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KATA PENGANTAR

Puji syukur kepada Allah SWT atas segala limpahan rahmat dan
karunia-Nya, sehingga penelitian dan penyusunan laporan ini dapat
terlaksana dengan baik.

Kegiatan penelitian ini dilaksanakan karena semakin menurunnya
volume ekspor ikan tuna dan cakalang dari Indonesia,sementara potensi
ikan tuna dan cakalang untuk keperluan ekspor masih sangat besar.
Potensi ikan tuna dan cakalang dapat dimaksimalkan jika kualitas
khususnya kadar histamin dapat ditekan serendah mungkin. Kadar
histamin dapat diketahui dengan cepat menggunakan alat biosensor
histamin. Bagian terpenting dari biosensor histamin adalah elektroda enzim
DAO .

Penelitian ini akan memperoleh komposisi membrane elektroda
enzim DAO yang tepat untuk mendeteksi histamin yang ada di dalam
sampel ikan. Desain elektroda enzim DAOQ diharapkan dapat menghasilkan
prototype elektroda enzim DAO yang dapat dijadikan dasar untuk
pengukuran histamin yang terdapat pada ikan tuna dan cakalang.

Kegiatan ini terlaksana atas bantuan dan kerjasama yang baik
antara Balitbangda Provinsi Sulawesi-Selatan dengan Lembaga Penelitian
dan Pengabdian Masyarakat (LP2M) UNHAS, serta semua pihak yang
telah membantu dan mendukung penelitian ini.

Akhir kata terima kasih kepada Pemerintah Provinsi Sulawesi-
Selatan dan LP2M-UNHAS yang telah menfasilitasi secara finansal
maupun non finansial kegiatan ini. Harapan ke depan semoga penelitian ini
dapat memberikan solusi terhadap permasalahan ekpor ikan tuna dan
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ABSTRAK

wL ‘uan untuk mendesain elektroda.en.zim diaminoksidase
ian ini berty) dapat digunakan sebagai biosensor keSegaran

dan cakalang secara cepat. Penelitian ini di;awali dengan
jkan tuna e dari limbah kulit/ kepala udang, selanjutnya dibuat
mengisolas! _kltlg AO dengan membran kitin-selulosa asetat dalam bebagg
e'ektmd? enZImkonsentrasi. Elektroda enzim DAO sebagai biosenggr
perban-dmgfjn gingkan dengan spektrofluorometri sebagai metode standar
nistamln_e dlbign untuk analisis histamin berdasarkan metode SNI. Hagj|
Vang}@gunaenunjukkan bahwa kitin dapat diperoleh dari limbah kyliy/
Pe”e“t'and:; dengan residu 28.29% dan perbandingan Kitin selulosa
Zizta; yl; ng ?epat sebagai membran elektroda gnzim DAO adglah 248
Perbandingan hasil pengukuran histamine menunjukkan t?ahwa tidak ada
daan secara signifikan antara metode elektroda enzim DAQO dengan

nelit
(PDeAO) yangd diharapkan

perbe :
spektrofluorometri.

Kata kunci: diaminoksidase, histamin, membran, elektroda enzim

ABSTRACT

The research aim to design of diamine oxidase enzyme electrode (DAO)
expecting to be used as biosensors tuna and skipjack tuna fish freshness
rapidly. The first is isolating chitin from waste leather/shrimp shell The DAQ
enzyme- electrode made chitin-cellulose acetate membrane in many
variance concentrations. DAO enzyme biosensor electrode as histzamine
compared with spectrofluorometry using as a standard method for the
histamine analysis, SNI method. The results showed that chitin can be
obtained from waste shrimp shell with residue is 28.29% and the ratio of
chitin and cellulose acetate membranes in DAO enzyme elecirode are 2 -
1. The histamine measurement results showed that there is no significant
differences with DAO enzyme electrode with spectrofluorometry method.

Keywords: diamine oxidase, histamine, membrane, enzyme electrods
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BAB |. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Produk perikanan merupakan salah satu andalan ekspor untuk
memperoleh pendapatan nasional.Salah satu jenis produk perikanan yang
potensil untuk diekspor adalah ikan tuna dan cakalang. Namun, ekspor
tuna segar telah terhambat oleh beberapa masalah kualitas, khususnya
karena tingginya kandungan histamin dan logam berat. Food and Drug
Administration (FDA) melaporkan bahwa selama periode tahun 2001-2005,
ada 350 kasus penolakan tuna di AS karena masalah tersebut. Demikian
juga, dalam beberapa tahun terakhir, ekspor tuna dari Indonesia ke
Negara-negara anggota Uni Eropa telah mengalami RASFF (Rapid Alert
System for Food and Feed) dan suspense ekspor oleh Komisi
Eropa.(Widiastuti dan Putro, 2012).

Gl Ikan tuna dan cakalang merupakan family Scombridae, mengandung

Histidin bebas yang tinggi dalam jaringan dagingnya. Melalui proses
dekarboksilasi histidin akan menghasilkan histamine yang dalam
konsentrasi tertentu yang dapat menimbulkan reaksi alergi atau keracunan
yang gejalanya dapat berupa sakit kepala, kejang, mual, muka dan leher
kemerah-merahan, tubuh gatal-gatal, mulut dan kerongkongan terasa

t}erbakar, bibir membengkak, badan lemas dan muntah-muntah

(Eitnenmiller et al., 1982)

Histamin adalah senyawa amina biogenic yang dapat digunakan
sebagai indicator kesegaran/kerusakan ikan. Kandungan histamin pada
lkan segar adalah rendah tetapi pada ikan busuk atau rusak kandungannya
menjadi tinggi (Nogous et al., 1990). Pembentukan histamin setiap spesies

1
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tung dari kandungan histidin bebasnya, tipe dan banyaknya
ntu

a :
berbeda terg dekarboksilasi, pH dan temperature

g menunjang proses

n : o :
il kanisme pembentukan histamin bias berupa

pada daging ikan me _
maupun karena aktivitas mikroba (Kimata, 1981). Autolisis daging
S

autolysi e . ‘
ulai berlangsung secara bikimia setelah ikan mati, terutama pada
daging sekitar perut. Kecepatan proses autolisis dipengaruhi oleh suhuy,
aging S - B
pada suhu rendah proses autolisis dapat diperlambat tetapi tidak dapat
gihentikan sama sekali (llyas, 1983).

Penelitian telah banyak dilakukan guna menemukan metode terbaik

jkan m

untuk mendeteksi dan menentukan tingkat histamin dalam ikan dan
makanan turunannya.Saat ini analisis histamin dapat dilakukan dengan
metode KCKT dan spektrofluorometri BSN, 2009).Kedua metode ini
membutuhkan tenaga khusus yang terlatin dan terampil karena metodenya
memeriukan preparasi awal sampel yang cukup rumit, disamping itu juga
perzlatznnya relatif mahal.Untuk mengurangi waktu yang diperlukan pada
znzlisis dan untuk menawarkan metode skrining cepat pada pengujian
kuzliizs industri makanan, beberapa metode enzimatik dan sejumlah
sendor enzim telah diuraikan sejauh ini oleh beberapa peneliti (Wimmerova
el 2l 1999) Aplikasi biosensor secara umum menunjukkan berbagai
veuntungan seperti memungkinkan analisis yang lebih cepat dengan

preparasiipengolahan sampel yang kurang bahkan tidak diperlukan (Lange,
dan Wittmann, 2001)

Analisis dengan  biosensor diharapkan dapat menggantikan

instrument kim

& dengan metode klasik dan juga alternative lain karena
nstrument kimiz

'@ modem pengadaannya relative lebih mahal. Suatu

“I%is biosensor karena mudah dibawa ke lapangan, relative

kelebif

e

biaya pengadaannya murah dan cukup sensitive untuk mengidentfikas: zat
atau senyawa kimia tertentu.Analisis biosensor dapat dilskukan dengan
berbagai transduser  elekirokimia
(ampeometrik, potensiometrik), termal dan sebagzinyz Desain transduser
dengan metode amperometrik atau potensiometrik dapat ditzkaudkan dengzan
pengembangan elektroda enzim.

metode  seperti penggunaan

Elekroda enzim yang efektif, sensitive, dan akurat sang=t deentukan
oleh kompisis membrane.Membrane secara umum sulé didsfnsian
secara tepat, namun pada sensor elektrokimia dapat dinyaizkan s=baga
suatu rintangan selektif diantara dua fasa (Holme, 19€3) Elskiod= enzm
yang akan dikembangkan dalam penelitian ini adalah slekiods =nzm
untuk analisis histamin dalam ikan tuna dan cakalang Kadsr ns=mn
dalam ikan dan makanan turunannya sangat menentukan =z
kesegaran dan keamanan bahan makanan. Kadar normal histamn dalam
*iilkan tuna dan cakalang segar tidak lebih dari 200 ppm (Noltkampsr 2002)
| Pada penilitian ini, sebuah biosensor enzim berbasis ampsromat
histamin akan dikembangkan, yaitu biosensor untuk mendstsks: can
rhenentukan kandungan histamin pada ikan tuna dan cakaleng Prnso-
prinsip dasar yang digunakan sama dengan biosensor biossnsor lannya
kecuali pada biosensor ini diperlukan diamin oksidase yang damobisas)
pada lapisan membrane menggunakan metode voltamemk sSKIK dan

otensiometrik. QOleh karena membra elekiroda marupakan tempat

timbulnya potensial atau arus uang dihasilkan oleh reaks: yang dkatalss

oleh enzim yang terdapat pada membra elektroda dengan lanutan yang
dianalisis maka parameter membran elektroda sangat manantukan kinena

‘biosensor. Penggunaan biosensor histamin dengan @lektroda enzim diamin
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itin d
g diamobilisasikan padaymemCTEnRREE] Olutaraigey,
oksidase yar

dapat dilakukan.

Kitin dapat diisolasi

dan diperolen dengan mudah dar; “mbah
kawasan industri Makassar. Pemanfaatan imbap

kulit/kepala udang di ‘
kulitkepala udang ini selain mée
aligus juga membantu menguran

mberikan nilai tambah secara ekonomi

i gi atau menghilangkan dampak Negai

limbah pengolahan udang tersebut.
kestabilan yang baik terhadap berbagai macam zat kimia, Mempunys

Lekuatan mekanik yang baik dan tahan terhadap tekanan tinggi sehingga
dapat menahan materi yang sangat kecil.Penggunaan  glutaraldenjq
dilakukan karena sifatnya sebagai ikatan pembawa yang berfungsi sebagaj

pereaksi bifungsional antara enzim dan katin-selulosa asetat.

Kitin dan selulosa asetat memiliki

Desain elektroda enzim diamin oksidase dilakukan dengan dua
tahap.Tahap pertama dilakukan desain elektroda enzim diamin oksidase
yang diaplikasikan pada berbagai larutan standar histamin.Pada tahap
kedua dilakukan optimalisasi kinerja elektroda enzim dan dibandingkan
dengan hasil pengukuran menggunakan spektrofluorometri atau KCKT.
Hasil desain dengan kinerja yang maksimal akan digunakan untuk
menganalisis histamin yang terdapat pada ikan tuna atau cakalang.

B. Rumusan Masalah
1. Berapa komposisi membran kitin dan selulosa asetat yang Optim‘“I

dalam mendesain elektroda enzim diamin oksidase untuk

biosensor histamin

2. Apakah dengan melakukan optimalisasi biosensor histamin yang

meliputi sensitivitas, wakty respon, selektivitas dan masa paK%

membran elektroda dapat diperoleh kinerja biosensor histamine
yang maksimal?
3. Apakah hasil desain biosensor histamin dapat digunakan untuk
analisis histamin yang terdapat pada ikan tuna dan cakalang?
C. Tujuan Penelitian

1. Mementukan komposisi membran kitin dan glutaraldehid yang
optimal dalam pembuatan elektroda enzim diamin oksidase untuk
biosensor histamin

2. Membuat biosensor histamin yang mempunyai kinerja maksimal
dengan sensivitas tinggi, waktu respon cepat, dan masa pakai yang
lebih lama.

3. Mendesain biosensor histamin yang dapat digunakan untuk analisis

histamine yang menentukan tingkat kesegaran ikan tuna dan
cakalang.

D. Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini akan bermanfaat dan memeberikan kostribusi

terhadap:

1. Pengembangan dan pemanfaatan teknologi biosensor khususnya
biosensor elekrokimia bebasis amobilisasi enzim untuk memantau
tingkat kesegaran ikan tuna dan cakalang secara cepat dan murah.

2. Peningkatan pendapatan nasional melalui peningkatan kualitas dan
potensi ekspor ikan tuna dan cakalang secara nasional.

3. Pemberian

nilai tambah pada pengolahan udang dengan

memanfaatkan limbahnya sebagai  sumber kitin untuk membran

elektroda biosensor.

B Dipindai dengan CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

BAB Il TINJAUAN PUSTAKA

A. Sensor Elektrokimia (Biosensor)

Sensor elektrokimia secara umum d . |
mampu menangkap fenomena fisika atau kimia kemudian mengubahnya
iadi sinyal elektrik baik arus listrik maupun tegangan (Adrian, 2002).

men| i
Terdapat tiga utama elektrokimia potensiometriy

amperometrik dan konduktometrik. Sensor potensiometrik berdasarkan

pengukuran perbedaan potensial antara dua elektroda (elektroda indikator

idefinisikan sebagai alat Yang

janis  sensor

dan elektroda pembanding), sensor amperometrik keberadaannya

berdasarkan reaksi oksidasi-reduksi dari spesi elektroaktif, arus resuitan
yang diukur. Sedangkan sensor konduktometrik dilibatkan dalam
pengukuran konduktifitas pada seri-seri frekuensi (Janata at al. 2009).
Klzsifikasi sensor kimia berdasarkan sifat-sifatnya : elektrik, optik, termal
aizu massa dan didesain untuk mendeteksi dan merespon analit dalam
gas-gas, bentuk cair atau padat (Janata at al., 2009; Yuliarto, 2005).
Biosensor termasuk sensor kimia yang terdiri dari biological

lreaimen sebagal pengenal molekul/senyawa yang akan diukur dan

=

randuser yang menangkap sinyal dari biological treatmen itu. Biosensor

(h

encin digefinisikan sebagai suatu perangkat sensor yang menggabungkan

senyawz biologi dengan  suatu tranduser. Dalam proses kerjanya
senyawz zkif biologi akan berinteraksi dengan molekul yang akan
cioeteksi yang disebut molekul sasaran. Hasil interaksi yang berupa
esaran fis

44444

“ “eperl panas, arus listrik, potensial listrik atau lainnya akan
dﬁ’T'C" Of Olet 2 5 .
u ©7 ransduser. Besaran tersebut kemudian diproses sebagal

perolen hasil yang dapat dimengerti.

f
J

)

1. Prinsip kerja biosensor

Pada dasarnya biosensor terdiri dari tiga unsur yaitu unsur biologi
(reseptor biologi), transduser, dan sistem elektronik pemroses sinyal.Unsur
biologi yang umumnya digunakan dalam mendesain suatu biosensor dzpat
berupa enzim, organel, jaringan, antibodi, bakteri, jaszd ren& dan
DNA.Unsur biologi ini biasanya berada dalam bentuk teramobilis=si padz
Suatu transduser. Amobilisasi sendiri dapat dilakukan dengan berbzga
cara baik dengan (1) adsorpsi fisik, (2) menggunakan membran zizu
perangkap matriks atau (3) membuat ikatan kovalen antarz biomoisiad
dengan transduser.

Untuk transduser, yang banyak digunakan dalam suatu biosensor
adalah transduser elektrokimia, optoelektronik, kristal piezoelekironi f=id
effect transistor dan temistor. Proses yang terjadi dalam transduser dap=:
Perupa calorimetric biosensor, potentiometric biosensor. ampsromsine
biosensor, optical biosensor maupun piezo-electric biosensor. Sinyal yang
keluar dari transduser ini kemudian diproses dalam suatu sistem slekironk
misalnya recorder atau komputer. Skema umum biosensor dapat diihat

pada Gambar 1.

Reseptor Biologi: ran ser:
P g Transduse s =
Enzim _ Roaks Potensiometri
i Antibodi Biokimia =] Amperometri = Rekomer
A Mikroba Kalorimetn Komeuter
A DNA Optik
1 (teramobilisasi)

Gambar 1. Skema umum biosansor
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ometrik
ensor potensiometrik merupakan Sensor yang Paling

: nerapannya sejak awal 1930-an karena sensor inj Muda
praktis pe

dan biayanya murah. Ada 3 jenis dasar Perangkay

2. Sensor potens!
Sensor-S

digunakan, dikenali

ometrik yaitu; elektroda selektif ion, elektroda kawat terlapjs dan
potensio -

transistor efek medan.
Elektroda selektif i
mengukur secara selektif aktivitas dari spesies-spesies ionik

ion adalah elektroda indikator

mampu
khusus. Dalam pernyataan klasik, elektroda-elektroda merupakan
perangkat berdasarkan membran, terdiri atas material-material konduks;i

ion selektif yang memisahkan sampel dari dalam elektroda. Elektroda
pertama merupakan elektroda kerja yang potensialnya ditentukan oleh
lingkungannya, sedang elektroda pembanding memiliki potensial yang
konstan, maka nilai perbedaan potensial (potensial kedua sel) adalah nilai
potensial oleh larutan yang hanya mengandung ion analit.

Strategi-strategi yang berbeda untuk produksi suatu elektroda adalah
yang selektif terhadap suatu spesies dan secara primer berdasarkan
komposisi material membran. Penelitian dalam bidang ini telah dibuka
untuk semua segi aplikasi untuk analit-analit yang hampir tidak terbatas
jumlahnya, dimana yang membatasi hanyalah seleksi dopan dan matriks
ionofor dari membran. Berdasarkan pada sifat alami membran, elektroda
selektif ion (ESI) dapat dibagi menjadi 3 golongan yaitu; elektroda gelas
cair atau padat. Lebih dari dua lusin ESI Orion, Radiometer, Coming
Beckman, Hitachi dan lainnya digunakan secara luas untuk analisis i€
organik dan spesies kationik atau anionik dari berbagai efluen pervariash

juga dalam pabrik dan monitoring obat, menggunakan elektroda membran
(Wang, 2000).

Perangkat potensiometrik yang paling luas digunakan adalah
elektroda pH, yang beberapa dekade.
Kesuksesannya dihubungkan dengan keuntungan yang tidak perlu

telah digunakan dalam

diragukan lagi, seperti kemudahan, kecepatan, nondestruktif, biaya murah,
kemampuan aplikasi pada kisaran konsentrasi yang luas dan terutama
selektivitasnya yang sangat tinggi untuk ion-ion hidrogen. Elektroda gelas,
berdasar atas membran gelas sensitif ion yang tipis adalah yang paling
umum dan tersedia dalam berbagai bentuk dan ukuran. Pengukuran pH
Juga dapat dilakukan menggunakan sensor-sensor potensiometrik yang
lainnya. Aplikasi elektroda gelas untuk kation monovalen lainnya, termasuk
sensor-sensor natrium, litium, ammonium dan kalium yang berdasarkan
atas komposisi-komposisi gelas baru, juga telah dilaporkan. Walaupun
penggunaan elektroda membran gelas untuk mengukur pH larutan memiliki
berbagai kesuksesan, pemanfaatannya dibatasi untuk pengukuran dalam
media aqua.Penentuan ion hidrogen dalam larutan non aqua memerlukan
koreksi-koreksi.

Elektroda membran cair, yang berdasarkan atas zat-zat yang cair
yang tidak dapat bercampur dengan air dan terisi dalam membran
polimerik, telah digunakan secara luas untuk pengukuran potensiometrik
langsung dari beberapa kation polivalen dan anion-anion tertentu.Membran
polimerik digunakan untuk memisahkan larutan uji dari komponen terdalam
yang mengandung larutan ion target. Pengenalan membran aktif dapat

dilakukan oleh penukar ion cair atau senyawa makrosiklik netral yang
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o

dimensi perukuran molekul yang mengandung lubang i)
memiliki @l
on-ion target (Wang, 2000).

ilingi | . :
erEa e litian elektroda potensiometrik dapat dilihat

Kemajuan dalam pene
ia beberapa kelom

dalam hasil ker] .
roda potensiometrik selektif ion hidrogen yang berdasarkan atag

pok peneliti asal Brasil. Konstrykg;

elekt ’ '
ionofor tridodesilamin dan terdispersi
telah digambarkan (Yuliarto, 20095). Rodweder

dalam membran polivinilklorida atay

film poli(1-aminoantrasen)

telah menunjukkan penggunaan elektroda selektif ion berlapig

2002
epoksi grafit untuk penentuan kation dengan menggunakan formas;

pasangan ion dengan kation tricaprilimetilaminium pada suatu matriks

poliviniklorida (Kouassi, 2005).
yang tipis yang dimodifikasi dengan nikel (ll) heksasianoferat untuk

Penggunaan yang sukses dari elektroda film

penentuan kalium telah dikemukakan oleh Stradiootto dan kawan-kawan
tahun 1999 (Brahim, 2002).

Sensor potensiometrik yang berdasarkan pada membran padat
menarik untuk dikembangkan.Elektroda kawat terlapis (EKT) pertama
sekali diperkenalkan oleh Freiser pada pertengahan 1970.Dalam bentuk
klasiknya, konduktor secara langsung dilapisi dengan membran polimer
selektif ion yang sesuai (biasanya polivinilklorida, polivinilbenzilklorida) atau
asam poliakrilik untuk membentuk sistem elektroda yang sensitif terhadap
konsentrasi elektrolit (Yuliarto, 2005). Respon elektroda kawat terlapis

sama dengan elektroda selektif ion klasik yang pada

bertumpu
kemampuan deteksi dan kisaran konsentrasi. Keuntungan besarnya adala
desain tersebut menghilangkan kebutuhan elektroda pembanding internal,

menghasilkan keuntungan selama proses miniaturisasi. Hal ini secard

10

khusus berguna untuk monitoring biomedik pada Kklinik invitro dan invivo
dari analit yang berbeda-beda jenisnya (Cohen, 1980).

Transduser potensiometri mengukur perbedaan potensial di antara
dua elektroda yaitu elektroda kerja dan elektroda referensi yang dicelupkan
dalam suatu larutan pada aliran arus yang sebenarnya nol. Elektroda

referensi mempunyai potensial konstan dan reprodusibel yang tidak
tergantung pada lingkungannya. Potensial elektroda kerja adalah potensial
pada interface antara fasa padatan dan fasa cairan dimana reaksi
oksidasi dan reduksi terjadi. ‘Misalnya pada interface di antara kawat
penghantar dan system redoks, ada suatu pertukaran elektron di antara
kawat dan senyawa yang dioksidasi dan direduksi. Kesetimbangan tercapai
ketika laju oksidasi sama dengan laju reduksi dan komposisi larutan di
sekeliling elektroda adalah konstan. Kesetimbangan potensial kemudian
ditunjukkan sesuai dengan hukum Nernst bagi sistem; Oks + ne

Red, sebagai:

b =———

= e
E=Eo+ — In

[Oks]
[Red]

Keterangan:

= elektroda potensial terukur

= elektroda potensial standar

= tetapan gas ideal = 8,314 j mol” K

= suhu mutlak 298 K

= tetapan faraday (96.500 coulomb
ekivalen™)

= konsentrasi bentuk teroksidasi

= konsentrasi bentuk tereduksi

0

T —H o m m

[Oks]
[Red]

Pengubahan matriks polimer dari sensor potensiometrik oleh

‘amobilisasi material biomedik dan biologis digunakan untuk mengubah

11
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as ES| matriks. Aplikasi untuk  sistem, o

ktivit ' A2 3
ool s€le t disim - A
pola pol mun0oassays: Jadi dapa pulkan bahwa Sensk biogenik yang terbentuk dari asam amino histidin akibat reaksi dengan

- - .
ik sudah sangat penting sejak tahun 1ga, kerr enzim dekarboksilase (Dalgaard et al. 2008).
! |

otensiomet ol
p dihasilkan dalam penemuan salah s Indriati et al. (2006) menyatakan bahwa histamin merupakan salah

. elektroda gelas u
litik yang paling sukses (Beckman |nstrumenl satu senyawa biogenik amin yang dianggap sebagai penyebab utama

en ana
" keracunan makanan yang berasal dari ikan, terutama dari kelompok

haan jnstrum .
erusa jukkcan sejak tahun 1960, ketika elektroda Selekfjf
|

juga menun i .
an terhadap analisis yang sulit dari ion-ion anofgan‘k
[

p
Sejarah

melakukan perubah
pertumbuhan paten untuk perumusan, pertUmbuhan

scombroid. Histamin merupakan komponen yang kecil, mempunyai berat
‘molekul rendah (111 g/mol) yang terdiri dari cincin imidazol dan sisi rantai

sampai sekard g ‘etilamin. Histamin juga merupakan komponen yang tidak larut air.Histamin

erumusan yang berbeda dari elektroda gela

e RS T gelas, uniy merupakan salah satu amin biogenik yang mempunyai pengaruh terhadap
erbeda rannya, b . . e . i

elektroda-elektroda yang J ¥a, - ukuran; g fisiologis manusia.Struktur kimia histamin dapat dilihat pada Gambar 2

bentuknya memberi bukti potensiometrik ion sensing yang tersedia secay (Keer et al. 2002)

paten perumusan-p

komersil. Sistem-sistem ini cenderung biayanya relatif rendah, muda
digunakan, bekerja otomatis dan mudah untuk pengambilan sampel yan: </ ﬁ
. . HN NH;
cepat, dengan penggunaan matriks yang rendah dan dapat diaplikasikan
pada volume yang kecil. Keuntungan-keuntungan ini membuat senso Gambar 2. Histamin, 2-(4-Imidazol)-etilamin

potensimetrik menjadi pilihan ideal untuk pengukuran Klinik, industri da Satuan kadar histamin dalam daging ikan dapat dinyatakan dalam

lingkungan dimana kecepatan, kemudahan dan akurasi begitu esensial. mg/100g atau ppm (mg/1000g). Kandungan histidin bebas pada jaringan

B. Histamin ikan tuna lebih tinggi dibandingkan dengan spesies ikan lainnya sehingga

Histamin, CsHgN5s merupakan komponen amin biogenik yaitu banet e [2edEns
penyimpanan dan penanganan yang salah (Keer et al. 2002).

peningkatan kadar histamin, khususnya untuk

aktif yang diproduksi secara biologis melalui proses dekarboksilas! daﬂ‘ |
Proses dekarboksilasi histidin menjadi histamin dapat terjadi melalui dua

a%am amino bebas serta terdapat pada berbagai bahan pangan sepe)
kan, daging merah ke; 2002)
, keju dan i (Keer et al oot S

) makanan fermentasi (Ke ‘menjadi histamin dapat dilihat pada Gambar 3 (Keer et al. 2002).

Kera e s
cunan histamin Merupakan suatu intoksikasi akibat mengkons™

ikan layt - tund.
/g umumnya berasal dari famili scombroid, sePe 5

n

mackerel| ¢z ml
kalang, dan selenisnya. Histamin merupakan senya"? &

cara yaitu autolisis dan aktivitas bakteri. Proses dekarboksilasi histidin

13
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O'l § .
| e N biasanya bebas dari mikroorganisme. Bakteri ini akan menyebar ke selurun
3 7
’l\OH __,__,,/r‘_—-»- ng/\m-i bagian tubuh selama proses penanganan. Penysbaran bakien basanya
2 . ,
HN— 2 Histamin terjadi pada saat proses pembuangan insang (glliing) dan penyangan
Histidin

(gutting) (Sumner et al. 2004). Bakteri pembentuk histamin umumny=2

ses dekarboksilasi histidin menjadi histamin adalah bakteri mesofilik (Shahidi dan Botta 1994).

Gémbar 3.Pro e - :
kan histamin akibat aktivitas bakter ' Berbagai jenis bakteri mampu menghasikan enzm histidn
ki ikan mati, sistem pertahanan tubuhnya tidak bisa lag dekarboksilase (Hdc) termasuk bakteri Enterobacteriaceae dan Baclizce=s

: V,SEtelaTn'lserangan bakteri, dan bakteri pembentuk histamin mulgi (Allen 2004). Umumnya genus Bacillus, Citrobacter, Clostndum |
i duksi enzim dekarboksilase yang akan Mmenyerang Escherichia , Klebsiella, Lactobacillus, Pediococcus, Phoicbaci=num
iy rnemrr:)roamino bebas lainnya menjadi histamin. Histamj Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Shigella dan Strepiococcus

L dan. e da temperatur tinggi (>20 °C). Pendinginan dg Menunjukkan aktivitas dekarboksilase asam amino (Kanki st 2l 2002}
umumnya d|bentutezztasegera setelah ikan mati merupakan tindake; Bakteri pembentuk histamin dapat tumbuh pada kisaran suhu yang cuwo
yang sangal per?ting da;am upaya mencegah pembentukan scombrotoxin luas. Pertumbuhan bakte.ri pémbentuk histémin -beriangsung lebih cepat
Y min tidak akan terbentuk bila ikan selalu disimpan di bawah i e temperatur . yang  ingg i G
<y 5 °C_Pembekuan yang terlalu lama (24 minggu) diduga akan (GG ERA 2091)‘ ‘ o
menainzkifkan bakteri pembentuk enzim dekarboksilase dan diduga pula LelpaEl rnenqenau tempeatiy .opt.lmum ca b-atas e tere'voa“

& u‘pembentukan histamin sangat bervariasi . Suhu optimum pembentusan
histamin adalah pada suhu 25 °C (Keer et al. 2002). Penyimpanan &an
pada suhu 25 °C selama 24 jam dapat meningkatkan kandungan hstamn
yang terkandung hingga 120 mg/100 g (Yoghuci et al. 199Q0) Menurut

: i enzim
proses kemunduran mutu, bakteri memproduksi _Fletcher et al. (1995) pembentukan histamin pada suhu 0-5 °C sangat kac!

ekarboksilase vz istidi ' 0|a|,n_,: 3 q
cexamboksizse yang akan mengubah histidin bebas dan asam amiN®&heap, o oot diabaikan, Hasil penelitian Price et al (1891) pge

o . o R - in
njadi histamin dan amin biogenik lain seperti pu“fﬂfr’iiénunjukkan bahwa pembentukan histamin akan terhambat pada suhu 0
[ ot Lot . - in (dan, . s
omitin). kadaverin (dari lisin), serta spermidin dan spermin (d C atau lebih rendah. Oleh karena itu, Food And Drug Adminstraton
e o ( 5 - H fa - T . .
(Lehane dan Olley 2000), Bakteri pembentuk histamin seca‘ (FDA) menetapkan batas kritis suhu untuk pertumbuhan histamin pada

aiami terdapat pada insanc

“2Ng dan isi perut ikan, Kemungkinan besar 105" 51 ikan yaitu 4,4 °C (FDA, 2001).
dan isi perig merupakar t ikan segé!

o 18

pe

mbekuan yan

(nistzmin). Hista

dzpzt mengurangi pembentukan histamin. Penelitian lebih lan]
menyebutkan bahwa kenaikan pembentukan histamin dapat terus berjalan

wzlzupun dalam keadaan penyimpanan beku (Taylor dan Alasalvar 2002)

nads A L~
pada daging ikan me

P
rr

ver bakteri ini karena jaringan oto
14
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. " is hiStamin ;
i fisiolog! o jisebabkan oleh konsumsi ikan . 3. Keracunan histamin
n

Keracunan hista : i (Brem Keracunan histamin, juga dikenal I i
e level yang tinggi ( er et gl 2003 ,Jug Ikenal sebagai keracunan ikan

eliputi sakit kepala, kejang, mual, Wajah g ) Scombroid, overdosis histamin, keracunan ikan semu zlergi atzu mahi-

2. Reaks

mengandung histam!

Gejala keracunan histamin

~ahan, tubuh gatal-gatal, mulut dan kerongkonge, mahi memerah adalah salah satu yang palingumum toksisitas terkait

leher kemerah-me
r. bibir mem
1982). Gejala keracunan histamin dapat terjadi Sanga

bengkak, badan lemas dan muntah-my dengan ikan. Keracunan secara langsung berhubungan
tah denganpenanganan yang tidak benar dan pendinginan yang flidak

. ; t al. . T ) . i
(Eitenmiller € i memadai. Histidin dekarboksilase ditemukan dalam E. coli dan spesies
. ; engkonsumsi ikan yang me =
sekitar 30 menit setelah meng yang mengandyng Proteus da

terasa terbaka

cepat, n Klebsiella, mengubah histidin yang ada dalam jaringan &an

histamin tinggi- ( S T, menjadi histamin . Bakteri juga hidup pada jaringan ikan Tanp=
. : i apat menimbulkan ker. i :

Histamin pada ikan yang busu P acunan jig pendinginan yang memadai, bakteri ini berkembang biak, meningkatkan

terdapat sekitar 100 mg dalam 00%9 sa.mpel daging ikan yang diyj laju  konversihistidin menjadi histamin sehingga meningkatkan kadar
(Kimata 1961). Food And Drug Administration (FDA) menetapkan bahys histamin pada ikan.

untuk ikan tuna, mahi-mahi dan ikan sejenis, 5 mg histamin/100 g dagjng

Bremer et al. 2003).

Keracunan histamin digambarkan sebagai keracunan kimia yang
ikan merupakan level yang harus diwaspadai sebagai indikator terjadinya dibawa makanan. Sekarangpaling sering dilaporkan dengan ikan dan

dekomposisi, sedangkan 50 mg histamin/100g daging ikan merupakan keluarga Scombridae dan Scomberesocidae.Ini termasuk tuna, mackersl
level yang membahayakan atau dapat menimbulkan keracunan. Olehicakalang, dan bonito. Nonscombroid ikan sepertimahi-mahi, blusfish
karena itu, jika ditemukan ikan dengan kandungan 5 mg histamin/100/gamberjack, herring, sarden dan teri , serta keju Swissjuga telah terfibat
daging ikan pada satu unit, maka kemungkinan pada unit yang lain, level sebagai penyebab scombrotoxism (Hughes dan Potter, 1991) Keracunan
histamin dapat mencapai lebih dari 50 mg/100 g (FDA, 2001). Tingkathistamin bisa diakibatkan oleh penyimpanan atau pengolahan ikan yang

bahaya histamin per 100 g daging ikan dapat dilihat pada Tabel 1. tidak tepat. Keracunan sebenarmya disebabkan oleh konsumsi dan
Tabel 1. Tingkat bahaya histamin per 100 g daging ikan racundalam jaringan ikan itu. Bahan kimia lainnya telah ditemukan dalam
e rrfﬁh;;%g 396 dalam Sum?i.ita?alfé);:;ya :aging ikan memb.usuk, namun hubungannya dengan keracunan
o e combroid belum jelas. Umumnya,gejala keracunan histamin atau ikan

QSfSOmrgg Kg mungkinan tokiik scombroid adalah rasa pedastajam saat makan ikan, pembilasan (wajah

> 100y erpe_:_uoa:(r;?ktokSI kemerahan dan kadang-kadangleher, lengan dan bagian atas perut), sakit

kepala berat, palpitasi (detak jantung cepat), kram perut dan / atau diare.

16 17
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kitar mulut,sensasi terbakar di tenggomkan L
kesulitan menelandan / atau pemapasa menurunkan  kadar histamin  sebelumnya disebut  histaminase.

kekeringan pa
mahan otot dan mual
. terc
ejala-gejala yang i
= etelah makan kan membusuk  tetapi pengaruhnya dapay
jam S i ' inj
e dari beberapa menit samMpal beberapa - jam. - FialSiniSs
- : :
berkisa 4 8 sampai 12 jam, setelah itu penderitaakan Pulih

(Wu et al, 1997). ' Sekarangdiketahui memiliki sisi-aktif kofaktor Topa-quinon, dibentuk

antum di atas biasanya timbul dajam w pasca-translasional denganmemodifikasi residu tirosin.  Meskipun
diaminoksidase tampaknya memainkan peran penting dalam katabolisme

kele

histamin, namunjuga efisien mengubah banyak diamin disamping histamin
dan dinyatakan dalam banyakjaringan, menunjukkan bahwa mungkin

berlangsung sefam

i memiliki fungsi tambahan. Enzim mengkatalisis reaksi deaminasi oksidatif
biasanyadiberikan kepada pasien adalah obat

Perawatan yang dari amina utama untuk membentukaldehida yang sesuai, amonia dan

L . ditunjukkan untu
mengandung anti histamin, yang telanedi=) . _k membany hydrogen peroksida (Gambar 4) (Wilflingsederdan Schwelberger, 2000).
sus. Namun, dalam kasus yang lebih serius, perhatig

dalambanyak ka ‘ : DAO
medis yang segera mungkin diperlukan. Tingkat beracun untuk histamj R-CHNH+ H,0 + O, ———— R-CHO + NH; + H,0,

= N
diperkirakan sebesar 200-500 mg / kg (200-500 ppm)(Noltkamper, 2002) ¢ p (NJ/\CHO
dan sekarang diatur pada konsentrasi 200 mg / kg (200 ppm).Batas HN NHzs 040, ——> 2\ + NH, + Hy0,

untuk kandungan histamin pada ikan bervariasi di masing-masing Gambar 4. Reaksi deaminasi oksidatif amina biogenik
Amerika SerikatAmerika, 200 ppm menunjukkan kesalahan

regulasi

negara. Di
penanganan ikan, sementara 500 ppm menunjukkan tingkat bahaya yang

harus ditangani. Di Jerman dan Swedia, 200 ppm histamin dalam hasil ikan
dilakukan penolakan (Azudin, M.N. and Saari, N, 1988).
C. Enzim Diamin Oksidase

Enzim diamin oksidase (DAO, EC 1.4.3.6) atau amina
0, oksidoreduktase(deaminating) merupakan anggota dari kelas enz
yang mengandung tembaga amina oksidase danmengkatalisis deaminasi
Oksidatif amina biogenik histamin dan lainnya. Nama lainnya adalan
diamino oxhydrase, histaminase, deaminase histamin, histaminoksids®

Pengukuran konsumsi oksigen atau produksi hidrogen
peroksidaumumnya digunakan untuk pengujian dari aktivitas enzim.
Hidrogen peroksida yang terbentuk pada lapisan membran enzim dalam
Kondisi tertentu akan berdifusi menuju elektroda Pt (anoda) seperti terlihat
pada Gambar 5. Jumlah H,O, yang terbentuk setara dengan histamin yang
ada di dalam larutan (Mulchandani at al. 2001).

_ ; : ;
amina oksidoreduktase, oksigen amina oksidase, Cu-amina oksidase: cd

lain-lain.  Diamin  oksidase awalnya dikenal sebagai enzif i

19
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Cicer arietinum, Lathyrus sativus dan Vigna radiata (kzcang
hijau)(Choudhary et al, 1999)

Pengungkapan Topa-quinon sebagai kofaktor organik (Janes et al
1990)dan penentuan urutan asam amino dari beberapa amna cksidase
(Rossi et al, 1992, Mu et al, 1994, Tipping dan McPherson 1995)
membawa aspek baru kedalamstudi sifat dansruktur moleky! d=r snze

ini. Untuk formasidari Topa kuinon berasal dar residu terierty daiam

Gambar 5. Skema biosensor histamin protein asalnya, mekanismeself-oksidasi dikatalisis oleh ion tembaga teizh
Selanjutnya elektron mengalir dari anoda Pt ke katoda Ag/AgCI day diusulkan (Cai danKlinman, 1994; Matsuzaki et al, 1994) lon tembaga dan
senadi reaksi reduksi (Gambar 6). kofaktor kuinon berperan dalam reaksi katalitik yang mengiut mekamsms
‘ — ping-pong (Hartman dan Klinman,1991). Penelitian elekiron paramagretk
li Anoda (Pt) ;. H202 ——— 2H"'+0, + 2e resonansi (EPR) telah menunjukkan terjadinya Cu(l)Topa-semqurores
| Katoda (Ag): 4H' + O, + 4de «——— 2H.0 sebagai perantara dalam siklus katalitik enzim pada perubahan subss=t

! (Dooley et al, 1991; Turowski et al, 1993).

l

Gambar 6. Reaksi oksidasi reduksi H,0, o Diamina oksidase pertama kali dimurnikan oleh Mann (1555 dan
s i
il{g‘cambah kacang. Setelah itu, enzim telah dimurnikan untuk homogentas

berapa y _ : » :
b parqan ditandai dari berbagaitanaman sumber.Enzim yang mengokscas:
= wmorgznisme seperti bakteri dan jamur, berbagai tanaman dan hewan

Fnzim Cu-amina oksidase telah ditemukan di

diamina, seperti histamin, dan juga beberapa monocamina prnmer, dengan
Wmmerovadan Macholan, 1999). Analisis gen dan cDNA encodil g\ oo, tidak ada aktivitas terhadap amina sekunder dan terser (Chang
lembagz amina oksidase mengungkapkan bahwa semua anggota kelud@ gy o) 500y Namun diamina oksidase tersedia secara komersial acaah
&nzem i memilik urutan homolog yang distabilkan oleh beberapa resigs i ginjal babi. Diamina oksidase ini memilki akiivitas scesfk yang
o Residu yang tertinggal tampaknya penting bagi dah, bahkan ketika dimurnikan Berbeda pada enzim dan tanaman yang
nomogen. PSAO telah digunakan dalam amperometrbosansor untuk
mina biogenik dan untuk pengujian dan beberapa Pseudo subsral can
at-obatan (Wimmerova dan Macholan, 1999)

—~

<

w
n

HOERn secarz keselurunan dan untukfungsi katalitiknya dan termaSQ

serger, 2000). Diaminoksidase adalah

Legum inaceae(kacang—kacangan)' 21
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=

| amina oksidase dari E. coli telah ditentukan ba
r .\r,S[a a

Struktu K aktif (Parson et al., 1995). Setiap SUbyry permeas; gelkromatografi dan 72 kDa ditemukan oleh natrium dodesilsulfat-

k aktif dan tida

lam bentu
aa bentuk d

e terdiri atas empat domain: C- tErm o polnakrllamldagel elektroforesis (SDS-PAGE) menegaskan struktur dimer
yang bel'

g berisi sisi aktif dan menyediakan amarmk enzim. Sama halnya telah ditemukan untuk amina oksidase dari bibit

besar B-
dan tigalebin kecil dari

terpisa

Tembaga langsung terikat ke Topakuin _
sepasang lengan B-hairpin. % monoaminaatau diamin sebagai substrat. DAO mamalia adalah glikoprotein

dalam bentuk tidak aktif. ' homodimerik dengansubunit dengan berat molekul relatif sekitar 100.000
amina oksidase dari kecambah kacang (Pisyp .. S s~ ) ; )
Struktur e dihubungkan oleh disulfidaobligasi. Struktur DAQO primer sangat dilestarikan
- in sangat mirip dengan enzi ] : .
sativum)telah dilaporkan. SO (103 - B . may pada mamalia. Ini memiliki sebuahsinyal peptida klasik dan N-glikosilasi

E.coli, dan studi memberikan informasi tambahan tentang pengaturan dap

oerifer a/p domain. Sisi aktif terdapat g alam Lathyrus cicera,yang dimurnikan dengan menggunakan prosedur yang

hsekitar 35 A, dihubungkan dengan sama(Cogonietal.,1989).
Dalam jaringan mamalia, enzim Cu-amina oksidase lebin baik

dimer,

protein dan ditempatkan

. . menunjukkan bahwa protein memasuki jalur khusus. Ini adalah enzim
mekanisme katalitik dari sisi aktif (Kumar et al., 1996). Aminaoksidase yang terdapat dalam hati ditemukan di dalam sel. Dalam ginjal babidan usus, itu

mengandung tembaga telah diisolasi dari sebagian besar kecambahioriokalisic

dalam  struktur vesikular pada kedekatan dengan
anggota Fabaceae tersebutkhususnya kacang dan lentil (Medda et al, pizsmamembran.  Terakhir  studi  kristalografi Cu-amina  oksidase
1995) Dua tanaman dari genus Lathyrus juga telah diketahui mengandunggarimikroorganisme dan tanaman telah sangat besar memberikan
tembaga aminaoksidase. Enzim dari Lathyrus sativus pertama Kalikontribusi terhadap pemahamandengan enzim dan organisasi strukiural
dilaporkan oleh Suresh dkk., (1976). Spesifisitas substrat dan sensitivita$Spada protein (Wilflingseder danSchwelberger, 2000).

enzim ini untuk beberapa inhibitor agak mirip dengan enzim oksidase dar
lentil dankacang (Medda et al., 1995).

Beberapa sifat molekul enzim ini telah ditentukan dengan

D. Ikan Cakalang (Katsuwonus pelamis L)

lkan cakalang atau skipjack tuna merupakan jenis tuna kecil,

pelagic dan serakah (voracious) serta dapat berenang jauh dengan
menggunakan metode pemurnian yang dapat meningkatkan dan

| kecepatan 27 km/jam dan hidup bergerombol dengan jumiah yang besar.
memberikan homogenitas enzim (Padiglia et al.,1991). Enzim ini adalan

5 ¥ Nama skipjack tuna untuk masing-masing Negara berbeda-beda, yaitu :
omodimer d |
r dari 70 sampai 90 kDa/ subunit, masing-masing berisi stripped tuna (Australia), atun (Chili), oceanic bonito (Kanada), aku

t
embaga  tunggal dan kofaktor terikat secara kovalen dibentuk Pasca’Hawal) katsuo (Jepang), palajawan (Filipina) dan cakalang di Indonesia
transl
h ?SlmodlflkaSI residu  tyrosyl Kkatalitik  untuk 245tr|hldf°k5'(Kaseger 1986). Demikian pula skipjack tuna untuk masing-masing daerah
phenilal

annekunon (TPQ). Massa molekul 150 kDa ditentukan oyerbeda-beda, yaitu - cakalang, japal (Makassar, Bugis, Mandar), buju
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B o

kol krai (Jakarta), puanbee, clorengan (Madura)

ton
cakalang, tong Sangihetalaud (Burhanuddin, ok

(Gorontalo), i hetling ]

cahalang dolangan, kau

1984) broid yang perasal dari famili scombrosidae dan SCOMbridag
Skombrol

anyak histidin bebas dalam jaringan dagingnya, seper

b s ;
mengandung Hal ini sesuai bahwa ikan-ikan yang sukg

cakalang, marlin, dan sardin.
ndah-pindah seperti tuna, cakalang, da
(Pan, 1984). Secara umum kadgr

berpi ' |
mengandung histidin bebas yang tinggi

Kedudukan ikan cakalang dalam dunia hewan adalah sebagai
berikut (Matsumoto, et al., 1984) :

asam amino bebas pada beberapa je
Kanosa and Yamaguchi 1982 dalam Genisa, 2000).

(

nis ikan dapat dilihat pada Tabeg| 3

Tabel 2. Kadar asam amino beberapa jenis ikan

Asam Amino Kadar AA (mg/100 g) Tuna Mata
Tongkol Cakalang Besar
Taurin 65 50 21
Aspartat 3 1 1
Treonin 10 8 8
Serin 6 ) 5
Prolin 8 8 2
Glutamat 20 9 20
Glisin 10 4 11
Alanin 26 23 22
Valin 9 9 14
Metionin 6 5 9
Isoleusin 5 5 6
Leinus 9 10 11
___Tirosin 4 2 5
“Fenilalanin | 3 2 =
B Y = 4
Histidin mi 1340 745
24

Serie : Pisces

Klas : Teleostomi

Subklas : Actinopterigii

Ordo : Perciformes

Subordo : Scombroidei

Famili : Scombridae

Sub family : Scombrinae :
Tribe : Thunii 3
Genus . Katsuwonus

Spesis : Pelamis

Genus katsuwonus ini mudah diketahui karena hanya terdiri dari
satu spesis, sedangkan genus-genus lainnya terdiri dari 2-7 spesis.
E. Kitin dan Kitosan

Kata kitin berasal dari bahasa Yunani, khiton yang berarti baju dari
besi karena sesuai dengan fungsinya sebagai jaket pelindung untuk
hewan-hewan golongan invertebrata. Kitin merupakan polimer yang paling
melimpah di laut dan kedua di bumi, hanya dilampaui oleh selulosa. Kitin
merupakan bagian konstituen organik yang sangat penting pada kerangka
hewan golongan arthropoda, molusca, nematoda, crustasea, alga, protista,
beberapa kelas serangga dan jamur (Durkin at al, 2009). Kitin merupakan
Sényawa penyusun rangka, terdiri atas satuan dasar asetil glukosamin
yang berikatan (1-4)B, seperti yang terlihat pada Gambar 7.
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. S
< 7 Kitosan tidak beracun dan memiliki berat molekul sekitar 1,2 x 10
i jadi roses
3 gram/mol, bergantung pada degradasi yang terjadi selamka pd I
6 ilasi [ i atkan dalam
?:=0 deasetilasi (Baker at al, 2007). Kitosan telah banyak dimanfa | b
I . . .
et ‘beragam industri, antara lain sebagai agen-penstabil rasa dalam industri
— ia Kiti Imakanan, bahan aditif untuk shampoo dan kosmetik, bahan anti bakteri,
—— o 7. Struktur kimia kitin
Gambar /.

adsorben untuk penghilang logam berat dan pemurnian air. Kitosan

k kristal berwarna putih, tidak berasa dan tidak | memiliki gugus amina, adanya unsur N menjadikan kitosan bersifat sangat
berbentu

Kitin \ larut dalam air, asam anorganik encer, alkali encer dap rreaktif dan bersifat basa (Raafat at al, 2008).
Kitin tidak |a :

berbs | dan pelarut organik lainnya yang bersifat polikationik Kitin 4, sifat fisika-kimia kitin

an , .
peledaate imer (1-4)-2-asetamido-2-deoksi-B-D-glukosamin yang dapat | Kitin merupakan padatan yang berbentuk amorf, tidak larut dalam
merupakan polimer 3

. dangkan kitosan merupakan kitin yang dihilangkan ‘air, asam encer, alkali pekat maupun encer, alkohol dan pelarut-pelarut
L unakan basa kuatKitosan (Gambar 8) organik lainnya.Tetapi kitin dapat larut dalam HCI H>SO, pekat dan
gugus aset?lnya dengandmengr?nitrogen dari pada kitin.Gugus amina dan HsPO4.Untuk melarutkan kitin tidak mudah, sehingga perlu disesuaikan
memrk.illzt.)lhdzznn:at:j:a: n,iznjadikan kitosan bersifat lebih aktif dan konsentrasi pelarut yang sesuai untuk melarutkan Kitin (Windholz,
hidroksil di

: likationik.Sifat tersebut dapat dimanfaatkan sebagai koagulan{1983).Kitin merupakan bahan yang tidak beracun bahkan mudah terurai
befsiat polka ' secara hayati (biodegradable).
logam berat.

Kitin mempunyai reaktivitas kimia yang lebih rendah dibandingkan

OH OH OH dengan selulosa dan kitosan sehingga dalam pemanfaatannya kitin
oL
o’mﬁmo bigsanya terlebih dahulu dilakukan modifikasi Kimia seperti deasefilasi.
H H HO |
NH5 NH3 NH2 iasilasi, karboksimetilasi, sulfasi dan lain lain. Modifikasi yang sering

dilakukan adalah deasetilasi yang dapat dilakukan dengan cara
Gambar 8. Struktur Kimia Kitosan }(

imiawi maupun enzimatik. Proses deasetilasi secara kimiawi

llakukan dengan menggunakan basa misalnya NaOH yang dapat

‘ enghasilkan kitosan dengan derajat deasitilasi yang tinggi,
pelarut organik seperti alkohol, tetap! encapai 85-93% (Baker at al, 2007).

. %.
am format berkonsentrasi (0.2'100)

Kitosan merupakan senyawa yang tidak larut dalam air, larutan

basa kuat, H,S0,, tetapi sedikit larut dalam HCI, HNOs, dan 0,5% HaPO¥

yaitu
Kitosan juga tidak larut dalam

kitosan |aryt dengan baik dalam as

6 27
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kitin dan kitosan
.Tahap awal di 3
dilakukan secara bertahap p dimulaj de”gan

n basa, yang disebut dengan lahag

5. proses isolasi

|solasi Kitin
otein dengan Jaruta
asi bertujuan untuk memisahkan protein pada bahan

ya tergantung pada konsentras; NaQy

pemlsahan pr
deprotemasi.Deprotem

gkangEfektifitas prosesn

dasar can : S
u demineralisasi. Tahap deminerajigag

gunakan.Tahap kedua yait

yang di _ i
neral organik yang terikat pada bahan

bertujuan untuk memisahkan mi
dasar, yaitu CaCO0; sebagai mineral utama dan Ca(POy), dalam e

minor.
F. Glutaraldehid
Glutaraldehid adalah senyawa organik dengan rumus CsHs0; atgy

CH,(CH.CHO)z, secara sistematikdisebut sebagai pentana-1,5-dia|

Glutaraldehid merupakan cairanberminyak
untuk mensterilkan peralatan medis dan gigi. Hal ini terutama tersedia

tidak berwarna, digunakap

sebagai larutan b

(Kohlpaintner at al, 2005)

Glutaraldehid diproduksi secara industri oleh oksidasi siklopentans
dan dengan reaksi Diels-Alder dari akrolein dan metil vinil eter diikuti oleh
hidrolisis. Reaksi antara glutaraldehid dengan molekul enzim pada proses
amobilisasi belum jelas, tetapi diduga bahwa glutaraldehid akan teradsorpsi
secara fisikk pada permukaan dan pori membran. Pada keadaan
menempel, monomer glutaraldehid dapat mengalami polimerisasi oleh
reaksi kondensasi aldol yang menghasilkan alfa, beta-tak jenun polr

glutaraldehid (senyawa 2) seperti terlihat pada Gambar 9 .

(CH,),

H (o] H

HC=0

>__

(CH,),

o]

2 molekul Glutaraldehid

H—C=C—(CH,),

+

(CH,), CI:=0
H
H o
senyawa 1

OH H(|:=0 HC=0
H—C——C—(CH,), -H,0 "“Ii:C—ICH,)z
= | | —_— H l_
(CHy), H <l:= (CH)s T—o
A :
Aldol senyawa 1
H HC=0 HC=0

\(

o
HECH I

| =
H” Yo

Glutaraldehid

H—C—C—CH;-C—CH

im (CH),
H (o] H (o]
senyawa 2

Gambar 9. Polimerisasi glutaraldehid

Selanjutnya polimer glutaraldehid dengan gugus amino dari protsin

erair, dan kelompok larutan aldehid yang terhidras®Nzim akan terikat secara kovalen seperti terlihat pada Gambar 10.

HC=0 HC=0
E—nu-tlzn-c—cu,—c=cu
HC=0 HC=0 (CH); (CH,),
H-C—=C—CH-C=CH )%
1 | W o W’ "o
(CH,), (CH), * 2E~NH, —» A
/K HC=0 HC=0
el HES H-C—=Cc—C
senyawa 2 | =5 H,—C—C]:H—NH—E
H® © H O

Gambar 10. Pengikatan enzim pada glutaraldehid

Glutaraldehid sering digunakan dalam aplikasi biokimia sebagai

<rosslinker homobifungsional amina-reaktif. Suatu larutan glutaraldehid dan

28
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mpai 1,0% dapat digunakan untuk sistem desi”feks',
sa ' A _

enyimpanan jangka panjang. Glutargjqg.
S ; : bagai fiksati ; Shig dimaksudkan untuk mengatasi beberapa masalah seperti: kehilangan
lektron biologis sebagal fiksatif bajk sendji :

konsentras! 0,1%
dan sebagal pengawet

- e I i enzim (kh a jika menggunakan enzi
v formaldehid. Fiksasi biasanya diikuti den zim (khususnya | a9 nzim yang harganya cukup mahal),
atau dicampur dengan b

v ; pemeliharaan untuk menjaga kestabilan enzim dan usia pemakaizn
am etanol atau aseton, dilkuti oleh embedding dala P

Pengembangan biosensor yang didasarkan pada amobilisasi enzim

dehidrasi jaringan dal
[ in akrilik.

resin epoksi atau resl .
. | 3 nt 1 ‘ apat it |

L e A SD? i untuk Memperbajy; Amobilisasi enzim diamin oksidase pada bahan pendukung kitin dan
protein dan pepfida sebelum PEWATSM: Biasanya, gel ipeTiaKIKEMMM o |dchidl dapat dilakukan) dalam

biosensor, mengurangi waktu respon enzim dan dapat dioperasikan
dengan mudah serta dapat dibawa kelapangan.

pembuatan elektroda membran
dengan larutan glutaraldehid 5% selama kurang lebih setengah Jam biosensor histamin. Proses reaksi kimia berlangsung di dalam membrzn,

setelah itu harus dicuci untuk menghilangkan noda kuning yang dibawanyapleh karena itu komposisi membran kitin-glutaraldehid akan sangat
dengan buffer tris. mempengaruhi kinerja elektroda atau biosensor yang dihasilkan. Kinerja

i i finisi i biosensor yang optimal dapat dilihat dari sensitivitas, selektivitas, wakiu
ikiran. Hipotesis dan Definisi Operasional p
G. Kerangka Pemikiran, Hip

respon dan masa pakai elektroda tersebut. Membran kitin  memiliki

1. Kerangka pemikiran kestabilan yang tinggi terhadap berbagai macam zat kimia, mempunyzi

Kadar histamin dalam ikan sangat menentukan tingkat kesegarany el ,atan mekanik yang baik sehingga tahan terhadap tekanan tinggi dan
dan keamanan ikan untuk dikonsumsi. Dalam beberapa tahun terakhiselektif sehingga dapat menahan materi yang sangat kecil. Penggunaan
banyak terjadi penolakan ekspor ikan tuna oleh negara inportir sepefligiutaraldehid dilakukan karena sifatnya sebagai ikatan pembawa yang
Amerika Serikat dan Masyarakat Ekonomi Eropah karena tingginya kadaberfungsi sebagai pereaksi bifungsional antara enzim dan kitin.Diagram alir
histamin dan logam berat pada ikan. Kadar histamin yang tinggi dapakerangka pikir dapat dilihat pada Gambar 11.
menyebabkan beberapa gangguan kesehatan khususnya alergi daf
keracunan bagi yang mengkonsumsinya. Analisis kadar histamin dalam
lkan dan bahan makanan turunannya penting dilakukan untuk dapa
memantau dan mengontrol tingkat/derajat kesegarannya. Sekarang i“f
banyak dikembangkan metode analisis dengan biosensor. Keunggulan ol

analisis dengan biosensor adalah respon yang cepat, selektif, sederha
dan biayanya relatif lebih murah;

31
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3. Definisi Operasional

a. Biosensor
Biosensor
gkan senyawa aktif biologi dengan suztu Franscusss

kerjanya senyawa aktif biclogi (enzim DAO) 2«20

adalah suatu perangkat alat sensor ¥20Q

Spektroﬂuuromelri/
- menggabun
Dalam proses

berinteraksi den

gan molekul yang akan dideteksi yaiu Mmsizmn

---------------- Hasil interaksi yang berupa besaran fisik yaitu arus dan potensial

""""""""" listrik akan dimonito
sinyal sehingga diperoleh hasil yang c¢=o=

an ini interaksi dimonitor oleh pofensos=s

r oleh transduser. Besaran tersebut kemudizn

Komponen diproses sebagali

biologls dimengerti. Pada peneliti
sinyal voltammogram siklik dan direkam ol

dalam bentuk

histamin e
Transduser komputer.
elektrokimia .
b. Histamin
Histamin adalah senyawa kimia yang dapat bersifat racum
: pada konsentrasi tertentu, merupakan hasil perombakan asa™
Perpendingan kitin/glutaraldehid '
Amobilisasi i (0] ' . STl b i}
'n'_?wo:kf;”:&?n:;z/; L R amino bebas histidin yan biasanya terdapat pada kelompok &=
""""""""""""""""" ; : o S broi i i i ;
Gambar 11. Diagram alir kerangka DI kombroid seperti tuna, cakalang, marlin dan sardin. Hisbon
di = i i " ; o .
2. Hipotesis fuba.h menjadi histamin oleh enzim histidin dekarboksiase yarg
dihasilkan oleh bakteri pembentuk histamin pada ikan yang tcas

= Komposisi membran kitin-selulosa asetat dan glutaraldehid
segar.

menentukan kinerja biosensor histamin.

Kinerja biosensor histamin yang maksi iketahui dengaf
yang maksimal dapat diketa g c. Enzim DAO

o

melakukan karakterisasi biosensor yang meliputi; sensitivitas. .
e =0} Enzim DAO adalah enzim yang akan mengoksicas: nisiamn
selerivizs, wakiu respon dan masa pakai membran elekirod oo . )
ik menjadi aldehid, ammonia dan H;0, yang akan mambdankan sma
m o e 3 pada potensiostat. -
7 elerlrokimia yang optimal dapat digunakan untuk analis®
@M ikan luna dan cakalang serta makanan turunanny?
33
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p—

0DOLOG! PENELITIAN

iil. MET histidin, diamin oksidase (DAQ), Na,HPO4 2H,0, NaH,PO. H,0, aquades.

kulit/kepala udang.
in Penelitian :

A. Desal itian dilakukan dengan menggunakan pola dan tahap-tahap D. Prosedur Kerja

ia : ‘

b I'k t - isolasi Kitin, pembuatan elektroda enzim DAO/ biosensy 1. Penyiapan alat dan bahan penelitian
sebagai bernkut -
histamine, karakterisas ; . _ : : . Lt
ensor histamin terhadap sampel ikan. biosensor, mulai dari alat dan bahan untuk isolasi kitin, pembuatan

biosensor enzim DAO, karakterisasi biosensor histamin maupun alzt dan

| biosensor histamin dan tahap terakhir adalah Uj Alat dan bahan penelitian dipersiapkan untuk mendeszin peralatan
coba pemakaian bios

B. Waktudan Tempat Penelitian L bahan untuk menganalisis histamin dalam sampel ikan tuna dan cakalang
Penelitian mulai dilakukan di laboratorium Biokimia Jurusan Kimiaz_ Pembuatan larutan buffer fosfat

EMIPA UNHAS pada bulan Maret 2014 meliputi penyiapan alat danlbafiarey Penyiapan larutan NaH,P04.H20 0,2 M.
isolasi kitin , desain dan pembuatan biosensor histamin. Karakterisasi dap Sejumlah 2,7598 gram NaH,POsH.O dilarutkan dengan aguadss
uji coba biosensor histamin dilakukan di laboratorium Terpadu Jurusangan dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL. Selanjutnya diencerkan
Kimia FMIPA UNHAS Sampel ikan diambil dari PT Prima Indo Tuna dandengan aquades hiingga tanda garis (larutan A)
pelelangan ikan Paotere Makassar. b. Penyiapan larutan Na,HPO4.2H,0 0,2 M.

Sejumlah 1,7799 gram Na;HPO4.H>O dilarutkan dengan aguacss

C. Alat dan Bahan yang Digunakan dan dimasukkan ke dalam labu ukur 50 mL. Selanjutnya diencerkan

1. Alat-alat
Voltameter siklik — eDAQ ED410-159, pH meter/potensiometer Orion

dengan aguades hingga tanda garis (larutan B)

Pembuatan larutan buffer fosfat dilakukan dengan mencampursan
710 A, elektroda enzim, spektrofluorometer, pengaduk magnetik arutan A dan larutan B sesuai dengan perbandingan masing-masing unius
spekirofotometer IR Shimadzu Prestige-21, spektrofotometer UV e oy 6 hingga 8 dengan interval pH 0,5 unit.
oven, neraca analitik, stopwatch, statif, solder, lemari pendingin, danz, Isolasi kitin dari limbah udang
peralatan gelas yang biasa digunakan di laboratorium. a. Deproteinasi.
2. Bahan-bahan Limbah udang diambil cangkangnya, kemudian dicuci dengan air
ymengalir dan dikeringkan di bawah sinar matahar sampai kenng
Selanjutnya dicuci dalam air panas dua kali, lalu direbus selama 10 menit
<emudian ditiriskan dan dikeringkan Bahan yang sudah kering digiing

AgCL KL kawat Pt, kawat Cu, kawat Ag, aquades, HCl Nel
timah ¢ utarzldet a o in
I lutaraldehid (GA), sellulosa asetat, aseton, histamin, kadaver"
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-

jadi serbuk ukurd

dengan per k
61 Selanjutnya diaduk dengan magnetik Stirrgy dengan buffer fosfat pH 7,0 (Em). Elektroda enzim DAO dibuat dengan

n 60 mesh Serbuk tersebut dicampur denga

pandingan berat antara NaOH dan serb, membran yang mengandung gluteraldehid terbentuk, elektroda dicuc

sampai men
1arutan NaOH 4,5%

cangkang udang adalah

selama 1 jam, dibiarkan .

{ jam.Campuran kemudian disaring, terdapat residu dan filtratRef\.;idu ‘ :

a diperoleh residu padatan. Residu padatan kemudia dan perbandingan konsentrasi bahan membran berbagai tipe elekiroda
il N dapat dilihat pada Tabel 3.

H netral dan dikeringkan pada suhuy gge

sebentar, lalu dipanaskan pada suhu 90°C sejap, merendam Em dalam buffer fosfat pH 7,0 yang mengandung enzim DAO
4 selama 16 jam. Desain elektroda enzim DAO dapat dilihat pada Gambar 12

didinginkan sehingg

dicuci dengan akuades sampai p

Tabel 3. Perbandingan konsentrasi bahan membran berbagai tipe elekiroda
1

selama 24 jam atau dijemur sampai kering.
. R E— Perbandingan konsentrasi bahan membrane f
Sebanyak 20 gram serbuk cangkang udang hasil deproteings Kitin:Selulosa asetat Glutaraldehid (%)
dicampur dengan asam klorida 2,5 M dengan perbandingan 104
(HCI'serbuk cangkang udang hasil deproteinasi). Campuran kemudian e it
diaduk menggunakan magnetik stirer sekitar 1 jam, dibiarkan sebentar Ea; 2:1 15
kemudian dipanaskan pada suhu 90°C selama 1 jam.Residu berupa Eas 31
padatan dicuci dengan akuades sampai pH netral. Selanjutnya dikeringkan '
dalam oven pada suhu 80°C selama 24 jam atau dijemur sampai kering. Eb, 1:1
4. Desain biosensor histamin Eb, 2:1
Kawa! lembaga terlapis dengan plastik ukuran 5 cm diameter 1 mm : 2
Gisambungken kawal Pt ukuran 1,5 cm diameter 0,4 mm dengan caré £8 3:1
ikan  kawat timah. Selanjutnya ujung kawat P! Ec 11
“mbali ke titik patri (elektroda Pt, Ep).Bagian kawat Pl
) “#lupkan dalam larutan homogen kitin-sellulosa asetat, CA _f. S 2:1 25
‘@lam aselon Segera setelah lapisan membran terbentuk Ecs 3:1

ektroda dicelypk
-€lupkan ke da i i
lam air berulang-ulang. Selanjutnya pada bagi"

Kawat

yang telah dila 3
PIsi membran kitin-selulosa asetat direndam dale"

'arutan glutaralden
id, GA (15, 20, 25 %) selama 6 jam. Setelah =8
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terbuka
Kawat tembaga 5. Pengukuran histamin ikan tuna dan cakalang

k a. Penyiapan sampel ikan tuna dan cakalang.
bungkus
Kawat tembaga ter

Sampel ikan tuna dan cakalang diperoleh dari pT Prima Indo Tuna
dan pelelangan ikan Paotere Makassar disimpan dalam termos es

Selanjutnya sampel ikan tuna dan cakalang dibawa ke laboratorum dan

Kawat Pt terlapis membran-enzim DAO dibagi dua kelolmpok. Kelompok pertama disimpan dalam lemari pendingn
@ dan kelompok kedua disimpan pada suhu kamar Selanjutnya dianalisis
Gambar 12. Elektroda enzim DAQO kadar histamin pada O, 3, 6, 9 dan 12 jam, untuk penyimpanan pada suhu

L kamar dianalisis pada, 12, 24, 36, 48 dan 60 jam untuk penyimpanan pada
a. Pengukuran arus dan potensial secara voltammeri siklik.

lemari pendingin. Suhu dan waktu penyimpanan sampel ikan dapat diihat
Disiapkan larutan standar histamin: 10% 10", 10% 10° 10 ppm Pada Tabel 4.

Selanjutnya untuk masing-masing elektroda enzim dilakukan Pemindaianb' Preparasi sampel ikan tu.na dan cakélang.

potensial dari —1,5 ke +2,0 V dengan kecepatan 100 mV/detik mulai dar Sebanyak 25 gram daging sampel ikan tuna dan cakalang diblender
konsentrasi rendah ke konsentrasi yang lebih tinggi. Hasil berupadengan 100 mL buffer fosfat pH tertentu (pH optimumnya) sampa
soltzmogram  baik siklik maupun deferensial (DP) dianalisis unteroentuk bubur yang homogen. Selanjutnya disaring dan fitrat akan

) digunakan dalam pengukuran histamin.
memperoleh perubahan arus puncak yang disebabkan oleh perubahan

c. Perbandingan elektroda enzim DAO dengan spektrofluorometer.
nsentrasi | digunakan. : : ‘ .
EAVSUNER R g O\ Dilakukan pengukuran histamin untuk setiap konsentras: larutan
b. Karakterisasi biosensor histamin

T standar dan sampel ikan tuna dan cakalang menggunakan elekiroda enzom
Karakiensasi biosensor histamin untuk mengetahui kinerja biosensof

DAO yang optimal dan Spektrofluorometer. Hasd pengukuran

dibandingkan satu sama lain.
gururan. waktu respon, dan usia pemakaian biosensor. Hasl

yang telzn ddesan dilakukan melalui uji faktor linieritas, batas deteksl
piosensor yang memberikan kinerja yang maksimal akan digunaka?

“adar histamin dalam ikan tuna dan cakaland =

@z enzim DAO yang optimal akan dibandingkan denga’
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el ikan tuna dan caka|
m BE@L— aang
waldu penyimPS | Wakay

e or Suhu Wakty, IV. HASIL DAN PEMBAHASAN
4. Wa .
o L -
Tae e hu . anan | Penyimpanan | Penyimpan,, il Isolasi Kitin
impanan Penyimp CC) (jam) A. Hasil Isolas
PenYZOC) (jam) Isolasi ‘kitin dari limbah udang dilakukan dengan dua cara yang
[ ®Geu | 0 | lberbedayaiu =
—’/—T’ 12 1. Cara 1, dilakukan dengan Prosesdemineralisasi terlebih dahulu
5 (lemar 54 kamar) 3 dilanjutkan dengan proses deproteinasi (kitin A)
pendingin) 6 2. Cara 2, dilakukan dengan proses deproteinasi terlebinh dahulu
36 g dilanjutkan dengan proses demineralisasi (kitin B)
48 Hasil yang diperoleh dari kedua cara tersebut dapat dilihat pada Tabel 5.
64 e 12 Tabel 5. Hasil isolasi kitin dari limbah udang
[T Parameter uiji Kitin A Kitin B SNI
N total (%) 6,70 572 6-7
Abu (%) 1,87 1,04 <2
Air (%) 2,30 274 <10
Derajat
deasetilasi (%) 26,3 <l <<l
Rendamen (%) 30,31 28,29

Pada Tabel 5 terlihat bahwa dua cara yang digunakan dalam isolasi

Kitin dari limbah kulit/kepala udang menunjukkan hasil yang memenuhi

Syarat sesuai dengan SNI. Namun demikian ada catatan yang penting

diperhatikan khususnya kalau dilihat dari dua parameter uji yaitu derajat
deasetilasi dan rendamen.

Derajat deasetilasi kitin B 40,6 % jauh lebih besar dari kitin A 26,5
%. Semakin besar derajat deasetilasi menunjukkan banyak gugus asetil
Pada rantai polimer kitin yang terlepas sehingga menjadikan polimer kitin
Mempunyai gugus amin bebas yang juga lebih banyak, dengan demikian
Kitin menjadi lebih reaktif. Berdasarkan pada derajat deasetilasi maka dapat

dipilih metode dan cara yang tepat sesuai dengan peruntukan kitin yang
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diisolasi. Pada penelitian ini digunakan kitin B yang diharapkan lebih kuat

berinteraksi dengan bahan lainnya pada pembuatan elektroda membran
DAO, walaupun rendamennya lebih kecil daripada kitin A
Rendamen kitin A lebih besar sekitar 2 % dari kitin B

% dan kitin B 28,29 %). Perbedaan 2 % ini secara ekonomi cukup dapat
i kitin. Hal ini

(Kitin A 30,31

diperhitungkan dalam pemilihan metode dan cara isolas
penting apalagi kalau hasilnya dimaksudkan untuk digunakan pada
pemakaian kitin yang kurang reaktif seperti pada proses pengawetan.
B. Hasil Desain dan Karakterisasi Biosensor Histamin

Hasil pengukuran (voltammogram) berbagai konsentrasi histamin
pada berbagai perbandingan membran ditunjukkan dalam Gambar
13.Pada Gambar 13 terlihat bahwa pada perbandingan kitin-selulosa
asetat 2:1(13b) menunjukkan arus puncak yang lebih jelas dan teratur
dibandingkan dengan 1:1 (13a) dan 3:1 (13c).Berdasarkan hasil ini maka
dapat dikatakan bahwa membran dengan perbandingan 2:1 lebih baik
dibandingkan dengan perbandingan 1:1 dan 3:1.

Voltamogram berbagai perbandingan membran kitin-selulosa asetat

pada berbagai konsentrasi histamin  ditunjukkan pada Gambar 14.

Pada Gambar 14 terlihat bahwa untuk perbandingan kitin-selulosa asetat
1:1. arus puncak hanya terjadi pada konsentrasi histamin 10.000 ppm
(14e). Pada perbandingan kitin-selulosa asetat 2:1, arus puncak terjadi
pada seluruh konsentrasi (14a,14b,14c143d,14e). Sedangkan pada
perbandingan kitin-selulosa asetat 3:1, arus puncak terjadi pada
konsentrasi 1 ppm dan 10.000 ppm.Hasil ini menunjukkan bahwa
perbandingan Kitin selulosa asetat 2:1 lebih baik daripada perbandingan
lainnya dan memenuhi syarat untuk digunakan sebagai membran
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elektroda enzim DAO.
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Gambar 14. Voltamogram siklik berbagai perbandingan membran membran
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Hasil karakterisasi elektroda memb

, e puncak dapat dilhat pada Tabe| g

Tabel 6. Arus uncak dan potensial pada b ’
| Log

setelah diplot antara log[Histamin] dengan potensial diperoleh grafi

yang terlihat pada Gambar 15.

. |

r :
Dran 2:1 Setelah ditabulas; pada

No | [Histamin] o Pote‘;z?asle_r\}ga\siﬂistamin
(ppm) [Histamin) (MA) ) (da}:tu

1 1 0 0.112 | -0300 W?EO)N

2 10 1 0.067 | 0240 (475

3 100 2 0.056 | 0225 [125 |

4 1000 |3 170085 | 0785 35—

5 | 10000 | 4 0134 | 0223 (127

k seperti

0

-0,05

-0,1

-0,15

-0,2

Potensial (v)

-0.3

-0,35

=0;250

|
(;] 1

2 3 4 5

y=0.020x-0.275
R*=0,624

——Seriesl

—— Linear (Senes1)

Gambar 15

log[Histamin]

. Grafik hubungan antara log[Histamin] dengan potensial

Pada Gambar 15 terlihat bahwa potensial cenderung naik dengan
: _ : un
naiknya konsentrasi histamin dari 1 ppm sampai 1000 ppm. ':m
: . 1
kembali turun pada konsentrasi histamin 10.000 ppm. Gambar juga

Menunjukkan tidak liniernya grafik yang dinasilkan (R
: : S
diplot dari konsentrasi histamin 1 ppm sampai pada kon
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1000 ppm, maka akan diperoleh grafik seperti yang terlihat pada Gambar

16. ————
- ) y=0,036x-0,291
R:=0,949
005 © . : >
0,1
S
= 0,15
9 =——Scrics]
w .
a‘:, 0,2 — Linear (Series1) |
= 0.25
o
03
-0.35 = P RaT Sy e
Log[Histamin]

Gambar 16. Grafik hubungan antara log[Histamin](2) dengan potensial

Pada Gambar 16 menunjukkan linieritas hubungan yang tinggi (R?=
0,9495) antara log[Histamin] dengan potensial yang dihasilkan. Gambar
15 dan Gambar 16 memberikan informasi bahwa hubungan antara
log[Histamin] dan potensial pada elektroda enzim DAO linier dari
konsentrasi histamin 1 ppm sampai 1000 ppm. Dengan demikian elektroda
enzim DAO dapat digunakan dalam penentuan konsentrasi histamin
Secara voltammetri siklik sampai pada konsentrasi 1000 ppm dengan
wakiu respon sekitar 12 detik. Jika konsentrasi histamin lebin besar dari

1000 ppm maka sampelnya harus diencerkan terlebih dahulu sebelum
diukur

46

| waktu sebelumnya yaitu 3,6 ppm menjadi 6,53 pp

e |

1 c. Hasll Pengukuran Histamin lkan Ty, dan Cajg
; alang

Hasil pengukuran kon;entrasi histamin
cakalang pada suhu dingin 5°C dan g, kamar
Tabél 7. Dalam Tabel 7 terlihat bahwa pada suhy
histamin semua sampel masih memenyh; persya
ppm). Namun demikian perlu diperhatikan bahwa

sudah mulai menunjukkan kenaikan histamin yang

Sampe| jkap una gz,

29°C ditunjukkan pada
dingin 5°¢. kKonsentras;
ratan standar SNI (50
selang wakty 72 jam
Cukup signifikan dan

M pada cakalang dan
2,46 ppm menjadi 5,9 ppm pada tuna.

Tabel 7. Hasil pengukuran histami

: H ”rde‘”ga”e'%mwfﬁo
Kode istamin

NO Sampel [ (ppm) ] Keterangan

1 C00 | 047 | Sampel cakalang Ojam |
2 CO1 0.8 Cakalang 5°C 12 jam

3 C02 2.56 24 jam

4 C03 - 86 - 48jam |~
5 Co4 6.53 . 72 jam

6 TOO 2.24 Sampel tuna 0jam

7 T01 231 Tuna 5°C 12 jam

8 TO2 2.43 24jam

9 TO3 2.46 48 jam

10| To4 5.9 72 jam

11 ©14 30.14 Cakalang 29°C 12 jam

12| c12 | 5461 2%

13| C13 [ 1577.05 4G o

14| c14 | 318504 20

ukkan
Pada suhu kamar 29°C, sampel cakalang langsung mp:?\\aktu
konsentrasi histamin yang cukup tinggi yaitu 30,14 ppm

i sud
Penyimpanan 12 jam dan pada wakiu 24 jam
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persyaratan standar SNI yaitu 54,61 ppm yang sglanjutnya pada wakty
penyimpanan 48 jam dan 72 jam menunjukkan konsentrasi histamin yang

sangat tinggi dan tidak dapat lagi untuk dikonsumsi.
D. Perbandingan antara Biosensor dengan Spektrofluorometri

Perbandingan antara hasil pengukuran histamin

yang
menggunakan biosensor dengan spektrofluorometri dapat dilihat
pada Tabel 8 Pada Tabel 8 menunjukkan bahwa hasil pengukuran
konsentrasi histamin dengan menggunakan biosensor (histamin A)
yang telah dibuat yaitu elektroda enzim DAO tidak berbeda secara

signifikan dengan spektrofluorometri (histamin B).

Tabel 8 Hasil pengukuran histamin dengan biosensor dan
spektrofluorometri
NO Kode [Histamin] A | [Histamin] B
Sampel | (ppm) (ppm)
1 Coo 0.47 0.39
2 C01 0.8 0.75
3 C02 2.56 2.45
14 C03 3.6 2.99
5 C04 6.53 5.4
| 6 T0O 2.24 2.25
|7 TO1 2.31 230
|8 T02 2.43 2.39
|9 T03 2.46 2.47
ri T04 59 5.85
111 | C11 30.14 29.6
112 | C12 54.61 53.5
i C13 15677.05 1560.3
14 | C14 | 318504 3136.8

Keterangan - A = pengukuran dengan biosensor

B = pengukuran dengan spektrofluorometri

48

- T

Dengan demikian, dapat dikatakan bahwa ¢

. ktroda on
dapat dipakai untuk menentukan konsentras; e 3 o

2m DAQ

dal&m Sa’r;e Y=n

iostat ¢ Ok =

SMmetn

wna atau cakalang dengan menggunakan Bolens
siklik).Hasil analisis dengan biosensgr Cenderung s
dipanding spektrofluorometri tetapi masih dalam Datas-paiz
dipakai. Kecendrungan ini mungkin disebabkan oleh Masih adanys sezs
senyawa amina lain yang turut terdeteks; dengan demikian S

diusahakan supaya spesifitas dan selektifitasnya semakin

edikit lebin

fenc=~
=] 5~

S ¥ang dzgzs

Sempuma

Namun demikian masa pakai elektroda relatif [ama yaitu 6 bulan dzn w

aich
2y

analisis yang diperlukan jauh lebih cepat yaitu 2 jam dibandingkan dengan
spektrofluorometri 2 hari.
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V. KESIMPULAN, SARAN DAN REKOMENDAS

KESIMPULAN

p fore e ol agi ok aate e Lodiaf o ot (o d p B
< yang ousoiasi 03 bah kuit/repala udang denaan rervize
v w2 ...‘,r;(.‘;(:-.’
~s WS A A A ml, men Anlmpn » - b o~ [P -
22 2% s Gapat digunazran Gaiam pembustian elektroda enzim diamin

r4 Forngeri o riistarriin
. DOSenso LM

Vomooss membran elekdrodza enzim diamin oksidzas vane
Z INpOSS —1414 e oa enz dizamin oksidase /4‘_3 ?(;pat

- o T o Y - | - - " o

Zzizlz padz peroandir gan k in-selulogz zsetat 21 'J‘-'ﬁq;:fl
= TP P 4 | P > - -
pensasnzs nNgg (1 ppm), wakiu respon yang cepat (12 detik)

) Buosensor histamin yang dinasilvan dapat digunakan untuk analisis

min sekzlgus menentukan tingkat kesegaran ikan tuna dan

ngembangzn  dan  pemanfaztan  teknologi  biosensor

susnyz biosensor elekirokimiz berbasis amobilisasi enzim  untuk

98,

mnamau ingkat kesegaran kan tuna dan cakalang secara cepat dan

REKOMENDASI

Revomendasi vebijakan yang diusulkan dari penelitian ini adalah

i3

Penggalakan relompok usaha seperti koperasi untuk mengolah

mibah udang menjadi kitin yang dapat dimanfaatkan pada berbagal
keperuan sepertl pembuatan biosensor enzimatik, pengawelan dan

lain-lam
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piran 1
DESKRIPSI SINGKAT ALAT BIOSENSOR HISTAMIN

Lam

giosensor histamin terdiri atas tiga bagian utama yaitu ;

1. Elektroda enzim DAO (bagian ini yang didesain). pada bagian ini
enzim DAO akan mengoksidasi histamin dari sampel.

2. Potensiostat, berperan merubah data reaksi kedalam bentuk
voltammogram siklik yang dapat dipantau melalui komputer.

3. Komputer untuk merekam dan menyimpan data dari potensiostat.

Elektroda enzim DAO terdiri atas kawat tembaga 5 cm yang
disambung dengan kawat Pt 2,5 cm dengan cara dipatri. Bagian ujung
kawat Pt dilengkungkan kembali ke titik patri, yang selanjutnya dilapisi
dengan membran kitin-selulosa asetat dan enzim DAO.(lihat gambar)

Gambar. Elektroda Enzim DAO

59 }

& Dipindai dengan CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

Untuk pengukuran histamin pada sampel ikan dilakukan dengan
cara mencelupkan bagian kawat Pt terlapis membran-enzim DAO (3) pada

larutan ektrak daging ikan dalam buffer fosfat 7,0. Selanjutnya

bagian
kawat tembaga terbuka

(1) dihubungkan dengan potensiostat dan
dipantau/direkam pada komputer.

Biosensor histamin dengan elektroda enzim DAO didesain sebagai
peralatan sederhana untuk mendeteksi kandungan histamin yang terdapat
pada ikan dan produk perikanan lainnya sehingga dapat dengan mudah
digunakan oleh personil pengawas mutu.

Biosensor histamin dengan elektroda enzim DAO dapat digunakan
untuk mendeteksi histamin Pada sampel dengan konsentrasi 1 — 1000 ppm
sehingga dapat direkomendasikan sebagai alat uji cepat dan murah karena
kemampuan deteksinya berada pada konsentrasi standar produk
perikanan, SNI 100 ppm.

Biosensor histamin dengan elektroda enzim DAO dapat menekan
biaya analisis histamin.Sebagai perbandingan biaya analisis histamin
dengan spektrofluorometri rp. 100.000,-/sampel, dengan alat ini dapat
ditekan hingga rp.25.000,-/sampel. Demikian juga biaya investasi awalnya
10 kali lebih murah dibandingkan dengan spektrofluorometri.

Keunggulan Teknologi :

1. Analisis histamin dengan biosensor histamin menggunakan elektroda
enzim DAQ dapat dilakukan dengan cepat dan murah

2. Dapat dengan mudah digunakan tanpa memerlukan keterampilan dan
keahlian khusus yang terlatih

3. Waktu analisis jauh lebih cepat (2 jam) dibandingkan dengan
spektrofluorometri sampai 2 hari
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4 Dapat mendeteksi histamin dalam sampel den
ppm, sehingga dapat direkomendasikan seba
batas deteksinya berada pada batas k
diperbolehkan untuk bahan makanan khusu

9an konsentragj 1 _ 1000

Qai alat Ui histamin Karena
Onsentras; histamin yang
snya ikan (SNI, 100 ppm).
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DIAGRAM ALIR METODOLOGI PENELITIAN
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Lampiran 4.
PROFIL LEMBAGA (COMPANY PROFILE)

Lembaga Penelitian Universitas Hasanuddin dibentuk berdasarkan
Surat Keputusan Menteri Pendidikan dan Kebudayaan Republik Indonesia
No. 0154/0/1983, tanggal 5 Maret 1983 tentang Organisasi dan Tata Kerja
Unhas yang mana telah mengalami beberapa kali perubahan dan
tambahan. Perubahan terakhir berdasarkan Surat Keputusan Mendiknas
R.I No. 192/0/2003 tanggal 16 Desember 2003 tentang Organisasi dan
Tata Kerja Unhas, dimana dalam ketentuan tersebut diatur tentang
kedudukan, tugas pokok dan fungsi lembaga.

Tujuan Lembaga Ini adalah untuk melaksanakan amanah tridharma
Perguruan Tinggi khususnya di bidang penelitian sebagai salah satu tugas
pokok Perguruan Tinggi.Untuk melaksanakan amanah tersebut maka kami
berusaha terus untuk mengembangkan lembaga ini dari segi organisasi
maupun infrastruktur /fasilitas lembaga.

Sebelum tahun 2000, lembaga penelitian unhas membawai pusat-
pusat penelitian yakni: Pusat Studi Sumber Daya Alam dan Lingkungan,
Pusat Studi Lingkugan, Pusat Studi Wanita, Pusat Studi Kependudukan,
Pusat Studi Pengembangan Pedesaan dan Kawasan, Pusat Studi Gizi dan
Pangan, Pusat Studi Kesehatan Reproduksi dan Unit Kajian Lebah Madu.

Selama lima tahun terakhir lembaga ini menunjukkan kemajuan
pesat, baik dari segi infrastruktur maupun kelembagaan, dan pada akhirnya
terdapat perubahan dan pengembangan unit-unit lembaga, dimana pusat
studi berubah menjadi Pusat-Pusat Penelitian berdasarkan ketentuan dan
tuntutan perubahan. Selain itu penambahan Pusat Penelitian seperti :
Pusat Penelitian Terumbu Karang dan Pusat Penelitian Hukum dan HAM.
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Pengembangan Unit-Unit Kajian meliput; 16 unit kajian sert
sebanyak B devisl. Sellneidengan Pengembangan kelempg
pula pengembangan Sumber Daya Manusia benypg
pelaksana' peneliti, dimana tahun ke tahun

a devis‘!-devlsl
9aan, terdapat
Dosen sebagaj
terdapat {efgzpa
dosen baik yang berkualifikasi - -
pengembangan ualifikasi magister Maupun yang

berkualifikasi Doktor. Untuk lebih jelasnya dapat dilihat pada Struktyr

Lembaga Penelitian Unhas.
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Lampiran 5

ORGANISASI PELAKSANA KEGIATAN PENELITIAN

No.

BIDANG
POSISI DAN NAMA KEAHLIANITUGAS
I. Penanggung jawab - Ketua Lembaga
Penelitian dan Pengabdian Masyarakat
(LP2M) Universitas Hasanuddin
. Pelaksana Kegiatan -
i gf;f‘:gg:l' e Biokimia/ Bioteknolog
2. Anggota : e T )
a. Dr. Indah Raya, M.Si Kimia Anorganik
b. Erna Mayasari, S Si. M.Si Kimia Material
c. Abdur Rahman Arif, S.Si, M.Si Biokimia/ Bioteknologi
d. Nurfika Ramdani, S Si Kimia Material
Il | Tenaga Penunjang :
1. Mahdalia, S.Si Analist
2. |dris Khairun Administrasi
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