BIOAUGMENTASI BAKTERI Pseudomonas putida DAN Enterobacter sp UNTUK
MENURUNKAN KADAR HISTAMIN PADA LIMBAH CAIR PEMINDANGAN

SKRIPSI
PROGRAM STUDI TEKNOLOGI INDUSTRI HASIL PERIKANAN
JURUSAN MANAJEMEN SUMBERDAYA PERIKANAN

Oleh

FRENDI NUR CAHYA K.
NIM. 0710833004

WY
%4, FAKULTAS B
4 w
N DaN LWV

FAKULTAS PERIKANAN DAN ILMU KELAUTAN
UNIVERSITAS BRAWIJAYA
MALANG
2014



BIOAUGMENTASI BAKTERI Pseudomonas putida DAN Enterobacter sp UNTUK
MENURUNKAN KADAR HISTAMIN PADA LIMBAH CAIR PEMINDANGAN

SKRIPSI
PROGRAM STUDI TEKNOLOGI INDUSTRI HASIL PERIKANAN
JURUSAN MANAJEMEN SUMBERDAYA PERIKANAN

Sebagai Salah Satu Syarat untuk Meraih Gelar Sarjana Perikanan
Di Fakultas Perikanan dan llmu Kelautan

Universitas Brawijaya

Oleh

FRENDI NUR CAHYA K.
NIM. 0710833004

%, FAKULTAS _ @
W, A
“N pay LV *

FAKULTAS PERIKANAN DAN ILMU KELAUTAN
UNIVERSITAS BRAWIJAYA
MALANG
2014



SKRIPSI
BIOAUGMENTASI BAKTERI Pseudomonas putida DAN Enterobacter sp UNTUK
MENURUNKAN KADAR HISTAMIN
PADA LIMBAH CAIR PEMINDANGAN

Oleh:
FRENDI NUR CAHYA.K
NIM. 0710833004

telah dipertahankan di depan penguiji
pada tanggal 18 Maret 2014
dan dinyatakan telah memenuhi syarat

Menyetujui,

Dosen Penguiji | Dosen Pembimbing |
(Dr. Ir. Hartati Kartikaningsih, M. Si) (Ir. Yahya, MP)
NIP. 19640726 198903 2 004 NIP. 19630706 1999003 1 003
Tanggal : Tanggal :
Dosen Penguiji Il Dosen Pembimbing Il
(Dr. Ir. Dwi Setijawati, M. Kes) (Dr. Ir. Happy Nursyam, MS)
NIP. 19611022 198802 2 001 NIP. 19600322 198601 1 001
Tanggal : Tanggal :

Mengetahui,

Ketua Jurusan MSP

(Dr. Ir. Arning Wilujeng Ekawati, MS)
NIP. 19620805 198603 2 001
Tanggal :




PERNYATAAN ORISINALITAS

Dengan ini saya menyatakan bawa dalam skripsi yang saya tulis ini benar-benar
merupakan hasil karya saya sendiri, dan sepanjang pengetahuan saya juga tidak terdapat
karya atau pendapat yang pernah ditulis atau diterbitkan oleh orang lain kecuali yang tertulis
dalam naskah ini dan disebutkan daftar pustaka.

Apabila kemudian hari terbukti atau dapat dibuktikan skripsi ini hasil penjiplakan
(plagiasi), maka saya bersedia menerima sanksi atas perbuatan tersebut sesuai hukum

yang berlaku di Indonesia.

Malang, Maret 2014

Mahasiswa

Frendi Nur Cahya K

NIM. 0710833004



UCAPAN TERIMA KASIH

Dalam kesempatan ini penulis menyampaikan rasa terima kasih dan penghargaan

yang sebesar-besarnya kepada:

1.

10.

11.

12.

Ibu Prof. Dr. Diana Arfiati, MS selaku Dekan Fakultas Perikanan dan limu Kelautan
Universitas Brawijaya

Ibu Dr. Ir Arning Wilujeng Ekawati, MS selaku Ketua Jurusan Manajemen
Sumberdaya Perikanan Fakultas Perikanan dan llmu Kelautan Universtas Brawijaya
Bapak Dr. Ir. Hardoko, MS selaku Ketua Program Studi Teknologi Hasil Perikanan
Fakultas Perikanan dan lImu Kelautan

Bapak Dr. Ir. Yahya, MP selaku Dosen Pembimbing |

Bapak Dr. Ir Heppy Nursyam, MS selaku Dosen Pembimbing I

Ibu Dr. Ir. Hartati Kartikaningsih, M. Si selaku Dosen Penguiji |

Ibu Dr. Ir. Dwi Setijawati, M. Kes selaku Dosen Penguiji Il

Pemilik UD. Mina Jaya Sendang Biru Kabupaten Malang selaku pemilik rumah
pemindangan Ikan Tuna.

Kepala UPT Laboratorium dan Pengujian Mutu Hasil Perikanan Surabaya beserta
stafnya atas bantuan penelitiannya.

Sujud terima kasih yang sedalam-dalamnya penulis persembahkan kepada Bapak H.
Suparman, dan Mama Hj. Widah atas cinta, kasih sayang, do’a, petuah, nasehat,
semangat dan materi yang telah diberikan.

Adikku yang hebat Riski Nur Afriawan , terima kasih untuk cinta, do’a dan
semangatnya.

Presica Dinar Yuristina, terima kasih atas segala bentuk motivasi, nasehat,

semangat dan bantuannya.



14. Teman-teman kos 271, Simbah, Kadul, Andik, Juned, Ardi, Bayu, Fito dan lain-lain

13. Sahabatku tersayang, Haris dan Teman-teman Himatrik 2007
15. Seluruh pihak yang telah ikut andil dalam penyelesaian Skripsi ini.

p1-ae:qn-A1031s0daJ VAVIIMYYS] (&

SVLISYIAINDN



RINGKASAN

Frendi Nur Cahya K. Bioaugmentasi Bakteri Pseudomonas Putida Dan Enterobacter Sp
Untuk Menurunkan Kadar Histamin Pada Limbah Cair Pemindangan (Di Bawah Bimbingan
Dr. Ir. Yahya, MS dan Dr. Ir. Happy Nursyam, MS)

Desa Sendang Biru, Kabupaten Malang, Provinsi Jawa Timur merupakan salah satu
daerah yang memiliki banyak industri pemindangan. Dalam proses pengolahan ikan tersebut
dilakukan dengan cara merebus ikan dalam suasana bergaram selama waktu tertentu dan
menghasilkan limbah berupa cairan. Limbah pemindangan tersebut pada umumnya
mengandung kadar histamin tinggi dan dibuang langsung ke sungai atau perairan lainnya.
Histamin merupakan senyawa yang penting dalam racun scromboid (racun yang ada di
dalam ikan jenis scromboide), tetapi gejalanya tidak nampak ketika diaplikasikan dengan
obat anti-histamin. Histamin merupakan salah satu amin biogenic yang mempunyai
pengaruh terhadap efek fisiologis manusia. Dari fakta tersebut, perlu adanya proses
pengolahan limbah pemindangan agar tidak menyebabkan pencemaran pada lingkungan di
sekitarnya. Salah satu teknik pengolahan limbah secara organik menggunakan
mikroorganisme yang dapat menurunkan kadar histamin adalah teknik Bioaugmentasi.
bioaugmentasi digunakan untuk menyingkirkan produk sampingan dari bahan mentah dan
polutan potensial dari limbah.

Dari latar belakang tersebut, dilakukan sebuah penelitian tentang bioaugmentasi
pada limbah pemindangan yang ada di industri pemindangan Desa Sendangbiru,
Kabupaten Malang. Dalam penelitian ini, bakteri yang digunakan adalah bakteri
Pseudomonas putida dan Enterobacter, Sp. Penelitian ini dilakukan dilakukan di
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Perikanan dan Ilimu Kelautan Universitas Brawijaya
Malang, Laboratorium mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawiaya Malang, serta
UPT Laboratorium dan Pengujian Mutu Hasil Perikanan Surabaya pada tanggal 19
Desember 2013 sampai dengan 16 Januari 2014 dengan tujuan untuk mengetahui
pengaruh kedua bakteri tersebut dalam menurunkan kadar histamin pada limbah
pemindangan.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari dari bahan utama dan isolat
bakteri murni bakteri Pseudomonas putida, Enterobacter sp dan limbah pemindangan.
Bahan pendukung lainya adalah media cair TSB, aquades, larutan NacCl, air ledeng, kertas
saring, masker, sabun cair, dan waring. Sedangkan untuk pengujian Histamin dibutuhkan:
metanol, aquadest, glasswool, NaOH 1N, HCI 0,1 N, orto-ptalatdikarbodildehid (OPT) 0,1 %,
asam phospat (H3PO4) 3,57N, resin penukar ion jenis dowex 1-X8 50-10 mesh, larutan
standart histamin, dan larutan kerja. Selanjutnya, peralatan pengambilan sampel, adalah
coolbox; peralatan pembiakan dan pengenceran bakteri, antara lain: kulkas, lamiran flow,
tabung reaksi, rak tabung reaksi tertutup, erlenmeyer, pipet volum, beaker glaass,
timbangan digital, gelas arloji, osse, lamiran, gelas ukur, spatula, bunsen, botol semprot,
nampan, inkubator, autoklaf; peralatan aerasi limbah yang digunakan adalah toples dan
seperangkat aerator; dan peralatan 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 2cm x 5 cm; labu takar 25 ml, 50 ml, 100 ml, dan 1000 ml; pipet volumetric,
sprektrofluorometer, stiler plate, tabung reaksi 5ml tertutup, timbangan analisis, waterbath.

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksploratif. Prosedur
penelitian diawali dengan pengambilan sampel limbah cair yang di UD. Mina Jaya Desa
Sendang Biru Kabupaten Malang, Jawa Timur. Sebelum dilakukan uji coba bioaugmentasi,
dilakukan penelitian tahap | yaitu pembiakan bakteri Pseudomonas putida dan bakteri
Enterobacter Sp. Setelah dilakukan pembiakan, langkah selanjutnya adalah penelitian tahap
Il yaitu pengenceran bakteri 1072, 1073,107*,107°,107°. Setelah bakteri diencerkan,
kemudian bakteri sebanyak 1 ml dimasukkan pada botol-botol yang telah diisi dengan



limbah cair pemindangan 500 ml. Bakteri yang dimasukkan adalah bakteri Pseudomonas
putida, Enterobacter Sp dan campuran Pseudomonas putida dan Enterobacter Sp. Langkah
selanjutnya, limbah yang telah diberi bakteri tersebut diaerasi selama 10 hari menggunakan
aerator. Setelah 10 hari, aerasi dihentikan dan dilakukan uji biogenic amine (histamin).
Penelitian uji biogenic amine ini dilakukan di UPT Laboratorium dan Pengujian Mutu Hasil
Perikanan Surabaya.

Kadar histamin yang diperoleh dari penelitian ini pada perlakuan limbah segar di
dapatkan kadar histamin 10,995 mg/kg, pada perlakuan limbah dengan bakteri
Pseudomonas putida didapatkan kadar histamin 3,025 mg/kg, pada perlakuan limbah
dengan bakteri Enterobacter sp didapatkan kadar histamin 1,707 mg/kg, pada perlakuan
campuran antara Pseudomonas putida dan Enterobacter sp didapatkan nilai kadar histamin
4,373 mg/kg.
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pemindangan adalah merebus ikan dalam air dengan garam di bawah tekanan
udara normal, tanpa perlakuan lanjutan sehingga kegiatan enzim dan autolisis serta bakteri
pembusuk dapat dicegah. Pada pemindangan ikan dan garam yang telah tersusun dalam
wadah kedap air dimasak pada bak pemasakan yang telah berisi air selama 2 jam. Setelah
masak pindang diangkat dan ditiriskan. Limbah cair didapatkan berupa air sisa dari bekas
memasak dan hasil meniriskan ikan (Afrianto dan Liviawaty, 1991).

Limbah cair yang bersumber dari usaha pengolahan ikan biasanya banyak
menggunakan air dalam prosesnya. Disamping itu ada pula bahan baku yang mengandung
air sehingga dalam proses pengolahannya harus dibuang. Air yang dibuang tersebut
misalnya ketika setelah dipergunakan untuk pencuci suatu bahan sebelum proses
selanjutnya (Rahayu, 2009).

Pengolahan limbah cair secara biologi pada dasarnya menggunakan Kkerja
mikroorganisme untuk menguraikan limbah menjadi bahan-bahan yang
sederhana.Pengolahan limbah secara biologi dapat dibedakan menjadi 2 yaitu: aerob dan
anaerob. Pengolahan limbah cair secara anaerob berarti yang bekerja atau yang hidup
adalah bakteri anaerob yang tidak memerlukan oksigen bebas. Bakteri ini dapat bekerja
dengan baik pada suhu yang semakin tinggi sampai 40 derajat celcius, pH sekitar 7. Bakteri
ini juga akan bekerja dengan baik pada keadaan yang gelap dan tertutup. Pengolahan
limbah secara aerob berarti yang dipergunakan adalah bakteri aerob yang memerlukan
oksigen bebas. Bakteri ini akan bekerja dengan baik pada pH sekitar 7 dengan suhu yang
semakin tinggi sampai 40 derajat celcius. Pengolahan limbah secara aerob harus
dimasukkan oksigen dari udara secara kontinyu (Sugiarto, 1987).

Beberapa bakteri sudah dikenal dapat meremediasi berbagai jenis limbah seperti
bakteri  Sulfurospirillum  barnesii. Selanjutnya beberpa mikroorganisme seperti

Sphingomonas, Pseudomonas, Stenotrophomonas, Ochrobactrum, Alcaligenes, Pandorea,



Labrys dan Fusarium, dikenal dapat mendegradasi limbah semacam polisiklik
aromatikhidrokarbon (Elvyeti, 2010).

Peranan mikroba dalam memperbaiki kualitas air mulai banyak dipelajari. Hasil
penelitian Sasongko (2001) menyatakan bahwa adanya bakteri indigen (bakteri lokal)
pendegradasi bahan organik akan membuat lingkungan menjadi lebih baik. Hal ini
disebabkan bakteri memanfaatkan bahan organik yang ada. Aktifitas bakteri pendegradasi
bahan organik akan menurunkan akumulasi bahan organik.

Dalam suatu bahan organik membawa sebuah racun yang disebut histamin.
Histamin merupakan senyawa yang penting dalam racun scromboid (racun yang ada di
dalam ikan jenis scromboide), tetapi gejalanya tidak nampak ketika diaplikasikan dengan
obat anti-histamin. Histamin bukan hanya senyawa yang diresponsif untuk racun scromboid,
karena tidak begitu beracun bila ikan tersebut dimakan secara langsung atau dalam
keadaan segar. Racun hinstamin akan bertambah ketika bersama dengan senyawa amin
yang lain, seperti putrescine dan cedaverin (Rodriguez et al.,1994). Selanjutnya, Aflal (2006)
menambahkan histamin merupakan komponen yang kecil, mempunyai berat molekul rendah
yang terdiri atas cincin imidazol dan sisi rantai etilamin. Histamin juga merupakan komponen
yang tidak larut air. Histamin merupakan salah satu amin biogenic yang mempunyai
pengaruh terhadap efek fisiologis manusia.

Salah satu teknik pengolahan limbah secara organik menggunakan mikroorganisme
yang dapat menurunkan kadar histamin adalah teknik Bioaugmentasi. Bioaugmentasi
didefnisikan sebagai penggunaan organisme hidup terutama mikroorganisme, untuk
mendegradasi pecemar lingkungan yang merugkan ke tingkat atau bentuk yang lebih aman
yaitu dengan penambahan atau introduksi satu jenis atau lebih organisme baik yang alami
maupun yang sudah mengalami perbaikan sifat (improved/genetically engineered strains)
(Irianto, 2007). Selanjutnya, Angga (2010) menambahkan bahwa bioaugmentasi digunakan
untuk menyingkirkan produk sampingan dari bahan mentah dan polutan potensial dari

limbah.



Dari latar belakang tersebut diatas, peneliti melakukan penelitian mengenai teknik
bioaugmentasi dalam menurunkan kadar histamin pada limbah cair ikan pindang. Dalam
penelitian ini, peneliti menggunakan bakteri Pseudomonas putida dan Enterobacter Sp.
Kedua bakteri ini dipilih sebagai bahan penelitian karena sudah dikenal dapat meremediasi

berbagai jenis limbah.

12 Identifikasi Masalah
Saat ini limbah industry perikanan lebih banyak langsung dibuang ke sungai ataupun
ke laut. Industri tersebut tidak mengolah terlebih dahulu limbah yang dibuang. Sehingga
mengakibatkan daerah sekitar sungai dan laut menjadi tercemar, air menjadi kotor, tidak
dapat dipakai serta menimbulkan bau yang tidak sedap dan juga akan membahayakan
makhluk hidup disekitarnya. Teknik yang diperlukan adalah teknik pengolahan limbah yang
benar untuk mengatasi masalah tersebut yaitu dengan cara Bioaugmentasi. Teknik
bioaugmentasi ini masih jarang dilakukan dan belum banyak diketahui manfaatnya oleh
masyarakat luas. Oleh karena itu, dilakukan penelitian mengenai bioaugmentasi limbah cair
pemidangan menggunakan bakteri Pseudomonas putida dan bakteri Enterobacter Sp.
Berdasarkan uraian di atas maka dapat dirumuskan sebagai berikut ini:
Apakah penambahan bakteri Pseudomonas putida dan Enterobacter Sp dapat menurunkan

kadar histamine dalam limbah cair pemindangan?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh penambahan bakteri
Pseudomonas putida dan Enterobacter Sp terhadap penurunan histamine dalam limbah cair

pemindangan.



1.4 Kegunaan Penelitian

Kegunaan dari penelitian ini adalah untuk memberikan informasi kepada pihak-pihak
yang berkepentingan tentang manfaat dari penambahan bakteri Pseudomonas putida dan
Enterobacter Sp dalam Proses Bioaugmentasi limbah cair pemindangan sehingga dapat

dimanfaatkan lebih lanjut.

15 Tempat, Waktu/Jadwal pelaksanaan

Penelitan ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Perikanan dan limu
Kelautan Universitas Brawijaya Malang, Laboratorium mikrobiologi Fakultas Kedokteran
Universitas Brawiaya Malang, serta UPT Laboratorium dan Pengujian Mutu Hasil Perikanan

Surabaya pada tanggal 19 Desember 2013 sampai dengan 16 Januari 2014.



2.TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Ikan Tuna

Tuna adalah ikan laut yang terdiri dari beberapa spesies dari famili Scombridae,
terutama genus Thunnus. lkan ini adalah perenang andal (pernah diukur mencapai 77
km/jam). Tidak seperti kebanyakan ikan yang memiliki daging berwarna putih, daging tuna
berwarna merah muda sampai merah tua. Hal ini karena otot tuna lebih banyak
mengandung myoglobin dari pada ikan lainnya. Beberapa spesies tuna yang lebih besar,
seperti tuna sirip biru (Thunnus thynnus), dapat menaikkan suhu darahnya di atas suhu air
dengan aktivitas ototnya. Hal ini menyebabkan mereka dapat hidup di air yang lebih dingin
dan dapat bertahan dalam kondisi yang beragam. Kebanyakan bertubuh besar, tuna adalah
ikan yang memiliki nilai komersial tinggi (Wikipedia, 2014).

Ikan Tuna termasuk dalam keluarga Scombroidae, tubuhnya seperti cerutu.
mempunyai dua sirip pungung, sirip depan yang biasanya pendek dan ter
pisah dari sirip belakang. Mempunyai jari-jari sirip tambahan (finlet) di belakang sirip
punggung dan sirip dubur. Sirip dada terletak agak ke atas, sirip perut kecil, sirip ekor
bercagak agak ke dalam dengan jari-jari penyokong menutup seluruh ujung hipural. Tubuh
ikan tuna tertutup oleh sisik-sisik kecil, berwarna biru tua dan agak gelap pada bagian atas
tubuhnya, sebagian besar memiliki sirip tambahan yang berwarna kuning cerah dengan

pinggiran berwarna gelap (Ditjen Perikanan (1983) dalam Damandiri (2013)).


http://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Ikan_laut&action=edit&redlink=1
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Menurut Saanin (1984) dalam Damandiri (2013), klasisifikasi ikan tuna adalah

sebagai berikut :

Phylum : Chordata

Sub phylum : Vertebrata Thunnus

Class : Teleostei

Sub Class : Actinopterygii

Ordo : Perciformes

Sub ordo : Scombroidae

Genus : Thunnus

Species : Thunnus alalunga (Albacore)
Thunnus albacores (Yellowfin tuna)
Thunnus macoyii (Southtern bluefin tuna)
Thunnus obesus (Big eye tuna)
Thunnus tongkol (Longtail tuna)

Ikan tuna adalah jenis ikan dengan kandungan protein yang tinggi dan lemak yang
rendah. lkan tuna mengandung protein antara 22,6 - 26,2 g/100 g daging. Lemak antara 0,2
- 2,7 g/100 g daging. Di samping itu ikan tuna mengandung mineral kalsium, fosfor, besi dan
sodium, vitamin A (retinol), dan
vitamin B (thiamin, riboflavin dan niasin). Komposisi nilai gizi beberapa jenis

ikan tuna dapat dilihat dalam Tabel 1.



Tabel 1. Komposisi nilai gizi beberapa jenis ikan tuna (Thunnus sp) per 100 g
daging Jenis Ikan Tuna

Jenis Ikan Tuna

Komposisi Bluefin Skipjack _ Yellowfin _ “owuan
Energi 121,0 131,00 105,0 Kal
Protein 22.6 26,2 24.1 g
Lemak 2.7 2.1 0,1 ]
Abu 1,2 1.3 1.2 g
Kalsium 8.0 8.0 0.0 mg
Fosfor 190,00 2200 220.,0 mg
Besi 2,7 4,0 1,1 mg
Sodium 90,0 52,0 78.0 mg
Retinol 10,0 10,0 5.0 mg
Thiamin 0,1 0,03 0.1 mg
Riboflavin 0,06 0,15 0,1 mg
Miasin _ 10,0 _ 18.0 _ 12,0 _ mg

Sumber: Departement of Health, Education and Walfare (1972) dalam
Maghfiroh (2000).
2.2 Limbah Ikan Tuna

Pengolahan pindang ikan Tuna sangat berperan dalam usaha pemanfaatan hasil
perikanan di Indonesia, karena hampir 50 % dari hasil tangkapan memberikan hasil devisa
yang cukup besar. Dalam proses pengolahannya ikan Tuna segar yang di pindang dengan
bantuan air dan garam akan menghasilkan pindang ikan dan hasil sampingan berupa limbah
cair yang berasal dari perebusandan penirisan. Pemindangan menempati urutan kedua
setelah pengasinan ikan Tuna, baik dalam volume maupun nilai perdagangannya.
(Moelyanto, 1992).

Pemindangan adalah merebus ikan dalam air dengan garam di bawah tekanan
udara normal, tanpa perlakuan lanjutan sehingga kegiatan enzim dan autolisis serta bakteri
pembusuk dapat dicegah. Pada pemindangan ikan dan garam yang telah tersusun dalam
wadah kedap air dimasak pada bak pemasakan yang telah berisi air selama 2 jam. Setelah
masak pindang diangkat dan ditiriskan. Limbah cair didapatkan berupa air sisa dari bekas

memasak dan hasil meniriskan ikan (Afrianto dan Liviawaty, 1991).



2.3 Limbah cair

Limbah adalah buangan yang dihasilkan dari suatu proses produksi baik industri
maupun domestik (rumah tangga),yang kehadiranya pada suatu saat dan tempat tertentu
tidak dikehendaki lingkungan karena tidak memiliki nilai ekonomis. Upaya pemerintah untuk
mengatasi limbah masih sulit dicapai.Limbah yang dihasilkan dari kegiatan perikanan masih
cukup tinggi,yaitu sekitar 20-30 persen (Ronquillo,2009). Air limbah adalah kotoran dari
masyarakat dan rumah tangga dan juga yang berasal dari industri,air tanah,air pemukaan
serta buangan lainnya, dengan demikian air buangan ini merupakan hal yang bersifat
kotoran umum (Santi,2004).

Industri pengolahan hasil perikanan merupakan salah satu agroindustri yang
memanfaatkan hasil perikanan sebagi bahan pokok untuk menghasilkan suatu produk yang
bernilai tambah lebih tinggi.Industi perikanan seperti juga industri-industri yang lain selain
menghasilkan produk yang diinginkan,juga menghasilkan limbah baik limbah padat maupun
limbah cair (Ibrahim,2004).

Derajat limbah dalam industri pengolahan hasil laut sangat bervariasi.lkan yang
diolah menjadi tepung ikan tidak menghasilkan limbah padat.Pengolahan kepiting
menghasilkan limbah padat hingga mencapai 85 persen.Setiap operasai pengolahan ikan
akan menghasilkan cairan dari pemotongan,pencucian, dan pengolahan produk,cairan ini
mengandung darah dan potongan-potongan kecil ikan dan kulit,isi perut,kondensat dari
operasi pemasakan,dan air pendinginan dari kondensor (jenie dan rahayu,1993).

Air buangan dari proses industri perikanan banyak mengandung nutrisi organik yang
biasanya berupa berupa nitrogen,dalam bentuk amoniak,nitrat dan nitrit yang akan
menyebabkan pencemaran pada badan air penerima,berupa penurunan kadar oksigen
terlarut,merangsang pertumbuhan tanaman air,memunculkan toksisitas terhadap kehidupan
air,masalah bahaya kesehatan masyarakat,dan mempengaruhi kelayakan untuk

penggunaan kembali air (River et all 1998 dalam Ibrahim et.,all 2009).



2.4 Karakteristik limbah cair

Air rebusan dari proses pemindangan tersebut ikut mempengaruhi tingkat cemaran
lingkungan sehingga perlu adanya solusi untuk masalah tersebut. Limbah yang tidak
tertangani akan menyebar ke lingkungan dan lambat laun merugikan manusia. Limbah cair
pada proses pemindangan ikan yang berasal dari air rebusan ikan memiliki kandungan gizi
antara lain : protein 13,22%, lemak 2,10%, abu 2,60%, air 70%, garam 12,08% (Deptan

1995 dalam Murniati 2007).

Air rebusan dalam proses pemindangan merupakan limbah cair industri pangan yang
mengandung berbagai komponen flavour yang menarik untuk dimanfaatkan agar dapat
mengurangi pemborosan terhadap biaya pemulihan lingkungan yang tercemar. Limbah cair
industri pangan khususnya air rebusan pindang mengandung banyak protein dan lemak
sehingga meningkatkan konsentrasi BODS dan TTS yang cukup tinggi. Kadar BODS dan
TTS tergantung pada tingkat produksi, jenis bahan mentah, kesegaran, dan pemindangan
ikan yang berasal dari produk akhir yang dihasilkan (Dordland 1997).

Limbah cair industri pangan mengandung berbagai jenis protein yang begizi tinggi
namun belum dapat dimanfaatkan secara optimal sehingga limbah tersebut dapat
menimbulkan masalah di lingkungan bila tidak dilakukan proses pengolahan. Limbah cair
tersebut berasal dari bekas pemasakan dan penirisan yang biasanya dimanfaatkan untuk
kecap ikan, petis ikan dan flavour. Limbah yang dihasilkan air industri pangan khususnya
hasil olahan ikan meliputi protein, karbohidrat terlarut, serpihan daging, dan komponen
lainnya yang hilang selama perebusan (Morita 2002). Berikut ini adalah Komponen

kandungan asam amino limbah cair pada pemindangan ikan:



Tabel 2. Komponen kandungan asam amino limbah cair pemindangan ikan

Komponen Jenis Kandungan (g/kg)
Treonin 3,09
Glysin 7,12
Valin 2,70
Methionin 2,83
Isoleusin 4,60
Leusin 9,40
Phenil alanin 3,70
Lysine 10,60
Histidine 1,40
Arginin 5, 80

sumber :Deptan 1995 dalam Murniati 2007

Pada proses pemindangan terjadi proses penggaraman dan perebusan. Proses
penggaraman berfungsi untuk memberikan rasa gurih pada ikan menurunkan kadar cairan
pada tubuh ikan, mencegah dan menghambat pertumbuhan bakteri pembusuk maupun
organisme lain. Proses penggaraman ini akan mempengaruhi air rebusan ikan karena pada
saat proses perebusan cairan di dalam wadah akan terus bertambah yang disebabkan
pengeluaran cairan di dalam tubuh ikan sehingga secara tidak langsung air rebusan
bercampur dengan garam (Hognadottir 1999). Garam merupakan faktor penting pada
penggaraman. Komponen Ca dan Mg yang terdapat pada garam menyebabkan ikan
menjadi higroskopis, komponen MgCl, atau MgSO, menghasilkan rasa agak pahit pada air
rebusan ikan sedangkan elemen Fe dan Cu dapat mengakibatkan ikan dan air rebusan
berwarna coklat kotor atau kuning ( Morita 2001).

Menurut Jenie dan Rahayu (1993). Derajat limbah dalam pengolahan hasil laut
sangat bervariasi.Setiap operasai pengolahan ikan akan menghasilkan cairan dari

pemotongan, pencucian dan pengolahan produk.cairan ini mengandung darah dan



potongan-potongan kecil ikan dan kulit, isi perut, kondensat dari operasi pemasakan, dan air
pendinginan dari kondensor.

Industri pengolahan hasil perikanan merupakan salah satu agroindustri yang
memanfaatkan hasil perikanan sebagi bahan pokok untuk menghasilkan suatu produk yang
bernilai tambah lebih tinggi.Industi perikanan seperti juga industri-industri yang lain selain
menghasilkan produk yang diinginkan,juga menghasilkan limbah baik limbah padat maupun
limbah cair (Ibrahim,2004).

Air buangan dari proses industri perikanan banyak mengandung nutrisi organik yang
biasanya berupa berupa nitrogen,dalam bentuk amoniak,nitrat dan nitrit yang akan
menyebabkan pencemaran pada badan air penerima,berupa penurunan kadar oksigen
terlarut,merangsang pertumbuhan tanaman air,memunculkan toksisitas terhadap kehidupan
air,masalah bahaya kesehatan masyarakat,dan mempengaruhi kelayakan untuk
penggunaan kembali air (River et all 1998 dalam Ibrahim et.,all 2009).

Air dari pabrik membawa sejumlah padatan dan partikel baik yang larut maupun
mengendap.Bahan ini terdapat 2 macam vyaitu kasar dan halus.kerap kali air dari pabrik
berwarna keruh dan temperaturnya tinggi.Air yang mengandung senyawa kimia beracun dan
berbahaya mempunyai sifat tersendiri.Air limbah yang telah tercemar memberikan 577 ciri
yang dapat diidentifikasi secara visual dapat diketahui dari kekeruhan,warna air,rasa,bau
yang ditimbulkan dan indikasi lainnya (Rahayu,2009).

2.5 Limbah Cair Pemindangan

Menurut Budiman (2004) Pemindangan merupakan salah satu cara
pengolahan dan pengawetan ikan secara tradisional yang sudah lama digunakan oleh
masyarakatdi negara kita.Sebenarnya pemindangan juga merupakan rangkaian proses
penggaraman yang diikuti dengan proses perebusan atau pengukusan.Jumlah produk
pemindangan masih lebih kecil jika dibandingkan dengan produk hasil pengagaraman dan

pengeringan.



Ikan pindang adalah ikan awetan dengan kadar garam rendah. Pengolahan secara
tradisional merupakan gabungan dari penggaraman dan perebusan sehingga memberikan
rasa tang khas. Jenis ikan yang biasanya dibuat pindang antara lain ikan
bandeng,tongkol,cakalang,lemuru,dan sekar (Margono,2000).

Pemindangan ikan merupakan upaya pengawetan sekaligus pengolahan ikan yang
menggunakan teknik penggaraman dan pemanasan. Cara pemindangan tradisional terdiri
atas pindang garam (dry-salting) dan pindang air garam (wet-salting). Pemindangan garam
ataupun pindang air garam sangat populer di beberapa Negara diantaranya Indonesia,
Filipina dan Thailand. Teknologi pengolahan pindang sangat sederhana dan dapat dilakukan
oleh berbagai kalangan masyarakat. lkan dipreparasi terlebih dahulu dengan mengeluarkan
isi perutnya, setelah itu disusun pada wadah secara selang-seling dengan garam kemudian
dimasak. Untuk proses yang lebih cepat, dapat dilakukan dengan memasak air hingga
mendidih terlebih dahulu, kemudian ikan dan garam dimasukan ke dalam kantong plastik
dan dikukus selama dua jam. Setelah dua jam, air yang berlebih dapat dibuang dan
dilakukan penambahan garam pada ikan kemudian dikukus kembali selama dua jam. lkan

dapat dikeluarkan setelah dikukus dan disimpan pada suhu kamar (Agustina dkk 2008).

Pemindangan yang baik dapat dilakukan menggunakan garam dengan konsentrasi
sekitar 2, 3 hingga 4% dengan perbandingan ikan dan garam adalah 1:2 atau 1:3 serta lama
pemindangan berkisar antara 1,3,5 hingga 7 jam (Hognadottir 1999). Teknologi lain yang
telah dikembangkan dalam pemindangan adalah dengan memasukan ikan mentah kedalam
plastik dengan garam beserta air dengan perbandingan 16:6:2 dan divakumkan sehingga
tidak ada udara yang masuk sebelum dimasak. Keuntungan dari proses ini adalah hanya

memerlukan peralatan yang sederhana (Fellers 1965).

2.6 Pengolahan Limbah
Menurut Ronquillo (2009),Berbagai teknik penanganan dan pengolahan limbah telah
dikembangkan.Masing-masing jenis limbah membutuhkan cara penangana khusus,berbeda

antar jenis limbah yang satu dengan limbah lainnya.Namun secara garis besarnya,teknik



penanganan dan pengolahan limbah dapat dibagi menjadi penanganan dan pengolahan
limbah secara fisik,kimiawi,dan biologis.

Menurut Sariawiria (2003),tujuan pengolahan air buangan antara lain:

a. Ditinjau dari segi kesehatan untuk menghindari penyakit menular.Karena air
merupakan media terbaik untuk kelangsungan hidup mikroba penyebab penyakit
menular.

b. Ditinjau dari segi estatika untuk melindungi air terhadap bau dan warna yang
menyenangkan atau tidak diharapkan.

c. Ditinjau dari segi kelangsungan kehidupan di dalam air untuk kelompok hewan
dan tanaman air.

Semua air limbah perlu dikarekterisasi terlebih dahulu sebelum rancangan proses
dimulai.Sifat air limbah yang perlu diketahui adalah volome aliran,konsentrasi organik,sifat-
sifat karakteristik dan toksisitas(Jennie dan Rahayu,1993).

Berdasarkan pada karakteristik air pengolahan buangan dibedakan menjadi tiga cara
utama (waluyo,2005) yakni:

» Pengolahan secara fisik, antara lain dengan cara filtrasi, evaporasi, skrining,

sentrifugasi, flotasi, dan’referse-osmosis”.

» Pengolahan secara kimia,antara lain dengan cara ,koagulasi,”ion exchange
resin” klorinasi,dan ozonisasi.

» Pengolahan secara biologis,Antara lain dengan lumpur aktif,filter,trickling,kolam
oksidasi,fermentasi metana (penguraian anaerobik),dikomposisi bahan-bahan

toksik,dan denitrifikasi.

2.7 Biogenic Amine (Histamin)

Histamin merupakan senyawa turunan dari asam amino histidin yang banyak
terdapat pada ikan. Asam amino ini merupakan salah satu dari sepuluh asam amino
esensial yang dibutuhkan oleh anak-anak dan bayi tetapi bukan asam amino esensial bagi

orang dewasa. Di dalam tubuh kita, histamin memiliki efek psikoaktif dan vasoaktif. Efek



psikoaktif menyerang sistem saraf transmiter manusia, sedangkan efek vasoaktif-nya
menyerang sistem vaskular. Pada orang-orang yang peka, histamin dapat menyebabkan
migren dan meningkatkan tekanan darah.

Histamin merupakan suatu senyawa biogenik aminyang terbentuk akibat proses
dekarkoksilasi asam amino histidin yang terdapat pada tubuh ikan, yaitu histidin bebas dan
histidin terikat dalam protein. Menurut kimata (1961) dan Taylor (1983), hanya histidin bebas
yang dapat mengalami dekarboksilasi menjadi asam amino (Suliantari, 1994).

Histamin merupakan salah satu senyawa biogenik amin yang dianggap sebagai
penyebabuta ma keracunan makanan yang berasal dari ikan, terutama dari kelompok
skombroid. Peda adalah produk fermentasi ikan yang umumnya dibuat dari ikan kembung
yang merupakan kelompok ikan skombroid, yang diketahui banyak mengandung asam
amino histidin bebas, sehingga potensial menimbulkan masalah keracunan histamine
(Indriati et al, 2006).

Pada proses penurunan mutu ikan, penguraian protein baru akan terjadi pada
tingkat lanjut, sebab memiliki berat molekul besar, lebih tinggi dari 5000. Pada tingkat lanjut
dimana metabolit-metabolit sederhana sudah habis, protein akan segera terurai dengan
kecepatan yang semakin meningkat. Protein akan terurai menjadi peptide, dipeptida dan
asam-asam amino bebas, yang kemudian akan menjadi senyawa-senyawa amin (misalnya,
putresin, cadaverin, histamine, indol, skatol), asam disulfide, karbondioksida, asam-asam
organic, dan lain-lain (Suwetja, 2011).

Bakteri yang memiliki enzim histidin dekarboksilase atau biasa disebut bakteri
penghasil histamin, sebagaian besar termasuk ke dalam famili Enterobacteriaceae.
Diketahui banyak jenis bakteri yang mampu menghasilkan histidin dekarboksilase, seperti
Morganella morganii, Klebsiella pneumonia, Hafnia alvei, Clostridium perfringens,
Lactobacillus spp., Enterobacter aerogenes (Wei, 1990).

Histamin merupakan senyawa biogenik amin yang terbentuk akibat proses

dekarboksilasi asam amino histidin yang terdapat pada tubuh ikan. Ada dua macam histidin



dalam daging ikan. yaitu histidin bebas dan hist idin terikat dalam protein (Suliantari et al ,
1994).

Biogenik amina merupakan komponen dasar nitrogen yang dibentuk terutama oleh
dekarboksilasi asam amino atau dengan transminasi dari Aldehid dan keton. Biogenik amine
merupakan sumber nitrogen dan prekursor untuk sintesis hormon, alkaloid, asam nukleat
dan protein. Mereka juga dapat mempengaruhi proses dalam organisme seperti pengaturan
suhu tubuh, asupan gizi, kenaikan atau penurunan tekanan darah (J.karovicova
et.,all.,2003).

Biogenik amine adalah senyawa amin yang terbentuk sebagai hasil proses
dekarboksilasi asam amino bebas yang terdapat di dalam tubuh ikan. Masalah yang
dihadapi dalam pembuatan ikan pindang adalah terbentuknya suatu senyawa yang dapat
menyebabkan keracunan yaitu biogenik amin akibat sanitasi yang buruk selama pengolahan
maupun penyimpanan. Senyawa biogenik amin yang sering terbentuk pada ikan pindang
adalah histamine (Danur,1993).

Menurut Dionex (2007), Biogenik amin dalam makanan rata-rata tidak berbahaya,
tapi konsumsi dengan konsentrasi tinggi dapat mengakibatkan hipotensi (histamin, putresin,
kadaverina), hipertensi (tyramine), migrain (tyramine, Phenylethylamine), mual, ruam,
pusing, peningkatan cardiac output, dan peningkatan respirasi. Biogenic Amines (BA)
dihasilkan dalam proses mikroba, sayuran, dan metabolisme hewan. Struktur kimia biogenik
amin dapat berupa: alifatik (putresin, kadaverina, spermine, spermidine), aromatik (tyramine,
phenylethylamine), heterocyclic (histamin, tryptamine). Biogenik amin merupakan sumber
nitrogen dan prekursor untuk sintesis hormon, alkaloides, asam nukleat, dan protein. Mereka
juga dapat mempengaruhi proses dalam organisme seperti pengaturan suhu tubuh, asupan
gizi, kenaikan atau penurunan tekanan darah (Karovi¢ova dan Kohajdova 2003).

Histamin adalah senyawa biogenic amin hasil perombakan asam amino histidin
dekarboksilasi dari asam amino bebas serta terdapat pada berbagai bahan pangan seperti

ikan, daging merah, keju, dan makanan fermentasi (Keer et.,all.2002).



Histamin merupakan komponen yang kecil, mempunyai berat molekul rendah yang
terdiri atas cincin imidazol dan sisi rantai etilamin. Histamin juga merupakan komponen yang
tidak larut air. Histamin merupakan salah satu amin biogenic yang mempunyai pengaruh
terhadap efek fisiologis manusia (Aflal et.,all.2006)

Histidina merupakan satu dari 20 asam amino dasar yang ada dalam protein. Bagi
manusia histidina merupakan asam amino yang esensial bagi anak-anak. Rantai samping
imidazol dan nilai pK, yang relatif netral (yaitu 6,0) berarti bahwa perubahan sedikit saja
pada pH sel akan mengubah muatannya. Sifat ini menjadikan histidina sering menjadi
bagian dari gugus katalitik pada enzim maupun ligan koordinasi pada metaloprotein.
Histidina menjadi prekursor histamin, suatu amina yang berperan dalam sistem saraf, dan
karnosin, suatu asam amino. Terdapat dua enantiomer histidina yaitu D-histidin dan L-
histidin, namun yang lebih dominan adalah L-histidin (atau S-histidin) (Wikipedia,2014).

Rumus ikatan kimia histidin menjadi histamin dapat dilihat pada gambar 1
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Gambar 1. Rumus lkatan Histidin Menjadi Histamin

Amina biogenik diproduksi pada jaringan ikan oleh bakteri dari family
Enterobacteriaceae, seperti Morganella, Klebsiella, dan Hafnia yang menghasilkan enzim
histidin Decarboxylase. Apabila telah diproduksi enzim Decarboxylase, maka akan terus

menerus dihasilkan histamin meskipun pertumbuhan bakteri telah dihambat dengan suhu
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dingin hingga 4°C. Produksi histamin akan semakin meningkat meskipun telah disimpan
pada ruangan pendingin (Sumner et al, 2004).

Jenis bakteri penghasil histamin yang terdapat pada ikan laut dan spesifikasinya.
Hampir semua bakteri tersebut dari golongan gram negatif dan bersifat anaerobik fakultatif

sehingga mampu tumbuh pada kondisi aerobik maupun anaerobik (Martin et al. (1982)

2.8 Bioaugmentasi

Biaugmentasi didefinisikan sebagai penggunaan organisme hidup terutama
mikroorganisme untuk mendegradasi pencemar lingkungan yang merugikan ke tingkat atau
bentuk yang lebih aman yaitu dengan penambahan atau introduksi satu jenis atau lebih
mikroorganisme baik yang alami maupun yang sudah mengalami perbaikan sifat
(improved/genetically engineered strains) (Irianto,2007).

Biaugmentasi adalah proses penambahan produk bakteri komersial kedalam limbah
cair untuk meningkatkan efisiensi dalam pengolahan limbah secara
biologi(Parlina,2009).sedangkan menurut Angga (2010), Biaugmentasi adalah penambahan
organisme atau enzim pada suatu bahan untuk menyingkirkan bahan kimia yang tidak
diinginkan. Biaugmentasi digunakan untuk menyingkirkan produk sampingan dari mentah
dan polutan potensial dari limbah.Organisme yang biasa digunakan proses ini adalah
bakteri.

Biaoagmentasi dipilih apabila kontaminan membutuhkan waktu degradasi yang
lama,bila lingkungan yang tercemar sulit dimodifikasi dalam rangka mencapai kondisi
optimal bagi pertumbuhan mikroorganisme,atau bila tinnginya konsentrasi kontaminan
menghambat pertumbuhan mikroorganisme indogenus.Biaogmentasi juga dilakukan untuk
menurunkan keragaman jalur degradasi hidrokarbonpoliaromatik.Keberhasilan aplikasi
Biaugmentasi diukur dari peningkatan jumlah mikroorganisme yang berperan dalam proses

degradasi serta daya tahan mikroorganisme oksigen pada lingkungan yang tercemar.



2.9 Bakteri Pseudomonas Putida

Pseudomonas putida bersel tunggal, batang lurus atau melengkung, namun tidak
berbentuk heliks. pada umumnya berukuran 0,5 — 1,0 um x 1,5 - 4,0um. Motil dengan
flagelum polar; monotrikus atau multitrikus.Tidak menghasilkan selongsong prosteka.Tidak
dikenal adanya stadium istirahat.Gram negatif.Kemoorganotrof. Metabolisme dengan
respirasi tidak pernah fermentatif. Beberapa merupakan kemolitotrof fakultatif dapat
menggunakan H2 atau CO sebagai sumber energi. Oksigen molekuler merupakan penerima
elektron universal Aerobik sejati katalase positif (Placzar and chan,2009).

Menurut Budiyanto (2003), bahwa Pseudomonas Putida dapat dikembangkan
menjadi mikroorganisme yang mampu mencerna minyak bumi pada kasus pencemaran air
laut oleh pengeboran minyak lepas pantai atau kecelakaan kapal pengangkut
minyak.Bakteri ini juga digunakan untuk membersihkan limbah minyak (lemak) di pabrik-
pabrik pengolahan daging.Kemampuan bakteri menguraikan minyak juga dimanfaatkan
untuk membersihkan pipa —pipa yang mengalami penyumbatan oleh minyak (lemak) pada
pabrik pengolahan daging tersebut.

Pseudomonas dengan 149 spesies dan 11 spesies tambahan berpigmen hijau muda
atau hijau tua.pigmen meresap kedalam medium.Umumnya penghuni tanah atau
air.Bergerak dengan flagel yang terdapat pada ujung.jumlah flagel satu lebih

(Irianto,2006).Adapun jenis-jenis bakteri Pseudomonas dapat dilihat pada tabel 3.



Tabel 3.Tabel Jenis-Jenis Bakteri Pseudomonas

Jenis Pseudomon
) Pseudomona Pseudomonas
Bakte as .
: s fluorescens putida
Pembeda aeruginosa
Pigmen:
- Berdifusi:
a) Berpijar | Hijau, Hijau Hijau Tidak ada
terkadang
tidak
b) Tidak Tidak ada atau | Umumnya tidak
berpijar | Biruhijau, berwarna ada,kuning
merah, coklat- | oranye (sangat jarang
hitam atau ada)
- Tidak tidak
berdifusi berwarna Pada umumnya
tidak
Tidak ada ada,oranye
atau biru
(jarang ada )
Oksidase + + +
Tumbuh pada 4 - -
41*C
Hidrolisis gelatin + + -
Hidrolisis kasein + + -
Arginin 4 + +
dihidrolase
Lysin - - -
decarboksilase
Levan dari - + -
sukrosa
ONPG
Sensitivitas pada 4 + +
polimixin B

Sumber :Skinner and Lovelock (1979)

2.10 Bakteri Enterobacter Sp
Enterobacter sp merupakan bakteri gram negatif anaerob fakultatif, berbentuk

koliform (kokoid), dan tidak membentuk spora. Bakteri ini termasuk dalam famili

Enterobacteriaceae. Dikenal dengan nama Enterobacter cloacae berpigmen kuning. Bakteri
ini dapat menyebabkan radang selaput otak dan radang usus pada bayi. Kelompok bayi
yang memiliki resiko tertinggi terinfeksi E. sakazakii yaitu neonatus (baru lahir hingga umur
28 hari), bayi dengan gangguan sistem tubuh, bayi dengan berat badan lahir rendah

(BBLR), bayi prematur, dan bayi lahir dari ibu yang mengidap Human

yang

Immunodeficiency Virus (HIV) Enterobacter sp. merupakan patogen nosokomial yang



menjadi penyebab berbagai macam infeksi termasuk bakteremia, infeksi saluran
pernapasan bagian bawah, infeksi kulit dan jaringan lunak, infeksi saluran kemih, infeksi
dalam perut, radang jantung, radang sendi, osteomyelitis, dan infeksi mata.Angka kematian
akibat infeksi E. sakazakii mencapai 40-80%. Sebanyak 50% pasien yang dilaporkan
menderita infeksi E. sakazakii meninggal dalam waktu satu minggu setelah diagnosa.
Hingga kini belum ada penentuan dosis infeksi E. sakazakii, namun sebesar 3 cfu/100 gram
dapat digunakan sebagai perkiraan awal dosis infeksi. Enterobacter sp, terutama
Enterobacter sakazakii, Enterobacter cloacae dan Enterobacter aerogenes adalah bakteri
patogen karena dapat menyebabkan
berbagai jenis infeksi seperti bacterimia, infeksi saluran pernapasan ringan, infeksi kulit,
infeksi saluran kencing, endocarditis, infeksi bagian dalam perut, septic arthritis,
osteomyelitis dan infeksi pada mata. (Farmer, et al., 1985).

Enterobacter telah diduga kuat sebagai agen yang menyebabkan beberapa dari
kondisi klinis pada neonates, termasuk meningitis, bacterimia, sepsis, dan necrotizing

enterocolitis (Sanders dan Sanders, 1997).

2.11 Spektrofluorometri

Spektrofluorometri adalah metode analisis kimia kuantitatif yang berdasarkan
flourecence, Flourecence dan phosporencence adalah bagian dari photoluminence, yaitu
tipe spektroskopi optik dimana sebuah molekul tereksitasi dengan mengarbsobsi ultraviolet,
sinar tampak dan radiasi inframerah dekat. Molekul terektasi akan kembali kepada
keadaaan dasar atau ke tingkat eksitasi lebih rendah dengan dengan mengemisikan sinar.
Sinar yang diemisikan inilah yang akan diukur (Widodo, 2010).

Dalam modul kuliah Spektroskopi (2007), spektrofotometri flouresensi merupakan
suatu prosedur yang menggunakan pengukuran intensitas cahaya fluoresensi yang
dipancarkan oleh zat uji dibandingkan dengan yang dipancarkan oleh suatu baku tertentu.
Pada umumnya cahaya yang diemisikan oleh larutan berflouresensi 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 flouresensi dapat dilakukan dengan suatu
flourometer filter sederhana. Instrumen yang dipergunakan bermacam-macam mulai dari
yang paling sederhana (filter flourometer) sampai ke yang sangat kompleks vyaitu
spektrofotometer.

Komponen-komponen utama dari masing-masing instrument yaitu:

Gambar 21.2 Diagram optik uorometer

Gambar 2 . Diagram Optik Flourometer

Menurut Wanenoor (2010), peralatan pokok spektrofluorometer adalah:

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

¢ Monokromator kedua (M2) yang pada iradiasi konstan dapat dipakai menentukan
panjang gelombang spektrum fluoresensi sampel.

o Detector berupa fotosel yang sangat peka misalnya fotomultiplier merah untuk
panjang gelombang lebih besar dari pada 500 nm.

o Amplifier untuk mengandalkan radiasi dan meneruskan ke pembacaan.

Metode spektrofluorometri mempunyai limit deteksi yang rendah dengan
kemampuan analisis kimia relatif kecil sekitar sepersepuluh metoda spektrometri biasa dan
daerah pengukurannya sekitar 0,1 sampai 0,001 ppm. Namun walaupun metoda analisa
kimia flourometri ini sangat selektif, pemakaiannya terbatas pada senyawa-senyawa yang

berfluoresensi atau yang dapat dibuat berfluoresensi (Novianty, 2007).



Gambar 3 . Alat Spektroflorometri



3. MATERI DAN METODE PENELITAIAN

3.1 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari dari bahan utama dan isolat
bakteri murni bakteri Pseudomonas putida, Enterobacter sp dan limbah pemindangan.
Bahan utama adalah limbah industri pemindangan yang diperoleh dari UD. Mina Jaya,
Sendang Biru, Kabupaten Malang, Provinsi Jawa Timur. Sedangkan bakteri murni
Pseudomonas putida dan Enterobacter sp diperoleh dari laboratorium mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. Bahan pendukung lainya adalah media cair TSB,
aquades, larutan NaCl, air ledeng, kertas saring, masker, sabun cair, dan waring.
Sedangkan untuk pengujian Histamin dibutuhkan: metanol, aquadest, glasswool, NaOH 1N,
HCI 0,1 N, orto-ptalatdikarbodildehid (OPT) 0,1 %, asam phospat (H3PO4) 3,57N, resin

penukar ion jenis dowex 1-X8 50-10 mesh, larutan standart histamin, dan larutan kerja.

3.2 Alat Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitain ini terdiri dari peralatan pengambilan
sampel, peralatan pembiakan bakteri dan peralatan analisa. Peralatan pengambilan sampel,
adalah coolbox. Peralatan pembiakan dan pengenceran bakteri, antara lain: kulkas, lamiran
flow, tabung reaksi, rak tabung reaksi tertutup, erlenmeyer, pipet volum, beaker glaass,
timbangan digital, gelas arloji, osse, lamiran, gelas ukur, spatula, bunsen, botol semprot,
nampan, inkubator, autoklaf. Peralatan aerasi limbah yang digunakan adalah toples 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 2cm x 5 cm; labu takar 25 ml, 50 ml, 100 ml, dan 1000 ml; pipet volumetric,

sprektrofluorometer, stiler plate, tabung reaksi 5ml tertutup, timbangan analisis, waterbath.

3.3 Metode Penelitian
Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksploratif. Metode

eskploratif bertujuan untuk memperoleh pengetahuan tentang suatu gejala, sehingga



setelah melalui observasi, masalah serta hipotesisnya dapat dirumuskan. Dalam penelitian
eksploratif pengetahuan tentang gejala yang hendak diteliti masih sangat terbatas dan
merupakan langkah pertama bagi penelitian yang lebih mendalam (Singarimbun dan
Effendi,1989)

Amirin (2009) menyatakan bahwa penelitian eksploratif merupakan salah satu
pendekatan dalam penelitian. Metode eksploratif berupaya menemukan informasi umum
mengenai suatu topik/masalah yangh belum dipahami sepenuhnya oleh seorang peneliti.
Jadi, penelitian ekploratif merupakan salah satu pendekatan penelitian yang digunakan
untuk meneliti sesuatu (yang menarik perhatian) yang belum diketahui, belum dipahami,

belum dikenal, dengan baik.

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Pengambilan Sampel Limbah Cair

Limbah cair yang digunakan dalam penelitian ini diperoleh dari limbah industri
pemindangan ikan yang diperoleh dari Desa sendang biru, Kabupaten malang, Provinsi
Jawa Timur. Sampel langsung diambil dari bak penampungan limbah. Sampel kemudian
dimasukkan kedalam botol kaca steril ukuran 1 liter sebanyak 22 botol yang dilapisi dengan
alumunium foil. Alumunium foil berfungsi untuk mencegah kontak langsung dengan cahaya
matahari yang dapat menyebabkan oksidasi pada sampel. Sampel yang sudah dimasukkan
kedalam botol kaca kemudian dimasukkan kedalam coolbox yang telah diisi es batu dan
dibawa langsung ke laboratorium. Fungsi coolbox yaitu untuk menjaga suhu sampel agar
konstan.setelah itu, sampel dimasukkan kedalam lemari pendingin agar komponen sampel

yang akan diuji tidak berubah.

3.4.2 Penelitian Tahap | (Pembiakan Bakteri)

Sebelum melakukan penelitian terlebih dahulu dilakukan sterilisasi alat.s Serilisasi
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 pada suhu dan tekanan yang tinggi di dalam autoklaf. Mesin ini beroperasi
pada suhu 121°C dan dapat membunuh mikroba (Nicklin.et.all,1999). Selain itu alat yang
harus disterilkan yaitu laminaran viow dengan cara menyemprot bagian dalamnya dengan
cairan aseptis (alkohol 70%), kemudian lap semua bagiannya menggunakan serbet makan
bersih agar aseptis, ditutup kaca laminaran dengan menekan tombol UV untuk
menghidupkan sinar UV pada alat yang berfungsi sebagai pensteril laminaran selam 1 jam.
Sambil menunggu laminaran selesai disterilkan, kemudian membuat larutan untuk
memperkembang biakan bakteri Pseudomonas putida dan Enterobacter sp yaitu media
TSB. Pertama yaitu menimbang media TSB sebanyak 3,6 gram menggunakan timbangan
digital. Kemudian media TSB dimasukkan kedalam beaker glass 500ml dan diberi aguadest
sebanyak 120ml, lalu diaduk dengan spatula sampai homogen. Kemudian didapatkan media
cair, lalu dimasukkan kedalam 6 tabung reaksi, masing-masing tabung reaksi sebanyak
40ml media cair. Setelah itu disterilkan menggunakan autoklaf dengan suhu 121°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 kedalam laminaran beserta isolat murni
bakteri Pseudomonas putida, Enterobacter sp, campuran dari Bakteri Pseudomonas putida
dan Enterobacter sp dan media cair yang diletakkan di rak tabung reaksi. Lalu ose pada
bagian ujungnya disemprot dengan alkohol dan dipanaskan diatas bunsen sampai ose
menyala. Hal tersebut dilakukan untuk menghindari kontaminasi alat pada saat penanaman
bakteri. Kemudian diambil sampel bakteri yang akan dibiakkan ,dibuka tutup tabung reaksi
dipanaskan di atas bunsen untuk menjaga kondisi tetap aseptis. Ose disentuhkan di media

isolat bakteri untuk mengurangi panas dari ose sehingga bakteri yang akan 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 dipermukaan
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
tabung reaksi reaksinya yang segera ditutup. Ose dipanaskan diatas bunsen lagi bagian
ujungnya agar kembali steril saat digunakan untuk membiakkan bakteri yang lain. Tabung
reaksi dikocok-kocok agar bakteri dapat homogen dengan media, setelah itu diinkubator
dalam suhu 37°C selama 18-24 jam. Setelah diinkubator, dilihat ada atau tidak endapan
pada media, dimana adanya endapan berarti pembiakan telah berhasil dilakukan. Tabung
reaksi diberi label nama bakteri agar tidak terjadi kesalahan dalam pengamatan perlakuan
fermentasi. Prosedur kerja sterilisasi alat, pembuatan media cair dan peremajaan bakteri
dapat dilihat pada gambar 4,5,6.

Gambar 4. Prosedur Kerja Sterilisasi Alat

Laminaran

V

Disterilisasi

y

Dinyalakan sinar UV selama 1 jam

V

Dimatikan (jika sudah selesai)




Gambar 5.Prosedur Kerja Pembuatan Media Cair

TSB

Ditimbang sebanyak 4,9 gram

Dilarutkan kedalam 120 ml aquadest

Dimasukkan kedalam 3 tabung reaksi sebanyak 40

Hasil

Gambar 6. Prosedur Kerja Peremajaan Bakteri

Bakteri

Diambil 1 oase

Dimasukkan dalam tabung reaksi yang berisi media cair 40ml TSB

J

Dikocok hingga homogen sambil dipanaskan diatas bunsen

Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam

Hasil




3.4.3 Penelitian Tahap Il (Pengenceran Bakteri)

Dalam melakukan pengenceran dan penanaman bakteri,keadaan lingkungan di
sekitarnya harus aseptis agar mikroorganisme yang tumbuh nantinya benar-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 di beri tanda berupa label.

Laminaran yang akan digunakan segagai tempat pembiakan bakteri disterrilkan
dengan cara menyemprot bagian dalamnya dengan cairan aseptis (alkohol 70%), kemudian
lap semua bagiannya menggunakan serbet makan bersih agar aseptis, ditutup kaca
laminaran dengan menekan tombol untuk menghidupkan sinar UV pada alat yang berfungsi
sebagai pensteril laminaran selam 1 jam. Langkah pertama yang dilakukan adalah dengan
membuat larutan pengenceran yaitu dengan menimbang serbuk NaCl menggunakan
timbangan digital sebanyak 4 gram. Kemudian NaCl dimasukkan kedalam beaker glass 500
ml dan diberi aquades sebanyak 432 ml, lalu diaduk hingga homogen menggunakan
spatula. Media cair tersebut dimasukkan kedalam 48 tabung reaksi tertutup, masing-masing
tabung reaklsi berisi 9 ml. Tabung raeaksi tertutup yang berisi media cair disterilkan
menggunakan autoklaf denagn suhu 121°C tekanan 1 atm selama 15 menit denagn tujuan
menghilangkan konstaminan yang ada pada media.setelah disterilisasi, media -cair
didiamkan sampai dingin agar botol tidak akan pecah ketika diberi perlakuan lebih lanjut.
Karena pengenceran dilakukan sampai 10~° dari bakteri Pseudomonas putida, Enterobacter
sp, campuran dari Bakteri Pseudomonas putida dan Enterobacter sp dan dilakukan secara
duplo maka dibutuhkan 36 tabung.

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 kedalam laminaran beserta isolat murni bakteri

yang sudah diremajakan yaitu: Pseudomonas putida, Enterobacter sp, campuran dari



Bakteri Pseudomonas putida dan Enterobacter sp dan media cair pengenceran yang
diletakkan di rak tabung reaksi. Pipet volum 1ml pada bagian ujungnya disemprot dengan
cairan aseptis dan dipanaskan diatas bunsen. Hal tersebut dilakukan untuk menghindari
konstaminasi 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 1ml bakteri tersebut. Dimasukkan ke dalam tabung
reaksi yang berisi 9 ml NaCl sebagai larutan pengencer yang bersifat isotonis (pengenceran
107°) dan dihomogenkan tabung agar tercampur rata setelah itu dilakukan pengenceran
bertingkat yang bertjuan untuk mengurangi kepadatan mikroba. Adapun cara melakukan
pengenceran bertingkat adalah dengan mengambil sebanyak 1 ml larutan pada tabung
reaksi 10~ menggunakan pipet volume yang sebelumnya telah disterilisasi di atas bunsen.
Larutan yang diambil dari tabung tersebut lalu dimasukkan pada tabung reaksi 102 dan
dihomogenkan. Pengenceran dilakukan sampai 107® dengan cara yang sama seperti
pengenceran sebelumnya.

Tujuan dari pengenceran adalah untuk mengurangi kepadatan mikroba yang akan
ditanam. Menurut Fardiaz (1993), bahan pangan yang diperkirakan mengandung lebih dari
300 selmikroba pada per ml, per gram, atau per cm permukaan memerlukan perlakukan
pengenceran sebelum ditumbuhkan pada medium agar didalam cawan petri sehingga
setelah inkubasi akan terbentuk koloni dalam cawan petri, sehinga setelah inkubasi akan
terbentuk koloni dalam jumlah yang dapat dihitung.

Proses pengenceran adalah mencapai larutan pekat (konsentrasi tinggi) dengan
menambahkan pelarut agar diperoleh volume akhir yang lebih besar. (Brady, 1999).

Menurut Dwijosaputro (1989) tujuan dari pengenceran adalah untuk mendapatkan
satu koloni yang didapat kita jadikan piaraan murni.

Proedur kerja pembuatan larutan pengenceran da pengenceran bakteri dapat dlihat

pada gambar 7 dan 8.



Gambar 7. Prosedur Kerja Pembuatan Larutan Pengenceran
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Gambar 8. Prosedur Kerja Pengenceran Bakteri
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3.4.4 Penelitian Tahap Il (Aerasi Limbah)

Sampel limbah 500 ml untuk diuji kadar biogemik aminnya sebelum biaugmentasi
dengan bakteri. Hal ini dilakukan untuk mengetahui kadar biogenic amin terutama histamin
sebelum perlakuan bakteri pada sampel dilakukan. Sisa sampel limbah dimasukkan ke
dalam 3 toples dengan masing-masing toples diisi sebanyak 500 ml limbah. Masing-masing
limbah kemudian diaerasi menggunakan aerator untuk pengkondisian oksigen di dalam
toples agar bakteri dapat hidup. Kemudian dimasukkan 2 jenis bakteri kedalam masing-
masing toples yang berisi limbah. Toples A berisi bakteri Pseudomonas putida sebanyak 1
ml dengan kepadatan 10~® CFU/ml. Toples B berisi bakteri Enterobacter sp sebanyak 1 ml
dengan kepadatan 10~® CFU/ml. Toples C berisi bakteri Pseudomonas putida dan bakteri
Enterobacter sp sebanyak 1 ml dengan kepadatan 10~® CFU/ml. Limbah kemudian diaerasi
selama 10 hari. Selama waktu aerasi perubahan yang terjadi pada limbah diamati dan
dicatat. Prosedur kerja aerasi limbah dengan cara diaerasi dapat dilihat pada gambar 9. Hal

tersebut sama dilakukan untuk uji kualitas penunjang air limbah.



Gambar 9. Prosedur Kerja Aerasi Limbah
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3.5

Pengujian Biogenic Amine (Histamin)

Sampel limbah yang telah difermentasi selama 10 hari diuji kadar biogenic aminnya

secara kuantitatif menggunakan metode Spektrofluorometri. Analisa pengujian histamine

secara kuantitatif ini menggunakan metode Spektrofluorometri sesuai SNI 2354.10 tahun

2009.

Prosedur Analisis:

Timbang +250 ml sampel dalam beaker glass 250 ml dan tambahkan 50 ml
methanol, blender hingga homogen.

Panaskan di atas waterbath selama 15 menit pada suhu 60°C dijaga sampel dalam
kondisi tertutup, dinginkan hingga suhu kamar.

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

Saring menggunakan kertas saring dan filtratnya ditampung dalam botol sampel.

Dalam tahap ini filtrate sampel dapat disimpan dalam refrigerator.

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 2N dengan jumlah
yang sama

Cuci/bilas resin dengan aquades sebanyak 3 kali

Saring melalui kertas No. 588 atau yang setara dan cuci kembali dengan aquades.

Siapkan resin setiap minggu dan simpan dalam aquades



Persiapan Kolom Resin
- Masukkan glasswool ke dalam kolom resin setinggi £1,5 cm
- Masukkan Resin dalam medium cair ke kolom resin setinggi +8 cm, pertahankan
volume air yang berada di atas resin +1 cm dan jangan biarkan kering
- Letakkan labu takar 50 ml yang sudah berisi 5 ml HCI 1 N di bawah kolom Resin
guna menampung elusi sampel yang dilewatkan pada kolom resin
Pemurnian Sampel
- Pipet 1 ml filtrate contoh, masukkan dalam kolom resin, kran kolom resin dalam
posisi terbuka. Biarkan aliran menetes (hasil elusi) ditamung 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, standard an blanko
- Pipet masing-masing 5 ml fibrate contoh, larutan standar kerja dan blanko (HCI 0,1
N)
- Tambahkan ke dalam tabung reaksi di atas berturut-turut:
o 101 HCIO0,1 N, kocok
o 3 ml NOH 1 N, kocok, dalam waktu 5 menit harus sudah ditambah 1 ml OPT
0,1% kocok dan biarkan selama 4 menit
o 3 mlH3PO4 3,57 N, kocok
- Lakukan pengukuran fluorescence terhadap sampel, standart blanko sesegera
mungkin dengan alat Spectofluorometer pada panjang gelombang exitasi 350 nm

dan emisi 444 nm dalam jangka waktu 90 menit.



3.6 Rancangan Percobaan

Rancangan percobaan yang digunakan dalam penelitian tahap ini adalah rancangan
acak lengkap(RAL) sederhana yang disusun secara fakturial dengan tiga Kkali
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 di bandingkan 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, waktu, bahan, alat, tenaga kerja dan modal yang tersedia dalam mencapai
semua sasaran percobaan-percobaan faktor tunggal sekaligus.

2. Adapun ulangan pada setiap perlakuan A atau B dan AB.Hal ini jelas akan
meningkatkan derajat ketelitian pengamatan terhadap pengaruh —pengaruh faktor
perlakuan dalam percobaan.

3. Jika pada percobaaan 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 4.



Perlakuan Ulangan
Jenis Bakteri 1 > 3
A Al A2 A3
B Bl B2 B3
C C1 Cc2 C3

Tabel 4. Rancangan Percobaan Bentuk RAL Sederhana

Keterangan:

- A = Jenis bakteri pseudomonas

- B =Jenis bakteri enterobacter

- C = Campuran antara bakteri pseudomonas dan bakteri enterobacter

Model matematika yang digunakan pada penelitian tahap ini adalah sebagai

berikut :
Yige =M +0i + By + (aB); + €
Dimana:
Yik = hasil pengamatan perlakuan ke-1 dan ulanganke-...
M = nilai rata- rata umum
a; = pengaruh faktor perlakuan utama
B; = pengaruh faktor perlakuan kedua
(aB);j= pengaruh interaksi perlakuan pertama dan kedua
gik = kesalahan percobaan
hasil dari analisa dilanjutkan dengan analisa sidik ragam (ANOVA). Bentuk analisa

sidik ragam dapat di lihat pada Tabel 5.



Tabel 5. Tabel Sidik Ragam Pada Rancangan Acak Lengkap (RAL)
Sederhana
Sumber keragaman | db JK KT Fhit |F5% |F1%

Ulangan

Perlakuan

Interaksi

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 =ta,x Sd



4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Penelitian

Hasil dari penelitian ini merupakan dasar untuk penelitian utama. Parameter uji yang
dilakukan pada penelitian tahap ini adalah uji histamin dengan menggunakan metode
spektroflurometri. Hasil penelitian dapat dilihat pada Tabel 6 :

Tabel 6. Kadar Histamin Dari Limbah Cair Pemindangan

No Kode Sampel 10 ZZ:?:(mug?kg)
1 KONTROL 0 10,995
2 1A 3.025
3 1B 1.707
4 1C 4.373
Keterangan:
Kontrol O = limbah pemindangan O hari
Bakteri 1A = Pseudomonas putida
Bakteri 1B = Enterobacter sp
Bakteri 1C = campuran antara Pseudomonas putida dan Enterobacter sp

4.2 Pembahasan

4.2.1 Analisa Uji Parameter Utama (Histamin)

Kadar histamin (mg/kg)

10,995 M kontrol O 1A m1B m1C

3,025

4,373

kontrol O

1B

1C

Gambar 10 . Grafik Hasil Kadar Histamin Dari Limbah Cair Pemindangan
Analisa uji histamin berdasarkan SNI 2009 yang dilaksanakan di Laboratorium

Pengujian dan Pengawasan Mutu Hasil Perikanan Surabaya menggunakan metode

spektrofluorometri.



Berdasarkan gambar di atas, dapat dilihat bahwa limbah cair pemindangan asli dari
tempat pemindangan mempunyai kadar histamin sebanyak 10,995 mg/kg. Setelah
ditambah bakteri A berdasarkan lama waktu aerasi selama 10 hari sampel mengalami
penurunan menjadi 3,025 mg/kg. Untuk penambahan bakteri B berdasarkan lama waktu
aerasi 10 hari kadar histamin mengalami penurunan menjadi 1,707 mg/kg. Sedangkan
campuran antara A dan B berdasarkan lama waktu aerasi 10 hari kadar histamin mengalami
penurunan menjadi 4,373 mg / kg. Dari hasil anova penurunan kadar histamin pada limbah
pemindangan tersebut secara statistik tidak berbeda nyata .

Biogenik amina histamin disintesis oleh dekarboksilasi dari asam amino histidin
katalis oleh L-histidin dekarboksilase (HDC). Histamin dapat dimetabolisme oleh deaminasi
oksidatif ekstraselular dari gugus amino primer dengan diamina oksidase (DAQO) atau
metilasi intraseluler dari imidazole ring oleh histamin-N-methyltransferase (HNMT). Oleh
karena itu, aktivitas enzim tidak cukup disebabkan oleh kekurangan enzim atau inhibisi
dapat menyebabkan akumulasi histamin. Kedua enzim dapat dihambat oleh produk reaksi
masing-masing di negatif feedbackloop . N-Methylhistamine adalah oksidatif deaminasi
untuk N-metil-imidazole asetaldehida oleh monoamine oxidase B (MAO B) atau dengan
DAO. Karena jalur metilasi terjadi di kompartemen sitosol sel, MAO B telah disarankan untuk
mengkatalisis reaksi ini in vivo (Maintz dan Novak, 2007).

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 Flatcher et al., (1998), yang
menyatakan bahwa tidak terdapat hubungan yang konsisten antara jumlah bakeri penghasil
histamin dengan kadar histamin yang dihasilkan pada beberapa sampel ikan asap di pasar
ikan Aucland.

Pseudomonas putida sangat penting bagi lingkungan terkait dengan metabolisme
kompleksnya dan kemampuannya untuk mendegradasi hidrokarbon pada larutan organik. P.

putida merupakan salah satu bakteri proteolitik yang mampu memproduksi enzim proteinase



ekstraseluler, yaitu enzim pemecah protein yang diproduksi di dalam sel kemudian
dilepaskan keluar dari sel.

Bakteri P. putida merupakan mikroorganisme yang penting dalam proses
amonifikasi, yaitu perombakan BO menjadi amonia, jadi keberadaan bakteri P. putida dapat
meningkatkan kandungan amonia dalam perairan.

Enterobacter memakan rantai karbon minyak yang terkandung dalam limbah

pemindangan, sehingga dapat mengurangi pencemaran khususnya kandungan histamin



5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan.

Berdasarkan penelitian mengenai bioaugmentasi limbah cair industri pemindangan
menggunakan bakteri Pseudomonas putida, Enterobacter sp, campuran antara
Pseudomonas putida dan Enterobacter sp diperoleh kesimpulan bahwa penambahan
bakteri Pseudomonas putida, Enterobacter sp, dan campuran antara Pseudomonas putida
dan Enterobacter sp tidak berbeda nyata terhadap penurunan kadar histamin. Kadar
histamin yang diperoleh dari penelitian ini pada perlakuan limbah segar di dapatkan kadar
histamin 10,995 mg/kg, pada perlakuan limbah dengan bakteri Pseudomonas putida
didapatkan kadar histamin 3,025 mg/kg, pada perlakuan limbah dengan bakteri Enterobacter
sp didapatkan kadar histamin 1,707 mg/kg, pada perlakuan campuran antara Pseudomonas

putida dan Enterobacter sp didapatkan nilai kadar histamin 4,373 mg/kg.

52 Saran
Perlu diadakan penelitian lebih lanjut mengenai penggunaan bakteri lain pada

limbah pemindangan dalagm upaya untuk mengurangi pencemaran lingkungan.
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Lampiran 1. Foto Penelitian

« Sampel Limbah Cair

Limbah cair pemindangan yang ada di UD. Mina Jaya

Limbah cair pemindangan yang telah dimasukkan dalam
botol dan diletakkan pada coolbox berisi es batu



< Pembuatan Media TSB

Keterangan :

A : penimbangan media

B : Dilarutkan dalam aquades

C : Dimasukkan dalam tabung reaksi
D : Di inkubasi dengan autoklaf



« Peremajaan bakteri

% Pengenceran bakteri




% Aerasi limbah

Keterangan :
A = Enterobacter sp
B = Pseudomonas putida

Keterangan :

A = Penambahan bakteri psudomonas pada limbah pemindangan

B = penambahan bakteri enterobacter sp pada limbah pemindangan

C = Penambahan bakteri pseudomonas dan enterobacter pada limbah pemindangan



« Pengamatan selama aerasi

Hari ke- 0

Hari ke-1




- Hari ke-3

- Hari ke-4

- Hari ke-5




- Hari ke-6

- Hari ke-7

- Hari ke-8




Hari ke-9

Hari ke-10



Lampiran 2 . Kadar Histamin Dari Limbah Cair Pemindangan

Perlakuan Ulangan _
Bakteri 1% | UL | U2 A e kR

1A 1.34 2.525 5.21 9.075 3.025

1B 1.845 | 2.405 0.87 5.12 1.707

1C 1.62 2.165 9.335 13.12 4.373

jumlah 4.805 | 7.095 15.415 | 27.315
Rata-rata 1.602 | 2.365 5.138
Tabel ANOVA

Sum of Mean F tabel | F tabel

Source df Square Square F hitung | 5% 1%
ulangan 2 10.667 5.334 1.051 5.786 | 13.274
Perlakuan 2 20.782 10.391 2.048 5.786 | 13.274
Galat 5 25.364 5.073
Total 9 56.813

Hasil tabel ANOVA menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan rata-rata yang signifikan antar

perlakuan 1A, 1B, dan 1C dengan f hitung kurang dari f tabel.

Beda Nyata Terkecil

2KTG 2 % 5.073
LSD = tygper [——— = 2570 X |————=14727

Hasil Uji BNT 5%

Perlakuan | Rataan 1B 1A 1C notasi
1B 1.707 0.000 a
1A 3.025 1.318 0.000 a
1C 4.373 2.667 1.348 0.000 a




Lampiran 3. Hasil Pengujian Kadar Histamin

r

UNIT PELAKSANA TEKNIS PROVINCIAL
LABORATORIUM LABORATORY
PENGENDALIAN DAN PENGUJIAN MUTU FOR FISH
HASIL PERIKANAN INSPECTION AND
DI JAWA TIMUR QUALITY CONTROL
INDONESIA IN EAST JAVA
INDONESIA
KETERANGAN HASIL ANALISA 0046
CERTIFICATE OF ANALYSIS
No. : 8203/ 0046 | 11606/  20M

Menarangkan bahwa LIMDAH PEMINDANGAN TUNA

Thia is 1o contity that QUD. MINA JAYA SENDANG DIRL KADL MALANG)
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