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Biji alpukat memiliki kandungan pati yang cukup tinggi sebesar 23% yang 

berpotensi dimanfaatkan sebagai sumber pati resisten. Salah satu metode yang 

umum digunakan dalam modifikasi pati resisten yaitu metode kombinasi 

fermentasi dilanjutkan dengan pemanasan bertekanan-pendinginan. Oleh 

sebab itu penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh  perlakuan 

fermentasi bakteri Streptomyces sp. AB 8 dan variasi jumlah siklus pemanasan 

bertekanan-pendinginan dalam upaya meningkatkan pati resisten biji alpukat, 

serta uji cerna oleh Lactobacillus sp..  Penelitian diawali pretreatment biji 

alpukat terlebih dahulu. Selanjutnya dilakukan  tahap fermentasi oleh 

Sterptomyces sp. AB 8. Kemudian dilanjutkan dengan pemanasan bertekanan-

pendinginan dengan 0, 1, 2 dan 3 siklus. Pati hasil modifikasi dianalisis kadar 

amilosa dan amilopektin, serta kadar pati resisten. Lalu diuji cerna oleh 

Lactobacillus sp. dengan melihat zona jernih di sekitar koloni. Hasil penelitian 

menunjukkan perlakuan S1 dan S2 menghasilkan kadar pati resisten terbaik 

yaitu sebesar 7,5% dan 7,4% dengan indeks enzimatik hasil uji cerna sebesar 

2,48 cm dan 1,65 cm, dibandingkan dengan perlakuan S0 dan S3. Pati resisten 

yang dihasilkan dengan 1 kali siklus pemansan bertekanan-pendinginan lebih 

efektif dan efisien dibandingkan dari S2, walaupun secara statistik sama. 

Berdasarkan hasil tersebut perlakuan fermentasi oleh Streptomyces AB 8 dan 

variasi pemanasan bertekanan-pendinginan menunjukkan pengaruh terhadap 

hasil peningkatan kadar pati resisten biji alpukat. 

 

Kata kunci: Biji alpukat, Fermentasi, Lactobacillus sp.,  Pati resisten, 

Pemanasan bertekanan-pendinginan, Sreptomyces sp. AB 8 
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Allah dulu, Allah terus, Allah lagi.  

“Maka ingatlah kepada-Ku, Aku pun akan ingat kepadamu. Bersyukurlah kepada-
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IMPOSSIBLE IS NOTHING 

 

Aku percaya akan kekuatan Allah yang tak terlihat 

 

Love my self, love your self 
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(Ali bin Abi Thalib) 

 

 

 

 

 



 
 

 

SANWACANA 

 

 

 

 

Assalamualaikum warrahmatullahi wabarakatuh 

Bismillahirrahmaanirrahim Alhamdulillahirabbil ‘Alamin, puji  syukur saya 

haturkan  kehadirat Allah Subhanahu wa ta’ala  atas limpahan rahmat dan 

karunianya,  serta ridho-Nya sehingga skripsi ini dapat terselesaikan. Shalawat 

serta salam selalu tercurahkan kepada baginda Nabi Muhammad Shalallahu 

‘Alaihi Wasallam dengan mengharap syafaatnya di yaumil akhir kelak. 

 

Skripsi dengan  judul “Uji Cerna Pati Resisten dari Biji Alpukat sebagai 

Kandidat Prebiotik yang difermentasi oleh Bakteri Streptomyces sp. AB 8 

dan Pemanasan bertekanan-Pendinginan” dibuat sebagai bentuk 

pertanggungjawaban penulis selama menempuh pendidikan S1 dan merupakan 

salah satu syarat untuk memperoleh gelar Sarjana Sains (S.Si) di Universitas 

Lampung. 

 

 Penulis menyadari bahwa menyelesaikan skripsi ini masih jauh dari kata 

sempurna dan banyak kekurangan yang tentu tidak luput dari pengarahan, kritik, 

saran, dukungan, serta bimbingan dari berbagai pihak sehingga dapat terselesaikan 

pada waktu yang tepat. Dalam kesempatan ini, penulis menyampaikan rasa 

hormat dan ucapan terimakasih yang sebesar-besarnya kepada: 

 

1. Kedua orang tuaku tercinta, Bapak Usin dan Ibu Yati yang telah menjadi 

orangtua yang sangat luar biasa, selalu mendoakan yang terbaik, mendidik 

dengan sabar, memberikan cinta dan kasih sayang serta materi demi 



xii 

 
 

mewujudkan impian anaknya 

2. Kepada kakak dan adikku serta seluruh keluarga besar yang telah 

memberi dukungan, perhatian, semangat serta doa yang tiada hentinya 

kepada penulis 

3. Ibu Dra. C. N Ekowati, M. Si, selaku dosen pembimbing 1 yang telah 

memberikan ilmunya, serta arahan dan masukkan dalam membimbing 

penulis hingga terselesainya skripsi ini 

4. Bapak Achmad Arifiyanto, S. Si., M.Si, selaku dosen pembimbing 2 

yang telah memberikan banyak ilmu yang penulis dapatkan, motivasi, 

serta arahan dan bimbingan selama proses skripsi ini 

5. Ibu Dra. Tundjung Tripeni Handayani, M. Si, selaku pembahas yang 

sangat baik hati, penulis ucapkan banyak terimakasih selama proses 

bimbingan arahan serta masukan dalam memperbaiki penyusunan 

skripsi ini menjadi lebih baik 

6. Bapak Dr. Eng. Suripto Dwi Yuwono, M.T., selaku Dekan Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (FMIPA) Universitas 

Lampung. 

7. Bapak Dr. Jani Master, M.Si., selaku Ketua Jurusan Biologi Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (FMIPA) Universitas 

Lampung. 

8. Ibu Kusuma Handayani, S.Si., M.Si., selaku Ketua Program Studi 

Biologi, Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan 

Alam (FMIPA) Universitas Lampung. 

9. Ibu Dr. Endang Nurcahyani, M. Si., selaku pembimbing akademik 

yang senantiasa membimbing penulis dalam perkuliahan. 

10. Ibu Oni selaku laboran lab. Mikrobiologi yang selalu memberikan 

semangat dan kenyamanan di lab, motivasi serta arahan hingga lab 

lebih berwarna 

11. Kakak pendamping cantik mikrobilogi Masnoni, Nurul Insani, 

Kartika, Chika, Puput, Rini, dan Dinda, terimakasih banyak yang 

sudah membantu dalam proses penelitian, selalu membawa keceriaan 

untuk selalu semangat dan berbagi ilmu belajar bersama 



xiii 

 

12. Mba Suminta, mba Nuri, mba Niken dan kakak tingkat lain penelitian 

lab. Mikrobiologi yang sudah mengajarkan banyak ilmu dan motivasi 

13. Keluarga besar lab. Mikrobiologi yang aku sayangi, yang selalu 

membawa kebahagia 

14. Teman-teman milumoy selalu memberikan semangat dalam menjalani 

penelitian 

15. Semua teman-teman satu angkatan Biologi 2018 yang selalu 

memotivasi dalam perkuliahan dan sampai saat ini masih berjuang 

bersama-sama. 

16. Keluarga besar guru-guru SMAN 1 PARUNGPANJANG  yang telah 

memberikan ilmu serta motivasi, menjadi wadah untuk mewujudkan 

mimpi ini 

17. Last but least, i wanna thank me, i wanna thank me for the believing 

me, i wanna thank me for doing all this work, i wanna thank having 

no dasys off, i wanna thank me for never quitting, i wanna thank me 

for just being me all the time 

 

Akhir kata, penulis menyadari dalam menulis skripsi ini masih jauh dari 

kesempurnaan. Oleh karena itu, penulis mengharapkan kritik, saran dan masukan 

yang membangun. Semoga skripsi ini berguna dan bermanfaat bagi orang lain 

yang membacanya. 

 

 

BandarLampung, Februari 2023 

 

 

 Siti Inah 



 

 
 

 

 

DAFTAR ISI 

 

  

 

Halaman 
 

DAFTAR TABEL.................................................................................................. 1 
 

DAFTAR GAMBAR ............................................................................................. 2 
 

I. PENDAHULUAN ............................................................................................. 3 
1.1 Latar Belakang........................................................................................... 3 

1.2 Tujuan Penelitian ....................................................................................... 3 

1.3 Manfaat penelitian ..................................................................................... 3 

1.4 Kerangka Pemikiran .................................................................................. 3 

1.5 Hipotesis .................................................................................................... 5 
 

II. TINJAUAN PUSTAKA ................................................................................... 6 

2.1 Alpukat (Persea americana Mill.) ............................................................ 6 

2.1.1 Morfologi Alpukat ............................................................................ 6 

2.1.2 Klasifikasi Alpukat (Persea americana Mill.) ................................. 7 

2.1.3 Biji Alpukat dan Potensinya sebagai Sumber Pati ........................... 7 

2.2 Pati Termodifikasi ..................................................................................... 9 

2.2.1 Pati Resisten ................................................................................... 10 

2.2.2 Manfaat Pati Resisten ..................................................................... 11 

2.3 Teknik Modifikasi untuk Peningkatan Pati Resisten............................... 12 

2.3.1 Teknik Siklus Pemanasan Bertekanan dan Pendinginan ...........      12 

2.3.2 Teknik Modifikasi RS dengan Perlakuan Hidrotermal .................. 13 

2.3.3 Teknik Kombinasi Fermentasi  dan pemanasan bertekanan-

pendinginan .............................................................................................. 14 

2.4 Actinomycetes sebagai Penghasil Amilase .............................................. 17 

2.4. 1 Morfologi Streptomyces sp. ........................................................... 17 

2.4.2 Klasifikasi Streptomyces sp. ........................................................... 18 

2.5 Bakteri Lactobacillus sp. ......................................................................... 19 

 

III. METODE PENELITIAN............................................................................. 21 

3.1 Waktu dan Tempat .................................................................................. 21 



xv 

 

3.2 Alat dan Bahan ........................................................................................ 21 

3.3 Metodologi  Peneltian.............................................................................. 22 

3.4 Pelaksanaan Penelitian ............................................................................ 23 

3.4.1 Tahap 1: Pretreatment Biji Alpukat ............................................... 23 

3.4.2 Tahap 2: Perlakuan Fermentasi oleh Streptomyces sp. AB 8 ......... 24 

3.4.3 Tahap 3: Pemanasan Bertekanan-Pendinginan (Autoclaving-

Cooling)  .................................................................................................. 25 

3.4.4 Analisis Sampel .............................................................................. 25 

3.6 Diagram Alir Penelitian............................................................................... 31 
 

V. KESIMPULAN DAN SARAN ...................................................................... 34 

5.1 Kesimpulan .............................................................................................. 34 

5.2    Saran ......................................................................................................... 34 

DAFTAR PUSTAKA .......................................................................................... 35 

 

 

 



 
 

 

DAFTAR TABEL 

 

 

 

Halaman 

Tabel 1. Komposisi kimia biji alpukat .................................................................... 8 

Tabel 2. Teknik modifikasi peningkatan pati resisten pada berbagai bahan pangan

 ............................................................................................................................... 16 

Tabel 3. Rancangan penelitian .............................................................................. 22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

DAFTAR GAMBAR 

 

 

 

Halaman 

Gambar 1. Biji Alpukat ........................................................................................... 7 

Gambar 2. Pati biji alpukat dengan SEM ................................................................ 8 

Gambar 3. Struktur (a) Amilosa (b) Amilopektin ................................................... 9 

Gambar 4. Morfologi Streptomyces AB 8 perbesaran 1000x ............................... 18 

Gambar 5. Morfologi Lactobacillus sp. perbesaran 100X .................................... 19 

Gambar 6. Diagram alir pretreatmeant ................................................................. 31 

Gambar 7. Tahap produksi pati resisten ................................................................ 32 

Gambar 8. Analisis Kimia pati biji alpukat ........................................................... 33 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

file:///C:/Users/User/Documents/1.%20DRAFT%20SKRIPSI/Draft%20NEW/file%20hasil/REVISI%20BAB%204/4.1_REVISI_KOMPRE_PENELITIAN_SITI_INAH%20-9.docx%23_Toc127357108
file:///C:/Users/User/Documents/1.%20DRAFT%20SKRIPSI/Draft%20NEW/file%20hasil/REVISI%20BAB%204/4.1_REVISI_KOMPRE_PENELITIAN_SITI_INAH%20-9.docx%23_Toc127357109


 
 

 

I. PENDAHULUAN 
 
 
 
 

1.1 Latar Belakang 

 

Biji buah alpukat mengandung alkaloid, tanin, triterpen, dan kuinonal serta 

memiliki kandungan pati yang cukup tinggi, yaitu sebesar 23%, dengan 

kandungan amilosa 43,3% dan amilopektin sebesar 37,7%  yang 

memungkinkan biji alpukat sebagai sumber pati alternatif (Maryam et al., 

2016). Pati merupakan polimer D-glukosa yang ditemukan sebagai 

karbohidrat simpanan dalam tumbuhan, berupa butiran kecil dengan 

berbagai ukuran dan bentuk yang khas untuk setiap spesies tumbuhan. 

Kandungan pati tersebut dapat dimodifikasi menjadi pati resisten (resistant 

starch/ RS) melalui proses fermentasi dan dilanjutkan dengan pemanasan 

bertekanan-pendinginan (autoclaving-cooling) (Ashwar et al., 2016). 

 

Pati resisten (RS) termasuk sumber serat  yang penting bagi kesehatan usus 

besar (kolon) dan memiliki kelebihan sebagai prebiotik, karena mempunyai 

sifat yang tidak dapat dicerna oleh saluran pencernaan manusia, akan tetapi 

dapat difermentasi oleh bakteri probiotik (Aulia et al., 2021). Secara 

alamiah kandungan pati resisten pada bahan pangan tanpa perlakuan masih 

rendah. Pemberian perlakuan bertujuan untuk meningkatkan sifat resisten 

terhadap pati. Upaya untuk memperoleh hasil yang efektif dan efisien 

sejauh ini ditempuh melalui fermentasi, teknik pemanasan bertekanan 

pendinginan, atau kombinasi keduanya. Perlakuan fermentasi tidak cukup 

meningkatkan  pati resisten, sebaliknya kombinasi pemanasan bertekanan 

pendinginan dan proses fermentasi terbukti meningkatkan kadar pati 

resisten (Setiarto et al., 2018).  
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Dalam penelitian yang telah dilakukan oleh Setiarto et al. (2018) pada 

peningkatan kadar pati resisten tepung singkong, didapatkan perlakuan 

kombinasi fermentasi dengan 2 siklus pemanasan bertekanan pendinginan 

(autoclaving-cooling) dihasilkan kadar pati resisten tertinggi jika 

dibandingkan dengan perlakuan lainnya. Perlakuan tersebut terbukti mampu 

meningkatkan kadar pati resisten sebesar 4,5 kali lipat jika dibandingkan 

dengan perlakuan kontrol. Berdasarkan hal tersebut kombinasi fermentasi 

kultur campuran BAL (L. plantarum dan L. fermentum) dengan pemanasan 

bertekanan-pendinginan telah terbukti dapat meningkatkan kadar pati 

resisten  dengan mengurangi jumlah siklus pemanasan bertekanan-

pendinginan (Jenie et al., 2012). 

 

Pada perlakuan fermentasi dalam penelitian ini digunakan salah satu  jenis 

bakteri Actinomycetes yaitu Streptomyces sp. AB 8. Dimana bakteri 

Streptomyces sp. memiliki kemampuan sebagai penghasil 

antibiotik,dekomposer, dan biokatalis (Arifiyanto et al., 2021). Sifatnya 

yang dapat menjadi biokatalis mampu menghasilkan enzim amilase yang 

digunakan untuk mendegradasi  pati, sehingga dapat dijadikan sebagai 

kandidat untuk produksi pati biji alpukat kaya akan pati resisten (Mukhtar 

et al., 2018).  

 

Sifatnya  yang sulit dicerna oleh enzim pencernaan di usus halus, dapat 

dimanfaatkan sebagai substrat bagi pertumbuhan probiotik salah satunya 

yaitu jenis lactobacillus.  Oleh sebab itu, diperlukan uji in vitro oleh 

Lactobacillus untuk mengetahui proses cerna pati resisten menjadi unit-unit 

monomer yang lebih sederha sehingga dapat diserap oleh tubuh  

yang digunakan sebagai sumber energi bagi pertumbuhannya dan 

memberikan pengaruh yang menguntungkan bagi saluran pencernaan 

(Aulia et al., 2021). 
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Berdasarkan uraian latarbelakang tersebut penulis mengajukan penelitian 

dengan judul “Uji Cerna Pati Resisten dari Biji Alpukat sebagai 

Kandidat Prebiotik dengan Fermentasi Bakteri Streptomyces sp. AB 8 

Menggunakan Variasi Pemanasan bertekanan-Pendinginan” 

 

 

1.2 Tujuan Penelitian 

 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh fermentasi bakteri 

Streptomyces sp. AB 8 dan pengaruh perlakuan jumlah siklus pemanasan 

bertekanan-pendinginan yang diberika dalam upaya meningkatkan pati 

resisten biji alpukat, serta untuk menguji cerna pati resisten dari biji alpukat 

oleh Lactobacillus sp. 

 

 

1.3 Manfaat penelitian 

 

Penelitian ini diharapkan mampu memberikan informasi ilmiah mengenai 

potensi biji alpukat sebagai pati resisten dan kandidat prebiotik, 

diperolehnya teknologi proses peningkatan kadar pati resisten  untuk 

mengembangkan produk RS dari sumber karbohidrat lain, serta dapat 

dijadikan sebagai referensi untuk penelitian selanjutnya. 

 

 

1.4 Kerangka Pemikiran 

 

Pemanfaatan biji alpukat dapat menjadi alternatif produksi pati resisten 

dalam upaya mengurangi limbah biji. Secara alamiah kadar pati resisten 

masih rendah, sehingga diperlukan teknik peningkatan pada proses 

pengolahannya. Salah satu teknik yang digunakan untuk modifikasi pati 

resisten yaitu teknik kombinasi fermentasi dan pemanasan bertekanan-

pendinginan.  
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Pada proses pembentukan pati resisten dengan pemanasan bertekanan-

pendinginan terjadi 2 tahap yaitu gelatinisasi dan retrogradasi pada 

suspensi pati.  Pada pemanasan suhu 121 
o
C selama 15 menit dengan 

penambahan air menyebabkan suspensi pati mengalami gelatinisasi secara 

sempurna akibat keluarnya fraksi amilosa dari granula. Kemudian pati 

didinginkan didalam kulkas akan menyebabkan fraksi amilosa mengalami 

retrogradasi. Pada saat pendinginan, molekul pati berupa amilosa maupun 

amilopektin mengalami pembentukan kembali pada struktur awal secara 

double helix dengan perlahan melalui ikatan- hidrogen sehingga 

membentuk struktur yang rapat dan kuat (Vatanasuchart et al., 2012). 

Proses pemanasan bertekanan-pendinginan dapat dilakukan secara 

berulang. Semakin banyak jumlah siklus pemanasan bertekanan-

pendinginan yang diterapkan maka semakin tinggi kadar pati resisten yang 

diperoleh.  Hal ini tentu sangat berpengaruh terhadap besarnya biaya 

produksi, energi serta waktu produksi yang lebih lama. Sehingga pada 

penelitian ini ditentukan jumlah siklus pemanasan bertekanan-pendinginan 

yang paling optimal. Oleh karena itu dengan mengkombinasikan teknik 

fermentasi dan pemanasan bertekanan pendinginan diharapkan lebih 

efektif dan efisien. 

 

Pada penelitian ini digunaka isolat Streptomyces sp. AB 8. Bakteri ini 

merupakan salah satu jenis Actinomycetes memiliki kemampuan sebagai 

penghasil enzim amilase. Hal terbukti pada penelitian yang telah dilakukan 

oleh Qatrunada et al. (2021), dimana memiliki kemampuan menghasilkan 

enzim amilase. Fermentasi oleh Streptomyces sp. AB 8 ini merupakan 

tahap awal sebelum dilakukan proses pemanasan bertekanan-pendinginan.  

Enzim amilase yang di hasilkan oleh Streptomyces sp. akan menghidrolisis 

amilosa pada ikatan rantai α -1,4 glikosidik secara acak sehingga diperoleh 

amilosa rantai pendek dan gula sederhana (maltose dan glukosa) yang 

digunakan sebagai bahan baku pembentukan pati resisten. Hal tersebut 

mengakibatkan adanya perubahan pada stuktur granula pati menjadi 

semakin kristal hingga amorf, sehingga  pati mengalami gelatinisasi lebih 
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mudah dan menurunkan suhu gelatinisasi (Reddy et al., 2008). Oleh 

karena itu, jika dilanjutkan dengan pemanasan bertekanan-pendinginan 

dapat meningkatkan pati resisten dengan mengurangi siklus pemanasan 

bertekanan-pendinginan dengan waktu lebih optimal, mudah, dan biaya 

produksi lebih murah. 

 

Sifat pati resisten pada biji alpukat dapat dilakukan uji cerna oleh  

Lactobacillus sp. dengan melihat luas zona jernih disekitar koloni. 

Semakin luas zona jernih yang terbentuk, semakin terhidrolisis pati oleh 

Lactobacillus sp.  Oleh sebab itu pati resisten dapat dijadikan sebagai 

kandidat prebiotik karena mampu menjadi substrat bagi pertumbuhan 

lactobacillus sp. 

 

  

1.5 Hipotesis 

 

Hipotesis pada penelitian ini yaitu perlakuan dengan fermentasi bakteri 

Streptomyces sp. AB 8 dan pemanasan bertekanan-pendinginan 

berpengaruh terhadap peningkatan kadar pati resisten biji alpukat, serta uji 

cernanya  yang diberi Lactobacillus sp.
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1 Alpukat (Persea americana Mill.) 

2.1.1 Morfologi Alpukat 

 

Alpukat (Persea americana Mill.) merupakan tanaman daerah 

subtropikal yang berasal dari Amerika Tengah. Alpukat masuk dalam 

suku Lauraceae dan marga Persea. Memiliki bentuk pohon seperti 

kubah dengan tinggi dapat mencapai 8-19 m. Sistem perakarannya 

tunggang dan memiliki akar rambut. Daunnya panjang (lonjong) yang 

tersusun seperti pilin.  Memiliki bunga bentuk malai berwarna putih 

yang terletak diujung ranting (Janice et al., 2018).  

 

Bentuk buah alpukat bervariasi yaitu berbentuk lonjong, bola atau 

bulat telur dan bulat tidak simetris. Panjangnya mencapai 9 cm – 11,5 

cm dengan massa 0,3 kg – 0,5 kg. Warna buah alpukat bewarna hijau 

tua hingga ungu kecoklatan. Buah alpukat memiliki satu biji yang 

tergolong besar yaitu sekitar 13-18%  dari buahnya merupakan bagian 

dari biji. Panjangnya berukuran sekitar 5,5 x 4 cm dengan berdiameter 

6,5 – 7,5 cm. Biji dilapisi kulit biji yang tipis dan terdiri dari dua 

keping (cotyledon) yang disusun oleh jaringan arenchyma yang 

mengandung sel-sel minyak dan butir tepung sebagai cadangan 

makanan. Keping biji alpukat berwarna putih kemerahan (Marsigit, 

2016). 
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Gambar buah alpukat dapat dilihat pada gambar 1. 

 

Gambar 1. Biji Alpukat (Dok. Pribadi) 

 

 

2.1.2 Klasifikasi Alpukat (Persea americana Mill.) (Dasuki, 1991) 

Kingdom   : Plantae 

Divisi   : Magnoliophyta 

 Kelas  : Magnoliopsida  

 Ordo   : Laurales  

Famili  : Lauraceae  

 Genus   : Persea  

Spesies   : Persea americana Mill.  

  

 

2.1.3 Biji Alpukat dan Potensinya sebagai Sumber Pati 

 

Biji alpukat memiliki kandungan polifenol, flavonoid, triterpenoid, 

kuinon, saponin, tannin, monoterpenoid, dan seskuiterpenoid. 

Kandungan zat pati yang terdapat dalam biji alpukat cukup tinggi, 

yaitu sebesar 23% dengan persentase kadar pati yang berjumlah 

80,1% (Winarti dan Purnomo, 2006) . Berikut ini komposisi fitokimia 

biji alpukat pada tabel 1. 
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Tabel 1. Komposisi kimia biji alpukat 

  Komponen Jumlah (%) Komponen Jumlah (%) 

Kadar air 10,2 Lemak tn 

Kadar pati 80,1 Serat kasar 1,21 

*Amilosa 43,3 Rendemen pati 21,3 

*Amilopektin 37,7 Kehalusan granula Halus 

Protein tn Warna Putih coklat 

*Amilosa + amilopektin = pati ;  

*tn = tidak dianalisa 

 

 

Kandungan kadar pati yang cukup tinggi tersebut dapat dijadikan 

sebagai sumber pati alternatif. Morais et al. (2016) menginformasikan 

pati dari biji alpukat memiliki ukuran yang bervariasi dari 1,9-57,6 

μm dan diameter 5-35μm. Memiliki struktur kristal pati tipe B dengan 

kristalinitas 25,7%. Bentuknya oval dengan permukaan yang relatif 

halus, patinya tidak berlilin dan non-ionik. Biji alpukat yang 

difermentasi memiliki ukuran granula yang lebih besar dengan ukuran 

17,8 μm. Pengolahan pati dari biji alpukat menghasilkan rendemen 

pati sebesar 42,2%, dan amilosa 21,5%. Pati biji alpukat termodifikasi 

pada suhu antara 72-85℃, waktu 4,22- 5,42 menit untuk menjalani 

gelatinisasi, sedangkan viskositasnya berkisar antara 157-390 Pa.s. 

Penampakan pati biji alpukat dibawah mikroskop SEM dapat dilihat 

pada gambar 2. 

 

 

Gambar 2. Pati biji alpukat dengan SEM (Marcena et al., 2020) 



9 
 

 

2.2 Pati Termodifikasi  

 

Pati merupakan polisakarida yang tersusun atas 2 gluko-homopolisakarida 

amilosa dan amilopektin, dengan rumus kimia C6H10O5. Amilosa dan 

amilopektin disusun oleh monomer -D-glukosa yang berikatan satu sama 

lain melalui ikatan glikosidik.  Amilopektin tersusun atas rantai cabang α-

(1-4) dan rantai α-(1,6)-glukosidik, serta amilosa α- (1,4) glukosidik (Aulia 

et al., 2021). Keduanya memiliki perbedaan pada bentuk percabangan 

struktur linier, ukuran molekul, ukuran derajat polimerisasi dan pengaturan 

posisi granula pati, serta sifat fisiknya. Amilosa bersifat lebih mudah larut 

dalam air dibandingkan amilopektin. Bila direaksikan dengan larutan iod 

amilosa membentuk warna biru tua, sedangkan amilopektin warna merah.  

Amilosa dan amilopektin berperan dalam menentukan karakteristik fisik, 

kimia dan fungsional pati. Amilosa berkontribusi terhadap karakteristik gel 

karena kehadiran amilosa berpengaruh terhadap pembentukan gel (Nisah, 

2017). Berikut ini strukur amilosa dan amilopektin dalam jurnal Sari et al. 

(2020). 

 

 

 
 

Gambar 3. Struktur (a) Amilosa (b) Amilopektin (Sari et al., 2020) 
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Dalam meningkatkan kandungan pati secara alami yang masih terbatas 

dilakukan modifikasi pati. Pati modifikasi merupakan pati dengan diberi 

perlakuan tertentu untuk menghasilkan sifat yang lebih baik dari sifat 

sebelumnya, yaitu sifat fisiko - kimia dan fungsionalnya atau mengubah 

beberapa sifat lainnya.  

 

Berdasarkan daya cernanya pati termodifikasi diklasifikasikan menjadi pati 

dicerna dengan cepat (Rapidly Digestible Starch), pati  dicerna dengan 

lambat (Slowly Digestible Starch), dan pati resisten (Resistant Starch) 

(Morais et al., 2016). 

 

 

2.2.1 Pati Resisten 

 

Pati resisten  diartikan sebagai pati yang tidak dapat dicerna, 

disebabkan karena fraksi pati tidak dapat dicerna pada usus halus dan 

dengan cara parsial difermentasi di usus besar untuk menghasilkan 

Short Chain Fatty Acid (SCFA) dan produk-produk lainnya.  

Pati resisten tidak bisa dihidrolisis oleh enzim pencernaan dalam usus 

kecil setelah 120 menit dicerna dan akan masuk ke usus besar untuk 

kemudian difermentasi oleh mikroflora usus. Pati resisten (RS)  

terbagi menjadi lima tipe berdasarkan asal dan cara proses 

pembuatannya, yaitu tipe RS1, RS2, RS3, RS4 dan RS5 (Włodarczyk 

& Śliżewska, 2021).  

 

RS 1 yaitu pati yang diperoleh secara alamiah dan terperangkap dalam 

sel-sel tanaman dan matriks bahan pangan yang kaya pati seperti pada 

biji-bijian dan sereal. RS tipe 2 yaitu jenis pati  secara alami sangat 

resisten terhadap enzim pencernaan. Bentuk granulanya kristalin. 

Umumnya RS 2 berasal dari bahan pangan yang dikonsumsi mentah 

seperti pisang dan kentang, serta pati jagung  yang tinggi amilosa.  

RS 3 yaitu pati resisten hasil modifikasi secara fisik melalui proses 

retrogradasi melalui pemanasan autoklaf (121
o
C), annealing, dan 
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HMT (Heat Moisture Treatment). RS 4 yaitu pati yang dimodifikasi 

secara kimia  seperti pati ester, pati eter atau pati ikatan silang. RS 5 

yaitu pati resisten yang terbentuk oleh interaksi pati dengan asam 

lemak, sehingga amilosa membentuk kompleks heliks tunggal dengan 

asam lemak dan lemak alkohol. Pada beberapa tipe tersebut, RS 3 

menjadi salah satu jenis RS yang paling banyak digunakan sebagai 

bahan baku fungsional berbasis RS. Hal ini karena RS 3  dapat 

mempertahankan organoleptiknya selama proses pengolahan pangan 

karena tahan terhadap panas (Włodarczyk & Śliżewska, 2021). 

 

 

2.2.2 Manfaat Pati Resisten  

 

Pati resisten memiliki sifat dan fungsi sebagai serat pangan, 

diantaranya rendah energi, dapat menurunkan indeks glikemik, 

menurunkan level kolesterol dalam darah dan menurunkan resiko 

kanker usus dengan memperbanyak produksi asam lemak rantai 

pendek, terutama asam butirat. Selain itu, pati resisten memiliki 

kelebihan dari prebiotik lain seperti oligosakarida 

(Fruktooligosakarida/FOS dan inulin),  karena mampu mengikat dan 

mempertahankan kadar air dalam feses.  Konsumsi pati resisten dalam 

jumlah besar dapat mencegah terjadinya sembelit dan  menganjurkan 

konsumsi prebiotik karena dapat mengurangi kerja pankreas dalam 

mencerna kelebihan glukosa darah. Dilansir dari Aulia et al. (2021) 

pati resisten dapat memberi rasa kenyang lebih lama sehingga mampu 

mngendalikan asupan kalori agar tidak berlebihan. Alasan ini 

mendukung pati resisten sebagai bahan pangan untuk diet alami. FAO 

merekomendasikan konsumsi RS sebanyak 15–20 gram setiap hari 

untuk memperoleh manfaat bagi kesehatan. 
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2.3 Teknik Modifikasi untuk Peningkatan Pati Resisten 

 

Kadar pati resisten dalam bahan pangan dapat ditingkatkan melalui berbagai 

metode fisik, kimia, radiasi gamma, metode genetik dan biologis. Terdapat 

beberapa teknik yang digunakan dalam meningkatkan kadar pati resisten 

diantaranya sebagai berikut: 

 

 

2.3.1 Teknik Siklus Pemanasan Bertekanan dan Pendinginan 

 

Metode fisik yang umum digunakan dalam modifikasi pati resisten 

adalah pemanasan bertekanan-pendinginan. Metode pemanasan 

pemanasan bertekanan-pendinginan dilakukan dengan menggunakan 

autoklaf. Suhu yang diberikan berkisar 121-145
o
C dengan tekanan 1-3 

atm. Pendinginan ditempuh untuk mempercepat proses retrogradasi . 

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Ashwar et al. (2016) 

produksi pati resisten menggunakan metode fisik dilakukan dengan 

memasak campuran pati dan air dimana perbandingan pati dan air 1:4. 

Tekanan diberikan selama 30 menit pada suhu 121
o
C. Pasta pati yang 

diperoleh selanjutnya didinginkan dan disimpan pada suhu ruang 4
o
C 

selama 24 jam. Siklus pemanasan bertekanan-pendinginan dilakukan 

sebanyak 1–5 kali. Kemudian pasta pati tersebut dikeringkan dalam 

oven pada suhu 45
o
C lalu dihaluskan. 

 

Proses pengulangan  siklus pemanasan bertekanan-pendinginan 

bertujuan dalam pembentukan fraksi amilosa teretrogradasi atau 

terkristalisasi lebih banyak. Oleh karena itu,  semakin banyak jumlah 

siklus pemanasan bertekanan pendinginan yang diterapkan maka akan 

semakin tinggi kadar pati resisten yang diperoleh. Pada hasil 

penelitian yang dilakukan oleh Ashwar et al. (2016) produksi pati 

resisten dari beras dengan teknik pemanasan bertekanan-pendinginan 

mengalami peningkatan yang cukup tinggi yaitu semula 4,42–10,94 % 

menjadi 30,31– 38,65 %. Sedangkan pada kadar pati resisten keladi 
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yang semula 1,25% naik menjadi 3,5 kalinya dengan 2 siklus hingga 

4,38% (Wiadnyani et al., 2017). 

 

Pembentukan pati resisten pada teknik ini dipengaruhi oleh faktor 

konsentrasi pati dan suhu autoklaf. Konsentrasi suspensi pati dalam air 

optimun sebesar 20% (b/b) dengan suhu autoklaf 121
o
C.  

Jika konsentrasi suspensi pati lebih kecil atau lebih besar dari 20% 

(b/b) maka kadar RS3 menurun. Selain itu, jumlah air yang 

ditambahkan dalam suspensi pati juga berpengaruh pada konsentrasi 

pati  dalam proses pemanasan bertekanan-pendinginan dan 

menyebabkan kadar pati resisten berkurang. Hal ini disebabkan karena 

reasosiasi amilosa-amilosa dan amilosa-amilopektin menurun.  

 

Teknik waktu  pemanasan bertekanan-pendinginan memiliki 

keunggulan lebih mudah diaplikasikan. Tetapi, juga memiliki 

kelemahan yaitu memerlukan energi dalam bentuk kalor (panas) yang 

lebih besar, waktu relatif lama, dan biaya produksi yang tinggi. Hal ini 

menjadi alasan teknik waktu  pemanasan bertekanan-pendinginan 

kurang tepat apabila diaplikasikan untuk industri skala kecil dan 

menengah. Sehingga diperlukan suatu strategi alternatif untuk 

meningkatkan kadar pati resisten dalam bahan pangan tetapi mampu 

mengurangi biaya produksi, besarnya energi, dan lamanya waktu 

produksi (Setiarto et al., 2015). 

 

 

2.3.2 Teknik Modifikasi RS dengan Perlakuan Hidrotermal  

 

Perlakuan hidotermal merupakan metode fisik dengan prinsip 

menggunakan air dan panas untuk modifikasi pati. Perlakuan 

hidotermal terdiri dari metode heat moisture tre atment (HMT) dan 

annealing.   Metode HMT dilakukan dengan memberikan perlakuan 

panas dengan suhu melebihi suhu gelatinisasi (80–120 ºC) dan jumlah 

air terbatas atau dibawah 35%. Sedangkan, metode anneling dilakukan 
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dengan jumlah air yang berlebih (>40%) dan suhu rendah dibawah 

suhu gelatinasi.  

 

Perlakuan hidrotermal memiliki kelebihan pada karakteristik 

gelatinisasi pati diantaranya dapat meningkatkan suhu gelatinisasi, 

viskositas pasta pati, dan meningkatkan kecenderungan pati untuk 

mengalami retrogradasi (Hung et al., 2015). 

 

 

2.3.3 Teknik Kombinasi Fermentasi  dan pemanasan bertekanan-

pendinginan 
 

Teknik modifikasi peningkatan pati resisten lainnya dapat  ditempuh 

dengan perlakuan kombinasi fermentasi dan pemanasan bertekanan-

pendinginan. Fermentasi dengan bakteri asam laktat (BAL) mampu 

memproduksi enzim amilase dan pululanase yang dgunakan untuk 

meningkatkan kadar pati resisten. Kedua jenis enzim ini stabil pada 

suhu tinggi dan mengikat sisi aktif cabang terluar dari rantai glukosa. 

Pada enzim pululanase akan memutus ikatan rantai cabang α 1-6 

glikosidik pada pullulan dan amilopektin, sedangkan amilase akan  

memutus ikatan cabang α 1-4 glikosidik pada rantai amilosa dan 

amilopektin. Proses ini menghasilkan amilosa rantai pendek sebagai 

bahan baku pati resisten. Semakin banyak polisakarida rantai pendek 

yang terbentuk, maka akan semakin meningkatkan kadar pati resisten 

yang dihasilkan melalui proses retrogradasi (Zhou et al., 2014).  

Produksi kedua enzim ini dapat dihasilkan dari Bakteri Asam Laktat 

(BAL) seperti Lactobacillus plantarum, L. fermentum, L. 

manihotivorans, L. amylophillus, bakteri Actinomycetes, dan dari jenis 

jamur (Asha et al., 2013). 

  

Pada proses fermentasi, bakteri akan mengeluarkan enzim sekaligus 

asam yang menyebabkan perubahan karakteristik pati. Degradasi pati 

terjadi karena pati menjadi sumber karbon yang dibutuhkan untuk 
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pertumbuhannya. Bakteri tersebut akan memproduksi enzim amilase-

ekstraseluler yang memecah ikatan polimer pati menjadi lebih pendek, 

oligosakarida atau molekul gula sederhana (Nangin & Sutrisno, 2015). 

Perlakuan fermentasi ini bertujuan dalam upaya mengurangi jumlah 

siklus pemanasan bertekanan-pendinginan. Kombinasi kedua teknik 

ini telah banyak dilakukan dan terbukti dapat meningkatkan kadar pati 

resisten.  

 

Dalam penelitian yang telah dilakukan oleh Setiarto dan Widhyastuti 

(2017) pada tepung ubi jalar ungu dihasilkan perlakuan autoclaving 

cooling (AC) 1 siklus meningkatkan kadar pati resisten sebesar (5.19 

%), dengan 2,46 kali lipat daripada kontrol (2,11 %). Pada AC-2S 

meningkat (8,78 %) dan AC-3S (10,36 %). Sementara perlakuan 

dengan kombinasi fermentasi  1 siklus autoclaving-cooling (FAC-1S) 

menghasilkan kadar pati resisten tertinggi (11,26 %) sebesar 5.34 kali 

lipat dibandingkan kontrol (2,11 %). Pada perlakuan FAC-2S 

meningkat sebesar (10,75 %). Berdasarkan hal tersebut membuktikan 

bahwa pada perlakuan FOC-1S dapat mengurangi jumlah siklus 

pemanasan bertekanan-pendinginan dengan tetap meningkatkan kadar 

RS tepung ubi jalar.  

 

Modifikasi ini dipengaruhi oleh faktor lama waktu fermentasi, strain 

bakteri, aktivitas amilase atau pululanase yang dihasilkan oleh 

mikroba, jumlah inokulum starter yang ditambahkan, suhu dan waktu 

pemanasan (autoclaving), serta suhu dan waktu pendinginan 

(cooling). 

 

Peningkatan kadar pati resisten dari berbagai bahan pangan dapat 

dilihat pada tabel 2. 
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Tabel 2. Teknik modifikasi peningkatan pati resisten pada berbagai 

bahan pangan 

 

Bahan 

Pangan 

Teknik Modifikasi Kadar RS 

tertinggi 

Referensi 

Tepung 

uwi 

Fermentasi L. 

plantarum (24 jam) dan 

3 siklus autoclaving-

cooling 

5,48% Winarti et al. 

(2019) 

Pisang 

tanduk 

Fermentasi kultur 

campuran L. plantarum 

kik dan L. fermentum 

2B4 (72 jam) dengan 1 

siklus autoclaving- 

cooling 

12,99-13,71% Jenie et al. (2012) 

Ubi jalar 

ungu 

Fermentasi Leuconostoc 

mesenteroides SU-LS 

67 : Lactobacillus 

plantarum B307) 

dengan 1 siklus 

pemanasan bertekanan-

pendinginan 

 

11,26 % Setiarto et al. 

(2017) 

Fermentasi 2,45% 

3 siklus pemanasan 

bertekanan-pendinginan 
10,36% 

Pati 

keladi 

1 siklus pemanasan 

bertekanan-pendinginan 
3,63% Wiadnyani et al. 

(2017) 
 2 siklus pemanasan 

bertekanan-pendinginan 
4,38% 

Tepung 

singkong 

3 siklus pemanasan 

bertekanan-pendinginan 

 

11,5% Setiarto et al. ( 

2018) 

Fermentasi 3,9 % 

Fermentasi Leuconostoc 

mesenteroides SU-LS 

67 : Lactobacillus 

plantarum B307) 

dengan 2 siklus 

pemanasan bertekanan-

pendinginan 

12,5% 
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2.4 Actinomycetes sebagai Penghasil Amilase 

 

Actinomycetes termasuk bakteri bersifat Gram positif yang memiliki 

struktur berupa filament lembut yang disebut hifa layaknya yang terdapat 

pada fungi, memiliki konidia pada hifa yang menegak. Hifa tersusun 

bercabang dan agak panjang dengan diameter 0,5-1,0 µ. Actinomycetes 

umumnya tidak toleran terhadap asam dan jumlahnya menurun pada pH 5,0.  

pH yang cocok digunkan untuk pertumbuhan Actinomycetes yaitu antara 6,5 

dan 8,0 (Nurkanto dan Agusta, 2015).  

 

Keberadaan Actinomycetes berlimpah dan memiliki karakteristik unik  di 

ekosistem darat maupun laut. Kelas Actinobacteria memiliki 6 ordo, 46 

famili dan 202 genus, dan jumlah spesies yang telah ditemukan sebanyak 

2.335. Secara umum,  actinomycetes dibedakan menjadi dua kelompok, 

yaitu Streptomyces dan rare-actinomycetes. Rare-actinomycetes merupakan 

istilah untuk menyebut genus selain Streptomyces (Nurkanto dan Agusta, 

2015). 

 

 

2.4. 1 Morfologi Streptomyces sp. 

 

Genus Streptomyces termasuk jumlah terbanyak di tanah dari 

actinomycetes lainnya karena mampu memanfaatkan kitin sebagai 

sumber karbon dan nitrogen. Produksi Streptomyces telah banyak 

dilakukan sebagai penghasil senyawa bioaktif yang berpotensi sebagai 

antibiotik (Bleomisin, Eritromisin, Josamisin, Kanamisin, Neomisin, 

dan Tetrasiklin), penghasil enzim, dan sebagai immunodulator 

(Fathurahman, 2019).  

 

Pada produksi enzim sendiri Streptomyces mampu menghasilkan jenis 

enzim komersial salah satunya yaitu enzim amilase yang digunakan 

untuk mendegradasi pati. Berdasarkan literatur, Streptomyces 

penghasil enzim amilase yang menjanjikan adalah galur Streptomyces 
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hygroscopicus dan Streptomyces praecox. Kedua bakteri tersebut 

sudah digunakan dalam industri pada pembuatan sirup dengan kadar 

maltosa yang tinggi (Fathurahman, 2019).  

 

Bila ditinjau dari koloninya, Streptomyces memiliki koloni kecil 

dengan diameter 1-10 nm, terpisah-pisah seperti liken, kulit atau 

butirus (memiliki konsistensi mirip mentega). Bagian permukaan 

berserabut, lembut, berduri atau berkerut, warna spora yaitu berwarna 

putih, abu-abu, kuning, hijau, atau violet. Bentuk rantai spora flexous 

atau spira. Streptomyces tumbuh pada suhu 25-35 
o
C dan pH 6.5-8.0 

(Fardiyanti et al., 2021). Berikut ini morfologi Streptomyces sp. AB 8 

secara makroskopis. 

 

Gambar 4. Morfologi Streptomyces AB 8 perbesaran 

1000x (Dok. Pribadi) 

 

2.4.2 Klasifikasi Streptomyces sp. 

Klasifikasi Streptomyces sebagai berikut:  

Kingdom   : Bacteria  

Filum   : Actinobacteria 

Kelas   : Actinomycetes  

Ordo   : Actinomycetales  

Famili   : Streptomycetaceae  

Genus   : Streptomyces  

Spesies  : Streptomyces sp. (Waksman dan Henrici, 1943) 
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2.5 Bakteri Lactobacillus sp. 

 

Lactobacillus merupakan salah satu kelompok bakteri asam laktat (BAL) 

yang banyak digunakan sebagai bakteri probiotik. Penggunaan yang 

disertai dengan prebiotik akan menjadi substrat bagi pertumbuhan 

Lactobacillus. Ciri-ciri bakteri ini yaitu  termasuk Gram positif, bersifat 

anaerob fakultatif, tidak berspora berbentuk batang pendek dengan 

panjang 3-8 nm dan lebar 0,9-1,2 nm, berwarna putih abu-abu sedikit 

kekuningan, dan hidup pada suhu 15-37 
o
C pada pH 3,0-4,6 (Gambar 4). 

Lactobacillus dapat memproduksi asam laktat dengan cara memfermentasi 

karbohidrat  

 

 

Gambar 5. Morfologi Lactobacillus sp. perbesaran 100X 

(Sumber: Dok. Pribadi) 

 

Berdasarkan sifatnya Lactobacillus sp. dikelompokkan sebagai berikut: 

1. Lactobacillus sp. homofermentatif, yaitu jenis lactobacillus yang 

menghasilkan asam laktat murni hampir 90%. Spesies dari kelompok 

ini diantaranya L. Lactis, L. Bulgaricus, L. helveticus, L. Acidophilus, 

L. casei, dan L. Plantarum. 

2. Lactobacillus sp. heterofermentatif, yaitu jenis lactobacillus yang 

memproduksi satu molekul asam laktat dan satu molekul etanol serta 

satu molekul karbon dioksida. Spesies dari kelompok ini diantaranya 

L. fermentum, L. brevis, L. bucheri dan L. Viridences (Wardinal, 2019). 
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Berikut ini klasifikasi Lactobacillus sp. dikutip dari  jurnal Wardinal, 

(2019) 

Kerajaan   : Bacteria  

Filum    : Firmicutes 

Kelas    : Bacili  

Ordo    : Lactobacillales  

Famili    : Lactobacillaceae  

Genus    : Lactobacillus 

Spesies   : Lactobacillus sp.  
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III. METODE PENELITIAN 

   

 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat 

 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan April-Agustus 2022 di Laboratorium 

Mikrobiologi dan Botani, Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu 

Pengetahuan Alam, Universitas Lampung 

 

 

3.2 Alat dan Bahan 

 

Alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu tabung reaksi, cawan petri, 

gelas ukur, erlenmeyer, labu ukur, jarum ose, pisau, baskom, sendok, 

autoklaf (ALP KT-30LDP), oven (Heraeus), inkubator (Heraeus), bunsen, 

hot plate, corong, pipet tetes, neraca analitik, pipet volumetri, bulb, kertas 

saring, blender (Phillips), saringan, shaker inkubator, sentrifuge, waterbath, 

kulkas (Sharp), mortar, mikroskop, gelas objek, cover glass, pH meter, 

biosafety cabinet, dan spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu corp). 

 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu biji alpukat, aquades, 

alkohol, MRSA (De Mann Rogosa Sharpe Agar) (Komposisi dari setiap liter  

MRSA yaitu 0,04 gram manganese sulfate, 0,2 gram magnesium sulfate, 1 

gram tween 80,2 gram ammonium-hydrogencitrate, 2 gram dikalium 

hydrogen phosphate, 4 gram ekstrak yeast, 5 gram sodium acetate, 10 gram 

pep ton kasein, 14 gram agar-agar, 20 gram D (+)-glucose, dan 10 gram 

ekstrak daging), air, NaCl, Starch soluble,  K2HPO4, MgSO4.7H2O, 

(NH4)2SO4, CaCO3,  Agar, glukosa, NaOH, HCL, enzim α-amilase, enzim 
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protease, enzim amiloglukosidase, buffer fosfat pH 6.0, etanol 80%, KOH 4 

M, buffer asetat pH 4.75, amilosa murni, asam asetat, asam sulfat, larutan 

iod, KI (larutan iod dibuat dengan cara 0,2 g I2 dan 2,0 g KI) dilarutkan 

dalam 100 mL aquades), isolat Streptomyces sp. AB 8, dan isolat 

Lactobacillus sp. 

 

 

3.3 Metodologi  Peneltian    

 

Penelitian ini digunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) terdiri dari 3 

perlakuan fermentasi oleh bakteri Streptomyces sp. AB 8 dan variasi siklus 

pemanasan bertekanan- pendinginan, dan 1 perlakuan tanpa difermentasi 

dan pemanasan bertekanan-pendinginan sebagai kontrol. Biji alpukat yang 

telah melalui tahap fermentasi oleh bakteri Streptomyces sp. AB 8 dan  

siklus pemanasan bertekanan- pendinginan, lalu dianalisis kadar amilosa 

dan amilopektin, serta kadar pati resisten dengan spektrofotometer UV-VIS. 

Prinsip analisis kadar pati resisten pada penelitian ini, didasarkan pada 

glukosa hasil hidrolisis pati oleh enzim –enzim pencernaan yang direaksikan 

dengan reagen  DNS. Kemudian dihitung dalam rumus kadar pati 

resisten.Untuk mengetahui uji ceran pati resisten dihitung dengan indeks 

enzimatik dari zona jernih yang terbentuk. Berikut rancangan percobaan 

dapat dilihat pada tabel 3. 

Tabel 3. Rancangan penelitian 
 

 

 

 

 

 

 

Perlakuan Keterangan 

S0 Pati biji alpukat alami tanpa fermentasi dan  

pemanasan bertekanan- pendinginan  (kontrol) 

S1 Pati difermentasi Streptomyces sp. AB 8 dengan 1 

siklus pemanasan bertekanan- pendinginan   

S2 Pati difermentasi Streptomyces sp. AB 8  dengan 2 

siklus pemanasan bertekanan-pendinginan 

S3 Pati difermentasi Streptomyces sp. AB 8  dengan 3 

siklus pemanasan bertekanan-pendinginan 
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Data hasil penelitian dianalisis dengan ANOVA menggunakan aplikasi IBM 

SPSS Statistic 20 dengan taraf kepercayaan 5% (P=0,05). Apabila data 

diketahui berbeda nyata, maka dilakukan uji lanjut menggunakan uji lanjut 

Duncan pada aplikasi yang sama. Serta data yang diperoleh disajikan dalam 

bentuk gambar dan tabel lalu dibahas secara deskrisptif. 

 

 

3.4 Pelaksanaan Penelitian 

 

Penelitian ini mengacu pada metode Setiarto et al. (2018) yang 

dimodifikasi. Berikut tahapan metode pelaksanaan penelitian: 

 

 

3.4.1 Tahap 1: Pretreatment Biji Alpukat 

 

Biji alpukat yang digunakan dikumpulkan dari pedagang jus buah di 

Bandar Lampung dan sekitarnya. Setelah biji alpukat terkumpul, biji 

alpukat dikupas kulit cangkangnya yang berwarna cokelat. 

Kemudian dilakukan sortas i antara biji yang baik dan yang telah 

rusak. Biji yang telah disortasi selanjutnya dicuci bersih dengan air.   

Pencucian bertujuan untuk menghilangkan  kotoran dan sisa-sisa 

daging buah yang masih menempel pada biji.  Kemudian biji alpukat 

di iris-iris dengan ketebalan ± 5 mm berbentuk chips. Selanjutnya 

irisan biji direndam dalam larutan NaCl 1% selama 24 jam untuk 

menghilangkan kandungan tanin dan menghindari kecoklatan. Setelah 

proses perendaman, irisan biji dicuci bersih dengan air mengalir dan 

ditiriskan. Di dapatkan irisan biji alpukat. Selanjutnya dilanjutkan 

pada tahap berikutnya yaitu proses fermentasi. 
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3.4.2 Tahap 2: Perlakuan Fermentasi oleh Streptomyces sp. AB 8 

 

a. Pembuatan media ISP 4 

Peremajaan dan persiapan kultur Streptomyces sp. AB 8 digunakan 

media ISP 4. Komposisi tiap 100 ml  media ISP 4 terdiri dari 1 

gram Starch soluble, 0,1 gram K2HPO4, 0,1 gram MgSO4.7H2O, 

0,1gram NaCl, 0,2 gram (NH4)2SO4, 0,2 gram CaCO3, 2 gram 

agar, dan 100 ml aquades.  Bahan-bahan tersebut dimasukkan 

kedalam beaker glass, dan dihomogenkan pada hot plate. 

Selanjutnya media tersebut dipindahkan ke dalam Erlenmeyer steril 

dan disterilisasi dengan autoklaf selama 15 menit. Media ISP 4 

yang telah di sterilisasi dimasukkan ke dalam tabung reaksi 

sebanyak 4 ml. Kemudian tabung reaksi dimiringkan untuk 

membuat media  agar miring, dan didiamkan hingga memadat 

 

 

     b. Peremajaan inokulum Streptomyces sp. AB 8 

Sebanyak 1 ose isolat Streptomyces sp. AB 8 diambil, lalu di gores 

di media agar miring  ISP 4. Inokulum diinkubasi dalam suhu ruang 

selama 4-7 hari. 

 

 

       c. Kultur bakteri Streptomyces sp. AB 8 

Dibuat kultur cair Streptomyces sp. AB 8 dengan cara sebanyak 1 

ose isolat Streptomyces sp. AB 8 diambil dimasukkan ke dalam 

erlenmeyer  berisi media ISP 4 100 ml. Selanjutnya  isolat 

dinkubasi pada inkubator shaker selama 4-7 hari. 

 

 

     d. Tahap fermentasi biji alpukat oleh Streptomyces sp. AB 8 

Setelah mendapatkan kultur Streptomyces sp. AB 8 dalam bentuk 

granul, selanjutnya dilakukan proses fermentasi. Irisan biji alpukat 

hasil pretreatment ditimbang sebanyak 200 gram pada masing-
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masing perlakuan, lalu dimasukkan ke dalam labu Erlenmeyer  

yang telah berisi aquades steril 500 ml. Kemudian ditambahkan 

kultur Streptomyces sp. AB 8 sebanyak 1%. Fermentasi dilakukan 

di shaker inkubator selama 24 jam. Setelah fermentasi selesai, 

cairan fermentasi dipisahkan dan dihasilkan irisan biji alpukat 

terfermentasi.  

 

 

3.4.3 Tahap 3: Pemanasan Bertekanan-Pendinginan (Autoclaving-

Cooling) 

 

Irisan biji alpukat hasil fermentasi selanjutnya dipanaskan dengan 

autoklaf pada suhu 121
o
C selama 15 menit dengan rasio irisan: 

aquades 1:2. Setelah itu, didiamkan pada suhu ruang selama 1 jam 

hingga mencapai suhu ruang.  Kemudian dilanjutkan dengan 

pendinginan di kulkas selama 24 jam yang bertujuan untuk retrogrdasi. 

Proses pemanasan hingga pendinginan diulangi sebanyak 1 kali untuk 

2 siklus pemanasan bertekanan-pendinginan, dan 2 kali pengulangan 

untuk 3 siklus pemanasan bertekanan-pendinginan. Selanjutnya, cairan 

irisan hasil autoclaf-cooling dibuang dan irisan biji alpukat 

dikeringkan di oven pada suhu 60°C selama 24 jam. Setelah kering, 

irisan biji kemudian dihaluskan menggunakan blender di dapatkan 

serbuk biji alpukat. Selanjutnya dilakukan analisis sampel. 

 

 

3.4.4 Analisis Sampel 

 

3.4.4.1 Analisis Kadar Amilosa dan Amilopektin  

Penelitian ini ditempuh mengacu pada Haryo et al. (2018) dengan 

tahapan sebagai berikut. 

 

a. Pembuatan kurva standar amilosa 

Ditimbang sebanyak 40,0 mg amilosa murni lalu dimasukkan ke 

dalam labu takar 100 mL. Kemudian ditambahkan 1,0 mL etanol 
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95% dan 9,0 mL larutan NaOH 1 N. Selanjutnya labu takar 

dipanaskan di waterbath pada suhu  95 
o
C selama 10 menit. 

Larutan didinginkan, setelah itu endapan amilosa yang terbentuk 

ditambah aquades hingga tanda tera dan dikocok. Larutan tersebut 

digunakan sebagai larutan stok amilosa standar. 

 

Larutan stok amilosa yang telah dibuat, diambil sebanyak  

1,0; 2,0; 3,0; 4,0; dan 5,0 mL masing-masing ditempatkan dalam 

labu takar 100 mL. Kemudian pada larutan tersebut ditambahkan 

0,2; 0,4; 0,6; 0,8; dan 1,0 mL larutan asam asetat 1 N.  

Setelah itu ditambahkan larutan iod sebanyak 2,0 ml. Lalu pada 

masing-masing larutan ditambahkan aquades hingga tanda tera 

dan didiamkan selama 20 menit. Selanjutnya setiap larutan 

dipindahkan dalam kuvet untuk diukur nilai absorbansinya dengan 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 625 nm. Hasil 

pengukuran absorbansi dibuat kurva standar antara konsentrasi 

amilosa (sumbu x) dan nilai absorbansi amilosa (sumbu y), 

sehingga diperoleh persamaan garis regresi y = a+bx 

 

 

b.  Analisis kadar amilosa 

Di siapkan 4 buah labu takar 100 ml, kemudian pada masing-

masing labu takar dimasukkan sampel serbuk biji alpukat yang 

telah dimodifikasi sebanyak 100 mg. Lalu ditambahkan 1 ml 

etanol 95% dan 9 ml NaOH 1 N, dan dikocok hingga larut. 

Larutan dipanaskan dalam waterbath pada suhu 95% selama 10 

menit. Setelah itu, ditambahkan aquades hingga tanda tera, lalu 

dikocok hingga homogen. Larutan tersebut disebut sebagai larutan 

sampel stok. 

 

Larutan stok dipipet sebanyak 5 ml dan ditempatkan pada labu 

takar 100 ml. Kemudian ditambahkan 1 ml asam asetat 1 N dan 2 
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ml larutan iod, lalu dihomogenkan. Setelah itu ditambahkan 

aquades hingga tanda tera. Larutan dipindahkan dalam kuvet dan 

di ukur absorbansinya pada panjang gelombang 625 nm. Kadar 

amilosa stok ditentukan dengan menggunakan persamaan kurva 

standar larutan amilosa. Lalu dihitung menggunakan rumus 

berikut: 

 

  Kadar amilosa total(% ): 
Kadar amilosa (mg/ml) 

x FP x 100  
                                                             bobot sampel (mg) 

 

Kadar Amilopektin (%) = 100% – Kadar Amilosa (%) 

 

 

3.4.4.3 Analisis Kadar Pati Resisten  

Penelitian ini dilaksanakan menggunakan metode yang 

bersumber dari  Haryo et al., (2018) dengan tahapan sebagai 

berikut: 

 

 

a. Pembuatan kurva standar glukosa 

Pembuatan kurva standar glukosa digunakan dengan uji 

DNS (Miller, 1959) sebanyak 200 mg glukosa dimasukkan 

dalam labu takar 100 ml dan dilarutkan dengan aquades 

hingga tanda tera, lalu dihomogenkan. Kemudian larutan 

glukosa dibuat konsentrasi 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 dan 2,5 

mg/mL dan ditambah aqudes hingga 5 ml. Lalu ditambah 

pereaksi DNS sebanyak 2 ml. Larutan tersebut dipanaskan 

dalam penangas air pada suhu 100 
o
C selama 15 menit. 

Larutan kemudian didiamkan dalam air dingin sekitar 10 

menit, lalu dipindahkan dalam kuvet. Selanjutnya diukur 

nilai absorbansinya pada panjang gelombang 540 nm. Lalu 

dibuat kurva standar glukosa antara konsentrasi larutan 

glukosa (pada sumbu x) dan absorbansi (pada sumbu y), 
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sehingga diperoleh persamaan garis regresi y = a+bx untuk 

mengetahui nilai a dan b, yang selanjutnya digunakan untuk 

menghitung kadar pati resisten. 

 

 

b. Persiapan sampel 

Sampel serbuk biji alpukat ditimbang masing-masing 

sebanyak 500 mg dan ditempatkan pada erlenmeyer 100 ml. 

Kemudian ditambah 25 ml buffer fosfat pH 6, dan diaduk 

hingga larut. Setelah itu, larutan ditambah 0,2 mL enzim α-

amilase. Setelah dihomogenkan sampel diinkubasi dalam 

waterbath pada suhu 95
o
C selama 30 menit dan diaduk 

perlahan setiap 5 menit sekali. Sampel didinginkan hingga 

mencapai suhu ruang, lalu pH diatur dengan ditambah 

larutan HCl 0,275 M hingga pH 5. Sampel ditambah 30 μL 

enzim amiloglukosidase lalu diinkubasi pada waterbath suhu 

60
o
C selama 30 menit, dan didinginkan hingga suhu ruang. 

pH larutan diatur menjadi pH 7 dengan ditambah NaOH 

0,325 M.. Selanjutnya larutan ditambah enzim protease 

sebanyak 50 μL (40 mg protease/50 mL buffer fosfat pH 

6.0), lalu diinkubasi kembali di waterbath dengan suhu 60
o
C 

selama 30 menit. 

 

Selanjutnya masing-masing sampel dipindahkan dalam 

tabung reaksi dan disentrifuse 3000 rpm selama 10 menit. 

Hasil sentrifuse bagian pelet dan supernatan dipisahkan. 

Lalu pelet dicuci dengan etanol 80% dan aquades. 

Kemudian ditambah aquades 1 ml dan di panaskan pada 

penangas air suhu 100
 o
C  selama 20 menit sambil dikocok 

perlahan. Setelah inkubasi selesai, ditambah KOH 4 M 

sebanyak 1 ml dan dihomogenkan. Larutan dibiarkan dalam 

suhu ruang selama 30 menit. Kemudian dipipet 1 ml buffer 
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asetat pH 4,75 (0,4 M), lalu ditambah HCl 2 M hingga pH 5.  

Setelah itu, ditambah 60 μL amiloglukosidase dan 

dimasukkan dalam waterbath suhu 60
o
C selama 30 menit. 

Kemudian larutan disentrifuse kembali selama 30 menit. 

Bagian supernatan dipisahkan dan ditempatkan hingga 10 

mL yang disebut dengan larutan stok. 

 

 

c. Analisis kadar pati resisten 

Supernatan stok sampel pati resisten biji alpukat yang telah 

diencerkan dengan aqudes hingga 100 ml. Kemudian 

diambil 1 ml, dan ditambah 5 ml pereaksi DNS. Lalu 

dimasukkan dalam penangas air suhu 100 
o
C selama 15 

menit. Setelah itu didiamkan dalam air dingin sekitar 10 

menit, lalu dipindahkan dalam kuvet. Selanjutnya diukur 

nilai absorbansinya pada panjang gelombang 540 nm.  

 

Kadar pati resisten ditentukan berdasarkan kurva standar 

glukosa yang diperoleh dari plot kadar glukosa  pati biji 

alpukat dan absorbansi larutan glukosa murni hasil 

pengukuran spektrofotomter pada panjang gelombang 540 

nm dengan uji DNS, sehingga diperoleh suatu persamaan 

regresi linear yang selanjutnya digunakan dalam penentuan 

kadar pati resisten  pada sampel. Kadar pati resisten dihitung 

dengan mengalikan kadar total gula dengan faktor 0,9 

Kadar pati resisten (% bk) dihitung dengan rumus berikut: 

 

Kadar pati resisten (% ): Kadar glukosa( mg/ml ) x volume sampel (ml) x FP x 0.9 x100% 

                                       Bobot sampel (mg) 
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3.4.4.4 Uji Kemampuan Cerna Pati Resisten oleh Lactobacillus sp. 

 

Serbuk biji alpukat hasil tahap pemanasan bertekanan-

pendinginan selanjutnya di uji kemampuan cernanya oleh 

Lactobacillus sp. Metode uji cerna mengacu pada jurnal 

Qatrunada et al., (2021).  Serbuk pati resisten biji alpukat 

sebanyak 1% dari jumlah media MRSA ditambahkan sebagai 

substrat amilum, lalu dihomogenkan di atas hot plate. Kemudian 

dituangkan pada cawan petri steril hingga memadat. Setelah itu, 

1 ose isolat Lactobacillus sp. diinokulasikan pada tengah cawan 

petri dengan metode titik. Kemudian diinkubasi pada suhu 37 
o
C 

selama 24  jam. Setelah masa inkubasi, media disiram dengan 

larutan lugol selama 15 menit, kemudian dibilas dengan larutan 

NaCl 1M. Kemampuan cerna dari pati resisten oleh Lactobacillus 

sp. ditandai dengan adanya zona jernih disekitar koloni.  

  

Selanjutnya luas zona jernih yang terlihat dihitung menggunakan  

menggunakan rumus berikut ini: 

Diameter zona bening= (Dv-Dc) + (Dh-Dc) 

                2 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan:  
 

AB (Dv): Diameter vertikal 

CD (Dh): Diameter horizontal 

ab atau cd (Dc): Diameter koloni 
 

 

 

a 
 

   

A 

C 

B 

D 

a 

c 
d 

b 

Koloni 

Zona Jernih 

Media Agar 



31 
 

 

Perhitungan Indeks Enzimatik  

Pada penentuan indeks enzimatik dihitung menggunakan rumus 

sebagai  berikut (Rosa et al., 2020). 

     

 IE= 
Diameter zona jernih-Diameter koloni      

                                                    
Diameter koloni 

 

 

 

3.6 Diagram Alir Penelitian  

Metode penelitian secara umum disajikan dalam diagram alir berikut : 

     

    

Gambar 6. Diagram alir pretreatmeant 

 

 

 

 

 

 

PengumpulanBiji alpukat 

Pengupasan

Pencucian 

Perendaman 

Ditiriskan 

Irisan biji alpukat 

Air bersih 

Kulit biji  

Pemotongan (± 5 mm) 

NaCl 1% 

Air bersih 

Tahap 1 

Sisa air 
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                     1,2 dan 3 siklus 

 

 

  

 

 

 

   

 

 

    

 

Tahap 4   

 

 

 

 

 

 

 

 

Irisan biji alpukat 200 g + 

Aqudes 500 ml 

Inokulasi starter Streptomyces sp. 

AB 8 1% 

Difermentasi selama 24 jam di 

shaker inkubator 

Irisan biji alpukat terfermentasi 

Irisan di autoklaf suhu 121 
o
C, 15 

menit 

Pendinginan di suhu 4 
o
C, 24 jam 

Tahap 2 

Limllllllllb
ah cair 

Sisa air  

Serbuk biji alpukat 

Serbuk pati biji alpukat 

 

Tahap 3 

  Pengeringan di oven di 60 
o
C, 2 jam 

   Penggilingan dengan blender 

Analisis kimia 

 

Kadar pati 

 

Kadar amilosa 
dan amilopektin 

 

Kadar pati  

resisten 

 

Uji cerna terhadap Lactobacillus sp.  

 

Gambar 7. Tahap produksi pati resisten 
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Tahapan pembuatan pati resisten biji alpukat juga dapat dilihat pada gambar 9 

dibawah ini. 

                         

  

 

                        

 

 

 

 

 

 

                         

 

 

Pati resisten biji alpukat  pilih 

Gambar 8. Analisis Kimia pati biji alpukat 

1. Biji alpukat 

dipotong dan dikupas 

3. Penirisan 2. Irisan biji alpukat 

direndam selama 24 jam 

4. Irisan biji alpukat 

difermentasi oleh 

Streptomyces sp. AB 

8 

5. Irisan biji alpukat di 

autoklaf 121
O
C selama 

15 menit 

6. Irisan biji 

alpukat di-

dinginkan selama 

24 jam 

7. Irisan biji 

alpukat di 

keringkan di oven 

suhu 60 
o
C 

8. Irisan biji 

alpukat di 

haluskan dengan 

blender 

9. Pengayakan 

Diulangi 1x untuk 2 siklus pemanasana bertekanan-

pendinginan, dan diulangi 2x untuk 3siklus 
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V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1  Kesimpulan 

 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa 

perlakuan kombinasi fermentasi, pemanasan bertekanan-pendinginan 

menunjukan adanya peningkatan pati resisten dibandingkan dengan kontrol, 

serta nilai  IE S1 dan S2 lebih baik dbandingkan denggan S3 dan S0. Namun 

dari segi ekonomis dan waktu yang digunakan tentu dalam menghasilkan pati 

resisten perlakuan pemanasan bertekanan-pendinginan dengan 1 kali siklus 

lebih efektif dan efisien dibandingkan dari S2. Walaupun secara statistik sama. 

Baik dari pati resisten yang dihasilkan maupun uji cerna. 

 

 

5.2 Saran 

 

Saran untuk penelitian selanjutnya masih perlu dilakukan penelitian lanjutan 

untuk melengkapi informasi ilmiah pati resisten biji alpukat terkait dengan 

karakteristik pati biji alpukat, kandungan-kandungan pati resisten biji alpukat 

yang lainnya, pengujian sifat prebiotiknya, serta dilakukan uji pati resisten 

pada mencit. 
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