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RINGKASAN 
 

Ari Yusuf Bahtiyar. Laporan Skripsi dengan judul Uji Aktivitas Metabolit         
Bakteri Perairan Mangrove (Planococcus sp) Yang Didialisis  Dengan Kantong 
Selofan Sebagai Pengurai Histidin Menjadi Histamin (dibawah bimbingan                      
Dr. Ir. Happy Nursyam, MS dan Ir. Yahya, MP) 

 
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. Histamin  merupakan modulator 
penting untuk beberapa proses fisiologis, termasuk neurotransmisi, sekresi asam 
lambung, dan kesehatan otot polos. Biosintesis histamin dari histidin dikatalis 
oleh enzim L-histidin dekarboksilase (Wikipedia, 2011). Planococcus sp memiliki 
sel bulat, dengan ukuran diameter 1,0-1,2 µm, memiliki sel tunggal, motil, setiap 
sel biasanya memiliki satu atau dua flagella, tetapi ada juga yang memilki tiga 
atau empat flagella, tidak ada pembentukan spora, dan termasuk gram positif. 
Bersifat chemoorganotrophs (sistem metabolisme berhubungan dengan 
pernafasan tidak pernah berfermentasi, tidak bisa memproduksi asam atau gas 
dari glukosa, maltose, laktosa, sukrosa). Hidup pada suhu 20ºC - 37ºC, dapat 
ditemukan di air laut, tetapi biasanya sering ditemukan di muara                     
(Holt, et al., 1994). 

Penelitian pendahuluan dilaksanakan pada tanggal 16-18 Agustus 2011 
dan pada bulan Desember 2011 di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Perikanan 
dan Ilmu Kelautan Universitas Brawijaya Malang. Dilanjutkan penelitian inti pada 
bulan Januari – Maret 2012 di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Perikanan dan 
Ilmu Kelautan Universitas Brawijaya serta di Laboratorium Sentral Biomedik 
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. 

 Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksploratif. 
Menurut Amirin (2009), metode eksploratif merupakan salah satu pendekatan 
dalam penelitian. Metode eksploratif berupaya menemukan informasi umum 
mengenai sesuatu topik/masalah yang belum dipahami sepenuhnya oleh 
seorang peneliti. Jadi, penelitian eksploratif merupakan salah satu pendekatan 
penelitian yang digunakan untuk meneliti sesuatu (yang menarik perhatian) yang 
belum diketahui, belum dipahami, belum dikenali, dengan baik. 

Hasil rerata pendegradasian histidin menjadi histamin oleh metabolit 
kasar Planococcus sp. sebesar 4,39 mg/kg, Presipitasi 30% sebesar 1,95 mg/kg, 
presipitasi 40% sebesar 4,82 mg/kg, presipitasi 50% sebesar 2,44 mg/kg, 
presipitasi 60% sebesar 4,74 mg/kg, presipitasi 70% sebesar 3,56 mg/kg. Dan 
untuk dialisat mempunyai nilai rerata kadar histamin sebesar 20,37 mg/kg. 
Kemudian untuk hasil uji konsentrasi protein pada masing-masing tingkat 
pemurnian yaitu yang pertama adalah metabolit kasar sebesar 4,83 mg/ml, untuk 
presipitasi 40% sebesar 12,077 mg/ml dan untuk dialisat sebesar 99,033 mg/ml. 

Perlu adanya penelitian lebih lanjut mengenai karakteristik yang lebih 
spesifik lagi pada enzim Planococcus sp. semisal penguraian pada ph tertentu 
dan pada suhu tertentu. Serta perlu dilakukan teknik pemurnian enzim yang lebih 
murni semisal memakai filtrasi gel atau kromatografi lainya sehingga karakter 
dari enzim bisa terlihat lebih spesifik. 
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1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

 Keberadaan bakteri di ekosistem mangrove memiliki arti yang sangat 

penting dalam menguraikan serasah daun-daun mangrove menjadi bahan 

organik yang digunakan sebagai sumber nutrisi bagi organisme yang mendiami 

hutan mangrove. Bakteri dan fungi merupakan mikroorganisme yang melakukan 

dekomposisi. Hasil dari dekomposisi merupakan makanan bagi organisme 

pemakan detritus yang kebanyakan terdiri atas hewan-hewan invertebrata. 

Organisme pemakan detritus yang selanjutnya akan dimakan oleh ikan dan 

Crustacea lainnya (Sikong, 1978). 

Planococcus sp memiliki sel bulat, dengan ukuran diameter 1,0-1,2 µm, 

memiliki sel tunggal, motil, setiap sel biasanya memiliki satu atau dua flagella, 

tetapi ada juga yang memilki tiga atau empat flagella, tidak ada pembentukan 

spora, dan termasuk gram positif. Bersifat chemoorganotrophs (sistem 

metabolisme berhubungan dengan pernafasan tidak pernah berfermentasi, tidak 

bisa memproduksi asam atau gas dari glukosa, maltose, laktosa, sukrosa). Hidup 

pada suhu 20ºC - 37ºC, dapat ditemukan di air laut, tetapi biasanya sering 

ditemukan di muara (Holt, et al., 1994).  

 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. Histamin merupakan modulator 

penting untuk beberapa proses fisiologis, termasuk neurotransmisi, sekresi asam 

lambung, dan kesehatan otot polos. Biosintesis histamin dari histidin dikatalis 

enzim L-histidine decarboxylase. Enzim yang berkaitan adalah pyridoxal 
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phosphate (PDP)- dekarboksilase terikat dan merupakan enzim paling spesifik 

untuk substrat histidin (Wikipedia, 2011). 

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 

histamin yang mempunyai pengaruh terhadap efek fisiologis manusia (Aflal et al. 

2006). Histamin merupakan perubahan dari histidin yang terbentuk di dalam 

makanan karena aktivitas dari bakteri penghasil enzim histidin dekarboksilase  

(Taylor dan Behling, 1982).  

Histamin adalah senyawa yang berada dalam daging ikan yang 

diproduksi secara biologis melalui proses dekarboksilase asam amino bebas 

(Keer, et al., 2002). Histamin adalah bagian dari berbagai senyawa karakteristik 

terized dengan kehadiran kelompok histamin tertentu terjadi secara alami 

diberbagai tumbuhan dan hewan. histamin berkembang sebagai hasil dari 

dekarboksilasi asam amino melalui aksi anaerob (Karovicova, et al., 2003). 

Pembentukan histamin ini tergantung dari ketersediaan asam amino bebas, 

keberadaan dekarboksilase yang dikandung oleh mikroorganisme (bakteri 

dengan enzim yang dapat menyebabkan dekarboksilase asam amino bebas) dan 

juga kondisi yang mendukung pertumbuhan mikroba dan aktivitas enzimatis 

(Putro, 2002) 

Untuk memisahkan protein enzim tertentu dari ekstrak kasar yang 

mengandung banyak unsur lain maka dilakukan isolasi atau pemurnian enzim 

(Aulanni’am, 2004). Teknik pemisahan enzim dari sel dan komponen lain 

dipengaruhi oleh keberadaan enzim tersebut. Ekstraksi dan isolasi enzim 

ekstraseluler lebih mudah, karena telah berada diluar sel, sehingga tidak perlu 

memecah dinding sel. Sedangkan enzim intraseluler merupakan enzim yang 

melekat pada membran, dilindungi oleh dinding sel yang kuat, maka proses 
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pemisahan enzim harus memperhatikan metode – metode pemecahan sel untuk 

mengeluarkan enzim (Suhartono, 1989). Untuk mengekstrak enzim intraseluler 

diperlukan pengerusakan dan penghancuran dinding sel secara kimiawi yaitu 

dengan menambahkan gula, gliserol, asam atau basa maupun bahan organik 

lain. Bahan ini dipilih yang sesuai untuk menghasilkan pH dimana stabilitas 

enzim tetap maksimal (Othmer, 1987). 

Pemurnian enzim dapat dilakukan berdasarkan sifat-sifat enzim sebagai 

protein yang berbeda dalam hal kelarutan, muatan serta ukuran atau berat 

molekulnya (Lehninger, 1995). Metode-metode pemurnian enzim antara lain 

pengendapan, filtrasi membran, kromatografi adsorbsi, kromatografi afinitas dan 

filtrasi gel (Smith, 1993). Metode yang paling sering digunakan adalah 

pengendapan dengan konsentrasi garam bervariasi (Aulanni’am, 2004). 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Dalam penelitian sebelumnya (Nento, et al., 2011) tentang penguraian 

histidin menjadi histamin oleh metabolit kasar bakteri didapatkan hasil 

kandungan histamin tertinggi yaitu dari larutan histidin yang ditambahkan dengan 

metabolit kasar Planococcus sp. Berdasarkan uraian diatas maka dapat 

permasalahan sebagai berikut : 

- Apakah kadar histamin akan semakin tinggi seiring bertingkatnya 

pemurnian dari metabolit kasar Planococcus sp ? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian ini adalah : 

- Untuk menguji aktivitas penguraian histidin murni menjadi histamin dari 

masing-masing tingkat pemurnian metabolit kasar Planococcus sp.  
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1.4 Kegunaan Penelitian 

Kegunaan dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi 

kepada pihak yang berkepentingan tentang aktivitas dari masing-masing tingkat 

pemurnian metabolit kasar Planococcus sp. dalam peranannya menguraikan 

histidin menjadi histamin. 

 

1.5 Waktu dan Tempat 

 Penelitian pendahuluan dilaksanakan pada tanggal 16-18 Agustus 2011 

dan pada bulan Desember 2011 di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Perikanan 

dan Ilmu Kelautan Universitas Brawijaya Malang. Kemudian dilanjutkan 

penelitian inti pada bulan Januari – Maret 2012 di Laboratorium Mikrobiologi 

Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan Universitas Brawijaya serta di 

Laboratorium Sentral Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya 

Malang. 
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2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1   Planacoccus sp. 

Klasifikasi Planococcus sp menurut Bergey’s Classification of Bacteria 

(2012), adalah sebagai berikut : 

Kerajaan : Bacteria 

Filum  : Firmicutes 

Kelas  : Bacilli 

Ordo  : Bacillales 

Famili  : Planococcaceae 

Genus  : Planococcus  

Spesies : Planococcus sp. 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Planococcus sp. (Anam, 2010) 

Menurut Holt, et al., 1994, bentuk sel Planococcus citreus adalah bulat, 

dengan ukuran diameter 1,0-1,2 µm, memiliki sel tunggal, motil, setiap sel 

biasanya memiliki satu atau dua flagella, tetapi ada juga yang memilki tiga atau 

empat flagella, tidak ada pembentukan spora, dan termasuk gram positif. Bersifat 

chemoorganotrophs (sistem metabolisme berhubungan dengan pernafasan tidak 

pernah berfermentasi, tidak bisa memproduksi asam atau gas dari glukosa, 

maltose, laktosa, sukrosa). Hidup pada suhu 20ºC - 37ºC, dapat ditemukan di air 

laut, tetapi biasanya sering ditemukan di muara. 
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Planococcus sp. adalah bakteri gram positif berbentuk bulat atau kokus 

yang berhabitat di lautan yang sangat toleran dengan kondisi garam yang tinggi 

dan tidak bersifat patogen terhadap tanaman (Holt et al., 1994). 

 

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. Histamin  merupakan modulator 

penting untuk beberapa proses fisiologis, termasuk neurotransmisi, sekresi asam 

lambung, dan kesehatan otot polos. Biosintesis histamin dari histidin dikatalis 

enzim L-histidine decarboxylase. Enzim yang berkaitan adalah pyridoxal 

phosphate (PDP)- dekarboksilase terikat dan merupakan enzim paling spesifik 

untuk substrat histidin (Wikipedia, 2011). 

Ikan-ikan golongan scombroid biasanya memiliki kandungan histidin 

dengan kadar tinggi yang akan diubah menjadi histamin oleh bakteri pembentuk 

histamin yang memiliki histidin dekarboksilase jika kondisi penyimpanan tidak 

dapat mengontrol pertumbuhan bakteri (Mc Lauchin et al., 2005). 

 

2.3   Pemurnian Enzim Histidin Dekarboksilase 

Enzim pada umumnya dihasilkan di dalam sel, beberapa diekstrak melalui 

dinding sel dan dapat berfungsi di luar sel. Jadi dikenal 2 tipe enzim yaitu enzim 

ekstraselular (berfungsi di luar sel) dan enzim intraselular (berfungsi di dalam 

sel). Fungsi utama enzim ekstraselular adalah mengubah nutrien disekitarnya 

sedemikian hingga nutrien tersebut masuk ke dalam sel. Sedangkan enzim 

intraselular mensintesis bahan selular atau menguraikan nutrien untuk 

menyediakan energi yang dibutuhkan sel. Untuk memisahkan protein enzim 
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tertentu dari ekstrak kasar yang mengandung banyak unsur lain maka dilakukan 

isolasi atau pemurnian enzim (Aulanni’am, 2004). 

Isolasi enzim ekstraselular lebih mudah dibanding enzim intraselular 

karena tanpa pemecahan sel. Proses isolasi enzim mengandung pengertian 

pelepasan enzim dari sel yang dapat dilakukan secara mekanik, fisik, kimiawi, 

dan enzimatik melalui penghancuran membran dan dinding sel               

(Muchtadi, et al., 1992).  

Menurut Judoamidjojo et al. (1992) pemisahan partikel dari larutan pada 

metode sentrifugasi termasuk pemisahan sel-sel dari medium biakan atau 

penyingkiran hancuran sel serta pengumpulan endapan. Menurut Rahayu (1991) 

menjelaskan bahwa sentrifugasi dilakukan pada kecepatan dan gaya berat 

tertentu sehingga sel-sel mikroorganisme mengendap dan supernatan 

merupakan cairan yang berisi enzim. Isolasi enzim dilakukan pada suhu rendah 

dan campuran ditambah larutan penyangga (buffer) untuk mempertahankan 

kestabilan enzim. Enzim yang diharapkan nantinya akan berada pada lapisan air 

(supernatan).  

Pemurnian enzim dapat dilakukan berdasarkan sifat-sifat enzim sebagai 

protein yang berbeda dalam hal kelarutan, muatan, dan ukuran atau berat 

molekulnya (Lehninger, 1982) .Beberapa metode pemurnian enzim adalah 

pengendapan, filtrasi membran, kromatografi adsorpsi, kromatografi afinitas, dan 

filtrasi gel (McKee dan McKee, 2003). 

Menurut Sorensen et al. (1999) metode pengendapan dengan 

konsentrasi garam bervariasi dilakukan dengan menambahkan garam amonium 

sulfat ke dalam ekstrak kasar enzim disertai dengan pengadukan pada suhu 

rendah. Garam yang ditambahkan dapat berupa amonium sulfat, natrium sulfat, 

natrium fosfat dan sebagainya tergantung pada jenis enzim. 
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Menurut Suhartono (1989) amonium sulfat lebih disukai karena 

kelarutannya tinggi, harga relatif murah, dan umumnya tidak mempengaruhi 

struktur protein. Konsentrasi garam amonium sulfat yang ditambahkan akan 

mempengaruhi kelarutan protein. Pada konsentrasi rendah, ion-ion garam akan 

mengelilingi molekul protein dan mencegah bersatunya molekul-molekul ini, 

sehingga protein melarut peristiwa ini disebut salting in. Pada konsentrasi tinggi, 

terjadi peningkatan muatan listrik di sekitar protein, yang akan menarik mantel air 

dari koloid protein. Interaksi hidrofobik diantara sesama molekul protein pada 

suasana ionik tinggi akan menurunkan kelarutan protein. Peristiwa ini disebut 

salting out. Salting out dengan garam ini dapat digunakan untuk memisahkan 

protein dari komponen terlarut lainnya. Seringkali penggumpalan dengan cara 

salting out dilakukan pada suhu rendah (40C). Supaya enzim tidak rusak karena 

suhu tinggi diatas 40C. Enzim yang telah menggumpal dipisahkan dari 

supernatan dengan sentrifus. Enzim ini masih belum murni dan tercampur 

dengan protein lainnya walaupun sudah bebas dari komponen non protein. 

Menurut Davidson dan Sittman (1999) penambahan amonium sulfat 

berpengaruh terhadap protein yang terendapkan selama proses pemurnian. Ion-

ion garam amonium sulfat akan berkompetisi dengan protein untuk menarik 

molekul air. Ion-ion garam memiliki kelarutan lebih besar dibandingkan dengan 

protein sehingga ion garam akan menarik molekul air dari protein enzim. Protein 

akan berinteraksi membentuk gumpalan dan mengendap. Proses ini dilakukan 

pada suhu (40C) sehingga protein akan mengendap tanpa terdenaturasi. 

Garam yang tersisa pada endapan enzim dipisahkan dengan dialisis 

(McKee dan McKee, 2003). Dialisis merupakan proses pemisahan molekul yang 

lebih besar melalui membran semipermiabel. Pada proses ini terjadi 

perpindahan, garam amonium sulfat yang mempunyai berat molekul lebih kecil 

dari sampel menuju dalam larutan buffer. Pada waktu garam bergerak melalui 
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pori-pori membran, garam teradsorpsi pada permukaan membran dan 

selanjutnya bergerak dari sisi membran yang satu ke sisi membran yang lain. 

Difusi garam terjadi karena adanya perbedaan ukuran molekul sehingga 

menyebabkan garam terpisah dari protein (Sorensen et al. 1999). 

Dialisis merupakan proses pemisahan molekul yang lebih besar melalui 

membran semipermiabel. Membran ini dapat dilewati oleh molekul-molekul kecil 

saja tapi tidak untuk molekul-molekul besar. Pada proses ini terjadi perpindahan 

garam amonium sulfat yang mempunyai berat molekul lebih kecil dari satu sisi 

membran ke sisi yang lain terjadi karena adanya gradien konsentrasi. Perbedaan 

kecepatan difusi melalui membran timbul karena adanya perbedaan ukuran 

molekul yang menyebabkan garam terpisah dari protein (Sorensen et al.1999). 

Membran dialisis untuk protein mempunyai ukuran bervariasi dan yang biasa 

digunakan adalah ukuran 10-100 µm (Janson dan Ryden, 1998). 

 

2.4   Histamin 

 Histamin merupakan komponen dasar nitrogen yang dibentuk terutama 

oleh dekarboksilasi asam amino atau dengan transminasi dari Aldehid dan keton. 

Histamin 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 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 histamin akibat sanitasi 

yang buruk selama pengolahan maupun penyimpanan. Senyawa histamin yang 

sering terbentuk pada ikan pindang adalah histamin (Danur, 1993). 
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Histamin merupakan molekul organik berbobot rendah yang diproduksi 

oleh sebagian besar dekarboksilasi asam amino dari beberapa aksi mikroba 

tertentu. beberapa diantaranya berperan dalam fungsi fiologis tubuh manusia 

dan hewan, seperti regulasi suhu tubuh, volume lambung, ph lambung dan 

aktivitas otak (Munoz, 2008). 

Kandungan histamin pada makanan bergantung pada proses bioteknologi 

yang ruwet dalam prosedur produksi. Ini dipengaruhi oleh faktor tertentu seperti 

pertumbuhan bakteri, tersedianyan asam-asam amino bebas, perkembangan 

mikrobia seperti itu, availabilitas dari amino asam bebas, adanya enzim 

dekarboksilasi dan kondisi suhu yang ditinggikan. Enzim yang dilibatkan dalam 

produksi  histamin, histidine decarboxylase, memerlukan suhu lebih besar dari 

15o C dan 30o C adalah suhu optimum. Pada area tropis di dunia, ikan sering 

tertangkap di suhu melebihi 20° C. apabila ikan tid ak didinginkan dengan 

seketika, kondisi baik untuk produksi histamin asalkan  bakteri mengandung 

enzim histidin dekarboksilase. Pertumbuhan bakteri akan terhenti pada suhu 

rendah dari 5o C, bagaimanapun aktivitas enzymatik akan tetap berlanjut, 

menghasilkan dalam produksi amin selanjutnya (Ahmed, 1991). 

Histamin merupakan perubahan dari histidin yang terbentuk di dalam 

makanan karena aktivitas bakteri penghasil enzyme histidin dekarboksilase. 

Beberapa bakteri dilaporkan memiliki aktivitas histidin dekarboksilase yang 

terbatas, tetapi hanya Proteus morganii, Klebsiella pneumoniae, dan Hafnia alvei 

telah diteliti merupakan anggota organisme beracun pada histamin. Namun, 

usaha isolasi dan identifikasi bakteri penghasil histamin dicoba pada sampel 

yang didapat dari kasus keracunan makanan. Ada kemungkinan sejumlah jenis 

bakteri diidentifikasi tetap memproduksi histamin (Taylor dan Behling, 1982). 
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pada tubuh manusia. Dalam takaran fisiologis, histamin memikul tugas sebagai 

substansi yang berperan dalam sekresi asam lambung, tetapi dengan dosis 

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

 

2.5 Uji Spektrofluorometri
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Gambar 2. Perubahan Histidin Menjadi Histamin
(Purves, et al., dalam Widiastuty, 2004) 

asi histidin membentuk histamin, yaitu suatu reaksi di jaringan 

tubuh mamalia yang dikatalis oleh enzim dekarboksilase asam L

yang memiliki spesifitas yang luas. Enzim ini juga mengkatalis reaksi 

dekarboksilasi dopa, 5-hidroksi-triptofan, fenilalanin, tirosin dan triptofa

metil yang menghambat aktivitas dekarboksilasi digunakan di klinik 

hipertensi (Rodwell, et al., 2003).  

Tingginya kadar histamin dalam makanan ini merupakan dampak aktivitas 

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

pada tubuh manusia. Dalam takaran fisiologis, histamin memikul tugas sebagai 

substansi yang berperan dalam sekresi asam lambung, tetapi dengan dosis 

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

Spektrofluorometri 

Spektrofluorometri adalah metode analisis kimia kuantitatif yang 

flourecence. Flourecence dan phosporecence adalah bagian dari 

, 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 
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, 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 

triptofan, fenilalanin, tirosin dan triptofan. Asam 

metil yang menghambat aktivitas dekarboksilasi digunakan di klinik 

Tingginya kadar histamin dalam makanan ini merupakan dampak aktivitas 

ya  bukan zat yang asing 

pada tubuh manusia. Dalam takaran fisiologis, histamin memikul tugas sebagai 

substansi yang berperan dalam sekresi asam lambung, tetapi dengan dosis 

Spektrofluorometri adalah metode analisis kimia kuantitatif yang 

adalah bagian dari 

, yaitu tipe spektroskopi optik dimana sebuah molekul tereksitasi 

k dan radiasi inframerah dekat. 

Molekul tereksitasi akan kembali kepada keadaan dasar atau ke tingkat eksitasi 
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lebih rendah, dengan mengemisikan sinar. Sinar yang diemisikan inilah yang 

akan diukur (Widodo, 2010). 

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

 

 

 

 

Gambar  3. 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 spektrum 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. 

Dalam Modul Kuliah (2007), spektrofotometri fluoresensi 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 

berfluoresensi mempunyai intensitas maksimum pada panjang gelombang yang 

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

eksitasi (gelombang pita penyerapan sinar yang membangkitkannya). 
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Pengukuran intensitas fluoresensi dapat dilakukan dengan suatu fluorometer 

filter sederhana. Instrument yang dipergunakan  bermacam-macam  mulai dari 

yang paling sederhana (filter fluorometer) sampai ke yang sangat kompleks yaitu 

spektrofotometer. 

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 alat spektroflourometer dapat dilihat 

pada gambar 4. 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4. Alat Spektroflourometri (Perkin; Elmer, 1981) 
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3.  MATERI DAN METODE PENELITIAN 

 

3.1 Materi Penelitian 

3.1.1 Bahan Penelitian 

Bahan utama yang digunakan adalah biakan murni bakteri endogenous 

mangrove yaitu Planococcus sp. dengan kepadatan 109 koloni/ml yang diperoleh 

dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya 

Malang. 

Bahan pendukung dalam penelitian ini antara lain : Media TSB untuk 

pertumbuhan bakteri, ammonium sulfat, larutan buffer fosfat, kantong selofan 10 

kDa, larutan EDTA, aquadest. Bovine Serum Albumin (BSA), reagen biuret untuk 

pengujian kadar protein. Serbuk histidin murni dan aquabidest untuk uji aktivitas 

dekarboksilase. 

 

3.1.2 Alat Penelitian 

Peralatan yang digunakan untuk penelitian ini antara lain : kulkas, 

laminaran, tabung reaksi, rak tabung reaksi bertutup, erlenmeyer, pipet volum, 

beaker glass, timbangan digital, arloji, jarum osse, gelas ukur, spatula, bunsen, 

botol semprot, nampan, inkubator, autoklaf, waterbath shaker dan sentrifuse 

dingin kecepatan sampai 20.000 rpm. Peralatan pendukung dalam penelitian ini 

antara lain : aerator, botol kaca 100 ml, botol vial, mikro pipet, ependorf, 

magnetik stirrer, pH meter, spektrofotometer (Shimadzu UV-VIS 1700). 
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3.2  Metode Penelitian 

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksploratif. 

Menurut Amirin (2009), metode eksploratif merupakan salah satu pendekatan 

dalam penelitian. Metode eksploratif berupaya menemukan informasi umum 

mengenai sesuatu topik/masalah yang belum dipahami sepenuhnya oleh 

seorang peneliti. Jadi, penelitian eksploratif merupakan salah satu pendekatan 

penelitian yang digunakan untuk meneliti sesuatu (yang menarik perhatian) yang 

belum diketahui, belum dipahami, belum dikenali, dengan baik. 

Metode eksploratif bertujuan untuk memperoleh pengetahuan tentang 

suatu gejala, sehingga setelah melalui tahap observasi, masalah serta 

hipotesisnya dapat dirumuskan. Dalam penelitian eksploratif ini pengetahuan 

tentang gejala yang hendak diteliti masih sangatlah terbatas dan juga merupakan 

langkah pertama bagi penelitian yang lebih mendalam lagi (Singarimbun dan 

Effendi, 1989). 

 

3.3 Prosedur Penelitian 

3.3.1 Pembiakan Bakteri 

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). Selain itu alat yang 

harus disterilkan yaitu laminaran, dengan cara menyemprot bagian dalamnya 

dengan cairan aseptis (alkohol 70%), kemudian lap semua bagiannya 

menggunakan serbet makan bersih agar aseptis, ditutup kaca laminaran dan 
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menekan tombol UV untuk menghidupkan sinar UV pada alat yang berfungsi 

sebagai pensteril laminar flow selama 1 jam. Sambil menunggu laminar flow 

selesai disterilkan, kemudian membuat larutan untuk perkembangbiakan bakteri 

Planococcus sp. yaitu media TSB. Pertama yaitu menimbang media TSB 

sebanyak 18 gram menggunakan timbangan digital. Kemudian media TSB 

dimasukkan kedalam erlenmeyer 1000 ml dan diberi aquades sebanyak 600 ml, 

lalu diaduk dengan spatula sampai homogen. Kemudian didapatkan media cair, 

lalu dimasukkan ke dalam masing-masing erlenmeyer sebayak 100 ml. Setelah 

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

15 menit dengan tujuan menghilangkan kontaminan yang ada pada media. 

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

ketika diberi perlakuan lebih lanjut. Adapun komposisi dari media TSB dapat 

dilihat pada Tabel 1 di bawah ini :  

Tabel 1. Komposisi Medium Tryptone Soya Broth (TSB) 
 

 

 

 

Setelah 1 jam, sinar UV pada laminar flow dimatikan lalu lampu laminar 

flow dinyalakan untuk memudahkan penglihatan pada saat penanaman bakteri. 

laminar flow bagian dalam disemprot dengan alkohol agar aseptis. Kemudian 

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

kontaminasi saat penanaman bakteri. Kemudian bunsen dinyalakan dan 

diletakkan ke dalam laminar flow beserta isolat murni Planococcus sp. dan media 

cair yang diletakkan di rak tabung reaksi. Lalu jarum osse pada bagian ujungnya 

disemprot dengan alkohol dan dipanaskan di atas bunsen. Hal tersebut dilakukan 

untuk menghindari kontaminasi alat pada saat penanaman bakteri. Kemudian 

Formula  Gram per liter 
Casein 
Soybean Meal 
Sodium Chloride 
Dipotassium Phosphate 
Dextrose 

17 
3 
5 

2,5 
2,5 



17 
 

diambil sampel bakteri yang akan dibiakkan, dibuka tutup tabung sambil 

dipanaskan diatas bunsen untuk menjaga kondisi tetap aseptis. Jarum osse 

disentuhkan di media isolat bakteri untuk mengurangi panas dari jarum osse, 

sehingga bakteri yang diambil tidak mati. Selanjutnya diambil sebanyak 1 osse 

bakteri dengan cara menggores isolat dan dimasukkan kedalam media cair baru 

yang telah disiapkan (jarum osse dimasukkan di permukaan saja agar tidak 

terjadi kontaminasi, karena hanya bagian ujung jarum osse yang disterilkan). 

Bakteri yang telah diinokulasi pada media baru, dipanaskan lagi diatas bunsen 

bagian permukaan erlenmeyernya dan segera ditutup. Jarum osse dipanaskan 

diatas bunsen lagi bagian ujungnya agar kembali steril saat digunakan untuk 

membiakkan bakteri yang lain. Setelah itu, bakteri dan media dihomogenkan, lalu 

diinkubasi pada suhu 370 C selama 24 jam. Setelah diinkubasi, dilihat ada atau 

tidak endapan pada media, dimana adanya endapan berarti pembiakan telah 

berhasil dilakukan. Erlenmeyer diberi label nama bakteri yang telah dibiakkan 

agar tidak terjadi kesalahan pada saat pengamatan perlakuan. Prosedur kerja 

pembuatan media cair dan peremajaan bakteri dapat dilihat pada gambar 5 dan 

gambar 6 sebagai berikut. 

Gambar 5. Skema Kerja Pembuatan Media Cair 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TSB 

Diinkubasi dengan suhu 37°C selama 24 jam 

Dimasukkan ke dalam 6 erlenmeyer sebanyak @ 100 ml 

Ditimbang sebanyak 18 gram 

Dilarutkan kedalam 600 ml aquades 

Hasil 
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Gambar 6. Skema Kerja Peremajaan Bakteri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.2 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 sampel metabolit dari 

bakteri Planococcus sp. tersebut. Sebanyak 10 % dari hasil pengayaan, yang 

berarti sebanyak 10 ml bakteri dan 90 ml medium TSB + NaCl 2%, dicampur ke 

dalam erlenmeyer 250 ml. Selanjutnya di shaker dalam waterbath pada suhu 

30°C. Setiap 1 jam sekali sampel bakteri diambil da n 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. 

 

Diambil 1 osse 

Dimasukkan dalam erlenmeyer yang berisi media TSB 100 ml  

Dihomogenkan 

Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam 

Hasil 

Bakteri 
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3.3.3 Pemanenan Metabolit Kasar Bakteri 

Setelah dilakukan pengamatan fase-fase pertumbuhan bakteri, maka kita 

dapat mengetahui pada jam ke berapakah bakteri tersebut memasuki fase 

eksponensial. Sampel metabolit 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 

senyawa bioaktif yang dapat dipanen dari bakteri tersebut. 

Langkah pertama untuk pembuatan metabolit kasar yaitu menginokulasi  

kultur cair isolat bakteri pada Erlenmeyer dengan menggunakan media TSB 

kemudian diinkubasi dengan suhu 370C selama 24 jam. Setelah perlakuan 

tersebut media akan menjadi keruh hal ini dikarenakan bakteri tersebut 

mengalami pertumbuhan. Proses selanjutnya adalah disentrifugasi 

menggunnakan alat sentrifuge dingin dengan kecepatan 12.000 rpm selama 15 

menit dengan suhu alat 40C, suhu ini digunakan pada alat tersebut dikarenakan 

dengan kecepatan 12.000 rpm sampel tersebut akan panas sehingga dapat 

merusak nutrisi-nutrisi yang ada di dalamnya, maka dari itu digunakan suhu ini 

untuk menghindari terjadinya kerusakan pada nutrisi yang ada di dalamnya. 

Proses sentrifugasi ini dilakukan dua kali, hal ini dikarenakan untuk mendapatkan 

metabolit kasar yang lebih murni. Menurut Heruwati et al., (2007) sentrifugasi 

harus menggunkan kecepatan 11.000 rpm sampai dengan 15.000 rpm selama 

15 menit, supaya ekstrak enzim dapat dipisahkan dari sel bakteri. Prosedur kerja 

isolasi metabolit kasar bakteri dapat dilihat pada Gambar 7. 
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Gambar 7. Isolasi Metabolit Kasar Bakteri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.4   Pemurnian Enzim Kasar 

3.3.4.1 Pengendapan dengan Amonium Sulfat  

Memisahkan protein dari protein yang berbeda dan juga dengan non 

protein dari crude protein. Konsentrasi ammonium sulfat yang tinggi akan 

meningkatkan muatan listrik disekitar protein yang akan menarik mantel air dari 

koloid protein (Aulanni`am, 2004). 

Penambahan amonium sulfat berpengaruh terhadap protein yang 

terendapkan selama proses pemurnian. Ion-ion garam amonium sulfat akan 

berkompetisi dengan protein untuk menarik molekul air. Ion-ion garam memiliki 

kelarutan lebih besar dibandingkan dengan protein sehingga ion garam akan 

menarik molekul air dari protein enzim. Protein-protein enzim akan berinteraksi 

membentuk gumpalan dan mengendap (Davidson dan Sittman, 1999). Endapan 

enzim yang terbentuk dipisahkan dengan sentrifugasi (Deustcher, 1990). 

Inokulasi kultur cair isolat bakteri 

Diinkubasi suhu 37oC selama 24 jam 

Media menjadi keruh jika ada pertumbuhan 

Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 15 menit suhu 
alat 4oC 

Diambil supernatan 

Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 15 menit suhu 
alat 4oC 

Diambil supernatan 
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Skema pengendapan metabolit kasar Planococcus sp. dengan menggunakan 

ammonium sulfat ini bisa dilihat pada Gambar 8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.4.2 Dialisis 

 Prinsip dialisis adalah difusi garam amonium sulfat melalui membran 

semipermiabel. Pada proses dialisis terjadi pemisahan molekul yang lebih besar 

melalui membran semipermiabel, membran ini dapat dilewati oleh molekul-

molekul kecil saja tapi tidak untuk molekul-molekul besar. Pada proses ini terjadi 

perpindahan garam amonium sulfat yang mempunyai berat molekul lebih kecil 

dari satu sisi membran ke sisi yang lain terjadi karena adanya gradien 

konsentrasi. Perbedaan kecepatan difusi melalui membran timbul karena adanya 

Gambar 8. Skema Kerja Presipitasi dengan Amonium Sulfat 

Metabolit Ekstraseluler Kasar 10 ml 

Ditambahkan amonium sulfat konsentrasi 
30%, 40%, 50%, 60% dan 70% 

Dihomogenkan 

Didiamkan selama semalam pada suhu 4ºC 

Endapan dipisahkan dengan sentrifuse kecepatan 
15.000 rpm selama 15 menit suhu alat 4ºC 

Endapan diresuspensi dengan menggunakan buffer 
fosfat 0,1 M 

Uji konsentrasi protein 
Uji aktivitas dekarboksilase 
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perbedaan ukuran molekul yang menyebabkan garam terpisah dari protein 

(Sorensen et al., 1999).  

Preparasi Dialisis 

� Pelet hasil endapan dengan ammonium sulfat  

� Buffer fosfat 0,1 M pH 7 dibuat dengan cara sebagai berikut : 

� Larutan A = 0,028392 gr Na2HPO4 dilarutkan dalam 2 mL aquades  

� Larutan B = 0,143256 gr Na2HPO4.12H2O dilarutkan dalam 4 mL 

aquades 

� Diambil larutan A (1,95 mL) dan larutan B (3,05 mL), kemudian dicek 

pH 7 dan ditambahkan aquades hingga 10 mL 

� Perhitungan Na2HPO4 = M x V x BM 

 = 0,1 x 0,002 Lx 141,96 

 = 0,028392 g  

� Perhitungan Na2HPO4.12H2O = M x V x BM 

 = 0,1 x 0,004 Lx 358,14 

 = 0,143256 g  

� Buffer fosfat 0,05 M pH 7 dibuat dengan cara sebagai berikut : 

� Larutan A   = 1,41 gr Na2HPO4 dilarutkan dalam 200 mL aquades 

� Larutan B = 6,267 gr Na2HPO4.12H2O dilarutkan dalam 350 mL 

aquades 

� Diambil larutan A (195 mL) dan larutan B (305 mL), kemudian dicek pH 

7 dan ditambahkan aquades hingga 1 L.  

� Perhitungan Na2HPO4 = M x V x BM 

 = 0,05 x 0,02 Lx 141,96 

 = 1,41 g  
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� Perhitungan Na2HPO4.12H2O = M x V x BM 

 = 0,05 x 0,35 Lx 358,14 

 = 6,267 g  

� Na2CO3 5% dibuat dengan cara 5 gr Na2CO3 dilarutkan dalam 100 mL 

aquades 

� EDTA 50 mM pH 7 dibuat dengan cara 1,861 gr EDTA dilarutkan dalam 100 

mL aquades  

� Preparasi Kantong selofan 10 kDa  

� Didihkan 100 mL larutan Na2CO3 5% diatas hot plate kemudian 

masukkan kantong selofan selama 15 menit, kemudian dicuci 

dengan aquades. 

� Didihkan 100 mL larutan EDTA 50 mM pH 9 diatas hot plate 

kemudian masukkan kantong selofan selama 15 menit, kemudian 

dicuci dengan aquades. 

� Didihkan aquades steril diatas hot plate kemudian masukkan 

kantong selofan selama 15 menit, kemudian cuci dengan 

aquades. 
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Prosedur Dialisis Sampel 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 9. Skema Kerja Dialisis 
 

3.3.5 Uji Aktivitas Dekarboksilase 

Hasil presipitasi dengan menggunakan ammonium sulfat bertingkat yaitu 

konsentrasi 30%, 40%, 50%, 60% dan 70% masing-masing diuji aktivitas 

dekarboksilasenya dengan cara mereaksikan dengan 50 ml larutan L-Histidin 

konsentrasi 500 ppm. Hasil aktivitas dekarboksilase tertinggi digunakan untuk 

acuan pemurnian selanjutnya yaitu proses dialisis. Diambil sampel yang 

menunjukkan aktivitas dekarboksilase tertinggi karena diduga dengan aktivitas 

Pelet hasil presipitasi 

Ditambah 2 ml buffer fosfat 0,1 M 

Dimasukkan ke dalam kantong selofan ukuran 10 kDa 

Didialisis semalam dengan cara direndam dalam 1 L 
buffer fosfat 0,05 M 

Hasil dialisis dimasukkan dalam eppendorf sebanyak 0,5 ml 

Ditambahkan etanol dingin perbandingan 1:1 

Didiamkan selama ±1 jam pada suhu 4 ºC 

Disentrifuge dengan kecepatan 12.000 rpm 
selama 15 menit dengan suhu alat 4 ºC 

Dialisat dikering-anginkan dan disimpan pada suhu 4 ºC 

Hasil 
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dekarboksilase tertinggi pada sampel tersebut mengandung enzim histidin 

dekarboksilase dengan jumlah yang besar dibanding dengan presipitasi lainya. 

Prosedur pereaksian presipitat dengan L-Histidin adalah dimulai dengan 

pembuatan larutan histidin 500 ppm. Dalam pembuatan larutan histidin ini 

digunakan konsentrasi 500 ppm dengan cara menimbang serbuk histidin 

sebanyak 500 mg dengan menggunakan timbangan analitik. Serbuk histidin 

kemudian dilarutkan dalam 1000 ml aquabides. Dibutuhkan untuk masing-masing 

botol adalah 50 ml sebanyak 15 botol. Kemudian dihomogenkan dengan 

menggunakan magnetik stirrer. Kemudian setelah larutan histidin selesai dibuat, 

larutan histidin dimasukkan ke dalam botol masing-masing berisi 50 ml satu 

sampel diulang 3 kali sebagai perbandingan. Setelah itu masing-masing larutan 

histidin 50 ml ditambahkan sampel presipitat sebesar  0,5 ml dan diaerasi selama 

24 Jam. Metode aerasi sudah dilakukan oleh Nento, et al., (2011) untuk 

mempercepat proses pendegradasian histidin menjadi histamin. Setelah 24 jam 

aerasi dihentikan kemudian sampel dimasukkan kedalam freezer supaya kadar 

histamin tidak meningkat oleh aktivitas enzim. Histamin yang disimpan pada 

suhu 0o C memiliki kemungkinan untuk meningkat, bukan dikarenakan oleh 

aktivitas bakteri melainkan enzim yang dihasilkan oleh bakteri itu sendiri 

(Mahendradatta et al., 2003). Adapun menurut Ahmed (1991), pertumbuhan 

bakteri akan terhenti pada suhu rendah dari 5o C, bagaimanapun aktivitas 

enzimatik akan tetap berlanjut, menghasilkan dalam produksi amin selanjutnya. 

Skema pembuatan larutan histidin 500 ppm bisa dilihat pada Gambar 10. 
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Gambar 10. Skema Kerja Pembuatan Larutan Histidin 

Pada proses dialisis setelah didapat dialisat maka juga perlu diuji aktivitas 

dekarboksilasenya untuk mengetahui perbandingan aktivitas dekarboksilase 

antara presipitat dengan dialisat dengan prosedur yang sama seperti 

sebelumnya. 

 

3.3.6  Uji Kadar Protein 

Penentuan konsentrasi protein menggunakan metode biuret dengan BSA 

(Bovine Serum Albumin) sebagai standar. Prinsip kerja metode biuret adalah 

senyawa dengan 2 atau lebih ikatan peptida apabila direaksikan dengan garam 

kupri dalam suasana basa akan membentuk warna violet. Reaksi biuret 

bergantung pada pembentukan suatu kompleks antara ion Cu++ dengan 4 atom 

N-peptida pada suasana basa, maka akan membentuk suatu kompleks warna 

ungu yang absorbansinya dapat dibaca pada panjang gelombang 540 nm. Pada 

metode menggunakan larutan BSA.  Kelebihan BSA adalah larutan stabil pada 

pemanasan 700C selama 30 menit, lebih spesifik karena 95 % protein terdiri dari 

albumin. Adapun kelebihan biuret ini sendiri adalah lebih spesifik untuk peptida, 

Ditimbang sebanyak 500 mg 

Dilarutkan dalam 1000 ml aquabidest 

Dihomogenkan  

Larutan histidin konsentrasi 500 ppm 

Serbuk histidin murni 
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polipeptida, dan protein, tidak bereaksi dengan ammonia, urea, dan senyawa 

nitrogen sederhana. 

Preparasi Uji Kadar Protein 

� Sampel 6 uL dilarutkan dalam 994 µL phosphate buffer saline (PBS). 

� Reagen biuret 50 mL dibuat dengan cara sebanyak tembaga (II) sulfat 

0,075 gr CuSO4; 0,3 gr kalium natrium tartat (KNaC4H4O6); 15 mL NaOH 

2,5 M; 0,05 gr KI kemudian ditambahkan akuades sampai 50 mL. 

� 2 mL larutan standar protein BSA 1.200 ppm (1,2 mg/mL), kemudian 

dilakukan pengenceran larutan stok.  

Prosedur Kerja Uji Kadar Protein 

� Dibuat larutan standar dengan pengenceran larutan stok. Konsentrasi 

standar protein BSA dan pengencerannya dapat dilihat pada Tabel 2 :  

Tabel 2. Konsentrasi BSA dan Pengencerannya 
Larutan stok 

 BSA (µL) 3,13 6,25 12,5 25 50 100 200 

Akuades (µL) 996,9 993,8 
 

987,5 
 

975 
 

950 
 

900 
 

800 
 

Konsentrasi 
protein ((µg/mL) 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000 

� Siapkan eppendorf sebanyak 7 buah, isi masing-masing dengan aquades 

dan larutan stok (BSA) sehingga didapatkan konsentrasi yang diinginkan 

(sesuai perhitungan pengenceran), lalu vortek. 

� Ambil 1 mL larutan dari masing-masing eppendorf tadi lalu pindahkan ke 

dalam tabung reaksi. 

� Tambahkan masing-masing tabung dengan 2 ml reagen biuret (1:2). 

� Untuk sampel yang diuji juga ditambahkan dengan 2 ml reagen biuret (1:2). 

� Inkubasi sampel dan larutan standard BSA pada suhu 37 0C, selama 20 

menit 

� Baca absorbansi dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 

gelombang 540 nm 
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Perhitungan Konsentrasi Protein 

Setelah didapat nilai absorbansi dari larutan BSA maka dapat dibuat 

kurva standar, kemudian ditentukan persamaan y = ax + b untuk menghitung 

konsentrasi protein dalam sampel (ppm) 

Dimana :  y = nilai absorbansi  

   x = konsentrasi protein 

 

3.3.7 Pengujian Histamin 

Sampel yang telah di aerasi selama 24 Jam diuji kadar histaminnya 

secara kuantitatif menggunakan metode spektrfluorometri, dimana menurut 

Wanenoor (2010), metode spektrofluorometri adalah suatu metode pengukuran 

berdasarkan sinar yang berfluoresensi. Fluoresensi adalah gejala dari suatu 

molekul setelah radiasi cahaya, melepas kembali radiasi tadi dengan panjang 

gelombang yang lebih panjang. Fluroresensi akan nampak jelas apabila 

penyerapan sinar pada daerah ultraviolet dan melepaskannya dalam daerah 

gelombang nampak. 

Untuk uji histamin 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 11. 

 

 

 

 

Gambar 11. Alat Spektrofluorometri 
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Dalam melakukan uji histamin menggunakan metode spektrofluorometri 

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

sebagai berikut : 

• Prosedur Analisis 

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

metanol 

- 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 metanol 

- 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 
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• Persiapan Kolom Resin 

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

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

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

kering 

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

resini 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 50 ml masing-masing untuk contoh, standar dan 

blanko. 

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

(HCl 0,1 N) 

- Tambahkan ke dalam tabung reaksi di atas berturut-turut : 

• 10 ml HCl 0,1 N, kocok 

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

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

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

sesegera mungkin dengan alat 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 histamin dalam (µg/g) atau mg/kg 

sampel. 

 

(volume akhir (ml) x fp) 
- Konsentrasi histamin (µg/g) sampel = Ax  
                 gram sampel 

 
Keterangan : 

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

Parameter yang dilakukan adalah parameter kuantitatif, yaitu data yang 

diperoleh dari hasil uji aktivitas dekarboksilase ekstrak kasar ekstraseluler 

bakteri, presipitat dan dialisat enzim dalam mendegradasi histidin menjadi 

histamin dan konsentrasi protein masing-masing proses pemurnian kemudian 

dianalisa dengan cara membandingkan hasilnya.  
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3.4 Skema Kerja Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 12. Skema Kerja Penelitian 

• Uji Aktivitas Dekarboksilase 
• Uji Kadar Protein 
 

Isolat Bakteri Planococcus sp. 

Diremajakan pada Media TSB 

Disentrifuse 12.000 rpm,15 menit untuk 
didapatkan ekstrak kasar ekstraseluler bakteri 

 

Metabolit Ekstraseluler Kasar 

Presipitasi Amonium Sulfat 

Fraksi Amonium Sulfat 
 

Dialisis 

Dilakukan Pengamatan Fase Eksponensial 

Dilakukan Pemanenan pada Fase Eksponensial 

• Uji Aktivitas Dekarboksilase 
• Uji Kadar Protein 
 

Fraksi Terbaik 

 

• Uji Aktivitas Dekarboksilase 
• Uji Kadar Protein 
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1  Teknik Purifikasi Ekstrak Enzim 

 Purifikasi enzim ekstraseluler dimulai dengan menumbuhkan isolat murni 

bakteri endogenous mangrove yang memiliki sifat sebagai bakteri dekarboksilase 

yaitu Planococcus sp. yang telah diidentifikasi oleh Anam (2010) dari perairan 

mangrove pada media cair TSB (Triptone Soya Borth). Setelah bakteri 

dipindahkan ke media TSB dan dihomogenkan kemudian diinkubator dalam suhu 

370 C selama 18-24 jam. Setelah diinkubator, dilihat ada atau tidak endapan 

pada media, dimana adanya endapan berarti pembiakan telah berhasil 

dilakukan. Untuk mendapatkan metabolit kasar ekstraseluler Planococcus sp. 

perlu dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm dengan suhu alat 4ºC 

selama 15 menit ketika bakteri berada pada fase eksponensial. Kurva 

pertumbuhan bakteri Planococcus sp. dapat dilihat pada Gambar 13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 13. Kurva Pertumbuhan Bakteri Planococcus sp. 
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 Supernatan yang didapatkan dipisahkan dengan peletnya. Supernatan 

berisi enzim ekstraseluler dan peletnya berisi sel bakteri. Enzim ekstraseluler 

yang termasuk dalam golongan protein, masih terlarut dengan media bakteri, 

maka perlu dilakukan pengendapan enzim menggunakan ammonium sulfat. 

Endapan ini mengandung garam dalam konsentrasi tinggi yang akan 

mengganggu analisis selanjutnya, maka perlu dilakukan dialisis menggunakan 

kantong selofan di dalam akuadest. Dialisat yang diperoleh akan diuji aktivitas 

dan juga karakteristiknya. 

Media TSB yang berisi bakteri perlu disentrifuge untuk mendapatkan 

ekstrak kasar enzim ekstraseluler bakteri Planococcus sp dan endapan berupa 

pelet. Menurut Farrell & Ranallo (2000), endapan ini merupakan sisa-sisa inti sel 

yang berbobot molekul besar. Namun ternyata supernatan coklat jernih itu 

diduga masih mengandung pengotor. Pengotor yang terdapat pada supernatan 

diperkirakan adalah hancuran mitokondria, peroksisom, lisosom, mikrosom, dan 

molekul-molekul yang terlarut dalam sitosol. Maka, perlu dilakukan langkah 

purifikasi selanjutnya untuk membebaskan protein dari pengotor tersebut. 

Presipitasi adalah salah satu langkah purifikasi yang bertujuan 

mengendapkan protein yang terlarut dalam campuran ekstrak kasar 

menggunakan garam amonium sulfat. Garam ini digunakan karena memiliki daya 

larut yang tinggi di dalam air dan kepolarannya tinggi sehingga mudah mengikat 

air pada protein (Nelson & Cox ,2005 dalam Angky, 2011). Presipitasi yang 

digunakan adalah menggunakan garam ammonium sulfat dengan konsentrasi 

bertingkat yaitu 30%, 40%, 50%, 60% dan 70%. Kemudian dari masing-masing 

prosentase garam ammonium sulfat yang digunakan diuji aktivitas 

dekarboksilasenya untuk mendapatkan konsentrasi terbaik. Hasil uji 

dekarboksilase menunjukkan kadar histamin tertinggi pada konsentrasi 40%, 

maka dimungkinkan pada konsentrasi tersebut terdapat endapan enzim histidin 



 

dekarboksilase dengan jumlah yang lebih banyak dari pada konsentrasi y

lainnya. Pada konsentrasi presipitasi 40%, e

merupakan protein kemudi

 

 

 

 

 

 

Sampel yang memiliki

berpotensi mengganggu hasil analisis selanjutnya, menggunakan kantung 

dialisis yang memiliki pori

wadah berisi pelarut akuades yang digunakan untuk menciptakan 

hipotonik di luar membran 

air yang kecil dapat bertukar dengan lingkungan, sementara protein yang 

berbobot molekul besar tidak dapat melewatinya (Nelson & Cox 2005

Angky, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

dengan jumlah yang lebih banyak dari pada konsentrasi y

lainnya. Pada konsentrasi presipitasi 40%, endapan coklat yang diduga 

merupakan protein kemudian disentrifugasi dan dikumpulkan untuk didialisis

Gambar 14. Fraksi Presipitat Sampel 

Sampel yang memiliki kandungan garam tinggi harus didialisis, karena 

berpotensi mengganggu hasil analisis selanjutnya, menggunakan kantung 

dialisis yang memiliki pori-pori berukuran 10 kDa yang dimasukkan ke dalam 

wadah berisi pelarut akuades yang digunakan untuk menciptakan 

hipotonik di luar membran dialisis. Pori-pori ini menyebabkan molekul garam dan 

air yang kecil dapat bertukar dengan lingkungan, sementara protein yang 

berbobot molekul besar tidak dapat melewatinya (Nelson & Cox 2005

Gambar 15. Dialisis Sampel                             
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40% 

50% 

60% 

70% 
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dengan jumlah yang lebih banyak dari pada konsentrasi yang 

ndapan coklat yang diduga 

dan dikumpulkan untuk didialisis. 

kandungan garam tinggi harus didialisis, karena 

berpotensi mengganggu hasil analisis selanjutnya, menggunakan kantung 

yang dimasukkan ke dalam 

wadah berisi pelarut akuades yang digunakan untuk menciptakan lingkungan 

pori ini menyebabkan molekul garam dan 

air yang kecil dapat bertukar dengan lingkungan, sementara protein yang 

berbobot molekul besar tidak dapat melewatinya (Nelson & Cox 2005 dalam 

                                              



 

4,39 ± 0,45

1,95 

0

5

10

15

20

25

Ekstrak 

Kasar

Presipitat 

4.2  Analisis Aktivitas Dekarboksilase

Aktivitas dekarboksilase 

histidin menjadi histamin dari tingkat pemurnian terendah sampai tertingi dapat 

diketahui pada hasil pengamatan

aktivitas dekarboksilase 

dengan metode spektrofluorometri sesuai dengan

panjang gelombang exitasi: 350 nm dan emisi: 444 nm

sampel dengan tingkat pemurnian berbeda yaitu 

dialisat dapat dilihat pada Tabel 3

Tab

No. Sampel 

1. Ekstrak kasar 

2. 

Presipitat 30 % 

Presipitat 40 % 

Presipitat 50 % 

Presipitat 60 % 

Presipitat 70 % 

3. Dialisat 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 16. Kadar Histamin
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Analisis Aktivitas Dekarboksilase 

Aktivitas dekarboksilase enzim Planococcus sp. dalam mendegradasi 

histidin menjadi histamin dari tingkat pemurnian terendah sampai tertingi dapat 

hasil pengamatan berupa kadar histamin. Data pengamatan

aktivitas dekarboksilase yang ditunjukkan dengan parameter kadar histamin 

metode spektrofluorometri sesuai dengan SNI 01-2354.10

panjang gelombang exitasi: 350 nm dan emisi: 444 nm pada 

tingkat pemurnian berbeda yaitu metabolit kasar

lisat dapat dilihat pada Tabel 3. 

Tabel 3. Data Hasil Uji Kadar Histamin 
Kadar Histamin (mg/kg) 

Ulangan 
1 

Ulangan 
2 

Ulangan 
3 Jumlah

4,66 4,65 3,86 13,17

0,63 3,23 1,99 5,85 

4,62 4,4 5,44 14,46

1,16 1,63 4,52 7,31 

4,6 3,67 5,94 14,21

2,46 3,98 4,24 10,68

22,82 18,73 19,57 61,12

 

. Kadar Histamin dari masing-masing Tingkat Pemurnian
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0,96

20,37 ± 216

Presipitat Dialisat

dalam mendegradasi 

histidin menjadi histamin dari tingkat pemurnian terendah sampai tertingi dapat 

Data pengamatan 

dengan parameter kadar histamin 

2354.10-2009 dengan 

pada masing-masing 

metabolit kasar, presipitat dan 

 

Jumlah Rerata 

13,17 4,39 ± 0,45 

 1,95 ± 1,30 

14,46 4,82 ± 0,54 

 2,44 ± 1,81 

14,21 4,74 ± 1,14 

10,68 3,56 ± 0,96 

61,12 20,37 ± 2,16 

masing Tingkat Pemurnian 
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Tabel 3 menunjukkan bahwa kadar histamin pada ekstrak kasar 

mempunyai nilai rerata 4,39 mg/kg. Kemudian pada presipitasi berbeda, 

menghasilkan kadar histamin yang berbeda pula yaitu pada presipitasi dengan 

konsentrasi ammonium sulfat 30% didapat hasil rerata kadar histamin sebesar 

1,95 mg/kg. Pada presipitasi dengan konsentrasi ammonium sulfat sebesar 40% 

didapat hasil rerata kadar histamin sebesar 4,82 mg/kg. Pada presipitasi dengan 

konsentrasi ammonium sulfat sebesar 50% didapat hasil rerata kadar histamin 

sebesar 2,44 mg/kg. Pada presipitasi dengan konsentrasi ammonium sulfat 

sebesar 60% didapat hasil rerata kadar histamin sebesar 4,74 mg/kg. Pada 

presipitasi dengan konsentrasi ammonium sulfat sebesar 70% didapat hasil 

rerata kadar histamin sebesar 3,56 mg/kg. Kemudian untuk sampel dialisat 

didapat hasil rerata kadar histamin sebesar 20,37 mg/kg. 

Tabel 3 menunjukkan bahwa enzim yang dipresipitasi dengan konsentrasi 

40% memiliki aktivitas lebih tinggi dibandingkan dengan ekstrak kasar. Pada 

presipitasi dengan konsentrasi ammonium sulfat rendah yaitu 30% menunjukkan 

kadar histamin yang lebih rendah yaitu 1,95 mg/kg dibandingkan dengan 

konsentrasi ammonium sulfat 40% yaitu sebesar 4,82 mg/kg, hal ini berbanding 

lurus dengan konsentrasi ammonium sulfat 70% yang menunjukkan kadar 

histamin yang lebih rendah dibanding dengan konsentrasi ammonium sulfat 40% 

yaitu sebesar 3,56 mg/kg. Pada presipitasi dengan ammonium sulfat konsentrasi 

40% menunjukkan hasil aktivitas lebih tinggi dibandingkan dengan presipitasi 

lainnya disebabkan terdapat protein atau enzim yang mengendap dalam jumlah 

yang lebih banyak dibandingkan dengan presipitasi dengan konsentrasi rendah 

dan konsentrasi tinggi. Menurut Scopes (1987) Kelarutan protein (pada pH dan 

suhu tertentu) meningkat pada kenaikan konsentrasi garam (salting in). Kenaikan 

kelarutan protein akan meningkatkan kekuatan ion larutan. Penambahan garam 

tertentu akan menyebabkan kelarutan protein menurun (salting out). Molekul air 



39 
 

0

1

2

3

4

5

6

Presipitasi 

30%

Presipitasi 

40%

Presipitasi 

50%

Presipitasi 

60%

Presipitasi 

70%

yang berikatan dengan ion-ion garam semakin banyak yang akhirnya 

menyebabkan penarikan selubung air yang mengelilingi permukaan protein, 

sehingga menyebabkan protein saling berinteraksi , beragregasi, dan kemudian 

mengendap. Perbandingan aktivitas presipitat dalam mendegradasi histidin 

menjadi histamin dapat dilihat pada Gambar 17. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 17. Presipitasi Planococcus sp. 

Hasil presipitasi 40% ammonium sulfat menunjukkan aktivitas spesifik 

tertinggi yaitu menunjukkan tingginya kadar histamin dibandingkan dengan 

presipitasi lainnya yaitu sebesar 4,82 mg/kg, sehingga digunakan untuk 

pemurnian tahap selanjutnya yaitu dialisis. Pengaruh  garam  mineral  dan 

kelebihan amonium sulfat dalam enzim dihilangkan dengan menggunakan 

metoda dialisis. Menurut Angky (2011) sampel yang memiliki kandungan garam 

tinggi harus didialisis, karena berpotensi mengganggu hasil analisis selanjutnya, 

menggunakan kantung dialisis yang memiliki pori-pori berukuran 10 kDa yang 

dimasukkan ke dalam wadah berisi pelarut akuades yang digunakan untuk 

menciptakan lingkungan hipotonik di luar membran dialisis. 

Proses penghilangan garam (desalting) menggunakan metode dialisis 

dilakukan dalam waktu semalam untuk mendapatkan hasil enzim yang benar-

benar murni. Tabel 3. menunujukkan bahwa peningkatan aktivitas enzim dialisat 
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Planococcus sp. 5 kali lebih besar (20,37 mg/kg) dibanding ekstrak kasar (4,39 

mg/kg). Tingginya aktivitas enzim dialisat Planococcus sp. dikarenakan hilangnya 

molekul garam dan kontaminan yang menghalangi konformasi sisi aktif enzim 

(tingkat kemurnian menunjukkan besar aktivitas enzim yang dimurnikan 

dibandingkan dengan aktivitas enzim kasar). Proses pembentukkan histamin 

sangat dipengaruhi oleh aktivitas enzim L-histidin decarboxylase (HDC), 

sehingga tingginya kadar histamin pada dialisat diharapkan akan mencerminkan 

tingginya kadar enzim HDC. Menurut Rochima (2009) keberhasilan suatu 

tahapan kemurnian ditandai dengan semakin meningkatnya aktivitas enzim 

setelah mengalami pemurnian. 

Ukuran kemurnian enzim dinyatakan sebagai aktivitas spesifik yang 

didefenisikan sebagai enzim per mg protein. Aktivitas dari enzim akan meningkat 

selama proses pemurnian dan akan mencapai nilai maksimal dan konstan jika 

enzim tersebut dalam keadaan murni (Lehninger, 1982). Aktivitas spesifik 

merupakan indikator tingkat kemurnian enzim.Semakin tinggi aktivitas enzim, 

maka kemurnian enzim tersebut meningkat (Lehninger, 1997). 

 

4.3 Analisis Konsentrasi Protein 

Konsentrasi protein diukur dengan menggunakan standard protein Bovine 

Serum Albumin (BSA) dengan konsentrasi 0,03125 hingga 2 mg/ml. Purifikasi 

protein dilakukan untuk menghilangkan pengotor-pengotor protein. Salah satu 

cara untuk mengetahui kemurnian sampel adalah melalui pengukuran 

konsentrasi protein (Angky, 2011). Data hasil pengukuran konsentrasi protein 

dapat dilihat pada Tabel 4. 
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Tabel 4. Data Konsentrasi Protein 

No.  Sampel Absorban 
Konsentrasi 

Protein 
(mg / ml) 

1. Metabolit Kasar 0,045 4,83 
2. Presipitat 30 % 0,045 4,83 
3. Presipitat 40 % 0,048 12,077 
4. Presipitat 50 % 0,048 12,077 
5. Presipitat 60 % 0,051 19,323 
6. Presipitat 70 % 0,048 12,077 
7. Dialisat 0,084 99,033 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Gambar 18. Grafik perbandingan konsentrasi protein metabolit kasar, 

presipitat dan dialisat 
 

Tabel 4 memperlihatkan bahwa dialisat Planococcus sp. memiliki 

konsentrasi protein 23 kali lipat lebih tinggi dibandingkan dengan metabolit kasar 

Planococcus sp. yaitu 99,033 mg/ml untuk dialisat dan 4,83 mg/ml untuk sampel 

metabolit kasar. Kadar protein sampel adalah kadar protein yang telah dilarutkan 

dalam 1000 µL pengencer atau PBS. Jadi setelah absorban di masukkan dalam 

persamaan, hasilnya dikalikan dengan 1000/6 karena sampel yang digunakan 

adalah 6 µL yang telah diencerkan dengan 1000 µL 
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Hal ini dimungkinkan karena dialisat Planococcus sp. telah mengalami 

pemurnian dengan dialisis sehingga terbebas dari kontaminan. Berdasarkan data 

tersebut, seperti dikemukakan Farrell & Ranallo (2000), setiap tahap purifikasi 

protein mampu memurnikan protein secara lebih baik dilihat dari kenaikan 

konsentrasi protein pada tiap tahapan. Selama dialisis, molekul yang lebih kecil 

dari 10 kDa akan keluar dari kantong dialisis. Sehingga molekul protein yang 

memiliki berat molekul tinggi akan tertahan dalam kantong selofan, dengan 

demikian terjadi pemekatan konsentrasi protein. Protein merupakan molekul 

yang mempunyai berat molekul 6 kDa dan beberapanya mempunyai berat 

molekul yang lebih dari 1000 kDa (Kimball, 1983). 
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5. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

 Berdasarkan penelitian mengenai uji aktivitas dialisat ekstraseluler bakteri 

Planococcus sp. dalam mendegradasi histidin murni diperoleh kesimpulan 

sebagai berikut :  

• Hasil rerata pendegradasian histidin menjadi histamin oleh metabolit 

kasar Planococcus sp. sebesar 4,39 mg/kg, Presipitasi 30% sebesar 1,95 mg/kg, 

presipitasi 40% sebesar 4,82 mg/kg, presipitasi 50% sebesar 2,44 mg/kg, 

presipitasi 60% sebesar 4,74 mg/kg, presipitasi 70% sebesar 3,56 mg/kg. Dan 

untuk dialisat mempunyai nilai rerata kadar histamin sebesar 20,37 mg/kg. 

• Kemudian untuk hasil uji konsentrasi protein pada masing-masing tingkat 

pemurnian yaitu yang pertama adalah metabolit kasar sebesar 4,83 mg/ml, untuk 

presipitasi 40% sebesar 12,077 mg/ml dan untuk dialisat sebesar 99,033 mg/ml. 

 
 
5.2 Saran 

 Perlu adanya penelitian lebih lanjut mengenai karakteristik yang lebih 

spesifik lagi pada enzim Planococcus sp. semisal pendegradasian pada ph 

tertentu dan pada suhu tertentu. Serta perlu dilakukan teknik pemurnian enzim 

yang lebih murni semisal memakai filtrasi gel atau kromatografi lainya sehingga 

karakter dari enzim bisa terlihat lebih spesifik. 
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LAMPIRAN 
 
 
Lampiran 1. Hasil Perhitungan Bakteri Planococcus sp. pada Tiap Jam 

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

1 287 291 289 2,9.106 6,462 

2 315 302 308,5 3,1.106 6,491 

3 428 444 436 4,4.106 6,643 

4 557 526 541,5 5,4.106 6,732 

5 1038 1230 1134 1,2.107 7,079 

6 2460 2750 2605 2.6.107 7,414 

7 3320 3660 3490 3.5.107 7,544 

8 5740 5240 5490 5,4.107 7,732 

9 8460 8850 8655 8.7.107 7,939 

10 9910 10670 10290 1.0.107 7 

11 11500 12300 11900 1.2.107 7,079 

12 14780 13610 14195 1.4.108 8,146 

13 15460 15800 15630 1.6.108 8,204 

14 17870 17530 17700 1.8.108 8,255 

15 19490 18760 19125 1.9.108 8,278 

16 21790 20450 21120 2.1.108 8,322 

17 42870 41560 42215 4.2.109 9,623 

18 42110 40780 41445 4.1.109 9,612 

19 40030 40820 40425 4,0.109 9,602 

20 40390 40820 40605 4.1.109 9,612 

21 34950 34270 34610 3,4.108 8,531 

22 27610 25750 26680 2.7.108 8,431 

23 21790 2310 12050 2.1.107 7,322 

24 16340 13810 15075 1.7.107 7,230 
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Lampiran 2. Hasil Uji Konsentrasi Protein 

Standard BSA (Bovin Serum Albumin) 
Konsentrasi (mg/ml) Absorbansi 

0,03125 0,046 

0,0625 0,049 

0,125 0,055 

0,25 0,061 

0,5 0,076 

1 0,109 

2 0,184 

 

Kurva Standard Protein 

 

Hasil Absorbansi Spektrofotometri dan Konsentrasi Protein 

No.  Sampel Absorban 

Konsentrasi 
Protein 
Sampel 

(mg / ml) 
1. Metabolit Kasar 0,045 4,83 
2. Presipitat 30 % 0,045 4,83 
3. Presipitat 40 % 0,048 12,077 
4. Presipitat 50 % 0,048 12,077 
5. Presipitat 60 % 0,051 19,323 
6. Presipitat 70 % 0,048 12,077 
7. Dialisat 0,084 99,033 

 

  

y = 0,069x + 0,043

R² = 0,997
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Lampiran 3. Hasil Uji Histamin 

a. Hasil Uji Kadar Histamin Presipitat 
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b. Hasil Uji kadar Histamin Dialisat dan Metabolit Kasar 
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