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ABSTRAK

PENGARUH DURASI FERMENTASI BIJI ALPUKAT OLEH
Actinomycetes YANG DILANJUTKAN PEMANASAN BERTEKANAN-
PENDINGINAN TERHADAP PENINGKATAN KADAR PATI RESISTEN

Oleh

INDAH SUKMA NINGSIH

Pati resisten adalah produk hasil retrogradasi yang memiliki amilosa rantai
pendek serta tidak dapat dipecah menjadi bentuk yang sederhana lagi sehingga
tidak dicerna di usus halus. Biji alpukat memiliki kandungan pati sebesar 80%
dan dapat dijadikan sumber pati alternatif. Penelitian ini bertujuan mengetahui
peningkatan kadar pati resisten dari biji alpukat dengan perlakuan durasi
fermentasi yang berbeda yang dilanjutkan pemanasan bertekanan pendinginan.
Tahap penelitian ini terdiri dari pengumpulan dan pemilihan sampel biji
alpukat dalam keadaan baik. Selanjutnya irisan biji alpukat difermentasi oleh
kultur Actinomycetes selama 24, 48, dan 72 jam dengan satu perlakuan kontrol.
Sampel diautoklaf (121°C’ 15 menit) dan didinginkan (4°C, 24 jam). Irisan biji
alpukat dikeringkan (40°C, 24 jam), digiling dan diayak (100 mesh) untuk
mendapatkan hasil akhir pati resisten. Pati hasil modifikasi dianalisis kadar pati
resisten dengan metode anthrone dan DNS oleh spectrophotometer 540 nm
serta amilosa dan amilopektin 625 nm. Uji cerna dilakukan oleh Lactobacillus
sp. dan Escherichia coli dengan melihat zona jernih disekitar koloni selama 48
dan 24 jam. Hasil analisis kadar pati resisten menggunakan metode anthrone
sampel irisan biji alpukat selama 72, 48, dan 24 jam yang dilanjutkan
pemanasan bertekanan-pendinginan menghasilkan kadar pati resisten berturut-
turut (20.71%), (15.41%), dan (9.94%), serta kontrol (7.18%). Sedangkan
metode DNS berturut-turut (1.26%), (0.92%), 0.60%, dan (0.37%). Pati
resisten dari semua perlakuan tidak dapat dicerna oleh Lactobacillus sp. tetapi
dapat dicerna oleh Escherichia coli dengan zona bening terluas pada PO yaitu
0.7 cm dan terkecil P3 0.1 cm. Oleh karena itu dapat disimpulkan fermentasi
biji alpukat oleh Actinomycetes yang dilanjutkan pemanasan bertekanan-
pendinginan dapat meningkatkan kadar pati resisten dengan durasi fermentasi
terbaik yaitu 72 jam.

Kata kunci: Actinomycetes, biji alpukat, fermentasi, pati resisten, pemanasan
bertekanan-pendinginan.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah
Pati resisten berbeda dari pati pada umumnya. Magallanes-Cruz et al., (2017)
menyatakan pati merupakan karbohidrat yang terdiri dari amilosa rantai
panjang dan amilopektin rantai bercabang sedangkan pati resisten adalah
jenis pati yang memiliki amilosa rantai pendek karena telah mengalami
retrogradasi. Pati resisten adalah produk pangan yang dihasilkan dari proses
retrogradasi pati dan tidak dapat dicerna oleh enzim a-amilase di usus halus
(Li et al., 2014). Pati resisten adalah jenis pati yang tidak dapat dipecah ke
dalam bentuk yang sederhana (glukosa) sehingga tidak dapat dicerna oleh
usus halus. Pati resisten justru berperan penting dalam menstimulasi

pertumbuhan bakteri probiotik yaitu Lactobacillus sp.

Terdapat 4 macam tipe pati resisten yaitu tipe 1, 2, 3, dan 4. Pati resisten tipe
1 seringkali terperangkap diantara dinding sel bahan pangan, pati ini
ditemukan pada biji-bijian misalnya kacang kedelai, kacang polong, dan
gandum. Pati resisten tipe 2 yaitu jenis pati resisten yang tersusun atas
struktur yang kaku dan sulit larut dalam air, biasanya ditemukan pada
kentang yang belum dimasak. Pati resisten tipe 3 yaitu jenis pati resisten yang
dihasilkan dari proses pemanasan dan pendinginan misalnya kentang yang
sudah di masak sedangkan pati resisten tipe 4 adalah pati yang termodifikasi

secara kimia (Jyothsna & Hymavathi, 2017).



Pati resisten memiliki peran penting bagi kesehatan tubuh diantaranya
membantu keberhasilan program diet, menjaga kestabilan gula darah, dan
menstimulasi peningkatan pertumbuhan bakteri baik yaitu Lactobacillus sp.
dan Bifidobacteriaceae yang memiliki peran menjaga kesehatan pencernaan
(Khan et al., 2022).

Sumber pati resisten yang diketahui masyarakat secara umum misalnya ubi
jalar, sagu, singkong dan beras merah (Wahjuningsih et al., 2018). Akan
tetapi, pati resisten dari sumber alami memiliki kelemahan yaitu terbatas dan
seringkali diolah menjadi kebutuhan lain. Berdasarkan penelitian Zai &
Sidabalok, (2021), biji alpukat memiliki kandungan pati yang tinggi yaitu
80.10% dengan akumulasi 37.70% amilopektin dan 43.30% amilosa.
Berdasarkan data tersebut, biji alpukat memungkinkan dijadikan sebagai
sumber pati alternatif.

Produksi pati resisten selama ini telah banyak dilakukan oleh para peneliti
melalui metode secara kimia, fisik dan enzimatik (Nagy et al., 2021).
Produksi pati resisten secara kimia dilakukan dengan esterifikasi. Esterifikasi
memiliki kelebihan yaitu stabil pada suhu rendah, panas maupun kondisi
asam tetapi metode ini memiliki kelemahan yaitu pH yang digunakan harus
selalu 8 untuk mendapatkan hasil yang optimal. Jika pH lebih dari 8, maka
pati akan mudah terhidrolisis. Namun, jika kurang dari 8 proses esterifikasi
tidak dapat terjadi secara efektif (Golachowski et al., 2020).

Pati resisten secara fisik dapat dilakukan dengan teknik pemanasan
bertekanan-pendinginan (Faridah et al., 2022). Semakin banyak siklus
pemanasan bertekanan-pendinginan yang diterapkan maka akan semakin
tinggi kadar pati resisten yang dihasilkan. Hal ini diperkuat dengan hasil
penelitian Istri et al., (2017) yang menyatakan kadar pati keladi sebesar
1.25% meningkat menjadi 4.38% setelah diberi perlakuan pemanasan
bertekanan-pendinginan. Teknik pemanasan bertekanan-pendinginan

memiliki keunggulan yaitu lebih mudah diaplikasikan. Akan tetapi, teknik ini



memiliki kelemahan yaitu memerlukan energi kalor yang tinggi, waktu relatif
lama, dan menghabiskan biaya yang cukup tinggi (Menchavez et al., 2014).

Produksi pati resisten dapat ditingkatkan melalui fermentasi. Hal ini sesuai
dengan pernyataan Ge et al., (2020) bahwa produksi pati resisten dari sorgum
dengan penambahan perlakuan fermentasi kultur campuran Lactobacillus sp.
penghasil amilase yang dilakukan dalam jangka waktu 18 jam mampu

meningkatkan kadar pati resisten dibandingkan kontrol tanpa fermentasi.

Selain bakteri Lactobacillus sp., Actinomycetes juga dapat memproduksi
enzim amilase. Actinomycetes adalah mikroorganisme penghasil amilase
yang memiliki kemampuan memecah ikatan glukosida pada pati menjadi
rantai pendek ). Kelebihan teknik fermentasi adalah biaya yang digunakan
relatif rendah, tetapi memiliki kekurangan yaitu waktu yang digunakan cukup
lama dan peningkatan kadar pati resisten hasil fermentasi tidak se signifikan

teknik pemanasan bertekanan-pendinginan (Al-Agamy et al., 2021).

Teknik terbaik untuk meningkatkan pati resisten adalah dengan cara
mengkombinasikan teknik fermentasi dan pemanasan bertekanan-
pendinginan. Hal ini sesuai dengan penelitian Setiarto et al., (2018) pati
resisten yang didapatkan dari proses fermentasi yang dilanjutkan pemanasan
bertekanan pendinginan meningkat sebanyak 2.8 kali lipat dibandingkan
dengan kontrol tanpa fermentasi. Akan tetapi, pada metode kombinasi ini,
belum diketahui lama waktu fermentasi terbaik untuk meningkatkan kadar

pati resisten.

Metode uji cerna adalah salah satu cara mengetahui tingkat resistensi pati.
Daya cerna pati merupakan tingkat kemampuan enzim amilase yang terdapat
pada usus halus untuk mencerna pati. Semakin tinggi daya cerna pati maka
semakin tinggi pati tersebut diubah menjadi glukosa sehingga semakin tinggi

juga kemampuan pati untuk meningkatkan glukosa darah. Uji cerna pati



resisten salah satunya menggunakan bakteri Lactobacillus yang diberi
perlakuan metode titik pada media dengan substrat MRSA dan 2% pati
resisten untuk melihat zona bening yang terbentuk. Semakin tinggi
kandungan amilosa pada pati maka semakin resisten pati tersebut yang
menyebabkan pati semakin sulit dicerna oleh Lactobacillus sp (Isra et al.,
2023). Uji cerna pati resisten juga menggunakan bakteri E. coli. Hal ini
bertujuan untuk membuktikan bahwasanya pati resisten tidak dapat dicerna di
usus halus sehingga mengurangi penyerapan glukosa. Namun, ketika sampai
di usus besar pati tersebut dicerna selayaknya makanan pada umumnya
menjadi feses (Gopalsamy et al., 2019).

Berdasarkan uraian di atas, penulis tertarik melakukan penelitian mengenai
“Pengaruh Durasi Fermentasi Biji Alpukat oleh Actinomycetes yang
Dilanjutkan Pemanasan Bertekanan-Pendinginan Terhadap Kadar Pati

Resisten”.

1.2 Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini sebagai berikut:

1. Mengetahui peningkatan kadar pati resisten dari biji alpukat melalui
fermentasi oleh Actinomycetes dengan durasi berbeda yang dilanjutkan
pemanasan bertekanan-pendinginan

2. Mengetahui uji cerna pati resisten dari biji alpukat oleh bakteri
Lactobacillus sp.

3. Mengetahui uji cerna pati resisten dari biji alpukat oleh bakteri

Escherichia coli.



1.2 Manfaat Penelitian

1.3

Manfaat dari penelitian ini sebagai berikut:

1. Diperoleh informasi tentang peningkatan kadar pati resisten dari biji
alpukat melalui proses fermentasi dengan durasi berbeda yang
dilanjutkan pemanasan bertekanan-pendinginan

2. Diperoleh informasi hasil uji cerna pati resisten dari biji alpukat oleh
bakteri Lactobacillus sp.

3. Diperoleh informasi hasil uji cerna pati resisten dari biji alpukat oleh

bakteri Escherichia coli.

Kerangka Pemikiran

Pati resisten menjadi salah satu pangan yang berdampak baik bagi
kesehatan tubuh. Sumber pati resisten yang diketahui masyarakat secara
umum misalnya ubi jalar, sagu, singkong, dan beras merah. Akan tetapi,
sumber pati resisten ini memiliki kelemahan karena terbatas dan seringkali

diolah menjadi kebutuhan lain.

Biji alpukat memiliki kandungan pati yang tinggi yaitu 80.10% dengan
akumulasi 37.70% amilopektin dan 43.30% amilosa. Sumber pati pada biji
alpukat dapat dijadikan sebagai alternatif untuk memproduksi pati resisten.
Peningkatan kadar pati dari biji alpukat tentu saja diperlukan untuk
pengoptimalan ketersediaan pati resisten yang semakin hari semakin
dibutuhkan. Beberapa cara telah dilakukan para peneliti untuk
meningkatkan kadar pati resisten salah satunya adalah metode fermentasi
oleh bakteri penghasil amilase yang dilanjutkan pemanasan bertekanan-

pendinginan.

Actinomycetes adalah mikroorganisme penghasil amilase yang memiliki
kemampuan memecah ikatan glukosida pada pati sehingga pati didominasi
amilosa rantai pendek. Pati yang telah difermentasi oleh Actinomycetes
selanjutnya diberi perlakuan pemanasan-bertekanan pendinginan agar pati
teretrogradasi dan menjadi pati resisten. Durasi waktu fermentasi pati yang

berbeda yaitu 24, 48, dan 72 jam yang dilanjutkan pemanasan bertekanan



pendinginan tentu saja menghasilkan kadar pati resisten yang berbeda.
Kadar pati tertinggi dihasilkan pada perlakuan fermentasi 72 jam yang
dilajutkan pemanasan bertekanan pendinginan. Hal ini dikarenakan
semakin lama suatu pati difermentasi oleh Actinomycetes maka akan
semakin meningkat jumlah amilosa rantai pendek yang menjadi bahan baku
utama pembuatan pati resisten yang selanjutnya pati akan tergelatinisasi
pada proses pemanasan bertekanan serta teretrogradasi pada proses

pendinginan.

Kadar pati resisten diukur menggunakan spectrophotometer. Sedangkan
untuk melihat pati resisten dapat dicerna atau tidaknya di usus kecil dan
usus besar dilakukan uji cerna pati resisten oleh Lactobacillus sp. dan
Escheseria coli dengan cara mengukur zona bening yang dihasilkan.

Pati hasil retrogradasi (pati resisten) tidak dapat dipecah ke dalam bentuk
glukosa karenanya tidak dapat dicerna oleh Lactobacillus sp. Pati resisten
yang dilakukan uji cerna oleh bakteri tersebut, maka tidak terbentuk zona
bening. Sedangkan seluruh makanan termasuk pati resisten yang masuk ke
dalam usus besar akan mengalami proses pembusukan yang dibantu oleh
Escheseria coli sehingga apabila pati resisten dilakukan uji cerna oleh

bakteri tersebut, maka akan terbentuk zona bening.

Berdasarkan kerangka pikir di atas maka dilakukan penelitian tentang
“Pengaruh Durasi Fermentasi Biji Alpukat oleh Actinomycetes yang
Dilanjutkan Pemanasan Bertekanan Pendinginan Terhadap Kadar Pati

Resisten.



1.4 Hipotesis Penelitian

Berdasarkan kerangka pemikiran yang telah dikemukakan, hipotesis yang

dapat diambil yaitu

1. Semakin lama durasi fermentasi pati yang dilanjutkan pemanasan-
bertekanan pendinginan maka semakin meningkat kadar pati resisten.

2. Pati resisten dari biji alpukat yang diberi perlakuan fermentasi dan
dilanjutkan dengan pemanasan bertekanan-pendinginan tidak dapat
dicerna oleh bakteri Lactobacillus sp.

3. Pati resisten dari biji alpukat yang diberi perlakuan fermentasi dan
dilanjutkan dengan pemanasan bertekanan-pendinginan dapat dicerna

oleh bakteri Escherichia coli.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Biji Alpukat
Alpukat merupakan tanaman yang berasal dari negara Amerika Tengah yang
memiliki iklim tropis dan buah ini telah menyebar luas ke negara lain
termasuk Indonesia (Lestari et al., 2016). Alpukat tumbuh subur di Indonesia
dan menjadi salah satu sumber obat tradisional yang telah lama dikonsumsi
masyarakat (Martins et al., 2022). Biji alpukat dapat dilihat pada gambar 1.

Gambar 1. Biji alpukat

(Dokumentasi pribadi)
Dikutip dari (Ahmad et al., 2016), klasifikasi alpukat sebagai berikut:
Kerajaan : Plantae
Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Bangsa : Laurales
Suku : Lauraceae
Marga : Persea

Jenis : Persea americana



Biji alpukat adalah jenis biji yang memiliki struktur besar dan terdiri atas dua
keping kotiledon. Berdasarkan data Wardiyah (2021) biji alpukat memiliki
kandungan pati yang tinggi. Data tersebut dapat dilihat pada tabel 1.

Tabel 1. Kandungan pati pada biji Alpukat

No Komponen Jumlah
1. Kadar Air 10.2%
2. Kadar Pati 80.1%
3. Amilosa 43.3%
4. Amilopektin 37.7%
5. Serat Kasar 1.21%
6. Rendemen Pati 21.3%

2.2 Pati Resisten
Pati dapat digolongkan berdasarkan kemampuan enzim amilase untuk
mencerna pati tersebut yaitu pati resisten (resistant starch), pati yang dicerna
secara cepat (rapidly digestible starch), dan pati yang dicerna secara lambat
(slowly digestible starch) (Bimo & Yunirma, 2017). Pada dasarnya pati dapat

dijadikan sebagai pati resisten.

Menurut Garg et al., (2017) pati resisten adalah komponen pati yang memiliki
dampak positif bagi tubuh yaitu berkhasiat bagi kesehatan. Disarikan dari Tan
et al., (2021) pati resisten merupakan jenis pati yang memiliki kadar amilosa
yang tinggi karena telah mengalami retrogradasi. Li et al., (2014) menyatakan
pati resisten adalah produk pangan yang dihasilkan dari proses retrogradasi
pati. Pati resisten di dalam usus halus tidak dapat dicerna oleh enzim a-
amilase menjadi glukosa, tetapi berperan penting dalam menstimulasi

pertumbuhan bakteri probiotik yaitu Lactobacillus sp.

Berdasarkan asal dan cara pembuatannya, pati resisten digolongkan menjadi 4
jenis yaitu pati resisten tipe 1, 2, 3,dan 4. Pati resisten tipe 1 merupakan pati
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yang terdapat secara alami dalam tumbuhan misalnya pada biji alpukat. Pati
resisten tipe 2 merupakan pati yang memiliki granula berbentuk kristalin dan
sulit larut dalam air misalnya pisang hijau mentah. Pati resisten tipe 3
merupakan pati resisten yang terbentuk karena adanya proses retrogradasi
misalnya melalui pemanasan bertekanan-pendinginan. Sedangkan pati resisten
tipe 4 merupakan pati resisten yang terbentuk karena adanya proses kimia
misalnya pati ester (Jyothsna & Hymavathi, 2017).

Pati resisten berdampak positif bagi kesehatan tubuh. Garcia et al., (2019)
melaporkan pati resisten memiliki nilai fungsional sebagai serat, mengoksidasi
lemak, dan membantu mereduksi kalori. Hal ini menunjukkan bahwa pati
resisten memiliki potensi sebagai pangan fungsional yang bermanfaat bagi
kesehatan tubuh. Yusrina et al., (2020) menyatakan pati resisten dapat
menjaga kestabilan gula darah karena pati resisten tidak dapat dicerna menjadi

glukosa sehingga terjadi peningkatan peningkatan sensitivitas insulin.

2.3 Actinomycetes
Actinomycetes adalah salah satu kelompok bakteri Gram positif penghasil
antibiotik yang menjadi andalan di dunia kesehatan (Rozirwan et al., 2020).
Menurut Dianty et al., (2015) 10.000 strain dari Actinomycetes dapat
menghasilkan lebih dari 2.000 antibiotik. Selain memiliki potensi sebagai
penghasil antibiotik. Actinomycetes sangat mudah ditemukan misalnya di
tanah gambut, gua, dan bukit (Bawazir et al., 2018).

Keanekaragaman Actinomycetes yang terdapat di tanah dipengaruhi oleh
keadaan lingkungan seperti karakteristik tanah, pH tanah, serta kandungan
senyawa organik. Actinomycetes tumbuh optimum pada pH 6-8 dengan
kisaran pH terendah 4-5 (Charousova et al., 2019). Keberadaan
Actinomycetes yang berlimpah dan memiliki karakteristik yang unik serta
beragam dapat menjadi salah satu solusi sumber amilase alternatif yang
efisien. Hal ini dikarenakan Actinomycetes dapat dikulturkan dalam jumlah

yang besar melalui fermentasi dengan biaya produksi enzim amilase yang
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rendah, produktivitas dan spesifikasi tinggi, dan memiliki toleransi tinggi
terhadap inhibitor (Chaudhary et al., 2013).

Actinomycetes jenis Streptomyces sp. memiliki potensi sebagai probiotik.
Streptomyces sp. juga memproduksi enzim amilase yang mampu
menghasilkan polisakarida rantai pendek. Semakin banyak polisakarida rantai
pendek yang dihasilkan, maka semakin meningkat kadar pati resisten (Drake

et al., 2022). Gambar Actinomycetes dapat dilihat pada gambar 2.

Gambar 2. Actinomycetes perbesaran 1000x

(Dokumentasi pribadi)

2.4 Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp. merupakan bakteri Gram positif dengan bentuk batang, non-
spora, dan mampu memproduksi asam laktat sebagai produk utama hasil
metabolik selama proses fermentasi (Burhan et al., 2017). Lactobacillus sp.
adalah jenis bakteri asam laktat yang tumbuh pada pH 6.5 dan suhu 15°C
sampai 45 °C dengan suhu optimal 30°C sampai 37°C (Purba et al., 2021).

Lactobacillus sp. berperan dalam mempertahankan pH asam yang berfungsi
sebagai pembatas bagi bakteri patogen pada saluran pencernaan inang
sekaligus menghasilkan bakteriosin yang memiliki sifat antibakteri (Aritonang
et al., 2020). Lactobacillus sp. memiliki kemampuan memproduksi

memproduksi enzim amilase (Padmavathi et al., 2018). Amilase merupakan
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enzim yang berfungsi memutus ikatan glikosida pada amilum dengan hasil
hidrolisisnya berupa molekul sederhana misalnya glukosa, maltosa, dan
dekstrin (Agirre et al., 2019). Amilase menghidrolisis amilum dalam tiga
tahap yaitu gelatinisasi, likuifikasi, dan sakarifikasi. Lactobacillus sp. (Eshra

et al., 2014). Lactobacillus sp. dapat dilihat pada gambar 3.

Gambar 3. Lactobacillus sp. perbesaran 1000x
(Dokumentasi pribadi)

2.5 Escherichia coli
Escherichia coli atau E. coli merupakan bakteri Gram negatif, tidak

membentuk spora, fakultatif aerob, dan flora alami yang hidup di usus
mamalia (Cho et al., 2018). Rumball et al., (2021) melaporkan E. coli
memiliki bentuk kokus atau bulat dan ada yang sedikit memanjang atau
kokobasil.

E. coli tumbuh pada pH 70-7.5 dan suhu 7-44°C dengan suhu optimal 37°C
(Allocati et al., 2013). E. coli memiliki peran yang penting bagi tubuh yaitu
membantu pembusukan sisa makanan menjadi kotoran sekaligus membantu
memproduksi vitamin K dari hasil pembusukan makanan tersebut (Christofi et
al., 2019). E. coli dapat dilihat pada gambar 4.
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Gambar 4. Escherichia coli perbesaran 1000x

(Dokumentasi pribadi)
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I11. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret-Desember 2022 di
Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan limu
Pengetahuan Alam Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah pisau, ember, blender, tabung
reaksi, gelas ukur, Erlenmeyer, beaker glass, pipet tetes, autoklaf,
refrigerator, inkubator, jarum ose, neraca analitik, Laminar Air Flow (LAF),
Cawan Petri, waterbath, oven, bunsen, penangas air, sentrifugasi, shaker

waterbath, vortex, labu takar, pipet volumentri, dan spektrofotometer

Bahan-bahan yang digunakan antara lain biji alpukat, media ISP4 yang terdiri
dari starch soluble, K2HPO4, MgS04.7H20, (NH4)2S04, CaCO3, NaCl,
media De Man Rogosa Sharp Agar (MRSA), akuades, alkohol,
Actinomycetes, Lactobacillus sp., E. coli, buffer fosfat 0.08 M (pH 6.0),
enzim a-amilase, HCI 0.27 M, enzim amiloglukosidase, NaOH 0.32 M,
enzim protease, etanol 80%, KOH 4 M, buffer asetat pH 4.75 0.4 M, HCL,
buffer asetat 0.1 M pH 4.75, glukosa murni, amilosa, etanol 95%, NaOH 1
N, larutan iod, asam asetat 1N, pereaksi anthrone dan DNS.

3.3 Metode Penelitian
Produksi pati resisten dilakukan dengan cara memfermentasikan irisan biji
alpukat dengan bakteri Actinomycetes dengan durasi fermentasi 24, 48, 72 jam

dan kontrol. Setelah itu, irisan biji alpukat di autoclave pada suhu 121°C
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selama 15 menit. Sampel didinginkan selama satu jam pada suhu ruang
kemudian dilakukan proses pendinginan di dalam kulkas pada suhu 4°C
selama 24 jam. Irisan biji alpukat dipisahkan dari cairan aquades kemudian
dikeringkan dalam oven pada suhu 40°C selama 24 jam. Pati yang telah kering

dihaluskan menggunakan blander.

Pati yang telah diproduksi dilakukan analisis kandungan amilosa dan
amilopektin menggunakan spectrophotometer dengan panjang gelombang 625
nm, kadar total pati resisten menggunakan spectrophotometer dengan panjang
gelombang 540 nm, serta uji cerna pati resisten oleh bakteri Lactobacillus sp.

dan E. coli.

3.4 Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL)
menggunakan 1 faktor yaitu lama fermentasi dengan 3 perlakuan dan 3 kali
pengulangan. Pati biji alpukat tanpa perlakuan dijadikan sebagai kontrol.

Tahap pertama dalam penelitian ini yaitu pembuatan pati biji alpukat.

Tahap kedua pati difermentasi menggunakan kultur Actinomycetes selama 24,
42, dan 72 jam pada suhu 37°C. Sedangkan 0 jam pati biji alpukat dijadikan
sebagai kontrol. Rancangan penelitian dapat dilihat pada tabel 2.

Tabel 2. Rancangan penelitian

Jenis starter Lama Fermentasi (B) jam

0 jam 24 jam 48 jam 72 jam

Actinomycetes

PO P1 P2 P3

Keterangan:

pati biji alpukat alami tanpa perlakuan (PQ)

pati difermentasi Actinomycetes dengan lama fermentasi 24 jam (1)
pati difermentasi Actinomycetes dengan lama fermentasi 48 jam (2)

pati difermentasi Actinomycetes dengan lama fermentasi 72 jam (3)
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Setelah dilakukan fermentasi oleh Actinomycetes selanjutnya dilakukan
pemanasan bertekanan-pendinginan sebanyak 1 siklus lalu pati resisten
dikeringkan. Tahap ketiga, yaitu analisis peningkatan kadar pati resisten dari
ketiga perlakuan menggunakan spectrophotometer yang mengacu pada
penelitian (Bimo & Yunirma, 2017). Pada tahapan ini disiapkan larutan
standar, larutan sampel, dan larutan pereaksi untuk analisis kadar total pati

dan dilanjutkan dengan analisis kadar amilosa serta amilopektin.

3.5 Pelaksanaan Penelitian

3.5.1 Produksi AB8 dari Isolat Streptomyces sp kode AB3
Actinomycetes yang digunakan pada penelitian ini adalah Streptomyces sp.
dengan kode AB3, isolat di kultur kan pada media baru dengan kode

Actinomycetes ABS.

3.5.1.1 Pembuatan Media
Media yang digunakan dalam peremajaan inokulum bakteri yaitu ISP4
padat. Proses pembuatan media ISP4 dilakukan penimbangan pada neraca
analitik bahan-bahan starch soluble 2.50 g, K,HPO,40.25 g, MgSO47H,0
0.25 g, NaCl 0.25 g, (NH,4)».S0,40.50 g, CaC030.50 g, agar 5 g, dan
akuades 250 ml. Bahan-bahan tersebut dimasukkan ke dalam beaker glass
dan dihomogenkan pada hot plate. Setelah itu, media dipindahkan ke
dalam Erlenmeyer steril dan diautoklaf selama 15 menit dengan tekanan 1
atm (Mohamed et al., 2017).

3.5.1.2 Peremajaan Inokulum Bakteri
Media ISP4 setengah dingin dituang sebanyak 10 ml pada 25 tabung reaksi
steril. Setelah itu media diposisikan miring dan dibiarkan pada suhu ruang
hingga memadat. Isolat Streptomyces sp strain AB3 di kultur dengan cara
diambil 1 ose dan diinokulasikan pada media tersebut. Inkubasi inokulum
bakteri AB8 pada suhu 37°C selama 7 hari.
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3.5.1.3 Pembuatan Starter Inokulum Bakteri

3.5.2

Pembuatan starter inokulum bakteri Streptomyces sp AB8 dilakukan
dengan cara menimbang bahan-bahan pada neraca analitik yaitu starch
soluble 2.50 g, K;HPO,0.25 g, MgSO,7H,0 0.25 g, NaCl 0.25 g,
(NH4)2S0,40.50 g, CaC0O30.50 g, dan akuades 250 ml.

Bahan-bahan tersebut dimasukkan ke dalam beaker glass kemudian
diletakkan diatas hot plate untuk proses penghomogenan. Setelah itu,
media dipindahkan ke dalam Erlenmeyer steril dan diautoklaf selama 15
menit dengan tekanan 1 atm. Media yang sudah steril didiamkan pada
suhu ruang hingga dingin. Kemudian sebanyak 10 ml media cair tersebut
dimasukkan ke setiap tabung reaksi dengan jumlah tabung 25 buah. 1 ose
isolat Streptomyces sp. AB8 dimasukkan ke dalam media ISP4 cair dan
diinkubasi selama 7 hari pada shaker incubator dengan kecepatan 150 rpm
pada suhu ruang (28°C-30°C) (Sari et al., 2014).

Produksi Pati Resisten
Proses ini dilaksanakan dalam tiga tahap. Tahap pertama, yaitu

pengumpulan biji alpukat dari berbagai tempat misalnya dari penjual es
buah dan pasar di Bandar Lampung. Setelah biji alpukat terkumpul, biji
alpukat ditimbang untuk mengetahui berat kotornya. Pada penelitian ini
berat kotor biji alpukat yaitu 2 Kg. Kemudian biji alpukat dibersihkan dari
kulitnya, dicuci serta ditiriskan. Biji alpukat yang bersih dilakukan
penimbangan untuk mengetahui berat biji alpukat. Pada penelitian ini berat
bersih biji alpukat yaitu 1.60 Kg. Biji alpukat yang telah ditimbang diiris
dan direndam dalam larutan NaCl 1% selama 24 jam. Setelah dilakukan

perendaman biji alpukat ditiriskan.

Tahap kedua yaitu fermentasi biji alpukat dengan bantuan Actinomycetes.
Adapun starter kultur Actinomycetes yang digunakan sebanyak 1%. Tahap

fermentasi dilakukan dengan 4 perlakuan dan 3 kali pengulangan.
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Suspensi biji alpukat dan akuades dengan perbandingan 1:1 dimasukkan
kedalam 3 Erlenmeyer. Setelah itu, starter Actinomycetes yang telah
diremajakan di inokulasi dalam jumlah yang sama. Selanjutnya dilakukan

fermentasi selama 24, 48, 72 jam dan kontrol tanpa fermentasi.

Pati hasil fermentasi dipisahkan dari cairan akuades yang digunakan
selama fermentasi. Akuades diganti dengan akuades yang baru selanjutnya
dilakukan tahap pemanasan bertekanan-pendinginan. Pati diautoklaf
selama 15 menit kemudian diangkat dan didinginkan pada suhu ruang
selama 1 jam. Pati yang telah dingin dimasukkan ke dalam refrigerator
pada suhu 4°C selama 24 jam. Pati dipisahkan dari cairan akuades
kemudian dikeringkan di oven pada suhu 40°C selama 24 jam. Pati yang

telah kering dihaluskan menggunakan blender (Setiarto et al., 2018).

Analisis Kadar Total Pati Resisten
Analisis kadar total pati resisten dilakukan dengan mengacu pada metode

(Wang et al., 2022). Larutan sampel dibuat dengan cara sebanyak 0.50 g
sampel pati resisten perlakuan kontrol tanpa fermentasi, fermentasi 24, 48,
dan 72 jam yang dilanjutkan pemanasan bertekanan pendinginan di
masukkan ke dalam gelas piala ukuran 250 ml, kemudian dilarutkan
dengan buffer fosfat 0.08 M (pH 6.0), dan ditutup menggunakan
aluminium foil. Larutan tersebut ditambahkan 0.2 ml enzim a-amilase
selanjutnya dimasukkan ke dalam penangas air pada suhu 95°C dalam

rentang waktu 30 menit untuk diinkubasi sembari diaduk.

Larutan sampel tersebut diangkat kemudian didinginkan pada suhu ruang.
Sebelum ke tahap selanjutnya disiapkan terlebih dahulu buffer fosfat pH 6.
Buffer fosfat pH 6 ini didapatkan dari 2 g natrium hidroksida yang
dilarutkan ke dalam 250 ml. Sebanyak 6.80 g kalium dihidrogen fosfat
yang dilarutkan ke dalam 250 ml akuades. Selanjutnya kalium dihidrogen

fosfat yang telah larut ini dimasukkan ke dalam beaker glass dengan
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ukuran 1000 ml. Ditambahkan sebanyak 20 ml larutan natrium hidroksida

dan akuades hingga tanda tera.

Larutan sampel yang telah diinkubasi dan dingin kemudian diatur pH nya
menjadi 4.5 dengan cara menambahkan 5 ml larutan HCI 0.275 M dan
ditambahkan 30 pl enzim amiloglukosidase atau setara dengan 10 mg
amiloglukosidase/ml buffer fosfat pH 6. Setelah itu diinkubasi
menggunakan penangas air bergoyang pada suhu 60°C dalam rentang

waktu 30 menit.

Larutan sampel diangkat dan didinginkan pada suhu ruang untuk kedua
kalinya. pH diatur menjadi 7.5 dengan cara menambahkan sebanyak 5 ml
larutan NaOH 0.325 lalu ditambahkan 50 pl enzim protease yang terbuat
dari 40 mg enzim protease/50 ml buffer fosfat pH 6. Campuran ini
diinkubasi dalam penangas air bergoyang pada suhu 60°C dalam rentang

waktu 30 menit.

Setelah dilakukan proses inkubasi, larutan sampel tersebut disentrifuse 300
rpm selama 10 menit kemudian diambil bagian pelet nya. Pelet tersebut
dicuci dengan etanol 80% dan akuades sebanyak 2 kali ulangan.
Supernatan dari larutan sampel tersebut dibuang kemudian ditambahkan 1

ml akuades.

Larutan sampel dimasukkan kembali ke dalam penangas air dalam rentang
waktu 20 menit pada suhu 100°C sembari dikocok secara halus. Larutan
KOH 4 M sebanyak 1 ml ditambahkan pada larutan sampel kemudian
diaduk pada suhu ruang selama 30 menit. Larutan buffer asetat 0.4 M pH
4.75 dibuat dengan cara sebanyak 5.40 g asam asetat ditimbang kemudian
dimasukkan ke dalam beaker glass yang telah berisi 500 ml akuades. pH
larutan di cek menggunakan kertas pH universal. Kemudian ditambahkan
larutan natrium asetat sedikit demi sedikit dan di cek pH larutan secara

berkala hingga mencapai 4.75.
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Sebanyak 1 ml larutan buffer asetat 0.4 M pH 4.75 tersebut dicampurkan
ke dalam larutan sampel. Ditambahkan juga 1.5 ml HCI 2M kemudian
elektroda dicuci dengan 1.5 ml buffer asetat 0.4 M pH 4.75. Sebanyak 60
pl amiloglukosidase (10 mg/ml buffer asetat 0.4 M pH 4.75). Larutan
sampel diletakkan dalam penangas air bergoyang selama 30 menit pada
suhu 60°C. Setelah itu disentrifuse dalam rentang waktu 30 menit 3500
rpm. Supernatan larutan sampel diambil dan ditempatkan menjadi 10 ml

sebagai larutan stok.

Setelah larutan sampel tersedia maka disiapkan larutan pereaksi Anthrone
yang dibuat sesaat sebelum digunakan. Larutan tersebut dibuat dengan
cara 0.1 gram bubuk Anthrone dilarutkan dalam 100 ml asam sulfat pekat.
Larutan sampel yang telah dibuat stok diencerkan sebanyak 1 ml
dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan pereaksi sebanyak 5

ml.

Larutan standar dibuat dengan cara menimbang 0.20 mg/ml glukosa
murni. Diambil sebanyak 0.0; 0.5; 1.0; 1.5; dan 2.0 ml larutan glukosa
murni lalu ditempatkan dalam 1 ml akuades. Masing-masing larutan
standar dengan perbandingan larutan glukosa murni yang berbeda tersebut
ditambahkan 1 ml pereaksi Anthrone dan dipanaskan pada penangas air
selama 5 menit pada suhu 100°C. Setelah larutan dingin, larutan sampel
dan larutan standar glukosa dibaca absorbansinya menggunakan
spectrophotometer pada panjang gelombang 630 nm.

Sebagai pembanding, digunakan pereaksi DNS yang dibuat dengan cara
melarutkan 1 gram DNS dalam bentuk serbuk, 20 ml NaOH 2M, 30 gram
Ka-Na tartrate hingga volume 100 ml. Larutan sampel diambil sebanyak 1
ml dan ditempatkan dalam tabung reaksi lalu ditambahkan larutan pereaksi
DNS sebanyak 2 ml. Larutan standar yang telah dibuat diambil sebanyak
0.0; 0.5; 1.0; 1.5; dan 2.0 ml lalu ditempatkan dalam 1 ml akuades.
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Masing-masing larutan standar dengan perbandingan larutan glukosa
murni yang berbeda tersebut ditambahkan 1 ml pereaksi DNS dan
dipanaskan pada penangas air selama 5 menit pada suhu 100°C. Setelah
larutan dingin, larutan sampel dan larutan standar glukosa dibaca
absorbansinya menggunakan spectrophotometer pada panjang gelombang
540 nm. Hasil pengukuran absorbansi dengan penambahan pereaksi

Anthrone maupun DNS dibuat kurva standar.

Nigudkar (2014) menyatakan kadar pati resisten dihitung menggunakan

rumus berikut:

Kadar pati resisten:
kadar absorbansi x volume total reaksi x FP x 100% x 0.9

bobot sampel (mQ)

Analisis Kadar Amilosa dan Amilopektin
Sebelum melakukan analisis kadar amilosa dan amilopektin disiapkan

terlebih dahulu larutan etanol 95% dan NaOH 1 N. Larutan NaOH 1 N
disiapkan dengan cara menimbang sebanyak 40 g Kristal NaOH. NaOH
yang telah ditimbang dimasukkan kedalam gelas piala ukuran 200 ml dan
dilarutkan dengan akuades. Larutan yang telah mencapai suhu ruang
dipindahkan ke labu takar ukuran 1000 ml dan ditambahkan akuades

hingga tanda tera.

Analisis kadar amilosa dan amilopektin dilakukan dengan metode yang
mengacu pada (Bimo & Yunirma, 2017). Sebanyak 0.1 gram sampel pati
resisten dengan perlakuan yang berbeda ditimbang dan dimasukkan ke
dalam labu takar berukuran 100 ml, kemudian ditambahkan 1 ml etanol
95% dan 9 ml larutan NaOH 1 N. Labu takar yang telah berisi larutan
dipanaskan selama 10 menit pada suhu 95°C. Setelah larutan dingin,
ditambahkan akuades hingga tanda tera kemudian dihomogenkan. 5 ml
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larutan tersebut diambil menggunakan pipet volumetri lalu dipindahkan ke
Erlenmeyer dengan ukuran 100 ml.

Disiapkan asam asetat 1 N dan larutan iod. Asam asetat 1 N dibuat dengan
cara asam asetat murni sebanyak 57.1 ml diambil menggunakan pipet
volumetri dan ditempatkan pada gelas piala berukuran 500 ml yang telah
terisi akuades 200 ml, dilakukan pengadukan hingga homogen. Larutan
yang telah homogen dituang ke dalam labu takar berukuran 1000 ml dan
ditambah akuades hingga tanda tera. Larutan iod dibuat dengan cara
menimbang sebanyak 12.69 gram serbuk iodine dan 18 gram KI. lodine
dan Kl yang telah ditimbang dimasukkan ke dalam beaker glass 250 ml
dan ditambahkan akuades sebanyak 150 ml. Setelah serbuk larut dengan
sempurna, larutan dipindahkan ke dalam labu takar 1000 ml dan ditambah

akuades hingga tanda tera.

Asam asetat 1 N yang telah disiapkan diambil sebanyak 1 ml lalu
ditambahkan ke dalam larutan sampel yang akan dianalisis. Kemudian
tambahkan 2 ml larutan iod serta akuades hingga tanda tera. Larutan
sampel dibiarkan selama 20 menit pada suhu ruang. Larutan sampel yang
telah melalui semua proses kemudian diukur absorbansinya menggunakan

spectrophotometer UV-Vis pada panjang gelombang 625 nm.

Kadar amilosa ditentukan dengan menggunakan persamaan kurva standar
larutan amilosa. Larutan standar amilosa dibuat dengan cara menimbang
sebanyak 4.0 gram amilosa murni yang dilarutkan dengan 1 ml etanol 95%
dan 9 ml NaOH pada Erlenmeyer 100 ml. Erlenmeyer yang berisi larutan
tersebut dimasukkan ke dalam penangas air selama 10 menit pada suhu
95°C.

Larutkan didinginkan pada suhu ruang dan ditambahkan akuades hingga
tanda tera. Larutan tersebut di pipet sebanyak 1.0; 2.0; 3.0; 4.0; dan 5.0 ml
untuk dipindahkan ke dalam Erlenmeyer 100 ml lainnya. Larutan asam
asetat ditambahkan sebanyak 0.2; 0.4; 0.6; 0.8; dan 1.0 dan larutan iod
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sebanyak 2 ml. Akuades ditambahkan pada larutan hingga batas tanda tera.
Larutan dibiarkan selama 20 menit kemudian diukur absorbansinya di

spectrophotometer pada panjang gelombang 625 nm.

Bimo et al., (2018) melaporkan kadar amilosa dan amilopektin dihitung
menggunakan rumus berikut:

Kadar amilosa (%0):

Bobot sampel (mg) x volume total reaksi (ml) x FP x 100%

Kadar amilopektin (%0):
100% - kadar amilosa (%)

Uji Cerna Pati Resisten

Tahap ketiga yaitu uji kemampuan cerna pati resisten oleh Lactobacillus
sp. dan E.coli. Uji cerna pati resisten oleh Lactobacillus sp. mengacu pada
metode (Sumardi et al., 2021) dilakukan dengan cara menyiapkan media
MRSA yang ditambah pati resisten sebanyak 2% sebagai substrat. Isolat
Lactobacillus sp. diinokulasi dengan metode titik. Sedangkan uji cerna pati
resisten oleh E.coli dilakukan dengan cara menyiapkan media Nutrient
Agar (NA) secukupnya lalu ditambahkan pati resisten sebanyak 2%. Isolat
E. coli diinokulasi tepat ditengah media yang telah tersedia.

Cawan Petri yang berisi media dan isolat diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Media MRSA yang terdapat isolat Lactobacillus sp. dan
NA yang terdapat isolat E. coli disiram dengan larutan iodine 2%,
kemudian dicuci dengan larutan NaCl. Setelah semua proses selesali,
dilakukan perbandingan luas zona jernih yang terbentuk dari pati resisten
kontrol, hasil fermentasi 24, 48, dan 72 jam. Kemampuan cerna dari pati
resisten ditandai dengan adanya zona jernih di sekitar koloni. Zona bening

dapat dilihat pada gambar 5.



Gambar 5. Zona Bening

(Nustrasi)

Rosa et al., (2020) menyatakan zona bening yang terlihat dihitung
menggunakan rumus berikut ini:

Diameter zona bening: (D1-D4) + (D2-D4) + (D3-D4)
D4

Keterangan: D1= Diameter zona hambat horizontal

D2= Diameter zona hambat vertikal

D3= Diameter zona hambar sisi miring

D3= Diameter koloni

24
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan didapatkan kesimpulan

1. Terjadi peningkatan kadar pati resisten dengan kadar tertinggi terdapat
pada perlakuan fermentasi 72 jam yang dilanjutkan pemanasan
bertekanan-pendinginan.

2. Pati resisten dari semua perlakuan pada penelitian ini tidak dapat dicerna
oleh bakteri Lactobacillus s.p.

3. Pati resisten dari semua perlakuan pada penelitian ini dapat dicerna oleh
bakteri E. coli.

5.2 Saran
Saran untuk penelitian selanjutnya perlu diadakan evaluasi sifat prebiotik pati
resisten biji alpukat dengan perlakuan fermentasi yang dilanjutkan pemanasan
bertekanan pendinginan. Selain itu, perlu dilakukan penelitian lanjutan uji
dampak pati resisten dengan metode ini pada mencit.
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