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Kapang toksigenik Aspergillus ochraceus penghasil mikotoksin dapat menimbulkan masalah kesehatain’bila mengkontaminasi bahan
pangan seperti jagung dan kedelai. Pertumbuhan kapang A. ochraceus dipengaruhiroleh perubahan iklim, seperti perubahan suhu
dan kelembaban. Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi pengaruh perubahan suhig dan Kelembaban terhadap pertumbuhan A.
ochraceus dan jumlah okratoksin A yang diproduksinya. Aspergillus ochraceius BIO 220.didiinokulasikan pada media Potato Dextrose
Agar (PDA), jagung dan kedelai, kemudian diinkubasi selama 20 hari pada.tiga kondisi subw (20, 30, 40°C) dan tiga tingkat kelembaban
(70, 80 dan 90%). Pertumbuhan miselium dan spora diamati setiap, duarhani dan korisentrasi okratoksin A yang terbentuk dianalisis
dengan RP-HPLC yang dilengkapi dengan fluorescence detector. setelah 40, hari. Pertumbuhan kapang toksigenik 4. ochraceus BIO
220 pada media laboratorium PDA, jagung dan kedelai optimadl pada-suhu 369C dan kelembaban 90%. Pembentukan okratoksin A
optimum pada jagung dan kedelai yang dikontaminasi dengan 4. echracenus-B1O 220 pada suhu 20 °C dan RH 80% masing-masing
sebanyak 93 dan 45 ppb. Kapang 4. ochraceus BIO 220 tidak dapat tumbuh'pada jagung dan kedelai bila kondisinya ekstrim yaitu pada
suhu 40°C dengan kelembaban 70, 80 dan 90 %.

Kata kunci : Aspergillus ochraceus, kelembaban, okratoksin, Sahu

ABSTRACT. Sinta Simatupang, Winiati P-Rahayu; " Hanifah N Lioe, Dian Herawati, Wisnu Broto, Santi Ambarwati. 2013.
Growth Pattern of Aspergillus‘ochraceus and Ochratoxin A Production on Maize and Soybens invitro. Toxigenic
fungi, Aspergillus ochraceus producing ochratoxin A can cause serious health problem if the fungi contaminated food product such as
maize and soybean. 4. ochrgceus growth is@aftected by climate change including the change of temperature and relative humidity. This
study was performed to ‘evaluate the effect of temperature and relative humidity on 4. ochraceus BIO 220 growth and its ochratoxin
A production. Aspergillus ochraceds BIO 220 was inoculated in Potatoes Dextrose Agar (PDA) media, maize and soybean, then
incubated at 3 different temperatures (20, 30, 40 °C) dan 3 different relative humidities (70, 80 dan 90%) for 20 days. Mycelium and
spores were in observed everytwo days and the level of ochratoxin A was analyzed using RP-HPLC equipped by fluorescence detector
after 40 days. Optimum _growth for 4. ochraceus BIO 220 in laboratory media, maize and soybean was at temperature 30 °C and
relative humidity 90%,while the highest ochratoxin A level was reached in maize (93 ppb) and soybean (45 ppb) at temperature of 20
°C and 80 % relative humidities. Aspergillus ochracheus BIO 220 could not grow in maize and soybean media at extreme condition
(temperature 40 °C and relative humidity 70, 80 dan 90 %).

Keywords : Aspergillus ochraceus, ochratoxin, relative humidity, temperature
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PENDAHULUAN

Aspergillus ochraceus merupakan salah satu kapang
toksigenik penghasil okratoksin A (OTA) yang dapat
tumbuh pada berbagai produk hasil pertanian, seperti
jagung, kacang-kacangan, kedelai, sorgum, kopi, kakao
123 Okratoksin A merupakan metabolit sekunder dari
A. ochraceus, yang secara kimia merupakan turunan
dari klorinat isokumarin yang berikatan melalui ikatan
amida dengan kelompok amino dari L-f fenilalanina®.
Saat ini diketahui ada 3 macam okratoksin yaitu
okratoksin A, okratoksin B dan okratoksin C°. Selain 4.
ochraceus, kapang penghasil OTA adalah 4. Alliaceus,
A. auricomus, A. carbonarius, A. glacus, A. meleus, A.
niger dan Penicillium mordicum serta P. verrucosum®.
Keberadaan kapang tersebut berpotensi mengakibatkan
terjadinya kontaminasi OTA pada produk pertanian.
Pada tahun 2009, dilaporkan bahwa 25 % biji-bijian dari
produksi global sebesar 2.200 juta ton terinfeksi oleh
kapang toksigenik’. Kapang penghasil OTA yang paling
sering dijumpai pada serealia adalah A. ochraceus, A.
carbonarius, A. niger dan P. verrucosum®®. Perubahan
suhu dan kelembaban sebagai akibat dari perubahan iklim
dapat mempengaruhi pertumbuhan kapang toksigenik
dan interaksinya dengan media pertumbuhannyas
Secara umum kapang toksigenik memiliki kisaran suhu
optimum untuk pertumbuhannya dan peningkatan sithu
dapat menyebabkan kapang toksigenik tumbuh 1ébih baik
sehingga mampu berkompetisi dengammikreba lairnya'.
Kapang toksigenik penghasil OTA’dapat,tumbuh pada
kisaran suhu 15-35 °C, Aw 0,95-0,99dalam waktu 5-30
hari®, sedangkan suhu optimuim unfuk perftumbuhan dan
produksi OTA oleh 4. ochraceus adalah 25-30 °C.

Jagung merupakan bahan ‘pangan yang penting
di dunia karena memiliki banyak manfaat baik sebagai
bahan pangan maupun sebagai pakan ternak. Beberapa
daerah di Indonesia meémanfaatkan jagung sebagai
bahan campuran berasi’Jagung dapat diolah lebih lanjut
menjadi minyak.dan tepung. Kedelai sebagai salah satu
sumber protein nabati, umumnya dikonsumsi dalam
bentuk produk olahan, seperti tahu, tempe, kecap, tauco,
susu kedelai dan berbagai bentuk makanan ringan. Hal
ini menjadikan kedelai sebagai salah satu komoditas
penting di Indonesia.

Jagung dan kedelai yang merupakan komoditas
pertanian yang dapat berfungsi sebagai substrat bagi
pertumbuhan berbagai kapang penghasil mikotoksin
seperti Aspergillus spp. dan Fusarium spp. Keberadaan
A. ochraceus pada kedelai pernah dilaporkan oleh Pacin
et al. '* bahwa sebanyak 60% sampel kedelai yang
diperoleh dari petani di Ekuador terinfeksi 4. ochraceus.
Data terjadinya kontaminasi OTA pada bahan pangan di

Indonesia khususnya untuk jagung dan kedelai masih
sangat sedikit. Keberadaan OTA pada jagung pernah
dilaporkan oleh Widiastuti et al.'® sebesar 3 ng/g,
sedangkan BB Veteriner pernah melaporkan keberadaan
OTA sebesar 68,441 ng/g pada sampel jagung dari
berbagai daerah'*. Data kontaminasi OTA pada kedelai di
Indonesia sampai saat ini belum ada. Bangladesh pernah
melaporkan keberadaan OTA pada jagung yang dijual
di pasaran berkisar 1.000 — 117.000 ng/g, sedangkan di
Mesir ditemukan kandungan OTA sebesar 14.300 ng/g
pada jagung®. Departemen Pertanian, Perikanan dan
Pangan Inggris juga pernah melaporkan keberadaan OTA
berkisar 50 — 500 ng/g pada kedelai dan tepung kedelai'®.
Batasan maksimum kandungan OTA dalam produk
pangan khusus untuk biji-bijian dan produk olahannya
adalah 5 ng/g V.

Kontaminasi OTA pada pangan tidak hanya dapat
menurunkad kualitas pangan tetapi juga dapat memberi
pengdruhi burk terhiadap kesehatan manusia dan hewan
yarngymengkonsumsi produk pangan yang terkontaminsi
QTA¢ Okratoksin A dapat menyebabkan nephrotoxic,
teratogenicy  hepatotoxic, immunosuppressive  dan
carcinogenic'®. International Agency for Research on
Carncer (IARC) menggolongkan OTA sebagai senyawa
karsinogen dan masuk dalam golongan 2B'.

Penelitian yang berkaitan dengan pengaruh suhu
dan kelembaban terhadap pertumbuhan dan produksi
OTA oleh A. ochraceus telah banyak dilakukan di
beberapa negara khususnya di negara-negara Eropa yang
memiliki iklim yang sangat berbeda dengan Indonesia,
akan tetapi hingga saat ini belum ditemukan penelitian
yang melihat pengaruh suhu dan kelembaban terhadap
pertumbuhan dan produksi OTA oleh A. ochraceus BIO
220 yang merupakan isolat lokal Indonesia. Keberadaan
A. ochraceus BIO 220 tidak menutup kemungkinan
dapat mengkontaminasi biji-bijian khususnya jagung dan
kedelai yang ada di Indonesia.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui
pengaruh  suhu dan kelembaban terhadap pola
pertumbuhan dan produksi OTA oleh 4. ochraceus BIO
220. Hasil dari penelitian ini diharapkan bermanfaat
dalam mencegah pertumbuhan dan produksi OTA yang
disebabkan oleh A. ochraceus BIO 220 pada jagung dan
kedelai selama penyimpanan.

BAHAN DAN METODE

Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan adalah kapang toksigenik
A. ochraceus BIO 220 diperoleh dari Laboratorium
Mikrobiologi SEAMEO — BIOTROP Bogor. Jagung dan
kedelai diperoleh dari Daerah Kediri Jawa Timur. Potato
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Dextrose Agar (PDA) (Oxoid), Garam (NH,CI, BaCl,,
K,SO4, (NH,)280,, KNO,, NaNO,) diperoleh dari toko
bahan kimia di Bogor, standar okratoksin A (Sigma Co.
USA), Kolom TAC Ochra TestTM WB (Vicam, USA),
asetonitril HPLC grade (Merck), Phosphate Buffer
Saline (PBS) (Vicam), asam asetat glasial (Merck) dan
aqua bidest. Alat yang digunakan adalah inkubator
dengan suhu 20, 30 dan 40 °C, mini desikator, autoclave
dan alat-alat gelas, HPLC Agilent 1100 Series (Agilent
Technologies Co., Jerman) dengan detektor fluoresen
dan kolom Zorbax C18 4.6 mm x 150 mm dengan ukuran
partikel 5 pm (Agilent Technologies Co. USA).

Metode

Penelitian dilakukan dalam 3 tahap, yang meliputi
(1) tahap pemeliharaan dan penyiapan kultur kapang,
jagung dan kedelai sebagai media pertumbuhan kapang,
serta larutan garam, (2) pengujian terhadap pertumbuhan
A. ochraceus BIO 220 pada media laboratorium, jagung
dan kedelai, dan (3) pengujian produksi OTA pada jagung
dan kedelai.

1. Tahap persiapan

Pada tahap ini dilakukan persiapan kapang'<A.
ochraceus BIO 220. Kapang tersebut disegarkan,dengan
cara diinokulasi pada media PDA agar miring dalu
diinkubasi pada suhu 28 °C selama 5 hari.\Sampeljagung
dan kedelai yang digunakan sebelumnya.‘diiradiasi
di Badan Tenaga Nuklir Nasional’(BATAN), Jakarta.
Jagung dan kedelai masing-masing dikemas sebanyak 25
g dengan menggunakan plastik polietilen (PE), iradiasi
dilakukan dengan menggunakan| sinar gamnma Cobalt-60
dengan dosis 25 kGy 20.

Pengamatan pertumbuhan, 4" ochraceus BIO 220
dan produksi OTA dilakukan®pada kondisi suhu 20,
30, 40 °C dan kelembaban*70, 80, 90 %. Jenis garam

Wisnu Broto, Santi Ambarwati

yang digunakan sesuai dengan penelitian Greenspan?',
Wexler & Hasegawa? dan Jalali ef al. . Jumlah garam
yang digunakan untuk mengatur kelembaban diperoleh
dengan cara melarutkan garam dengan berat tertentu dan
dilarutkan dalam 100 ml air. Larutan tersebut disimpan
pada inkubator dengan suhu 20, 30, dan 40 °C, setiap 24
jam kelembaban dari larutan garam jenuh diukur dengan
menggunakan higrometer. Apabila larutan garam jenuh
belum mencapai kelembaban yang diinginkan (70, 80
dan 90 %) maka dilakukan penambahan garam secara
bertahap sampai kelembaban yang diinginkan tercapai
dan stabil. Jika larutan garam tersebut telah mencapai
kelembaban yang diinginkan dan stabil pada kelembaban
yang diinginkan, maka dilakukan/(sterilisasi larutan
dengan menggunakan autoklaf pada’suhu 121°C dengan
tekanan 2 atm selama 15 menif) Wadah yang digunakan
sebagai desikator disterilkan dengan menggunakan
alkohol 70,% sebelum‘diisi larutan garam jenuh steril.
Jumlah‘garaniydan genis garam yang digunakan untuk
mengatur Kelembaban dapat dilihat pada Tabel 1.

Pengujian Pengaruh Suhu dan Kelembaban terhadap
Pértumbuhan A. ochraceus BIO 220 pada Media
Laberatorium, Jagung dan Kedelai (Modifikasi
Kokkonen et al. %)

Modifikasi yang akan dilakukan dari Kokkonen et
al. *adalah jenis media, suhu dan kelembaban yang akan
diatur selama masa inkubasi A. ochraceus. Sebanyak
satu ose kapang A. ochraceus BIO 220 diinokulasi pada
permukaan media cawan agar PDA, kemudian media
tersebut diinkubasi pada kombinasi suhu (20, 30, 40
°C) dan kelembaban (70, 80, 90%). Inkubasi dilakukan
selama 20 hari. Pengamatan pertumbuhan kapang
dilakukan dengan mengukur pertumbuhan miselium
kapang setiap 2 hari. Selain dilakukan pada media
laboratorium, pengujian tersebut juga dilakukan pada
media jagung dan kedelai. Sampel jagung dan kedelai

Tabel 1. Jenis dan jumiah garam dalam 100 ml air untuk pengaturan kelembaban
Table 1. The type and total of salt in 100 mL water for arrangement of different relative humidity condition

Suhu / Temperature Kelembaban / RH

Jenis Garam /

Jumlah Garam /

(°C) (%) Kind of salt Salt addiction (g)
20 70 Amonium klorida (NH4Cl) - Teknis 120,00
80 Barium klorida (BaCl2) - Teknis 140,00
90 Kalium sulfat (K2SO4) — PA* 100,00
30 70 Amonium sulfat (NH4)2S04 - Teknis 92,60
80 Kalium nitrat (KNO3) - Teknis 110,00
90 Kalium nitrat (KNO3) — PA * 200,00
40 70 Natrium nitrat (NaNO3) - Teknis 70,00
80 Kalium nitrat (KNO3) - Teknis 80,00
90 Kalium sulfat (K2SO4) — PA * 60,00

* PA : Pro Analysis
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masing-masing sebanyak 25 g dimasukkan ke dalam
cawan petri, kemudian diinokulasi dengan suspensi spora
kapang A. ochraceus BIO 220 (106 spora/ml) sebanyak
4 ml di beberapa titik. Sebagai kontrol dilakukan dengan
menumbuhkan pertumbuhan A. ochraceus BIO 220
pada suhu (28-30 °C) dan kelembaban (65-80%) ruang
yang berfluktuasi. Pengamatan pertumbuhan kapang
dilakukan dengan menghitung berat massa sel yang
terbentuk selama 20 hari. Setiap perlakuan dilakukan
sebanyak 2 (dua) kali ulangan.

Pengujian Pengaruh Suhu dan Kelembaban terhadap
Produksi Okratoksin A

Pengujian pengaruh suhu dan kelembaban terhadap
produksi okratoksin A dilakukan dengan cara yang sama
seperti pada pengujian pengaruh suhu dan kelembaban
terhadap petumbuhan kapang A. ochraceus BIO 220
dalam media jagung dan kedelai, hanya saja waktu
inkubasi dilakukan selama 40 hari. Pengukuran kadar
OTA secara kuantitatif dilakukan dengan menggunakan
HPLC.

Prosedur analisis OTA sesuai dengan manual
VICAM? yang terdiri dari 3 tahap, yaitu (1) pembuatan
larutan standar, (2) ekstraksi dan clean up, dan (3) analisis
dengan HPLC. Larutan standar OTA (200 ng/ml) dipipet
sebanyak 500 pl dan dimasukkan ke dalam vial kemudian
ditambahkan dengan larutan pengencer yang merupakan
campuran dari asetonitril : air : asam asetat{(49,5.:49,541;
v/v/v) sebanyak 500 pl, sehingga konsentrasinya menjadi
100 ng/ml. Serial larutan standar dibuat dari larutan stok
primer (100 ng/ml) dengan cara“pengericeran, ’sehingga
diperoleh konsentrasi larutdn standar sebagai berikut :
1,2,5,7.5, 25, dan 50 ng/ml dengan fase gerak HPLC
di atas. Setiap larutan‘standar disuntikkan sebanyak 20
ul ke HPLC dan didapatkan s€jumlah area peak. Kurva
standar dibuat dengan memplot luas area peak terhadap
konsentrasi OTA (ng/ml):

Ekstraksi dilakukan dengan cara menimbang
sebanyak 25 g sampel dan dimasukkan ke dalam blender,
kemudian ditambahkan dengan NaCl sebanyak 5 g dan
ditambahkan larutan ekstraksi sebanyak 50 ml (80%
metanol dan 20% air). Campuran tersebut diblender
selama 1 menit dan disaring dengan kertas saring
Whatman No.4. Hasil ekstraksi dipipet sebanyak 5 ml
dan dimasukkan dalam erlemeyer 250 ml, kemudian
ditambahkan 20 ml PBS dan dihomogenkan selama 1
menit lalu disaring dengan menggunakan microfibre
filter. Larutan tersebut dipipet sebanyak 5 ml dan
dilewatkan pada kolom IAC, kemudian 10 ml PBS
dilewatkan pada kolom IAC dan diikuti dengan 10 ml
air, eluen dari larutan PBS dan air dibuang. Vial dengan
ukuran 1.5 ml diletakkan pada bagian bawah kolom IAC,

kemudian dilewatkan pada kolom IAC 1,5 ml metanol
dan 1,5 ml air, lalu larutan sampel dalam metanol dan air
dalam vial tersebut divortex dan diinjek ke HPLC dengan
volume injeksi 20 pl.

Analisis dengan HPLC dilakukan dengan
menggunakan fase diam yang merupakan kolom C-18
reversed-phase (4,6 mm x 150 mm, 5 ul), dan fase gerak
yang digunakan merupakan campuran asetonitril : air :
asam asetat (49,5 : 49,5 : 1, v/v/v) yang dialirkan secara
isokratik dengan kecepatan 0,8 ml/menit, sedangkan
detektor fluoresens diatur pada panjang gelombang emisi
dan eksitasi masing-masing 477 dan 333 nm.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh Swhu dan (Kelembaban terhadap
Pertumbuhan’ A. ochraceus BIO 220 pada Media
PDA

PRertumbuhlankapang 4. ochraceus BIO 220 pada
media  PDA cénderung lambat, pertumbuhan koloni
tampak) terlihat pada hari ke 2 - 3 setelah inokulasi
yang diawali dengan terbentuknya koloni kapang
yang berwarna putih dan berukuran + 15 mm (Gambar
1A):"Pada hari ke 5 - 6 setelah inokulasi mulai tampak
miselium yang berwarna putih kecoklatan, sedangkan
setelah lebih dari 9 hari masa inkubasi koloni kapang
A. ochraceus BIO 220 akan berubah warna menjadi
kecoklatan (Gambar 1B). Pengamatan terhadap warna
koloni kapang A. ochraceus BIO 220 tersebut sesuai
dengan deskripsi Perrone dan Reddy yang melaporkan
bahwa koloni kapang 4. ochraceus berwarna kuning
kecoklatan%?7.

Pola pertumbuhan A. ochraceus BIO 220 pada
media PDA dengan kombinasi suhu 20, 30°C dan
kelembaban 70, 80, 90 % dapat dilihat pada Gambar 2.
Pertumbuhan 4. ochraceus BIO 220 pada berbagai suhu

Gambar 1. Pertumbuhan kapang A. ochraceus BIO 220
pada media PDA (A) 2-3 hari inkubasi, (B)
lebih dari 9 hari inkubasi

Figure 1. Growth of A. ochraceus BIO 220 in PDA (4)
2 -3 days incubation, (B) more than 9 day
incubation
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Diameter koloni {mm}
Colony diameter (mm)

2 4 6 8 10

Waktu Pertumbuhan (hari)
Time (days)

12 14 16 138 20

Keterangan/ Remarks :

Suhu 20°C, kelembaban 70%/ Temperature 20°C, relative humidity 70%
Suhu 20°C, kelembaban 80%/ Temperature 20°C, relative humidity 80%
Suhu 20°C, kelembaban 90%/ Temperature 20°C, relative humidity 90%
Suhu 30°C, kelembaban 70%/ Temperature 30°C, relative humidity 70%
Suhu 30°C, kelembaban 80%/ Temperature 30°C, relative humidity 80%
Suhu 30°C, kelembaban 90%/ Temperature 30°C, relative humidity 90%
Kontrol/ Control

Y

Gambar 2. Pertumbuhan A. ochraceus BIO 220 di media PDA pada sutii' 20,30 °C dan kelembaban 70, 80 dan 90%
Figure 2. Growth of A. ochraceus BIO 220-inPDA.at* 20,30 °C and RH 70, 80, 90%

dan kelembaban menunjukkan bahwa pada suhu 30°C
dan kelembaban 90% kapang dapat tumbuh lebih cepat
dibanding pada kondisi suhu 20 °C dan kelembdban
70, 80 dan 90%, serta pada kondisi suhu 30-°C ,dan
kelembaban 70 dan 80 %.

Pada kondisi suhu 30 °C dan kelembaban 70;.80
dan 90% pertumbuhan miselium /mericapai maksimum
masing-masing sebesar 79, 81 dan.85 min-setélah 20 hari
inkubasi. Pertumbuhan miselitun menjadi sangat lambat
pada suhu 20 °C baik pada kelembaban. 70, 80 dan 90
%, yaitu masing-masing‘hanya mencapai 44, 46 dan 48
mm. Hasil penelitian ini sesuai detigan penelitian yang
dilakukan oleh Pardo et al.?8,“yang juga menunjukkan
bahwa pertumbuhan A. ochrdceus menjadi lebih lambat
jika ditumbuhkan padasuhu 20 °C dan kelembaban 80
dan 90 % dibanding 'dengan pertumbuhan A. ochraceus
pada suhu 30 °C*dan kelembaban 80 dan 90 %. Apabila
suhunya dinaikkan menjadi 40 °C 4. ochraceus B10 220
tidak dapat hidup pada semua tingkat kelembaban. Hal
ini sesuai dengan penelitian pertumbuhan 4. ochraceus
yang lain yang menunjukkan bahwa pertumbuhan kapang
yang ditumbuhkan pada kondisi suhu 35°C dan pada suhu
41°C kapang tidak dapat tumbuh pada berbagai medial.

Pengaruh Suhu dan Kelembaban terhadap
Pertumbuhan A. ochraceus BIO 220 pada Jagung dan
Kedelai

Pertumbuhan 4. ochraceus BIO 220 pada
jagung dan kedelai mulai tampak terlihat pada hari ke 4
- 5 inkubasi. Waktu yang dibutuhkan kapang untuk dapat

tumbuh-pada jagung dan kedelai lebih lama dibandingkan
dengan pertumbuhan kapang pada media PDA. Hal
ini disebabkan oleh adanya kulit luar dari biji-bijian
yang bersifat keras untuk ditembus miselium sehingga
kapang membutuhkan waktu yang lebih lama untuk bisa
mendapatkan nutrisi dari dalam biji jagung dan kedelai.
Hasil pengujian pengaruh suhu dan kelembaban terhadap
pertumbuhan A. ochraceus BIO 220 pada media jagung
dan kedelai dapat dilihat pada Gambar 3.

Pertumbuhan maksimal A. ochraceus BIO 220
terjadi pada kondisi suhu 30 °C dan kelembaban 90%,
dengan jumlah massa sel sebesar 1.305 mg pada jagung
dan 1.555 mg pada kedelai. Pada kondisi suhu 20 °C dan
kelembaban 70 %, pertumbuhan 4. ochraceus BIO 220
terjadi sangat lambat, hal ini ditunjukkan dengan jumlah
massa sel yang relatif sedikit yaitu sebesar 335 mg pada
jagung dan 375 mg pada kedelai. Sedangkan pada suhu
40°C dan kelembaban 70, 80, 90 % A. ochraceus BIO
220 tidak dapat tumbuh. 4. ochraceus BIO 220 pada
kondisi ruang yang tidak diatur suhu dan kelembabannya
(28 — 30 °C dan RH 65 — 80 %) mampu tumbuh baik
dengan jumlah massa sel relatif lebih banyak yaitu
3.005 mg pada jagung dan 2.990 mg pada kedelai.
Setiap mikroba khususnya kapang memiliki kisaran
suhu dan kelembaban untuk pertumbuhan dan produksi
mikotoksin. Pertumbuhan 4. ochraceus BIO 220 pada
suhu ruang cenderung lebih baik dibandingkan dengan
pertumbuhan pada kondisi suhu pengujian, diduga suhu
optimum pertumbuhan A. ochraceus BIO 220 memiliki
kisaran antara 28 — 30 °C. Tentunya hal ini perlu diteliti
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Gambar 3. Berat massa sel A. ochraceus BIO 220 yang ditumibuhkan padamedia jagung dan kedelai pada suhu 20, 30
°C dan kelembaban 70,80 dan 90%.
Figure 3. Growth of A. ochraceus BIO 220 in‘mnaize, and soy-bean at 20, 30 °C and RH 70, 80, 90%

lebih lanjut untuk melihat pengaruh suhu 28 dan29 £C
terhadap pertumbuhan 4. ochraceus BIG/220:xHasil
pengujian statistik juga menunjukkan bahiwa suhu, dan
kelembaban memberikan pengaruhinyata){p <(0:05)
pada pertumbuhan kapang A. ochraceus, BI0>220 di
jagung dan kedelai. Fluktuasi stibiu dankelerhbdban yang
terjadi pada waktu siang dan'malam hari-selama masa
pertumbuhan kapang dapat mempercépat pertumbuhan
dan berpengaruh terhadap kerusakan -biji-bijian®.

Pengaruh Suhu dan Kelembaban terhadap Produksi
Okratoksin A

Analisis OTA dilakukan dengan menggunakan
metode HPLC.“HPLC yang digunakan dilengkapi
dengan detektor flouresen, detektor ini banyak dipakai
untuk mendeteksi OTA pada berbagai jenis sampel 3%
3132 Limit deteksi pengujian OTA dari sampel jagung
dan kedelai adalah 0,04 ng/ml setara dengan 0,3 ng/g,
sedangkan limit kuantifikasi sebesar 0.39 ng/ml setara
dengan 2,3 ng/g. OTA terdeteksi di instrumen HPLC
fluoresens pada kisaran menit ke 7,0-7,9. Hasil analisis
OTA pada sampel jagung dan kedelai dapat dilihat pada
Gambar 4.

Hasil analisis menunjukkan bahwa produksi
OTA optimum terjadi pada kondisi suhu 20 °C dan
kelembaban 80 % yaitu sebesar 93 ng/g pada sampel
jagung, sedangkan produksi OTA terendah terjadi pada

sampel jagung dengan kondisi penyimpanan pada suhu
30 °C dan kelembaban 80%. Pada sampel dengan kondisi
penyimpanan suhu 40 °C dan kelembaban 70, 80 dan 90
% tidak terdeteksi adanya kandungan OTA, hal ini erat
kaitannya dengan pengujian yang dilakukan pada tahap
sebelumnya dimana hasil penelitian menunjukkan bahwa
pada suhu 40 °C dan kelembaban 70, 80 dan 90 % A.
ochraceus BIO 220 tidak dapat tumbuh. Hal ini berarti
pada kondisi tersebut jagung dan kedelai terhindar dari
keberadaan OTA, sehingga aman untuk dikonsumsi.
Menurut Hadi dan Magan®, suhu optimum produksi
OTA oleh 4. ochraceus adalah 20 °C, sedangkan menurut
Pardo et al. ® A. ochraceus dapat memproduksi OTA
pada suhu 20 - 30°C dengan kelembaban berkisar 80 —
100%. Kondisi stres yang dialami oleh kapang toksigenik
akibat suhu dan kelembaban yang tidak mendukung
pertumbuhannya  diduga  berpengaruh  terhadap
pembentukkan mikotoksin. Hal ini menunjukkan bahwa
suhu dan kelembaban optimum pertumbuhan kapang
toksigenik berbeda dengan suhu dan kelembaban optimum
untuk produksi mikotoksin. Penelitian yang dilakukan
oleh Calvo et al**, menemukan bahwa sebagian besar
metabolit sekunder diproduksi setelah kapang melewati
fase eksponensial yang ditandai dengan pembentukan
spora. Saat nutrisi pada media pertumbuhan kapang
mulai berkurang, kapang dapat mengalami stres karena
tanpa sumber karbon kapang tidak memiliki energi yang
dapat digunakan untuk pertumbuhannya, hal ini dapat
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Gambar 4. Kandungan okratoksin A pada jagung dan kedelai yang diinokulasi dengan 4. ochraceus
BIO 22 dan diinkubasi padaberbagai suhu dan kelembaban

Figure 4. Ochratoxin A in corn and soybearby 4. ochraceus BIO 220 at different temperature and

velative Humidity

memicu peningkatan produksi metabolit sektmder.aleh
kapang toksigenik *°. Selain faktor suhu ddn kelembaban
kadar air dalam sampel juga berpengarub -terhadap
produksi OTA, semakin tinggi kadar”air sampel. maka
kandungan OTA semakin meningkat’®) Dawlatana et
al. ¥, mengungkapkan bahwa jagung dengan kadar
air berkisar 10,15 - 18,70-% dapat menghasilkan OTA
hingga 103 ng/g.

Menurut Pardo et al. 37-produksi OTA oleh A.
ochraceus pada berbagai, substrat yang berbeda
dapat menunjukkan perbedaan konsentrasi OTA
yang dihasilkannya, walaupun pada kondisi suhu dan
kelembaban yang sama. Lebih lanjut menurut Khalesi
dan Khatib *, meskipun Aw dan suhu merupakan faktor
utama yang mempengaruhi produksi OTA oleh A.
ochraceus, komposisi substrat juga sangat dibutuhkan
kapang untuk dapat memproduksi OTA jadi jika
komposisi substratnya tidak sesuai dengan kebutuhan
kapang, maka bahan pangan tersebut dapat terhindar dari
kontaminasi OTA. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
substrat jagung lebih mudah mengalami kontaminasi
OTA dibandingkan dengan substrat kedelai, hal tersebut
juga sesuai dengan hasil penelitian Blesa et al'’. Menurut
Sardjono*, kandungan asam fitat pada kedelai dapat
menghambat produksi aflatoksin oleh kapang A4. flavus,
karena asam fitat dapat berikatan dengan zinc yang
merupakan elemen penting untuk produksi aflatoksin,

diduga hal tersebut juga terjadi pada 4. ochraceus BIO
220 yang diinokulasi di kedelai.

KESIMPULAN

Suhu dan kelembaban sangat berpengaruh
terhadap pertumbuhan dan produksi Okratoksin A
oleh kapang A. ochraceus BIO 220. Pertumbuhan
A. ochraceus BIO 220 tertinggi terjadi pada suhu 30
°C dan kelembaban 90%, sedangkan produksi OTA
tertinggi terjadi pada suhu 20 °C dan kelembaban 80%.
Jagung cenderung lebih mudah terkontaminasi OTA
dibandingkan kedelai. Untuk menghindari pertumbuhan
dan produksi OTA oleh A. ochraceus BIO 220, jagung
dan kedelai sebaiknya disimpan pada kondisi ruang
dengan suhu 40 °C dan kelembaban 70 — 90 %.
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