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RINGKASAN  
 

RIKHY APRILLO WOWOR. Laporan Skripsi dengan judul Identifikasi Bakteri 
(Acinetobacter sp;,Nitrococcus sp) Dalam Menguraikan Histidin Menjadi Histamin 
Secara In-vitro (dibawah bimbingan Ir. Yahya, MP dan Dr. Ir. Happy Nursyam, 
MS) 

 
Histidin merupakan satu dari 20 asam amino dasar yang ada dalam 

protein. Bagi manusia histidin merupakan asam amino yang esensial bagi anak-

anak. Rantai samping imidazol dan nilai pKa yang relative netral (yaitu 6,0) 

berarti bahwa perubahan sedikit saja pada pH sel akan mengubah muatannya. 
Sifat ini menjadikan histidin sering menjadi bagian dari gugus katalitik pada 
enzim maupun ligan koordinasi pada metaloprotein. Histidin menjadi prekursor 
histamin, suatu amina yang berperan dalam system saraf dan karnosin suatu 
asam amino. Terdapat dua enantioner histidin yaitu D-histidin dan L-histidin, 
namun yang lebih dominan adalah L-histidin (Agustiana, 2010). 

Histamin adalah senyawa amina biogenik yang terbentuk dari asam 
amino histidin akibat reaksi dengan enzim dekarboksilase. Amina biogenik 
diproduksi pada jaringan ikan oleh bakteri dari famili  Enterobacteriaceae, seperti 
Morganella, Klebsiella,  dan  Hafnia  yang menghasilkan enzim histidin 
dekarboksilase. Bakteri yang secara alami terdapat pada insang dan usus ikan 
akan menyebar ke seluruh bagian tubuh selama proses penanganan (Sumner et 
al., 2004 dalam Wicaksono, 2009). 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Dasar Fakultas 
Perikanan Dan Ilmu Kelautan, Universitas Brawijaya, Malang dan Laboratorium 
Pengujian dan Pengawasan Mutu Hasil Perikanan (LPPMHP) Surabaya pada 
bulan Agustus-November 2011. 

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksploratif. 
Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksploratif. Metode 
eksploratif bertujuan untuk memperoleh pengetahuan tentang suatu gejala, 
sehingga setelah melalui tahap observasi, masalah serta hipotesisnya dapat 
dirumuskan (Singarimbun dan Effendi, 1989). Untuk uji biogenik amin itu sendiri, 
terutama histamin menggunakan Spektrofluorometri. Analisis pengujian histamin 
secara kuantitatif ini menggunakan metode Spektrofluorometri                     
sesuai SNI 2354. 10 tahun 2009. 

Berbagai jenis bakteri yang mampu menghasilkan enzim histidin 
dekarboksilasi (HDC) termasuk famili Enterobacteriaceae dan Bacillaceae. 
Umumnya spesies Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Escherichia, Klebsiella, 
Lactobacillus, Pedicoccus, Photobacterium, Salmonella, Shigella, dan 
Streptococcus menunjukkan aktivitas dekarboksilasi asam amino (Allen 2004). 

Berdasarkan pengujian histamin menggunakan metode spektrofluorometri 

secara kuantitatif, perlakuan histidin murni + bakteri B1 didapati hasilnya 

berdasarkan lamanya waktu yang digunakan selama 6, 12, 18 dan 24 jam yaitu 
kontrol awal sebanyak 0,05 mg/kg mengalami kenaikan sebanyak 0,12 mg/kg; 
1,19; 33,55 mg/kg; 0,23 mg/kg. untuk penambahan bakteri B2 kadar histamin 
yang semula 0,05 mg/kg mengalami kenaikan sebanyak 6,18 mg/kg; 8,68 mg/kg; 
0,31 mg/kg; 4,21 mg/kg. Sedangkan campuran antara B1 dan B2 sebanyak 2,89 
mg/kg; 6,90 mg/kg; 3,26 mg/kg; 2,43 mg/kg. Dari hasil diatas dapat disimpulkan 
secara garis besar bahwa bakteri Nitrococcus sp dan Acinetobacter sp tidak 
dapat menurunkan kadar histamin melainkan menaikkan kadar histamin. 
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1. PENDAHULUAN 

 
1.1 Latar Belakang 

Histidin merupakan satu dari 20 asam amino dasar yang ada dalam 

protein. Bagi manusia histidin merupakan asam amino yang esensial bagi anak-

anak. Rantai samping imidazol dan nilai pKa yang relative netral (yaitu 6,0) 

berarti bahwa perubahan sedikit saja pada pH sel akan mengubah muatannya. 

Sifat ini menjadikan histidin sering menjadi bagian dari gugus katalitik pada 

enzim maupun ligan koordinasi pada metaloprotein. Histidin menjadi prekursor 

histamin, suatu amina yang berperan dalam system saraf dan karnosin suatu 

asam amino. Terdapat dua enantioner histidin yaitu D-histidin dan L-histidin, 

namun yang lebih dominan adalah L-histidin (Agustiana, 2010). 

Histamin adalah senyawa amina biogenik yang terbentuk dari asam 

amino histidin akibat reaksi dengan enzim dekarboksilase. Amina biogenik 

diproduksi pada jaringan ikan oleh bakteri dari famili  Enterobacteriaceae, seperti 

Morganella, Klebsiella,  dan  Hafnia  yang menghasilkan enzim histidin 

dekarboksilase. Bakteri yang secara alami terdapat pada insang dan usus ikan 

akan menyebar ke seluruh bagian tubuh selama proses penanganan (Sumner et 

al., 2004 dalam Wicaksono, 2009). 

Bakteri penghasil histamin adalah bakteri yang dapat menghasilkan enzim 

histidin dekarboksilase, suatu enzim yang diperlukan dalam proses 

dekarboksilasi, perubahan dari histidin menjadi histamin. Pada ikan-ikan 

Scombroidae, adanya bakteri penghasil histamin akan menyebabkan 

terbentuknya  histamin karena histidin bebas yang terdapat dalam daging ikan 

diubah menjadi histamine (Kusmarwati, 2008). 

Acinetobacter sp. adalah bakteri yang hidup di tanah dan air. Bakteri ini 

juga dapat ditemukan pada kulit orang sehat. Pasien yang sakit di rumah sakit 
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mendapatkan tularan oleh infeksi Acinetobacter. Orang yang sehat biasanya juga 

dapat tertular bakteri Acinetobacter. Acinetobacter dapat menyebar dari orang ke 

orang dengan menyentuh cairan tubuh (darah, urin) atau item yang telah di 

kontak dengan pasien (stetoskop, manset tekanan darah, dan lailn-

lain). Biasanya pasien yang tertular terdapat bakteri Acinetobacter sp. diparu-

parunya, yang dapat menyebar melalui batuk, bersin, atau penyedotan. 

Acinetobacter sp. dapat dihilangkan dari tangan dengan pembersih tangan yang 

benar (Center for disease control, 2005). 

Nitrococcus sp. adalah bakteri yang berguna pada pengolahan limbah 

pada proses bioremidiasi. Bakteri ini penting pada siklus nitrogen dengan 

meningkat availablility dari nitrogen. Jenis bakteri ini ditemukan di tanah, limbah, 

air tawar, dan pada permukaan bangunan, terutama pada area kotor yang 

mengandung senyawa nitrogen dalam jumlah besar. Nitrococcus mampu 

bertahan pH dari 6.0- suhu 9.0 dan pada suhu antara 20 – 30o C (Wikipedia, 

2010). 

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh dari penguraian 

histidin menjadi histamin oleh bakteri Nitrococcus sp. dan Acinetobacter sp. 

dengan teknik in vitro karena dengan teknik in vitro ini cenderung untuk 

memfokuskan pada organ, jaringan, sel, komponen sel, protein dan biomolekul. 

Sehingga teknik ini lebih sesuai digunakan pada penelitian ini dari pada teknik 

yang lain. In vitro (bahasa Latin : dalam kaca) dilakukan tidak dalam hidup 

organisme tetapi dalam lingkungan terkontrol, misalnya di dalam tabung reaksi 

atau cawan petri (Putera, 2010). Salah satu jenis metode yang termasuk teknik in 

vitro yaitu metode spektrofluorometri, dimana metode ini mempunyai prinsip 

mengekstrak kadar histamin dari sampel contoh dengan menggunakan metanol, 

sekaligus mengkonversinya kedalam bentuk OH, selanjutnya zat-zat histamin 

tersebut dimurnikan menggunakan resin penukar ion dan diubah kebentuk 
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derivatnya dengan senyawa OPT, lalu diukur besar fluororesensi histamin secara 

fluorometri pada panjang gelombang exitasi 350 nm dan emisi 444 nm (SNI, 

2009). 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Saat ini usaha dalam penurunan histamin telah banyak dilakukan salah 

satunya adalah dengan cara bioaugmentasi, Tetapi cara tersebut belum banyak 

dilakukan dan diketahui manfaatnya oleh masyarakat. Oleh karena itu, dilakukan 

penelitian mengenai penguraian kadar histamin dengan penambahan bakteri 

Nitrococcus sp. dan Acinetobacter sp. Dalam larutan histidin murni secara in 

vitro, sehingga dari uraian di atas dapat dirumuskan permasalahan sebagai 

berikut : 

1. Apakah bakteri Nitrococcus sp. dan Acinetobacter sp. berpengaruh terhadap 

kadar histamin? 

2. Bagaimana pengaruh lama waktu terhadap penguraian histidin menjadi 

histamin oleh bakteri Nitrococcus sp. dan Acinetobacter sp.? 

  

1.3 Tujuan Penelitian 

 Tujuan dari penelitian ini adalah : 

1. Untuk mengetahui besarnya pengaruh penambahan histidin menjadi 

histamin oleh bakteri Nitrococcus sp. dan Acinetobacter sp. terhadap 

penguraian kadar histamin. 

2. Untuk mengetahui pengaruh lama waktu terhadap penguraian histidin 

menjadi histamin oleh bakteri Nitrococcus sp. dan Acinetobacter sp. 

1.4 Hipotesis 

Hipotesis dari penelitian ini adalah : 
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1. Bakteri Nitrococcus sp. dan Acinetobacter sp. berpengaruh tehadap kadar 

histamin. 

2. Lama waktu tertentu proses penguraian histidin menjadi histamin oleh 

bakteri Nitrococcus sp. dan Acinetobacter sp. 

 

1.5    Kegunaan  

Kegunaan dari penelitian ini adalah untuk memberikan informasi kepada 

pihak-pihak yang berkepentingan tentang manfaat dari bakteri (Nitrococcus sp. 

dan Acinetobacter sp.) dengan histidin murni tehadap penurunan kadar histamin 

secara in vitro. 

 

1.6    Waktu dan Tempat 

Penelitian pendahuluan dilaksanakan pada hari Selasa–Kamis tanggal 

16–18 Agustus 2011 dan dilanjutkan dengan penelitian inti pada hari Selasa-

Jumat tanggal 15–25 November di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas 

Kedokteran Universitas Brawijaya Malang dan hari Selasa–Rabu tanggal 29–30 

November 2011 di Laboraturium Mikrobiologi Dasar Universitas Brawijaya 

Malang dan Laboratorium Pengendalian dan Pengujian Mutu Hasil Perikanan 

(LPPMHP) Surabaya.  
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2. TINJAUAN PUSTAKA 

 
2.1 Histidin 

Histidin merupakan prekursor dari histamin, yaitu suatu amina yang berperan 

dalam system saraf dan karnosin suatu asam amino (Agustiana, 2010). Histidin 

dapat diubah menjadi histamin selama proses pembusukan oleh bakteri pembentuk 

histamin yang mengandung enzim histidin dekarboksilase (Sumner et al., 2004). 

Histidin dapat diubah menjadi histamin selama proses pembusukan oleh 

bakteri pembentuk histamin yang mengandung enzim histidin dekarboksilase. 

Pembentukan histamin sering disebabkan oleh suhu ikan yang tinggi setelah 

penangkapan (Guizani et al., 2005). Senyawa yang bersifat racun tersebut adalah 

histamin, yang merupakan suatu senyawa hasil perombakan asam amino bebas 

histidin. Histidin diubah menjadi histamin oleh enzim histidine decarboxylase yang 

dihasilkan oleh bakteri-bakteri pembentuk histamin (Rawles et al., 1995). 

Ada dua macam histidin dalam daging ikan, yaitu histidin bebas yang akan 

diubah menjadi histamin dan histidin terikat dalam protein (Sims et al., 1992). 

Histidin bebas yang terdapat dari daging ikan erat sekali hubungannya dengan 

terbentuknya histamin dalam daging. Semua daging yang berwarna gelap tinggi 

kandungan histidin bebasnya (Keer et al., 2002). 

Ditambahkan pula oleh Taylor dan Behling (1982), bahwa histamin 

merupakan perubahan dari histidin yang terbentuk di dalam makanan karena 

aktivitas bakteri penghasil enzim histidin dekarboksilase. 
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Perubahan histidin menjadi histamin dapat dilihat pada Gambar 1.  

 

 

 

 

 

Gambar 1. Perubahan histidin menjadi histamin 
(Purves et al., 2001 dalam Widiatusti 2004) 

 
 
Dekarboksilasi histidin membentuk histamin, yaitu suatu reaksi di jaringan 

tubuh mamalia yang dikatalis oleh enzim dekarboksilase asam L-amino aromatik 

yang memiliki spesifitas yang luas. Enzim ini juga mengkatalis reaksi dekarboksilasi 

dopa, 5-hidroksi-triptofan, fenilalanin, tirosin dan triptofan. Asam amino α-metil yang 

menghambat aktivitas dekarboksilasi digunakan di klinik sebagai anti-hipertensi 

(Rodwell et al. 2003). 

Dalam tubuh ikan histidin tidak hanya diubah menjadi histamin melalui reaksi 

dekarboksilase, namun juga oleh reaksi histidin ammonia lisase (HAL) menjadi 

urocanic acid dan amonia. Dalam kondisi yang sama, proses perubahan histidin 

menjadi histamin lebih sedikit daripada proses perubahan histidin menjadi urocanic 

acid dan amonia. Hal ini dikarenakan Histidin Amonia Lisase (HAL) memiliki 

distribusi yang luas pada hampir semua bakteri (Lehane dan Olley, 1999).  
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2.2 Histamin 

Histamin merupakan perubahan dari histidin yang terbentuk di dalam 

makanan karena aktivitas bakteri penghasil enzyme histidin dekarboksilase. 

Beberapa bakteri dilaporkan memiliki aktivitas histidin dekarboksilase yang terbatas, 

tetapi hanya Proteus morganii, Klebsiella pneumoniae, dan Hafnia alvei telah diteliti 

merupakan anggota organisme beracun pada histamin. Namun, usaha isolasi dan 

identifikasi bakteri penghasil histamin dicoba pada sampel yang didapat dari kasus 

keracunan makanan. Ada kemungkinan sejumlah jenis bakteri diidentifikasi tetap 

memproduksi histamin (Taylor dan Behling, 1982). 

Histamin merupakan senyawa yang penting dalam racun scromboid (racun 

yang ada di dalam ikan jenis scromboidae), tetapi gejalanya tidak tampak ketika 

diaplikasikan dengan obat anti-histamin. Histamin bukan hanya senyawa yang 

responsive untuk racun scromboid, karena tidak begitu beracun bila ikan tersebut 

dimakan secara langsung atau dalam keadaan segar. Racun histamin akan 

bertambah ketika bersama dengan senyawa amin yang lain, seperti putrescine dan 

cadaverin (Rodriguez et al., 1994). 

Histamin dihasilkan dari perombakan histidin yang merupakan prekursor 

histamin. Ada dua macam histidin dalam daging ikan, yaitu histidin bebas yang akan 

diubah menjadi histamin dan histidin terikat dalam protein (Sims et al. 1992). Histidin 

dapat diubah menjadi histamin selama proses pembusukan oleh bakteri pembentuk 

histamin yang mengandung enzim histidin dekarboksilase. Pembentukan histamin 

sering disebabkan oleh suhu ikan yang tinggi setelah penangkapan (Guizani et al. 

2005). 

Histamin umumnya terbentuk dari fraksi protein yang bereaksi dengan enzim-

enzim dan merupakan hasil metabolisme anaerob post mortem, yakni terjadi setelah 
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kematian makhluk hidup. Sehingga kasus alergi hanya terjadi bila makanan hasil 

laut yang dikonsumsi kadaluarsa atau kualitas tidak lagi baik. Karena komposisi 

kimiawi berubah oleh aktivitas enzim-enzim atau oleh aktivitas mikroorganisme 

pembusuk (Agustina, 2010). Menurut Taylor dan Behling (1982), histamin 

merupakan perubahan dari histidin yang terbentuk di dalam makanan karena 

aktivitas bakteri penghasil enzim histidin dekarboksilase.  

Pembentukan histamin dipengaruhi oleh beberapa faktor. Terdapat 3 faktor 

yang mempengaruhi kandungan histamin pada ikan, yaitu keberadaan bakteri 

histidin dekarboksilase, kandungan histidin bebas pada ikan, dan faktor lingkungan 

(suhu dan waktu penanganan) (Lehane dan Olley, 1999). Ditambahkan oleh Taylor 

(1983), selain itu peningkatan kadar histamin dalam tubuh ikan juga dipengaruhi 

oleh waktu dan penanganan sehingga akan menyebabkan pertumbuhan bakteri 

yang akan merubah histidin bebas menjadi histamin melalui reaksi dekarboksilase. 

Keberadaan histamin dalam jumlah besar dapat menyebabkan keracunan 

bahkan kematian bagi manusia yang mengkonsumsinya. Konsumsi makanan yang 

mengandung kadar histamin yang kecil akan memberikan efek yang kecil pula bagi 

tubuh manusia. Hal tersebut karena sistem intestinal tubuh manusia mengandung 

enzim DAO (diamine oxidase) dan HMT (histamin N-methyl tansferase) dimana akan 

mendegradasi histamin menjadi produk yang tidak berbahaya seperti : 

imidazoleacetic acid, methylhistamine, methylimidazole acetic acid, imidazoleacetic 

acid riboside, dan acethylhistamine. Kemampuan enzim DAO dan HMT di dalam 

tubuh manusia juga dapat dihambat oleh putresin dan kadaverin. Proses 

katabolisme histamin pada tubuh manusia dengan adanya enzim DAO dan HMT 

dapat ditunjukkan pada Gambar 2. 
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Gambar 2. Proses katabolisme histamin pada tubuh manusia 

(Taylor  dalam Lehane dan Olley, 1999) 

 
Kasus keracunan histamin pada mulanya lebih dikenal sebagai keracunan 

scombroid karena melibatkan ikan dari famili Scombroidei, yaitu tuna, bonito, 

tongkol, mackerel, dan seerfish. Jenis ikan tersebut mengandung histidin bebas 

dalam jumlah besar pada dagingnya, yang pada kondisi tertentu dapat diubah 

menjadi histamin karena adanya aktivitas enzim histidin dekarboksilase dari bakteri 

yang mencemari ikan tersebut. Gejala keracunan histamin dimulai beberapa menit 

sampai beberapa jam setelah ikan di konsumsi. Gejalanya berupa muntah-muntah, 

diare, pembengkakan pada bibir, kejang-kejang, dan kerongkongan terasa terbakar. 

Gejala ini berlangsung kurang dari 12 jam dan dapat diobati dengan terapi 

antihistamin (Djaafar dan Rahayu, 2007). 

Tingginya kadar histamin dalam makanan ini merupakan dampak aktivitas 

bakteri pada asam amino histidin. Histamin sesungguhnya  bukan zat yang asing 

pada tubuh manusia. Dalam takaran fisiologis, histamin memikul tugas sebagai 
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substansi yang berperan dalam sekresi asam lambung, tetapi dengan dosis tinggi, 

zat ini berubah sifat menjadi racun (Arisman, 2009). 

2.3.  Bakteri Penghasil Histamin 

Bakteri penghasil histamin adalah bakteri yang dapat menghasilkan enzim 

histidin dekarboksilase, suatu enzim yang diperlukan dalam proses dekarboksilasi, 

perubahan dari histidin menjadi histamin. Pada ikan-ikan Scombroidae, adanya 

bakteri penghasil histamin akan menyebabkan terbentuknya histamin karena histidin 

bebas yang terdapat dalam daging ikan diubah menjadi histamin (Indriati et al., 

2006). 

Menurut Huss (1994), bakteri penghasil histamin termasuk pada golongan 

Enterobacteraceae, beberapa Vibrio sp, Clostridium dan Lactobacillus sp. Penghasil 

histamin paling banyak dalah Morganella morganii, Klebsiella pneumonia dan Hafina 

alvei. Bakteri utama yang merupakan bakteri histidin dekarboksilase, yang dapat 

meningkatkan kandungan histamin pada ikan, yaitu Proteus morganii, Klebsiella 

pneumonia dan Hafnia alvei (Taylor 1983). Keer et al. (2002) menambahkan jenis 

bakteri yang mampu memproduksi histamin dari histidin dalam jumlah tinggi yaitu 

Proteus morganii (bigeye, skipjack), Enterobacteri aerogenes (skipjack), Clostridium 

perfringens (skipjack). 

Bakteri yang memiliki enzim histidin dekarboksilase atau biasa disebut 

bakteri penghasil histamin, sebagian besar termasuk ke dalam famili 

Enterobacteriaceae .Bakteri yang memiliki enzim histidin dekarboksilase, atau biasa 

disebut bakteri penghasil histamin, sebagian besar termasuk ke dalam famili 

Enterobacteraceae. Diketahui banyak jenis bakteri yang mampu menghasilkan 

histidin dekarboksilase seperti Morganella morganii, Klebsiella pneumonia, Hafnia 
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alvei, Clostridium perfringens, lactobacillus spp., Enterobacter aerogeneses, 

Klebsiella spp., Aeromonas spp., Escherichia spp., Salmonella spp., Shiegella spp., 

Photobacterium spp., dan Vibrio Wei et al., (1990) dalam Kusmarwati (2008). 

2.3.1    Acinetobacter sp. 
 

Genus Acinetobacter berbentuk batang dengan diameter 0,9-1,6 µm dan 

panjang 1,5-2,5 µm menjadi bola dalam fase pertumbuhan stasioner. Sel tidak 

membentuk spora. Genus ini tumbuh dengan baik pada semua media yang 

kompleks umum. Kebanyakan koloni tumbuh dalam media yang mengandung 

karbon tunggal dan sumber energi nitrogen. Bakteri ini secara alami ada di dalam 

tanah, air, dan limbah (Holt et al., 2000). 

Acinetobacter memasuki tubuh lewat luka terbuka, kateter, dan  tabung 

pernapasan. Infeksinya bisa terjadi pada sistem kekebalan yang kurang mencukupi  

pada luka yang merebak, orang tua, anak-anak atau penderita penyakit yang 

berhubungan dengan kekebalan tubuh. Invasinya pada umumnya tidak menjadi 

ancaman pada orang-orang yang belum sakit, tetapi petugas kesehatan dan 

pengunjung rumah sakit   dapat membawa bakteri ke pasien yang ada  dan fasilitas 

medis lainnya. Jumlah infeksi nosocomial (infeksi yang didapat saat di rumah sakit) 

yang disebabkan oleh Acinetobacter sp.meningkat dalam beberapa tahun terakhir 

(Pisang kipas, 2009). 

Acinetobacter sp. adalah bakteri yang hidup di tanah dan air. Bakteri ini juga 

dapat ditemukan pada kulit orang sehat. Pasien yang sakit di rumah sakit 

mendapatkan tularan oleh infeksi Acinetobacter. Orang yang sehat biasanya juga 

dapat tertular bakteri Acinetobacter. Acinetobacter dapat menyebar dari orang ke 

orang dengan menyentuh cairan tubuh (darah, urin) atau item yang telah di kontak 

dengan pasien (stetoskop, manset tekanan darah, dll). Biasanya pasien yang tertular  
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terdapat bakteri Acinetobacter sp. di paru-parunya, yang dapat menyebar melalui 

batuk, bersin, atau penyedotan. Acinetobacter sp. dapat dihilangkan dari tangan 

dengan pembersih tangan yang benar (Center for disease control, 2005). 

Dalam dua dekade terakhir ini  telah muncul bateri  Acinetobacter sp. yang 

merupakan nosokomial utama dunia yang relevan patogen. Acinetobacter sp. dapat 

menjadi agen penyebab penyakit seperti pneumonia, bakteremia, meningitis, lembut 

jaringan dan infeksi saluran kemih, yang rentan akan kematian tinggi. Beberapa 

berita nasional dan asing mengungkapkan isolasi dari Acinetobacter sp. hampir 

semua resisten terhadap yang tersedia secara komersial agen antimikroba. 

Kebutuhan pengembangan agen antibakteri baru dibesarkan sebagai kebangkitan 

tertentu senyawa terlupakan, sebagai polymyxins (Diomedi, 2005). 

Bakteri dari genus Acinetobacter gram negatif basil atau coccobacilli, sering 

digunakan, fermentasi glukosa dan aerob ketat, bergerak, katalase positif dan 

oksidase negatif. Mereka tumbuh dengan baik di semua media, dan suhu 

pertumbuhan optimal 33-35 °C (Angeles, 1993). Bakteri Acinetobacter sp. dapat 

dilihat pada Gambar 3. 

 

 

 

 

 

                         Gambar 3. Acinetobacter sp. 
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Adapun klasifikasi bakteri Acinetobacter sp. adalah sebagai berikut  

Kerajaan : Bacteria 
Filum  : Protobacteria 
Kelas  : Gammaproteobacteria 
Ordo  : Pseudomonadalas 
Famili  : Moraxellaceae 
Genus  : Acinetobacter 
Spesies : Acinetobacter sp. 

2.3.2   Nitrococcus sp. 

 Bakteri nitrifikasi yang dikenal paling penting untuk proses nitrifikasi adalah 

Nitrosomonas atau Nitrococcus yang mengoksidasi amonia menjadi nitrit dan 

Nitrobacter yang mengoksidasi nitrit menjadi nitrat. Faktor utama yang 

mempengaruhi kecepatan proses nitrifikasi adalah konsentrasi mikroba nitrifikasi. 

Jumlah mikroba nitrifikasi tersebut dapat dicerminkan dengan waktu generasi 

mikroba yang akan berhubungan dengan jumlah energi yang dibutuhkan selama 

proses oksidasi (Jenie dan Rahayu, 1993).  

 Nitrococcus sp. adalah bakteri yang berguna pada pengolahan limbah pada 

proses bioremidiasi. Bakteri ini penting pada siklus nitrogen dengan meningkat 

availablility dari nitrogen. Jenis bakteri ini ditemukan di tanah, limbah, air tawar, dan 

pada permukaan bangunan, terutama pada area kotor yang mengandung senyawa 

nitrogen dalam jumlah besar. Nitrococcus sp. mampu bertahan pH dari 6.0 - suhu 

9.0 dan pada suhu antara 200 C - 300 C (Wikipedia, 2010). 

      Pertumbuhan pada bakteri mempunyai arti perbanyakan sel dan peningkatan 

ukuran populasi. Faktor–faktor yang mempengaruhi pertumbuhan bakteri atau 

kondisi untuk pertumbuhan optimum adalah: suhu, derajat keasaman atau pH, 

konsentrasi garam, sumber nutrisi, zat-zat sisa metabolisme, dan zat kimia. Hal 

tersebut diatas bervariasi menurut spesies bakterinya (Adhie, 2007).  
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   Menurut Rompas (1998), bakteri autotrofi (bakteri nitrifikasi) dapat 

menggunakan N–anorganik untuk melakukan nitrifikasi, seperti genus Nitrosomonas, 

Nitrosococus, Nitrosospira, Nitrosovibrio, dan Nitrosobolus. Pada tahap pertama 

reaksi berjalan berlangsung dari amonium ke nitrit yang melibatkan bakteri 

Nitrosomonas dan Nitroccocus sp. 

 

 

 
 
 
 
                                            Gambar 4. Nitrococcus sp. 

 

2.4   In Vitro 

In vitro (bahasa Latin : dalam kaca) dilakukan tidak dalam hidup organisme 

tetapi dalam lingkungan terkontrol, misalnya di dalam tabung reaksi atau cawan petri 

Banyak percobaan biologi seluler dilakukan di luar organisme atau sel, karena 

kondisi pengujian mungkin tidak sesuai dengan kondisi di dalam organisme. Dapat 

mengakibatkan hasil yang tidak sesuai dengan situasi yang muncul dalam 

organisme hidup. Akibatnya, hasil eksperimen tersebut sering dijelaskan dengan in 

vitro (Putera, 2010). 

Jenis penelitian ini bertujuan untuk menjelaskan pengaruh dari variabel 

eksperimental pada subset dari bagian pokok suatu organisme. Hal ini cenderung 

untuk memfokuskan pada organ, jaringan, sel, komponen sel, protein ,dan 
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biomolekul. Dalam penelitian in vitro yang lebih cocok dibandingkan in vivo 

penelitian untuk menyimpulkan mekanisme tindakan biologis (Veterine, 2010). 

Kultur In vitro adalah suatu teknik untuk mengisolasi, sel, protoplasma, 

jaringan, dan organ dan menumbuhkan bagian tersebut pada nutrisi yang 

mengandung zat pengatur tumbuh tanaman pada kondisi aseptik, sehingga bagian-

bagian tersebut dapat memperbanyak diri dan beregenerasi menjadi tanaman 

sempurna kembali (Hamdan, 2008). 

in vitro ( bahasa Latin : dalam kaca) dilakukan tidak dalam hidup organisme 

tetapi dalam lingkungan terkontrol, misalnya di dalam tabung reaksi atau cawan 

petri. Banyak percobaan biologi seluler dilakukan di luar organisme atau sel, karena 

kondisi pengujian mungkin tidak sesuai dengan kondisi di dalam organisme, ini 

dapat mengakibatkan hasil yang tidak sesuai dengan situasi yang muncul dalam 

organisme hidup. Akibatnya, hasil eksperimen tersebut sering dijelaskan dengan in 

vitro (Pharmacy, 2011). 

 

2.5     Spektrofluorometri  

Spektrofluorometri adalah metode analisis kimia kuantitatif yang berdasarkan 

flourecence. Flourecence dan phosporecence adalah bagian dari photoluminence, 

yaitu tipe spektroskopi optik dimana sebuah molekul tereksitasi dengan 

mengabsorbsi ultraviolet, sinar tampak dan radiasi inframerah dekat. Molekul 

tereksitasi akan kembali kepada keadaan dasar atau ke tingkat eksitasi lebih rendah, 

dengan mengemisikan sinar. Sinar yang diemisikan inilah yang akan diukur 

(Widodo, 2010). 

Dalam Modul kuliah Spektroskopi (2007), spektrofotometri fluoresensi 

merupakan suatu prosedur yang menggunakan  pengukuran intensitas cahaya 



                                                                                                                                                               16 

 

fluoresensi yang dipancarkan oleh zat uji dibandingkan  dengan yang dipancarkan 

oleh suatu baku tertentu. Pada umumnya cahaya yang diemisikan oleh larutan 

berfluoresensi mempunyai intensitas maksimum pada panjang gelombang yang 

biasanya 20 nm hingga 30 nm lebih panjang dari panjang gelombang radiasi eksitasi 

(gelombang pita penyerapan sinar yang membangkitkannya). Pengukuran intensitas 

fluoresensi dapat dilakukan dengan suatu fluorometer filter sederhana. Instrumen 

yang dipergunakan  bermacam-macam  mulai dari yang paling sederhana (filter 

fluorometer) sampai ke yang sangat kompleks yaitu spektrofotometer. 

Komponen-komponen utama dari masing-masing instrument ini yaitu:  

 

 

 

 

 

Gambar  5. Diagram Optik Fluorometer 

 

 Menurut Wanenoor (2010), peralatan pokok spektrofluorometer adalah : 

 Sumber spektrum yang kontinyu misalnya dari jenis lampu merkuri atau xenon. 

 Monokromator (M1) untuk menyinari sampel dengan panjang gelombang 

tertentu. 

 Monokromator kedua (M2) yang pada iradiasi konstan dapat dipakai 

menentukan panjang gelombang spectrum fluoresensi sampel. 
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 Detector berupa fotosel yang sangat peka misalnya fotomultiplier merah untuk 

panjang gelombang lebih besar dari pada 500 nm. 

 Amplifier untuk mengandakan radiasi dan meneruskan ke pembacaan. 

Metoda spektrofluorometri mempunyai limit deteksi yang rendah dengan 

kemampuan analisis kimia reratif kecil sekitar sepersepuluh metoda spektrometri 

biasa, dan daerah pengukurannya sekitar 0,1 sampai 0,001 ppm. Namun walaupun 

metoda analisis kimia fluorometri ini sangat selektif, pemakaiannya terbatas pada 

senyawa-senyawa yang berfluoresensi atau yang dapat dibuat berfluoresensi 

(Noviarty, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 6. Alat Spektroflorometri (Perkin; Elmer,1981) 
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3. MATERI DAN METODE PENELITIAN 

 

3.1 Bahan Penelitian 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari bahan 

utama dan isolat bakteri murni bakteri dekarboksilasi. Bahan utama yang 

digunakan adalah serbuk histidin murni. Bahan lain yang digunakan adalah 

biakan murni bakteri didapat dari lingkungan perairan limbah pemindangan yaitu 

Acinetobacter sp. yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas 

Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. Dan bakteri endogenous mangrove 

yaitu bakteri Nitrococcus sp. Media TSB untuk pertumbuhan Acinetobacter sp. 

dan Nitrococcus sp., larutan NaCl, aquades, air ledeng, kertas saring, tissue, 

sarung tangan, masker, sabun cair, dan waring.  

 

3.2 Alat Penelitian 

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari peralatan 

pembiakan bakteri dan peralatan analisa. Peralatan pembiakan dan pengenceran 

bakteri, antara lain : kulkas, laminar flow, tabung reaksi, rak tabung reaksi 

bertutup, erlenmeyer, pipet volum, beaker glass, timbangan digital, gelas arloji, 

jarum osse, laminaran, gelas ukur, spatula, bunsen, botol semprot, nampan, 

inkubator, autoklaf. Peralatan aerasi larutan histidin yang digunakan adalah botol 

plastik dan seperangkat aerator. Sedangkan untuk pengujian kadar histamin, 

antara lain: corong dan botol filtrat contoh, kertas saring kasar, plastik, karet 

pengikat; kolom resin 20 cm x 0,8 cm, reservoar 2 cm x 5 cm; labu takar 25 ml, 

50 ml, 100 ml, dan 1000 ml; pipet volumetric, spektrofluorometer, stirer-plate, 

tabung reaksi 5 ml bertutup, timbangan analitis, waterbath.  
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3.3 Metode Penelitian 

Metode penelitian yang digunakan yaitu eksperimen. Menurut Surachman 

(1994), penelitian eksperimen adalah melakukan kegiatan percobaan untuk 

melihat suatu hasil yag menegaskan hubungan kausal antara variable-variabel 

yang diselidiki. Ditambahkan oleh Nazir (1998), bahwa secara umum tujuan 

diadakannya suatu percobaan eksperimen adalah untuk menyelidiki ada tidaknya 

hubungan sebab akibat serta seberapa besar hubungan sebab akibat tersebut 

dengan cara memberikan perlakuan-perlakuan tertentu pada beberapa kelompok 

eksperimen dan menyelidiki control untuk perbandingan. Dalam suatu percobaan 

keadaan tertentu ini sengaja diciptakan atau ditimbulkan yaitu melalui pemberian 

perlakuan dan pengaturan keadaan lingkungan. 

Eksperimen adalah penelitian dilakukan menjadi 2 tahap, yaitu penelitian 

pendahuluan dan penelitian utama. Penelitian pendahuluan yang dilakukan terdiri 

yaitu mencari lama waktu aerasi yang terbaik dari histidin murni. Penelitian 

utama adalah untuk mengetahui perlakuan penambahan bakteri dalam larutan 

histidin murni yang terbaik dan keefektifan dari kadar histamin yang dihasilkan. 

3.3.1   Penelitian Pendahuluan 

 Pada penelitian ini perlakuan yang diberikan adalah lama waktu aerasi 

yang berbeda. Perlakuan ini terdiri dari 4 level yaitu : 

1 = lama waktu aerasi 6 jam 

2 = lama waktu aerasi 12 jam 

3 = lama waktu aerasi 18 jam 

4 = lama waktu aerasi 24 jam 

 Perlakuan dalam penelitian ini yaitu histidin murni dengan penambahan 

Acinetobacter sp. dan Nitrococcus sp. masing-masing sebanyak 0,6 ml dan 
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gabungan antar 2 bakteri tersebut masing-masing sebanyak 0,3 ml. Perlakuan 

tanpa penambahan bakteri digunakan sebagai kontrol dan merupakan 

pembanding da percobaan ini menggunakan tiga kali ulangan. Sedangkan 

proses penyimpanan selama 24 jam tidak bisa dikatakan sebagai perlakuan, 

karena digunakan sebagai faktor pengamatan saja. 

3.3.1.1 Analisis Uji Histamin 

Sampel larutan histidin yang telah diaerasi selama 6 jam, 12 jam, 18 jam, 

dan 24 jam diuji kadar histaminnya secara kuantitatif  menggunakan metode 

spektrofluorometri. Analisis pengujian histamin secara kuantitatif ini 

menggunakan metode spektrofluorometri sesuai SNI 2354. 10 tahun 2009. 

Dimana menurut Wanenoor (2010), metode spektrofluorometri adalah suatu 

metode pengukuran berdasarkan sinar yang berfluoresensi. Fluoresensi adalah 

gejala dari suatu molekul setelah radiasi cahaya, melepas kembali radiasi tadi 

dengan panjang gelombang yang lebih panjang. Fluroresensi akan nampak jelas 

apabila penyerapan sinar pada daerah ultraviolet dan melepaskannya dalam 

daerah gelombang nampak. 

 Prinsip metode pengujian histamin secara spektrofluorometri menurut  

SNI 2354.10:2009, histamin diukur secara fluorometri pada panjang gelombang 

exitasi 350 nm dan emisi 444 nm. Alat spektroflurometri dapat dilihat pada 

Gambar 6. 

Dalam melakukan uji histamin menggunakan metode spektrofluorometri 

sesuai dengan standar SNI, 01-2354.10-2009 dilakukan langkah-langkah 

sebagai berikut : 

Prosedur Analisis 

- Timbang ± 10 ml sampel dalam beaker glass 250 ml dan tambahkan 50 ml 

metanol, blender hingga homogen 
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- Panaskan di atas waterbath selama 15 menit pada suhu 60⁰ C dijaga sampel  

dalam kondisi tertutup, dinginkan hingga suhu kamar. 

- Tuangkan sampel ke dalam labu takar 100 ml dan tepatkan hingga volume 

labu dengan metanol 

- Saring menggunakan kertas saring dan filtratnya ditampung dalam botol 

sampel. Pada tahap ini filtrate sampel dapat disimpan dalam refrigerator. 

Waterbath dapat dilihat pada Gambar 7. 

 

 

 
 

 

 
 

 
 
 
Gambar 7. Waterbath 
 
 

Persiapan Resin  

- Timbang 3 gr resin untuk setiap kolom dalam beaker glass 250 ml 

- Tambahkan 15 ml NaOH 2 N/gr resin untuk mengubah resin menjadi bentuk 

OH 

- Aduk menggunakan stirrer-plate selama 30 menit 

- Tuang cairan pada bagian atas dan ulangi penambahan NaOH 2 N dengan 

jumlah yang sama 

- Cuci/bilas resin dengan aquades sebanyak 3 kali 

- Saring melalui kertas saring No. 588 atau yang setara dan cuci kembali 

dengan aquades. Siapkan resin setiap minggu dan simpan dalam aquades. 

Stirrer-plate dapat dilihat pada Gambar 8. 
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Gambar 8. Stirrer-plate 

 
 
 

Persiapan Kolom Resin 

- Masukkan glasswool  ke dalam kolom resin setinggi ±1,5 cm 

- Masukkan resin dalam medium air ke kolom resin setinggi ± 8 cm, 

pertahankan volume air yang berada di atas resin ± 1cm, jangan dibiarkan 

kering. Resin dapat dilihat pada Gambar 9. 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 9. Resin 

 
 

- Letakkan labu takar 50 ml yang sudah berisi 5 ml HCl 1 N di bawah kolom 

resin guna menampung elusi sampel yang dilewatkan pada kolom resin. 

Glasswool dapat dilihat pada Gambar 10. 
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Gambar 10. Glasswool 

 

Pemurnian Sampel 

- Pipet 1 ml filtrate contoh , masukkan dalam kolom resin, kran kolom resin 

dalam posisi terbuka biarkan aliran menetes (hasil elusi) ditampung dalam 

labu takar 50 ml 

- Tambahkan aquades pada saat tinggi cairan ± 1 cm di atas resin dan biarkan 

cairan terelusi. Lakukan seterusnya hingga hasil elusi dalam labu takar tepat 

50 ml. Hasil elusi (contoh) dapat disimpan dalam refrigerator 

Pembentukan Senyawa Turunan (derivatisasi) 

- Siapkan tabung reaksi 50 ml masing-masing untuk contoh, standar dan 

blanko. 

- Pipet masing-masing 5 ml filtrate contoh, larutan standar kerja dan blanko 

(HCl 0,1 N) 

- Tambahkan ke dalam tabung reaksi diatas berturut-turut : 

 10 ml HCl 0,1 N, kocok 

 3 ml NaOH 1 N, kocok, dalam waktu 5 menit harus sudah ditambah 1 

ml OPT 0,1% kocok dan biarkan selama 4 menit 

 3 ml H3PO4 3,57 N, kocok 
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Lakukan pengukuran fluorescence terhadap sampel, standar dan blanko 

sesegera mungkin dengan alat spektrofluorometer pada panjang gelombang 

exitasi : 350 nm dan emisi : 444 nm dalam jangka waktu 90 menit.  

Perhitungan 

- Masukkan harga konsentrasi dan fluoresensi dan larutan standar kerja ke 

dalam program linier kalkulator. Nilai : koefisien korelasi regresi (r), slope (b) 

dari intersep (a) digunakan untuk menghitung konsentrasi sampel. Masukkan 

harga fluoresensi sampel ke dalam persamaan regresi standar : 

y = a + bx 
keterangan  : 

y = fluoresensi sampel; 

a = intersep; 

b = slope; 

x = konsentrasi sampel yang akan dihitung 

- Setelah didapat harga x, kalikan dengan faktor pengenceran dan kembalikan 

ke berat sampel. Nyatakan kandungan histamin dalam (µg/g) atau mg/kg 

sampel. 

- Konsentrasi histamin (µg/g) sampel =      

Keterangan : 

A = konsentrasi (X) yang akan didapat dalam perhitungan (µg/ml) 

3.3.1.2 Prosedur Penelitian 

 Secara garis besar penelitian pendahuluan tahap dapat dilihat pada 

Gambar 11 dibawah ini. 
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Gambar 11. Skema Kerja Aerasi Histidin Murni 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan : 

B1  = Acinetobacter sp. 
B2  = Nitrococcus sp. 
1  = Perlakuan 6 jam 
2  = Perlakuan 12 jam 
3  = Perlakuan 18 jam 
4    = Perlakuan 24 jam 

Dimasukkan kedalam 12 botol plastik @150 ml 

Ditambahkan 

bakteri B1 

pada botol 

B11, B12, B13, 

dan B14 

Ditambahkan 

bakteri B2 

pada botol 

B21, B22, B23, 

dan B24 

Ditambahkan 

bakteri B1B2 

pada botol 

B1B21, B1B22, 

B1B23, dan 

B1B24 

Diaerasi selama 6 jam, 12 jam, 18 jam dan 24 jam 

Disimpan dalam freezer suhu dibawah 0o C 

Diuji histamin 

Hasil 

Dihomogenkan 

 Dilarutkan ke dalam 1,8 L aquabides 

Ditimbang serbuk histidin sebanyak 0,9 gram 
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3.3.2 Penelitian Utama 

 Penelitian utama ini bertujuan untuk mengetahui perlakuan penambahan 

bakteri dalam larutan histidin murni yang terbaik dan keefektifan dari kadar 

histamin yang dihasilkan. Penelitian utama ini merupakan lanjutan dari penelitian 

pendahuluan tentang penambahan bakteri dalam larutan histidin. Berdasarkan 

penelitian pendahuluan didapatkan hasil bahwa perlakuan lama waktu aerasi 

yang akan dilakukan pada penelitian utama adalah 6 jam, 12 jam, 18 jam, dan 24 

jam. Sedangkan penambahan bakteri yang digunakan, yakni penambahan 

bakteri Acinetobacter sp. dan Nitrococcus sp. serta, gabungan antar kedua 

bakteri tersebut. 

Metode penelitian ini menggunakan uji t tidak berpasagan dengan 3 kali 

ulangan. Menurut Muhammad (1992), uji t digunakan untuk membedakan 2 

macam perlakuan, yaitu apabila n kurang dari 30. Dalam menentukan kriteria 

perbedaan tersebut kita menggunakan hipotesa sebagai berikut : 

H0 : H1 = U2 lawan H1 : U1 ≠ U2 

 Perlakuan dalam penelitian ini yaitu histidin murni dengan penambahan 

Acinetobacter sp. dan Nitrococcus sp. masing-masing sebanyak 0,6 ml dan 

gabungan antar 2 bakteri tersebut masing-masing sebanyak 0,3 ml. Perlakuan 

tanpa penambahan bakteri digunakan sebagai kontrol dan merupakan 

pembanding dan percobaan ini menggunakan tiga kali ulangan. Sedangkan 

proses penyimpanan selama 24 jam tidak bisa dikatakan sebagai perlakuan, 

karena digunakan sebagai faktor pengamatan saja. 

 Analisa data pada penelitian ini menggunakan uji t tidak berpasangan : 

JK (A) = ∑XA
2 –  
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JK (B) = ∑XB
2 –  

t hitung = │A – B │  

Membandingkan t hitung dengan t tabel : 

 Tingkat t hitung > t 5%, tetapi lebih kecil dari t 1%, maka perbedaan tersebut 

dinyatakan nyata; artinya 95% dari perbedaan yang terjadi memang benar, 

sedangkan yang 5% karena pengaruh kebetulan. 

 Jika t hitung > t 1%, maka dikatakan bahwa perbedaan yang terjadi memang 

benar, sedangkan yang 1% karena pengaruh kebetulan. 

 Jika t hitung < t 5%, maka dikatakan bahwa perbedaan tersebut tidak nyata, 

karena lebih dari 5% pengaruh kebetulan. 

3.3.2.1 Prosedur Penelitian 

 Secara garis besar prosedur penelitian utama dapat dilihat pada Gambar 

12 dibawah ini adapun analisa yang digunakan, yakni analisa uji histamin dengan 

menggunakan metode spektrofluorometri. 
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Gambar 12. Skema Kerja Aerasi Larutan Histidin Murni Dengan Ulangan 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan : 

B1  = Acinetobacter sp. 
B2  = Nitrococcus sp. 
1  = Perlakuan 6 jam 
2  = Perlakuan 12 jam 
3  = Perlakuan 18 jam 
4    = Perlakuan 24 jam 

Dimasukkan kedalam 12 botol plastik @150 ml 

Ditambahkan 

bakteri B1 

pada botol 

B11, B12, B13, 

dan B14 

Ditambahkan 

bakteri B2 

pada botol 

B21, B22, B23, 

dan B24 

Ditambahkan 

bakteri B1B2 

pada botol 

B1B21, B1B22, 

B1B23, dan 

B1B24 

Diaerasi selama 6 jam, 12 jam, 18 jam dan 24 jam 

Disimpan dalam freezer suhu dibawah 0o C 

Diuji histamin 

Hasil 

Dihomogenkan 

 Dilarutkan ke dalam 1,8 L aquabides 

Ditimbang serbuk histidin sebanyak 0,9 gram 

Dilakukan ulangan sebanyak 3 kali 
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3.3.2.2 Rancangan Percobaan 

 Rancangan percobaan yang digunaka dalam penelitian tahap ini adalah 

rancangan acak lengkap (RAL) yang disusun secara faktorial dengan tiga kali 

ulangan. Pemilihan rancangan tersebut berdasarkan pada materi penelitian dan 

faktor yang mempengaruhinya. RAL digunakan karena factor yang menjadi 

perlakuan dianggap homogen (Sugandi dan Sugiarto,1994). Menurut Hanafiah 

(1995) percobaan faktorial mempunyai beberapa keuntungan jika dibandingkan 

dengan percobaan tunggal yaitu : 

1. Oleh karena percobaan faktorial seolah-olah merangkum beberapa percobaan 

faktor tunggal sekaligus, maka percobaan faktorial akan lebih efektif dan 

efisien waktu, bahan, alat, tenaga kerja dan modal yang tersedia dalam 

mencapai semua sasaran percobaan-percobaan faktor tunggal sekaligus. 

2. Adanya ulangan pada setiap perlakuan A atau B dan pada AB. Hal ini jelas 

akan meningkatkan derajat ketelitian pengamatan terhadap pengaruh-

pengaruh faktor perlakuan dalam percobaan. 

3. Jika pada percobaa faktor tunggal tidak akan diketahui bagaimana pengaruh 

faktor-faktor utama yang dikombinasikan, maka dalam percobaan faktorial 

akan diketahui pengaruh bersama (interaksi) terhadap data hasil percobaan. 

Adapun denah rancangan percobaan dapat dilihat pada Tabel 1. 
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Tabel 1. Rancangan percobaan bentuk RAL factorial 
 

Perlakuan Ulangan 

Bakteri 0,4 % 
(B) 

Lama Aerasi (jam) 
(P) 

1 2 3 

B1 

P1 B1P1 B1P1 B1P1 

P2 B1P2 B1P2 B1P2 

P3 B1P3 B1P3 B1P3 

P4 B1P4 B1P4 BIP4 

B2 

P1 B2P1 B2P1 B2P1 

P2 B2P2 B2P2 B2P2 

P3 B2P3 B2P3 B2P3 

P4 B2P4 B2P4 B2P4 

B3 

P1 B3P1 B3P1 B3P1 

P2 B3P2 B3P2 B3P2 

P3 B3P3 B3P3 B3P3 

P4 B3P4 B3P4 B3P4 

 

Keterangan :  

- P (1, 2, 3) = Jenis bakteri yang digunakan dengan penambahan sebanyak 

0,4% (ml) 

- P (1, 2, 3, 4) = Lama aerasi 6 jam, 12 jam, 18 jam, dan 24 jam 

 

Model matematika yang digunakan pada penelitian tahap ini adalah 

sebagai berikut : 

Yijk = µ + αi + βj + (αβ)ij + ijk 

Dimana : 

Yijk = hasil pengamatan perlakuan ke-1 dan ulangan ke-… 

µ = nilai rata-rata umum 



                                                                                                                                31 

 

 

 

αi = pengaruh faktor perlakuan utama 

βj = pengaruh faktor perlakuan kedua 

(αβ)ij =  pengaruh interaksi perlakuan pertama dan kedua 

ijk = kesalahan percobaan 

Hasil dari analisa dilanjutkan dengan analisa sidik ragam (ANOVA). 

Bentuk analisa sidik ragam dapat dilihat pada Tabel 2.  

 

Tabel 2. Tabel sidik ragam pada rancangan acak legkap (RAL) faktorial 

Sumber keragaman db JK KT F hit F 5% F 1% 

Ulangan       

Perlakuan       

Galat       

Jumlah       

 

 Jika hasil analisa sidik ragam menunjukkan hasil yang nyata atau sangat 

nyata, maka dilanjutkan dengan uji beda nyata terkecil (BNT). Uji BNT dapat 

dilakukan dengan rumus : 

BNT = t α/2 x Sd 

 

3.4 Prosedur Penelitian  

3.4.1 Penelitian Tahap I (Pembiakan Bakteri) 

Sebelum melakukan pembiakan bakteri terlebih dahulu dilakukan 

sterilisasi alat. Sterilisasi adalah suatu proses penguapan yang digunakan untuk 

beberapa produk dalam situasi dimana produk-produk tersebut terhindar dari 

infeksi (Dart, 2003). Karena stabilitas panas dari bakteri yang tidak bisa 

dihilangkan dengan cara direbus, sterilisasi menggunakan uap panas dilakukan 
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pada suhu dan tekanan yang tinggi di dalam autoklaf. Mesin ini beroperasi pada 

suhu 1210 C dan dapat membunuh mikroba (Nicklin et.,al, 1999). Selain itu alat 

yang harus disterilkan yaitu laminaran, dengan cara menyemprot bagian 

dalamnya dengan cairan aseptis (alkohol 70%), kemudian dikeringkan semua 

bagiannya menggunakan serbet bersih agar aseptis, ditutup kaca laminaran dan 

menekan tombol UV untuk menghidupkan sinar UV pada alat yang berfungsi 

sebagai pensteril laminaran selama 1 jam. Sambil menunggu laminaran selesai 

disterilkan, kemudian membuat larutan untuk perkembangbiakan bakteri 

endogenous limbah Acinetobacter sp. dan endogenous mangrove  Nitrococcus 

sp. yaitu media TSB. Pertama yaitu menimbang media TSB sebanyak 18 gram 

menggunakan timbangan digital. Kemudian media TSB dimasukkan kedalam 

beaker glass 1000 ml dan diberi aquadest sebanyak 600 ml, lalu diaduk dengan 

spatula sampai homogen. Kemudian didapatkan media cair, lalu dimasukkan 

kedalam erlenmeyer, masing-masing erlenmeyer sebanyak 100 ml media cair. 

Setelah itu disterilkan menggunakan autoklaf dengan suhu 1210 C tekanan 1 atm 

selama 15 menit dengan tujuan menghilangkan kontaminan yang ada pada 

media. Setelah disterilisasi, media cair didiamkan sampai dingin agar botol tidak 

pecah ketika diberi perlakuan lebih lanjut. 

Setelah 1 jam, sinar UV pada laminaran dimatikan lalu lampu laminaran 

dinyalakan untuk memudahkan penglihatan pada saat penanaman bakteri. 

Laminaran bagian dalam disemprot dengan alkohol agar aseptis. kemudian 

tangan yang telah dipasang dengan sarung tangan disemprot juga agar tidak ada 

kontaminasi saat penanaman bakteri. Kemudian bunsen dinyalakan dan 

diletakkan ke dalam laminaran beserta isolat murni bakteri Acinotebacter sp. dan 

Nitrococcus sp. dan media cair yang diletakkan di rak tabung reaksi. Lalu ose 

pada bagian ujungnya disemprot dengan alkohol dan dipanaskan diatas bunsen 

sampai osse menyala. Hal tersebut dilakukan untuk menghindari kontaminasi 
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alat pada saat penanaman bakteri. Kemudian diambil sampel bakteri yang akan 

dibiakkan, dibuka tutup tabung sambil dipanaskan diatas bunsen untuk menjaga 

kondisi tetap aseptis. Ose disentuhkan di media isolat bakteri untuk mengurangi 

panas dari ose sehingga bakteri yang diambil tidak mati. Selanjutnya yaitu 

mengambil sebanyak 1 ose bakteri dengan cara menggores isolat dan 

dimasukkan kedalam media cair baru yang telah disiapkan (ose dimasukkan di 

permukaan saja agar tidak terjadi kontaminasi, karena hanya bagian ujung ose 

yang disterilkan). Bakteri yang telah diinokulasi pada media baru, dipanaskan lagi 

diatas bunsen bagian permukaan erlenmeyer dan segera ditutup. Ose 

dipanaskan diatas bunsen lagi bagian ujungnya agar kembali steril saat 

digunakan untuk membiakkan bakteri yang lain. Erlenmeyer dihomogenkan agar 

bakteri dapat bercampur dengan media, setelah itu diinkubator dalam suhu 370C 

selama 24 jam. Setelah diinkubator, dilihat ada atau tidak endapan pada media, 

jika terdapat endapan berarti pembiakan telah berhasil dilakukan. Tabung reaksi 

diberi label nama bakteri yang telah dibiakkan agar tidak terjadi kesalahan pada 

saat pengamatan perlakuan. Prosedur kerja sterilisasi alat, pembuatan media 

cair dan peremajaan bakteri dapat dilihat pada Gambar 13, 14, dan 15 : 

 

Gambar 13. Prosedur Kerja Sterilisasi Alat 

 

 
 

 

 

 

 

 

Disterilisasi 

Dinyalakan sinar UV selama 1 jam 

Dimatikan ( jika sudah selesai) 

Laminaran 
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3.4.2 Pembuatan Media TSB (Tryptone Soya Broth) 

Tryptone Soya Broth merupakan media cair yang digunakan dalam 

penelitian ini pada tahap identifikasi dan pengamatan fase pertumbuhan bakteri 

simbion. Bakteri yang didapatkan dari hasil identifikasi dimasukkan kedalam 

media TSB kemudian dilakukan pengamatan fase-fase pertumbuhan bakteri 

sehingga diketahui pada jam ke berapakah bakteri tersebut memasuki fase 

eksponensial. 

Tabel 3. Komposisi TSB per liter 

Formula  Gram per Liter 

Pandreatic Digest of Casein 

Papaic Digest of Soybean Meal 

Sodium Chloride 

Dibasic Potassium phosphate 

Dextrose 

17 

3 

5 

2,5 

2,5 

 

Prosedur pembuatan media TSB hampir sama dengan prosedur 

pembuatan media pada umumnya. Adapun langkah-langkah dalam pembuatan 

media TSB yang pertama adalah menimbang bubuk media TSB, kemudian 

dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 1 L, kemudian ditambahkan dengan 600 ml 

aquades sambil dihomogenkan dan di masukkan ke dalam 6 erlenmeyer masing-

masing diisi sebnyak 100 ml, kemudian diinkubasi selama24 jam dengan suhu 

37°C. 
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Gambar 14. Prosedur Kerja Pembuatan Media Cair 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

      

Gambar 15. Prosedur Kerja Peremajaan Bakteri 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

3.4.3 Penelitian Tahap II (Pengenceran Bakteri) 

 Dalam melakukan pengenceran dan penanaman, kondisi lingkungan di 

sekitarnya harus aseptis agar mikroorganisme yang tumbuh nantinya benar-

TSB 

Diinkubasi dengan suhu 37°C selama 24 jam 

Dimasukkan ke dalam 6 erlenmeyer sebanyak @ 100 ml 

Ditimbang sebanyak 18 gram 

Dilarutkan kedalam 600 ml aquades 

Hasil 

Diambil 1 osse 

Dimasukkan dalam erlenmeyer yang berisi media TSB 100 ml  

Dihomogenkan sambil dipanaskan diatas bunsen 

Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam 

Hasil 

Bakteri 
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benar mikroorganisme yang berasal dari sampel yang diuji. Adapun cara 

pengkondisian aseptis adalah dengan menyalakan bunsen dan menyemprotkan 

alkohol. Agar tidak tertukar maka setiap tabung reaksi diberi tanda menggunakan 

label. 

 Laminaran yang akan digunakan sebagai tempat pembiakan bakteri 

disterilkan dengan cara menyemprot bagian dalamnya dengan cairan aseptis 

(alkohol 70%), kemudian di lap semua bagiannya menggunakan serbet bersih 

agar aseptis, ditutup kaca laminaran dan menekan tombol UV untuk 

menghidupkan sinar UV pada alat yang berfungsi sebagai pensteril laminaran 

selama 1 jam. Langkah pertama yang dilakukan adalah membuat larutan 

pengenceran yaitu dengan menimbang serbuk NaCl menggunakan timbangan 

digital sebanyak 1,944 gram. Kemudian NaCl dimasukkan ke dalam beaker glass 

500 ml dan diberi aquades sebanyak 216 ml, lalu di aduk hingga homogen 

menggunakan spatula. Media cair tersebut dimasukkan kedalam 24 tabung 

reaksi bertutup, masing-masing tabung diberi sebanyak 9 ml. Tabung reaksi 

bertutup yang berisi media cair disterilkan menggunakan autoklaf dengan suhu 

1210C tekanan 1 atm selama 15 menit dengan tujuan menghilangkan 

kontaminan yang ada pada media. Setelah disterilisasi, media cair didiamkan 

sampai dingin agar botol tidak pecah ketika diberi perlakuan lebih lanjut. Karena 

pengenceran dilakukan sampai 10-6 dari 2 bakteri (Acinotebacter sp. dan 

Nitrococcus sp.). 

Sinar UV pada laminaran dimatikan setelah 1 jam, dan lampu pada 

laminaran dinyalakan untuk memudahkan penglihatan pada saat pengenceran 

bakteri. Bagian dalam laminaran disemprot dengan cairan aseptis, kemudian 

tangan yang telah dipasang sarung tangan disemprot juga agar tidak ada 

kontaminasi saat penanaman bakteri. Bunsen yang telah dinyalakan diletakkan 

ke dalam laminaran beserta isolat murni bakteri yang sudah diremajakan yaitu : 
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Acinotebacter sp. dan Nitrococcus sp. dan media cair pengenceran yang ditaruh 

di rak tabung reaksi. Pipet volume 1 ml pada bagian ujungnya disemprot dengan 

cairan aseptis dan dipanaskan diatas bunsen. Hal tersebut dilakukan untuk 

menghindari kontaminasi alat pada saat penanaman bakteri. Diambil sampel 

bakteri yang sudah diremajakan sebanyak 1 ml dengan menggunakan pipet 

volume, kemudian dibuka tutup tabung media cair pengenceran sambil 

dipanaskan diatas bunsen untuk menjaga kesterilan / kondisi tetap aseptis dan 1 

ml bakteri tersebut di masukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 9 ml NaCl 

sebagai larutan pengencer yang bersifat isotonis (pengenceran 10-1) dan di 

homogenkan tabung agar tercampur rata setelah itu di lakukan pengeceran 

bertingkat yang bertujuan untuk mengurangi kepadatan mikroba ,adapun cara 

melakukan pengeceran bertingkat adalah dengan mengambil sebanyak 1 ml 

larutan pada tabung reaksi 10-1 menggunakan pipet volume yang sebelumnya 

telah di sterilisasi di atas bunsen. Larutan yang di ambil dari tabung  reaksi 10-1 

tersebut lalu di masukan pada tabung reaksi 10-2 dan di homogenkan. 

Pengenceran di lakukan sampai 10-6 dengan cara yang sama seperti 

pengenceran sebelumnya. Dalam melakukan pengenceran kita juga dapat 

menggunakan rumus : N1.V1 = N2.V2 

 Tujuan dari pengenceran adalah untuk mengurangi kepadatan mikroba 

yang akan ditanam. Menurut Fardiaz (1993), bahan pangan yang diperkirakan 

mengandung lebih dari 300 sel mikroba pada per ml, per gram atau per cm 

permukaan memerlukan perlakuan pengenceran sebelum ditumbuhkan pada 

medium agar didalam cawan petri, sehingga setelah inkubasi akan terbentuk 

koloni dalam cawan petri, sehingga stelah inkubasi akan terbentuk koloni dalam 

jumlah yang dapat dihitung. 

Proses pengenceran adalah mencapai larutan pekat (konsentrasi tinggi) 

dengan cara menambahkan pelarut agar diperoleh volume akhir yang lebih  
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besar (Brady, 1999). Menurut Dwijosaputro (1989) tujuan dari pengenceran 

adalah untuk mendapatkan satu koloni murni dan selanjutnya koloni yang didapat 

kita jadikan piaraan murni. 

Prosedur kerja pembuatan larutan pengenceran dan pengenceran bakteri 

dapat dilihat pada Gambar 16 dan 17. 

 

Gambar 16. Prosedur Kerja Pembuatan Larutan Pengenceran 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Gambar 17. Prosedur Kerja Pengenceran Bakteri 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Ditimbang sebanyak 1,944 gram 

Dilarutkan dalam 216 ml aquades = 0,153 mol/L 

Larutan Nacl 0,513 mol/L dimasukkan kedalam 24 tabung reaksi @9 ml 

Hasil 

NaCl 

Diambil 1 ml 

Dimasukkan dalam tabung reaksi yang berisi media cair 9 ml NaCl 

(pengenceran 10-1) 

Diambil 1 ml 

Dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi media cair 9 ml 

NaCl (pengenceran 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6) 

Hasil 

Bakteri 
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3.4.4   Penelitian Tahap III (Pembuatan Larutan Histidin) 

 Pada proses pembuatan histidin ini digunakan konsentrasi 500 ppm, 

langkah awal yang dilakukan adalah serbuk histidin  di masukkan ke dalam botol 

plastik yang dilarutkan dengan aquabides sebanyak 150 ml, dan kemudian 

ditambahkan sebanyak 0,6 ml. pada tahapan ini alasan menggunakan aquabides 

dikarenakan aquabides lebih murni dari pada aquades. Proses ini dapat dilihat 

pada Gambar 18. 

 

Gambar 18. Proses Pembuatan Histidin 

        

 
 
 
 
 
 
 

 

 

3.4.5 Penelitian Tahap IV (Aerasi) 

Tahap awal yang dilakukan adalah larutan histidin dimasukkan kedalam 

12 botol plastik masing-masing diisi 150 ml larutan histidin. Botol-botol plastik tadi  

kemudian diaerasi menggunakan aerator untuk pengkondisian oksigen di dalam 

botol agar dapat hidup. Kemudian dimasukkan dari 2 jenis bakteri yang berbeda 

ke dalam masing-masing botol plastik yang berisi larutan histidin tersebut. 

Konsentrasi bakteri yang digunakan, yakni sebesar 0,4% dari jumlah larutan 

histidin yag digunakan. Berdasarkan penelitian sebelumnya bahwa konsentrasi 

0,4% lebih efektif. Bakteri Nitrococcus sp. sebanyak 0,6 ml dimasukkan kedalam 

botol plastik B1. Bakteri Acinetobacter sp. sebanyak 0,6 ml dimasukkan kedalam 

botol plastik B2. Tahap selanjutnya dari bakteri Nitrococcus sp. dan 

Ditimbang serbuk histidin murni  sebanyak 0,9  gram  

Konsentrasi 500 ppm 

Dimasukkan 150 ml kedalam botol plastik 

Ditambah bakteri 0,4% x 150 ml = 0,6 ml 
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Acinetobacter sp. tadi dikombinasi masing-masing sebanyak 0,2 ml dimasukkan 

kedalam botol plastik yang diberi tanda B1+B2. Larutan histidin yang telah 

ditambah kemudian diaerasi selama 6 jam pertama yang diberi tanda B11 (untuk 

bakteri Nitrococcus sp.), B21 (untuk bakteri Acinetobacter sp.), dan B1B21 (untuk 

kombinasi bakteri Nitrococcus sp. dan Acinetobacter sp.). Perlakuan tersebut 

berlaku juga untuk perlakuan waktu 12 jam, 18 jam, dan 24 jam. Setiap selesai 

perlakuan, botol disimpan di freezer dengan suhu dibawah 0oC dengan tujuan 

untuk mengamankan histamin yang terbentuk agar tidak meningkat. Menurut 

Mahendradatta dan Langkong (2003), histamin yang disimpan pada suhu 0oC 

memiliki kemungkinan untuk meningkat. Bukan dikarenakan oleh aktivitas bakteri 

melainkan enzim yang dihasilkan oleh bakteri itu sendiri. Adapun menurut Ahmed 

(1991), pertumbuhan bakteri akan terhenti pada suhu rendah dari 5oC, 

bagaimanapun aktivitas enzimatik akan tetap berlanjut, menghasilkan dalam 

produksi amin selanjutnya. Prosedur kerja aerasi larutan histidin dapat dilihat 

pada Gambar 12. 
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Hasil Penelitian 

4.1.1  Penelitian Pendahuluan 

 Tujuan untuk mengetahui lama waktu aerasi yang berbeda dan mencari 

perlakuan terbaik dari penguraian histidin murni terhadap kadar histamin. Hasil 

dari penelitian ini merupakan dasar untuk penelitian utama. Parameter uji yag 

dilakukan pada penelitian tahap ini adalah uji histamin dengan menggunakan 

metode spektrofluorometri. Hasil penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 4. 

 
Tabel 4. Kadar histamin dari penguraian histidin murni 

No Kode Sampel 

Perlakuan 

6 jam 
(mg/kg) 

12 jam 
(mg/kg) 

18 jam 
(mg/kg) 

24 jam 
(mg/kg) 

1. Kontrol 0,05 

2. B1 0,12 1,19 33,55 0,23 

3. B2 6,18 8,68 0,31 4,21 

4. B12 2,89 6,90 3,26 2,43 

 

Keterangan : 

Bakteri B1 = Nitrococcus sp. 

Bakteri B2 = Acinetobacter sp. 

 

Berdasarkan pengujian histamin pada Tabel 4 menggunakan metode 

spektrofluorometri secara kuantitatif, perlakuan histidin murni ditambah bakteri 

B1 didapat hasilnya berdasarkan lamanya waktu yang digunakan selama 6, 12, 

18 dan 24 jam yaitu kontrol awal sebanyak 0,05 mg/kg mengalami kenaikan 

sebanyak 0,12 mg/kg; 1,19; 33,55 mg/kg; 0,23 mg/kg. untuk penambahan bakteri 

B2 kadar histamin yang semula 0,05 mg/kg mengalami kenaikan sebanyak 6,18 

mg/kg; 8,68 mg/kg; 0,31 mg/kg; 4,21 mg/kg. Sedangkan campuran antara B1 
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dan B2 sebanyak 2,89 mg/kg; 6,90 mg/kg; 3,26 mg/kg; 2,43 mg/kg. Dari hasil 

diatas dapat disimpulkan secara garis besar bahwa bakteri Nitrococcus sp. dan 

Acinetobacter sp. tidak dapat menurunkan kadar histamin melainkan menaikkan 

kadar histamin.  

Grafik kadar histamin dari penguraian histidin murni dapat dilihat pada 

Gambar 19. 

 

Gambar 19. Grafik hasil kadar histamin dari histidin murni 

 
Menurut Bennour et al., (1991), produksi histamin tidak selalu berkorelasi 

dengan besarnya jumlah bakteri penghasil histamin, tetapi lebih berkaitan 

dengan kemampuan bakteri tersebut mensintesis histidin dekarboksilase. 

Menurut Fletcher et al., (1998), yang menyatakan bahwa tidak terdapat 

hubungan yang konsisten antara jumlah bakteri penghasil histamin dengan kadar 

histamin yang dihasilkan pada beberapa sampel ikan asap dipasar ikan 

Auckland. 
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4.2 Penelitian Utama 

 Hasil dari penelitian ini merupakan hasil dari penelitian pendahuluan 

tahap II. Analisis yang dilakukan pada penelitian ini yaitu analisis uji histamin 

yang diberikan perlakuan waktu seperti penelitian pendahuluan II tetapi dalam 

penelitian dilakukan ulangan sebanyak 3 kali. Hasil keseluruhan dari penelitian 

tahap ini dapat dilihat pada Tabel 5. 

 
Tabel 5. Hasil penelitian utama 

Perlakuan Ulangan (mg/kg histamin) 

Bakteri 0,4 % 
(B) 

Lama Aerasi (jam) 
(P) 

1 2 3 

B1 

P1 0,12 0,24 0,24 

P2 1,19 1,29 1,29 

P3 33,55 34,22 34,22 

P4 0,23 0,36 0,36 

B2 

P1 6,18 5,28 5,28 

P2 8,68 8,05 8,05 

P3 0,31 0,50 0,50 

P4 4,21 4,66 4,66 

B3 

P1 2,89 2,28 2,28 

P2 6,90 6,15 6,15 

P3 3,26 3,74 3,74 

P4 2,43 2,25 2,25 

 

Keterangan : 
B1P1 : Aerasi selama 6 jam dengan penambahan bakteri Nitrococcus sp. 
B1P2 : Aerasi selama 12 jam dengan penambahan bakteri Nitrococcus sp. 
B1P3 : Aerasi selama 18 jam dengan penambahan bakteri Nitrococcus sp. 
B1P4 : Aerasi selama 24 jam dengan penambahan bakteri Nitrococcus sp. 
B2P1 : Aerasi selama 6 jam dengan penambahan bakteri Acinetobacter sp. 
B2P2 : Aerasi selama 12 jam dengan penambahan bakteri Acinetobacter sp. 
B2P3 : Aerasi selama 18 jam dengan penambahan bakteri Acinetobacter sp. 
B2P4 : Aerasi selama 24 jam dengan penambahan bakteri Acinetobacter sp. 
B3P1 : Aerasi selama 6 jam dengan penambahan kombinasi dari kedua bakteri 
B3P2 : Aerasi selama 12 jam dengan penambahan kombinasi dari kedua bakteri 
B3P3 : Aerasi selama 18 jam dengan penambahan kombinasi dari kedua bakteri 
B3P4 : Aerasi selama 24 jam dengan penambahan kombinasi dari kedua bakteri 
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 Berdasarkan hasil analisis uji histamin metode spektrofluorometri 

pengaruh penambahan bakteri Nitrococcus sp., dan Acinetobacter sp. dalam 

larutan histidin murni dan lama aerasi serta interaksi antara kedua perlakuan 

tidak memberikan pengaruh yang nyata terhadap kadar histamin yang dihasilkan 

(α = 5%). 

4.2.1 Pengaruh Penambahan Bakteri Terhadap Kadar Histamin 

 Pengaruh penambahan bakteri terhadap kadar histamin yang dihasilkan 

dapat dilihat pada Gambar 20. 

 
 
 

Gambar 20. Grafik pengaruh jenis bakteri terhadap kadar histamin 

Berdasarkan grafik diatas dapat dilihat bahwa ada perbedaan tingkat 

kemampuan bakteri dalam menghasilkan histamin terhadap penguraian histidin 

murni. Bakteri yang memiliki kemampuan dalam menguraikan histidin menjadi 

histamin adalah bakteri Nitrococcus sp. yang memiliki tingkatan pertama dalam 

menghasilkan histamin. Sedangkan kombinasi dari kedua bakteri tersebut 

terdapat pada tingkatan yang terakhir. Hal ini dikarenakan dalam kombinasi 

kedua bakteri tersebut terjadi kompetisi antar kedua bakteri yang menyebabkan 

kadar histamin yang dihasilkan lebih rendah. Menurut Yamanaka et al., (1987) 
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dalam Mahendradatta (2003), bahwa histamin dapat diproduksi oleh histidin 

dekarboksilase meskipun bakteri sangat sedikit. 

 

4.2.2 Pengaruh Lama Aerasi Terhadap Kadar Histamin Yang Dihasilkan 

 

Pengaruh lama aerasi terhadap kadar histamin yang dihasilkan dapat 

dilihat pada Gambar 21. 

 

          Gambar 21. Grafik pengaruh lama aerasi terhadap kadar histamin 

Berdasarkan grafik diatas dapat dilihat bahwa ada perbedaan tingkat 

lama aerasi dalam menghasilkan histamin terhadap penguraian histidin murni. 

Jadi dapat disimpulkan bahwa kadar histamin yang tertinggi terdapat pada 

perlakuan 18 jam, sedangkan kadar histamin yang terendah terdapat pada 

perlakuan 24 jam. Jadi dari perlakuan waktu yang mampu menghasilkan histamin 

lebih besar yakni pada perlakuan waktu 18 jam. Menurut Sumner et al., (2004), 

histamin adalah senyawa amina biogenik yang terbentuk dari asam amino 

histidin akibat reaksi dengan enzim dekarboksilase.  Sedangkan Baranowski et 

al., (1985), menjelaskan bahwa histidin dekarboksilase selalu dihasilkan oleh 

bakteri yang terhenti pertumbuhannya dan masih mampu mengkonversi histidin 
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menjadi histamin. Dengan demikian hal ini dapat mendukung meskipun kondisi 

tersebut tidak persis sama. Tetapi dapat dijelaskan bahwa pada penelitian ini 

meskipun tidak dijumpai mikroba yang tumbuh karena kondisinya telah mati 

seperti dijelaskan pada bagian mikroba psikrofilik, tetapi enzim yang telah 

dihasilkan sebelum mikroba tersebut mati akan terus beraktifitas menghasilkan 

histamin. 

4.2.3  Perlakuan Terbaik 
 

Dari empat perlakuan penambahan bakteri, yakni Nitrococcus sp., 

Acinetobacter sp., dan lama waktu aerasi yang digunakan, yakni 6 jam, 12 jam, 

18 jam, dan 24 jam. Menurut analisis statistik jika dilihat dari pengaruh 

penambahan bakteri terhadap penguraian histidin menjadi histamin perlakuan 

yang terbaik, yakni pada penambahan bakteri jenis Nitrococcus sp., sedangkan 

pada perlakuan lama waktu aerasi yang terbaik terdapat pada waktu 18 jam. 

Perlakuan terbaik ini didukung dengan adanya grafik pada Gambar 20 dan 21 

seperti yang telah dijelaskan diatas. Hal ini disebabkan karena aktivitas enzim 

dekarboksilase yang terkandung di dalam bakteri Nitrococcus sp. lebih besar.  

Histamin dapat diproduksi oleh histidin dekarboksilase meskipun bakteri 

sangat sedikit (Yamanaka et al.1987 dalam Mahendradatta, 2003). Adapun 

menurut Baranowski et al., (1985) dalam Mahendradatta 2003), histidin 

dekarboksilase selalu dihasilkan oleh bakteri yang terhenti pertumbuhannya dan 

masih mampu mengkonversi histidin menjadi histamin. Dengan demikian hal ini 

dapat mendukung meskipun kondisi tersebut tidak persis sama. Tetapi dapat 

dijelaskan bahwa pada penelitian ini meskipun tidak dijumpai mikroba yang 

tumbuh karena kondisinya telah mati seperti dijelaskan pada bagian mikroba 

psikrofilik, tetapi enzim yang telah dihasilkan sebelum mikroba tersebut mati akan 

terus beraktifitas menghasilkan histamin. 
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5. PENUTUP 

 
 
5.1 Kesimpulan 

 Berdasarkan penelitian tentang penambahan histidin murni dengan 

bakteri Nitrococcus sp dan Acinetobacter sp secara In-vitro dalam menurunkan 

kadar histamin, diperoleh kesimpulan sebagai berikut : 

- Bakteri (Acinetobacter sp dan Nitrococcus sp) berpengaruh terhadap kadar 

histamin. 

- Lama waktu mempengaruhi penguraian histidin menjadi histamin oleh bakteri 

(Nitrococcus sp dan Acinetobacter sp) dan kadar yang tertinggi untuk bakteri 

Nitrococcus sp pada 18 jam sebesar 33,55 mg/kg dan untuk Acinetobacter sp 

nilai tertingginya pada 12 jam sebesar 8,68 mg/kg dan untuk kombinasi 

Nitrococcus sp dan Acinetobacter sp nilai tertingginya pada 12 jam sebesar 

6,90 mg/kg. 

 

5.2 Saran 

Perlu diadakan pengujian lebih lanjut mengenai kandungan histamin yang 

dihasilkan dari histidin murni terutama dalam memberikan manfaat terhadap 

masyarakat. 
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Lampiran 1. Kurva Pertumbuhan Bakteri 

 Nitrococcus sp. 
 

     JAM 
KE X1 X2 RATA2 ∑ Sel / ml X1 X2 RATA2 JAM KE 

1 598 666 632 5,9.106 598 666 632 1 

2 659 682 670.5 6,7.106 659 682 670.5 2 

3 898 876 887 8,9.106 898 876 887 3 

4 1079 1086 1082.5 1,1.106 1079 1086 1082.5 4 

5 2100 2037 2068.5 2,1.107 2100 2037 2068.5 5 

6 3645 3850 3747.5 3,7.107 3645 3850 3747.5 6 

7 7842 5869 6855.5 6,9.107 7842 5869 6855.5 7 

8 10548 8560 9554 1,0.107 1054 8560 4807 8 

9 13162 15030 14096 1,4.107 1312 1503 1407.5 9 

10 8350 8880 8615 8,6.107 8350 8880 8615 10 

11 9580 9940 9760 9,8.107 9580 9940 9760 11 

12 9760 8920 9340 9,3.107 9760 8920 9340 12 

13 10740 11770 11255 1,1.108 10740 11770 11255 13 

14 12830 12450 12640 1,3.108 12830 12450 12640 14 

15 19540 19560 19550 2,0.108 19540 19560 19550 15 

16 22530 21920 22225 2,2.108 22530 25920 24225 16 

17 43860 43240 43550 4,3.109 43860 43240 43550 17 

18 44060 42170 43115 4,3.109 45060 45170 45115 18 

19 42450 41450 41950 4,2.109 46450 45450 45950 19 

20 40270 40310 40290 4,0.108 45270 45310 45290 20 

21 33180 34010 33595 4,0.108 43180 44010 43595 21 

22 31630 29120 30375 3,0.108 38630 39120 38875 22 

23 28810 27160 27985 2,8.107 31810 33160 32485 23 

24 25960 23750 24855 2,5.107 29960 28750 29355 24 
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 Acinetobacter sp 
 

     JAM 
KE X1 X2 RATA2 

∑ Sel / 
ml X1 X2 RATA2 JAM KE 

1 368 399 383.5 3.8.106 368 399 383.5 1 

2 448 342 395 4.0.106 448 342 395 2 

3 590 613 601.5 6.0.106 590 613 601.5 3 

4 1698 1593 1645.5 1.6.107 1698 1593 1645.5 4 

5 3040 3720 3380 3.4.107 3040 3720 3380 5 

6 4640 3850 4245 4.2.107 4640 3850 4245 6 

7 4870 5690 5280 5.3.107 4870 5690 5280 7 

8 6080 6240 6160 6.2.107 6080 6240 6160 8 

9 6740 7030 6885 6.9.107 6740 7030 6885 9 

10 8350 9880 9115 1.1.108 8350 9880 9115 10 

11 9880 10210 10045 1.0.108 9880 10210 10045 11 

12 13760 11920 12840 8.8.107 13760 11920 12840 12 

13 17540 17740 17640 7.6.107 17540 17740 17640 13 

14 18830 19280 19055 5.1.107 18830 19280 19055 14 

15 21010 20950 20980 4.0.107 21010 20950 20980 15 

16 23230 22970 23100 3.1.107 23230 22970 23100 16 

17 24250 23260 23755 2.8.107 24250 23260 23755 17 

18 27710 25940 26825 2.3.106 27710 25940 26825 18 

19 28430 29150 28790 2.3.106 28430 29150 28790 19 

20 42870 43010 42940 2.9.106 42870 43010 42940 20 

21 41920 41760 41840 1.8.106 41920 41760 41840 21 

22 37750 39010 38380 8.8.105 37750 39010 38380 22 

23 28018 26450 27234 7.3.105 28018 26450 27234 23 

24 26350 37120 31735 6.9.105 26350 37120 31735 24 
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Lampiran 2. Gambar Proses Pembuatan Larutan Histidin 

 

Serbuk Histidin 

 

 

Aquabides 
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Lampiran 3. Gambar proses aerasi 
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Lampiran 4. Hasil uji histamin dari histidin murni 

 

 

 

 



60 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



61 
 

 

 



62 
 

 

 

 



63 
 

 

  



64 
 

Lampiran 5. Kadar histamin dari histidin murni 

PERLAKUAN 
ULANGAN 

JUMLAH RERATA 
1 2 3 

B1P1 0,12 0,24 0,24 0,6 0,20 

B1P2 1,19 1,29 1,29 3,77 1,26 

B1P3 33,55 34,22 34,22 101,99 34 

B1P4 0,23 0,36 0,36 0,95 0,32 

B2P1 6,18 5,28 5,28 16,74 5,58 

B2P2 8,68 8,05 8,05 24,78 8,26 

B2P3 0,31 0,50 0,50 1,31 0,44 

B2P4 4,21 4,66 4,66 13,53 4,51 

B3P1 2,89 2,28 2,28 7,45 2,48 

B3P2 6,90 6,15 6,15 19,20 6,40 

B3P3 3,26 3,74 3,74 10,74 3,58 

B3P4 2,43 2,25 2,25 6,93 2,31 

TOTAL 69,95 69,02 69,02 207,99 

 

Tabel dua arah 

Perlakuan Lama waktu aerasi 
Jumlah Rerata 

Penambahan bakteri P1 P2 P3 P4 

B1 0,60 3,77 101,99 0,95 107,31 8,94 

B2 16,74 24,78 1,31 13,53 56,36 4,79 

B3 7,45 19,20 10,74 6,93 44,32 3,70 

Jumlah 24,79 47,75 114,04 21,41 207,99 

Rerata 2,75 5,43 12,67 2,38 
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Tabel sidik ragam 

Sumber 
Keragaman 

(SK) 

Derajat 
Bebas 
(db) 

Jumlah 
Kuadrat 

(JK) 

Kuadrat 
Tengah 

(KT) 
F hit. Ket. 

F tabel 

5% 1% 

Ulangan 2 0,05 0,025 0,2822 ns 3,44 5,72 

Perlakuan 11 2826,3390 256,9399 2899,9989 sgnf 2,26 3,18 

Galat 22 2,0387 0,0886     

Total 35 2828,4277      

 

Tabel uji BNT Pengaruh penambahan bakteri (B) 

Rerata (B) 
B3 B2 B1 

Notasi BNT 5% 
3,70 4,79 8,94 

B3 3,70 -   a 

0,50 B2 4,79 1,00 -  b 

B1 8,94 5,24 4,24 - c 

 

Tabel uji BNT Pengaruh lama aerasi (P) 

Rerata (A) 

P3 P2 P4 P1 

Notasi 
BNT 

5% 2,83 3,02 4,49 5,46 

P3 2,83 -    a 

2,22 
P2 3,01 0,18 -   ab 

P4 4,49 1,66 1,47 -  ab 

P1 5,46 2,63 2,44 0,97 - b 

 

 


