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RINGKASAN 
MIRSA KARTIKASARI. Laporan Skripsi dengan judul Aplikasi In-Vitro Bakteri 
Mangrove (Bacillus megaterium) dan Bakteri Limbah Pemindangan (Enterobacter 
gergoviae) pada Penguraian Histidin Murni Menjadi Histamin dengan pH yang 
Berbeda  (di bawah bimbingan Ir. Darius, M. Biotech dan Ir. Yahya, MP). 

  

Histidin adalah asam amino essensial, yang mempunyai residu (R) 
bermuatan positif sebagai gugus fungsional yang berisi imidazole. Histidin adalah 
satu dari 22 jenis asam amino dan merupakan asam amino essensial yang 
terdapat pada manusia dan mamalia lainnya. Perubahan histidin menjadi 
histamin dikatalis oleh histidin dekarboksilase (HDC) dengan bantuan vitamin B. 
Dekarboksilasi histidin membentuk histamin, yaitu suatu reaksi di jaringan tubuh 
mamalia yang dikatalis oleh enzim dekarboksilase asam L-amino aromatik. 
Seperti protein pada umumnya, struktur ion enzim tergantung pada pH 
lingkungannya. Enzim dapat berbentuk ion positif, ion negatif, atau ion 
bermuatan ganda. Dengan demikian perubahan pH lingkungan akan 
berpengaruh terhadap efektivitas bagian aktif enzim dalam membentuk kompleks 
enzim substrat. 

Maksud dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pH pada 
proses penguraian histidin murni menjadi histamin oleh bakteri Bacillus 
megaterium dan Enterobacter gergoviae. Dan tujuan yang ingin dicapai dalam 
penelitian ini adalah untuk mengetahui diantara bakteri Bacillus megaterium dan 
Enterobacter gergoviae, bakteri manakah yang dapat menguraikan histidin murni 
paling tinggi.  

Penelitian dilaksanakan pada bulan Januari 2012 di Laboraturium 
Mikrobiologi, Laboratorium Sentral Ilmu Hayati Universitas Brawijaya Malang dan 
BLPMHP (Balai Laboratorium Pengujian Mutu Hasil Perikanan) Surabaya. 

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen. 
Metode eksperimen adalah kegiatan percobaan untuk melihat hasil atau 
hubungan kausal antara variabel-variabel yang diselidiki. Tujuan dari penelitian 
eksperimen adalah untuk menyelidiki ada tidaknya hubungan sebab akibat 
dengan cara memberikan perlakuan tertentu pada kelompok eksperimen. 
Pengujian histamin pada penelitian ini menggunakan metode spektroflourometri 
dan pengujian CO2 menggunakan metode titrasi. 

Berdasarkan hasil analisis sidik ragam menunjukkan  bahwa perlakuan 
bakteri berbeda nyata terhadap kandungan histamin. Sedangkan perlakuan pH 
dan interaksi antara bakteri dan pH memberikan pengaruh yang berbeda sangat 
nyata terhadap kadar histamin yang dihasilkan dari penguraian histidin murni 
oleh bakteri Bacillus megaterium dan Enterobacter gergoviae. Apabila dilihat dari 
banyaknya histamin yang dihasilkan pada kondisi pH maka, pada pH 6 
menghasilkan total histamin paling tinggi yaitu sebesar 77,8 mg/l dibandingkan 
pada kondisi pada pH 7 sebesar 12,99 mg/l dan pH 8 sebesar 45,69 mg/l. Dari 
jumlah histamin yang dihasilkan dari penguraian histidin murni menunjukkan 
bahwa bakteri Enterobacter gergoviae dapat menghasilkan histamin lebih tinggi 
dibandingkan dengan bakteri Bacillus megaterium. Bakteri Enterobacter 
gergoviae menghasilkan histamin keseluruhan sebanyak 75,77 mg/l sedangkan 
bakteri Bacillus megaterium hanya menghasilkan histamin 60,71 mg/l.  

Dari penelitian ini saran yang dapat diberikan adalah perlu diadakan 
penelitian yang lebih lanjut mengenai karakteristik enzim hisditin dekarboksilase 
(HDC) dari bakteri Bacillus megaterium dan Enterobacter gergoviae. 
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1. PENDAHULUAN 

 

 

1.1   Latar Belakang 

Histidin adalah asam amino essensial, yang mempunyai residu (R) 

bermuatan positif sebagai gugus fungsional yang berisi imidazole. Histidin adalah 

satu dari 22 jenis asam amino dan merupakan asam amino essensial yang 

terdapat pada manusia dan mamalia lainnya. Perubahan histidin menjadi 

histamin dikatalis oleh histidin dekarboksilase (HDC) dengan bantuan vitamin B 

dan dengan reaksi sebagai berikut: 

C6H9N3O2 → C5H9N3 + CO2 

Histamin mempunyai fungsi penting dalam tubuh bila dihubungkan dengan 

fenomena fisiologis dan patologis terutama dengan pelepasan histamin pada 

reaksi elergi. Alergi berarti masuknya suatu bahan asing yang menyebabkan 

reaksi tidak menyenangkan di dalam jaringan tubuh (Wikipedia, 2011).  

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. 

(Rodwell et al. 2003). Ditambahkan oleh Sims et al (1992), histamin dihasilkan 

dari perombakan histidin yang merupakan prekursor histamin. 

Histamin adalah senyawa biogenic amin yang berada dalam daging ikan 

yang diproduksi secara biologis melalui proses dekarboksilasi dari asam amino 

bebas serta terdapat pada berbagai bahan pangan seperti ikan, daging merah, 

keju, dan makanan fermentasi (Keer et al. 2002). Pembentukan biogenik amin ini 

tergantung dari ketersediaan asam amino bebas, keberadaan dekarboksilase 

yang dikandung oleh mikroorganisme (bakteri dengan enzim yang dapat 



 

 

menyebabkan dekarboksilasi asam amino bebas) dan kondisi yang mendukung 

pertumbuhan mikroba dan aktivitas enzimatis (Putro, 2002). 

Seperti protein pada umumnya, struktur ion enzim tergantung pada pH 

lingkungannya. Enzim dapat berbentuk ion positif, ion negatif, atau ion 

bermuatan ganda. Dengan demikian perubahan pH lingkungan akan 

berpengaruh terhadap efektivitas bagian aktif enzim dalam membentuk kompleks 

enzim substrat. Disamping pengaruh terhadap struktur ion pada enzim, pH 

rendah, atau pH tinggi dapat pula menyebabkan terjadinya proses denaturasi 

dan ini akan mengakibatkan menurunnya aktifitas enzim. Terdapat suatu nilai pH 

tertentu atau daerah pH yang dapat menyebabkan kecepatan reaksi paling tinggi. 

pH tersebut dinamakan pH optimum (Poedjiadi et al. 2006). 

Berbagai jenis bakteri yang mampu menghasilkan enzim histidin 

dekarboksilase (HDC) termasuk famili Enterobacteriaceae dan Bacillaceae 

(Staruszkiewicz, 2002). Umumnya spesies Bacillus, Citrobacter, Clostridium, 

Escherichia, Klebsiella, Lactobacillus, Pedicoccus, Photobacterium, Salmonella, 

Shigella, dan Streptococcus menunjukkan aktivitas dekarboksilase asam amino 

(Kanki et al. 2002).   

Penelitian ini merupakan rangkaian dari penelitian sebelumnya yang 

dilakukan oleh tim penelitian mangenai Isolasi dan  dentifikasi bakteri 

endogenous dari limbah pemindangan dan bakteri endogenous mangrove di 

Kecematan Nguling, Pasuruan yang dilanjutkan dengan penelitian mengenai 

bioaugmentasi limbah cair industri pemindangan menggunakan konsorsium 

bakteri  endogenous limbah pemindangan (Acinotobacter baumanni, Bacillus 

subtilis, Enterobacter gergoviae,) dan endogenous mangrove (Bacillus 

megaterium, Nitrococcus sp., Pseudomonas putida) secara aerob. Dasar 

pemikiran dari penelitan sebelumnya adalah karena salah satu cara untuk 

mendegradasi limbah yang ramah lingkungan ialah menggunakan teknologi 



 

 

bioaugmentasi. Bioaugmentasi 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. Bioaugmentasi digunakan 

untuk menyingkirkan produk sampingan dari bahan mentah dan polutan potensial 

dari limbah. Organisme yang biasa digunakan dalam proses ini adalah bakteri. 

Rangkaian penelitian sebelumnya dilakukan secara In-situ dan in-vivo 

maka pada penelitaian kali ini akan diuji secara in-vitro. Hasil penelitian 

pendahuluan menunjukkan bahwa bakteri Bacillus megaterium dan Enterobacter 

gergoviae menghasilkan histamin paling tinggi. Oleh sebab itu maka bakteri  

Bacillus megaterium dan Enterobacter gergoviae dipilih dalam penelitian ini yaitu 

penguraian histidin murni menjadi histamin secara in-vitro yang dilakukan dengan 

pH yang berbeda. 

 

1.2     Rumusan Masalah 

 Dari uraian diatas didapatkan permasalahan sebagai berikut : 

- Apakah perlakuan pH yang berbeda mempengaruhi proses penguraian 

histidin murni menjadi histamin oleh bakteri Bacillus megaterium dan 

Enterobacter gergoviae? 

- Diantara bakteri Bacillus megaterium dan Enterobacter gergoviae bakteri 

manakah yang dapat menghasilkan histamin lebih tinggi ? 

 

 

 

 

 



 

 

1.3 Maksud dan Tujuan Penelitian 

Maksud dari penelitian ini adalah : 

- Untuk mengetahui pengaruh pH pada proses penguraian histidin murni 

menjadi histamin oleh bakteri Bacillus megaterium dan Enterobacter 

gergoviae . 

Tujuan dari penelitian ini adalah : 

- Untuk mendapatkan bakteri yang dapat menguraikan histidin murni paling 

tinggi diantara bakteri Bacillus megaterium dan Enterobacter gergoviae. 

 

1.4 Kegunaan Penelitian 

Kegunaan dari penelitian ini adalah untuk memanfaatkan bakteri yang 

terbaik dalam menguraikan histidin untuk digunakan sebagai bakteri agen untuk 

penelitian lebih lanjut mengenai karakteristik metabolit ekstraseluler dari bakteri 

yang dapat menguraikan histidin paling tinggi. 

 

1.5  Tempat dan Waktu 

Penelitian pendahuluan dilaksanakan pada 16-18 Agustus 2011 dan 

dilanjutkan dengan penelitian inti pada bulan Januari 2012 di Laboraturium 

Mikrobiologi, Laboratorium Sentral Ilmu Hayati Universitas Brawijaya Malang dan 

BLPMHP (Balai Laboratorium Pengujian Mutu Hasil Perikanan) Surabaya.  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

2. TINJAUAN PUSTAKA 

 
2.1 Histidin  
  
 Histidin merupakan salah satu asam amino esensial. Histidin pertama kali  

diisolasi oleh seorang fisikawan asal Jerman yang bernama Albrecht Kossel 

pada  tahun 1896. Histidin memiliki harga pKa yang relatif netral (yaitu 6,04). 

Terdapat dua enantiomer histidin yaitu D-histidin dan L-histidin, namun umumnya 

histidin memiliki konfigurasi L. (Poedjiadi, 2006). Karakteristik histidin ditunjukkan 

pada tabel dibawah ini : 

Tabel 1. Karakteristik Histidin 

Simbol His  

Nama sistematik Asam S-2-amino-3-(3H-imidazol-4-il) 
propanoat 

Sinonim 
 

Asam a-amino-1H-imidazol-4 
propanoat,  
asam a-amino-4-imidazol propanoat 
 

Rumus molekul C6H9N3O2 

Massa molekul 155,16 g/mol 

Titik lebur 287°C 
 

Titik isoelektrik (pI) 7,59 
 

Tetapan disosiasi (pKa) 1,70; 6,04; 9,09 
 

Sumber : (http://id.wikipedia.org/wiki/histidin.htm) 

http://id.wikipedia.org/wiki/histidin.htm


 

 

 

 
Gambar 1. Struktur Histidin 

 
 Histidin bersifat amfoter karena adanya gugus NH3+  dan gugus –COO-. 

Apabila histidin berada dalam larutan yang bersifat asam (pH<pI) maka gugus -

COO- akan cenderung mengikat ion hidrogen sehingga histidin akan bermuatan 

positif atau bersifat kationik. Jika histidin berada dalam larutan yang bersifat basa 

(pH>pI) maka gugus NH3+ cenderung melepaskan proton sehingga histidin akan 

bermuatan negatif atau bersifat anionik. Sedangkan apabila histidin dilarutkan 

dengan pelarut yang memiliki pH yang sama dengan pH titik isolistriknya akan 

membentuk zwitter ion (Sunarya, 2003). 

 

2.2   Histidin Dekarboksilase  
 

Histidin dekarboksilase (HDC) adalah enzim yang mengkatalis reaksi 

pada produksi histamin dari histidin dengan bantuan dari vitamin B6 adalah 

sebagai berikut : 

 C6H9N3O2 → C5H9N3 + CO2 

Pada manusia, enzim histidin dekarboksilase disandikan oleh gen HDC. Biogenic 

amin histamin  merupakan modulator penting untuk beberapa proses fisiologis 

dalam tubuh, termasuk neurotransmisi, sekresi asam lambung, dan kesehatan 

otot polos. Biosintesis histamin dari histidin dikatalis oleh enzim L-histidin 

dekarboksilase (Wikipedia, 2011). 



 

 

Banyak zat telah diuji untuk diketahui kemampuannya untuk menghambat 

enzym histidin dekarboksilase. Walaupun beberapa inhibitor kuat telah 

ditemukan, tidak satupun yang sepenuhnya spesifik untuk menghambat histidin 

dekarboksilase tanpa secara bersamaan menghambat enzym lain. Pada 

faktanya, senyawa yang dibentuk dari pengaruh ketersediaan dari co-

decarboxylase pyridoxal 5 – phosphate tidak hanya akan menghambat histidine 

decarboxylase tetapi seluruh asam aminodecarboxylase dan transaminase, 

untuk pyridoxal phosphat co-enzyme juga dihambat (Mackay and Shepherd, 

1960). 

 

2.3 Pengaruh pH Terhadap Enzim 

 Efek pH pada enzim berkaitan dengan keadaan ionisasi dari sistem yang 

dikatalisis, termasuk substrat, dan enzim itu sendiri. Perubahan pH dapat 

mempengaruhi keadaan ionisasi dari asam-asam amino pada sisi aktif enzim 

sehingga akan mempengaruhi interaksinya dengan molekul substrat. Kadar pH  

yang  terlalu  tinggi atau terlalu rendah akan menyebabkan ketidakstabilan pada 

konformasi enzim sehingga menyebabkan struktur  pada  enzim  rusak. Enzim 

mempunyai pH optimum yang khas yang akan menyebabkan aktivitas maksimal. 

Keadaan optimum ini dihubungkan dengan saat gugus pemberi proton atau 

penerima proton yang aktif pada sisi enzim berada pada kondisi ionisasi yang 

tepat. Keadaan optimum tidak harus sama dengan pH lingkungannya. Aktivitas 

enzim dalam sel sebagian diatur oleh pH media kulturnya (Lehninger 2004). 

 
 
2.4  Histamin 
 

Biogenic Amine adalah bagian dari berbagai senyawa asam amino 

dengan kehadiran kelompok biogenic amine tertentu terjadi secara alami 

diberbagai tumbuhan dan hewan. Biogenik amin berkembang sebagai hasil dari 



 

 

dekarboksilasi asam amino bebas melalui aksi anaerob (Sander, 1996). Biogenik 

amin merupakan molekul organik berbobot rendah yang diproduksi oleh 

sebagian besar dekarboksilasi asam amino dari beberapa aksi mikroba tertentu 

(Munoz, 2008). 

Biogenik amina merupakan komponen dasar nitrogen yang dibentuk 

terutama oleh dekarboksilasi asam amino atau dengan transminasi dari Aldehid 

dan keton. Biogenik amin 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 (Karovicova et. al, 2003). 

Histamin adalah senyawa biogenic amin hasil perombakan asam amino 

histidin bebas yang berada dalam daging ikan yang diproduksi secara biologis 

melalui proses dekarboksilasi dari asam amino bebas serta terdapat pada 

berbagai bahan pangan seperti ikan, daging merah, keju, dan makanan 

fermentasi (Keer et. al. 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 

biogenik yang mempunyai pengaruh terhadap efek fisiologis                     

manusia (Afilal et. al. 2006). Histamin merupakan perubahan dari histidin yang 

terbentuk di dalam makanan karena aktivitas bakteri penghasil enzyme histidin 

dekarboksilase (Taylor dan Behling, 1982). 

Histamin adalah senyawa amina biogenik yang terbentuk dari asam amino 

histidin akibat reaksi dengan enzim  decarboxylase. Amina biogenik diproduksi 

pada jaringan ikan oleh bakteri dari famili  Enterobacteriaceae, seperti 

Morganella, Klebsiella,  dan  Hafnia  yang menghasilkan enzim histidin 

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



 

 

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

al. 2004). 

Histamin atau dikenal sebagai [2-(4-imidazolyl)ethylamine] terbentuk dari 

dekarboksilasi oleh enzim yang terdapat secara alami dalam jaringan daging 

ikan. Jumlah histamin yang dihasilkan melalui aktivitas enzim selama proses 

autolisis sangat rendah bila dibandingkan dengan histamin yang dihasilkan oleh 

aktivitas bakteri selama proses pembusukan berlangsung. Di bawah kondisi 

optimum, jumlah histamin dihasilkan melalui autolisis biasanya kurang dari 10-5 

mg/100 g daging ikan. Selain itu produksi histamin juga dipengaruhi oleh suhu 

dan pH lingkungan ( Kimata, 1961). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Perubahan asam amino menjadi biogenik amin (Ko, 2006) 
 
 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Perubahan histidin menjadi histamine 
(Purves, et al,2001) 

  

2.5  In-Vitro 

 In vitro adalah istilah yang dipakai dalam biologi untuk menyebutkan 

kultur suatu sel, jaringan, atau bagian organ tertentu di dalam laboratorium. 

Istilah ini dipakai karena kebanyakan kultur artifisial ini dilakukan di dalam alat-

alat laboratorium yang terbuat dari kaca, seperti cawan petri, labu Erlenmeyer, 

tabung kultur, botol, dan sebagainya. Kultur jaringan dan berbagai variasinya 

biasa disebut sebagai pembiakan in vitro (Wikipedia, 2011). 

Sebuah penelitian dilakukan secara in vitro, penelitian dilakukan tidak 

dalam  organisme hidup tetapi di dalam lingkungan yang terkontrol, misalnya 

dalam tabung reaksi atau cawan petri. Banyak percobaan biologi seluler yang 

dilakukan diluar organisme atau sel, karena kondisi pengujian mungkin tidak 

sesuai dengan kondisi di dalam organisme, hal ini dapat mengakibatkan hasil 

yang tidak sesuai dengan hasil yang muncul dalam organisme hidup. Akibatnya, 

hasil eksperimen tersebut sering bertentangan dengan hasil eksperimen secara 

in vivo. Jenis penelitian ini bertujuan untuk menjelaskan pengaruh dari variabel 

eksperimental pada subset dari bagian pokok suatu organisme. Hal ini 

http://id.wikipedia.org/wiki/Biologi
http://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Sel_biologi%29&action=edit&redlink=1
http://id.wikipedia.org/wiki/Jaringan
http://id.wikipedia.org/wiki/Organ
http://id.wikipedia.org/wiki/Laboratorium
http://id.wikipedia.org/wiki/Kaca
http://id.wikipedia.org/wiki/Cawan_petri
http://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Labu_Erlenmeyer&action=edit&redlink=1
http://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Tabung_reaksi&action=edit&redlink=1
http://id.wikipedia.org/wiki/Botol


 

 

cenderung untuk memfokuskan pada organ, jaringan, sel, komponen sel, protein 

dan atau biomolekul. Penelitian in vitro lebih cocok digunakan dibandingkan 

penelitian in vivo untuk menyimpulkan mekanisme tindakan biologis. Dengan 

variabel yang lebih sedikit dan perseptual  yang kuat menyebabkan reaksi halus 

dan hasil yang umumnya lebih jelas (Pharmacy Education, 2010). 

 

2.6 Bacillus megaterium 

Bacillus merupakan bakteri yang berbentuk basil dimana bakteri jenis ini 

merupakan bakteri pengurai dari protein menjadi senyawa sederhana, Bacillus 

sendiri terbagi atas 2 golongan yaitu yang bersifat proteolitik dan patogen dimana 

bakteri jenis patogen seperti Bacillus antraks yang merupakan bakteri berbahaya 

pembawa penyakit antraks khususnya pada hewan ternak seperti sapi, 

sedangkan yang bersifat proteolitik yaitu yang mampu menguraikan protein. 

Sebagai contoh sebagai berikut : 

 Bacillus brevis, menghasilkan terotrisin 

 Bacillus subtilis, menghasilkan basitrosin 

 Bacillus polymyxa, menghasilkan polymixin (Wikipedia,2011a) 

Adapun klasifikasi bakteri Bacillus megaterium dalam Zipcodezoo 

(2011a) adalah sebagai berikut : 

Kerajaan : Bacteria 

Filum  : Firmicutes 

Kelas  : Bacili 

Ordo  : Baciliales 

Famili  : Bacillaceae 

Genus  : Megaterium 

Spesies : Bacillus megaterium 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Pada beberapa penelitian ditemukan bahwa penambahan bakteri Bacillus 

megaterium di perairan dapat meningkatkan kualitas perairan dengan 

mengurangi konsentrasi CO2 perairan. Penggunaan Bacillus megaterium pada 

tambak udang menunjukkan bahwa megaterium mampu meningkatkan 

kesintasan larva udang windu dan mencegah dari penyakit vibriosis akibat Vibrio 

harveyi. Selain itu megaterium secara alami bersimbiosis pada saluran 

pencernaan udang windu (Kungvankij et al, 1985). 

 

2.7 Enterobacter gergoviae 

Enterobacter gergoviae adalah bakteri gram negatif, sitrat dan asetat 

dapat digunakan sebagai sumber karbon satu – satunya. Suhu optimum 

pertumbuhannya 37°C. dijumpai dalam limbah, tanah dan beberapa perairan 

alamiah. Enterobacter gergoviae berbentuk bulat, dengan diameter 0.6-1µm, 

merupakan jenis bakteri fakultatif anaerobik (Pelezar dan Chan,2009).  

Enterobacter gergoviae adalah bakteri gram-negatif, fakultatif-anaerob, 

berbentuk batang dan merupakan bakteri dari keluarga Enterobacteriaceae. 

Beberapa koloni dari bakteri ini patogen dan menyebabkan infeksi oportunistik 

dalam kantung kemih dan saluran pernafasan adalah bagian yang sering 

terinfeksi (Wikipedia, 2010d). Enterobacter gergoviae adalah urease-positif, 

sedangkan spesies Enterobacter  lainnya adalah urease-negatif. Enterobacter 

Gambar 4. Bacillus megaterium (Wikipedia,2010c) 
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gergoviae kadang muncul menjadi patogen oportunistik dan telah diisolasi dari 

urin, nanah, dahak, darah dan spesimen klinis lainnya. Spesies ini telah terlibat 

dalam sebuah wabah nosokomial infeksi saluran kemih (Krieg, 1989). Akan 

tetapi, bakteri Enterobacter gergoviae juga mempunyai manfaat lain yaitu 

sebagai pelarut zat fosfor dalam meremediasi tanah tercemar. Nursanti dan 

Madjid (2009) mengatakan bahwa, bakteri pelarut fosfor (Pseudomonas puptida 

dan Enterobacter gergoviae) mampu meningkatkan kelarutan fosfor pada tanah 

ultisol. Enterobacter gergoviae dapat dilihat pada Gambar 2. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 5. Enterobacter gergoviae (Wikipedia,2010d) 
 

Klasifikasi bakteri Enterobacter gergoviae dalam Zipcodezoo (2011b), 

adalah sebagai berikut : 

Kerajaan : Bacteria 

Filum  : Proteobacteria 

Kelas  : Gammaproteobacteria 

Ordo  : Enterobacteriales 

Famili  : Enterobacteriaceae 

Genus  : Enterobacter 

Spesies : Enterobacter gergoviae 

 

 

 



 

 

2.8 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). 

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

 

 

 

 
 
 
 
 

Gambar  6. Diagram optik fluorometer 

Menurut Sudarmadji (1996), 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. 

 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 7. Alat Spektroflourometri (Perkin; Elmer, 1981) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

3. MATERI DAN METODE PENELITIAN 

 

3.1  Materi Penelitian 

3.1.1  Bahan Penelitian 

 Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari bahan kimia 

serta isolat murni bakteri. Bahan utama yang digunakan adalah larutan histidin 

murni sebanyak 500 mg. Bahan lain yang digunakan adalah isolat murni bakteri 

Bacillus megaterium (bakteri mangrove) dan Enterobacter gergoviae (bakteri 

limbah pemindangan) dari penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Lia dan 

Anam (2010) dan disimpan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran 

Universitas Brawijaya Malang. Pemilihan jenis bakteri ini didasarkan pada hasil 

penelitian pendahuluan mengenai penguraian histidin menjadi histamin pada 

limbah pemindangan. Bakteri yang dipilih adalah 2 jenis bakteri yang 

menguraikan histamin paling tinggi yaitu Bacillus megaterium dan Enterobacter 

gergoviae. Bahan lain yang digunakan yaitu TSB, TSA, larutan NaCl, aqubidest, 

HCL 0,1 N, NaOH 0,1 N, air , kertas saring, tissue, alumunium foil, alkohol 70 %, 

sarung tangan, masker, tisue dan sabun cair. Sedangkan untuk pengujian 

histamin dibutuhkan : metanol, aquadest, glasswool, NaOH 1 N, HCl 0,1 N, Orto-

ptalatdikarbosildehid (OPT) 0,1 %, asam phospat (H3PO4) 3,57 N, resin penukar 

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

3.1.2   Alat Penelitian 

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari peralatan 

pembiakan bakteri dan pengamatan fase, pembuatan larutan histidin 500 mg 

dengan pH berbeda, inkubasi bakteri pada larutan histidin murni dan peralatan 

analisa histamin. Peralatan pembiakan dan pengamatan fase bakteri, antara lain: 

kulkas, cawan petri, kuvet, tabung reaksi, rak tabung reaksi bertutup, erlenmeyer, 

pipet volum, beaker glass, timbangan digital, gelas arloji, osse, laminaran, gelas 



 

 

ukur, spatula, bunsen, botol semprot, nampan, inkubator, autoklaf. Peralatan 

pembuatan laurutan histidin 500 mg dengan pH berbeda adalah beaker glass, 

timbangan digital, spatula, pipet, pH meter dan magnetic stirer. Peralatan 

inkubasi bakteri pada larutan histidin murni adalah erlenmeyer atau botol tahan 

panas, waterbath dan shaker. 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.  

 

3.2  Metode Penelitian 
 
3.2.1 Metode Eksperimen 

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen. 

Metode eksperimen adalah kegiatan percobaan untuk melihat hasil atau 

hubungan kausal antara variabel-variabel yang diselidiki (Suryabrata,1992). 

Tujuan dari penelitian eksperimen adalah untuk menyelidiki ada tidaknya 

hubungan sebab akibat dengan cara memberikan perlakuan tertentu pada 

kelompok eksperimen (Nazir,1988). Menurut Singarimbun dan Effendi (1983), 

penelitian eksperimental lebih mudah dilakukan di laboratorium karena alat-alat 

yang khusus dan lengkap dapat tersedia, dimana pengaruh luar dapat dengan 

mudah dicegah selama eksperimen. Penelitian dapat dilakukan tanpa atau 

dengan kelompok pembanding.  

Pada dasarnya bakteri dekarboksilase mempunyai kemampuan untuk 

menguraikan histidin menjadi histamin. Untuk membuktikan bahwa Bacillus 

megaterium (bakteri mangrove) dan Enterobacter gergoviae (bakteri limbah 

pemindangan) benar mempunyai kemampuan mendegradasi histidin menjadi 

histamin maka perlu dilakukan pengujian. Proses penguraian histidin menjadi 



 

 

histamin tidak terlepas dari reaksi enzimatis yang sangat dipengarui oleh pH. 

Maksud dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pH pada proses 

penguraian histidin murni menjadi histamin oleh bakteri Bacillus megaterium dan 

Enterobacter gergoviae. Dan tujuan yang ingin dicapai dalam penelitian ini 

adalah untuk mengetahui diantara bakteri Bacillus megaterium dan Enterobacter 

gergoviae, bakteri manakah yang dapat menguraikan histidin murni paling tinggi.  

3.2.2  Variabel Penelitian 

 Menurut Surachmad (1994), ada dua macam variabel dalam penelitian, 

yaitu variabel bebas dan variabel terikat. Variabel bebas adalah variabel yang 

diselidiki pengaruhnya, sedangkan variabel terikat adalah variabel yang 

diperkirakan akan timbul sebagai pengaruh dari variabel bebas. Variabel bebas  

dalam penelitian ini adalah bakteri dan pH pada larutan histidin murni. 

Sedangkan sebagai variabel terikat adalah jumlah histamin yang dihasilkan dari 

penguraian histidin murni oleh bakteri Bacillus megaterium dan Enterobacter 

gergoviae pada pH yang berbeda. 

3.2.3   Rancangan Penelitian 

 Rancangan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah 

Rancangan Acak Kelompok Faktorial (RAK Faktorial) dengan 6 perlakuan dan 4 

ulangan. Faktor-faktor yang digunakan adalah sebagai berikut : 

Faktor 1: Bakteri yang akan digunakan 

 B1 = Bacillus megaterium 

 B2 = Enterobacter gergoviae 

Faktor 2: Perbedaan pH 

 P1 = 6 

 P2 = 7 

 P3 = 8 

 



 

 

Dari dua faktor tersebut dapat diperoleh kombinasi perlakuan sebagai berikut : 

B1P1 : Bakteri Bacillus megaterium pada larutan histidin pH 6 

B1P2 : Bakteri Bacillus megaterium pada larutan histidin pH 7 

B1P3 : Bakteri Bacillus megaterium pada larutan histidin pH 8 

B2P1 : Bakteri Enterobacter gergoviae pada larutan histidin pH 6 

B2P2 : Bakteri Enterobacter gergoviae pada larutan histidin pH 7 

B2P3 : Bakteri Enterobacter gergoviae pada larutan histidin pH 8 

Tabel 2. Rancangan Penelitian 

Perlakuan  Ulangan  

Bakteri pH 1 2 3 4 

Bacillus 
megaterium 

6 (B1P1)1 (B1P1)2 (B1P1)3 (B1P1)4 

7 (B1P2)1 (B1P2)2 (B1P2)3 (B1P2)4 

8 (B1P3)1 (B1P3)2 (B1P3)3 (B1P3)4 

Enterobacter 
gergoviae 

6 (B2P1)1 (B2P1)2 (B2P1)3 (B2P1)4 

7 (B2P2)1 (B2P2)2 (B2P2)3 (B2P2)4 

8 (B2P3)1 (B2P3)2 (B2P3)3 (B2P3)4 

 

3.3  Prosedur Penelitian 

 Pada penelitian ini prosedur awal yang dilakukan adalah peremajaan 

bakteri Bacillus megaterium dan Enterobacter gergoviae pada media TSB, 

melakukan pengamatan fase pertumbuhan bakteri Bacillus megaterium dan 

Enterobacter gergoviae. Selanjutnya penambahan bakteri pada fase 

eksponensial ke dalam larutan histidin murni 500 mg pada pH yang berbeda dan 

digojok dalam waterbath, dilanjutkan dengan uji histamin secara kuantitatif 

menggunakan metode Spektrofluorometri dan uji CO2 menggunakan metode 

titrasi. 

 

 

 

 



 

 

3.3.1 Skema Kerja 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 8. Skema Kerja Penelitian 

3.3.2 Pembuatan Media  

 Media TSA digunakan untuk mengkultur bakteri dari stok sebelum 

dilakukan peremajaan. 

 

Bakteri  Bacillus megaterium dan Enterobacter gergoviae 

Diremajakan  

Dilakukan pengamatan fase pertumbuhan  

Dilakukan pemanenan pada fase eksponensial menuju stasioner 

Ditambahkan bakteri  Bacillus 
megaterium +media TSB cair 1 

ml ke dalam 100ml larutan 
histidin murni 500 mg pada pH 
6, 7 dan 8 dengan 4 ulangan 

Di uji kadar histamin dan CO2 

Digojok di dalam waterbath selama 24 jam pada suhu ruang 
(±27oC) 

Hasil 

Ditambahkan bakteri 
Enterobacter gergoviae + 

media TSB cair 1 ml ke dalam 
100 ml larutan histidin 500 mg 
pada pH 6,7 dan 8 dengan 4 

ulangan 
 

Didapat waktu pada tiap fase-fase pertumbuhan 

Dilakukan penanaman kembali isolat murni bakteri pada media 
TSB 



 

 

A. Media TSA (Tryptone Soya Agar) 

Tabel 3. Komposisi TSA per liter 
 

 

 

Adapun langkah-langkah dalam pembuatan media TSA adalah sebagai 

berikut : 

1. Ditimbang bubuk/powder media TSA sebanyak 40 gr 

2. Masukkan erlenmeyer 2 liter 

3. Ditambahkan aquadest sedikit-sedikit sambil digoyang sampai 1 liter  

4. Dimasukkan dalam waterbath suhu 100 0C selama 15 menit 

5. Selama pemanasan di waterbath sesekali erlenmeyer digoyang untuk 

membantu pelarutan (homogen) 

6. Tanda sudah larut sempurna adalah tidak adanya agar yang menempel 

pada dinding erlenmeyer 

7. Media dalam erlenmeyer tersebut disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 

1210C tekanan 1 atm selama 15 menit 

8. Setelah disterilisasi, media didinginkan sampai suhu ± 45ºC  

9. Media dituangkan pada cawan steril ± 20 ml per cawan petri  

10. Jika sudah mengeras media dalam cawan tersebut diinkubasi 370C 

selama 24 jam untuk uji sterilitas media 

11. Jika melewati uji sterilitas media sudah siap untuk digunakan 

B. Media TSB (Tryptone Soya Broth) 

Tryptone Soya Broth merupakan media cair yang digunakan dalam 

penelitian ini pada tahap peremajaan dan pengamatan fase pertumbuhan bakteri. 

Formula Gram per liter 

Tryptone 

Soya Peptone 

Sodium Chloride 
Agar 

15 

5 

5 

15 



 

 

Bakteri yang didapatkan dari isolat murni dimasukkan kedalam media TSB 

kemudian dilakukan peremajaan dan pengamatan fase-fase pertumbuhan bakteri 

sehingga diketahui pada jam ke berapakah bakteri tersebut memasuki fase 

eksponensial yang nantinya digunakan sebagai waktu pemanenan. 

Tabel 4. 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 adalah sebagai berikut : 

1. Ditimbang  40 gram bubuk/powder media TSB 

2. Masukkan erlenmeyer 1 liter 

3. Ditambahkan aquadest  sedikit-sedikit sambil digoyang sampai 1 liter 

4. Dimasukkan dalam waterbath suhu 100 0C selama 15 menit 

5. Selama pemenasan diwaterbath sesekali digoyang erlenmeyer  untuk 

membantu pelarutan (homogen) 

6. Jika sudah larut sempurna ditandai dengan tidak adanya agar yang 

menempel pada dinding erlenmeyer 

7. Media  dalam erlenmeyer tersebut disterilisasi  dalam autoklaf  suhu 

121 0C tekanan 1 atm  selama 15 menit 

8. Jika melewati uji sterilitas media sudah siap untuk digunakan. 

 

 



 

 

3.3.3 Peremajaan Bakteri  

 Bakteri yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari penelitian 

sebelumnya oleh Lia (2010), mengenai “Identifikasi Bakteri Dari Limbah Cair 

Pemindangan Di Sungai Boni  Desa Mlaten Kecamatan Nguling Kabupaten 

Pasuruan Jawa Timur” dan bakteri endogenous mangrove yang digunakan 

dalam penelitian sebelumnya oleh Anam (2010), mengenai “Isolasi dan 

Identifikasi Bakteri Di Perairan Mangrove Pasuruan, Jawa Timur” yang disimpan 

dan dibiakkan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas 

Brawijaya . 

 Sebelum melakukan penelitian 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 pada suhu 

dan tekanan yang tinggi di dalam autaklaf. Mesin ini beroperasi pada suhu     

1210 C dan dapat membunuh mikroba (Nicklin et al,1999) 

Laminaran yang akan digunakan sebagai tempat pembiakan bakteri 

disterilkan dengan cara menyemprot bagian dalamnya dengan cairan aseptis 

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

bersih agar aseptis, ditutup kaca laminaran dan menekan tombol UV untuk 

menghidupkan sinar UV pada alat yang berfungsi sebagai pensteril laminaran 

selama 1 malam.  

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

laminaran dinyalakan untuk memudahkan penglihatan pada saat penanaman 

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 



 

 

kedalam laminaran beserta isolat murni bakteri Bacillus megaterium dan 

Enterobacter gergoviae serta media TSA pada cawan petri untuk kultur bakteri. 

Mengkultur bakteri dari isolat murni yang dilakukan pertama adalah osse 

pada bagian ujungnya disemprot dengan cairan aseptis dan dipanaskan diatas 

Bunsen sampai osse menyala. Hal tersebut dilakukan untuk menghindari 

kontaminasi alat pada saat penanaman bakteri. Diambil sampel bakteri yang 

akan dikultur, dibuka tutup tabung sambil dipanaskan diatas Bunsen untuk 

menjaga kesterilan/kondisi tetap aseptis. Osse disentuhkan di media isolat 

bakteri untuk mengurangi panas dari osse sehingga bakteri yang diambil tidak 

mati. Langkah selanjutnya yaitu mengambil sebanyak 1 osse bakteri dengan cara 

menggores isolat dan dibiakkan pada media TSA baru yang telah disiapkan 

dengan cara digoreskan secara zig-zag dan setiap pangkalnya tidak terputus. 

Selanjutnya  cawan petri yang setengah terbuka dipanaskan didekat bunsen 

untuk kondisi aseptis. Cawan petri yang telah berisi kultur bakteri selanjutnya 

diinkubasi pada suhu 37oC selama 24 jam.  

Setelah 24 jam kultur bakteri diambil dan siap dibiakkan dalam media 

TSB untuk digunakan dalam pengamatan fase pertumbuhan bakteri. Cara 

pengambilan koloni murni bakteri dengan cara koloni diambil pada daerah dekat 

pangkal kultur zig-zag bakteri dengan menggunakan osse yang telah aseptis. 

Kemudian dimasukkan ke dalam media TSB steril yang telah disiapkan. Langkah 

pembiakan yang sama juga dilakukan pada isolat murni bakteri yang lain. 

Prosedur kerja pembiakan bakteri dapat dilihat pada Gambar 9.  

 

 

 

 

 



 

 

Laminaran aseptis  

Diletakkan Bunsen yang telah dinyalakan 

Disemprot ujung osse dengan larutan aseptis 
dan dipanaskan pada bunsen sampai menyala 

Disiapkan isolat murni bakteri yang akan 
dikultur  

Disiapkan cawan petri berisi media TSA 

Osse yang masih panas disentuhkan kedalam 
media yang tidak ada bakterinya 

Digores bakteri 1 osse dari isolat murni dan dibiakan kedalam media TSA 
dengan cara zig-zag 

Diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37 0C 

Diambil satu osse kultur di dekat pangkal zig-zag untuk dibiakan dalam media 
TSB cair 

Dilakukan pengamatan fase pertumbuhan bakteri 

Hasil 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 9.  Prosedur Kerja Pembiakan Bakteri  



 

 

3.3.4  Pengamatan Fase-Fase Pertumbuhan Bakteri 

 Setelah dilakukan peremajaan bakteri Bacillus megaterium dan 

Enterobacter gergoviae. Selanjutnya dilakukan tahap pengamatan fase-fase 

pertumbuhan bakteri. Menurut Soeksmanto et al. (1998), pertumbuhan mikroba 

adalah meningkatnya jumlah kuantitas massa sel dengan cara terbentuknya sel-

sel baru. Terjadinya proses pertumbuhan tergantung dari nutrient yang tersedia 

di lingkungannya. Pada setiap pertumbuhan bakteri dalam suatu medium 

terdapat fase-fase atau tahapan pertumbuhan mulai dari fase adaptasi hingga 

fase kematian. 

Pengamatan fase dilakukan untuk mendapatkan bakteri pada kondisi 

yang potensial sehingga diharapkan dapat bekerja secara optimal dalam 

penguraian histidin menjadi histamin. Langkah pertama adalah gores satu osse 

bakteri Bacillus megaterium dan Enterobacter gergoviae, dan dibiakkan dalam 

media TSB di dalam erlenmeyer 250 ml. Selanjutnya di gojok dalam waterbath 

pada suhu 30°C. Setiap 1 jam sekali sampel bakteri diambil dan dihitung 

kepadatan bakteri dengan menggunakan hemositometer atau metode kamar 

hitung. Pengamatan dan perhitungan fase bakteri dilakukan selama 1X24 jam 

dan dihitung setiap satu jam sekali.  

Setelah dilakukan pengamatan fase-fase pertumbuhan bakteri Bacillus 

megaterium dan Enterobacter gergoviae maka kita dapat mengetahui pada jam 

ke berapakah bakteri tersebut memasuki fase eksponensial. Bakteri dipanen 

pada fase eksponensial. Fase eksponensial dipilih karena pada fase ini 

merupakan fase pertumbuhan tertinggi dari bakteri itu sendiri. Menurut 

Nurwantoro et al (2003), populasi total bakteri cenderung meningkat seiring 

dengan pertambahan lama waktu penyimpanan. Hal ini dapat diakibatkan bakteri 

sedang berada dalam fase eksponensial. Semakin banyak bakteri yang 



 

 

dihasilkan maka akan semakin banyak pula bioaktif yang dapat dihasilkan dari 

bakteri tersebut.  

Koloni murni yang telah di stok dan dikultur, ditumbuhkan kembali pada 

medium TSB dan dipanen pada fase eksponensial berdasarkan data yang 

didapatkan pada pengamatan fase yang telah dilakukan sebelumnya. Pada jam 

yang menunjukkan fase eksponensial tersebut, media TSB yang telah ditumbuhi 

bakteri diambil dari dalam inkubator dan siap untuk dimasukkan ke dalam larutan 

histidin murni 500 mg. 

3.3.5  Pembuatan Larutan Histidin Murni 

 Untuk membuat larutan histidin murni digunakan histidin sebanyak 500 

mg yang dilarutkan dengan aquabides hingga 1000 ml. Hal yang pertama kali 

dilakukan adalah menimbang serbuk histidin sebanyak 500 mg menggunakan 

timbangan digital. Kemudian serbuk histidin dimasukkan ke dalam  beakerglass 

dan ditambahkan  aqubidests sampai volume 1000 ml dan dihomogenkan 

menggunakan stirer. 

 Perlakuan pH pada penelitian ini adalah perlakuan pada pH asam, netral 

dan basa. Untuk mengkondisikan asam yaitu pH 6 pada larutan histidin murni 

ditambahkan HCL 0,1 N. Sedangkan untuk kondisi basa yaitu pH 8 ditambahkan 

NaOH 0,1 N dan untuk pH netral mengunakan pH sebenarnya pada larutan 

histidin murni, karena pH larutan histidin murni adalah 7. Penghomogenan HCL 

0,1 N dan NaOH 0,1 N  menggunakan stirer dan pH meter untuk mengukur pH 

yang diinginkan.  

 Sementara itu, laminaran dan bakteri yang akan ditambah kedalam 

larutan histidin disiapkan. Laminaran harus dalam keadaan aseptis. Cara 

mensterilkan laminaran adalah sinar UV pada laminaran dinyalakan selama 1 

malam sebelum pemakaian, selanjutnya laminaran disemprot dengan alkohol   

70 %, didiamkan kurang lebih 10 menit kemudian dilap menggunakan tissu, 



 

 

dinyalakan bunsen dan laminaran siap digunakan. Bakteri yang akan digunakan 

diletakkan diantara es batu untuk menjaga agar bakteri tetap berada pada fase 

eksponensial. Semua alat dan bahan yang diperlukan dimasukkan ke dalam 

laminaran.  

Larutan histidin sebanyak 100 ml dengan pH 6, 7 dan 8, masing 

ditambahkan dengan bakteri Bacillus megaterium beserta media TSB cair 

sebanyak 1 ml. Proses yang sama juga dilakukan pada bakteri Enterobacter 

gergoviae dan semua perlakuan dilakukan dengan 4 kali ulangan. Proses 

pencampuran bakteri ke dalam larutan histidin murni dilakukan di dalam 

laminaran. Setelah semua proses pencampuran selesai erlenmeyer yang berisi 

larutan histidin dan bakteri diinkubasi di dalam waterbath dengan shaker, digojok 

selama 24 jam dan diamati perubahan yang terjadi selanjutnya dilakukan uji 

histamin menggunakan metode spektrofluorometri dan uji CO2 dengan metode 

titrasi.  

3.3.6  Pengujian Histamin 

Menurut Sudarmadji (1996), 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. 

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. 

Besarnya fluoresensi histamin diukur secara fluorometri pada panjang 

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

pada Gambar 10. 



 

 

 

 
 
 
 
 

Gambar 10. Alat Spektrofluorometri 
 

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 

methanol 

- Panaskan di atas waterbath selama 15 menit pada suhu 60⁰C 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. Pada 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 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 

 Persiapan Kolom Resin 

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

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

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

kering 

- 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.  

 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 50ml 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 (orto-ftalatdikarboksilaldehid) 0,1% kocok dan biarkan selama 

4 menit 



 

 

 3 ml H3PO4 3,57 N, kocok 

- Lakukan pengukuran fluorescence terhadap sampel, standar dan blanko 

sesegera mungkin dengan alat spectrofluorometer 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 histamine dalam (µg/ml) atau mg/l 

sampel. 

(volume akhir (ml) x fp) 
- Konsentrasi histamine (µg/ml) sampel = A  x  

                     volume sampel 
 

Keterangan : 

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

 

 

 



 

 

3.3.7 Pengujian CO2 

 Karbondioksida  adalah komponen udara yang umum terdapat baik di air 

maupun di udara. Gas ini dapat dihasilkan oleh proses respirasi maupun proses 

penguraian bahan organik (Afianto dan Liviawaty, 1993). 

Menurut Hariyadi, et al (1992) prosedur pengukuran CO2 adalah sebagai 

berikut : 

1. Mengusahakan pengambilan air contoh sedemikian rupa sehingga 

terhindar kontak antara air contoh dengan udara. Analisa harus dilakukan 

segera, yaitu dalam waktu 2 – 3 jam setelah pengambilan contoh. 

2. Memasukkan 25 ml air sampel ke dalam erlenmeyer dengan hati-hati, 

sedapat mungkin kurangi pengaruh aerasi. 

3. Menambahkan 3 – 4 tetes indikator PP, jika berwarna pink berarti tidak 

ada CO2, jika tidak berwarna pink berarti ada CO2 dan dilanjutkan ke 

prosedur 4. 

4. Menitrasi segera dengan natrium karbonat (Na2CO3) 0,0454 N sampai 

berwarna pink yang stabil selama 30 detik. Catat titran yang digunakan. 

5. Menghitung kandungan CO2 bebas dengan rumus : 

CO2 (mg/l) =  ml titran x N titran x 44/2 x 1000 
   Volume sampel  

 
3.4  Analisa Data 

 Data yang diperoleh dari hasil pengujian kadar histamin dan CO2 

dianalisis menggunakan analisis ragam (ANOVA) dengan selang kepercayaan 

95%. Jika analisis ragam menunjukkan pengaruh nyata pada faktor-faktor 

perlakuan maka akan dilanjutkan dengan uji BNT. 

 

 

 



 

 

4.  HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Fase Pertumbuhan Bakteri 

 Menurut Fardiaz (1992), pertumbuhan dapat didefinisikan sebagai 

pertambahan secara teratur semua komponen di dalam sel hidup. Pada 

organisme multiseluler, yang disebut pertumbuhan adalah peningkatan jumlah 

sel perorganisme, dimana ukuran sel juga menjadi lebih besar. Pada organisme 

uniseluler ( bersel tunggal ) pertumbuhan adalah pertambahan jumlah sel. 

 Menurut Purnomo (2004), Pertumbuhan mikroorganisme dimulai dari 

awal pertumbuhan sampai dengan berakhirnya aktivitas merupakan proses 

bertahap yang dapat digambarkan sebagai kurve pertumbuhan. Kurve 

pertumbuhan umumnya terdiri atas 7 fase pertumbuhan, tetapi yang utama 

hanya 4 fase yaitu : lag, eksponensial, stasioner, dan kematian. Kurve 

pertumbuhan yang lengkap merupakan gambaran pertumbuhan secara bertahap 

(fase) sejak awal pertumbuhan sampai dengan terhenti mengadakan kegiatan. 

Pengamatan fase-fase pertumbuhan bakteri dilakukan untuk mengetahui 

pada jam ke berapa akan terjadi fase eksponensial dimana bakteri akan dipanen 

sebagai sampel bakteri yang akan digunakan untuk menguraikan larutan histidin 

murni. Pengamatan fase dilakukan untuk mendapatkan bakteri pada kondisi yang 

potensial sehingga diharapkan dapat bekerja secara optimal dalam penguraian 

histidin menjadi histamin. Menurut Nurwantoro et al (2003), populasi total bakteri 

cenderung meningkat seiring dengan pertambahan lama waktu penyimpanan. 

Hal ini dapat diakibatkan bakteri sedang berada dalam fase eksponensial. 

Semakin banyak bakteri yang dihasilkan maka akan semakin banyak pula 

bioaktif yang dapat dipanen dari bakteri tersebut.  

 Bakteri yang digunakan dalam penelitian ini adalah bakteri Bacillus 

megaterium dan bakteri Enterobacter gergoviae. Metode yang digunakan dalam 



 

 

pengamatan fase-fase bakteri adalah metode hemositometer atau metode kamar 

hitung. Dari hasil pengamatan didapatkan bakteri Bacillus megaterium 

mengalami fase eksponensial pada jam ke-16. Sedangkan bakteri Enterobacter 

gergoviae mengalami fase eksponensial pada jam ke-22. Bakteri gram positif 

seperti Bacillus megaterium akan lebih cepat mengalami fase eksponensial 

dibandingkan dengan bakteri gram negatif seperti Enterobacter gergoviae.  

Menurut Purnomo (2004), Pada kenyataannya bahwa gambaran kurva 

pertumbuhan mikroorganisme tidak linear seperti teori jika faktor-faktor 

lingkungan yang menyertainya tidak memenuhi persyaratan. Beberapa 

penyimpangan yang sering terjadi, misalnya : fase lag yang terlalu lama karena 

faktor lingkungan kurang mendukung, tanpa fase lag karena pemindahan ke 

lingkungan yang identik, fase eksponensial berulang-ulang karena medium kultur 

kontinyu, dan lain sebagainya. 

 Tabel hasil pengamatan fase bakteri dapat dilihat pada lampiran 1. 

Berikut adalah kurva hasil pengamatan fase bakteri Bacillus megaterium dan 

Enterobacter gergoviae : 

 

Gambar 11. Kurva Pertumbuhan Bakteri Bacillus megaterium 



 

 

 

Gambar 12. Kurva Pertumbuhan Bakteri Enterobacter gergoviae 

 

4.2  Hasil Penelitian 

Hasil pengamatan dari penelitian yang berjudul “Aplikasi in-vitro Bakteri 

Mangrove (Bacillus megaterium) dan Bakteri Limbah Pemindangan (Enterobacter 

gergoviae ) pada Penguraian Histidin Murni Menjadi Histamin dengan pH yang 

Berbeda” adalah seperti yang tertera pada tabel dibawah ini . Adapun analisa 

yang dilakukan adalah perhitungan kadar histamin yang terbentuk dengan 

mengunakan metode spektroflourometri dan penghitungan kadar CO2 

menggunakan metode titrasi. 

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). 



 

 

Tabel 5. Hasil uji histamin dari pengurian histidin murni 500 mg oleh 
bakteri Bacillus megaterium dan Enterobacter gergoviae 

 

Perlakuan  Ulangan  Total  Rata-rata 
(mg/l) Bakteri pH 1 2 3 4 

Bacillus 
megaterium 

6 6,64 5,08 3,27 8,11 23,1 5,77 

7 1,10 0,78 1,20 1,14 4,22 1,05 

8 9,64 6,86 9,25 7,64 33,39 8,30 

Enterobacter 
gergoviae 

6 14,02 12,94 12,17 15,57 54,7 13,67 

7 2,44 2,95 1,45 1,93 8,77 2,19 

8 4,13 3,89 1,97 2,31 12,3 3,07 

Total 37,97 32,5 29,31 36,7 136,48  

 
 
Tabel 6. Hasil uji CO2 dari penguraian histidin murni 500 mg oleh 

bakteri Bacillus megaterium dan Enterobacter gergoviae 
 

Perlakuan  Ulangan  Total  Rata-
rata 

(mg/l) 
Bakteri pH 1 2 3 4 

Bacillus 
megaterium 

6 9,98 13,62 13,62 14,98 52,2 13,05 

7 12,48 19,02 14,98 13,62 60,1 15,02 

8 14,98 14,98 21,40 19,97 71,33 17,83 

Enterobacter 
gergoviae 

6 13,62 11,52 19,97 19,97 65,08 16,27 

7 9,98 20,80 14,98 14,98 60,74 15,18 

8 12,48 14,98 20,80 14,98 63,24 15,81 

Total  73,52 94,92 105,75 98,5 372,69  

  

4.3 Pembahasan 

4.3.1 Uji Histamin  

Pengujian histamin ini bedasarkan SNI (2009) yang dilaksanakan di 

Laboratorium Pengujian dan Pengawasan Mutu Hasil Perikanan Surabaya. 

Pengujian histamin ini menggunakan metode spektrofluorometri. Prinsip 



 

 

pengujian histamin menurut SNI (2009), histamin diekstrak dari jaringan daging 

contoh menggunakan metanol dan sekaligus mengkonversi histamin ke dalam 

bentuk OH. Zat-zat histamin selanjutnya dimurnikan melalui resin penukar ion 

dan diubah ke bentuk derivatnya dengan senyawa OPT(Orto-

ptalatdikarbosildehid). Besarnya fluoresensi histamin diukur secara fluorometri 

pada panjang gelombang exitasi 350 nm dan emisi 444 nm. Hasil uji histamin 

dari penguraian histidin murni 500 mg pada pH 6,7 dan 8 oleh bakteri Bacillus 

megaterium dan Enterobacter gergoviae dapat dilihat pada tabel 5. 

 

Gambar 13. Grafik Interaksi Bakteri dan pH terhadap Kadar Histamin  
Tabel 7. Notasi BNT 5% Hasil Uji Histamin 

Perlakuan Rata-rata (mg/l) Lambang 
perlakuan Bakteri pH 

Bacillus 
megaterium 

6 
7 
8 

5,77 
1,05 
8,3 

c 
a 
d 

Enterobacter 
gergoviae 

6 
7 
8 

13,67 
2,19 
3,07 

e 
ab 
b 

BNT 5% 1,81 

 

Berdasarkan hasil analisis sidik ragam menunjukkan  bahwa F hitung 

bakteri >  F 5 % maka perlakuan bakteri berbeda nyata terhadap kandungan 



 

 

histamin. Sedangkan F hitung pH dan F hitung interaksi bakteri dan pH > dari  F 

1% maka perlakuan pH dan interaksi antara bakteri dan pH berbeda sangat 

nyata terhadap kandungan histamin. Maka perlu dilakukan uji BNT untuk 

perlakuan interaksi dan kesimpulan dari uji BNT 5 % untuk perlakuan interaksi 

bakteri dan pH adalah interaksi bakteri Enterobacter gergoviae dan pH 6 

mempunyai potensi produksi histamin paling tinggi.(Lampiran 3) 

Penguraian histidin murni menggunakan bakteri Enterobacter gergoviae 

pada pH 6 menghasil histamin paling tinggi dibandingkan dengan perlakuan yang 

lain. Rata-rata kadar histamin adalah 13,67 mg/l. Hal ini menunjukkan bahwa 

bakteri Enterobacter gergoviae pada pH 6 memiliki aktivitas enzim histidin 

dekarboksilase paling tinggi dibandingkan dengan perlakuan yang lain. 

Sedangkan hasil penguraian histidin oleh bakteri Bacillus megaterium, histamin 

paling tinggi terjadi pada pH 8 yaitu sebesar 8,30 mg/l. Sedangkan untuk 

perlakuan dengan menambahkan bakteri Bacillus megaterium pada larutan 

histidin pH 6 sebesar 5,77 mg/l, bakteri Bacillus megaterium pada larutan histidin 

pH 7 sebesar 1,05 mg/l dan bakteri Enterobacter gergoviae pada larutan histidin 

pH 7 sebesar 2,19 mg/l, bakteri Enterobacter gergoviae pada larutan histidin pH 

8 sebesar 3,07 mg/l.  

 Apabila dilihat dari banyaknya histamin yang dihasilkan pada kondisi pH 

maka, pada pH 6 menghasilkan total histamin paling tinggi yaitu sebesar        

77,8 mg/l dibandingkan pada kondisi pada pH 7 sebesar 12,99 mg/l dan pH 8 

sebesar 45,69 mg/l. Menurut Afilal et al (2006), produksi histamin lebih aktif pada 

pH asam dan pH optimum untuk histidin dekarboksilase antara 2,5 – 6,5 

tergantung dari jenis mikroorganisme.  

PH optimum bakteri jenis Bacillaceae adalah 7 – 8 (Graumann,2007) 

sedangkan menurut Ababouch (1992) bakteri pembentuk histamin dari jenis 

Enterobactericeae kondisi optimum bagi pertumbuhan bakteri tersebut adalah pH 



 

 

5 dengan suhu 25oC. Bakteri penghasil histamin pada prinsipnya dapat tumbuh 

dengan baik pada pH netral. Tetapi mereka juga dapat tumbuh pada pH 4,7-

8,1(Huss,1994). Selama proses pertumbuhan, bakteri mengeluarkan bioaktif dari 

hasil metabolisme. Senyawa bioaktif hasil dari metabolisme bakteri Bacillus 

megaterium dan bakteri Enterobacter gergoviae salah satunya adalah enzim 

histidin dekarboksilase karena kedua bakteri tersebut termasuk dalam bakteri 

dekarboksilase histidin. Menurut Jay (1996), bakteri yang memiliki enzim histidin 

dekarboksilase atau biasa disebut bakteri penghasil histamin, sebagian besar 

temasuk dalam famili Enterobacteriaceae. Ditambahkan pula oleh Staruszkiewicz 

(2002), berbagai jenis bakteri yang mampu menghasilkan enzim histidin 

dekarboksilase (HDC) termasuk famili Enterobacteriaceae dan Bacillaceae.  

 Menurut Lehninger (2004) efek pH pada enzim berkaitan dengan 

keadaan ionisasi dari sistem yang dikatalisis, termasuk substrat, dan enzim itu 

sendiri. Perubahan pH dapat mempengaruhi keadaan ionisasi dari asam-asam 

amino pada sisi aktif enzim sehingga akan mempengaruhi interaksinya dengan 

molekul substrat. Kadar pH  yang  terlalu  tinggi atau terlalu rendah akan 

menyebabkan ketidakstabilan pada konformasi enzim sehingga menyebabkan 

struktur  pada  enzim  rusak. Enzim mempunyai pH optimum yang khas yang 

akan menyebabkan aktivitas maksimal. Keadaan optimum ini dihubungkan 

dengan saat gugus pemberi proton atau penerima proton yang aktif pada sisi 

enzim berada pada kondisi ionisasi yang tepat. Keadaan optimum tidak harus 

sama dengan pH lingkungannya. Aktivitas enzim dalam sel sebagian diatur oleh 

pH media kulturnya. 

 Dari hasil penelitian ini apabila dilihat dari banyaknya histamin yang 

dihasilkan oleh bakteri maka bakteri Enterobacter gergoviae berhasil 

menguraikan histidin menjadi histamin lebih banyak dibandingkan dengan bakteri 

Bacillus megaterium. Hal ini dapat dilihat dari jumlah kadar histamin yang 



 

 

dihasilkan oleh penguraian bakteri Enterobacter gergoviae yaitu pada pH 6 

sebesar 54,7 mg/l, pada pH 7 sebesar 8,77 mg/l dan pada pH 8 sebesar 12,3 

mg/l. Sedangkan bakteri Bacillus megaterium menghasilkan histamin pada pH 6 

sebesar 21,3 mg/l, pada pH 7 sebesar 4,22 mg/l dan 33,39 mg/l pada pH 8. Dari 

hasil ini apabila dijumlahkan berdasarkan bakteri pengurai maka bakteri  Bacillus 

megaterium menghasilkan histamin sebesar 60,71 mg/l. Sedangkan bakteri  

Enterobacter gergoviae menghasilkan histamin sebesar 75,77 mg/l. Hal ini 

dikarenakan bakteri Enterobacter gergoviae yang termasuk famili 

Enterobacteriaceae mampu menghasilkan histamin lebih tinggi. Hal ini sesuai 

dengan pendapat Keer et al (2002) jenis bakteri yang mampu memproduksi 

histamin dari histidin dalam jumlah tinggi yaitu Proteus morganii, Enterobacteri 

aerogenes, Clostridium perfringens. Ditambahkan oleh Mangunwardoyo et al 

(2007), Enterobacter agglomerans, Enterobacter cloacae, Enterobacter 

intermedium, Hafnia alvei, Klebsiella pneumoniae, dan Morganella morganii. 

Morganella morganii  merupakan bakteri yang sering digunakan dalam penelitian 

mengenai histamin dan enzim HDC.  

Menurut Kusmarwati (2008), diketahui banyak jenis bakteri yang mampu 

menghasilkan histidin dekarboksilase, enzim yang mengubah histidin menjadi 

histamin, seperti Morganella morganii, Hafnia alvei, Klebsiella pneumonii, 

Clostridium perfringens, Lactobacillus spp., Enterobacter aerogenes, Klebsiella 

spp., Aeromonas spp., Eschericia spp., Salmonella spp., Shigella spp., 

Photobacterium spp., dan Vibrio spp. Bakteri-bakteri tersebut umumnya termasuk 

dalam kelompok Enterobacteriaceae. 

Sedangkan menurut Huss (1994), bakteri penghasil histamin termasuk 

pada golongan Enterobacteriaceae, beberapa vibrio sp, Clostridium dan 

Lactobacillus sp. Penghasil histamin paling banyak adalah Morganella morganii, 

Klebsiella pneumoniae dan Hafina alvei. Bakteri  dari famili Enterobacteriaceae 



 

 

lebih sering digunakan dalam penelitian mengenai enzim HDC maka dalam 

penelitian ini bakteri Enterobacter gergoviae terbukti mampu mengurai histidin 

lebih besar dibanding bakteri Bacillus megaterium. 

Enzim histidin dekarbosilase tetap aktif walaupun bakteri penghasilnya 

telah mati. Menurut Pramono et al. (2007),  Kandungan bioamin yang dihitung 

sebagai histamin cukup tinggi,  diduga  karena oleh beberapa sebab; pertama 

aktivitas dekarbosilasi histidin menjadi histamin dilakukan oleh enzim histidin 

dekarbosilase, sehingga walaupun bakteri pembentuk histamin sudah mati tetapi 

aktivitas enzim histidin dekarboksilase masih tetap berlangsung,  kedua akibat 

akumulasi jumlah bioamin yang dihitung sebagai histamin selama proses 

fermentasi karena bioamin bersifat stabil dari berbagai perubahan.  

4.3.2 Uji Total CO2  

 Karbondioksida  adalah komponen udara yang umum terdapat baik di air 

maupun di udara. Gas ini dapat dihasilkan oleh proses respirasi maupun proses 

penguraian bahan organik (Afianto dan Liviawaty, 1993). 

Pengujian total CO2 dilakukan dengan menggunakan metode titrasi 

dengan menambahkan indikator pp pada sampel sebanyak 20-30 ml, jika 

berwarna pink menandakan tidak ada CO2, jika tidak berwarna pink berarti ada 

CO2. Apabila tidak berwarna pink maka dilanjutkan dengan titrasi menggunakan 

natrium karbonat (Na2CO3) 0,0454 N sampai warna pink yang stabil selama 30 

detik. Dicatat ml titran dan dihitung dengan rumus : 

 CO2 (mg/l) =  ml titran x N titran x 44/2 x 1000 
              Volume sampel  

Dari hasil Pengujian total CO2 terlarut semua perlakuan menghasilkan CO2. Hasil 

dari uji total CO2 terlarut dapat dilihat pada tabel 6.  



 

 

 

Gambar 14. Grafik Interaksi Bakteri dan pH terhadap Total CO2  
Grafik di atas menunjukkan bahwa pada penguraian histidin murni 500 

mg dengan perlakuan Bakteri Bacillus megaterium pada larutan histidin pH 8 

menghasilkan rata-rata total CO2 sebesar 17,83 mg/l. Nilai tersebut paling tinggi 

diantara nilai rata-rata perlakuan yang lain.  

Berdasarkan hasil analisis sidik ragam menunjukkan  bahwa F hitung 

bakteri, F hitung pH dan F hitung interaksi semua <  F 5% . Interaksi pH dan 

bakteri yang berbeda pada penguraian histidin murni 500 mg tidak memberikan 

pengaruh pada hasil uji CO2 terlarut. (Lampiran 3) 

 Reaksi kimia yang terjadi dari penguraian histidin murni adalah sebagai 

berikut : 

C6H9N3O2 → C5H9N3 + CO2 

Dari reaksi diatas berarti terdapat 1 mol C6H9N3O2 (histidin), 1 mol C5H9N3 

(histamin) dan 1 mol CO2 (karbondioksida). Maka dalam reaksi ini terdapat 155 

gram C6H9N3O2 , 111 gram C5H9N3 dan 44 gram CO2. Dalam penelitian ini massa 

histidin (C6H9N3O2) sebesar 500 mg, maka berdasarkan hitungan reaksi kimia 

didapat massa C5H9N3 sebesar 358 mg  dan CO2 sebesar 142 mg (lampiran 4).    



 

 

 Tetapi pada kenyataannya hasil pengujian dari histamin dan 

karbondioksida menunjukkan hasil yang lebih kecil, hal ini dikarenakan beberapa 

faktor diantaranya adalah lama waktu penguraian histidin oleh bakteri Bacillus 

megaterium dan Enterobacter gergoviae yang hanya berlangsung selama 24 jam 

pada suhu ruang yaitu pada suhu 22oC- 27oC. Oleh sebab itu maka, aktivitas 

enzim histidin dekarboksilase tidak maksimal. Menurut Kim et al (2004), aktivitas 

bakteri dan pembentukan histamin dipengaruhi oleh suhu dan waktu inkubasi. 

Bakteri akan membentuk histamin > 25 ppm setelah diinkubasi pada temperatur 

30 oC selama > 48 jam. Faktor selanjutnya mengenai sifat karbondioksida yang 

mudah menguap. Sehingga selama proses pengujian karbondioksida ketika 

terjadi kontak dengan udara bebas menyebabkan sebagian karbondioksida 

menguap. 

 Pada suatu reaksi kimia, ada reaksi yang hasilnya hampir sama dengan 

hasil teoritis dan reaksi tersebut dikatakan bereaksi secara kuantitatif. Pada 

reaksi-reaksi senyawa organik, kebanyakan hasil reaksi yang nyata lebih kecil 

dibandingkan hasil teoritis. Hal ini karena reaksi tidak berjalan secara sempurna, 

ada reaksi-reaksi saingan yang dapat mengurangi hasil reaksi atau dapat juga 

terjadi kehilangan zat selama penanganan (Elida,1994). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 



 

 

5. PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

 Dari hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa : 

1. Perlakuan pH yang berbeda memberikan pengaruh yang berbeda sangat 

nyata terhadap kadar histamin yang dihasilkan dari penguraian histidin 

murni oleh bakteri Bacillus megaterium dan Enterobacter gergoviae. 

2. Dari jumlah histamin yang dihasilkan dari penguraian histidin murni 

menunjukkan bahwa bakteri Enterobacter gergoviae dapat menghasilkan 

histamin lebih tinggi dibandingkan dengan bakteri Bacillus megaterium. 

 

5.2 Saran 

 Perlu dilakukan penelitian yang lebih lanjut mengenai karakteristik 

metabolit ekstraseluler dari bakteri Bacillus megaterium dan Enterobacter 

gergoviae . 
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LAMPIRAN 
Lampiran 1. Dokumentasi Foto Prosedur Penelitian 

 Pembuatan Media  

           
  A     B 
 
 

          
  C     D 

 

Keterangan : 

A : Penimbangan media 

B : Dilarutkan dalam aquades 

C : Dimasukkan dalm tabung reaksi 

D : Disterilisasi dengan autoklaf 

 

 



 

 

 Peremajaan Bakteri 

     

 Pengamatan Fase Bakteri 

      

        Inkubasi bakteri    Hemositometer  

 Pembuatan Larutan Histidin Murni 500 mg 

       

A          B 

            



 

 

  

  C 

Keterangan :  

A : Penimbangan histidin murni 

B : Melarutkan histidin murni ke dalam aquabidest 

C : Penentuan pH laruhan histidin 

 Penggojokan histidin + bakteri dalam waterbath shaker 

         

Waterbath shaker 

 

Freezer untuk penyimpanan sementara sampel sebelum dilakukan uji histamin 



 

 

 Pengujian Histamin 

 

 

 

 

 

Spektrofluorometer    Resin penukar ion 

 

 

 

 

 
  Glass wool 

 

 

 

 

 

Tahap pemurnian  

 

 

 

 

 

 

Tahap pembentukan 



 

 

 Pengujian CO2 terlarut 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Lampiran 2: Tabel Hasil Pengamatan Fase Pertumbuhan Bakteri 
1. Tabel pengamatan fase pertumbuhan bakteri Bacillus megaterium   

JAM 
KE X1 X2 RATA2 ∑ Sel / ml 

 
Log ∑ Sel / 

ml 

1 385 396 390,5 3,9.106 6,6 

2 469 482 475,5 4,8.106 6,7 

3 599 616 607,5 6,1.106 6,8 

4 798 899 848,5 8,5.106 7 

5 1040 1037 1038,5 1,0.107 7 

6 2640 2850 2745 2,7.107 7,4 

7 4270 4690 4480 4,5.107 7,7 

8 4480 4740 4610 4,6.107 7,7 

9 6240 5030 5635 5,6.107 7,7 

10 8350 8880 8615 8,6.107 8 

11 9580 9940 9760 9,8.107 8 

12 9760 8920 9340 9,3.107 8 

13 10740 11770 11255 1,1.108 8 

14 14830 14580 14705 1,4.108 8 

15 15400 15390 15395 1,5.108 8 

16 30320 30970 30645 3,1.108 8,5 

17 31250 31260 31255 3,1.108 8,5 

18 30210 30940 30575 3,1.108 8,5 

19 27430 28150 27790 2,8.108 8,4 

20 25270 25310 25290 2,5.108 8,4 

21 19120 20170 19645 2,0.108 8,3 

22 18050 17100 17575 1,8.108 8,3 

23 15818 15650 15734 1,6.108 8,2 

24 9650 8720 9185 9,2.107 8 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

2. Tabel pengamatan fase pertumbuhan bakteri Enterobacter gergoviae 

JAM 
KE X1 X2 RATA2 ∑ Sel / ml 

 
Log ∑ Sel / 

ml 

1 138 293 215,5 2,1.106 6,3 

2 246 248 247 2,5.106 6,4 

3 298 215 256,5 2,6.106 6,4 

4 379 358 368,5 3,7.106 6,5 

5 304 537 420,5 4,2.106 6,6 

6 645 618 631,5 6,3.106 6,8 

7 742 696 719 7,2.106 6,9 

8 844 870 857 8,6.106 7 

9 1024 903 963,5 9,6.106 7 

10 1330 1380 1355 1,4.107 7,1 

11 1758 1740 1749 1,8.107 7,2 

12 9760 8920 9340 9,3.107 8 

13 1740 11770 6755 6,8.107 7,8 

14 2413 2445 2429 2,4.107 7,4 

15 4514 4539 4526,5 4,5.107 7,6 

16 8630 8290 8460 8,5.107 8 

17 10820 10380 10600 1,0.108 8 

18 13510 14540 14025 1,4.108 8,1 

19 16270 16810 16540 1,7.108 8,2 

20 19420 19430 19425 1,9.108 8,3 

21 23120 25400 24260 2,4.108 8,4 

22 43200 47700 45450 4,5.108 8,6 

23 41580 40560 41070 4,1.108 8,6 

24 36690 37750 37220 3,7.108 8,5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

Lampiran 3 : Analisis Sidik Ragam 
1. Hasil Uji Histamin dari penguraian histidin murni 

Perlakuan  Ulangan  Total  Rata-rata 
(mg/l) Bakteri pH 1 2 3 4 

Bacillus 
megaterium 

6 6,64 5,08 3,27 8,11 23,1 5,77 

7 1,10 0,78 1,20 1,14 4,22 1,05 

8 9,64 6,86 9,25 7,64 33,39 8,30 

Enterobacter 
gergoviae 

6 14,02 12,94 12,17 15,57 54,7 13,67 

7 2,44 2,95 1,45 1,93 8,77 2,19 

8 4,13 3,89 1,97 2,31 12,3 3,07 

Total 37,97 32,5 29,31 36,7 136,48  
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Karena percobaan faktorial, maka JK perlakuan harus diuraikan menjadi JK 

komponen penyusun (JK bakteri dan JK pH) dan JK interaksi bakteri-pH. 

Bakteri pH ∑ histamin 
dari bakteri 6 7 8 

B. megaterium 23,1 4,22 33,39 60,71 

E. gegorviae 54,7 8,77 12,3 75,77 

∑histamin 
pada pH 

77,8 12,99 45,69 136,48 
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Anova 

SK db JK KT F hitung F 5% F 1% 

Ulangan 
Perlakuan : 
Bakteri 
pH 
Interaksi 
Galat 

3 
 

1 
2 
2 
15 

7,87 
 

9,45 
262,53 
173,56 
21,74 

2,62 
 

9,45 
131,36 
86,78 
1,45 

1,8 
 

6,51* 
90,52** 
59,84** 

3,29 
 

4,54 
3,68 
3,68 

5,42 
 

8,68 
6,36 
6,36 

Total 23 475,15 
Keterangan : ** → berbeda sangat nyata 
                    : *   → berbeda nyata 

 
Kesimpulan : Berdasarkan hasil analisis sidik ragam menunjukkan  bahwa F 

hitung bakteri >  F 5 % maka dikatakan berbeda nyata pada taraf 5 % sedangkan 

F hitung pH dan F hitung interaksi bakteri dan pH > dari F 1% maka dikatakan 

berbeda nyata pada taraf 1%. Interaksi bakteri dan pH yang berbeda 

memberikan pengaruh yang berbeda sangat nyata terhadap kadar histamin dari 

hasil penguraian histidin murni. 

Menentukan perlakuan yang paling potensial dengan menggunakan uji BNT 

a. BNT 5% untuk interaksi 
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Perlakuan Rata-rata (mg/l) Lambang 
perlakuan Bakteri pH 

Bacillus 
megaterium 

6 
7 
8 

5,77 
1,05 
8,3 

c 
a 
d 

Enterobacter 
gergoviae 

6 
7 
8 

13,67 
2,19 
3,07 

e 
ab 
b 

BNT 5% 1,81 

 
Kesimpulan : interaksi bakteri Enterobacter gergoviae dan pH 6 mempunyai 

potensi produksi histamin paling tinggi. 
 
b. BNT 5% untuk perlakuan bakteri 
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Perlakuan Bakteri Total Rata-rata (mg/l) Notasi  

Bacillus 
megaterium 

60,71 60,71/12 = 5,06 a 

Enterobacter 
gergoviae 

75,77 75,77/8   = 6,31 b 

BNT 5%                 = 1,04 

 
Kesimpulan : perlakuan bakteri Enterobacter gergoviae mempunyai potensi 

produksi histamin paling tinggi. 
 
c. BNT 5% untuk perlakuan pH 
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Perlakuan pH Total Rata-rata (mg/l) Notasi  

6 77,8 77,8/8 = 9,72 c  

7 12,99 12,99/8 = 1,62 a  

8 45,69 45,69/8 = 5,71 b  

BNT 5%                 = 1,28 

 
Kesimpulan : perlakuan ph 6 mempunyai potensi produksi histamin paling tinggi. 
 
 
 



 

 

2. Hasil Uji CO2 dari penguraian histidin murni 
Perlakuan  Ulangan  Total  Rata-

rata 
(mg/l) 

Bakteri pH 1 2 3 4 

Bacillus 
megaterium 

6 9,98 13,62 13,62 14,98 52,2 13,05 

7 12,48 19,02 14,98 13,62 60,1 15,02 

8 14,98 14,98 21,40 19,97 71,33 17,83 

Enterobacter 
gergoviae 

6 13,62 11,52 19,97 19,97 65,08 16,27 

7 9,98 20,80 14,98 14,98 60,74 15,18 

8 12,48 14,98 20,80 14,98 63,24 15,81 

Total  73,52 94,92 105,75 98,5 372,69  
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Karena percobaan faktorial, maka JK perlakuan harus diuraikan menjadi JK 

komponen penyusun (JK bakteri dan JK pH) dan JK interaksi bakteri-pH. 

Bakteri pH ∑ histamin 
dari bakteri 6 7 8 

B. megaterium 52,2 60,1 71,33 183,63 

E. gegorviae 65,08 60,74 63,24 189,06 

∑ histamin 
pada pH 

117,28 120,84 134,57 372,69 
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Anova 

SK db JK KT F hitung F 5% F 1% 

Ulangan 
Perlakuan : 
Bakteri 
pH 
Interaksi 
Galat 

3 
 

1 
2 
2 
15 

95,98 
 

1,23 
20,84 
27,74 
128,84 

32 
 

1,23 
10,42 
13,87 
8,59 

3,72 
 

0,14 
1,21 
1,61 

3,29 
 

4,54 
3,68 
3,68 

5,42 
 

8,68 
6,36 
6,36 

Total 23 274,63 

Kesimpulan : Berdasarkan hasil analisis sidik ragam menunjukkan  bahwa F 

hitung bakteri, F hitung pH dan F hitung interaksi semua <  F 5% . Interaksi pH 

dan bakteri yang berbeda pada penguraian histidin murni 500 mg tidak 

memberikan pengaruh pada hasil uji CO2 terlarut. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Lampiran 4 : Hasil Teoritis dan Persen Hasil dari Reaksi Kimia 

 C6H9N3O2 → C5H9N3 + CO2 

Unsur Ar 

C 12 

H 1 

O 16 

N 14 

 

Mr C6H9N3O2 = (6x12)+(9x1)+(3x14)+(2x16) = 155 

Mr C5H9N3     = (5x12)+(9x1)+(3x14) = 111 

Mr CO2          = (1x12)+(2x16) = 44 

Mol = massa zat / massa molekul relatif (Mr) 

Massa zat (gr)  = Mol x massa molekul relatif (Mr)  

Massa C6H9N3O2   = 1 x 155 gr 

Massa C5H9N3    = 1 x 111 gr 

Massa CO2    = 1 x 44 gr 

Dalam reaksi ini kadar histidin (C6H9N3O2) sebesar 0,5 gr, maka berdasarkan 

hitungan reaksi kimia massa C5H9N3 dan CO2  : 

Massa C6H9N3O2 = 0,5/155 x 155 gr  

= 0,5 gr 

= 500 mg 

Massa C5H9N3  = 0,5/155 x 111 gr 

   = 0,358 gr 

   = 358 mg 

Massa CO2  = 0,5/155 x 44 gr 

   = 0,142 gr 

   = 142 mg 

      

 



 

 

Tabel Hasil  Penguraian Histidin Menjadi Histamin dan Karbondioksida 

Perlakuan Rata-rata 

Histamin (mg/l) Karbondioksida (mg/l) 

A 5,77 13,05 

B 1,05 15,02 

C 8,30 17,83 

D 13,67 16,27 

E 2,19 15,18 

F 3,07 15,81 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Lampiran 5 : Hasil Uji Histamin   

 

 


