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alpukat, yang belum banyak dieksplorasi dan seringkali dibuang
sebagai limbah dalam konsumsi buah alpukat. Pati resisten
memiliki sifat dan fungsi sebagai serat pangan dan memiliki
kelebihan sebagai prebiotik. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh perlakuan fermentasi menggunakan bakteri
Streptomyces sp. AB 8 dan variasi jumlah siklus pemanasan
bertekanan-pendinginan dalam upaya meningkatkan pati resisten
biji alpukat. Tahap penelitian terdiri dari pretreatment biji alpukat
terlebih dahulu yang akan digunakan dengan kondisi biji yang
masih baik. Selanjutnya, dilakukan fermentasi oleh Streptomyces
sp. AB 8 diikuti tahap pemanasan bertekanan-pendinginan dengan
0, 1, 2 dan 3 siklus. Pati hasil modifikasi dianalisis kadar pati,
amilosa, amilopektin, serta kadar pati resisten. Uji cerna dilakukan
dengan menggunakan bakteri Lactobacillus sp. dengan melihat
zona jernih di sekitar koloni setelah 48 jam. Hasil penelitian ini
menunjukkan perlakuan fermentasi oleh Streptomyces sp. AB 8
dan pemanasan bertekanan-pendinginan mampu meningkatkan
kadar pati resisten pada biji alpukat. Perlakuan fermentasi dengan
2 siklus pemanasan bertekanan-pendinginan (S1) menghasilkan
kadar pati resisten terbaik yaitu sebesar 7.51%, dan memiliki indeks
enzimatik paling tinggi sebesar 2.48 £ 0.45.
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explored much and is often thrown away as waste in consuming
avocados. Resistant starch has properties and functions as dietary
fiber and has advantages as a prebiotic. This study aims to
determine the effect of fermentation treatment using Streptomyces
sp. AB 8 and variations in the number of pressure-cooling heating
cycles to increase avocado seed-resistant starch. The research
phase consisted of pre-treating the avocado seeds and fermentation
by Streptomyces sp. AB 8 followed by a pressure heating-cooling
stage with 0, 1, 2, and 3 cycles. Concerning modified starch, this
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study also measured levels of starch, amylose, amylopectin, and
resistant starch. Digestion test using Lactobacillus sp. by viewing
the clear zone around the colonies after 48 hours to evaluate the
digestibility of resistant starch. The results of this study indicate
that the fermentation treatment by Streptomyces sp. AB 8 and
pressure-cooling heating can increase the levels of resistant starch
in avocado seeds. Fermentation treatment with two cycles of
heating-pressure-cooling (S1) produced the best resistant starch
content of 7.51% and had the highest enzymatic index of 2.48 +
0.45.

1.PENDAHULUAN

Berdasarkan Badan Pusat Stasistik (BPS) 2021 [1], produksi buah alpukat di Indonesia
meningkat di setiap tahunnya. Produksi pada tahun 2020 mencapai 669.260 ton. Selaras dengan
produksi buah alpukat, akan menghasilkan limbah biji yang tinggi pula, sehingga diperlukan solusi
untuk memanfaatan dan meningkatkan nilai guna limbah biji alpukat. Bagian biji merupakan sumber
pati pada tumbuhan. Biji alpukat sendiri memiliki kandungan pati sebesar 23% dengan kandungan
amilosa 43.3% dan amilopektin sebesar 37.7% [2]. Data di atas menunjukkan adanya kelimpahan
bahan potensial untuk dikonversi menjadi pati resisten. Pati resisten 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 dan difermentasi oleh
bakteri probiotik [3]. Secara alamiah kandungan pati resisten pada bahan pangan tanpa perlakuan
masih rendah [4]. Pemberian perlakuan bertujuan untuk meningkatkan sifat resisten pati. Upaya
untuk memperoleh hasil yang efektif dan efisien sejauh ini ditempuh melalui fermentasi, teknik
pemanasan bertekanan pendinginan, atau kombinasi keduanya [5].

Pada penelitian terkait peningkatan kadar pati resisten tepung singkong, perlakuan fermentasi
mampu meningkatkan hasil pati resisten sebesar 3.9%, perlakuan pemanasan bertekanan-
pendinginan sebesar 4.6%. Sedangkan, kombinasi keduanya dengan fermentasi dan 2 siklus
pemanasan bertekanan-pendinginan (autoclaving-cooling) kadar pati resisten mampu meningkat 3
kali jika dibandingkan dengan perlakuan kontrol yaitu sebesar 12.5%][6]. Perlakuan fermentasi tidak
cukup meningkatkan pati resisten, sebaliknya kombinasi pemanasan bertekanan-pendinginan dan
proses fermentasi terbukti meningkatkan pati resisten. Pada perlakuan fermentasi digunakan strain
bakteri Streptomyces AB 8 yang diperoleh pada penelitian sebelumnya [7],[8], [9].

Frekuensi pemanasan bertekanan-pendinginan yang seringkali disebut siklus pemanasan
bertekanan-pendinginan [ 10]. Informasi terkait pengaruh siklus pemanasan bertekanan-pendinginan
pada produksi pati resisten biji alpukat belum banyak tersedia. Sebagian besar perlakuan fermentasi
untuk meningkatkan kandungan pati resisten berfokus pada bakteri golongan asam laktat mulai dari
pretreatment hingga uji cernanya [11]. Berdasarkan uraian tersebut di atas penelitian ini bermaksud
untuk mengetahui pengaruh perlakuan fermentasi bakteri Streptomyces sp. AB 8 dan variasi jumlah
siklus pemanasan bertekanan-pendinginan dalam upaya meningkatkan pati resisten biji alpukat.

2.METODE

2.1 Alat dan Bahan

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini berupa tabung reaksi, cawan Petri, gelas ukur,
Erlenmeyer, labu ukur, jarum ose, pisau, baskom, sendok, autoklaf (ALP KT-30LDP), oven (Hera
eus), 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 1800).

Bahan yang digunkan yaitu biji alpukat yang dikumpulkan dari pedagang jus buah di sekitar
Kampus Universitas Lampung, akuades, etanol 96 % untuk pemeriksaan standar Lab, MRS (De
Mann Rogosa Sharpe) Agar-Merck, air, NaCl Merck 6404 PA Lab, Starch soluble (Difco™),
K>HPO4 Merck, MgS04.7H,O Merck, (NH4)>SO4 Merck, CaCOs Merck, Agar (High Gel Strength
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for Microbiology- Loba Chemie), glukosa (D-(+)-Glucose monohydrate-Sigma Aldrich- >99.0%,
suitable for microbiology), KOH dan NaOH (Reagent grade-Merck), HCI (fuming 37% for analysis-
Merck), enzim o-amilase (SAGU), enzim protease (Sigma-Aldrich P5147-1G), enzim
amiloglukosidase (Massi), buffer fosfat pH 6.0 dan buffer asetat pH 4.7 (Merck), amilosa murni
(from potato-Sigma), asam asetat dan asam sulfat (PA -Merck), larutan iod (sublimated Merck), KI
(PA Merck), pereaksi DNS 98%(3.5-asam dinitrosalisilat-Sigma Aldrich), isolat Streptomyces sp.
AB 8 (submitted to GeneBank MZ520629), dan isolat Lactobacillus sp. koleksi Laboratorium
Mikrobiologi FMIPA Universitas Lampung.

2.2 Prosedur Kerja

Penelitian ini menggunkan metode eksperimental mengacu pada metode Setiarto et al., (2018)
[12] yang dimodifikasi. Penelitian ini termasuk Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan faktor
tunggal terdiri dari 3 perlakuan yaitu fermentasi oleh bakteri Streptomyces sp. AB 8 dengan 1 siklus
pemanasan bertekanan- pendinginan (S1), fermentasi oleh bakteri Streptomyces sp. AB 8 dengan 2
siklus pemanasan bertekanan- pendinginan (S2), fermentasi oleh bakteri Streptomyces sp. AB 8
dengan 3 siklus pemanasan bertekanan- pendinginan (S3), dan 1 perlakuan tanpa difermentasi dan
pemanasan bertekanan-pendinginan sebagai kontrol (S0).

2.2.1 Pretreatment Biji Alpukat

Biji alpukat yang digunakan dikumpulkan dari pedagang jus buah di Bandarlampung dan
sekitarnya. Kemudian kulit biji dikupas, lalu diiris dengan ketebalan £ 5mm dan dicuci bersih.
Selanjutnya direndam dalam larutan NaCl 1% selama sehari semalam. Setelah itu irisan biji dibilas
dengan air bersih mengalir dan ditiriskan [12].

2.2.2 Perlakuan Fermentasi dan Pemanasan Bertekanan-Pendinginan untuk Produksi Pati
Resisten Biji Alpukat

Fermentasi dilakukan menggunakan kultur Streptomyces sp. AB 8 sebanyak 1% dengan irisan
biji alpukat sebanyak 200 gram pada setiap perlakuan selama 24 jam dalam shaker incubator. Setelah
fermentasi selesai, cairan fermentasi dipisahkan. Selanjutnya irisan biji alpukat diberi perlakuan
pemanasan bertekanan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit dengan rasio
irisan:akuades = 1:2. Setelah diautoklaf, dilanjutkan dengan pendinginan di dalam kulkas. 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
irisan biji alpukat dikeringkan di oven pada suhu 60°C selama 24 jam, lalu dihaluskan dengan blender
dan diayak, hingga diperoleh pati biji alpukat dalam bentuk tepung [12].

2.2.3 Analisis Komposisi Kimia

Sampel pati biji alpukat dianalisis dengan metode spektrofotometri meliputi kadar amilosa,
kadar amilopektin [13], dan kadar pati resisten [14] .

2.2.4 Uji Cerna Pati Resisten oleh Lactobacillus sp.

Pati resisten biji alpukat sebanyak 1% dari jumlah media MRSA ditambahkan sebagai substrat
amilum, lalu dihomogenkan di atas /ot 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 °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 [15]. Selanjutnya luas zona jernih yang terlihat dihitung menggunakan
menggunakan persamaan 1 [16]:

(Dy—=D¢)+(Dp—D¢) (1)

Diameter zona bening = .

Keterangan:

Dv: Diameter vertikal
Dh: Diameter horizontal
Dc: Diameter koloni
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Pada penentuan indeks enzimatik (IE) dihitung menggunakan persamaan 2 [17].

__ (diameter zona jernih—diameter koloni)
IE diameter koloni (2)

2.3 Analisis Data

Data hasil penelitian dianalisis dengan ANOV A 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 dan dibahas secara deskrisptif.

3.HASIL PENELITIAN

3.1 Karakteristik Pati Biji Alpukat

Limbah biji alpukat yang digunakan dikumpulkan selama 5 hari dari pedagang jus buah sekitar
Bandarlampung dan diperoleh sebanyak 5.5 kg. Pati resisten biji alpukat dibuat dengan fermentasi
oleh Streptomyces sp. AB 8 dan variasi perlakuan pemanasan bertekanan-pendinginan yang
ditempuh dengan pemanasan bertekanan menggunakan autoclave serta pendinginan pada lemari es.
Hasil tepung pati resisten diperoleh sebanyak 172.56 gram. Memiliki ciri fisik berwarna cokelat
dalam bentuk halus. Proses produksi pati resisten biji alpukat dapat dilihat pada Gambar 1.

(a) (b) (©) (d)

Gambar 1. Serbuk pati resisten biji alpukat setelah pemberian perlakuan a=S0, b=S1, ¢c=S2, dan
d=S3

3.2 Kadar Amilosa dan Amilopektin

Kadar amilosa dan amilopektin merupakan 2 indikator substrat utama yang diamati yang
berpengaruh terhadap kadar pati resisten. Semakin tinggi kadar amilosa, makan semakin tinggi kadar
pati resisten. Hal ini disebabkan karena perbedaan struktur pada amilosa dan amilopektin terhadap
ketahanan enzim pencernaan. Rantai bercabang dari amilopektin memiliki sifat yang mudah sekali
didegradasi oleh enzim-enzim pencernaan, sedangkan amilosa tidak mudah didegradasi oleh enzim
pencernaan [4].

Perlakuan fermentasi dan pemanasan bertekanan pendinginan mampu meningkatkan kadar
amilosa dan menurunkan kadar amilopektin dibandingkan dengan kontrol (Gambar 2). Pada
perlakuan S1 memiliki kadar amilosa terbaik sebesar 21.73% tidak berbeda nyata terhadap perlakuan
fermentasi dengan S2 dan S3 yaitu sebesar 20.7 % dan 19.7 %. Hal ini menunjukkan adanya
peningkatan kadar amilosa sekitar 3% dari kontrol yang semula 18.08% menjadi 21.73%. Sedangkan
pada kadar amilopektin perlakuan kontrol (S0) memiliki kadar amilopektin tertinggi yaitu sebesar
81.8% tidak berbeda nyata terhadap perlakuan S3, dan berbeda nyata terhadap S1 dan S2.
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Gambar 2. Pengaruh fermentasi dan jumlah siklus pemanasan bertekanan- pendinginan terhadap
kadar amilosa dan amilopektin.

Keterangan: Huruf yang sama pada tabel menunjukkan nilai yang tidak berbeda nyata dengan taraf
nyata 95 %, (0= 5 %), setelah dilakukan uji Duncan pada SPSS 20.

Secara umum kandungan amilosa pada pati sebesar 15-30% dan kandungan amilopektin sebesar
70-85%. Amilosa digolongkan menjadi empat kelompok yaitu kadar amilosa sangat rendah dengan
kadar < 10 %, kadar amilosa rendah 10 - 20 %, dan kadar amilosa sedang 20 — 24 %, dan kadar
amilosa tinggi > 25 % [19]. Berdasarkan hal tersebut pati biji alpukat digolongkan dalam kadar
amilosa sedang.

3.3 Kadar Pati Resisten

Berdasarkan hasil kadar pati resisten pada Gambar 3 diketahui bahwa perlakuan fermentasi,
pemanasan bertekanan-pendinginan berpengaruh nyata terhadap peningkatan kadar pati resisten.
Jumlah rata-rata kadar pati resisten dengan perlakuan fermentasi pemanasanan bertekanan-
pendingian berturut-turut yaitu S1 =7.51%, S2=7,42%, dan S3=7.27%. Berdasarkan hal tersebut
perlakuan S1 memiliki kadar pati resisten terbaik yaitu sebesar 7.51% dibandingkan S2 dan S3,
sedangkan pada kontrol (S0) kadar pati resisten sebesar 6.3%. Hal ini menunjukan bahwa teknik
kombinasi fermentasi dan pemanasan bertekanan-pendinginan dengan 1 siklus mampu
meningkatkan kadar pati resisten dengan waktu yang lebih efisien untuk mempersingkat waktu
pembuatan. Peningkatan kadar pati resisten tejadi akibat adanya pemutusan ikatan cabang a-1.6
amilopektin oleh enzim amilase yang dihasilkan selama fermentasi yang dilanjutkan dengan siklus
pemanasan bertekanan-pendinginan. Hal lain yang perlu diperhatikan ialah bahwa semakin lama
pemaparan perlakuan pemanasan bertekanan- pendinginan dapat menurunkan jumlah pati secara
keseluruhan, termasuk kandungan pati resistennya [6]. Hal ini disebabkan oleh adanya pengaruh
kerusakan rantai pendek amilosa yang terpapar dengan durasi pemanasan bertekanan secara berulang
[20]. Fakta menarik lainnya ialah bahwa kenaikan kadar amilosa berhubungan erat dengan kenaikan
kadar pati resisten pada suatu bahan pangan, dampaknya dapat meningkatkan daya cerna oleh
probiotik dan menurunkan daya cerna di usus manusia sehingga berpotensi menurunkan angka
indeks glikemia [21][22]. Tidak mengherankan jika pada Gambar 2, perlakuan yang memiliki kadar
amilosa lebih tinggi dibandingkan perlakuan lainnya, cenderung mempunyai kenaikan kadar pati
resisten pada Gambar 3.

Kandungan pati resisten dalam bahan pangan digolongkan menjadi beberapa golongan yaitu
kadar pati resisten < 1% sangat rendah, 1-2.5% pati resisten sedang, 5-15% pati resisten tinggi , dan
>15% pati resisten sangat tinggi. Berdasarkan hal tersebut kandungan pati resisten biji alpukat
tergolong dalam pati resisten yang tinggi [6].
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Gambar 3. Pengaruh fermentasi dan jumlah siklus pemanasan bertekanan pendinginan terhadap
kadar pati resisten, Keterangan: Huruf yang sama pada tabel menunjukkan nilai yang tidak berbeda
nyata dengan taraf nyata 95 %, (0= 5 %), setelah dilakukan uji Duncan pada SPSS 20.

Proses pembentukan pati resisten terdiri dari 2 tahap yaitu gelatinasi dan retrogradasi. Pada
proses gelatinisasi terjadi melalui tiga fase, yang pertama air secara perlahan dan berulang masuk ke
dalam granula pati. Kondisi ini menyebabkan granula mengembang dengan cepat, sehingga
kehilangan sifat birefringence. Fenomena ini menyebabkan gangguan kristanilitas amilosa dan
struktur heliksnya. Kedua, jika suhu terus naik, molekul amilosa akan terdifusi keluar dari granula.
Lalu, granula akan pecah dan terbentuk gel koloidal. Ketiga, pati tergelatinisasi akan mengkristal
kembali saat dalam suhu rendah, peristiwa ini disebut retrogradasi [24] .

Pada proses retrogradasi rantai polimer yang sebelumnya terpisah akan mengalami pembentukan
kembali ke struktur awalnya secara perlahan membentuk struktur kompak dan kuat yang distabilkan
oleh ikatan hidrogen. Selama proses fermentasi dan siklus pemanasan bertekanan-pendinginan,
amilosa dan amilopektin mengalami hidrolisis atau pemecahan yang menghasilkan amilosa dengan
rantai pendek. Amilosa rantai pendek yang terbentuk pada akhirnya memiliki bentuk kristal dengan
ikatan yang lebih kuat. Ikatan tersebut tidak bisa dihidrolisis oleh enzim pencernaan yang
menyebabkan pati termodifikasi tidak dapat dicerna dalam saluran pencernaan sehingga dapat
disebut sebagai pati resisten [25].

3.4 Uji Cerna Pati Resisten Biji Alpukat Oleh Lactobacillus sp.

Hasil pengukuran indeks enzimatik yang disajikan pada Tabel 1 dan Gambar 4 menunjukkan
bahwa perlakuan S1 memiliki nilai indeks enzimatik lebih tinggi dibandingkan dengan perlakuan
lainnya yaitu sebesar 2.48 + 0.45 berbeda nyata terhadap SO dan S3. Semakin tinggi Indeks enzimatik
dalam sampel, semakin resisten pati biji alpukat tersebut. Hal ini sesuai dengan kandungan kadar pati
resisten pada perlakuan S1 dengan kadar pati resisten yang paling tinggi. Berdasarkan hal tersebut
bakteri Lactobacillus sp. mampu memanfaatkan pati resisten biji alpukat sebagai substrat. Berikut
ini tabel uji cerna pati reisten biji alpukat oleh Lactobacillus sp. Untuk mengetahui uji cerna pati
resisten biji alpukat digunkan bakteri Lactobacillus sp. sebagai salah satu bakteri probiotik yang
terdapat dalam usus [26]. Pati resisten yang bersifat sulit dicerna oleh enzim pencernaan dalam usus
halus dan dimanfaatkan oleh bakteri probiotik sebagai substrat sehingga dapat lolos dalam usus besar
[27]. Pati resisten biji alpukat digunakan sebagai substrat pada uji cerna, dengan indikasi
terbentuknya zona jernih di sekitar koloni. Lactobacillus sp. akan memproduksi enzim amilase dari
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dalam sel dan kemudian dikeluarkan ke substrat di sekitarnya [28]. Enzim amilase akan
menghidrolisis amilosa, molekul amilum, menjadi senyawa sederhana seperti maltosa, glukosa,
dekstrin sehingga terbentuk zona jernih di sekitar koloni setelah ditetesi larutan lugol iodin [29].
Hasil hidrolisis akan diserap kembali oleh sel bakteri untuk tumbuh, berkembang biak, sumber energi,
dan cadangan makanan. Sedangkan daerah di sekitar zona jernih menunjukkan berwarna biru
keunguan karena larutan /ugo!’s iodine akan bereaksi dengan pati yang tidak dapat dihidrolisis [7].

TABEL I. Indeks enzimatik uji cerna oleh Lactobacillus sp.

Perlakuan Indeks Enzimatik
SO 0.36 + 0.62°
S1 2.48 +£0.45°
S2 1.65+0.37°
S3 0.49 +0.58°

Keterangan: Huruf yang sama pada tabel menunjukkan nilai yang tidak berbeda nyata dengan taraf
nyata 95 %, (0= 5 %), setelah dilakukan uji Duncan pada SPSS 20. Berbeda nyata (b), tidak berbeda
nyata (a).

Zona bening

(b) - Koloni bakteri

(©) (d)
Gambar 4. Uji cerna pati resisten biji alpukat dengan perlakuan a=S0, b=S1, c=S2, d=S3

Pati resisten memiliki sifat fungsional untuk kesehatan bagi yang mengkonsumsinya. Manfaat
pati resisten yaitu memiliki efek prebiotik karena bersifat tahan terhadap proses pencernaan di usus
halus yang kemudian dimanfaatkan oleh mikroba probitik. Selain itu, pati resisten juga mampu
menurunkan penyerapan gula darah. Hal ini karena enzim pencernaan baik protease, amilase, dan
amiloglukosidase tidak mampu mencerna pati resisten yang dihasilkan, sehingga kalori yang
dihasilkan lebih rendah dibandingkan dengan pati biasa saat dicerna [31][32]. Pada penderita
diabetes pati resisten dapat dijadikan sebagai asupan diet alami [33] [4]. Pasien diabetes yang
mengkonsumsi pati resisten dilaporkan mampu meningkatkan populasi bakteri baik di usus dan
mengendalikan metabolit yang tidak diperlukan bagi tubuh. Konsumsi pati resisten mampu
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mengendalikan metabolisme gula tubuh sehingga menjamin kesehatan ibu hamil penderita diabetes
dan bayi yang dikandungnya [34].

4. KESIMPULAN

Perlakuan kombinasi fermentasi menggunakan bakteri Streptomyces sp. AB 8 dengan pemanasan
bertekanan- pendinginan menunjukan adanya peningkatan terhadap kadar pati, kadar amilosa, dan
kadar pati resisten dibandingan dengan kontrol (tanpa perlakuan) pada produksi pati resisten
berbahan dasar biji alpukat. Kadar amilosa dan kadar pati resisten tertinggi diperoleh pada perlakuan
S1 dengan kadar amilosa sebesar 21.73% dan kadar pati resisten sebesar 7.51%, serta indeks
enzimatik 2.48 + 0.45. Uji cerna menggunakan bakteri Lactobacillus sp., menunjukkan bahwa
modifikasi pati resisten dari biji alpukat dapat dicerna oleh bakteri probiotik usus.
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