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RINGKASAN 
 

Caesar Mahendra. Laporan Skripsi dengan judul Aplikasi in-vitro Metabolit 
Bakteri Bacillus sp. Dari Perairan Mangrove Sebagai Pengurai Histidin Menjadi 
Histamin (dibawah bimbingan Ir. Yahya, MP dan Dr. Ir. Happy Nursyam, MS) 
 

Histamin adalah senyawa biogenik 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 (Aflal et al., 2006). Menurut Holt, et al (1994), Bacillus sp 
merupakan bakteri aerob, gram positif, berbentuk batang dengan ukuran 
diameter 1,2-1,5 mikrometer dan panjang 2,0-2,4 mikrometer, bentuk sel-sel 
silindris sampai oval atau bentuk pear, dan motil endospora kebanyakan dibentuk 
dalam waktu 48 jam dengan Suhu optimum untuk pertumbuhunnya antara 28oC 
– 35oC dan suhu maksimumnya antara 40oC – 45oC.  

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. 
 Bakteri merupakan organisme yang paling banyak jumlahnya dan lebih 
tersebar luas dibandingkan makhluk hidup lain. Bakteri memiliki ratusan ribu 
spesies yang hidup di darat hingga lautan dan pada tempat-tempat yang ekstrim. 
Bakteri ada yang menguntungkan tetapi ada pula yang merugikan. Bakteri 
memiliki ciri-ciri yang membedakannya dengan makhluk hidup yang lain. Bakteri 
adalah organisme uniseluler dan prokariot serta umumnya tidak memiliki klorofil 
dan berukuran renik (mikroskopis) (Adhie, 2007). 

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 pengujian histidin menjadi histamin oleh metabolit Bacillus sp. 
sebesar 4,36 mg/kg, Presipitasi 30% sebesar 1,77 mg/kg, presipitasi 40% 
sebesar 2,45 mg/kg, presipitasi 50% sebesar 9,22 mg/kg, presipitasi 60% 
sebesar 12,22 mg/kg, presipitasi 70% sebesar 12,96 mg/kg. Dan untuk dialisat 
mempunyai nilai rerata kadar histamin sebesar 3,47 mg/kg. Kemudian untuk hasil 
uji konsentrasi protein pada masing-masing tingkat pemurnian yaitu yang 
pertama adalah metabolit sebesar 5,513 mg/ml, untuk presipitasi 70% sebesar 
12,5 mg/ml dan untuk dialisat sebesar 5,434 mg/ml.  

Perlu adanya penelitian lanjutan mengenai karakteristik yang lebih 
spesifik lagi pada enzim ekstraseluler bakteri Bacillus sp. Serta perlu dilakukan 
teknik pemurnian. 
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1. PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar Belakang 

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 dan 

dapat menghasilkan senyawa lian seperti penisilin dan lain sebagainya. 

Menurut Dharma (2005) , metabolit adalah senyawa yang diproduksi oleh 

bakteri dalam siklus hidupnya. Metabolit dibagi menjadi 2 yaitu metabolit primer 

dan metabolit sekunder. Metabolit primer adalah metabolit yang dihasilkan pada 

fase eksponensial dan dibutuhkan untuk pertumbuhannya, misalnya asam-asam 

organik, sedangkan metabolit sekunder adalah metabolit yang dihasilkan pada 

fase pertumbuhan stasioner dan tidak dibutuhkan untuk pertumbuhan melainkan 

untuk pertahanan diri misalnya protein, karbohidrat dan enzim. 

berwarna gelap tinggi kandungan histidin bebasnya (Keer et al., 2002). 

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 nutrient disekitarnya 

sedemikian hingga nutrient tersebut masuk ke dalam sel. Sedangkan enzim 

intraselular mensintesis bahan selular atau menguraikan nutrien untuk 

menyediakan energi yang dibutuhkan sel. Untuk memisahkan protein enzim 

tertentu dari ekstrak kasar yang mengandung banyak unsur lain maka dilakukan 

isolasi atau pemurnian enzim (Aulanni, 2004).  



2 
 

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

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

Histidin bebas yang terdapat dari daging ikan erat sekali hubungannya dengan 

terbentuknya histamin dalam daging.  

Histamin adalah senyawa biogenik 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 (Aflal et al., 2006).  

Berbagai jenis bakteri yang mampu menghasilkan enzim histidin 

dekarboksilasi (HDC) termasuk famili Enterobacteriaceae dan Bacillaceae 

(Staruszkiewicz 2002 dalam Allen 2004). Umumnya spesies Bacillus, Citrobacter, 

Clostridium, Escherichia, Klebsiella, Lactobacillus, Pedicoccus, Photobacterium, 

Salmonella, Shigella, dan Streptococcus menunjukkan aktivitas dekarboksilasi 

asam amino (Kanki et al. 2002 dalam Allen 2004). 

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, 2005). Pemurnian 

dengan metode pengendapan dilakukan dengan penambahan ammonium sulfat. 

Penambahan ammonium sulfat kedalam larutan protein akan memberikan 
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pengaruh terhadap kelarutan enzim yaitu menurunkan kelarutan enzim di dalam 

air (salting out) (Voet and Voet, 1990). 

 

1.2. Rumusan Masalah 

Dalam penelitian sebelumnya tentang penguraian histidin menjadi 

histamin oleh metabolit ekstraselular bakteri didapatkan hasil kandungan 

histamin terendah yaitu dari penambahan metabolit ekstraseluler bakteri Bacillus 

sp. Berdasarkan uraian diatas maka dapat permasalahan sebagai berikut :. 

1. Apakah kadar histamin akan semakin tinggi seiring bertingkatnya 

pemurnian dari metabolit ekstraseluler bakteri Bacillus sp ? 

2. Bagaimana profil pita protein dan kadar protein dimasing-masing tingkat 

pemurnian metabolit ekstraseluler bakteri Bacillus sp ? 

 

1.3. Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Untuk menguji aktivitas penguraian histidin murni menjadi histamin dari 

masing-masing tingkat pemurnian metabolit ekstraseluler bakteri Bacillus 

sp.  

2. Untuk mendapatkan profil pita protein dan kadar protein dari masing-

masing tingkat pemurnian metabolit ekstraseluler bakteri Bacillus sp. 

 

1.4  Hipotesis 

Hipotesa yang mendasari penelitian ini adalah: 

H0  :   Metabolit ekstraseluler bakteri Bacillus sp. diduga tidak mampu 

menghasilkan kadar histamin, profil pita protein, dan kadar protein cgugus 

fungsi. 
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H1   : Metabolit ekstraseluler bakteri Bacillu sp. diduga mampu menghasilkan 

kadar histamin, profil pita protein, dan kadar protein. 

 

1.5       Kegunaan Penelitian 

Kegunaan dari penelitian ini adalah untuk memberikan informasi kepada 

pihak-pihak yang berkepentingan tentang manfaat senyawa bioaktif dari 

metabolit ekstraseluler bakteri Bacillus sp. dalam peranannya menguraikan 

histidin menjadi histamine. 

 

1.6  Tempat dan Waktu 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas 

Perikanan dan Ilmu Kelautan Universitas Brawijaya Malang, Laboratorium 

Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang, serta 

Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang yang 

dimulai pada bulan Maret – Mei 2012. 
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2.  TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1. Bacillus sp 

Menurut Holt, et al (1994), Bacillus sp merupakan bakteri aerob, gram 

positif, berbentuk batang dengan ukuran diameter 1,2-1,5 mikrometer dan 

panjang 2,0-2,4 mikrometer, bentuk sel-sel silindris sampai oval atau bentuk 

pear, dan motil endospora kebanyakan dibentuk dalam waktu 48 jam dengan 

Suhu optimum untuk pertumbuhunnya antara 28oC – 35oC dan suhu 

maksimumnya antara 40oC – 45oC. Dalam media glukosa agar, bentuk 

batangnya terkadang lebih panjang dan besar diameter sampai 3 µm/ lebih pada 

beberapa strain. Bacillus sp memerlukan aerasi untuk memacu pertumbuhan, 

spora bervariasi dari oval pendek hingga memanjang pada beberapa strain, 

tudung spora terwarnai dengan fuchsin. Pada Nutrient Agar tampak tumbuh 

bertumpuk-tumpuk, non spreading, mengkilap, kadang-kadang rugose samping. 

Pada media agar biasanya berwarna kuning pada inkubasi lama pertumbuhan 

dan medium menjadi coklat atau hitam.  

Bakteri merupakan organisme yang paling banyak jumlahnya dan lebih 

tersebar luas dibandingkan makhluk hidup lain. Bakteri memiliki ratusan ribu 

spesies yang hidup di darat hingga lautan dan pada tempat-tempat yang ekstrim. 

Bakteri ada yang menguntungkan tetapi ada pula yang merugikan. Bakteri 

memiliki ciri-ciri yang membedakannya dengan makhluk hidup yang lain. Bakteri 

adalah organisme uniseluler dan prokariot serta umumnya tidak memiliki klorofil 

dan berukuran renik (mikroskopis) (Adhie, 2007). 
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Klasifikasi bakteri Bacillus sp  dalam Zipcodezoo (2011a), adalah sebagai 

berikut : 

Kerajaan : Bacteria 

Filum  : Firmicutes  

Kelas  : Bacilli   

Ordo  : Bacillales  

Famili  : Bacillaceae 

Genus  : Bacillus  

Spesies : Bacillus sp 

Mikroba yang berperanan dalam pelarutan fospat adalah bakteri, jamur 

dan aktinomisetes. Dari golongan bakteri antara lain: Bacillus firmus, B. subtilis, 

B. cereus, B. licheniformis, B. polymixa, B. megatherium, Arthrobacter, 

Pseudomonas, Achromobacter, Flavobacterium, Micrococus dan Mycobacterium 

(Nursanti dan Madjid, 2009).  

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 dan 

dapat menghasilkan senyawa lian seperti penisilin dan lain sebagainya. Sebagai 

contoh sebagai berikut : 

 Bacillus brevis, menghasilkan terotrisin 

 Bacillus subtilis, menghasilkan basitrasin 

 Bacillus polymyxa, menghasilkan polimixin 
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                             Gambar 1.  Bacillus sp 

2.2       Bakteri di Perairan Mangrove 

Bakteri merupakan salah satu komponen penting yang berperan dalam 

penguraian serasah daun di ekosistem mangrove. Hampir semua bakteri laut 

bersifat gram negatif dan ukurannya lebih kecil dibanding dengan bakteri non 

laut. Bakteri gram positif hanya sekitar 10% dari total populasi bakteri laut dan 

proporsi terbesar terdiri atas bakteri gram negatif berbentuk batang, yang 

umumnya aktivitas gerakan dilakukan dengan bantuan flagel. Bakteri bentuk 

kokus umumnya lebih sedikit dibanding bentuk batang. Keberadaan bakteri laut 

Gram positif terbanyak ditemukan pada sedimen (Kathiresan dan Bingham, 

2001). 

Shome et al, (1995) mengisolasi 38 bakteri mangrove dari sedimen di 

Andaman Selatan. Isolat terbanyak terdiri atas bakteri yang memiliki sifat 

morfologi dan biokimia sebagai berikut: Gram positif (76,3%), motil (87%), 

fermentatif (6,9 - 82,1%), pigmen (31%) dan antibiotik (100%). Isolat yang paling 

banyak ditemukan adalah Bacillus spp (50%). 

Kebanyakan bakteri laut terikat, bergabung sesamanya untuk membentuk 

permukaan yang kuat karena adanya bahan berlendir yang terbentuk pada 

permukaan sel, sehingga sel-sel saling terikat. Dengan cara ini bakteri dapat 
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membentuk lapisan permukaan yang mengakibatkan bakteri dapat hidup pada 

alga, rumput laut dan tumbuhan mangrove (Hutching dan Saenger, 1987). 

Bakteri dapat hidup pada lingkungan salin dan membutuhkan Na+ untuk 

pertumbuhan dan untuk menjaga tekanan osmotik dan integritas sel (Lyla dan 

Ajmal, 2006). 

Secara umum mikroorganisme memainkan peranan penting dalam 

pertukaran energi pada suatu ekosistem. Mikroorganisme berperan sebagai 

dekomposer senyawa makro molekul menjadi mikro molekul, dimana senyawa 

mikro molekul tersebut kemudian dapat dimanfaatkan oleh mikroorganisme atau 

organisme yang lain (Nybakken, 1988). Studi tentang keanekaragaman jamur 

pada A. Marina telah dilaporkan oleh Odum (1996), dimana pada daerah 

tersebut didominansi oleh Aspergillus, Penicillium dan Deuteromycotina. 

Sedangkan data tentang keanekaragaman bakteri pada A. marina belum pernah 

dilaporkan. 

Mikroba dan jamur menjadikan lingkungan di sekitar akar mangrove 

(rhizosfer) sebagai habitat. Mikroba dan jamur mendapatkan keuntungan karena 

memperoleh “tempat tinggal” yang banyak mengandung bahan organik yang 

terjebak diantara akar mangrove. Bahan organik yang ada disekitar mangrove 

akan diuraikan oleh mikroba dan jamur sebagai sumber energi untuk hidup. Hasil 

sampingan dari proses penguraian tersebut adalah tersedianya nutrien dan 

naiknya pH tanah yang sangat menguntungkan bagi pertumbuhan mangrove 

(Effendi, 2007). 

Jumlah bakteri rata-rata pada serasah daun Avicennia spp yang 

ditemukan di perairan Dumai 1,12 x 108 cfu/gram (Feliatra, 2001). Menurut Adel 

(2001) jumlah bakteri aminolitik yang ditemukan pada serasah mangrove 

sebanyak 1,46 x 106 cfu/gram. Komunitas bakteri mangrove di ekosistem 

mangrove India, menunjukkan bahwa jumlah bakteri yang hidup bebas berkisar 
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antara 8,1 x 106 sampai 10,9 x 106 dan yang berpigmen berkisar antara 0.18 x 

106 sampai 1,95 x 106 cfu/gram. Penelitian yang dilakukan oleh D’Costa et al, 

(2004) pada komunitas mangrove di India ditemukan 10 genus bakteri yaitu 

Bacillus, Micrococcus, Pseudomonas, Beijerinckia, Erwinia, Microbacterium, 

Rhodococcus, Serratia, Staphylococcus dan Xanthomonas.  

 

2.3       Metabolit  

Metabolit merupakan senyawa yang dihasilkan sel mikroba selama 

pertumbuhannya.  Metabolit dibagi menjadi dua yaitu metabolit primer dan 

metabolit sekunder.  

 

2.3.1 Metabolit Primer 

Metabolit primer adalah senyawa yang termasuk produk akhir yang 

mempunyai berat molekul rendah dan dihasilkan pada fase eksponensial oleh 

mikroba. Senyawa digunakan sebagai bahan dasar pembangun makromolekul 

atau dikonversikan menjadi koenzim. Contohnya asam-asam organik seperti 

asam sitrat, asam fumarat dan asam amino. Dalam memproduksi senyawa 

metabolit primer harus dipilih mikroba yang potensial untuk digunakan sebagai 

bacteriosin (Dharma, 2005).   

 Metabolit primer adalah senyawa-senyawa kimia yang dihasilkan oleh 

mikroba dan dibutuhkan oleh mikroba tersebut untuk pertumbuhannya. Metabolit  

primer antara lain asam laktat dan alkohol (Kunaepah, 2008). 

 

2.3.2 Metabolit Sekunder 

Metabolit sekunder pada suatu organisme hidup (natural product) 

merupakan suatu senyawa kimia yang diproduksi sebagai respon terhadap 

lingkungannya, salah satunya sebagai sistem pertahanan diri (Sijabat, 2009). 
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Wibowo (2006), menambahkan bahwa metabolit sekunder merupakan hasil 

metabolisme yang tidak digunakan untuk proses pertumbuhan, tetapi misalnya 

untuk pertahanan diri, contohnya adalah protein, asam lemak, karbohidrat, 

senyawa antimikroba, dan lain-lain. Umumnya metabolit sekunder berasal dari 

metabolit primer dimana memiliki karakter yang unik pada setiap mikroorganisme 

karena bergantung pada lingkungan tempat hidupnya. Contoh metabolit 

sekunder dari mikroorganisme antara lain antibiotik, pigmen dan vitamin. 

Menurut Dharma (2005), mikroba mampu mensintesis senyawa metabolit 

sekunder pada pada fase pertumbuhan stasioner. Senyawa metabolit sekunder 

tersebut digunakan sebagai nutrisi darurat untuk mempertahankan hidupnya. 

Metabolit sekunder dapat tergolong sebagai antibiotik biopestisida, mikotoksin, 

pigmen, alkaloid dan enzim.  

 

2.4       Pemurnian Enzim Metabolit 

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 

tertentu dari ekstrak kasar yang mengandung banyak unsur lain maka dilakukan 

isolasi atau pemurnian enzim (Aulanni’am, 2004 

Pemurnian enzim adalah salah satu cara untuk memisahkan protein 

enzim dari protein jenis lain dan kontaminan. Secara umum, pemurnian enzim 

dibagi dalam tiga tahap, yaitu ekstraksi, pemekatan, dan fraksinasi. Menurut 

Scopes (1987), tujuan pemurnian enzim salah satunya adalah untuk 
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mengidentifikasi fungsi dan struktur protein. Enzim yang murni dari senyawa 

pengotor dapat digunakan untuk keperluan medis, farmasi, dan penelitian 

biokimia karena spesifitasnya yang tinggi (Lehninger, 1993).    

Tahap awal dalam pemurnian protein atau enzim ekstraseluler adalah 

tahap isolasi yang bertujuan memisahkan biomassa sel serta senyawa pengotor 

yang berasal dari media pertumbuhan. Pemisahan dilakukan dengan sentrifugasi 

dengan kecepatan tertentu. Enzim yang diisolasi akan tertinggal dalam filtrat 

(supernatan) dan endapan yang terbentuk adalah zat-zat pengotor yang tidak 

diinginkan (Scopes, 1987). 

Pemekatan enzim dilakukan untuk memisahkan konsentrat protein dari 

komponen biomolekul lainnya  (karbohidrat, lipid, dan asam nukleat). Berbagai 

metode pemekatan enzim yang lazim digunakan adalah presipitasi dengan 

garam, pelarut organik, polimer, dialisis, dan ultrafiltrasi (Scopes, 1989).  

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. 

 Presipitasi dengan garam (amonium sulfat, sodium sulfat) lebih disukai 

daripada presipitasi dengan pelarut organik (aseton dan etanol), dengan alasan 

pelarut organik cenderung mendenaturasi protein pada suhu agak tinggi, relatif 

mahal, dan mudah terbakar. Selain itu, presipitasi dengan pelarut organik sangat 
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dipengaruhi oleh konsentrasi pelarut organik, konsentrasi protein, kekuatan ionik, 

pH, dan suhu (Suhartono, 1989). 

Beberapa keuntungan menggunakan ammonium sulfat antara lain mudah 

larut, tidak toksik, murah, dan stabilitasnya terhadap enzim karena tidak 

mempengaruhi struktur protein (Webb dan Dixon, 1979). Selain keuntungan yang 

diperoleh, penggunaan ammonium sulfat juga menimbulkan kerugian antara lain 

konsentrasi garam yang tertinggal dalam produk tinggi, kurang efisien dalam 

menghilangkan impuritis, dan ammonium sulfat tidak bersifat buffer sehingga 

dapat membebaskan ammonia yang mengakibatkan kemungkinan penambahan 

nilai pH (Suhartono et al., 1992).    

  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-

protein enzim akan berinteraksi membentuk gumpalan dan mengendap. Proses 

ini dilakukan pada suhu (40C) sehingga protein akan mengendap tanpa 

terdenaturasi. 

Selanjutnya menurut Angky (2011), dilakukan dialisis untuk 

menghilangkan garam-garam yang terikat pada endapan protein. Dialisis 

dilakukan dengan memasukkan larutan ke kantong dialisis (selofan) dengan pori-

pori 10 kD dalam larutan buffer. Ditambahkan Dewi (2006), dengan demikian 

konsentrasi enzim bebas garam dapat dimurnikan lebih lanjut melalui fraksinasi 

enzim. Fraksinansi dilakukan untuk memisahkan enzim dari protein non enzim 

lainnya. Metode fraksinasi yang umum dilakukan adalah kromatografi kolom dan 

elektroforesis. 
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2.5   Biogenic Amine (Histamin) 

 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., all., 2003). 

Biogenik amin adalah senyawa amin yang terbentuk sebagai hasil proses 

dekarboksilasi asam amino bebas yang terdapat di dalam tubuh ikan. Masalah 

yang dihadapi dalam pembuatan ikan pindang adalah terbentuknya suatu 

senyawa yang dapat menyebabkan keracunan yaitu biogenik amin akibat 

sanitasi yang buruk selama pengolahan maupun penyimpanan. Senyawa 

biogenik amin yang sering terbentuk pada ikan pindang adalah                 

histamin (Danur, 1993). 

Biogenik amin 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 biogenik amin 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  histamine, 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 tidak didinginkan dengan 
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seketika, kondisi baik untuk produksi biogenik amin asalkan  bakteri mengandung 

enzim decarboxylase. Pertumbuhan bakteri akan terhenti pada suhu rendah dari 

5o C, bagaimanapun aktivitas enzymatic 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). 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Perubahan Histidin Menjadi Histamin 
(Purves, et., all, dalam Widiastuty, 2004) 

Dekarboksilasi histidin membentuk histamin, yaitu suatu reaksi di jaringan 

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

yang memiliki spesifitas yang luas. Enzim ini juga mengkatalis reaksi 

dekarboksilasi dopa, 5-hidroksi-triptofan, fenilalanin, tirosin dan triptofan. Asam 

amino α-metil yang menghambat aktivitas dekarboksilasi digunakan di klinik 

sebagai anti-hipertensi (Rodwell et., all, 2003).  
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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).  

 

2.6       Karakterisasi Dialisat Metabolit 

Krakteristik dialisat bergantung pada pengukuran sifat dan dan ciri lain 

yang dibandingkan dengan data pustaka. Pengujian yang dapat dilakukan untuk 

mengetahui karakterisasi dialisat adalah Bovine Serum Albumin (BSA) untuk 

mengetahui ukuran kadar protein (Nurhasanah dan Herasari, 2008), Sodium 

Dedosil Sulfat Poliakrilamid Gel elektroforesis (SDS-PAGE) untuk mengetahui 

berat molekul protein (Rachmadani, 2007), dan Spektrofotometer Fourier 

Transform Infrared (FT-IR) untuk mengetahui gugus fungsional (Day dan 

Underwood, 1989)   

 

2.6.1 Bovine Serum Albumin (BSA) 

Penentuan konsentrasi protein khamir laut 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 (Holme dan Peck, 1993).   

Kelebihan BSA adalah larutan stabil pada pemanasan 700C selama 30 

menit, lebih spesifik karena 95 % protein terdiri dari albumin. Adapun kelebihan 
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biuret ini sendiri adalah lebih spesifik untuk peptida, polipeptida, dan protein, 

tidak bereaksi dengan ammonia, urea, dan senyawa nitrogen sederhana 

(Wiseman, 1985). 

 

2.6.2 Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrilamide Gel Electrophoresis   

(SDS-PAGE) 

Elektroforesis adalah pemisahan molekul berdasarkan bobot molekul dan 

muatan elektronnya. Molekul yang bermuatan negative cenderung bergerak ke 

kutub positif. Kecepatan perpindahan molekul tergantung muatan elektronnya, 

tegangan yang digunakan, dan koefisien gesek. Media penahan yang dapat 

digunakan dalam elektroforesis antara lain cairan, kertas, gel. Agarosa dan 

poliakrilamida termasuk golongan media berbasis gel. Agarosa mampu 

memisahkan asam nukleat sementara poliakrilamida mampu memisahkan 

molekul protein (Farrell dan Ranallo, 2000). 

Menurut Harris dan Angel (1989), elektroforesis gel poliakrilamida (PAGE) 

adalah metode yang paling banyak digunakan karena memiliki kapasitas 

pemisahan yang tinggi. Salah satu metode PAGE yang umumnya digunakan 

adalah SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrilamide Gel 

Electrophoresis).  

Prinsip analisis SDS-PAGE adalah pemisahan protein berdasarkan 

ukuran molekul. Pada SDS-PAGE, semua ikatan disulfide yang ada pada protein 

direduksi oleh β-merkaptoetanol. Senyawa SDS yang ditambahkan berfungsi 

memutuskan ikatan diantara sub unit penyusun protein dan membuat 

keseluruhan protein diselimuti muatan negatif, sehingga pergerakan protein 

hanya dipengaruhi oleh ukurannya (Dewi, 2006)..    

 Metode elektroforesis protein dengan Sodium Dodecyl Sulphate 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) merupakan salah satu metode 
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untuk menganalisis protein dengan memisahkan pita-pita protein yang ada di 

dalam sampel berdasarkan berat molekulnya (Utami et al., 2007). 

Elektroforesis dipergunakan untuk memisahkan campuran protein, baik 

pada larutan bebas maupun pada larutan dengan matriks berpori solid seperti 

pati. SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-polyacrilamide-gel electrophoresis) 

menggunakan cross-linked gel poliakrilamid sebagai matriks inert di mana protein 

akan bermigrasi. Gel biasanya disiapkan sebelum dipergunakan. Ukuran pori gel 

dapat disesuaikan sehingga cukup kecil untuk memperlambat migrasi molekul 

protein yang dikehendaki. Protein-protein tersebut tidak berada pada larutan 

biasa tetapi pada larutan yang mengandung deterjen yang bermuatan negatif 

sangat kuat, yakni Sodium Dodesil Sulfat (SDS). Deterjen tersebut mengikat 

daerah hidrofobik molekul protein sehingga menyebabkannya terurai menjadi 

rantai polipeptida yang panjang. Molekul protein individu dilepaskan dari 

asosiasinya dengan protein lain dan lipid, serta bebas terlarut pada larutan 

deterjen. Agen reduksi seperti merkaptoetanol ditambahkan untuk mengurai 

pautan S-S protein sehingga semua konstituen polipeptida pada molekul 

multisubunit dapat dianalisis secara terpisah. SDS-PAGE merupakan prosedur 

yang lebih baik daripada analisis protein lainnya karena dapat dipergunakan 

untuk memisahkan semua jenis protein, termasuk protein yang tidak dapat larut 

dalam air. Protein membran, komponen protein sitoskeleton, dan protein yang 

merupakan bagian agregat molekul besar dapat pula diresolvasi. Metode ini 

memisahkan polipeptida berdasarkan ukurannya sehingga metode ini juga 

memberikan informasi tentang berat molekul dan komposisi subunit dari setiap 

kompleks protein (Alberts et al.,1994 dalam Rizki, 2010). 
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Dapat dilihat gambar Elektroforesis SDS-PAGE yang digunakan 

pengujian untuk menganalisis protein dengan memisahkan pita-pita protein yang 

ada di dalam sampel berdasarkan berat molekulnya 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.  Elektroforesis SDS-PAGE (Google, 2011)
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3. MATERI DAN METODE PENELITIAN 

 

3.1.  Materi Penelitian 

3.1.1. Bahan Penelitian 

Sampel diperoleh dari perairan mangrove (Sonneratia alba) yang terdapat 

di hulu sungai Bulu Desa Bulukerto Kecamatan Kraton Kabupaten Pasuruan. 

Sampel diambil dengan menggunakan botol hitam. Pengambilan sampel 

dilakukan pada permukaan perairan, tengah, dasar dan sedimen, kemudian 

dicampur.Bahan tersebut kemudian diidentifikasi di Laboratorium Mikrobiologi 

Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. Bahan pendukung lainnya 

adalah media cair TSB, sephadex untuk matriks kromatografi kolom filtrasi gel, 

hexan untuk mengelusi sampel akuades, NaCl untuk isolasi bakteri. Untuk 

presipitasi digunakan ammonium sulfat dan akuades. Untuk dialisis digunakan 

buffer fosfat 0,1 M pH 7, buffer fosfat 0,005 M pH 7, etanol dan akuades. Untuk 

pengujian Bovine Serum Albumin (BSA) digunakan phosphate Buffer Saline 

(PBS), reagen biuret, dan akuades. Sedangkan untuk pengujian SDS-PAGE 

digunakan sampel berupa crude metabolit ekstraseluler bakteri Bacillus sp. 

 

3.1.2. Alat Penelitian 

Peralatan yang digunakan dalam proses penelitian ini antara lain 

waterbath shaker, kulkas, laminar flow, 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.  

Untuk melakukan analisis presipitasi digunakan stirrer, dan sentrifuse. 

Untuk dialisis digunakan kantong selofan, eppendorf, dan sentrifuse. Untuk 

pengujian Bovine Serum Albumin (BSA) digunakan erlenmeyer, eppendorf, 
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vortek, tabung reaksi dan spektrofotometer UV-Vis. Sedangkan untuk pengujian 

SDS-PAGE digunakan perangkat elektroforesis SDS-PAGE. 

 

3.1.3.  Lokasi Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di beberapa laboratorium diantaranya adalah 

untuk pengadaan bakteri, isolasi bakteri dan metabolit Bacillus sp. di 

Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang, 

untuk presipitasi, dialisis, uji BSA, dan Uji SDS-PAGE di Laboratorium Biomedik 

Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang, untuk aerasi dan preparasi 

uji histamin di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan 

Universitas Brawijaya Malang, sedangkan untuk uji histamin di Laboratorium 

Penelitian Pengujian Mutu Hasil Perikanan Surabaya.  

 

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. 

Menurut Singarimbun dan Effendi (1989), metode eksploratif bertujuan 

untuk memperoleh pengetahuan tentang suatu gejala, sehingga setelah melalui 

tahap observasi, masalah serta hipotesisnya dapat dirumuskan. Dalam penelitian 

eksploratif pengetahuan tentang gejala yang hendak diteliti masih sangat 

terbatas dan merupakan langkah pertama bagi penelitian yang lebih mendalam. 
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Penelitian eksploratif bersifat menjelajah, artinya penelitian yang 

dilakukan apabila pengetahuan tentang gejala yang diteliti masih sangat kurang 

atau tidak ada sama sekali. Penelitian eksploratif seringkali berupa studi kasus 

dari suatu kelompok atau golongan tertentu, yang masih kurang diketahui orang. 

(Yumei dan Yulia, 2009). 

 

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     

1210C 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 

menekan tombol UV untuk menghidupkan sinar UV pada alat yang berfungsi 

sebagai pensteril laminaran selama 1 jam.  

Pembuatan larutan untuk perkembangbiakan bakteri Bacillus 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 

kedalam masing-masing erlenmeyer sebayak 100 ml. Setelah itu disterilkan 

menggunakan autoklaf dengan suhu 1210C tekanan 1 atm selama 15 menit 
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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 dibawah ini :  

Tabel 1. Komposisi Medium Tryptone Soya Broth (TSB) 

 

 

 

 

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

dinyalakan untuk memudahkan penglihatan pada saat penanaman bakteri. 

Laminaran bagian dalam disemprot dengan alkohol agar aseptis. Kemudian 

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

kontaminasi saat penanaman bakteri. Kemudian bunsen dinyalakan dan 

diletakkan ke dalam laminaran beserta isolat murni bakteri Bacillus sp. dan media 

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

disemprot dengan alkohol dan dipanaskan diatas bunsen. Hal tersebut dilakukan 

untuk menghindari kontaminasi alat pada saat penanaman bakteri. Kemudian 

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 

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

17 
3 
5 

2,5 
2,5 
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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 370C 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 fermentasi. 

Prosedur kerja sterilisasi alat, pembuatan media cair dan peremajaan bakteri 

dapat dilihat pada Gambar 4, 5, dan 6. 

 

 

 

 

 

 

                            

 Gambar 4. Skema Kerja Sterilisasi Alat 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5. Skema Kerja Pembuatan Media Cair 

Disterilisasi 

Dinyalakan sinar UV selama 1 jam 

Dimatikan (jika sudah selesai) 

Laminaran 

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. Pemanenan Metabolit Ekstraseluler 

Metabolit yang digunakan pada penelitin ini adalah metabolit primer. 

Metabolit yang dihasilkan dari fase eksponensial pertumbuhan bakteri (Dharma, 

2005). Pemanenan sampel berupa metabolit primer bakteri Bacillus sp. dilakukan 

berdasarkan metode Noviani et al. (2009), yang dimodifikasi. Setelah dilakukan 

pengamatan fase-fase pertumbuhan bakteri, maka kita dapat mengetahui pada 

jam ke berapakah bakteri tersebut memasuki fase eksponensial. Sampel 

metabolit primer dipanen pada fase eksponensial. Fase eksponensial dipilih 

karena pada fase ini merupakan fase pertumbuhan tertinggi dari bakteri itu 

sendiri. Menurut Nurwantoro (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. 

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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Prosedur kerja untuk pembuatan metabolit primer yaitu menginokulasi  

kultur cair isolat bakteri pada erlenmeyer dengan menggunakan media TSB 

kemudian diinkubasi denagn suhu 370C selama 24-72 jam. Setelah perlakuan 

tersebut media akan menjadi keruh hal ini dikarenakan bakteri tersebut 

mengalami pertumbuhan. Proses selanjutnya adalah disentrifugasi 

menggunakan alat ultracentrifuge dengan kecepatan 12.000 rpm selam 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. Dari 

hasil tersebut di dapatkan metabolit primer. Proses sentrifugasi ini dilakukan dua 

kali, hal ini dikarenakan untuk mendapatkan metabolit primer yang lebih murni. 

Prosedur kerja pembuatan metabolit primer bakteri Bacillus sp dapat dilihat pada 

Gambar 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 7. Pembuatan Metabolit  Bakteri 

 

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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3.3.3. Pemurnian Metabolit (Bacillus sp) 

 Menurut Dewi (2006), pemurnian enzim adalah salah satu cara untuk 

memisahkan protein enzim dari protein jenis lain dan kontaminan. Secara umum, 

pemurnian enzim dibagi dalam tiga tahap, yaitu ekstraksi, pemekatan, dan 

fraksinasi. Dalam prosedur penelitian ini dilakukan presipitasi yaitu pengendapan 

dengan ammonium sulfat dan dialisis. 

 

3.3.3.1.Presipitasi 

Presipitasi yaitu pengendapan dengan amonium sulfat. Memisahkan 

protein dari protein yang berbeda dan juga dengan non protein dari crude 

protein. Konsentrasi amonium sulfat yang tinggi akan meningkatkan muatan 

listrik disekitar protein yang akan menarik mantel air dari koloid protein (Aulanni, 

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). 

 Protein dari ekstrak kasar metabolit diendapkan menggunakan 

ammonium sulfat dengan modifikasi Putranto (2006) dan Nurhasanah (2008). 

Untuk menggumpalkan protein, supernatan hasil sentrifugasi ditambahkan 

ammonium sulfat sedikit demi sedikit sambil diaduk dengan magnetic stirrer  

dengan tingkat kejenuhan atau konsentrasi (30%, 40%, 50%, 60%, 70%) dan 

dibiarkan selama satu  malam pada suhu 40C. Selanjutnya disentrifugasi 10.000 

rpm, suhu 40C, selama 15 menit. Pelet yang diperoleh diresuspensikan dengan 

buffer fosfat 0,1 M untuk dilakukan penelitian selanjutnya dan untuk penentuan 
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kadar proteinnya dengan metode Bradford (1976). Skema pengendapan ekstrak 

kasar ekstraseluler bakteri Bacillus sp. dengan menggunakan ammonium sulfat 

ini bisa dilihat pada Gambar 8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.3.2.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 

perbedaan ukuran molekul yang menyebabkan garam terpisah dari protein 

(Sorensen et al., 1999).  

Ekstrak kasar 

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

Dihomogenkan 

Didiamkan selama semalam pada suhu 4ºC 

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

Endapan diresuspensi dengan menggunakan buffer 
fosfat 0,1 M 

Uji konsentrasi protein 
Uji aktivitas dekarboksilase 

 

Gambar 8. Skema Kerja Presipitasi dengan Amonium Sulfat (Aulanni, 2004) 
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Preparasi  

- Pelet hasil endapan dengan ammonium sulfat  

- Buffer fosfat 0,1 M pH 7 

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

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

aquades 

o 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 

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

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

aquades 

o 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  

 Perhitungan Na2HPO4.12H2O = M x V x BM 

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

            = 6,267 g  

- Na2CO3 5% = 5 gr Na2CO3 dilarutkan dalam 100 mL aquades 

- EDTA 50 mM pH 7 : 1,861 gr EDTA dilarutkan dalam 100 mL aquades  
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- Kantong selofan 10 kDa 

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

masukkan kantong selofan selama 15 menit, kemudian dicuci 

dengan aquades. 

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

kemudian masukkan kantong selofan selama 15 menit, kemudian 

dicuci dengan aquades. 

o Didihkan aquades steril diatas hot plate kemudian masukkan 

kantong selofan selama 15 menit, kemudian cuci dengan 

aquades. 

 
Prosedur kerja 

- Pelet hasil pengendapan ammonium sulfat ditambahkan 2 mL buffer 

fosfat 0,1 M pH 7 

- Dimasukkan dalam kantong selofan ukuran 10 kDa dan dijepit tiap 

ujungnya  

- Selanjutnya didialisis dengan cara direndam dalam 1 L buffer fosfat 0,05 

M pH 7 selama semalam.  

- Hasil dialisis dimasukkan dalam eppendorf sebanyak 0,5 mL 

- Ditambahkan etanol dingin dengan perbandingan (1:1), kemudian 

dihomogenkan 

- Didiamkan selama ±1 jam pada suhu 4 0C 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm, suhu 4 0C selama 15 menit 

- Dialisat ekstraseluler bakteri Bacillus sp yang diperoleh dikering anginkan 

dan disimpan pada suhu 4ºC. 
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3.4.  Karakterisasi Dialisat Metabolit 

3.4.1. Uji Konsentrasi Protein (Metode BSA) 

  Penentuan konsentrasi protein metabolit menggunakan metode biuret 

dengan BSA (Bovine Serum Albumin) sebagai standar dengan modifikasi dari 

Wiseman (1985) dengan Holme dan Peck (1993). 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, 

polipeptida, dan protein, tidak bereaksi dengan ammonia, urea, dan senyawa 

nitrogen sederhana. 

Preparasi bahan untuk uji BSA yaitu dialisat ekstraselular metabolit 1 mL 

dilarutkan dalam 1.000 µL phosphate buffer saline (PBS). Reagen biuret 50 mL  

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 50 

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

dilakukan pengenceran larutan stok (Khotim, 2012). 

 Prosedur kerja uji BSA dilalukan dengan modifikasi Nurhasanah (2008) 

dan Khotim (2012). Dibuat larutan standar dengan pengenceran larutan stok. 

Konsentrasi standar protein BSA dan pengencerannya dapat dilihat pada Tabel 

2. Disiapkan eppendorf sebanyak 14 buah, isi masing- masing dengan akuades 

dan larutan stok (BSA) sehingga didapatkan konsentrasi yang diinginkan (sesuai 

perhitungan pengenceran), lalu divortek. Diambil 1 mL larutan dari masing-
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masing eppendorf, lalu pindahkan ke dalam tabung reaksi. Ditambahkan masing-

masing tabung dengan 2 ml reagen biuret (1:2). Diinkubasi pada suhu 370C, 

selama 20 menit. Warna yang terbentuk dibaca serapannya pada panjang 

gelombang 740 nm dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Konsentrasi 

protein ditentukan dengan menggunakan kurva standar Bovine Serum Albumin 

(BSA) dengan konsentrasi 0-800 ppm. 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 dan x = konsentrasi protein. 

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) 13 26 52 104 208 416 832 

Akuades (µL) 987 974 948 896 792 584 168 
Konsentrasi 

protein ((µg/mL) 15.625 31.25 62.5 125 250 500 1000 

Sumber: Khotim (2012). 
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- 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 30 

menit 

- Baca absorbansi dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 

gelombang 540 nm 

 

3.4.2. Uji SDS-PAGE 

Elektroforesis adalah teknik pemisahan fraksi-fraksi zat berdasarkan 

migrasi partikel bermuatan di bawah pengaruh medan listrik karena adanya 

perbedaan ukuran, bentuk, muatan dan sifat kimia molekul (Boyer, 1986).  

Penentuan berat molekul dialisat metabolit Bacillus sp. dapat dilakukan 

dengan menggunakan metode popular yang disebut Sodium Dodesil Sulfat 

Poliakrilamid Gel Elektroforesis (SDS-PAGE). Metode SDS-PAGE dilakukan 

dengan menggunakan 2 jenis gel yaitu “stacking” dan “separating”. Pada 

stacking gel, molekul bermuatan dapat bergerak bebas dalam pengaruh medan 

listrik. Molekul dengan muatan dan ukuran yang sama akan terakumulasi pada 

zona atau pita yang berdekatan. Protein dengan berat molekul tinggi 

dielektroforesis pada kondisi terdisosiasi menjadi monomer sehingga protein 

menjadi subunit yang lebih kecil sehingga elektroforetiknya bergantung pada 

berat molekulnya (Granner et al. 2003).  
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Dalam uji SDS-PAGE preparasi bahan yang dilakukan adalah enzim 

dialisat ekstraselular metabolit sebanyak 1 mg dilarutkan dalam 500 µL PBS. 

Stacking gel dan separating gel (12,5%), komposisi pembuatan stacking gel 

dapat dilihat pada Tabel 3 dan komposisi pembuatan separating gel dapat dilihat 

pada Tabel 4.  RSB (Reducing Sample Buffer) dibuat dari 1 mL Tris Cl pH 8,8 + 

0,8 mL Gliserol + 1,6 mL SDS 10% + 0,4 Mercaptoetanol + 0,2 mL Bromopenol 

blue kemudian ditambahkan 0,8 mL akuades sampai dan dihomogenkan. 

Larutan destaining dibuat dari 20 mL Metanol 20% + 10 mL Asam Asetat Glasial 

10%, kemudian ditambahkan akuades sampai volume 100 mL dan 

dihomogenkan. Larutan staining dibuat dari 0,1 gr coomasie blue R 0,1 % + 40 

mL metanol 40% + 10 mL Asam Asetat Glasial 10% kemudian ditambahkan 

akuades sampai volume 100 mL dan dihomogenkan. Running buffer dibuat dari 

3,03 gr Tris Base + 14,2 gr Glisin dilarutkan dalam 700 mL akuades kemudian 

dicek pH 8,8. Setelah itu ditambahkan 1 gr SDS, dihomogenkan dan ditambah 

akuades sampai volumenya 1 L. Adapun komposisi Stacking gel dan Separating 

geldapat dilihat pada Tabel 3 dan 4. 

 

Tabel 3. Komposisi Stacking gel 

Komposisi 1 slab (µL) 
Acrylamide 30% 
Tris HCL 1.5 M, pH 8.8 
H2O 
SDS 10% 
APS 10% 
TEMED 

515 
625 

1325 
25 
7,5 
5 

    Sumber: Aulanni (2004). 
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Tabel 4. Komposisi Separating gel 

Komposisi 1 slab (µL) 
Acrylamide 30% 
Tris HCL 1.5 M, pH 8.8 
H2O 
SDS 10% 
APS 10% 
TEMED 

4126 
2500 
3270 
100 
100 
20 

    Sumber: Aulanni (2004). 

 Prosedur kerja SDS-PAGE modifikasi dari Aulanni (2004), dalam 

pelaksanaannya dibutuhkan dua peralatan, yaitu power supply dan buffer 

system. Setelah buffer sistem dipasang maka separating gel dengan konsentrasi 

12,5% dimasukkan dalam plate dan ditunggu sampai mengeras. Di atas 

separating gel dimasukkan stacking gel dengan konsentrasi 12,5% dan sisir 

dimasukkan di antara plate sehingga nantinya akan terbentuk sumuran sebagai 

tempat masukan enzim. Sampel 15 µL diberi 15 µL RSB (Reducing Sample 

Buffer) dan dipanaskan  selama 5 menit. Marker (prestained protein ladder) 15 

µL yang digunakan mempunyai BM dengan kisaran 17 – 250 kDa. Kemudian 

sampel dan marker dimasukkan dalam sumur gel. Running buffer dituang ke 

dalam buffer system. Selanjutnya anoda dan katoda dihubungkan dengan power 

supply dan dialiri arus listrik sebesar 120 Volt, 20 Ampere selama kurang lebih 75 

menit. Proses elektroforesis dilakukan sampai pita mencapai batas akhir dari gel. 

Pewarnaan dilakukan dengan merendam gel dalam staining solution sambil di 

goyang dengan shaker selama 1-2 jam. Selanjutnya penghilangan warna 

dilakukan dengan merendam gel dalam destaining solution. Proses destaining 

dilakukan sampai pita protein pada gel terlihat dan warna gel tidak terlalu biru 

untuk menghilangkan warna latar belakang. Pita protein akan nampak dalam gel. 

Prosedur untuk pengukuran berat molekul protein sampel adalah sebagai 

berikut, untuk setiap sampel protein diamati dahulu berapa jumlah pita protein 

yang nampak, lalu masing-masing pita protein diukur jarak pergerakan protein 
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Jarak pergerakan protein dari tempat awal 

Jarak pergerakan warna pelacak dari tempat awal 

(Rf) dengan penggaris (cm). Dari setiap nilai Rf (jarak pergerakan protein) untuk 

masing-masing pita protein yang diperoleh, dihitung berat molekulnya dengan 

bantuan persamaan linier dari kurva standar berat molekul (marker). Rumus jarak 

pergerakan protein adalah sebagai berikut: 

               Rf = 

Diagram alir SDS-PAGE 

 

 

Dituang ke dalam plate, dibiarkan mengeras 

 

          diberi sisiran 

sisiran dilepas setelah terbentuk gel 
dan akan terbentuk sumuran 

 

plate yang berisi gel dimasukkan 
ke dalam perangkat elektroforesis 

 

 

 

 

 

Running pada 120 Volt, 75 menit  
sampai batas akhir dari plate 

 

                 Gel dilepaskan pelan-pelan dari plate  

Penghilangan warna 

 

 

Gambar 9. Diagram Alir SDS-PAGE 

 

Separating gel 

Staining selama 1-2 jam 

15 µL sampel ditambah 15 µL 
RSB (1:1) dipanaskan 5 menit 

Running buffer 

15 µL marker 

Stacking gel 

Gel hasil elektroforesis 

Destaining semalam 
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3.4.3. Pengujian Biogenik Amin (Histamin) 

Sampel yang telah di aerasi selama 24 Jam diuji kadar biogenik aminnya 

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 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 
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- 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 

resini guna menampung elusi sampel yang dilewatkan pada kolom resin.  
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 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 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 
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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) 

 

3.4.4 Parameter Uji 

Parameter yang dilakukan adalah parameter kuantitatif, yaitu data yang 

diperoleh dari hasil uji aktivitas dekarboksilase metabolit ekstraseluler bakteri, 

presipitat dan dialisat enzim dalam mendegradasi histidin menjadi histamin. Uji 

FT-IR. Serta pengujian elektroforesis SDS-PAGE dan juga konsentrasi protein 

masing-masing proses pemurnian kemudian dianalisa dengan cara 

membandingkan hasilnya. 
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3.5 Skema Kerja Konsep Penelitian 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 11. Skema Kerja Penelitian

 Uji BSA 
 Uji SDS-PAGE 
 Uji Histamin 

Isolat Bakteri Bacillus sp. 

Diremajakan pada Media TSB 

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

 

Metabolit ekstraseluler 

Presipitasi Amonium Sulfat 

Fraksi Amonium Sulfat 
 

Dialisis 

Dilakukan Pengamatan Fase Eksponensial 

Dilakukan Pemanenan pada Fase 

 Uji BSA 
 Uji SDS-PAGE 
 Uji Histamin 

 Uji BSA 
 Uji SDS-PAGE 
 Uji Histamin 

Hasil Terbaik 
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4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1  Hasil Pengujian Histamin Dengan Metode Spektrofluorometri 

 Pemurnian enzim ekstraseluler dimulai dengan menumbuhkan isolat 

murni bakteri Bacillus sp yang bersifat proteolitik yaitu yang mampu menguraikan 

protein dan dapat menghasilkan senyawa lain seperti penisilin dan lain 

sebagainya. Setelah bakteri dipindahkan ke media TSB dan dihomogenkan 

kemudian diinkubasi dalam suhu 370 C selama 24 jam. Setelah diinkubator, 

dilihat ada atau tidak endapan pada media, dimana adanya endapan berarti 

pembiakan telah berhasil dilakukan. Untuk mendapatkan metabolit enzim 

ekstraseluler Bacillus sp. perlu dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 12.000 

rpm dengan suhu alat 4ºC selama 15 menit ketika bakteri berada pada fase 

eksponensial. Perhitungan bakteri bacillus sp. pada tiap jam dapat dilihat pada 

lampiran 1. Sedangkan kurva pertumbuhan bakteri Bacillus sp. dapat dilihat pada 

Gambar 12. 

 

Gambar 12. Kurva Log Pertumbuhan Bakteri Bacillus sp. 
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 Supernatan yang didapatkan lalu dlipisahkan dengan pelet. Supernatan 

yang 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 garam 

ammonium sulfat, atau presipitasi. Endapan ini mengandung garam dalam 

konsentrasi tinggi yang akan mengganggu analisis selanjutnya, maka perlu 

dilakukan dialisis menggunkan kantong selofan di dalam akuadest. Dialisat yang 

diperoleh selanjutnya diuji aktivitas enzim dan karakteristiknya. 

Media TSB yang berisi bakteri perlu disentrifuge untuk mendapatkan 

ekstrak kasar enzim ekstraseluler bakteri Bacillus 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 

pemurnian 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 70%, 

maka dimungkinkan pada konsentrasi tersebut terdapat endapan enzim dengan 
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jumlah yang lebih banyak dari pada konsentrasi yang lainnya. Pada konsentrasi 

presipitasi 70%, endapan coklat yang diduga merupakan protein kemudian 

disentrifugasi dan dikumpulkan untuk didialisis. 

Sampel yang memiliki kandungan garam tinggi harus didialisis, karena 

berpotensi mengganggu hasil analisis selanjutnya, menggunakan kantung 

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

wadah berisi pelarut akuades yang digunakan untuk menciptakan lingkungan 

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 dalam 

Angky, 2011). Dialisis dapat dilihat pada Gambar 13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 13. Dialisis Sampel                                              

Aktivitas dekarboksilase enzim ekstraseluler bakteri Bacillus sp. dalam 

mendegradasi histidin menjadi histamin dari tingkat pemurnian terendah sampai 

tertingi dapat diketahui pada hasil pengamatan. Parameter uji yang dilakuan 

pada penelitian pendahuluan ini adalah pengujian kadar histamin dengan metode 

spektrofluorometri sesuai dengan SNI 01-2354.10-2009 dengan panjang 

gelombang exitasi: 350 nm dan emisi: 444 nm. Hasil kadar histamin dapat dilihat 
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pada lampiran 2. Sedangkan perbandingan hasil uji histamin pada penelitian ini 

adalah pemurnian berbeda yaitu metabolit, presipitat dan dialisat dapat dilihat 

pada Tabel 5. 

Tabel 5.Perbandingan hasil kadar histamin metabolit, presipitat dan dialisat 

No. Sampel 
Kadar Histamin (mg/kg) 

Jumlah Rerata 
U1 U2 U3 

1. Metabolit 5,69 4,12 3,29  13,1  4,36 ± 1,21 

2. Presipitat 

30 % 1,89 1,44 1,98     5,31  1,77 ± 0,28 
40 % 2,85 2,06 2,45  7,36  2,45 ± 0,39 
50 % 3,08 3,20 2,94     9,22  3,07 ± 0,13 
60 % 4,11 4,05 4,07    12,23  4,07 ± 0,03 
70 % 4,37 4,28 4,29    12,94  4,31 ± 0,04 

3. Dialisat 3,86 3,52 3,03  10,41  3.47 ± 0,41 
 

 
 
Gambar 14. Grafik perbandingan hasil kadar histamin metabolit, presipitat 

dan dialisat 
 

Didapatkan Hasil penelitian pengujian histamin sampel mulai dari sampel 

metabolit, presipitat dan dialisat dengan metode spektrofluorometer terdapat 

pada Tabel 5, sedangkan grafik perbandingan hasil kadar histamin metabolit, 

presipitat dan dialisat dapat dilihat pada Gambar 14. Setiap bakteri mempunyai 

kemampuan yang berbeda dalam menguraikan histidin menjadi histamin. 

Menurut Bennour et al. (1991), produksi histamin tidak selalu berkorelasi dengan 
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besarnya jumlah bakteri penghasil histamin, tetapi lebih berkaitan dengan 

kemampuan bakteri tersebut dalam mensintesis histidin dekarboksilase. 

Pada Gambar 14 dapat dilihat bahwa terdapat perbedaan tingkat 

kemampuan sampel dalam menguraikan histidin murni menjadi histamin. Hal ini 

dikarenakan dari metabolit ke presipitasi sampai dialisis dilakukan perbedaan 

perlakuan yaitu metabolit dimurnikan menjadi suatu enzim. Baranowski et al. 

(1985) dalam Rospiati (2006), menjelaskan bahwa histidin dekarboksilase selalu 

dihasilkan oleh bakteri yang terhenti pertumbuhannya dan masih mampu 

mengkonversi histidin menjadi histamin. Dengan demikian hal ini dapat 

mendukung meskipun kondisi tersebut tidak berbanding lurus.. 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 Hasil uji histamin dapat dilihat pada 

Lampiran 3.  

menurut Sumner et al. (2004), apabila telah diproduksi enzim 

dekarboksilase, maka akan terus menerus dihasilkan histamin meskipun 

pertumbuhan bakteri telah dihambat dengan suhu dingin 4oC. Produksi histamin 

akan semakin meningkat meskipun telah disimpan pada ruang pendingin. 
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4.2. Karakterisasi Metabolit 

4.2.1. Hasil Pengujian Konsentrasi Protein Metode BSA 

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. Aktivitas spesifik merupakan indikator 

tingkat kemurnian enzim. Semakin tinggi aktivitas enzim, maka kemurnian enzim 

tersebut meningkat (Lehninger, 1997). 

 Hasil konsentrasi protein dari metabolit, presipitat dan dialisat dapat 

dilihat pada Tabel 6. Pada Tabel 6 dapat dilihat bahwa konsentrasi protein 

presipitat 70% adalah 12,5 mg/ml, nilai ini lebih tinggi dibanding nilai konsentrasi 

protein metabolit Bacillus sp. yang mempunyai nilai sebesar 5,513 mg/ml. Dan 

nilai konsentrasi protein dialisat. yang mempunyai nilai sebesar 5,434 mg/ml. hal 

ini dimungkinkan karena pada prsipitat masih banyak terdapat protein-protein 

tertentu. dilakukan proses pemurnian dengan dialisis sehingga terbebas dari 

kontaminan. Dialisis digunakan untuk meningkatkan konsentrasi enzim. Schimidt 

et al., (2007) menyebutkan bahwa kantung selofan dengan molecular weight 

cutoff (MWCO) 10 kDa dapat digunakan untuk menghilangkan ion nitrogen, asam 

amino, atau peptida yang berukuran kecil. Protease merupakan protein yang 

memiliki berat molekul lebih besar dari 12 kDa (Sindumarta, 1999). Sehingga 

dimungkinkan protein non enzim dan kontaminan yang berukuran kecil (BM<25 

kDa) ikut keluar dari kantung selofan sehingga konsentrasi protein dialisat 

metabolit Bacillus sp. menjadi lebih pekat. Alat yang dipakai untuk mengukur 

konsentrasi protein adalah spektro simidzu. Perhitungan konsentrasi protein 

dapat dilihat pada Lampiran 2, sedangkan grafik perbandingan konsentrasi 

protein metabolit, presipitat dan dialisat dapat dilihat pada Gambar 15. 
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Tabel 6. Perbandingan konsentrasi protein metabolit, presipitat dan dialisat 

Sampel Konsentrasi Protein (mg/ml) 
Metabolit  5,513 
Presipitat 30 % 11,666 
Presipitat 40 % 12,5 
Presipitat 50 % 11,666 
Presipitat 60 % 12,5 
Presipitat 70 % 12,5 
Dialisat 5,434 

 

 

Gambar 15.Grafik perbandingan konsentrasi protein metabolit, presipitat 
dan dialisat 

 

4.2.2. Hasil Pengujian Berat Molekul Metode SDS-PAGE 

 Profil pita peptida metabolit, presipitat dan dialisat Bacillus sp. dapat 

dilihat pada Gambar 16. Dapat dilihat pada sampel metabolit terlihat tebal 

dikarenakan kadar protein pada sampel metabolit masih besar. Selanjutnya pita 

pada sampel sebelum dialisat dan sesudah dialisat terlihat adanya pemisahan 

kadar protein  pita peptida protein terlihat semakin sedikit. Hal ini dikarenakan 

terjadi proses hidrolisis pada saat dialisat metabolit Bacillus sp. sehingga 

memecah ikatan protein menjadi peptida dengan berat molekul kecil. Menurut 

5,513

11,666
12,5 11,666 12,5 12,5

5,434

0

2

4

6

8

10

12

14

Metabolit P 30% P 40% P 50% P 60% P 70% Dialisat

Kadar
Protein(mg
/ml)

Perlakuan Sampel



48 
 

Poedjiadi dan Supriyanti, 2007 peran protease yaitu sebagai katalis dalam reaksi 

pemecahan molekul protein dengan cara hidrolisis, pemecahan protein pada 

tempat tertentu dalam molekul protein dan biasanya tidak mempengaruhi gugus 

yang terletak diujung molekul protein. 

 Tingkat kemurnian enzim dapat diketahui dengan menggunakan  teknik 

elektroforesis gel poliakrilmida, SDS-PAGE. Gel disusun  oleh  akrilamida dan 

N,N’-metilen - bis - akrilamida yang berpolimerisasi melalui mekanisme  radikal 

bebas dengan bantuan katalisator N,N,N’,N’,- tetrametilen diamina (TEMED) dan 

inisiator amoniumpersulfat (APS) (Dunn,1989). Prinsip analisis  SDS-PAGE  yaitu 

pemisahan protein berdasarkan ukuran molekul.  

 

     

Gambar 16. Profil pita peptida, 1. Marker, 2. Metabolit ekstraseluler, 
3. Marker , 4. Sebelum dialisat , 5. Sesudah dialisat 

 
Mathews and Holde (1990) menyebutkan protease memiliki variasi 

pemilihan substrat yang lebih luas atau berbeda dalam hal aktivitasnya terhadap 

ikatan-ikatan peptida protein. Protease selama dialisis memecah ikatan-ikatan 

yang ada pada protein menjadi tidak kompak dan berat molekulnya menjadi 
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rendah sehingga mudah larut dalam air. Hasil perhitungan SDS-PAGE dapat 

dilihat pada Lampiran 3. 

 Pada Tabel 7 dapat dilihat berat molekul pita peptida metabolit Bacillus 

sp., presipitat 70% dan dialisat memperlihatkan bahwa beberapa berat molekul 

pita peptida metabolit Bacillus sp. muncul tetapi setelah dilakukan presipitasi dan 

dialisis berat molekul pita peptida tersebut menjadi berkurang. Hal ini 

dimungkinkan karena berubahnya struktur molekul asam amino akibat perlakuan 

pada presipitasi dan dialisis. Pita-pita protein yang hilang kemungkinan berubah 

menjadi polipeptida yang lebih pendek (Riyanto, 2006). 

Tebalnya pita protein pada sampel metabolit menunjukkan tingginya 

kemampuan dialisat tersebut dalam mendegradasi histidin menjadi histamin. 

Semakin tebal pita peptida maka semakin tinggi sampel tersebut dalam mengurai 

histidin murni menjadi histamin. Dari hasil pada Gambar 16 dan Tabel 7 dapat 

diketahui bahwa semakin banyak asam amino pada sampel maka semakin besar 

kemampuan sampel dalam mengurai histidin murni menjadi histamin lebih besar. 

Menurut Baranowski et al. (1985) dalam Rospiati (2006), menjelaskan meskipun 

dalam sampel tidak didapatkan mikroba yang tumbuh akan tetapi enzim yang 

telah dihasilkan sebelum mikroba tersebut mati akan terus beraktifitas. Hal ini 

yang menyebabkan pada sampel metabolit lebih banyak terdapat asam amino 

dibandingkan dengan sampel presipitat  dan dialisat.  

Terlihat bahwa metabolit yang diperoleh cenderung meningkat dengan 

meningkatnya konsentrasi amonium sulfat yang ditambahkan ke dalam media. 

Pada media metabolit dengan menambahan amonium sulfat terjadi peningkatan 

jumlah enzim-enzim glutamat dehidrogenase, glutamat sintetase, glutamat 

polymerase dan γ- glutamil transpeptidase yang sangat berperan dalam 

biosintesis Metabolit (Goto & Kunioka, 1992). Presipitasi paling tinggi diperoleh 

pada media amonium sulfat 70%. Hasil pengamatan elektroforesis menunjukan 
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bahwa pita Protein berada di atas marker miosin (205 kDa) dan mendekati hasil 

yang diperoleh Ito et al. (1996), yang diperkirakan mempunyai berat molekul 

sekitar 275 kDa (Gambar 16). enzim yang dihasilkan masih belum murni, hal ini 

dapat terlihat dari adanya pita-pita protein dengan berat molekul 130 kDa sampai 

17 kDa. Diduga pita-pita protein tersebut merupakan enzim-enzim yang berperan 

dalam pembentukan enzim yang turut terdeteksi pada pewarnaan SDS-PAGE. 

Salah satu enzim yang terdeteksi adalah enzim hidrolase yang mempunyai berat 

molekul 68 kDa. Enzim ini dapat mendegradasi enzim menjadi asam L-glutamat 

pada waktu pertumbuhan sel (Tanaka et al., 1993). 

Tabel 7. Berat molekul (kDa) pita peptida metabolit ekstraseluler Bacillus 
sp., presipitat 70% dan dialisat 

 

No. 
Metabolit 

Ekstraseluler Presipitat Dialisat 

1 135,0629 - - 
2 - 129,9266 122,1831 
3 103,2728 - - 
4 91,66129 - - 
5 86,35469 87,9673 - 
6 - 71,11054 - 
7 68,02771 - 66,8478 
8 - 61,70814 - 
9 56,88343 - 55,7840 
10 - - 49,4453 
11 42,21683 40,3244 - 
12 39,77275 - - 
13 - - 38,84681 
14 37,47016 37,56402 - 
15 27,809 - - 

Jumlah 10 asam amino 6 asam amino 5 asam amino 
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5. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

 Berdasarkan penelitian mengenai uji aktivitas dialisat ekstraseluler bakteri 

Bacillus sp. dalam mendegradasi histidin murni diperoleh kesimpulan sebagai 

berikut :  

 Hasil rerata pendegradasian histidin menjadi histamin oleh ektrak kasar 

enzim ekstraseluler bakteri Bacillus sp. sebesar 4,36 mg/kg. Presipitasi 30% 

sebesar 1,77 mg/kg, presipitasi 40% sebesar 2,45 mg/kg, presipitasi 50% 

sebesar 9,22 mg/kg, presipitasi 60% sebesar 12,23 mg/kg, presipitasi 70% 

sebesar 12,94 mg/kg. Dan untuk dialisat mempunyai nilai rerata kadar histamin 

sebesar 3.47 mg/kg. semakin murni sampel metabolit maka semakin tinggi 

sampel dalam menguraikan zat histidin menjadi histamin. 

 Kemudian untuk hasil uji konsentrasi protein pada masing-masing tingkat 

pemurnian yaitu yang pertama adalah metabolit sebesar 5,513 mg/ml, untuk 

presipitasi 70% sebesar12,5 mg/ml dan untuk dialisat sebesar 5,434 mg/ml. 

 

5.2 Saran 

 Perlu adanya penelitian lanjutan mengenai karakteristik yang lebih 

spesifik lagi pada enzim ekstraseluler bakteri Bacillus sp. Serta perlu dilakukan 

teknik pemurnian enzim yang lebih murni misalnya memakai filtrasi gel atau 

kromatografi lainya sehingga karakter dari enzim bisa terlihat lebih spesifik 

sehingga peneliti lebih jelas. 
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LAMPIRAN 
 
Lampiran 1. Hasil Perhitungan Bakteri Bacillus sp. pada Tiap Jam 

JAM 
KE X1 X2 RATA2 ∑ Sel / ml 

Log∑ Sel / 
ml 

1 385 396 390,5 3,9.106 6,591 
2 469 482 475,5 4,8.106 6,681 
3 599 616 607,5 6,1.106 6,785 
4 798 899 848,5 8,5.106 6,929 
5 1040 1037 1038,5 1,0.107 7 
6 2640 2850 2745 2,7.107 7,431 
7 4270 4690 4480 4,5.107 7,653 
8 4480 4740 4610 4,6.107 7,662 
9 6240 5030 5635 5,6.107 7,748 

10 8350 8880 8615 8,6.107 7,934 
11 9580 9940 9760 9,8.107 7,991 

12 9760 8920 9340 9,3.107 7,968 
13 10740 11770 11255 1,1.108 8,041 
14 14830 14580 14705 1,4.108 8,146 

15 15400 15390 15395 1,5.108 8,176 
16 30320 30970 30645 3,1.108 8,491 
17 31250 31260 31255 3,1.108 8,491 
18 30210 30940 30575 3,1.108 8,491 
19 27430 28150 27790 2,8.108 8,447 
20 25270 25310 25290 2,5.108 8,397 
21 19120 20170 19645 2,0.108 8,301 
22 18050 17100 17575 1,8.108 8,255 
23 15818 15650 15734 1,6.108 8,204 
24 9650 8720 9185 9,2.107 7,963 
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Lampiran 2. Hasil Uji Histamin Presipitat 
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 Crude Metabolit Dan Dialisat 
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Lampiran 3. Hasil Uji Konsentrasi Protein 
 

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

0,03125 0,051 
0,0625 0,054 

0,25 0,063 
0,5 0,081 

1 0,116 
2 0,186 

  
Kurva Standard Protein Metabolit 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
Standard BSA (Bovin Serum Albumin) Presipitat 

     Konsentrasi        Absorbansi 
0 0 

0,03125 0,054 
0,0625 0,057 

0,25 0,075 
0,5 0,089 

1 0,128 
 

 
 

Kurva Standard Protein Presipitat 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

y = 0,0687x + 0,0478
R² = 0,9992
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y = 0,0968x + 0,0374
R² = 0,779

0
0,02
0,04
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Standard BSA (Bovin Serum Albumin) Dialisat 
 

Konsentrasi Absorbansi 
0,125 0,036 
0, 25 0,047 
0, 5 0,075 

1 0,116 
2 0,21 

 
 

Kurva Standard Protein Dialisat 
 
 
 
 
 
 
        
 
 
 
 
 

 
 
 

Hasil Absorbansi Spektrofotometri dan Konsentrasi Protein 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
NO 

 
Sampel 

 
Absorban 

Konsentrasi 
Protein Sampel 

(mg/ml) 
1 Metabolit 0,056 5,513 
2 Presipitat 30 % 0,051 11,666 
3 Presipitat 40 % 0,052 12,5 
4 Presipitat 50 % 0,051 11,666 
5 Presipitat 60 % 0,052 12,5 
6 Presipitat 70 % 0,052 12,5 
7 Dialisat 0,028 5,434 

y = 0,0923x + 0,0253
R² = 0,9991

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0 0,5 1 1,5 2 2,5
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Lampiran 4. Elektroforesis SDS-PAGE 
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Lampiran 5. Hasil Elektroforesis SDS-PAGE 
 

Standard SDS-PAGE Metabolit  
BM(kDa) Jarak 

Tracking 
Log BM Rf 

140 5,5 2,146128036 0,084615 
100 8 2 0,123077 
70 11 1,8409804 0,169231 
50 16 1,698970004 0,246154 
40 21 1,602059991 0,323077 
35 26 1,544068044 0,4 
25 31 1,397940009 0,476923 
15 42 1,176091259 0,646154 

 
Kurva Standard SDS-PAGE Metabolit  

        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Berat Molekul (kDa) Metabolit Kasar 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

BM(kDa) Jarak 
Tracking  Log BM Rf 

135,0629 2,5 2,130536131 0,038462 
103,2728 7 2,013986014 0,107692 
91,66129 9 1,962185962 0,138462 
86,35469 10 1,936285936 0,153846 
68,02771 14 1,832685833 0,215385 
56,88343 17 1,754985755 0,261538 
42,21683 22 1,625485625 0,338462 
39,77275 23 1,5995856 0,353846 
37,47016 24 1,573685574 0,369231 

27,809 29 1,444185444 0,446154 

y = -0,5943x + 1,3048
R² = 0,9625

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0 0,5 1 1,5 2 2,5



66 
 

Standard SDS-PAGE Sebelum dan Sesudah Dialisat 
BM(kDa) Jarak 

Tracking 
Log BM Rf 

135 7 2,130333768 0,09589 
95 9 1,977723605 0,123288 
72 11,5 1,857332496 0,157534 
52 16 1,716003344 0,219178 
42 22,5 1,62324929 0,308219 
34 25 1,531478917 0,342466 
26 30 1,414973348 0,410959 
17 41 1,230448921 0,561644 

 
 

urva Standard SDS-PAGE Sebelum dan Sesudah Dialisat 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Berat Molekul (kDa) Sebelum dan Sesudah Dialisat 

BM(kDa) Jarak 
Tracking  Log BM Rf 

122,1831 5 2,087011184 0,068493 

66,8478 15 1,82508709 0,205479 

55,78403 18 1,746509861 0,246575 

49,4453 20 1,694125043 0,273973 

38,84681 24 1,589355405 0,328767 
 
 

y = -0,5238x + 1,1601
R² = 0,9565
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