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RINGKASAN

KHOIRUL ANAM. Skripsi tentang Karakteristik Morfologi Kapang yang Diisolasi
dari Pindang Ikan Tongkol (Euthynnus sp.)(di bawah bimbingan FENI
IRANAWATI dan MULIAWATI HANDAYANI).

Ikan pindang tongkol merupakan salah satu pengolah ikan yang bertujuan
agar kandungan gizi dan cita rasa pada ikan tongkol dapat bertahan lebih lama.
Pemindangan ikan tongkol hanya mampu bertahan selama 2 hari. Apabila
melebihi masa tersebut maka ikan tongkol akan berpotensi ditumbuhi kapang
yang merugikan bagi kesehatan konsumen. Penting dilakukan karakterisasi
morfologi kapang yang tumbuh pada ikan pindang tongkol agar kapang yang
tumbuh dapat dimanfaatkan salah satunya sebagai penghasil enzim selulase dan
protease. Kegiatan skripsi dilakukan pengambilan sampel ikan pindang tongkol
dari Pasar Besar kota Malang sebagai sampel uji. Penelitian ini menggunakan
metode uji proksimat sampel, penanaman pada media berbeda (air laut, air
tawar, aquades dan NACI 3%) dan screening. Tujuan dari penelitian ini adalah
mengidentifikasi kapang yang tumbuh pada tongkol dan mengetahui diameter
koloni kapang yang tumbuh pada media pertumbuhan yang berbeda. Hasil
isolasi didapatkan kapang yang muncul adalah dari genus Mucor sp. Kapang
Mucor sp., merupakan kapang yang fakultatif karena dapat tumbuh pada
keempat media berbeda yaitu air laut, air tawar, aquades dan NACI 3%. Hasil
perhitungan diameter koloni pada kapang Mucor sp., dengan media Skim Milk
Agar adalah aquades : 56,3%£1,52 mm, air tawar : 54,8+5,87 mm, air laut :
20,851£9,12 mm dan NACI 3 % : 49,05+1,08 mm sedangkan pada media CMC
adalah aquades : 43,35+2,69 mm, air tawar : 38,93+0,93 mm, air laut :
42,67+2,37 mm dan NACI 3% : 48,72+0,93 mm. Diameter koloni terbesar
pertumbuhan kapang Mucor sp., pada media Skim Milk Agar adalah aquades
dengan rata-rata besar koloni 56,3 mm sedangkan pada media CMC adalah
NACI 3% dengan rata-rata besar koloni 48,72 mm. Diketahui juga bahwa kapang
Mucor sp., tidak dapat menghasilkan nisbah zona bening pada kedua media
yaitu media CMC (untuk mengetahui zona bening enzim selulase) dan media
Skim Milk Agar (untuk mengetahui zona bening enzim protease) karena kapang
jenis ini hanya mampu menghasilkan enzim rennin yang biasanya dimanfaatkan
dalam industri pembuatan keju.

Keyword : Tongkol, Karakterisasi kapang, Mucor sp.
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1. Pendahuluan

1.1 Latar Belakang

Ikan merupakan sumber keuntungan ekonomi dan pangan. Manfaat ikan
bagi kesehatan diantaranya mengandung asam lemak tak jenuh (omega-3),
vitamin serta mineral (Wally et al., 2015). Salah satu jenis ikan yang mempunyai
manfaat tersebut adalah ikan tongkol (Euthynnus sp.). Beberapa pengolahan
dilakukan agar kandungan gizi dan cita rasa pada ikan tongkol dapat bertahan
lebih lama diantaranya pemindangan. Proses pemindangan pada ikan tongkol
hanya mampu bertahan selama 2 hari (Pandit, 2010). Apabila lebih dari masa
tersebut maka ikan pindang tongkol akan mengalami pembusukan.

lkan pindang tongkol yang membusuk dapat ditumbuhi oleh
mikroorganisme, salah satunya kapang. Kapang pada ikan yang membusuk
tersebut dapat menghasilkan berbagai jenis toksin yang disebut mikotoksin.
Mikotoksin yang terdapat pada kapang diantaranya aflatoksin, zearalenon,
trichotenes, oktratoksin dan patulin (Prabawati, 2006). Hal tersebut akan
berbahaya bagi kesehatan manusia sehingga tidak dapat dimanfaatkan lagi
untuk konsumsi (Handajani dan Ratna, 2006), biasanya ikan berkapang akan
dibuang tanpa ada pemanfaatan lebih lanjut sehingga sangat merugikan
terutama bagi pedagang. Oleh karena itu perlu dilakukan penelitian mengenai
karakterisasi morfologi kapang yang tumbuh pada ikan pindang tongkol.
Karakterisasi tersebut merupakan tahapan awal untuk mengetahui jenis kapang
sehingga dapat dilakukan penelitian lanjutan mengenai pemanfaatan kapang
yang tumbuh.

Beberapa penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa kapang dapat

dimanfaatkan salah satunya sebagai organisme penghasil enzim selulase yang



sering digunakan pada industri tekstil, detergen dan makanan (Kvesitadze et al.,
1999) juga sebagai penghasil enzim protease yang sering digunakan di industri
susu dan obat-obatan (Agustina dan Zusfahair, 2006). Proses screening
dilakukan untuk mengetahui kapang pada ikan pindang tongkol dapat

menghasilkan kedua enzim tersebut atau tidak.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah penelitian ini adalah ikan pindang tongkol yang telah
membusuk dan ditumbuhi kapang belum ada pemanfaatannya. Oleh karena itu
perlu dilakukan karakterisasi morfologi kapang yang tumbuh pada pindang ikan

tongkol sehingga kapang dapat dimanfaatkan lebih lanjut.

1.3 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini adalah
1. Mengidentifikasi kapang yang tumbuh pada ikan tongkol.
2. Mengetahui diameter koloni fungi yang tumbuh pada media pertumbuhan

berbeda.

1.4 Kegunaan

Kegunaan dari penelitian ini adalah memberikan informasi terkait
karakteristik morfologi jenis kapang yang tumbuh pada ikan tongkol (Euthynnus

sp.), sehingga nantinya kapang tersebut dapat dimanfaatkan.

1.5 Tempat dan Waktu Pelaksanaan

Penelitan mengenai pembuatan media dan screening kapang

dilaksanakan di laboratorium Illmu Kelautan Fakultas Perikanan dan limu



Kelautan dan laboratorium Mikrobiologi LSIH Universitas Brawijaya, sedangkan
pengujian proksimat dilaksanakan di laboratorium Pengujian Mutu dan
Keamanan Pangan Fakultas Teknologi Pertanian Universitas Brawijaya. Sampel
ikan pindang tongkol didapatkan dari Pasar Besar kota Malang sebagai sampel
uji dan ikan pindang tongkol dari Pasar Gadang sebagai penelitian tambahan.

Waktu penelitian dilaksanakan dari tanggal 2 April hingga 17 Mei 2016.



2. Tinjauan Pustaka

2.1 lkan Pindang Tongkol (Euthynnus sp.)

Ilkan tongkol adalah ikan yang berpotensi cukup tinggi serta memiliki nilai
ekonomis dan banyak disukai masyarakat (Sanger, 2010). Ikan tongkol salah
satu jenis ikan yang berasal dari laut. Mereka dikenali dari dasar sempit pada
ekornya dan sebaris sirip kecil dekat punggungnya. Ciri-ciri morfologi dari ikan
tongkol ini adalah badan memanjang kaku bulat seperti cerutu, memiliki dua sirip
punggung, sirip punggung pertama berjari-jari keras 10, yang kedua berjari-jari
11 diikuti 6-9 jari sirip tambahan. Sirip dubur berjari-jari 11 diikuti 6-9 jari
tambahan. Sirip dubur berjari lemah 14 diikuti 6-8 jari sirip tambahan (Saraswati,
2011). Gambar 1 merupakan gambar ikan tongkol (Euthynnus sp.). Klasifikasi

ikan tongkol Menurut Saanin (1968) adalah sebagai berikut :

Filum : Chordata
Subfilum : Vertebrata
Kelas : Teleostei
Subkelas : Actinopterygi
Ordo : Perciformes
Subordo : Scombroidea
Famili : Scomberidae
Genus . Euthynnus sp.



Gambar 1. Ikan tongkol (Euthynnus sp.) Sumber : Kementerian Perikanan dan
Kelautan Provinsi Jawa Timur, 2010

Ikan tongkol (Euthynnus sp.) termasuk salah satu jenis komoditi bahan
pangan yang mengandung protein yang tinggi. Kandungan zat gizi yang ada di
ikan tongkol adalah air 63,9%-65,6%, protein 23,1%-23,6%, lemak 9,3%- 11,6%,
dan abu 1,3%-1,4% (llza, 2006). Kadar air yang tinggi inilah yang menyebabkan
kerusakan atau penurunan mutu ikan lebih cepat. Penurunan mutu ini yang
menyebabkan dilakukannya berbagai pengolahan terhadap ikan tongkol. Salah
satu pengolahan ikan tongkol adalah pemindangan (Budiman, 2004).

Ikan tongkol (Euthynnus sp.) merupakan jenis ikan Scombridae (ikan
pelagis) yang mempunyai potensi untuk dieksploitasi (Erdmann, 2004). Namun
demikian ikan ini belum dimanfaatkan dengan baik. Ikan tongkol terdapat di
seluruh perairan hangat Indo Pasifik Barat termasuk laut kepulauan dan laut
nusantara. Pada tahun 2010 jumlah produksi ikan tongkol di Provinsi Jawa Timur
mencapai 21.445,8 ton (Kementerian Perikanan dan Kelautan Provinsi Jawa

Timur, 2010).

2.2 Kapang

Kapang merupakan salah satu dari jenis fungi. Fungi sendiri merupakan
organisme yang berkembang biak dengan spora, organisme ini tidak berklorofil,
tidak dapat memanfaatkan cahaya matahari untuk mensintesis karbohidrat
dengan cara fotosintesis sehingga organisme ini tergantung terhadap organisme

lain. Menurut Arroyo et al. (2008), kapang dapat menjalin tiga hubungan dengan



organisme lain yaitu sebagai parasit/patogen contohnya fungi seperti saprolegnia
sp. dapat tumbuh pada organisme lain yang masih hidup seperti pada ikan.
Kapang patogen kemudian mengambil nutrisi pada ikan tersebut sehingga
menyebabkan penyakit yang mematikan. Kedua kapang sebagai saprofit tidak
ada organik material yang bisa menghancurkan organisme yang telah mati
sehingga kapang dapat tumbuh untuk mengambil nutrisi yang masih ada pada
organisme yang telah mati tersebut. Ketiga berhubungan secara mutualisme/
menguntungkan contohnya pada kapang jenis trichoderma sp., dan fusarium sp.,

dapat menghambat jamur patogen pada tanaman (Manurung et al., 2014).

2.2.1 Persebaran dan Reproduksi kapang

Penyebaran kapang sebagai organisme mikroskopik sangat beragam. Spora
yang dihasilkan dapat tumbuh diberbagai tempat baik di perairan, daratan, udara
bahkan di suhu 0° C beberapa kapang dapat tumbuh dengan baik (Gandjar et
al., 1999). Beberapa parameter lingkungan yang optimum untuk pertumbuhan
kapang diantaranya pH 3,8-5,6, suhu 22-30°C, serta kadar oksigen aerobik untuk
kapang dan fakultatif untuk khamir (Pelczar dan Chan, 2008). Reproduksi kapang
menurut Sastrahidayat (2011), terdapat dua cara yaitu secara kawin dan tidak
kawin. Reproduksi secara tidak kawin dibagi menjadi 3 yaitu fragmentasi (dari
tubuh menjadi individu baru), pembelahan, penguncupan (tiap kuncup menjadi
individu baru, dan pembentukan spora). Reproduksi secara kawin pada fungi
dibagi menjadi 5 yaitu :

a) Kopulasi planogamet yaitu hubungan yang terjadi antara gamet-gamet

yang bergerak.

b) Kontak gametangium yaitu pemindahan gamet dari planogamet secara

langsung menuju gametangium yang satu ke gametangium yang lain.



c) Kopulasi gametangium yaitu bersatunya seluruh isi yang terdapat di
gametangium yang saling berhubungan.

d) Spermatisasi yaitu spora yang terbawa baik secara langsung maupun
tidak langsung menuju gametangium.

e) Somatogami yaitu menjadikan sel somatogami sebagai alat reproduksi.

2.2.2 Morfologi dan Klasifikasi kapang

Terdapat 1,5 Juta jenis fungi termasuk jenis dari kapang yang ada di
dunia namun hanya sekitar 80.000 sampai 120.000 yang telah dideskripsikan
(Hawksworth, 2001). Komposisi dari dinding sel kapang sangat beragam dan
didominasi oleh struktur kimia yang berbeda. Kandungan kimia yang terdapat
pada dinding sel kapang diantaranya karbohidrat seperti kitin (Bessey, 1950).
Kebanyakan kapang diatur oleh filamen atau benang-benang. Benang inilah
yang disebut hifa, namun jika terdiri dari banyak hifa maka disebut miselium.
Satu hifa dengan lainnya dipisahkan oleh septa. Kapang mempunyai satu atau
lebih nuclei yang terdapat di dalam septa dan bisa untuk proses mitokondria,
ribosom, badan goli, vakuola dan lain sebagainya (Cochrane, 1958).

Klasifikasi Fungi secara umum berdasarkan filumnya menurut Guarro et
al. (1999) dibagi menjadi 4 yaitu Zygomycota, Basidiomycota, Ascomycota dan
Deuteromycetes. Filum yang ditempati jenis kapang dari keempat filum tersebut
hanya 3 filum yaitu Zygomycota, Ascomycota dan Deuteromycetes sedangkan
filum Basidiomycota didominasi dari jenis mushroom atau jamur merang.

Pembagian filum fungi dapat dilihat pada Gambar 2 di bawah ini.



KINGDOM

FUNGI

PHYLUM

BASIDIOMYCOTA, ASCOMYCOTA

DEUTEROMYCETES |
(MITOSPORIC FUNGI) |

Gambar 2.

Klasifikasi fungi berdasarkan filum. a) coenocytic hypha; b)
Zygospore; c) sporangiophore; d) sporangiospores.
Basidiomycota: e) basidiomata; f) basidium; g) basidiospores; h)
hypha with clamp connections. Ascomycota: i) ascomata; j)
ascus; k) ascospores; |, septate hypha. Deuteromycetes: m)
pycnidium; n) conidiophore; 0) conidiogenous cells; p) conidia.
Oomycota. Sumber : Guarro et al. (1999).

Penjelasan mengenai filum dan jenis kapang yang menempatinya menurut

Hastuti (2014) dapat diperinci sebagai berikut :

a) Zygomycetes : kelompok fungi dari kelas ini ada yang saprofit dan ada

pula yang parasit. Perkembangbiakan secara vegetatif dengan spora

sedangkan perkembangan generatifnya dengan konjungsi antara dua hifa

yang membentuk zygospora. Kelompok dari fungi kelas ini adalah Mucor

sp., dan Rhizopus sp.

b)

Ascomycetes : fungi dari kelas ini kebanyakan adalah fungi yang saprofit

meskipun ada juga yang bersifat parasit bahkan menguntungkan bagi

manusia sebagai antibiotik. Perkembangbiakan fungi kelas ini secara

vegetatifnya dengan membelah diri,

membentuk tunas fragmentasi,



klamidospora atau dengan konidia. Perkembangbiakan generatif fungi
kelas ini dengan cara askospora yang dibentuk dalam askus. Fungi yang
masuk dalam kelompok ini diantaranya Penicillium sp., dan Aspergillus
sp.

c) Deuteromycetes : fungi yang masuk ke dalam kelas ini mempunyai
perkembangbiakan secara vegetatif yang telah diketahui hamun untuk
perkembangbiakan secara generatifnya belum diketahui. Kelompok fungi
ini mempunyai hifa yang bersekat namun ada juga sebagian yang
berbentuk sel tunggal. Kelompok fungi ini contohnya Fusarium sp.,
kebanyakan dari fungi ini merupakan patogen baik bagi tumbuhan, hewan

maupun manusia.

2.3 Enzim

Enzim merupakan zat yang mempunyai daya katalitik terhadap reaksi
biokimia seperti hidrolisis, reduksi, oksidasi dan sebagainya. Enzim dihasilkan di
dalam setiap sel makhluk hidup baik tumbuhan, hewan, maupun
mikroorganisme. Enzim bekerja secara biokatalisator terhadap substrat. Setiap
satu enzim bekerja hanya pada satu senyawa atau reaksi kimia. Mekanisme
kerja enzim dapat dilihat pada Gambar 3. Mekanisme yang terjadi adalah setiap
enzim yang tergabung dengan substrat menjadi kompleks enzim-subtrat
kemudian terurai menjadi produk dan enzim yang terlepas kembali setelah reaksi
tersebut selesai. Produk dan enzim yang dihasilkan nantinya akan dimanfaatkan

oleh organisme (Primasari et al., 2014).
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Gambar 3. Mekanisme kerja enzim pada substrat. Keterangan : E) Enzim, S)
Substrat, dan P) Produk. Sumber : Nelson dan Michael (2010).

Saat ini, ada sekitar 400 jenis enzim yang telah diketahui dan sekitar 200
yang digunakan secara komersial. Banyak digunakan dalam industri pangan dan
non pangan. Mayoritas enzim dihasilkan oleh mikroorganisme melalui fermentasi
dan dimanfaatkan oleh industri pangan maupun non pangan. Enzim memiliki
manfaat dalam bidang pangan diantaranya memperbaiki tekstur adonan roti,
melunakkan daging, menghidrolisis laktosa dalam susu skim sedangkan dalam
bidang non pangan enzim digunakan dalam industri tekstil, kulit dan deterjen
(Riwayati et al., 2012). Eksplorasi enzim dari mikroba, termasuk dari mikroba
laut, masih banyak diminati terkait dengan tingginya kebutuhan enzim yang
cenderung mengalami peningkatan dari tahun ke tahun. Tahun 2010
diperkirakan mencapai $3,3 triliun (Fawzya et al., 2013).

Produksi enzim dalam skala besar yang mempunyai aktivitas tinggi perlu
diperhatikan beberapa faktor penting, agar produk yang dihasilkan bisa
maksimal. Beberapa faktor-faktor penting tersebut diantaranya kondisi
pertumbuhan, cara isolasi, serta jenis substrat yang digunakan. Pertumbuhan
yang menunjang produksi enzim secara maksimal dipengaruhi oleh pH, suhu
inkubasi, waktu inkubasi, dan komposisi media pertumbuhan yang mengandung
sumber energi dan karbon, serta sumber nitrogen dan mineral (Yuneta, 2010).
Selain faktor diatas perlu diketahui juga mengenai sifat-sifat enzim. Sifat-sifat

enzim yang dijelaskan oleh Endahwati (2011) diantaranya :
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. Enzim menggiatkan atau kadang-kadang memulaikan suatu proses

. Enzim tertentu hanya mengubah suatu zat tertentu pula

. Enzim merupakan protein yang mempunyai susunan suatu koloid

. Banyak enzim yang dapat bekerja bolak-balik

. Enzim sangat dipengaruhi oleh suhu dan tidak tahan temperatur yang
tinggi

. Enzim terpengaruhi oleh pH, konsentrasi, suhu, substrat dan hasil akhir

. Enzim dibantu oleh ko-enzim dalam melaksanakan tugasnya. Jenis Ko-

enzim ini biasanya suatu zat anorganik seperti K, Mg, Fe.
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3. Metode Penelitian

3.1 Metode Penelitian

Metode penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode
eksperimen. Metode eksperimen merupakan metode penelitian dimana ada
perlakuan terhadap variabel bebas (Kountour, 2004). Variabel yang digunakan
dalam penelitian ini menggunakan 2 variabel yaitu variabel bebas dan variabel
terikat. Variabel bebas dari penelitian ini yaitu media air laut steril, air tawar steril,
aguades dan NACI 3% yang berbeda yang digunakan karena menurut Widi
(2010), variabel bebas adalah variabel yang menyebabkan atau membawa
perubahan dalam suatu situasi (perlakuan). Variabel terikat penelitian ini adalah
koloni terbesar yang dihasikan kapang pada media pertumbuhan berbeda.
Mustafa (2013) menyatakan variabel terikat merupakan variasi nilai yang
dipengaruhi variabel lain (variabel bebas). Penelitian berdasarkan media air
berbeda (air laut, air tawar dan aquades) dilakukan karena komposisi dari
salinitas dan pH dari ketiganya berbeda. Komposisi air berbeda berdasar
salinitas dan pH dapat dilihat pada Lampiran 2. Rancangan percobaan yang
dilakukan dalam penelitian ini menggunakan Rancangan acak lengkap (RAL)
sederhana dengan empat perlakuan dan 3 kali pengulangan. Keempat perlakuan
yang berbeda dilakukan untuk mengetahui koloni terbesar dengan media yang
berbeda (media air laut steril, air tawar steril, NACI 3% dan aquades), karena
menggunakan 4 perlakuan dan tiga kali pengulangan maka terdapat 12 buah unit

percobaan. Denah percobaan dapat dilihat pada Gambar 4 di bawah ini :
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Desain Percobaan Rancangan Acak Lengkap
(1) (2) (3)
AQ AQ AL
(4) (5) (6)
NACI AT AT
() (8) (9)
AL AT AL
(4) (5) (12)
NACI NACI AQ
Keterangan : AL = Air laut, AT = Air tawar, AQ = Aquades, NACI =
NACI 3%.

Gambar 4. Desain percobaan RAL.

Keuntungan dari rancangan percobaan menggunakan RAL adalah :
analisis statistik masih mudah, peluang F hitung dengan nilai tinggi cukup besar
dan percobaan tidak mempengaruhi nilai pengamatan (Sastrosupadi, 2000).
Sampel pindang tongkol dalam penelitian ini menggunakan satu sampel uji yang
didapatkan dari pedagang ikan Pasar Besar kota Malang. Parameter utama yang
diamati adalah jenis kapang yang tumbuh pada sampel ikan tongkol dan enzim
yang dihasilkan. Parameter penunjang dari penelitian ini adalah uji proksimat dan
kandungan pH dari sampel tongkol. Gambaran umum mengenai alur penelitian

dapat dilihat pada Lampiran 1.

3.2 Skema kerja
Skema kerja penelitian mengenai Karakteristik Morfologi Kapang yang

Diisolasi dari Pindang Ikan Tongkol (Euthynnus sp.) dapat dilihat di bawah ini :
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Pengujian Proksimat ikan tongkol

)

Pembuatan media PDA, CMCdan
Skim Milk Agar

v

Media PDA Agar

v v v

Air laut, Air tawar, Aquades, Air laut, Air tawar, Aquades,
NACI 3% NACI 3%

v v v

Identifikasi dan pemurnian

Media CMC agar Media Skim Milk Agar

penanaman sampel

A4

penanaman kapang

penanaman kapang

y v

Screening pada media CMC
dan Skim Milk Agar

v

| Inkubasi 3-5 hari |

Pengukuran koloni terbesar 5 Pengukuran koloni terbesar

A 4
| Hasil |

Gambar 5. Skema kerja penelitian

3.3 Alat dan Bahan
Alat yang digunakan dalam penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 1 di
bawah ini :

Tabel 1. Alat yang digunakan dalam penelitian

No. | Alat Spesifikasi | Fungsi

1 Gelas ukur 100 ml Mengukur media cair yang dibutuhkan

2 Erlenmeyer 250 ml Menaruh media sebelum sterilisasi

3 Cawan petri - Tempat media

4 Pipet tetes - Mengambil cairan dalam ukuran
milimeter

5 Ose bulat - Mengambil spora

6 Bunsen - Tempat spirtus

7 Timbangan digital | - Menimbang media

8 Autoklaf - Proses sterilisasi

9 Lemari pendingin | - Penyimpanan media

10 | Hot plate - Pemanas

11 | Inkubator - Menyimpan media sesuai suhu kamar

12 | pH meter - Mengukut pH

13 | Mortal dan alu - Menghaluskan media

14 | Desikator - Pendingin cawan

14




No. | Alat Spesifikasi | Fungsi
15 | Oven - Memanaskan dengan suhu tinggi
16 | Tanur - Proses pemanas (proses pengabuan)
17 | Labu Kjeldahl - Menaruh media proses proksimat
18 | Alat mikro - Proses proksimat (protein)
Kjeldahl
19 | Mikroskop - Mengamati objek mikroskopik
20 | Salinometer - Mengukur salinitas
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 2 di
bawah ini :

Tabel 2. Bahan yang digunakan dalam penelitian

No. | Bahan Spesifikasi | Fungsi
1 Selotip - Melekatkan spora
2 Gunting - Memotong
3 Lactophenol blue - Larutan identifikasi
4 Objek glass - Menaruh spora
5 Pinset - Mengambil sampel
6 Alkohol 70 % Aseptis
7 Tisu - Mengeringkan cairan
8 Kertas label - Melabeli
9 Sampel ikan pindang | - Sampel
tongkol
10 | Hcl 0,1 N Proses proksimat (protein)
11 | Larutan asam borat - Proses proksimat (protein)
12 | Kertas saring - Menyaring
13 | Kapas - Menyaring
14 | Petroleum eter 75 ml Proses proksimat (lemak)
15 | Air laut - Media
16 | Air tawar - Media
17 | NACI 3% Media
18 | Aquades - Media
19 | Susu Skim - Media tanam kapang
20 | Agar - Media tanam kapang
21 | Congo red - Pewarna
22 | Serbuk CMC - Media tanam kapang
23 | PDA - Medai tanam sampel
24 | Alumunium foil - Pembungkus

3.4 Analisis Proksimat dan pengukuran pH

3.4.1 Pengukuran pH
Skema pengukuran pH pada daging ikan menurut Swastawati et al. (2013)

adalah sebagai berikut :
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Sampel

v

Penghalusan

v

Penimbangan 1 gram

v

Penambahan Aquades 10 ml

dan penghomogenan

v

Pengukuran pH

Hasil

Gambar 6. Skema pengukuran pH

3.4.2 Kadar Air
Skema analisis kadar air pada sampel ikan menurut Hafiluddin et al. (2014)

sebagai berikut:

Pengovenan dan penimbangan
cawan (A)

L

Penimbangan Sampel 2 gram (B)

L

Pengovenan dan penimbangan

sampel (C)

l( B—

Pengukuran Kadar air % = B—_;x 100 %

Hasil

Gambar 7. Skema analisis kadar air pada sampel ikan
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Keterangan :
A = Berat kering cawan (gr)
B = Berat kering cawan dan sampel awal (gr)

C = Berat kering cawan dan sampel setelah dikeringkan (gr).

3.4.3 Kadar Abu

Skema analisis kadar abu menurut Hafiluddin et al. (2014) sebagai berikut :

Pengovenan dan penimbangan

cawan (A)

L

penimbangan sampel 2 gram (B)

Pembakaran, pengabuan dan
penimbangan sampel (C)

L

Pengukuran Kadar Abu% = gx 100%

Hasil

Gambar 8. Skema analisis kadar abu
Keterangan:
A: berat cawan yang sudah di oven
B: berat basah sampel + cawan yang sudah di oven

C: berat kering sampel yang sudah di oven dan cawan yang sudah di oven

3.4.4 Kadar lemak
Analisis kadar lemak menggunakan metode Soxhlet. Skema dalam analisis

kadar lemak pada ikan menurut Hafiluddin et al. (2014) sebagai berikut :
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Pengovenan dan
penimbangan Kertas
saring dan kapas

v

Penimbangan sampel

v

Pembungkusan sampel

dengan kertas saring dan
kapas yang telah dioven
dan ditimbang

v

masukkan pada soxhlet

sampel yang dibungkus

v
Ektraksi dengan

petroleum eter 75 ml
selama 4 jam

v

I Pengovenan sampel

!

penimbangan

L

% kadar lemak =

x 100%

Gambar 9. Skema dalam analisis kadar lemak

Keterangan : A : Berat sampel dan kertas saring yang belum dioven
B : berat basah sampel

C : Berat sampel dan kertas saring yang telah dioven

3.4.5 Kadar protein

Pengujian kadar protein pada sampel ikan menggunakan Semi Makro
Kjeldahl. Tahap-tahap yang dilakukan dalam analisis protein terdiri dari tiga
tahap, yaitu destruksi, destilasi, dan titrasi. Berikut ini skema pengujian kadar

protein menurut Zakaria (2008) :
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Destruksi

v

Destilasi

v

Daging ikan 0,5 gr

v

Pengecekan air dalam
tangki

Masukkan pada tabung
Kjeltec + 10 ml H2504

v

v

Masukkan pada pemanas
+10 ml air

meletakkan pada tempat

kjeltec tabung dan

erlenmeyer berisi
aquades

v

v

Perlakuan diulang hingga
larutan bening

menekan tombol steam
dan tungku hingga air
mendidih

v

Titrasi

v

matikan steam, tabung
kjeltec dan erlenmeyer
dikeluarkan

penambahkan HCI 0,1 N
hingga warna berubah
merah muda

y

N

meletakkan tabung berisi
daging (destruksi) +
erlenmeyer yang diberi
asam borat

v

Destilasi hingga
erlenmeyer berisi asam
borat mencapai 200 ml

(ml Hcl daging ikan— ml HCl blanko)
%N =

e x14,008x 100% x 0,1 NHCI
mg daging ikan

% protein = % N xFaktor Konversi (6,25)

Gambar 10. Skema pengujian kadar protein

3.4.6 Kadar Karbohidrat

menurut Hafiluddin et al. (2014) menggunakan rumus :

Pengukuran kadar karbohidrat total dari sampel ikan dapat dihitung

% Karbohidrat = 100% — %(protein + lemak + abu + air)




3.5 Pembuatan media
3.5.1 Pembuatan Media PDA

Media PDA (Potato Dextrose Agar) digunakan untuk menumbuhkan
kapang. Media ini diperoleh dengan mencampur PDA powder 3,9 gram dan
Aquades 100 ml. Pembuatan media PDA ini mengacu pada buku Penuntun
Praktikum Mikologi dan berfungsi sebagai media untuk menumbuhkan jamur
secara umum (Hastuti, 2014). Skema pembuatan media PDA adalah sebagai

berikut :

PDA 3,9 ml

v

Pelarutan menggunakan aquades
100 ml

A

Sterilisasi

v

Penuangan pada cawan

A

Hasil

Gambar 11. Skema pembuatan media PDA

3.5.2 Pembuatan media Carboxy Methyl Cellulose dan Congo red
Pembuatan media CMC agar dan reagen Congo red mengacu pada

Yosmar et al. (2013). Media ini berfungsi untuk melihat zona bening yang

terbentuk apabila mikroba dapat menghasilkan enzim selulase. Skema

pembuatan media CMC adalah sebagai berikut :
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Media CMC 1,2 gr + Agar 1,8 gr

)

Penambahan aquades 120 ml

Vv

Penghomogenan

v

Sterilisasi

A

Hasil

Gambar 12. Skema pembuatan media CMC

3.5.3 Pembuatan media Skim Milk Agar

Pembuatan media Skim Milk agar mengikuti Pakpahan (2009). Media agar
Skim Milk (mengandung 2,4 gram susu skim dan 2,8 gram agar) berfungsi untuk
melihat zona bening yang terbentuk apabila mikroba dapat menghasilkan enzim

protease. Skema pembuatan Skim Milk Agar adalah sebagai berikut :

Susu Skim 2,4 gr Agar 2,8 gr
Pelarutan dengan media 50 ml (aquades, air tawar, Pelarutan dengan media 50 ml (aquades, air tawar,
air laut dan NACI 3%) air laut dan NACI 3%)
Penghomogenan dan Pateurisasi Penghomogenan

Pencampurkan kedua larutan
dan sterilisasi

v

Hasil

Gambar 13. Skema pembuatan Skim Milk Agar

3.6 Isolasi dan Pemurnian Kapang
Sebelum melakukan proses isolasi, tahap awal yaitu penanaman sampel.
Setelah sampel ditumbuhi kapang, selanjutnya proses isolasi dapat dilakukan.

Tahap penanaman sampel mengacu pada llyas (2007) dengan modifikasi

21



sedangkan isolasi dilakukan menurut Sanjaya et al. (2010) dengan modifikasi.

Skema penanaman sampel dan pemurnian adalah sebagai berikut :

Penyediaan alat dan bahan

v

Pemotongan sampel 1x1 cm

)
Meletakkan sampel pada PDA

v

Pelabelan dan penginkubasian > Tumbuh
3-5 hari v
slp Mengambil satu koloni
Tidak tumbuh J,
v Pengkulturan pada media baru
Hasil "
Pelabelan dan penginkubasian
3-5 hari

Gambar 14. Skema penanaman sampel dan pemurnian

3.7 Perhitungan besar diameter koloni kapang
Perhitungan besar diameter koloni kapang mengacu pada metode Linda
et al. (2011). Perhitungan besar koloni dilakukan setelah 3-5 hari koloni kapang

diinkubasi. Metode perhitungan diameter koloni dapat dilihat pada Gambar 15 di

bawah ini.

cl+c2
2

Diameter (mm) =

Gambar 15. Metode perhitungan diameter koloni kapang (Linda et al., 2011)

keterangan: a) Cawan petri, b) koloni kapang, cl/c2) diameter
koloni.
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3.8 Identifikasi kapang

Tahap identifikasi menggunakan metode selotip (St-Germain dan Richard
1996). Hasil pengamatan morfologi dan mikroskopik kapang dapat dibandingkan
dengan buku identifikasi Gandjar et al. (1999) dan Ellis et al. (2007). Skema

identifikasi adalah sebagai berikut :

Pemotongan selotip secukupnya

y

Penyediaan objek glass yang
ditetesi Lactophenol blue

{

Mengambil spora kapang

dengan selotip

A

Menempelkan selotip pada

objek glass

y

Mengamati spora menggunakan

mikroskop

v

Pencocokkan bentuk spora dan
koloni dengan buku taksonomi

y

Hasil

Gambar 16. Skema identifikasi

3.8 Penapisan Kapang selulase dan protease

Penguijian zona bening untuk mengetahui kapang penghasil enzim selulase
dilakukan menurut Suciatmih (2008) sedangkan pengujian zona bening untuk
mengetahui kapang penghasil enzim protease dilakukan  menurut

Mohanasrinivasan et al. (2012). Skema penapisan selulase dan protease adalah

sebagai berikut :
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Screening selulase

)

Mengisolasi kapang murni

v

Menusuk jarum ose berisi koloni
kapang pada media

L

Pelabelan dan penginkubasian 3
hari

y

Pembilasan media CMC
menggunakan Congo red

y

Pengukuran indeks zona bening

Screening protease

v

Mengisolasi kapang murni

v

Menusuk jarum ose berisi koloni
kapang pada media

!

Pelabelan dan penginkubasian 3
hari

v

Pengukuran indeks zona bening

X1-X2
X2

IS/1P =

h 4

Hasil

Gambar 17. Skema penapisan selulase dan protease

Keterangan :

IS/IP = Indeks aktivitas Selulotik, Proteolitik
X1 = diameter zona bening

X2 = diameter koloni
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4. Hasil dan Pembahasan

4.1 Uji Proksimat

Analisis proksimat dilakukan untuk menentukan kadar air, abu, lemak,
protein, karbohidrat juga ditambah dengan uji pH daging ikan. Pengujian tersebut
dilakukan untuk mengetahui sampel yang digunakan merupakan sampel yang
cocok untuk pertumbuhan kapang. Hasil pengujian proksimat dapat dilihat pada
Tabel 3 di bawah ini.
Tabel 3. Nilai perbandingan kandungan sampel ikan pindang tongkol uji dengan

pindang tongkol dan tongkol segar penelitian Indriati et al. (2008).

Nilai ikan tongkol (Indriati et al.,
Kandungan Nilai 2008)
Pindang Segar
Protein 22,47 % 28,44 % 25,21 %
Lemak 0,68 % 2,78 % 1,20 %
Air 67,83 % 65,16 % 72,28 %
Abu 1,68 % 2,62 % 1,30 %
Karbohidrat 7,34 % - -
pH 6,81 4 N
Aspergillus
ochraceus,
Jenis kapang yang M Aspergillus flavus, Rhizopus
ditemukan 1 Rhizopus oryzae Orizae
p yzae,
Penicillium
crysogenum.
Asal Pasa':/IBesar . Pasar Minggu Jakarta
alang

Berdasarkan hasil pengujian dan perbandingan literatur menunjukkan
hasil yang tidak jauh berbeda. Hal tersebut dipastikan sampel ikan pindang
tongkol akan bisa digunakan untuk menumbuhkan kapang. Uji proksimat untuk
mengetahui protein, karbohidrat, kadar air dan pH dilakukan karena menurut
Cochrane (1958), kapang untuk dapat tumbuh dengan baik pada sampel dan

media membutuhkan nutrien seperti karbohidrat, protein, kadar air, dan pH yang
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sesuai. Penelitian yang dilakukan Indriati (2008) mempertimbangkan nilai dari
karbohidrat dan pH karena menurut Indriati hanya terdapat dua unsur penting
yang dibutuhkan oleh kapang untuk dapat tumbuh yaitu protein sebagai nutrisi
bagi kapang dan adanya kadar air untuk lingkungannya. Umumnya pH optimum
yang dibutuhkan oleh kapang berkisar 4,0-8,5 atau terkadang 3,0-9,0 (Deacon,
2006) namun, secara spesifik masing-masing kapang untuk dapat tetap tumbuh
pada pH diantaranya kapang Mucor sp. membutuhkan 2,39-10,92 (Morin-Sardin
et al.,, 2016), Aspergillus ochraceus membutuhkan 3-10 (Grigoryan dan
Hakobyan, 2015), Aspergillus flavus membutuhkan 4-12, Penicillium crysogenum
membutuhkan 2-11 (Al-Garni et al., 2007) dan Rhizopus oryzae membutuhkan
.3,4-6 (Kurniawati et al., 2014). Jika dilihat dari masing-masing kebutuhan pH dan
nutrisi dari jenis kapang yang ditemukan pada penelitian ini dan studi terdahulu
memiliki nilai yang tidak jauh bebeda, namun secara umum pada penelitian ini
kapang yang tumbuh justru berbeda. Hasil tersebut menunjukkan bahwa
perbedaan jenis kapang yang tumbuh pada penelitian ini dengan penelitian
terdahulu kemungkinan besar bukan disebabkan berbedanya nilai pH dan nutrisi,
namun dikarenakan berbedanya asal sampel ikan yang diambil yang akan

mempengaruhi ada atau tidaknya spora kapang yang diinginkan.

4.2 Isolasi kapang saprofit

Proses isolasi dan inkubasi selama 3 hari pada sampel ikan pindang
tongkol uji ditemukan jenis koloni kapang yang tumbuh berwarna abu-abu seperti
kapas pada pengulangan 1 dan 2 namun pada pengulangan 3 fungi yang
tumbuh dari jenis khamir. Hasil isolasi tersebut menunjukkan bahwa ikan tongkol
yang berasal Pasar Besar telah terkontaminasi oleh spora kapang dan khamir,
namun dalam perkembangan selanjutnya spora kapang lebih dominasi. Hal

tersebut disebabkan karena adanya kompetisi antara dua jenis mikroba dengan
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nutrien dan lingkungan yang sama menyebabkan spora yang lebih cepat tumbuh

akan mendominasi (Sumarsih, 2003). Hasil isolasi dapat dilihat pada Gambar 18

di bawah ini.

Gambar 18. Koloni kapang hasil penanaman sampel. a) pengulangan 1, b)
pengulangan 2, c) pengulangan 3.

4.3 Identifikasi kapang

Berdasarkan hasil identifikasi yang dilakukan pada kedua pengulangan
ditemukan kapang dari genus Mucor sp. Hal itu ditunjukkan dari koloni yang
berwarna abu-abu seperti kapas. Kepastian hasil pengamatan melalui mikroskop
dapat dilihat pada Gambar 19. Secara kasat mata bentuk spora Mucor sp., mirip
dengan Rhizomucor sp. dan Rhizopus sp. karena ketiga genus kapang tersebut
sama-sama memiliki sporangium, kolumela, sporangiofor dan termasuk ke dalam
kelas Zygomycetes. Secara morfologi Mucor sp. tidak memiliki stolon dan rhizoid
pada sporanya, hal tersebut yang membedakan Mucor sp. dengan Rhizomucor
sp. dan Rhizopus sp. (Ellis et al., 2007). Selanjutnya, kapang hasil pengamatan
dari sampel uji dibandingkan dengan literatur pembanding untuk memastikan
kapang yang tumbuh merupakan dari genus Mucor sp. Perbandingan kapang

dari sampel uji dengan literatur dapat dilihat pada Gambar 20 di bawah ini.
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Gambar 19. Pengamatan mikroskopik kapang yang tumbuh. a) pengulangan
1,b) pengulangan 2 pada perbesaran 10 x
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Gambar 20. Perbandingan sampel dengan Literatur : a) Mucor sp., dari sampel
Pasar Besar, b) Mucor sp., dari literatur Ellis et al. (2004), c)
Rhizopus d) Rhizomucor dari literatur McDonald (2001).

Kapang genus Mucor sp., yang ditemukan pada sampel uji ikan pindang
tongkol kemungkinan besar merupakan kapang yang berasal dari Pasar Gadang
kota Malang. Hal itu disebabkan karena setelah dilakukan wawancara dengan

pedagang ikan tersebut, sumber ikan sebelum dipasarkan dari tempat
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pengambilan sampel merupakan ikan yang berasal dari Pasar Gadang. Oleh
karena itu dilakukan penelitian tambahan untuk mengetahui kemungkinan
apakah sampel ikan pindang tongkol yang dibeli dari Pasar Gadang kota Malang
juga akan menghasilkan jenis kapang yang sama. Hasil dari penelitian ini
diketahui bahwa kapang yang tumbuh adalah genus Mucor sp., juga. ldentifikasi

kapang dari sampel Gadang dapat dilihat pada Gambar 21 di bawah ini.

r -

sporangiofor —>

Sporangium > .

Kolumela

L

Gambar 21. Hasil pengamatan mikroskopik sampel Gadang Perbesaran 10x

Hasil identifikasi kapang dari sampel Pasar Gadang sama dengan hasil
dari sampel uji menunjukkan adanya kemungkinan bahwa kapang Mucor sp.,
yang tumbuh pada kedua sampel ikan berasal dari tempat yang sama yaitu
berasal dari Pasar Gadang, namun untuk memastikan perlu dilakukan penelitian
lanjutan. Dugaan bahwa kapang pada sampel kemungkinan besar berasal dari
Pasar Gadang dikarenakan di Pasar tersebut tempat ikan tidak tersentral (khusus
untuk penjualan ikan). Di tempat tersebut selain ada penjual ikan juga terdapat
penjual buah, sayur dan berlantaikan tanah. Hal tersebut menyebabkan
kemungkinan spora dari Mucor sp. mengkontaminasi sampel yang diteliti. Hal ini
diperkuat penyataan Gandjar et al. (1999) dan Dismukes et al. (2003) bahwa
kapang Mucor sp. berasal dari tanah, buah dan sayuran serta tanaman yang

telah membusuk dan juga bisa berasal dari hewan. Setelah diketahui jenis
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kapang yang tumbuh, selanjutnya dilakukan penelitian lanjutan untuk melihat

pertumbuhan kapang yang diisolasi pada media yang berbeda.

4.4 Morfologi Kapang Mucor sp.

Mucor sp. merupakan kapang yang termasuk ke dalam kelas
Zygomycetes (Hastuti, 2014). Pertumbuhan optimum kapang Mucor sekitar 20-
25° C serta tidak dapat tumbuh pada suhu lebih dari 38° C sedangkan Habitat
kapang Mucor sp ini biasanya ditemukan pada tanah, kacang-kacangan dan
kotoran hewan (Gandjar et al., 1999) bahkan menurut Dismukes et al. (2003)
Mucor dapat tumbuh juga pada sesuatu yang telah membusuk seperti roti,
sayuran, dan buah-buahan. Koloni Mucor pertumbuhannya sangat cepat sekitar
2-5 hari dengan tekstur berbentuk wol dan berwarna abu-abu hingga kecoklat-
coklatan (St-Germain dan Richard, 1996). Struktur bagian-bagian Mucor sp., baik
dari sampel uji maupun Pasar Gadang serta dari literatur dapat dilihat pada

Gambar 22 di bawah ini.
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Gambar 22. Struktur Mucor sp., a) sampel uji, b) sampel Pasar Gadang, c)
Literatur sumber : Ellis et al. (2007).
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Pada penelitian ini diharapkan jenis kapang yang tumbuh adalah jenis
yang mampu menghasilkan zona bening enzim selulase dan protease seperti
Aspergillus, Rhizomucor dan lain sebagainya, akan tetapi adanya perbedaan
lingkungan tempat pengambilan sampel dengan penelitian sebelumnya (Tabel 3
Halaman 25) dapat menyebabkan tumbuhnya jenis kapang yang berbeda.
Penelitian yang dilakukan Indriati et al. (2008) menjelaskan bahwa kapang yang
mengkontaminasi ikan pindang tongkol berasal dari kontaminasi spora dari udara
di tempat pengolahan (daerah Pasar Minggu Jakarta). Oleh karena itu ada
kemungkinan besar spora kapang Mucor sp. yang mengkontaminasi sampel ikan
yang diteliti dari Pasar Besar juga berasal dari kontaminasi udara tempat
pengolahan sampel sehingga menyebabkan jenis kapang yang diharapkan tidak
tumbuh.

4.5 Perhitungan diameter koloni kapang pada media berbeda dan
Screening enzim protease dan selulase

Merujuk pada metode Linda et al. (2011) mengenai perhitungan diameter
koloni kapang, Gambar 23 menunjukkan contoh metode perhitungan diameter
koloni kapang dalam penelitian ini. Hasil perhitungan diameter koloni kapang
pada media berbeda (Aquades, air tawar, air laut dan NACI 3%) dapat dilihat

pada Tabel 4 dan Tabel 5.

Gambar 23. Perhitungan diameter koloni kapang menggunakan metode Linda
et al. (2011). Keterangan : a) perhitungan pada media skim milk
agar, b) perhitungan pada media CMC, cl1/c2) koloni kapang,
d1/d2) koloni kapang, €) media skim milk agar, f) media CMC.
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Tabel 4. Hasil perhitungan diameter koloni kapang pada Skim Milk Agar

Media SKM Diameter koloni  Rata-rata
diameter Koloni
(mm) (mm)
Aquades 1 57,65
Aquades 2 54,65 56,3+1,52
Aquades 3 56,6
Air tawar 1 48,30
Air tawar 2 56,40 54,8+5,87
Air tawar 3 59,7
Air laut 1 22,55
Air laut 2 11 20,85+9,12
Air laut 3 29
NACI 3 % 1 48
NACI 3% 2 49 49,05+1,08
NACI 3% 3 50,15

Keterangan : 1 = pengulangan ke-1
2 = pengulangan ke-2
3 = pengulangan ke-3

Tabel 5. Hasil perhitungan diameter koloni kapang pada CMC

; 0 Rata-rata
Media CMC G diameter Koloni
(mm) (mm)
Aquades 1 44,35
Aquades 2 45,40 43,35+2,69
Aquades 3 40,30
Air tawar 1 38,30
Air tawar 2 40,00 38,93+0,93
Air tawar 3 38,50
Air laut 1 41,40
Air laut 2 45,40 42.,67+2,37
Air laut 3 41,20
NACI 3 % 1 47,65
NACI 3% 2 49,30 48,72+0,93
NACI 3% 3 49,20

Keterangan : 1 = pengulangan ke-1
2 = pengulangan ke-2
3 = pengulangan ke-3.

Berdasarkan tabel hasil di atas menunjukkan bahwa kapang genus Mucor
sp., merupakan kapang yang fakultatif karena dapat tumbuh pada keempat

media berbeda (air laut, air tawar, aquades dan NACI 3%) karena keempat
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media tersebut memilki pH dan salinitas yang berbeda (Lampiran 2.). hal tersebut
sesuai dengan penelitian Morin-Sardin et al. (2016) yang menyatakan Mucor sp.
membutuhkan pH 2,39-10,92 untuk tumbuh sedangkan salinitas yang baik bagi
Mucor sp., adalah 0-35 ppt (Suryanto et al., 2011), namun apabila salinitas
melebihi 35 ppt maka aktifitas mikroorganisme akan terganggu (Mallin et al.,
2000). Dari tabel tersebut didapatkan hasil bahwa media terbaik pada Skim Milk
Agar adalah media aquades dengan rata-rata besar koloni 56,3 mm sedangkan
pada CMC media terbaik kapang tersebut adalah pada media NACI 3% dengan
rata-rata besar koloni 48,72 %. Selanjutnya dilakukan proses screening pada
media Skim Milk Agar dan CMC untuk mengetahui kapang tersebut
menghasilkan enzim protease dan selulase dengan melihat zona bening pada
kedua media yang menghasilkan diameter pertumbuhan koloni terbesar.

Hasil pengukuran zona bening dapat dilihat pada Gambar 24 di bawah ini.
Gambar 24 menunjukkan bahwa kapang Mucor sp. yang didapatkan bukan
merupakan kapang penghasil selulase (media CMC) dan protease (media Skim
Milk Agar) yang baik dikarenakan zona bening yang terbentuk tidak ada. Hasil
serupa (tidak terdapatnya zona bening dari kapang genus Mucor sp.) dilakukan
oleh Makunda et al. (2012) dan Jahangeer et al. (2005). Penyebab Mucor sp.,
tidak dapat menghasilkan enzim selulase dan protease karena menurut
Kavanagh (2011) Mucor sp., hanya menghasilkan enzim rennin. Enzim rennin
biasanya dimanfaatkan dalam industri pembuatan keju yang berfungsi untuk

meningkatkan kualitas tekstur, pH dan keasaman keju (Mustakim et al., 2013).
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Gambar 24. Pengukuran zona bening. a) pada media Skim Milk Agar (tidak
terdapat zona bening) dan b) pada medai CMC (tidak terdapat
zona bening).

Indeks zona bening merupakan pengukuran semikualitatif dari enzim
yang ingin diketahui atau dihasilkan. Pada pengukuran zona bening ini, apabila
zona bening lebih besar dari koloni maka mengindikasikan enzim yang dihasilkan
tergolong besar sedangkan jika zona bening sedikit bahkan tidak terdapat zona
bening maka diindikasikan enzim yang dihasilkan sangat sedikit bahkan tidak
ada (Andhikawati et al.,2014). Indeks zona bening merupakan penelitian
pendahuluan untuk dilanjutkan pada penelitian utama yaitu mengetahui seberapa
banyak enzim yang dihasilkan. Apabila zona bening tidak ada maka tidak

disarankan melanjutkan ke penelitian untuk mengetahui besarnya enzim yang

dihasilkan (Bankole et al., 2014).
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5. Penutup

5.1 Kesimpulan
Kesimpulan dari penelitian mengenai Karakteristik Morfologi Kapang yang
Diisolasi dari Pindang Ikan Tongkol (Euthynnus sp.) adalah

1. Kapang saprofit pada ikan pindang tongkol yang diambil dari Pasar Besar
kota Malang adalah kapang genus Mucor sp.

2. Perhitungan diameter koloni pada kapang Mucor sp., dengan media Skim
Milk Agar adalah aquades : 56,3+1,52 mm, air tawar : 54,8+5,87 mm, air
laut : 20,85%£9,12 mm dan NACI 49,05+1,08 mm sedangkan pada media
CMC adalah aquades : 43,35+2,69 mm, air tawar : 38,93+0,93 mm, air
laut : 42,67+2,37 mm dan NACI 48,72+0,93 mm dengan diameter koloni
terbesar pada media Skim Milk Agar adalah aquades dengan rata-rata
besar koloni 56,3 mm sedangkan pada media CMC adalah NACI 3%

dengan rata-rata besar koloni 48,72 mm.

5.2 Saran

Saran yang dapat disampaikan penulis mengenai penelitian selanjutnya
adalah
1. Perlu adanya penelitian lanjutan mengenai Mucor sp. yang tumbuh pada

sampel ikan hingga tingkat spesies dan asal kapang Mucor sp. pada
kedua sampel ikan pindang tongkol.

2. Diharapkan ketelitian dalam pengamatan zona bening misal penggunaan
alas yang kontras dengan media sehingga ada atau tidak terdapatnya
zona bening akan terlihat jelas.

3. Perlu adanya penelitian lanjutan untuk mengetahui besarnya enzim

protease dan selulase yang dihasilkan kapang Mucor sp.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Metode kerja penelitian

Pengukuran pH

Prosedur pengukuran pH pada daging ikan menurut Swastawati et al. (2013)

adalah sebagai berikut :

1.

2.

sampel ikan dihaluskan menggunakan blender atau mortal dan alu.

Sampel yang telah halus ditimbang sebanyak 1 gram.

Tambahkan 10 mL aguadest dan dihomogenkan secara manual.

Sampel diletakkan ke dalam gelas erlenmeyer dan diukur pH nya dengan
menggunakan pH meter.

Nilai pH diperoleh berdasarkan pembacaan pada pH meter sampai angka

digital menunjukkan angka yang konstan.

Penguijian Proksimat

Kadar Air

Prosedur analisis kadar air pada sampel ikan menurut Hafiluddin et al.

(2014)sebagai berikut:

1. Cawan porselen yang akan digunakan dioven terlebih dahulu selama 10

menit pada suhu 100-105°C, kemudian didinginkan dalam desikator untuk

menghilangkan uap air dan ditimbang (A).

2. Sampel ditimbang sebanyak 2 gr dalam cawan yang sudah dikeringkan

(B) kemudian dioven pada suhu 100-105°C selama 3 jam lalu didinginkan

dalam desikator selama 10 menit dan ditimbang (C).

3. Tahap ini diulangi hingga dicapai bobot dengan nilai tetap.

4. Kadar air dihitung dengan rumus:
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Kadar air % = B Ax 100 %

Dimana:
A = Berat kering cawan (gr)
B = Berat kering cawan dan sampel awal (gr)
C = Berat kering cawan dan sampel setelah dikeringkan (gr).

e Kadar Abu

Prosedur analisis kadar abu menurut Hafiluddin et al. (2014) sebagai berikut :

1. Cawan porselen yang akan digunakan dioven terlebih dahulu selama 10
menit pada suhu 100-105°C, kemudian didinginkan dalam desikator untuk
menghilangkan uap air dan ditimbang (A).

2. Sampel ditimbang sebanyak 2 gr dalam cawan yang sudah dikeringkan (B)
kemudian dibakar di atas nyala pembakar sampai tidak berasap dan
dilanjutkan dengan pengabuan di dalam tanur bersuhu 550- 600°C selama
24 jam. Sampel yang sudah diabukan didinginkan dalam desikator selama
10 menit dan ditimbang (C).

3. Tahap pembakaran dalam tanur diulangi sampai didapat bobot yang
konstan.

Kadar abu dihitung dengan rumus :

0fy — 0,
Kadar Abu% B AxlOOA)

Keterangan:
A: berat cawan yang sudah di oven
B: berat basah sampel + cawan yang sudah di oven

C: berat kering sampel yang sudah di oven dan cawan yang sudah di oven
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e Kadar lemak

Analisis kadar lemak menggunakan metode Soxhlet. Prosedur dalam
analisis kadar lemak menurut Hafiluddin et al. (2014)sebagai berikut:

1. Kertas saring dan kapas yang telah di oven ditimbang menggunakan
timbangan.

2. Sampel diambil dan ditimbang sebanyak 25 gram menggunakan
timbangan analitik dan dihitung sebagai berat awal sampel.

3. Sampel dibungkus menggunakan kapas dan kertas saring yang telah
ditimbang pada langkah pertama, kemudian dilakukan penimbangan
kembali sebagai berat akhir.

4. Sampel yang telah dibungkus, kemudian dimasukkan dalam alat soxhlet
dan diekstraksi dengan petroleum eter sebanyak 75 ml selama 4 jam.

5. Setelah proses selama 4 jam selesai, sampel diambil dan dimasukkan
kedalam oven dengan suhu 105 °C, kemudian ditunggu hingga mencapai
berat konstan.

6. Terakhir sampel didinginkan dalam desikator dan dilakukan penimbangan

akhir. Rumus perhitungan kadar lemak kasar adalah sebagai berikut :

% kadar lemak = x 100%

Keterangan : A : Berat sampel dan kertas saring yang belum dioven
B : berat basah sampel
C : Berat sampel dan kertas saring yang telah dioven

e Kadar protein
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Pengujian kadar protein pada sampel ikan menggunakan Semi Makro

Kjeldahl. Tahap-tahap yang dilakukan dalam analisis protein terdiri dari tiga

tahap, yaitu destruksi, destilasi, dan titrasi. Berikut ini prosedur pengujian kadar

protein menurut Zakaria (2008) :

1. Tahap destruksi yaitu suatu perlakuan yang berfungsi untuk memecah

senyawa menjadi unsur-unsur sehingga dapat dianalisis (Kristianingrum,

2012.). Tahap destruksi yang dilakukan adalah sebagai berikut :

Daging ikan tongkol ditimbang seberat 0,5 gram dengan alat
timbangan digital

Sampel dimasukkan ke dalam tabung kjeltec. Satu butir kjeltab
dimasukkan ke dalam tabung tersebut dengan ditambahkan 10 ml
H2S04.

Tabung yang berisi larutan dimasukkan ke dalam alat pemanas
dengan suhu 410 °C dengan ditambahkan 10 ml air.

Proses destruksi dilakukan sampai larutan menjadi bening.

2. Tahap destilasi yaitu proses pemisahan kimia yang berfungsi untuk

memisahkan dua atau lebih komponen yang memiliki titik didih yang jauh

(Walangare et al., 2013). Proses destilasi terdiri dari 2 tahap, yaitu

persiapan dan sampel.

Tahap persiapan dilakukan dengan cara membuka kran air
dilanjutkan dengan pengecekan alkali dan air yang terdapat dalam
tanki

Tabung dan erlenmeyer yang berisi akuades diletakkan pada

tempatnya.
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e Tombol power pada sistem kjeltec ditekan dan dilanjutkan dengan
menekan tombol steam dan tungku sampai air di dalam tabung
mendidih.

e Steam dimatikan, tabung kjeltec dan erlenmeyer dikeluarkan dari
alat kjeltec sistem.

e Tahap persiapan telah selesai dan dilanjutkan dengan tahap
sampel.

e Tahap sampel dilakukan dengan cara meletakkan tabung yang
berisi daging ikan yang sudah didestruksi ke dalam kjeltec sistem
beserta erlenmeyer yang diberi asam borat.

o Destilasi dilakukan sampai volume larutan dalam erlenmeyer yang
berisi asam borat mencapai 200 ml.

3. Titrasi merupakan penentuan banyaknya larutan dengan konsentrasi
yang diketahui yang selanjutnya digunakan untuk bereaksi dengan
sampel tertentu dan selanjutnya dianalisis (Keenan, 1980 dalam
Mulyawati, 2014). Tahap titrasi dilakukan dengan menggunakan HCI 0,1
N sampai terjadi perubahanan warna menjadi merah muda pada larutan
erlenmeyer. Perhitungan kadar protein pada daging ikan tongkol :

(ml Hcl daging ikan — ml HCl blanko)

%N = = x 14,008x 100% x 0,1 NHCI
mg daging ikan

% protein = % N x Faktor Konversi (6,25)

e Kadar Karbohidrat

Pengukuran kadar karbohidrat total dari sampel ikan menurut Hafiluddin et
al. (2014)dapat dihitung menggunakan rumus :

% Karbohidrat = 100% — %( protein + lemak + abu + air)

Pembuatan media
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e Pembuatan Media PDA

Penelitian ini untuk menumbuhkan kapang kita menggunakan media PDA
(Potato Dextrose Agar) dengan komposisi PDA powder 3,9 gram dan Aquades
100 ml. Pembuatan media PDA ini mengacu pada buku Penuntun Praktikum
Mikologi (Hastuti, 2014). Proses pembuatan media PDA adalah sebagai berikut :
1. Persiapkan alat dan bahan yang akan digunakan dalam membuat PDA
seperti cawan petri, alumunium foil, timbangan digital, erlenmeyer, autoklaf,
dan lemari pendingin.

2. Bubuk PDA diambil dan ditimbang, lalu dimasukkan ke dalam tabung
erlenmeyer.

3. Larutkan dalam aquades 100 ml lalu aduk larutan hingga tercampur rata.

4. Sterilisasi media tersebut ke dalam autoklaf pada suhu 121° C tekanan 1
atm dalam waktu 15 menit.

5. Medium dituangkan pada cawan petri dengan takaran masing-masing cawan

sebanyak 2,5 ml.

Pembuatan media Carboxy Methyl Cellulose dan Congo red

Pembuatan media CMC agar dan reagen Congo red mengacu pada
Yosmar et al. (2013). Proses pembuatan media CMC adalah sebagai berikut :
1. Siapkan media CMC agar sebanyak 1,2 gram serbuk CMC dan 15 gram
agar.
2. Tambahkan aquades sebanyak 120 ml (perlakuan berbeda maka
menggunakan air laut steril, air tawar steril, NACI 3% dan aquades).
3. Homogenkan ketiga bahan tersebut dan panaskan.
4. Sterilisasi pada autoklaf pada suhu 121° C tekanan 1 atm dalam waktu 15

menit.
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o

Pembuatan reagen Congo red dengan cara melarutkan serbuk Congo red

sebanyak 0,1 gram dengan alkohol 70% sebanyak 100 ml.

Pembuatan media Skim Milk Agar

Pembuatan media Skim Milk agar mengikuti Pakpahan (2009). Media agar

Skim Milk (mengandung 2,4 gram susu skim dan 2,8 gram agar). Proses

pembuatan Skim Milk Agar adalah sebagai berikut :

1.

Serbuk susu skim ditimbang sebanyak 2,4 gram dan dilarutkan dengan
aquades sebanyak 50 ml (perlakuan berbeda maka menggunakan air laut
steril, air tawar steril, NACI 3% dan aquades)

Homogenkan larutan dengan cara diaduk-aduk.

Larutan yang telah homogen selanjutnya dipasteurisasi (70° C selama 1
jam).

Buat larutan agar dengan cara ditimbang 2,8 agar dan ditambah 70 ml
aquades (perlakuan berbeda maka menggunakan air laut steril, air tawar
steril, NACI 3% dan aquades)

Campurkan larutan agar dengan larutan susu dan disterilisasi.

Isolasi dan Pemurnian Kapang

Sebelum melakukan proses isolasi, tahap awal yaitu penanaman sampel.

Setelah sampel ditumbuhi kapang, selanjutnya proses isolasi dapat dilakukan.

Tahap penanaman sampel mengacu pada llyas (2007) dengan modifikasi.

Langkah penanaman sapel adalah sebagai berikut :
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1. Sediakan alat dan bahan yang digunakan seperti media PDA, pinset,
gunting, alkohol, tisu, kertas label, dan sampel ikan yang akan ditumbuhi
kapang,

2. Potong sampel sekitar 1x1 cm dan ambil potongan tersebut menggunakan
pinset

3. Sampel yang telah dipotong dapat ditaruh pada media PDA.

4. Sampel dilabeli dan diinkubasi dengan suhu 25 °C selama 3-5 hari (llyas,
2007 dengan modifikasi).

Kapang yang tumbuh pada sampel selanjutnya dapat isolasi dan
dimurnikan. Proses isolasi kapang dilakukan menurut sanjaya et al. (2010)
dengan modifikasi. Proses isolasi kapang adalah sebagai berikut :

1. Jarum ose dibakar hingga kawatnya berpijar kemudian didinginkan 8-10
detik sebelum digunakan.

2. Sebanyak satu ose koloni diambil dari sampel untuk mendapatkan kultur
murni dan digoreskan secara zigzag ke dalam media agar baru yang steril.

3. Pada cawan diberi label dan hasil pemurnian kapang diinkubasi dalam

inkubator dengan suhu 27°C selama 3-5 hari.

Identifikasi kapang
Tahap identifikasi menggunakan metode selotip (St-Germain dan Richard
1996). Hasil pengamatan morfologi dan mikroskopik kapang dapat dibandingkan
dengan buku identifikasi Gandjar et al. (1999) dan Ellis et al. (2007). Langkah
identifikasi adalah sebagai berikut :
1. Sediakan alat dan bahan yang akan digunakan seperti selotip, gunting,
Lactophenol blue, Objek glass, media PDA yang telah ditumbuhi kapang
dan mikroskop.

2. Sediakan objek glass dan selotip yang telah terpotong.
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Pada objek glass, tetesi larutan Lactophenol blue secukupnya

Ambil spora kapang yang akan diamati dengan cara menempelkan selotip
pada misellium kapang.

Selotip berisi misellium ditempelkan pada objek glass

amati spora menggunakan mikroskop.

Bentuk spora hasil pengamatan dan bentuk koloni kapang yang tumbuh
pada media PDA dapat dicocokkan dengan buku taksonomi kapang untuk

mengetahui jenis kapang hingga tingkat genus.

Penapisan Kapang selulase dan protease

Penguijian zona bening untuk mengetahui kapang penghasil enzim selulase

dilakukan menurut Suciatmih (2008). Proses penapisan selulase menggunakan

media CMC adalah sebagai berikut :

1.

Masing-masing kapang yang telah dimurnikan ditumbuhkan pada cawan
petri berisi media Carboxy methyl Celullase yang mengandung komposisi
berbeda yaitu media air laut steril, air tawar steril, NACI 3% dan aquades.
Penanaman sampel kultur kapang murni dilakukan dengan cara ditusukkan
pada media CMC.

Inkubasi media pada temperatur (27°C) selama 3 hari.

Bilas media CMC agar tersebut menggunakan Congo red (0,1%).

Dilakukan pengukuran indeks zona bening

Pengujian zona bening untuk mengetahui kapang penghasil enzim

protease dilakukan menurut Mohanasrinivasan et al. (2012). Prinsip pengujian

enzim protease mirip dengan pengujian selulase pada tahap sebelumnya yaitu

sebagai berikut :

6

Kapang murni diisloasi menggunakan jarum ose
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7 Jarum ose ditusukkan pada media Skim Milk agar yang mengandung
komposisi berbeda. Penggunaan media yang berbeda dalam menumbuhkan
kapang penghasil enzim mengacu pada penelitian Andhikawati et al. (2014)
yang hanya menggunakan media air tawar, air laut dan NaCl 3% untuk
menumbuhkan kapang penghasil selulase.

8 Sampel kapang pada media Skim Milk agar diinkubasi pada suhu 27°C
selama 3 hari. Apabila terdapat zona bening pada media Skim Milk agar
maka kapang tersebut termasuk kapang penghasil enzim protease.

9 Dilakukan pengukuran indeks zona bening.

Kapang dengan rata-rata indeks zona bening terbesar dilakukan percobaan
selanjutnya yaitu mengetahui pH optimum untuk pertumbuhan kapang tersebut.

Pengukuran indeks zona bening pada kedua media (CMC agar dan Skim Milk

agar) menggunakan metode Zahidah dan Maya (2013) sebagai berikut :

X1 —X2
X2

IS/IP =

Keterangan :
IS/IP = Indeks aktivitas Selulotik, Proteolitik
X1 = diameter zona bening

X2 = diameter koloni
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Lampiran 2. Komposisi air berdasarkan salinitas dan pH

Di bawah ini merupakan hasil pengukuran komposisi pH dan salinitas pada

media

Tabel. Komposisi pH dan Salinitas media air

Media Air pH Salinitas (ppt)
Aquades 6,57 0
Air Tawar 7,61 0
Air Laut 7,34 31
Nacl 3% 6,65 27
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Lampiran 3. Hasil screening protease

Di bawah ini merupakan hasil screening protease pada media berbeda

dengan 3 kali pengulangan

Media

Pengulangan 1

Aquades

Air tawar

Nacl 3%

Air laut

Pengulangan 2 Pengulangan 3
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Lampiran 4. Hasil Screening Selulase

Di bawah ini merupakan hasil screening selulase pada media berbeda

dengan 3 kali pengulangan

Media

Aquades

Air tawar

Pengulangan 1

Nacl 3%

Air laut

Pengulangan 2

» N

Pengulangan 3

\v
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Lampiran 5. Dokumentasi Kegiatan

Sampel ikan tongkol
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