et al.,  mikrobiota usus, yaitu dekonjugasi garam empedu oleh enzim
2010). Pada subjek yang hiperlipidemik umumnya efek yang  hidrolisis garam empedu (bile salt hydrolase-BSH) dengan
diberikan dari konsumsi probiotik adalah penurunan kadar ~ melepaskan residu asam amino dan terbentuk asam empedu
kolesterol, sedangkan pada subjek yang normal, efek yang terdekonjugasi (terutama jenis kolat dan quenodeoksikolat).
umumnya terjadi adalah penurunan kadar trigliserida (Pereira Nuraida et al. (2007) telah mengisolasi beberapa BAL dari
dan Gibson, 2002). air susu ibu (ASI). Beberapa diantaranya menunjukan
Pengaruh laktobasili terhadap penurunan kolesterol diduga  ketahanan yang baik terhadap asam dan atau garam empedu.
karena kemampuannya dalam mengasimilasi kolesterol dalam  Ketahanan terhadap asam dan garam empedu merupakan
usus halus dan mendekonjugasi garam empedu. Asam lemak  prasyarat suatu mikroorganisme dapat digunakan sebagai
rantai pendek yang diproduksi oleh laktobasili dapat ~ probiotik karena mengindikasikan kemampuannya bertahan
menghambat sintesis kolesterol hepatik dan distribusi kolesterol ~ hidup dalam saluran pencernaan. Isolat lokal asal ASI potensial
di dalam plasma dan hati (Collado, 2009). Dekonjugasi asam  untuk dikembangkan lebih lanjut sebagai agen probiotik yang
empedu telah dinyatakan sebagai salah satu aktivitas utama ~ memberikan manfaat kesehatan. Tujuan penelitian ini adalah
mikroba usus yang dapat dipertimbangkan sebagai probiotik  untuk menguji kemampuan isolat BAL untuk mengasimilasi
(FAO/WHO, 2002). Asam empedu disintesis di dalam hati dari ~ kolesterol dan mendekonjugasi garam empedu berupa natrium
taurokolat asal ASI, melalui penelitian ini diuji pula ketahanan
*Korespondensi Penulis : isolat-isolat tersebut terhadap asam dan garam empedu.
Email : lilis@seafast.org
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METODOLOGI

Bahan dan alat

Bakteri asam laktat asal ASI berasal dari koleksi SEAFAST
Center, IPB. Bakteri asam laktat isolat ASI yang digunakan
berjumlah 13 isolat, yang terdiri dari 11 isolat Pediococcus
(Pediococcus pentosaceus 1-A8, Pediococcus pentosaceus 2-
A16, Pediococcus  pentosaceus 1-A20,  Pediococcus
pentosaceus 1-A22, Pediococcus pentosaceus 1-A23,
Pediococcus pentosaceus 1-A38, Pediococcus pentosaceus 2-
B2, Pediococcus pentosaceus 2-B11, Pediococcus pentosaceus
2-B13, Pediococcus R1, Pediococcus R9), 1 isolat Leuconostoc
(R3), dan 1 isolat Lactobacillus (AB).

Isolat-isolat  tersebut di atas terdii atas isolat
homofermentatif (Pediococcus dan Lactobacillus) dan isolat
heterofermentatif (Leuconostoc). Bahan kimia yang digunakan
dalam penelitian ini yaitu medium cair dan medium agar de
Mann Rogosa Sharpe (MRSB dan MRSA) (Oxoid), akuades,
natrium tioglikolat (Sigma), kolesterol murni 95% (Sigma), oxgall
(Merck), etanol (Merck), 2-propanol (Merck), KOH (Merck), n-
heksana (Merck), gas nitrogen, asam asetat glasial (Merck), o-
ftalaldehida (Sigma), H2SO4 pekat (Merck), NaCl (Merck), HCI
37% (Merck). Alat-alat yang dipergunakan dalam penelitian ini
adalah peralatan gelas laboratorium, timbangan, vorteks,
refrigerator, ~spektrofotometer Shimadzu 2450, sentrifus
berpendingin, inkubator, penangas air, otoklaf, serta per-
lengkapan laboratorium lainnya.

Uji ketahanan terhadap pH rendah (Ngatirah et al., 2000)

Sebanyak 1% (108-107 cfu/ml) kultur yang telah disegarkan
dalam MRSB selama 24 jam masing-masing diinokulasikan ke
dalam MRSB yang terlebih dahulu diatur pH-nya sampai pH 2
menggunakan HCI 37%, kemudian diinkubasi selama 5 jam
pada suhu 37°C. Hal ini disesuaikan dengan lamanya makanan
berada di dalam lambung, yaitu 2-6 jam (Gropper et al., 2009).
Pada awal dan akhir inkubasi (0 dan 5 jam) dilakukan
perhitungan jumlah total BAL dengan menggunakan metode
hitungan cawan pada media MRSA. Semakin banyak
penurunan jumlah sel setelah inkubasi maka semakin tidak
tahan bakteri tersebut terhadap pH rendah.

Uji ketahanan terhadap garam empedu (Modifikasi Ngatirah
et al., 2000)

Pengujian ini dilakukan sesuai dengan prosedur yang
dilakukan Ngatirah et al. (2000), namun jumlah bakteri dihitung
menggunakan metode hitungan cawan. Sebanyak 1% (106-107
cfu/ml) kultur yang telah disegarkan dalam MRSB selama 24
jam ditumbuhkan dalam media MRSB yang mengandung 0,5%
oxgall, kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.
Pada awal dan akhir inkubasi (0 dan 24 jam) dilakukan
perhitungan jumlah total BAL dengan menggunakan metode
hitungan cawan pada media MRSA. Semakin banyak
penurunan jumlah sel setelah inkubasi maka semakin tidak
tahan bakteri tersebut terhadap garam empedu.

Uji asimilasi kolesterol secara In Vitro (Modifikasi Kimoto et
al., 2002)

Uji asimilasi kolesterol pada penelitian ini menggunakan
metode Kimoto ef al. (2002) dengan modifikasi pada jumlah dan
pelarut kolesterol yang digunakan. Dalam penelitian ini
digunakan 2-propanol untuk melarutkan kolesterol. MRSB yang
mengandung 0,2% natrium tioglikolat (b/v) dan 0,3% oxgall (b/v)
ditambah dengan larutan kolesterol steril (2,5 mg/ml dalam 2-
propanol) sehingga konsentrasi akhir kolesterol dalam broth 95
pg/ml. Sebanyak 10 ml campuran tersebut diinokulasi dengan
100 pl kultur BAL, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama
20 jam. Setelah diinkubasi, sel dipisahkan dari larutan dengan
sentrifugasi selama 10 menit pada 12000 x g dan suhu 4°C.
Kemudian dianalisis jumlah kolesterol yang diasimilasi ber-
dasarkan metode modifikasi Gilliland et al. (1985).

Konsentrasi kolesterol terasimilasi ditentukan berdasarkan
selisih konsentrasi kolesterol yang terdapat pada media kontrol
(media yang tidak diinokulasi kultur) dengan media uji
(diinokulasi dengan kultur). Konsentrasi kolesterol pada masing-
masing media diukur dengan menggunakan reagen o-
ftalaldehida (0,5 mg o-ftalaldehida dalam 1 ml asam asetat
glasial) berdasarkan metode Gilliland et al. (1985) dengan
modifikasi jumlah supernatan yang dianalisis menjadi dua kali
lipat. Metode ini merupakan analisis konsentrasi kolesterol
secara kimiawi. Prinsip metode o-ftalaldehida adalah terjadinya
reaksi antara kolesterol dengan o-ftalaldehida dan asam sulfat
pekat membentuk senyawa kompleks yang berwarna. Warna
yang terbentuk diukur pada panjang gelombang 550 nm.
Intensitas warna berbanding lurus dengan konsentrasi
kolesterol.

Sebanyak 1 ml supernatan dimasukkan ke dalam tabung
reaksi (dibuat duplo untuk masing-masing sampel). Selanjutnya
ke dalam tabung tersebut ditambahkan 3 ml etanol 95%,
divortex, ditambah 2 ml KOH 50%, lalu divortex kembali.
Tabung tersebut dipanaskan di atas penangas air bersuhu 60°C
selama 10 menit, lalu dibiarkan sampai suhu kamar dan setelah
itu ditambah dengan 5 ml n-heksana. Setelah penambahan
heksana, tabung berisi larutan divortex, selanjutnya ditambah 3
ml akuades dan divortex kembali. Larutan dibiarkan selama 15
menit pada suhu kamar agar terjadi pemisahan.

Sebanyak 25 ml lapisan heksana yang terpisah
dipindahkan ke dalam tabung reaksi lain, kemudian dievaporasi
pada suhu 60°C di bawah aliran gas nitrogen. Setelah
evaporasi, ke dalam masing-masing tabung ditambahkan 4 ml
reagen o-ftalaldehida. Tabung dibiarkan selama 10 menit pada
suhu kamar, kemudian ditambahkan 2 ml asam sulfat pekat
(dipipet secara perlahan).

Selanjutnya isi tabung segera divortex dan dibiarkan
kembali selama 10 menit pada suhu kamar. Larutan dibaca
absorbansinya menggunakan spektrofotometer pada panjang
gelombang 550 nm. Konsentrasi kolesterol ditentukan ber-
dasarkan kurva standar. Selisih konsentrasi kolesterol yang
terdeteksi pada sampel yang diinokulasi dengan BAL isolat ASI
dan kontrol (tidak diinokulasi dengan BAL isolat ASI )
dinyatakan sebagai kolesterol yang diasimilasi oleh BAL dalam

pg/ml.
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Uji dekonjugasi natrium taurokolat (Usman dan Hosono,

1999)
Natrium taurokolat digunakan sebagai asam empedu
terkonjugasi. Pengujian  dekonjugasi  natrium  taurokolat

dilakukan dengan menggunakan medium cair MRS yang
disuplementasikan dengan 0,2% natrium tioglikolat dan 0,2%
natrium taurokolat. Medium cair tersebut diinokulasikan dengan
kultur BAL sebanyak 1% dan diinkubasikan pada suhu 37°C
selama 24 jam dan selanjutnya dianalisis jumlah asam kolat
bebas yang dilepaskannya.

Analisis asam kolat bebas dilakukan dengan teknik berikut
ini. Sebanyak 20 ml kultur diatur pHnya pada 7,0 dengan NaOH
IN. Kemudian volumenya ditepatkan menjadi 25ml dengan
akuades dan disentrifugasi pada 12000 x g selama 10 menit
pada suhu 1°C untuk memisahkan sel. 15 mililiter supernatan
yang dihasilkan ditepatkan pHnya menjadi pH 1 menggunakan
HCI 10N dan selanjutnya ditepatkan menjadi  24ml
menggunakan akuades. Tiga ml sampel dan 9 ml etil asetat
99,5% ditempatkan pada tabung berpenutup kaca, campuran
dicampur rata dan dibiarkan sampai terjadi pemisahan fase.
Tiga ml lapisan etil asetat dari tiap tabung kemudian
dipindahkan pada tabung lain dan dievaporasikan sampai kering
pada suhu 60°C dengan aliran gas nitrogen. Setelah
penambahan 1ml NaOH 0,1N, ditambahkan juga 6ml 16N
H2S04 dan 1ml furfuraldehid 1% (wt/vol) dan dicampur rata.
Tabung kemudian dipanaskan pada suhu 65°C selama 13 menit
dan didinginkan sampai suhu kamar, 5ml asam asetat glasial
kemudian ditambahkan dan dicampur rata. Selanjutnya diukur
absorbansi larutan pada panjang gelombang 660nm
menggunakan spektrofotometer. Konsentrasi asam kolat bebas
ditentukan menggunakan kurva standar. Medium yang tidak
diinokulasi bakteri digunakan sebagai kontrol. Hasil pengukuran
dihitung dalam satuan pmol asam kolat per ml.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ketahanan BAL Isolat ASI terhadap pH rendah

Salah satu syarat mikroorganisme dikatakan sebagai
probiotik adalah kemampuannya untuk dapat bertahan dalam
kondisi saluran pencernaan seperti ketahanan terhadap pH
rendah dan garam empedu. Menurut Wildman dan Medeiros
(2000) lambung memiliki pH sekitar 2. Uji ketahanan terhadap
pH rendah diperlukan untuk mengetahui kemampuan kultur BAL
isolat ASI untuk dapat bertahan terhadap asam lambung.

Pada Gambar 1 dapat dilihat bahwa semua isolat
mengalami penurunan jumlah sel setelah inkubasi 5 jam pada
pH 2. Nilai penurunan tersebut berbeda untuk setiap isolat
dengan kisaran penurunan sebesar 0,57-7,24 log cfu/ml. Dari
13 isolat BAL yang diuji, hanya isolat Leuconostoc R3 yang
mengalami penurunan jumlah sel kurang dari 1 unit log (paling
tahan). Nilai ini berbeda nyata (p<0,05) dengan nilai perubahan
jumlah sel pada isolat lainnya berdasarkan hasil analisis
statistik. Perubahan jumlah sel yang berbeda pada semua isolat
yang diuji menunjukkan bahwa kemampuan untuk bertahan
pada kondisi asam berbeda untuk setiap isolat. Kemampuan ini
bersifat strain dependent. Hal ini kemungkinan terjadi karena
perbedaan membran sitoplasma setiap bakteri. Keragaman

tersebut mempengaruhi  karakteristk serta permeabilitas
membran. Cotter dan Hill (2003) menyebutkan bahwa
perbedaan toleransi asam pada beberapa spesies BAL asal oral
berhubungan dengan permeabilitas relatifnya terhadap proton.
Permeabilitas sel terhadap proton salah satunya ditentukan
melalui aliran proton keluar yang aktif (active outflow) yang
dilakukan melalui ATPase membran translokasi proton.
Perbedaan pH optimum enzim ATPase masing-masing bakteri
akan menentukan permeabilitas proton masing-masing bakteri
tersebut. Semakin rendah pH optimum enzim tersebut maka
toleransi bakteri terhadap asam akan lebih baik. Cotter dan Hill
(2003) juga menyebutkan bahwa beberapa BAL dapat
menginduksi respon toleransi asam (acid folerance response)
terhadap perlakuan asam yang ringan. Respon tersebut akan
menginduksi sistem pH homeostatis, perlindungan dan
mekanisme perbaikan.
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Gambar 1. Perubahan jumlah BAL isolat ASI setelah inkubasi pada
media yang memiliki pH 2 selama 5 jam (angka-angka
yang diikuti oleh huruf superscript yang sama
menunjukkan nilai yang tidak berbeda nyata pada uiji

Duncan (p>0,05))

Ketahanan BAL isolat ASI terhadap garam empedu

Derajat toleransi terhadap garam empedu merupakan
karakteristik yang penting bagi BAL karena hal tersebut
berpengaruh terhadap aktivitasnya dalam saluran pencernaan.
Gambar 2 menunjukkan perubahan jumlah sel pada semua
bakteri isolat ASI yang ditumbuhkan pada media yang
mengandung garam empedu (0,5% oxgall). Dari 13 isolat yang
diuji, sebanyak 6 isolat mengalami penambahan jumlah sel
setelah inkubasi selama 24 jam dengan kisaran 0,22-0,32 log
cfu/ml. Sebaliknya, 7 isolat lainnya mengalami penurunan
jumlah sel dengan kisaran 0,01-0,22 log cfu/ml. Leuconostoc
R3, Pediococcus pentosaceus 1-A20, dan Pediococcus
pentosaceus 2-A16 merupakan isolat yang mempunyai
ketahanan paling tinggi terhadap garam empedu jika di-
bandingkan dengan isolat lainnya berdasarkan analisis statistik.
Isolat-isolat ini mampu tumbuh setelah inkubasi 24 jam dengan
penambahan jumlah sel masing-masing sebesar 0,26, 0,31, dan
0,32 log cfu/ml. Namun, penambahan jumlah sel tersebut tidak
berbeda nyata (p>0,05) dengan penambahan jumlah sel isolat
Pediococcus pentosaceus 2-B11, Pediococcus pentosaceus 2-
B2, dan Pediococcus pentosaceus 2-B13.
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Gambar 2. Perubahan jumlah BAL isolat ASI setelah inkubasi pada
media yang mengandung 0.5% garam empedu selama 24
jam (angka-angka yang diikuti oleh huruf superscript yang
sama menunjukkan nilai yang tidak berbeda nyata pada
uji Duncan (p>0,05))

Cairan empedu merupakan campuran dari asam empedu,
kolesterol, asam lemak, fosfolipid, pigmen empedu, dan
sejumlah xenobiotik terdetoksifikasi. Kombinasi tersebut bersifat
bakterisidal bagi mikroorganisme komensal dalam tubuh
manusia, kecuali bagi beberapa genus penghuni usus yang
tahan terhadap empedu (Hill, 1995). Perbedaan ketahanan
pada isolat-isolat yang diuji menunjukkan bahwa ketahanan
terhadap garam empedu bersifat strain dependent. Kimoto-Nira
et al. (2007) melaporkan bahwa terdapat hubungan antara
komposisi asam lemak setiap bakteri dengan kemampuannya
untuk dapat bertahan terhadap garam empedu. Perbedaan
komposisi asam lemak pada setiap bakteri inilah yang mungkin
menjadi penyebab perbedaan ketahanan pada bakteri-bakteri
tersebut.

Asimilasi kolesterol

Kemampuan mengasimilasi kolesterol merupakan salah
satu karakteristik BAL yang dapat digunakan untuk melakukan
seleksi terhadap kultur yang akan dikembangkan sebagai
probiotik penurun kolesterol. Berdasarkan penelitian yang
dilakukan Gilliland et al. (1985), proses asimilasi hanya terjadi
jika kultur ditumbuhkan secara anaerobik dengan adanya garam
empedu pada media pertumbuhannya. Jumlah garam empedu
yang dibutuhkan agar kultur mampu mengambil kolesterol dari
medium pertumbuhan setara dengan jumlah garam empedu
yang secara normal terdapat di dalam usus.

Dalam penelitian ini, media yang digunakan mengandung
0,3% garam oxgall sebagai garam empedu dan 0,2% natrium
tioglikolat untuk menciptakan kondisi anaerob (Kimoto et al.,
2002), sehingga mendekati kondisi di dalam usus. Hasil
pengujian menunjukkan bahwa ketiga belas kultur bakteri asam
laktat isolat ASI vyang diuji memiliki kemampuan untuk
mengasimilasi kolesterol secara in vitro.

Jumlah kolesterol yang diasimilasi oleh setiap kultur
berbeda-beda dengan kisaran 0,86-14,97 pg/ml, seperti yang
terlihat pada Gambar 3. Pediococcus pentosaceus 1-A38,
Pediococcus pentosaceus 2-B2, dan Pediococcus pentosaceus
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2-A16 merupakan isolat dengan aktivitas asimilasi terbesar,
yaitu masing-masing 14,97, 14,27, dan 14,03 ug/ml. Adapun
isolat yang memiliki aktivitas asimilasi terendah yaitu
Pediococcus pentosaceus 1-A23 dengan aktivitas asimilasi
sebesar 0,86 pg/ml.
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Gambar 3. Jumlah kolesterol yang diasimilasi oleh BAL isolat ASI

setelah inkubasi 20 jam pada suhu 37°C (angka-angka

yang diikuti oleh huruf superscript yang sama

menunjukkan nilai yang tidak berbeda nyata pada uiji

Duncan (p>0,05))

Dilihat dari jenis bakteri berdasarkan aktivitas metabolisme-
nya, baik bakteri homofermentatif maupun heterofermentatif
keduanya dapat mengasimilasi kolesterol. Dari hasil penelitian
ini juga terlihat bahwa keragaman aktivitas asimilasi kolesterol
tidak berhubungan dengan perbedaan spesies tertentu akan
tetapi tergantung dari masing-masing strain (strain dependent).
Perbedaan dalam pengikatan kolesterol tersebut kemungkinan
dipengaruhi oleh sifat kimia dan struktural dari peptidoglikan
dinding sel masing-masing strain yang mengandung asam
amino yang mampu mengikat kolesterol (Kimoto-Nira ef al.,
2007).

Besarnya aktivitas asimilasi pada isolat-isolat yang diuji
dalam penelitian ini tergolong rendah jika dibandingkan dengan
aktivitas asimilasi pada bakteri yang telah diuji sebelumnya oleh
beberapa peneliti, yaitu berkisar antara 8,2-42,68 pg/ml
(Gilliland et al. (1985); Buck dan Gillland (1994); Noh et al.
(1997); Kusumawati (2002); Ngatirah et al. (2000); Kimoto et
al.(2002); Liong dan Shah (2005)).

Menurut Kusumawati (2002), perbedaan kemampuan
mengasimilasi  kolesterol mungkin juga disebabkan oleh
perbedaan sumber kolesterol yang digunakan dalam pengujian.
Gilliland et al. (1985) menggunakan fraksi serum pleuro-
pneumonia like organism (PPLO) sebagai sumber kolesterol,
Buck dan Gilliland (1994) dan Noh et al. (1997) menggunakan
misel kolesterol-fosfatidilkolin, sedangkan Liong dan Shah
(2005) menggunakan polioxyethanyl cholesteryl (kolesterol larut
air) sehingga memiliki kelarutan yang baik dalam media yang
digunakan untuk pengujian (MRSB).

Adapun sumber kolesterol yang digunakan dalam penelitian
ini adalah kolesterol murni, seperti pada penelitian yang
dilakukan Ngatirah et al. (2000) dan Kusumawati (2002).
Menurut Kusumawati (2002), kolesterol murni tidak dapat larut
dengan baik pada media MRSB yang merupakan media
berbasis air, karena kelarutan kolesterol dalam air sangat
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rendah. Hal tersebut mungkin berpengaruh terhadap jumlah
kolesterol yang dapat diasimilasi oleh bakteri.

Jika dikaitkan dengan ketahanan masing-masing isolat
terhadap garam empedu (Gambar 2), berdasarkan hasil analisis
statistik (uji korelasi Pearson) tidak ada hubungan yang
signifikan (p>0,05) antara kemampuan asimilasi kolesterol
dengan ketahanan terhadap garam empedu (koefisien korelasi
linier=0,466). Hal ini menunjukkan hubungan yang lemah antara
ketahanan terhadap garam empedu dengan kemampuan
mengasimilasi kolesterol.

Isolat yang memiliki ketahanan tinggi terhadap garam
empedu belum tentu memiliki kemampuan yang tinggi dalam
mengasimilasi kolesterol. Hasil ini sesuai dengan penelitian
yang dilakukan oleh Usman dan Hosono (1999), dimana tidak
ada hubungan yang signifikan antara ketahanan terhadap
garam empedu pada Lactobacillus gasseri dengan
kemampuannya dalam mengikat kolesterol.

Pereira dan Gibson (2002) melaporkan bahwa L. johnsonii
memiliki ketahanan yang lebih tinggi terhadap garam empedu
dibanding L. casei shirota, namun L. johnsonii tidak dapat
mengasimilasi kolesterol sebanyak yang diasimilasi oleh L.
casei shirota.

Dalam proses asimilasi, diduga sebagian kolesterol yang
diambil oleh sel bakteri bergabung dengan membran seluler
bakteri tersebut. Penelitian yang dilakukan Noh et al. (1997)
mengindikasikan bahwa kolesterol telah mengubah dinding sel
atau membran seluler lactobacilli sehingga lebih tahan terhadap
gangguan sonikasi. Kimoto et al. (2002) menemukan perbedaan
pola distribusi asam lemak pada sel yang tumbuh pada media
yang mengandung kolesterol dan yang tidak mengandung
kolesterol. Diduga kolesterol bergabung ke dalam membran sel
dan mengubah komposisi asam lemak dalam sel.

Dekonjugasi Natrium Taurokolat

Dekonjugasi garam empedu oleh enzim bile salt hidrolase
(BSH) yang dihasilkan oleh BAL berhubungan dengan
penurunan Kkolesterol dalam darah. Chikai et al. (1987).
menerangkan bahwa dekonjugasi asam empedu dapat
membantu menurunkan kadar kolesterol pada manusia karena
asam empedu terdekonjugasi dikeluarkan lebih cepat daripada
bentuk terkonjugasi. Dalam penelitian ini dilakukan pengujian
dekonjugasi natrium taurokolat sebagai sumber garam empedu
terkonjugasi. Natrium taurokolat merupakan bentuk utama
garam empedu di dalam tubuh manusia dan karnivora (Uchida

et al. 1977).
Hasil uji dekonjugasi natrium taurokolat isolat BAL
menunjukkan  bahwa isolat-isolat BAL memiliki daya

dekonjugasi natrium taurokolat yang relatif lemah. Hal ini
ditunjukkan dengan hasil pengukuran absorbansi pada panjang
gelombang 660nm yang rendah dan tidak nampak berbeda
dengan kontrol (tanpa inokulasi bakteri).

Hasil perhitungan nilai absorbansi menunjukkan bahwa
isolat-isolat  BAL asal ASI hanya memilki kemampuan
dekonjugasi natrium taurokolat (membebaskan asam kolat)
sebesar 0,06-0,25 pmol asam kolat/ml kultur (Gambar 4),
dengan kemampuan terbesar pada isolat Pediococcus
pentosaceus 1-A38 dan Pediococcus pentosaceus 1-A22.
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Gambar 4. Jumlah asam kolat yang dibebaskan oleh BAL isolat ASI
setelah inkubasi 24 jam pada suhu 37°C (angka-angka
yang dikuti oleh huruf superscript yang sama
menunjukkan nilai yang tidak berbeda nyata pada uiji
Duncan (p>0,05))

Hasil pengujian tersebut di atas menunjukkan bahwa
kemampuan isolat BAL asal ASI tergolong lemah. Usman dan
Hosono (1999) meneliti kemampuan dekonjugasi natrium
taurokolat 28 isolat L. gasserii, hasilnya menunjukkan bahwa
isolat-isolat tersebut dapat mendekonjugasi natrium taurokolat
dan membebaskan asam kolat dalam kisaran 1,24-1,94
pmol/ml. Pato et al. (2005) meneliti kemampuan dekonjugasi
asam taurokolat oleh isolat BAL yang berasal dari dadih.
Ditemukan bahwa enam isolat mampu mendekonjugasi asam
taurokolat dengan membebaskan asam kolat, aktivitas
dekonjugasi berkisar antara 0,21 pumol/ml (oleh L. lactis subsp.
lactis 1-2775) sampai dengan 0,45 pumol/ml (oleh L. lactis subsp.
lactis K-5).

Gililand dan Speck (1977) mengukur daya dekonjugasi
beberapa isolat Lactobacillus secara kualitatif terhadap dua
jenis garam empedu vyaitu taurokolat dan glikokolat, hasil
penguijian tersebut menunjukan bahwa 19 dari 36 isolat dapat
mendekonjugasi  glikokolat, sedangkan 11 dari 36 isolat
diketahui mampu mendekonjugasi taurokolat.

Mandal et al. (2009) meneliti aktivitas dekonjugasi garam
empedu dan potensi hipokolesterolemik isolat BAL dari jenis
Pediococcus acidilactici. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
Pediococcus acidilactici LAB 5 memiliki aktivitas dekonjugasi
garam empedu. Pemberian sinbiotik berupa P. acidilactici LAB 5
dan sorbitol selama 1 bulan mampu menurunkan kolesterol
plasma darah mencit (swiss albino mice) (176,34ug/ml)
dibanding dengan kontrol (208,76p.g/ml).

Kemampuan dekonjugasi garam empedu diduga menjadi
faktor yang memungkinkan suatu isolat dapat memiliki
ketahanan terhadap garam empedu. Proses dekonjugasi
mungkin menurunkan tingkat toksisitas dari garam empedu ter-
konjugasi terhadap bakteri (De Smet et al., 1995). Akan tetapi
pada penelitian ini ditemukan bahwa tidak terdapat hubungan
yang signifikan antara ketahanan suatu isolat terhadap garam
empedu dengan kemampuannya mendekonjugasi garam
empedu.

Koefisien korelasi linear antara kemampuan dekonjugasi
natrium taurokolat dengan ketahanan terhadap garam empedu
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adalah sebesar sebesar -0,205. Demikian juga, tidak ada
korelasi antara kemampuan dekonjugasi natrium taurokolat
dengan ketahanan terhadap pH rendah (koefisien korelasi
linear=-0,190). Hal ini menunjukkan hubungan yang lemah
antara ketahanan terhadap pH dan garam empedu dengan
kemampuan dekonjugasi natrium taurokolat. Nilai koefisien
korelasi linier yang negatif menunjukkan kecenderungan
hubungan yang berbanding terbalik antara ketahanan terhadap
pH rendah dan garam empedu.

KESIMPULAN

Sebanyak 13 isolat BAL asal ASI memiliki ketahanan yang
tinggi terhadap garam empedu, namun hanya satu isolat yang
memiliki ketahanan tinggi terhadap pH rendah, vyaitu
Leuconostoc R3. Hasil pengujian menunjukkan bahwa 13 isolat
yang diujikan memiliki kemampuan untuk mengasimilasi
kolesterol yaitu pada kisaran 0,86-14,97ug/ml. Pediococcus
pentosaceus 1-A38, Pediococcus pentosaceus 2-B2 dan
Pediococcus pentosaceus 2-A16 memiliki aktivitas asimilasi
kolesterol terbesar.

Isolat BAL asal ASI memiliki daya dekonjugasi natrium
taurokolat yang lemah, jumlah asam kolat yang dibebaskan
berkisar antara 0,06-0,25 pmol/ml, dengan kemampuan
mendekonjugasi terbesar pada isolat Pediococcus pentosaceus
1-A38 dan Pediococcus pentosaceus 1-A22. Tidak ada korelasi
antara ketahanan terhadap garam empedu dan pH dengan
kemampuan asimilasi kolesterol atau dekonjugasi natrium
taurokolat.

Berdasarkan hasil tersebut di atas, Pediococcus
pentosaceus 1-A38 merupakan isolat yang paling potensial
untuk digunakan pada pengembangan produk probiotik dengan
sifat fungsional spesifik untuk menurunkan kolesterol dengan
mekanisme asimilasi dan dekonyugasi garam empedu. Namun
demikian kajian dalam penelitian ini terbatas pada pengujian in
vitro, sehingga masih diperlukan kajian lebih lanjut (kajian in
vivo) sebagai dasar aplikasi isolat ini pada pengembangan
produk probiotik.
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