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ABSTRACT 
 

Production and export of tropical fruits in Indonesia have an increasing trend every year. The important 
factor in the production and export of fruits is food safety. One of the contaminants that may be found in 
fruits is mycotoxin, especially patulin. Patulin mainly found in fruits such as apple, orange, grape, and pear. 
This study aimed to detect molds from tropical fruits and to identify potentially patulin-producing molds. 
Detection of potentially patulin-producing molds obtained from tropical fruits was carried out using the 
isoepoxydon dehydrogenase (idh) gene. Species identification was carried out using internal transcribed 
spacer (ITS) region. The mold isolate sequences of ITS rDNA region were analyzed for their homology using 
both BLAST search and phylogenetic tree. A total of 26 molds were isolated from four types of fruit (malang 
apple, ambon banana, medan orange, and avocado) obtained from five different places in Bogor including 
fruit stalls, traditional markets, and supermarkets. The positive results of idh gene were mold isolates that 
have an amplicon at 620 bp. The result showed that 5 of 26 (19.2%) isolates were positive for idh gene, 
namely A11, A34, A43, A51 and B23. The positive isolates for idh gene were identified as Aspergillus 
aculeatus, Aspergillus niger, Cladosporium anthropophilum, Cladosporium tenuissimum, and Talaromyces 
verruculosus. 
 
Keywords: molecular identification, patulin, toxigenic mold, tropical fruits 

ABSTRAK1 
 

Produksi dan ekspor buah-buahan tropis Indonesia mengalami tren peningkatan dari tahun ke tahun. 
Salah satu faktor penting yang harus diperhatikan dalam produksi maupun ekspor buah adalah keamanan 
pangan. Salah satu cemaran yang dapat ditemukan pada buah adalah mikotoksin, khususnya patulin. 
Patulin sering ditemukan pada buah-buahan seperti buah apel, jeruk, anggur, dan pir. Penelitian ini bertu-
juan untuk memperoleh isolat kapang yang tumbuh dari empat jenis buah-buahan tropis dan identitas 
kapang yang berpotensi sebagai penghasil patulin. Kapang yang berpotensi sebagai penghasil patulin 
dideteksi menggunakan gen idh. Identifikasi molekuler spesies kapang dilakukan menggunakan daerah ITS. 
Sekuens ITS dari rDNA kapang dianalisis homologinya dengan BLAST dan pohon filogenetik. Total kapang 
yang diisolasi sebanyak 26 isolat dari 4 jenis buah tropis (apel malang, pisang ambon, jeruk medan dan 
alpukat). Kapang tersebut didapat dari 5 tempat yang berbeda di Bogor yaitu kios buah, pasar, dan 
supermarket. Isolat yang positif gen idh mempunyai amplikon pada 620 bp. Kapang yang positif mengan-
dung gen idh berjumlah 5 dari 26 (19,2%) isolat yaitu A11, A34, A43, A51, dan B23. Isolat tersebut teridenti-
fikasi sebagai Aspergillus aculeatus, Aspergillus niger, Cladosporium anthropophilum, Cladosporium 
tenuissimum, dan Talaromyces verruculosus. 
 
Kata kunci: buah tropis, identifikasi molekuler, kapang toksigenik, patulin 
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PENDAHULUAN 
 

Produksi buah-buahan tahunan di Indonesia 
selama lima tahun terakhir (2014-2018) secara umum 
mengalami peningkatan (Kementan, 2019). Produk 
buah-buahan digunakan untuk konsumsi nasional 
dan ekspor. Peningkatan produksi buah-buahan juga 
diiringi dengan meningkatnya konsumsi nasional 
(Kementan, 2018). Penanganan produk buah-
buahan yang baik perlu dilakukan untuk menghindari 
kerusakan secara mikrobiologi, salah satunya adalah 
pertumbuhan kapang. Keberadaan kapang dikha-
watirkan karena dapat menghasilkan mikotoksin. 

Mikotoksin adalah komponen kimia bersifat 
toksik yang merupakan produk metabolit sekunder 
dari kapang (Tola dan Kebede, 2016). Mikotoksin 
yang telah diidentifikasi dan dilaporkan sebanyak 300 
jenis, namun yang kerap ditemukan dalam pangan 
antara lain aflatoksin, okratoksin, fumonisin, patulin, 
zearalenone, dan trichothecenes (Alshannaq dan Yu, 
2017). Menurut Food Agriculture Organization (FAO), 
diperkirakan 25% dari hasil pertanian dunia per tahun 
terkontaminasi oleh mikotoksin. Namun, berdasarkan 
penelitian terkini nilai perkiraan tersebut masih terlalu 
rendah. Kontaminasi mikotoksin diperkirakan men-
capai 60-80%, nilai yang tinggi ini merupakan hasil 
dari peningkatan sensitivitas metode analitis dan 
perubahan iklim (Eskola et al., 2020).  

Mikotoksin yang sering ditemukan pada buah-
buahan adalah patulin. Patulin dapat menyebabkan 
masalah kesehatan akut seperti mual, muntah, ulse-
rasi, perdarahan usus, lesi pada duodenum, peru-
bahan fungsi penghalang usus, dan kerusakan ginjal 
(Vidal et al., 2019). Patulin merupakan hasil metabo-
lit sekunder kapang dari genus Penicillium, Asper-
gillus, Paecylomyces, dan Xylaria (Frisvad, 2018). 
Faktor yang memengaruhi produksi patulin pada 
buah antara lain jenis buah, varietas, lokasi geo-
grafis, kondisi iklim, tahun produksi, perlakukan pra 
dan pasca panen, metode pemanenan, cacat pada 
permukaan buah, penggunaan pestisida, dan kon-
disi penyimpanan (Oteiza et al., 2017). Buah-buahan 
yang lebih berisiko untuk mengalami migrasi patulin 
ke daging adalah buah dengan kulit yang tipis seperti 
buah pisang, jeruk, apel, dan alpukat. Keempat buah 
tersebut juga termasuk 11 besar produksi tertinggi 
tanaman buah-buahan tahunan di Indonesia. 

Patulin merupakan senyawa yang stabil se-
hingga tidak dapat dihilangkan dengan proses peng-
olahan pada bahan pangan. Metode pengolahan 
seperti filtrasi, perlakuan panas, dan fermentasi 
hanya dapat mengurangi namun tidak dapat meng-
hilangkan kandungan patulin secara keseluruhan (Ioi 
et al., 2017). Deteksi patulin dapat dilakukan meng-
gunakan beberapa metode seperti metode referensi, 
metode cepat, maupun metode analitik baru. Contoh 
dari metode referensi antara lain thin-layer chromato-
graphy (TLC), gas chromatography (GC), mass spec-

trometry (MS), dan high-performance liquid chroma-
tography (HPLC). Metode cepat contohnya enzyme 
immunoassay test, dipstick, dan lateral flow. Metode 
analitik baru contohnya near-infrared spectroscopy, 
fluorescence, elektroforesis kapiler, dan biosensor 
(Notardonato et al., 2021). Metode-metode tersebut 
dapat mendeteksi patulin setelah terbentuk. Pence-
gahan dari keberadaan patulin dapat dilakukan de-
ngan mencegah pertumbuhan kapang yang berpo-
tensi sebagai penghasil patulin.  

Keberadaan kapang penghasil patulin harus di-
cegah dengan deteksi dini pada rantai pangan sebe-
lum menghasilkan toksin yang melampaui batas yang 
ditentukan. Deteksi menggunakan metode mikrobio-
logi konvensional membutuhkan waktu yang lama 
dan tidak dapat mendeteksi kapang yang mati 
sehingga tidak mampu mengindikasikan kontami-
nasi sebelumnya pada suatu produk. Oleh karena itu, 
dibutuhkan metode lain untuk mendeteksi kebe-
radaan kapang penghasil patulin secara cepat dan 
spesifik seperti metode molekuler menggunakan 
polymerase chain reaction (PCR). PCR merupakan 
metode alternatif dari metode kimia dan mikrobiologi 
untuk mendeteksi dan mengindentifikasi kapang 
toksigenik pada pangan (Paterson, 2007). Protokol 
PCR yang dirancang menggunakan gen target iso-
epoxydon dehydrogenase (idh) sebagai gen target 
penghasil patulin dan gen target internal transcribed 
spacer (ITS) untuk identifikasi isolat kapang 
(Paterson, 2004; Cunha et al., 2014). Gen idh telah 
digunakan secara umum untuk mendeteksi kapang 
yang memproduksi patulin, gen idh berperan dalam 
biosintesis patulin untuk mengonversi isoepoxydon 
menjadi phyllostine (Paramastuti et al., 2021). 
Beberapa penelitian yang menggunakan gen idh 
sebagai gen target untuk mendeteksi kapang yang 
memproduksi patulin telah dilakukan baik mengguna-
kan metode PCR konvensional maupun PCR real-
time (Paterson, 2004; Luque et al., 2011; Rodríguez 
et al., 2011; De Clercq et al., 2016). Perkembangan 
deteksi mikotoksin menggunakan beberapa gen tar-
get memungkinkan deteksi beberapa mikotoksin da-
lam pangan pada waktu yang bersamaan (Rodríguez 
et al., 2012; Luque et al., 2013). Identifikasi kapang 
yang berpotensi sebagai penghasil patulin dapat 
dilakukan menggunakan primer universal yaitu 
daerah ITS. Daerah ITS merupakan penanda DNA 
barcoding universal untuk identifikasi pada tingkat 
spesies pada kapang atau jamur (Raja et al., 2017).  

Penelitian tentang kontaminasi patulin pada apel 
dan produk olahannya sudah banyak dilakukan, 
namun data mengenai kontaminasi patulin pada 
buah-buahan tropis masih terbatas. Kebijakan di 
Indonesia tentang batasan maksimum cemaran 
patulin hanya pada jenis pangan produk olahan apel 
(50 ppb), minuman beralkohol berbasis apel (50 ppb), 
serta puree apel untuk bayi dan anak (10 ppb) 
(BPOM, 2018). Namun, belum ada regulasi yang 
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mengatur batasan maksimum cemaran patulin pada 
produk lainnya. Data hasil deteksi dan identifikasi 
kapang penghasil patulin pada buah-buahan tropis 
dapat digunakan sebagai dasar ilmiah bagi kebijak-
an keamanan pangan serta pengembangan metode 
deteksi kapang penghasil patulin dalam pangan. Oleh 
karena itu, metode berperan penting untuk deteksi 
dan identifikasi kapang penghasil patulin pada buah-
buahan tropis. Penelitian ini bertujuan untuk mem-
peroleh isolat kapang yang tumbuh pada buah tropis 
dan mengidentifikasi kapang yang berpotensi seba-
gai penghasil patulin.  

BAHAN DAN METODE 
 

Bahan 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini 

adalah buah-buahan tropis berupa pisang ambon, 
jeruk medan, apel malang, dan alpukat, masing-
masing diperoleh dari lima tempat yang berbeda di 
Bogor antara lain kios buah, pasar tradisional, dan 
supermarket. Strain Colletotrichum musae PA01 
yang telah teridentifikasi sebagai strain toksigenik 
penghasil patulin dari penelitian sebelumnya digu-
nakan sebagai kontrol positif. Media yang digunakan 
untuk pertumbuhan adalah buffer peptone water/ 
BPW (Oxoid, Inggris), potato dextrose agar/PDA 
(Oxoid, Inggris) dan potato dextrose broth/PDB 
(Himedia, India).  

 
Isolasi kapang  

Metode untuk isolasi kapang mengacu pada 
Cunha et al. (2014) dengan modifikasi. Modifikasi 
yang dilakukan adalah mengganti media sabouraud 
dextrose agar (SDA) dengan potato dextrose agar 
(PDA) untuk memindahkan koloni spesifik. Sampel 
yang telah dihomogenisasi dari buah utuh (puree 
buah) sebanyak 50 g diencerkan 10-2 dan diinoku-
lasikan dengan metode sebar pada media potato 
dextrose agar (PDA) yang diberi kloramfenikol 0,01% 
secara duplo. Inkubasi dilakukan pada suhu ruang 
(28°C) selama 5 hari dalam kondisi gelap. Koloni 
yang spesifik ditumbuhkan menggunakan metode 
gores kuadran pada media PDA dan inkubasi dilaku-
kan pada suhu ruang (28°C) selama 5 hari. Koloni 
yang terpisah kemudian ditumbuhkan dengan meto-
de gores kuadran pada media PDA dan diinkubasi 
selama 5 hari pada suhu ruang (28°C). Perlakuan ini 
diulangi sampai didapatkan isolat murni. Isolat 
kapang yang didapat ditumbuhkan pada PDA miring 
untuk pengujian selanjutnya.  
 
Ekstraksi DNA  

Metode untuk isolasi kapang mengacu pada 
Tannous et al. (2015) dengan modifikasi. Modifikasi 
yang dilakukan adalah mengganti media yeasts ex-
tract sucrose (YES) menjadi potato dextrose broth 

(PDB). Isolat kapang ditumbuhkan pada media PDA 
dengan metode titik lalu diinkubasi selama 5 hari 
pada suhu ruang (28°C). Miselium yang tumbuh di-
potong sebesar diameter 6 mm sebanyak 2 keping. 
Inokulum tersebut ditumbuhkan kembali pada media 
PDB dan diinkubasi pada incubator shaker dengan 
agitasi konstan selama 3 hari pada suhu ruang. 
Miselia yang tumbuh pada media PDB kemudian 
disaring dan dibilas dengan akuades steril. Miselia 
yang didapat digerus dengan mortar dan lumpang 
dengan penambahan nitrogen cair, hingga diperoleh 
serbuk miselia yang halus. DNA diekstrak dengan 
menggunakan GenElute Plant Genomic DNA 
Miniprep Kit (Sigma, Jerman) sesuai protokol kit. 

. 
Kuantifikasi DNA 

Hasil ekstraksi DNA selanjutnya dikuantifikasi 
untuk mengetahui konsentrasi DNA menggunakan 
NanoDrop UV-Vis Spektrofotometer 2000 (Thermo 
Scientific, Amerika Serikat). Konsentrasi DNA didapat 
dalam satuan ng/µL dan absorbansinya diukur pada 
panjang gelombang 260 dan 280 nm. Kemurnian 
DNA dapat dilihat dari rasio absorban pada 260 nm/ 
280 nm, DNA dikatakan murni jika memiliki rasio 
~1,8. Jika rasionya lebih rendah (≤1,6), maka menun-
jukkan adanya protein, fenol, atau kontaminan lain 
(Lucena-Aguilar et al., 2016). 

 
Deteksi PCR gen idh  

Deteksi gen idh dilakukan menggunakan meto-
de Paterson (2007) yang dimodifikasi. Amplifikasi 
dilakukan menggunakan primer IDH1F (5’-CAATGT 
GTCGTACTGTGCCC-3’)/IDH2R (5’-ACCTTCAGTC 
GCTGTTCCTC-3’) yang disintesis dari Integrated 
DNA Technologies (IDT) Singapura. Modifikasi yang 
dilakukan adalah mengubah kondisi dan komposisi 
reaksi PCR sesuai hasil optimasi. Reaksi dilakukan 
dengan total volume 25 μL yang mengandung 12,5 
μL MyTaq Red Mix (Bioline, UK), 0,2 mM dari masing-
masing primer, DNA genom (100 ng) dan nuclease 
free water/NFW (1st Base, Singapura) sampai 25 µL. 
PCR 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystem, 
Thermo Scientific, Amerika Serikat) diatur pada kon-
disi amplifikasi sebagai berikut: tahap pra denaturasi 
pada suhu 94°C selama 4 menit, 30 siklus pada suhu 
melting 94°C selama 1 menit, tahap annealing pada 
suhu 54°C selama 1 menit, tahap ekstensi pada suhu 
72°C selama 1 menit. Tahap ekstensi akhir pada 
suhu 72°C selama 5 menit. Hasil amplifikasi dianalisis 
pada 1,5% (b/v) gel Omnipur agarosa (Merck, 
Jerman) menggunakan buffer 1XTAE pada 80 V 
selama 1 jam. Buffer TAE dibuat dengan komposisi 
Trizma base (Sigma, Jerman), EDTA dan asam ase-
tat (Merck, Jerman). Gel diwarnai dengan ethidium 
bromide, DNA divisualisasikan oleh transiluminasi UV 
pada GelDoc (Bio-rad, Bio-Rad Laboratories Pte. Ltd, 
Singapura) dengan target amplikon 620 bp.  
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Identifikasi molekuler 
Amplifikasi DNA dilakukan pada daerah target 

ITS mengacu pada metode Hammami et al. (2017) 
yang dimodifikasi. Modifikasi yang dilakukan adalah 
mengubah kondisi dan komposisi reaksi PCR sesuai 
hasil optimasi. Primer yang digunakan adalah ITS1F 
(5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’)/ITS4R (5’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) yang disintesis 
dari Integrated DNA Technologies (IDT) Singapura. 
Amplifikasi dilakukan pada total volume reaksi se-
besar 30 μL yang mengandung 15 μL GoTaq Master 
Mix (Promega, Amerika Serikat), 0,2 mM dari masing-
masing primer, DNA genom (100 ng), dan NFW. 
Program yang dipakai untuk daerah ITS: pra denatu-
rasi pada suhu 94°C selama 5 menit, amplifikasi 
sebanyak 35 siklus (denaturasi pada suhu 94°C 
selama 30 detik, annealing pada suhu 54°C selama 
30 detik, dan ekstensi pada suhu 72°C selama 30 
detik), dan ekstensi akhir pada suhu 72°C selama 5 
menit. Hasil amplifikasi dianalisis pada 1,5% (b/v) gel 
agarosa menggunakan buffer 1XTAE pada 80 V 
selama 1 jam. Gel diwarnai dengan ethidium 
bromide, DNA divisualisasikan oleh transiluminasi UV 
pada GelDoc (Bio-rad, Bio-Rad Laboratories Pte. Ltd, 
Singapura) dengan target amplikon 600 bp.  

 
Purifikasi produk PCR dan analisis hasil sekuen-
sing  

Purifikasi produk PCR dilakukan oleh PT Gene-
tika Science Indonesia yang dilanjutkan dengan cycle 
sequencing dan pengumpulan data sekuen oleh 1st 
BASE DNA Sequencing Services Singapura (https:// 
base-asia.com/dna-sequencing-services) menggu-
nakan metode Raja et al. (2017). Sekuens tersebut 
dicari homologinya dengan BLAST pada National 
Center for Biotechnology Information (NCBI). Pada 
sekuens rDNA ITS dilakukan analisis lanjutan dengan 
pohon filogenetik yang disusun menggunakan meto-
de Maximum Likelihood dengan model yang paling 
sesuai dan bootstrap 1000x pada perangkat lunak 
MEGA X. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Isolat kapang dari buah-buahan tropis 

Kapang yang diperoleh sebanyak 26 isolat dari 
empat jenis buah-buahan tropis, dengan rincian tiga 
belas isolat dari apel malang (A11, A21, A22, A23, 
A31, A32, A34, A41, A42, A43, A44, A51, dan A52), 
sembilan isolat dari pisang ambon (B11, B22, B23, 
B24, B51, B52, B53, B54, dan B55), dua isolat dari 
jeruk medan (O11 dan O13), dan dua isolat dari 
alpukat (V22 dan V41). Gambar buah, isolat kapang, 
dan karakteristik koloninya dapat dilihat pada Tabel 
1. 

 
 

Gen idh dalam isolat yang berpotensi sebagai 
penghasil patulin  

Deteksi gen penghasil patulin (gen idh) dila-
kukan pada 26 isolat yang didapat dari 4 jenis buah 
tropis yaitu 13 isolat dari apel malang (kode A), 9 
isolat dari pisang ambon (kode B), 2 isolat dari jeruk 
medan (kode O), dan 2 isolat dari alpukat (kode V). 
Gen idh mempunyai amplikon sebesar 620 bp, dan 
berdasarkan hasil visualisasi pada Gambar 1 a dan 
b, terdapat 5 dari 26 (19,2%) isolat yang positif gen 
idh yaitu A11, A34, A43, A51, dan B23. Dua puluh 
satu isolat lainnya tidak mempunyai amplikon pada 
620 bp, sehingga dapat disimpulkan bahwa tidak me-
ngandung atau negatif gen idh. Namun, hasil negatif 
yang didapat mungkin juga disebabkan oleh bahan 
yang mengandung DNA target tidak mencukupi atau 
terdapat penghambatan (Paterson, 2004).  

Produk PCR pada Gambar 1 a dan b masih 
terlihat menghasilkan multiple band, hasil tersebut 
sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh 
Paterson (2007). Hasil yang multiple band menun-
jukkan bahwa primer IDH1/IDH2 tidak spesifik pada 
amplikon 620 bp. Deteksi gen idh menghasilkan 
amplikon tunggal (620 bp) hanya pada 17% dari 93 
isolat yang didominasi oleh Penicillium simplices-
simum, Penicillium expansum, Penicillium brevi-
compactum, dan Penicillium hirsutum. Strain lainnya 
dari genus Penicillium, Aspergillus, Byssochlamys, 
dan Paecilomyces menghasilkan 2-8 amplikon. 
Spesies lain menghasilkan amplikon yang tidak spe-
sifik namun dapat digunakan untuk menggambarkan 
profil DNA dalam mengidentifikasi dan mengklasifi-
kasikan kapang. Sebagai contoh amplikon pada 400 
dan/atau 500 bp berkaitan dengan kapang yang tidak 
menghasilkan patulin, sedangkan amplikon 450 bp 
berhubungan dengan beberapa strain Aspergillus 
dan Bysshochlamys nivea. Kapang yang positif mem-
punyai gen idh menghasilkan amplikon pada 620 bp, 
baik itu amplikon tunggal maupun multi amplikon 
(Paterson, 2007). 

Gen yang telah diidentifikasi dan dikarakterisasi 
secara molekuler dalam biosintesis patulin dari 
Penicillium griseofulvum, B. nivea, atau Aspergillus 
clavatus antara lain patK, patG, patH, patI, dan patN 
yang masing-masing mengkode 6-methylsalicylic 
acid synthase/6MSAS, 6-methylsalicylic acid decar-
boxylase, m-cresol hydroxylase, m-hydroxy-benzyl 
alcohol hydroxylase, dan isoepoxydon dehydro-
genase (idh) (Snini et al., 2014). Gen idh pertama kali 
disekuens dari Penicillium urticae yang telah berganti 
nama menjadi P. griseofulvum. Gen idh merupakan 
enzim ketujuh pada jalur biosintesis patulin yang 
mengonversi isoepoxydon menjadi phyllostine dan 
mempunyai spesifisitas absolut untuk NADP+ 
(Dombrink-Kurtzman, 2006).  
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Tabel 1. Gambar buah, isolat kapang dan karakteristik koloninya  
Table 1. Picture of fruits, mold isolates, and colony characteristics 

Origin Sample Sample Picture Isolate Code Isolate Colony Characteristics 

Malang 
apples 

A1  A11  Colonies are round, the 
surface color is blackish 
white, the reverse color is 
yellowish white 

 

 

 

 A2  A21  Colonies are round, surface 
color is white, reverse color 
is yellowish white 

  A22  Colonies are round, surface 
color is green, reverse color 
is green 

 

 

  A23  Colonies are round, surface 
color is white, reverse color 
is yellowish white 

 

 

 A3  A31  Colonies are round, surface 
color is brown, reverse color 
is brown 

 

 

  A32  Colonies are round, surface 
color is white, reverse color 
is yellowish white 
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Origin Sample Sample Picture Isolate Code Isolate Colony Characteristics 

  A34  Colonies are round, the 
surface color is greenish 
white, the reverse color is 
white 

 

 A4 

 

A41  Colonies are irregular in 
shape, surface color is white, 
reverse color is white 

 

 

  A42  Colonies are round, surface 
color is white, reverse color 
is yellowish white 

 

 

  A43  Colonies are round, surface 
color is green, reverse color 
is green 

 

 

  A44  Colonies are round, surface 
color is white, reverse color 
is yellowish white 

 

 

 A5  A51  Colonies are round, surface 
color is green, reverse color 
is green 

 

 

   A52  Colonies are irregular in 
shape, surface color is white, 
reverse color is yellowish 
white 
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Origin Sample Sample Picture Isolate Code Isolate Colony Characteristics 

Ambon 
bananas 

B1 

 

B11  Colonies are round, the 
surface color is yellowish 
green, the reverse color is 
yellowish green 

 B2 

 

B22  Colonies are round, surface 
color is red, reverse color is 
red 

 

 

  B23  Colonies are irregular in 
shape, surface color is white, 
reverse color is yellowish 
white 

 

  B24  Colonies are irregular in 
shape, surface color is white, 
reverse color is white 

 

 

 B5  B51  Colonies are irregular in 
shape, surface color is white, 
reverse color is yellow 

 

 

  B52  Colonies are round, surface 
color is white, reverse color 
is yellowish white 
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Origin Sample Sample Picture Isolate Code Isolate Colony Characteristics 

  B53 

 

Colonies are round, the 
surface color is yellowish 
white, the reverse color is 
yellowish white 

  B54  Colonies are round, the 
surface color is yellowish 
white, the reverse color is 
yellowish white 

 

  B55  Colonies are round, the 
surface color is yellowish 
white, the reverse color is 
yellowish white 

 

Medan 
oranges 

O1  O11  Colonies are round, surface 
color is white, reverse color 
is yellowish white 

 

 

  O13  Colonies are round, the 
surface color is greenish 
white, the reverse color is 
yellowish white 

 

Avocados V2  V22  Colonies are round, the 
surface color is greenish 
white, the reverse color is 
yellowish white 

 

 V4  V41  Colonies are round, surface 
color is white, reverse color 
is yellowish white 
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(a) (b) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 1.  (A) Hasil visualisasi PCR isolat (M) DNA ladder marker 100bp, (1) kontrol positif, (2) A11, (3) A21, 

(4) A22, (5) A23, (6) A31, (7) A32, (8) A34, (9) A41, (10) A42, (11) A43, (12) A44, (13) A51, (14) 
A52, (B) Hasil visualisasi PCR isolat (M) DNA ladder marker 100bp, (1) kontrol positif, (2) B11, (3) 
B22, (4) B23, (5) B24, (6) B51, (7) B52, (8) B53, (9) B54, (10) B55, (11) O11, (12) O13, (13) V22 
(14) V41 

 
Figure 1.  (A) PCR product visualization result of isolate (M) DNA ladder marker 100 bp, (1) positive control, 

(2) A11, (3) A21, (4) A22, (5) A23, (6) A31, (7) A32, (8) A34, (9) A41, (10) A42, (11) A43, (12) A44, 
(13) A51, (14) A52, (B) PCR product visualization result of isolate (M) DNA ladder marker 100 bp, 
(1) positive control, (2) B11, (3) B22, (4) B23, (5) B24, (6) B51, (7) B52, (8) B53, (9) B54, (10) B55, 
(11) O11, (12) O13, (13) V22, (14) V41 

 
Sekuens nukleotida dan asam amino pada gen 

idh dari P. griseofulvum dan P. expansum 
mempunyai perbedaan antara lain posisi asam amino 
tertentu, penambahan panjang intron 1 pada P. 
expansum, dan substitusi asam amino lisin menjadi 
treonin dalam area pengikatan koenzim pada P. 
expansum. Perbedaan inilah yang memengaruhi pro-
duksi patulin dan aktivitas enzim (Dombrink-
Kurtzman, 2006). 

Gen idh tidak selalu mengindikasikan ada/ 
tidaknya produksi patulin. Berdasarkan hasil pene-
litian Rharmitt (2016), isolat yang positif gen idh 
belum tentu dapat memproduksi patulin, sebaliknya 
ada beberapa isolat yang negatif gen idh tapi mampu 
memproduksi patulin. Hal ini mungkin disebabkan 
karena jalur biosintesis patulin belum dipahami 
sepenuhnya. Ada kemungkinan bahwa gen idh bukan 
merupakan gen yang berperan utama dalam produksi 
patulin. Gen idh bekerja mengubah iso-epoxydon 
menjadi filostin yang kemudian secara berurutan 
diubah menjadi neopatulin, askladiol, dan akhirnya 
menjadi patulin. Namun, ada kemungkinan bahwa 
filostin, yang merupakan prekursor patulin, diproduksi 
melalui gentisil alkohol dengan melewati reaksi yang 
melibatkan gen idh.  

Identitas isolat positif gen idh 
Sekuens produk hasil amplifikasi PCR diana-

lisis dan pohon filogenetik disusun berdasarkan 
analisis sekuens ITS dari kelima isolat yang positif 
terdeteksi idh. Berdasarkan hasil BLAST yang dapat 
dilihat di Tabel 2, kelima isolat (A11, A34, A43, A51, 
dan B23) tersebut teridentifikasi sebagai Aspergillus 
aculeatus KUASN 14, A. niger AHBR17, Cladospo-
rium anthropophilum ID53, Cladosporium tennuis-
simum SAAS-17, dan Talaromyces verruculosus 
5A3. Pohon filogenetik dari masing-masing isolat 
dibuat berdasarkan genusnya sehingga terdapat 3 
pohon filogenetik yang disusun. Berdasarkan analisis 
filogenetik dari ITS, kelima isolat (A11, A34, A43, 
A51, dan B23) mempunyai homologi yang tinggi 
dengan A. aculeatus, A. niger, C. anthropophilum, C. 
tennuissimum, dan Talaromyces verruculosus. 
Pohon filogenetik dari kelima isolat dapat dilihat pada 
Gambar 2-4, dan dari gambar tersebut dapat terlihat 
bahwa isolat tidak dapat diidentifikasi dengan baik. 
Hal ini terlihat dari letak isolat dalam satu clade yang 
mengandung lebih dari satu spesies. Masing-masing 
isolat tidak terpisah secara tepat menjadi satu clade 
tertentu.  

 

M  1   2   3  4   5  6  7  8  9 10 11 12 13 14 M  1   2   3  4   5  6  7  8  9 10 11 12 13 14 

620 bp 620 bp 
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Tabel 2. Hasil identifikasi molekuler  
Table 2. Molecular identification result 

Kode Isolat 
(Isolate code) 

Persentase identitas (%) 
(Percent Identity (%)) 

Query Cover 
(%) 

E value Identitas (Identity) 

A11 100 99 0.0 Aspergillus aculeatus KUASN 14 
A34 99.67 99 0.0 Aspergillus niger AHBR17 
A43 99.82 100 0.0 Cladosporium anthropophilum ID53 
A51 100 100 0.0 Cladosporium tenuissimum SAAS-17 
B23 100 100 0.0 Talaromyces verruculosus 5A3 

                                   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2.  Pohon filogenetik dari isolat A11 dan A34 menggunakan metode Maximum Likelihood berdasarkan 

analisis ITS 
Figure 2.  The phylogenetic tree of A11 and A34 strains by Maximum Likelihood method based on analysis 

of ITS 
 
Identifikasi dengan menggunakan area ITS tidak 

berjalan maksimal pada beberapa genus yang sangat 
spesifik seperti Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, 
Penicillium, dan Trichoderma karena taxa tersebut 
memiliki celah yang sangat sempit atau tidak ada 
celah sama sekali pada area ITS-nya. Penanda 
sekunder digunakan untuk memperoleh identitas 

yang lebih akurat pada tingkat spesies. Penanda 
sekunder yang dapat digunakan untuk identifikasi 
kapang antara lain RPB1, RPB2, tub2/BenA, dan 
calmodulin (CaM) untuk genus Aspergillus dan Peni-
cillium. Barcode DNA yang direkomendasikan untuk 
Penicillium adalah tub2/BenA, sedangkan untuk ana-
lisis filogenetik adalah RPB2 atau CaM karena hasil-
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nya lebih mudah disejajarkan. Barcode DNA yang 
direkomendasikan untuk Aspergillus adalah CaM dan 
tub2/BenA (Raja et al., 2017). 

A. aculeatus termasuk ke dalam kapang 
Aspergillus section Nigri atau aspergili hitam, meru-
pakan kapang kontaminan yang sering ditemukan 
pada pangan dan pakan (Nielsen et al., 2009). A. 
aculeatus tergolong dalam clade uniseriate black 
aspergilli, kapang dalam clade tersebut dapat mem-
produksi metabolit sekunder berupa poliketida, turu-
nan peptida non ribosomal, maupun campuran. A. 
aculeatus merupakan kapang yang umum ditemukan 
pada buah, biji, maupun kacang yang mengalami 
pembusukan (Petersen et al., 2014).  

A. aculeatus terbukti telah menghasilkan bebe-
rapa metabolit sekunder seperti okratoksin A, aculin 
A, fumonisin, secalonic acid, nominine, okaramine, 
dan calbistrin (Petersen et al., 2014; Petersen et al., 
2015; Lamboni et al., 2016; Zhang et al., 2016). 
Belum ada penelitian yang menyebutkan bahwa A. 
aculeatus dapat memproduksi patulin. Kapang ter-
sebut telah terdeteksi mempunyai gen 6MSAS yang 
merupakan prekursor patulin dan aculin A. Jalur 
biosintesis antara aculin A dan patulin mempunyai 
kesamaan pada empat tahap awal, terdapat bebe-
rapa kesamaan juga pada gen yang terlibat yaitu 
AcuC dan AcuD merupakan homolog dari PatI dan 
PatH (Petersen et al., 2015). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 3.  Pohon filogenetik dari isolat A43 dan A51 menggunakan metode Maximum Likelihood berdasarkan 

analisis ITS  
Figure 3.  The phylogenetic tree of A43 and A51 strains by Maximum Likelihood method based on analysis 

of ITS 
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Gambar 4.  Pohon filogenetik dari isolat B23 menggunakan metode Maximum Likelihood berdasarkan analisis 

ITS 
Figure 4. The phylogenetic tree of B23 strain by Maximum Likelihood method based on analysis of ITS 

 
A. niger menyebabkan gejala yang paling parah 

pada penyakit pascapanen utama pada apel yaitu 
busuk Aspergillus (Zhang et al., 2018). A. niger 
menghasilkan beberapa mikotoksin seperti okra-
toksin A, okratoksin B, citrinin, dan gliotoxin (Navale 
et al., 2021). Belum ada penelitian yang menye-
butkan bahwa A. niger dapat memproduksi patulin. A. 
niger telah terdeteksi mempunyai gen 6MSAS, yang 
merupakan penyandi 6MSA, yang dikenal juga 
sebagai prekursor patulin. Senyawa 6MSA ini juga 
merupakan prekursor dari yanuthone D. Terdapat 
persamaan antara biosintesis yanuthone D dan 
patulin yaitu YanC merupakan homolog dari PatI 
(Holm et al., 2014). Kluster gen biosintetik pada P. 
expansum berbagi 5 dari 10 gen dengan kluster gen 
biosintetik yanuthone D pada A. niger. Kluster gen 
biosintetik yanuthone D menunjukkan homologi 

setidaknya 9 dari 10 gen dibandingkan kluster gen 
biosintetik patulin (Nielsen et al., 2017). 

Cladosporium sp. merupakan kapang yang 
sering ditemukan pada apel, tomat, raspberi, dan 
stroberi (Cunha et al., 2014; Nam et al., 2015; Farwell 
et al., 2023). Cladosporium sp. dilaporkan menghasil-
kan mikotoksin berupa turunan citrinin (Salvatore et 
al., 2021). Mikotoksin utama yang dihasilkan oleh 
Cladosporium sp. adalah cladosporin, isocladospo-
rium, emodin, epicladosporic acid, fagicladosporic 
acid, dan ergot alkaloid (Alwatban et al., 2014). C. 
anthropophilum dan C. tennuissimum belum pernah 
dilaporkan dapat menghasilkan patulin. 

Penicillium verruculosum atau yang sekarang 
disebut T. verruculosus merupakan kapang penye-
bab penyakit busuk hitam yang ditemukan pada buah 
mangga dan storage rot pada kacang tanah (Chadni 
et al., 2017; Ortega‐Acosta et al., 2018). Talaromyces 
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sp. dapat menghasilkan 221 jenis metabolit sekunder 
yang terdiri dari 43 alkaloid dan peptida, 88 ester, 31 
poliketida, 19 quinone, 15 steroid dan terpenoid, dan 
25 senyawa struktur lainnya. T. verruculosus meng-
hasilkan metabolit sekunder berupa (E)-3-(2,5-dioxo-
3-(propan-2-ylidene) pyrrolidin-1-yl) yang merupakan 
golongan alkaloid dan peptida serta turunan isokuma-
rin yang merupakan golongan ester (Zhai et al., 
2016). Namun, belum ada penelitian yang menyebut-
kan bahwa T. verruculosus dapat memproduksi 
patulin. 

KESIMPULAN 
 

Isolat yang diperoleh sebanyak 26 isolat yang 
didapat dari 4 jenis buah tropis yaitu 13 isolat dari 
apel malang, 9 isolat dari pisang ambon, 2 isolat dari 
jeruk medan, dan 2 isolat dari alpukat. Deteksi 
kapang penghasil patulin dengan gen idh dilakukan 
terhadap 26 isolat, dan terdapat 5 dari 26 (19,2%) 
isolat yang positif gen idh yaitu A11, A34, A43, A51, 
dan B23. Isolat tersebut teridentifikasi sebagai 
Aspergillus aculeatus, Aspergillus niger, Clados-
porium antropophilum, Cladosporium tenuissimum, 
dan Talaromyces verruculosus. Belum ada literatur 
yang mendukung bahwa kapang-kapang tersebut 
dapat memproduksi patulin. Gen idh tidak selalu 
mengindikasikan ada/tidaknya produksi patulin. Ada 
kemungkinan bahwa gen idh bukan merupakan gen 
yang berperan utama dalam produksi patulin. Hal ini 
dikarenakan jalur biosintesis patulin belum dipahami 
sepenuhnya. Deteksi kapang penghasil patulin 
secara molekuler membutuhkan konfirmasi dengan 
penggunaan primer atau gen target lain. Identifikasi 
molekuler kapang membutuhkan penanda sekunder 
untuk mendapatkan hasil yang lebih akurat di tingkat 
spesies. Produksi patulin dari kapang yang terdeteksi 
mempunyai gen idh perlu dikonfirmasi dengan 
metode kimia atau biosensor. 
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