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Dalam memenuhi kebutuhan pangan masyarakat yang serba praktis terdapat
beberapa produk makanan siap saji yang hadir di pasaran salah satunya adalah jenis
frozen food. Frozen food merupakan produk makanan siap saji yang disimpan pada
suhu beku. Tujuan dari pembekuan makanan ini adalah untuk mengawetkan
makanan dalam jangka panjang. Salah satu produk frozen food yang terkenal di
pasaran adalah chicken nugget. Pada kenyataannya kebanyakan konsumen tidak
menyimpan chicken nugget di tempat yang semestinya sehingga dapat
mempengaruhi shelf life produk dan kualitas produk. Oleh karena itu diperlukan
suatu sensor yang dapat memantau kesegaran chicken nugget yaitu Time
temperature Indicator sehingga dapat mencegah terjadinya pembusukan makanan
akibat kelalaian konsumen atau kesalahan teknis. Penelitian ini bertujuan
mengetahui mekanisme pembuatan TTI sebagai sensor kesegaran chicken nugget
serta untuk mengetahui hubungan antara laju perubahan warna TTI dengan kualitas
produk.

Penelitian tentang pengembangan sensor TT1 berbasis enzim lipase ini terdiri
dari empat tahap yaitu optimasi perbandingan konsentrasi indikator bromocresol
purple (BCP) dan substrat gliserol tributirat, optimasi konsentrasi enzim lipase,
pembuatan TTI dan korelasi antara perubahan warna TTI terhadap penurunan
kualitas chicken nugget yang meliputi uji pH, tekstur dan total mikroba pada
penyimpanan suhu ruang dan suhu chiller.

Berdasarkan hasil optimasi, komposisi konsentrasi optimum larutan indikator
BCP dan substrat gliserol tributirat untuk sensor TTI adalah BCP 1000 ppm :
substrat gliserol tributirat 10% dengan perbandingan 1:1. Sedangkan konsentrasi
enzim lipase yang optimum adalah 1,5 ppm (0,003 U) dengan perubahan warna TTI
yang tidak terlalu cepat maupun lama yaitu selama 2 jam. Pembuatan sensor TTI
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menggunakan dua membran kertas berdiamater 6 mm yang telah diimobilisasi
dengan satu sisi berisi reagen (campuran antara larutan indikator BCP dengan
substrat gliserol tributirat) dan sisi yang lain berisi enzim lipase. Kedua membran
kertas tersebut diletakkan di atas plastik mika yang telah diberi double tape
sebelumnya. Cara mereaksikan TT1 adalah dengan cara menempel membran reagen
dan membran enzim bersamaan dan warna awal sensor TT1 yang awalnya berwarna
ungu akan berubah menjadi kuning seiring dengan perubahan kualitas produk
makanan.

Perubahan warna TTI pada suhu ruang berubah menjadi kuning setelah 4 jam
penyimpanan sehingga dapat diketahui bahwa produk sudah tidak segar (tidak
layak dikonsumsi). Hal ini dapat ditunjukkan dengan nilai total mikroba chicken
nugget sebesar 1,1 x 10° CFU/g, nilai pH menurun dari 6,47 menjadi 5,40 serta nilai
tekstur yang menurun dari 540,2 g/3mm menjadi 64g/3mm. Pada suhu chiller
warna sensor TTI berubah menjadi kuning setelah sehari penyimpanan. Namun
pada hasil uji total mikroba menunjukkan chicken nugget diatas ambang batas total
mikroba yang diperbolehkan pada hari ke-2 penyimpanan yaitu sebesar 1,87 x 10°
CFU/g, nilai pH yang menurun dari 6,49 menjadi 5,86 setelah sehari disimpan. Jadi
dapat disimpulkan bahwa TTI dapat memonitor kesegaran chicken nugget yang

berada dipasaran dalam kondisi penyimpanan suhu chiller dan suhu ruang.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kemajuan ilmu pengetahuan dan teknologi berbagai bidang selama
beberapa tahun terakhir menyebabkan pola hidup masyarakat berubah. Masyarakat
berusaha keras untuk tidak hanya memenuhi kebutuhan primer tetapi juga
kebutuhan sekunder sehingga masyarakat semakin sibuk dalam memenuhi
kebutuhannya. Akibatnya terjadi pergeseran pola konsumsi pangan masyarakat
yang membuat masyarakat mencari sesuatu yang lebih praktis dan efisien. Hal
inilah yang membuat banyak pengusaha industri makanan berinovasi
mengembangkan berbagai produk makanan olahan siap saji seperti makanan kering
hingga makanan siap saji.

Dalam memenuhi kebutuhan pangan masyarakat yang serba praktis,
terdapat beberapa produk makanan siap saji yang hadir di pasaran. Salah satu
makanan siap saji yang banyak tersedia dipasaran adalah frozen food yaitu suatu
produk makanan yang sengaja dibekukan dan disimpan pada suhu beku (Windasari,
2012). Tujuan dari pembekuan makanan ini adalah untuk mengawetkan makanan
dalam jangka panjang karena berkurangnya reaksi kimia dan pertumbuhan mikroba
pada suhu rendah (Sun, 2011). Salah satu produk frozen food yang banyak digemari
adalah chicken nugget yang terbuat dari olahan daging ayam dan dicetak dalam
berbagai bentuk potongan yang dilapisi dengan tepung berbumbu (battered &
breaded) (Windasari, 2012).

Chicken nugget harus disimpan pada suhu freezer dan memiliki shelf life
kurang lebih 12 bulan (Boyer dan McKinney, 2009). Untuk mendapatkan chicken
nugget yang berkualitas baik, selain bahan baku yang berkualitas tinggi maka
diperlukan kontrol yang ketat termasuk dalam penyimpanan makanan beku tersebut
(Erickson dan Hung, 1997). Pada kenyataannya kebanyakan konsumen tidak
menyimpan makanan di tempat yang semestinya yaitu disimpan pada suhu chiller

(4+1°C) bahkan pada suhu ruang (25+2°C) sehingga dapat mempengaruhi shelf life
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produk dan kualitas produk. Chicken nugget yang disimpan pada suhu chiller dapat
bertahan selama satu hingga dua hari dan harus segera dipanaskan saat akan
dikonsumsi. Sedangkan, chicken nugget harus segera dikonsumsi maksimal 24 jam
setelah pembelian apabila dibiarkan pada suhu ruang (Boyer dan McKinney, 2009).
Temperatur merupakan salah satu faktor utama yang mempengaruhi laju
perkembangan mikroba pada makanan, yang pada akhirnya dapat menyebabkan
terjadinya keracunan makanan (Rajan et al., 2017). Oleh sebab itu perlu
dikembangkan suatu alat sensor yang dapat memantau kesalahan penyimpanan
suhu nugget di tempat yang suhunya berbeda dengan suhu freezer (seperti suhu
ruang dan suhu chiller) untuk mencegah terjadinya pembusukan makanan akibat
kelalaian konsumen atau kesalahan teknis. Tujuan ini hanya bisa dicapai
menggunakan alat yang bernama Time Temperature indicator (TTI).

Sensor yang saat ini sedang banyak dikembangkan pada industri makanan
adalah Time Temperature Indicator (TTI) yaitu suatu perangkat sederhana yang
dilekatkan pada permukaan kemasan suatu produk yang menunjukkan hubungan
antara waktu dan temperatur (Rajan et al., 2017). Respon TTI biasanya jelas,
irreversible dan sering diterapkan pada frozen food yang sensitif terhadap suhu
seperti susu segar, daging, makanan laut dan chicken nugget (Rajan et al., 2017).
Dengan adanya sensor TTIl pada kemasan chicken nugget, konsumen dapat
mengetahui penurunan kualitas produk yang ditandai dengan adanya perubahan
warna pada sensor.

Jenis TTI yang dikembangkan pada penelitian ini adalah TTI berbasis
enzim. TTI berbasis enzim dibuat dengan memanfaatkan reaksi antara enzim
Aspergillus niger lipase dengan gliserol tributirat. Gliserol tributirat digunakan
sebagai substrat uji pada penentuan aktivitas lipase. Hal ini disebabkan aktivitas
lipase lebih stabil dan dapat meningkat dua hingga tiga kali lebih tinggi aktivitasnya
dibanding dengan substrat lain (Wu et al., 2014). Desain label TTI terdiri dari dua
kompartemen yang kemudian direkatkan pada plastik mika transparan.
Kompartemen pertama berisi enzim lipase yang telah diimobilisasi, sedangkan pada
kompartemen kedua berisi campuran larutan substrat gliserol tributirat dengan

indicator bromocresol purple (BCP) yang telah diimobilisasi. Ketika alat tersebut


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

akan diaplikasikan di suatu produk, maka kedua membran tersebut disatukan
sehingga reagen tersebut akan bereaksi dengan enzim seiring berjalannya waktu
dan menyebabkan perubahan warna. Pemilihan indikator didasarkan pada
perubahan warna yang disebabkan oleh penurunan pH yang merupakan hasil
hidrolisis enzim dengan substrat lipid (Ahvenainen, 2003). Indikator bromocresol
purple dipilih karena bekerja berdasarkan perubahan pH, mengalami perubahan
warna yang jelas serta telah banyak diaplikasikan sebagai sensor label. TTI yang
telah jadi diaplikasikan pada dua suhu yang berbeda yaitu pada suhu ruang dan suhu
chiller kemudian diamati waktu bekerjanya berdasarkan pada perubahan warna.
Produk chicken nugget dianggap tidak layak untuk dikonsumsi lagi jika label TTI

berubah warna dari ungu menjadi kuning.

1.2 Rumusan Masalah

1. Bagaimana optimasi perbandingan konsentrasi reagen BCP dan substrat
gliserol tributirat pada fabrikasi TTI berbasis enzim sebagai sensor
kesegaran chicken nugget?

2. Bagaimana laju perubahan intensitas warna TTI sebagai sensor kesegaran
chicken nugget pada penyimpanan suhu ruang dan suhu chiller?

3. Bagaimana aplikasi TTI tersebut untuk mendeteksi kesalahan suhu
penyimpanan pada sampel chicken nugget pada suhu ruang dan suhu
chiller?

1.3 Tujuan Penelitian
1. Mengetahui optimasi rasio konsentrasi reagen BCP dan substrat gliserol
tributirat pada fabrikasi TTI berbasis enzim sebagai sensor kesegaran
chicken nugget.
2. Menentukan laju perubahan intensitas warna TTI sebagai sensor kesegaran

chicken nugget pada penyimpanan suhu ruang dan suhu chiller.
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3. Menentukan apakah TTI dapat diaplikasikan untuk mendeteksi kesalahan

suhu penyimpanan sampel chicken nugget pada suhu ruang dan suhu chiller.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat dilakukannya penelitian ini adalah untuk memberikan suatu
alternative teknologi dari biosensor yang dapat menunjukkan kesalahan suhu
penyimpanan chicken nugget serta dapat mengetahui adanya perubahan kualitas
chicken nugget sehingga konsumen dapat lebih berhati-hati dalam menyimpan serta

mengkonsumsi produk makanan beku.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan Chicken nugget

Menurut SNI (2014), Chicken nugget merupakan produk olahan ayam

yang dibuat dari campuran daging ayam dengan atau tanpa penambahan bahan

pangan lain yang dicetak, diberi bahan pelapis, dengan atau tanpa digoreng dan

dibekukan. Nugget dibuat dari berbagai macam daging yaitu daging ayam, daging

sapi dan ikan. Komposisi bahan dalam pengolahan naget penting karena dapat

menunjang citarasa terutama penambahan garam dan rempah-rempah. Selain dari

segi komposisi bahan, ada beberapa persyaratan yang harus dipenuhi dan

diperhatikan untuk menjaga mutu naget seperti yang ditunjukkan pada Tabel 2.1.

Tabel 2.1 Persyaratan chicken nugget menurut Badan Standarisasi Nasional No.

SNI 6683:2014

No Kriteria uji Satuan Persyaratan
1  Keadaan
1.1 Bau - normal
1.2 Rasa - normal
1.3 Tekstur - normal
2  Benda Asing - Tidak boleh ada
3  Kadar air % (b/b) Maks. 50
4 Protein (N x 6,25) % (b/b) Min. 12
5 Lemak % (b/b) Maks. 20
6  Karbohidrat % (b/b) Maks. 20
7 Kalsium (Ca) Mg/100g Maks. 30/50*
8  Cemaran logam
8.1 Kadmium (Cd) Mg/kg Maks. 0,1
8.2 Timbal (Pb) Mg/kg Maks 1,0
8.3 Timah (Sn) Mg/kg Maks. 40
8.4 Merkuri (Hg) Mag/kg Maks. 0,03
9  Cemaran arsen (As) Mg/kg Maks. 0,5
10  Cemaran mikroba
10.1 Angka lempeng total Koloni/g Maks. 1 x 10°
10.2 Koliform APM/g Maks. 10
10.3 E. coli APM/g <3
10.4 Salmonella sp. - Negatif/25 g
10.5 S. aureus Koloni/g Maks. 1 x 102
10.6 C. perfringens Koloni/g Maks. 1 x 102
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CATATAN  * Berlaku untuk chicken nugget dengan penambahan keju
atau susu
Sumber: Badan Standarisasi Nasional, 2014

Awal mula ditemukannya produk chicken nugget berasal dari produk
utama suatu perusahaan atau rumah potong. Saat dilakukan proses pemilihan dan
pemeriksaan (selecting and grading) ditemukan produk-produk yang tidak
memenuhi standar jual perusahaan karena adanya kecacatan pada suatu produk.
Produk-produk yang tidak lolos tersebut diolah kembali menjadi chicken nugget
sehingga lebih bernilai dan mengurangi resiko kerugian (Murtidjo, 2003).

2.1.1 Kerusakan chicken nugget

Daging ayam adalah salah satu bahan makanan yang mudah mengalami
pembusukan akibat kerusakan biologis seperti enzim dan mikroorganisme
pembusuk, sehingga diperlukan penanganan yang khusus untuk mempertahankan
mutunya. Hal yang menyebabkan pembusukan tersebut adalah kandungan glikogen
pada daging ayam relatif rendah, sehingga akumulasi asam selama pasca mortem
relatif rendah dibanding daging sapi, kambing, dan kuda (Hidayati dan Aisyiyah,
2007).

Berdasarkan  keterangan BSN (2009), koloni mikroba yang
mengkontaminasi produk olahan daging, daging unggas dan daging hewan buruan
yang dihaluskan (Tabel 2.2) adalah koliform, E. coli, Salmonella sp,
Staphylococcus aureus, dan Clostridium perfringens. Bakteri tersebut dapat
menyebabkan kerusakan hingga keracunan daging yang dikenal dengan foodborne
disease (Gustiani, 2009).

Tabel 2.2 Batas maksimum cemaran mikroba dalam produk olahan daging ayam

Jenis cemaran mikroba Batas maksimum
. ALT (30°C, 72 jam) 1 x 10° koloni/g
d[;a?r:ngaoéﬂzr};ha;n APM Koliform 10/g
ging ayar APM E. coli < 3/g
(bakso, sosis, naget, .
burger) Salmonella sp Negative/25 g
Staphylococcus aureus 1 x 102 koloni/g

Clostridium perfringens 1 x 102 koloni/g
Sumber: Badan Standarisasi Nasional, 2009

Faktor-faktor yang menyebabkan chicken nugget cepat mengalami
pembusukan akibat bakteri antara lain:
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a) pH

Secara umum, bakteri memiliki pH minimum untuk pertumbuhan yaitu
sekitar 4,0-4,5 dan pH optimum 6,8-7,2 sedangkan pH maksimum antara 8,0 hingga
9,0. Pada pH optimum, bakteri tumbuh dengan mudah dan menyebabkan kerusakan
bahan pangan. Daging ayam segar memiliki rentang pH 5,5-6,0 dan meningkat
sebanding dengan lamanya penyimpanannya (Mielmann, 2006).
b) Temperatur

Pertumbuhan mikroba terjadi saat daging berada pada suatu kondisi yang
memungkinkan mikroba tersebut tumbuh. Saat temperature naik secara optimum,
bahan kimia dan reaksi-reaksi enzim di dalam proses sel menyebabkan
pertumbuhan menjadi lebih cepat. Namun, ketika temperatur berada konidisi diatas
temperature optimum pertumbuhan bakteri tidak akan terjadi (Windasari, 2012).

Untuk mencegah terjadinya pertumbuhan mikroba pada daging maka dapat
dilakukan dengan menyimpannya pada kondisi beku. Penyimpanan pada kondisi
beku dapat menghambat atau memperlambat aktivitas mikroba untuk tumbuh dan
ebrkembang. Hal ini dikarenakan sejumlah besar air yang digunakan sebagai media

pertumbuhan mikroba menjadi kristal es (Erickson dan Hung, 1997).

2.2 Tinjauan Sensor
2.2.1 Biosensor

Biosensor didefinisikan sebagai alat terintegrasi yang mampu memberikan
informasi analitik baik secara kualitatif maupun kuantitatif menggunakan material
biologi atau biomolekul (seperti jaringan, mikroorganisme, enzim, sel, antibodi,
DNA, dll) yang dihubungkan dengan sebuah elemen transduksi (Kuswandi, 2010).
Dari definisi ini dapat disimpulkan bahwa sebuah biosensor bekerja secara seletif
terhadap analit tertentu (Kuswandi, 2010). Skema kerja biosensor dapat dilihat pada

gambar 2.1 berikut.
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Analyte

transducer Measurable signal

Gambar 2.1 Skema kerja biosensor (Kuswandi, 2010)

Untuk bisa bekerja secara optimal, biosensor terdiri dari tiga elemen
penting yaitu bio-rekognisi (pendeteksian secara biomolekul/biokimia), bagian
transduksi (pengubah sinyal) dan bagian pemrosesan sinyal. Pada bagian bio-
rekognisi terdapat biomolekul/bioelemen seperti enzim, antibodi, DNA, sel yang
ditempatkan di permukaan sensor. Kegiatan ini disebut dengan imobilisasi.
Sedangkan pada bagian transduksi terdiri dari transducer fisika kimia yang bisa
berupa elektrokimia, optik, termometri, piezoelektric atau magnetic. Pada bagian
pemrosesan sinyal terdiri dari sirkuit elektronik yang berfungsi untuk memproses
sinyal menjadi sinyal listrik yang kemudian hasilnya ditampilan pada monitor/data.
Biosensor banyak diaplikasikan di bidang kesehatan seperti memonitor gas-gas dan
analit dalam darah serta di bidang farmasi dan industri seperti uji control kualitas
dan kuantitas obat dan kosmetik (Kuswandi, 2010).

2.2.2 Enzim Biosensor

Enzim Biosensor merupakan salah satu jenis biosensor. Enzim biosensor
merupakan piranti analitik yang menggunakan enzim sebagai elemen sensor dengan
sebuah transduser untuk menghasilkan sinyal yang proporsional dengan konsentrasi
dari target analit seperti substrat, inhibitor, atau activator. Dari perubahan
konsentrasi proton atau dikonsumsinya gas-gas tertentu (seperti NHz, Oz, CO2),
cahaya emisi, absorpsi atau reflektansi, perubahan massa, panas yang diproduksi
oleh transduser dan enzim maka akan menghasilkan sebuah sinyal. Sinyal yang
dihasilkan lalu dikonversi menjadi respon sinyal yang dapat diukur berupa arus,
absorbsi cahaya, tegangan, perubahan massa atau temperature melalui transduksi
elektrokimia, optik, piezoelektric ataupun termometrik. Lalu sinyal tersebut
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diproses lebih lanjut untuk dianalisis (Kuswandi, 2010). Berikut skema kerja enzim
biosensor seperti gambar 2.2

" -
V3
a ¥ Sinyal elektrik Interface
* L komputer
4
> ¥

Gambar 2.2 Skema prinsip kerja enzim biosensor (Kuswandi, 2010)

Enzim biosensor bekerja berdasarkan reaksi katalis. Dari hasil rekasi katalis
tersebut maka dapat diukur konsentrasi (berupa molekul-molekul kecil) yang
terbentuk atau hilang. Molekul-molekul kecil tersebut berupa produk yang
dihasilkan, reaktan/substrat yang dikonsumsi serta inhibitior yang menghambat
reaksi. Suatu alat yang dapat mengukur molekul-molekul kecil yang terbentuk atau
hilang tersebut dinamakan katalitik biosensor (Kuswandi, 2010).

Hingga saat ini ada 3000 lebih enzim yang telah dikarakterisasi dan
dikelompokkan ke dalam enam kelas utama sesuai dengan jenis reaksi katalisnya
(oksidoreduktasi, transferase, hidrolase, liase, isomerase dan ligase). Namun, hanya
beberapa golongan yang cocok untuk digunakan dalam pengembangan biosensor
seperti oksidoreduktase, hidrolase, dan ligase.

Tabel 2.3 Contoh enzim yang digunakan dalam biosensor

Reaktan Enzyme

Kolesterol Kolesterol oksidase
Ester Chymotrypsin
Glukosa Glukosa Oksidase
Hidrogen Peroksida Katalase

Peptida Tripsin

Starch Amilase

Sukrosa Invertase

Urea Urease

Asam Urea Uricase

Sumber : Kuswandi, 2011
Dalam sebuah sistem bhiosensor berbasis enzim, satu atau lebih enzim bisa

digunakan dalam sistem biosensor untuk mendeteksi target analit. Berdasarkan
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jumlah enzim yang digunakan, maka sistem enzim biosensor dibagi menjadi tiga
golongan yaitu: sistem dengan enzim tunggal, enzim ganda dan multi enzim.

Contoh sistem enzim biosensor yang menggunakan enzim tunggal adalah
biosensor untuk deteksi etanol dengan menggunakan enzim alcohol oksidase serta
biosensor untuk logam berat dengan enzim urase. Sedangkan, contoh biosensor
menggunakan enzim ganda (sistem bienzim) adalah biosensor untuk asetilkolin,
yang menggunakan dua jenis enzim yaitu asetilkolinesterase dan koline oksidase.
Pada biosensor dengan menggunakan multi-enzim digunakan tiga jenis enzim
untuk mendeteksi target analit. Salah satu contoh sistem multienzim biosensor
adalah pengembangan biosensor untuk penentuan kesegaran ikan (Kuswandi,
2010).

2.2.3 Teknik Imobilisasi

Menurut Kuswandi (2011), imobilisasi enzim penting dilakukan pada
enzim biosensor agar enzim bekerja pada rentang pH dan temperature yang lebih
lebar serta lebih stabil dalam penyimpanannya. Dengan imobilisasi enzim, enzim
dapat digunakan berkali-kali pada waktu tertentu, lebih mudah digunakan serta
dapat dimanipulasi.

Metode imobilisasi enzim yang digunakan dalam biosensor dibagi menjadi
dua golongan yaitu secara fisika dan kimia. Imobilisasi enzim secara fisika terdiri
dari adsorpsi dan entrapment. Sedangkan imobilisasi secara kimia meliputi cross-
linking dan ikatan kovalen dari enzim. Berikut beberapa teknik imobilisasi enzim
(Kuswandi, 2010):

a. Adsorpsi

Teknik ini merupakan teknik yang paling sederhana dan menggunakan
sedikit preparasi. Secara prinsip, imobilisasi ini bekerja berdasarkan kontak antara
enzim dengan adsorben. Meskipun cara kerjanya mudah dan tidak menyebabkan
enzim menjadi tidak aktif namun metode ini memiliki kelemahan. Metode ini dapat

membuat enzim menjadi terdesorpsi dari permukaan adsorban/sensor. Teknik ini
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lebih cocok digunakan untuk biosensor enzim yang sekali pakai (disposable
biosensor) (Kuswandi, 2010).

R R
R R
R™R
Gambar 2.3 Metode Adsorpsi  (Kuswandi, 2010)

b. Entrapment

Pada metode ini dilakukan pemerangkapan enzim ke dalam matrix polimer
yang terbentuk. Dengan cara ini, enzim akan tertahan dalam matrik/struktur polimer
tersebut, sehingga analit (substrat, inhibitor, atau activator) dapat berdifusi ke dalam
polimer tersebut. Matriks yang biasa digunakan dalam imobilisasi enzim secara
entrapment tersebut adalah polyacrylamide gel, hydrogel, silicone, dan
polyethyleneamine. (Kuswandi, 2010)

Gambar 2.4 Metode entrapment  (Kuswandi, 2010)

c. Cross-linking

Imobilisasi enzim secara kimia ini terkenal dengan prosedur yang relative
mudah. Pada teknik ini, molekul enzim diikat secara croos-link dengan agen cross-
linking (bovin serum albumin atau glutaradehyde). Kelemahan dari jenis
imobilisasi ini adalah kemungkinan enzim menjadi inaktif karena ikatan yang

terbentuk selama proses cross-linking berlangsung (Kuswandi, 2010).

Gambar 2.5 Metode Cross-linking (Kuswandi, 2010)
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d. Ikatan kovalen

Teknik imobilisasi enzim secara kimia ini adalah yang palin popular.
Kelebihan teknik ini meliputi ikatan yang terbentuk dengan enzim lebih stabil
sehingga tidak mudah diputus oleh pengaruh pH serta temperatur. Ikatan enzim
dilakukan dengan cara mengaktivasi gugus fungsi padatan pendukung dengan
menggunakan reagen tertentu, pengikatan enzim terhadap gugus aktif lalu
pencucian enzim yang tidak terikat pada pada gugus aktif tersebut (Kuswandi,
2010).

R
R

Gambar 2.6 Metode lkatan Kovalen (Kuswandi, 2010)

2.3 Tinjauan Time Temperature Indicator (TTI)

Time Temperature indicator dapat didefinisikan sebagai perangkat
sederhana yang menyediakan informasi visual dari perubahan suhu selama
distribusi dan penyimpanan sehingga mencegah terjadinya kesalahan pengaturan
suhu pada pangan yang didinginkan atau dibekukan (Retno, 2015). Time
temperature yang didesain akan ditempel pada permukaan kemasan suatu produk
pangan dan dirancang untuk mengintegrasikan riwayat kumulatif suhu dan waktu
sehingga akan mencerminkan kualitas dari produk tersebut (Windasari, 2012).
Riwayat waktu dan suhu divisualisasikan pada perubahan warna dan indicator ini.
Ciri-ciri utama dari konsep indikator ini tergantung pada jenis indikator dan prinsip

kerja fisikokimianya (Ahvenainen, 2003). Berikut cara kerja Time temperature
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indikator berdasarkan perubahan warna indikator dan riwayat waktu dan suhu pada
gambar 2.7 (Wu et al., 2014) :

Oh 30h 60h 90h 120h 150h 180h
Gambar 2.7 Cara kerja Time-temperature Indicator (Wu et al., 2014)

Prinsip kerja TTI berupa perubahan irreversible mekanis, Kkimia,
elektrokimia, enzimatik atau mikrobiologis yang dinyatakan sebagai respon yang
terlihat dalam bentuk perubahan warna indikator. Respons yang terlihat demikian
memberikan indikasi kumulatif kondisi penyimpanan produk pangan yang terkena
TTI. Pada umumnya semakin tinggi temperatur yang dipaparkan pada indikator
Time temperature indicator, maka semakin cepat perubahan warna terjadi dan
semakin cepat pula indikator yang mendeteksi akhir dari umur simpan suatu produk
(Ahvenainen, 2003).

Menurut Ahvenainen (2003), TTI berisi dua kompartemen terpisah yang
dibalut dalam kantong plastik mini. Satu kompartemen mengandung larutan enzim
seperti enzim lipase pancreas dan kompartemen lain mengandung substrat lipid
yang diserap dalam pembawa PVC dan dilarutkan dalam bentuk suspensi dan
campuran indikator pH. Contoh substrat yang biasa dipakai dalam TTI adalah
glycerine tricapronate (tricaproin), tripelargonin, tributyrin (gliserol tributirat) dan
campuran ester dari alkohol polivalen dan asam organik (Ahvenainen, 2003).

2.3.1 Enzim lipase

Enzim adalah protein yang berfungsi sebagai katalisator reaksi-reaksi kimia
dalam sistem biologi dan memiliki daya Kkatilitik yang tinggi. Enzim mampu
meningkatkan kecepatan reaksi hingga satu juta kali lebih cepat dibanding reaksi-
reaksi tanpa enzim. Molekul enzim juga memiliki tingkat spesifisitas tertentu

terhadap substrat dari reaksi yang dikatalisisnya (Kusumadjaja dan Dewi, 2005).
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Lipase (E.C.3.1.1.3) merupakan salah satu enzim yang dapat larut dalam air
dan bekerja dengan mengkatalisis hidrolisis ikatan ester dan substrat lipid seperti
triasilgliserol menjadi gliserol dan asam lemak, seperti terlihat pada Gambar 2.8
(Svendsen, 2000).

—D/&"‘ HC—OH
AO/Q = ]
ipase [
SR + 3H20 HC—OH + 3 HO—J)\R
/LL'\R

HC—OH
H

Hc—O

Triacylglycerol Glycerol Faity acid

Gambar 2.8 Pemisahan lemak dengan lipase (Svendsen, 2000)

Lipase diproduksi dari beberapa mikroorganisme, hewan maupun
tumbuhan. Lipase mikroorganisme lebih sering diaplikasikan di dunia industri
dikarenakan stabilitasnya yang lebih baik, spesifisitas substrat dan biaya produksi
lebih rendah bila dibandingkan dengan sumber yang lain. Selain itu,
keanekaragaman hayati mikroorganisme yang luas dapat meningkatkan penemuan
lipase yang baru demi kemajuan bioteknologi. Jamur diakui sebagai produsen lipase
terbaik dan hingga saat ini merupakan sumber yang lebih dipilih karena jamur dapat
menghasilkan lipase secara ekstraseluler yang memfasilitasi ekstraksi dari media
fermentasi. Salah satu spesies yang paling banyak digunakan untuk produksi lipase
adalah Aspergillus sp. (Contesini et al., 2010).

Aspergillus sp. adalah kelompok jamur berfilamen yang mengandung lebih
dari 180 spesies yang bermanfaat bagi kesehatan manusia termasuk 20 spesies yang
digunakan sebagai bahan makanan dan industri enzim, Meskipun memiliki banyak
spesies namun hanya dua spesies yang dikategorisasikan dalam Daftar Aman
(GRAS) oleh FDA di Amerika Serikat yaitu Apergillus oryzae dan Aspergillus
niger (Contesini et al., 2010).

Aspergillus niger lipase banyak digunakan di industri terutama industri
makanan dan deterjen. A. niger digunakan untuk pemberi aroma pada makanan

dengan cara mensintesis ester alkohol terpen dari asam lemak rendah (lwai et al.,
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1980). Selain pada industri makanan, A. niger juga bisa diaplikasikan pada industri
deterjen. Hal ini dikarenakan kehebatan lipase dalam menghilangkan noda lemak
pada kain. Enzim lipase lebih dipilih daripada deterjen sintetis konvensional karena
kemampuannya dalam melakukan proses pencucian pada suhu yang lebih rendah
serta lebih ramah lingkungan (Contesini et al., 2010). Baru-baru ini Aspergillus
niger juga dikembangkan sebagai bahan utama pembuatan Time temperatue
indicator berbasis enzim. Berdasarkan peneltilian Dan Wu et al. (2014), TTI
didesain berdasarkan reaksi antara A. niger lipase dan gliserol tributirat. Aspergilus
niger lipase digunakan karena harganya yang ekonomis, dapat dipatenkan serta
memiliki potensi komersialisasi yang baik (Wu et al., 2014).

2.3.2 Gliserol tributirat

Gliserol tributirat (tributirin) merupakan substrat yang biasa digunakan
sebagai pelapis plastik untuk ester selulosa atau sebagai penentuan aktivitas lipase.
Pada pembuatan time temperature indicator berbasis enzim, gliserol tributirat
bekerja sebagai substrat uji. Dengan gliserol tributirat, enzim lipase akan lebih
stabil dan aktivitasnya meningkat dua hingga tiga kali lebih tinggi dibandingkan
dengan gliserol trioleat dan minyak zaitun (Wu et al., 2014). Berikut struktur kimia

dari gliserol tributirat seperti pada gambar 2.9.

Gambar 2.9 Struktur Kimia Gliserol Tributirat
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2.3.3 Bromocresol purple

Bromocresol purple (5,5 -dibromo-o-cresol sulphonphthalein) adalah
indikator yang sering digunakan untuk mengukur serum albumin, mengukur pH
serta kebutuhan fotografi. Indikator Bromocresol purple akan berubah menjadi
warna kuning pada pH di bawah 5,2 dan menjadi ungu di atas pH 6,8. Pada gambar
2.10 menunjukkan struktur kimia dari Bromocresol purple (Riyanto et al., 2014).

Gambar 2.10 Struktur Kimia Bromocresol purpl

D

(Biotechnology Information, 2018)

2.3.4 Mekanisme TTI

Prinsip TTI bekerja berdasarkan pada perubahan warna yang disebabkan
karena penurunan pH dari hasil hidrolisis enzim dan substrat lipid. Pada aktivasi,
enzim dan substrat dicampur sehingga menembus penghalang yang memisahkan
dua kompartemen. Hidrolisis substrat gliserol tributirat dan enzim lipase
menyebabkan pelepasan asam lemak dan penurunan pH yang ditandai dengan
berubahnya warna indikator bromocresol purple (BCP). Warna awal dan warna
akhir indikator BCP pada TTI di suatu reaksi memungkinkan pengenalan visual
yang lebih mudah dan evaluasi perubahan warna yang dapat diukur secara
instrumental (Ahvenainen, 2003).

Perubahan warna yang terlihat dalam BCP disebabkan karena adanya
transfer proton dari BCP ke asam butirat atau sebaliknya (Ito dan Yamamoto, 2010).
Ketika asam butirat direaksikan dengan BCP dalam larutan dapar dengan pH tinggi,
maka BCP dalam bentuk basa konjugat akan menerima proton dari asam lemak
sehingga menjadi BCP. Hal ini mengakibatkan perubahan warna BCP yang semula

berwarna ungu (pada suasana basa) menjadi warna kuning (suasana asam).
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glycerol Asam butirat

asam butirat BCP suasana basa BCP suasana asam

rariia s asam butirat
warna ungu warna kuning

Gambar 2.11 Skema TTI

2.4 Tinjauan Program ImageJ
ImageJ adalah suatu program analisis yang dibuat oleh National Institutes
of Health yang digunakan untuk menganalisis gambar yang ada. Program ini berisi

menu-menu bar seperti, tool bar, status bar seperti yang dilihat pada gambar 2.12.

¢ ImageJ - \
Menu Bar — File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
Tool Bar — |0 Qx| <&+ |N A £ pe|st|rn| g | 4 | &~ |>
Status Bar — ImageJ 1.38e / Java 1.5.0_09

area selection tools .
line selection tools Graphics are from the ImageJ
angle tool website (http://rsb.info.nih.gov/ii/).

point tool
wand
text tool
l_ +—magnifying glass

B alol =4+ Ala[0] 2@/ 4 ]a]7]»

scrolling tool—* X 2%
color picker
action tool macro
menu tool macros

tool macros
macro toolset switcher

Gambar 2.12 Program ImageJ sinking, 2007)

Saat kursor berada di atas gambar, maka ImageJ akan menampilkan nilai koordiant

dan koordinat tersebut akan diukur dalam pixel/detik. Pixel merupakan titik tunggal
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dalam pencintraan atau elemen terkecil dari gambar yang dapat dikenali (Reinking,
2007).

Pada program ImageJ, untuk menentukan nilai RGB dihitung berdasarkan
nilai perhitungan dari tiga warna yang mewakili warna primer yaitu merah, hijau
dan biru. Dipilih warna merah, hijau dan biru karena warna-warna tersebut adalah
warna cahaya yang menghasilkan sprektrum serta dapat bercampur satu sama lain
untuk membentuk warna apapun. Saat intensitas tertinggi dari setiap warna
dicampurkan bersama-sama, maka diperoleh cahaya putih. Apabila intensitas tiga
warna tersebut sama dengan nol akan menghasilkan warna hitam. Cara perhitungan

nilai RGB dengan menggunakan program ImageJ dapat dilihat pada gambar 2.13.

£ Imagel (= E )
File Edit Image Process Analyze Gl Window Help
I8 o|x|o] < 4|43 Al ¢ vacros g IS
Scrolling tool (or press space bar and drag) ~ Shortcuts 4
4 =GRS Utilities 4
68x68 pixels; RGB; 18K New >
R Compile and Run
3D >
»  Cell Counter
{ Results (=] fi]
»  Grid
File Edit Font Results
Label [ea [Mean [Min [wi~| ° MeasureAnd Label
1 Red 3965 204493 132 2 > _Measure And Set Label
2 Green 3965 198.816 117 2% 4 Measure RGB
3 Blue 3965 202830 140 2t > 1
4 (R+G4BY3 3965 202133 130 25| N |
9 0.299R+0.587G+0.114B 3965 200909 124 27
4 [

Gambar 2.13 Cara perhitungan nilai RGB menggunakan ImageJ (Reinking, 2007)
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang dilakukan adalah penelitian eksperimental laboratoris.

3.2 Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Sensor Kimia dan biosensor Fakultas
Farmasi dan Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Teknologi Pertanian Universitas

Jember. Waktu penelitian dimulai sejak Januari 2018 hingga selesai.

3.3 Variabel Penelitian
3.3.1 Variabel bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah laju perubahan warna membran

dari warna ungu menjadi kuning pada Time temperature Indicator.

3.3.2 Variabel terikat
Variabel terikat pada penelitian ini adalah perubahan pH, perubahan warna
membrane sebagai Time temperature Indicator, total mikroba terhitung dan

perubahan tekstur pada chicken nugget.

3.3.3 Variabel terkendali
Variabel terkendali pada penelitian ini adalah suhu penyimpanan chicken
nugget yang diletakkan pada suhu chiller (4+1°C) dan suhu ruang (27+2°C).
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3.4 Alat dan Bahan Penelitian
3.4.1 Alat

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah timbangan analitik, gelas
ukur, gelas piala, labu ukur, pipet tetes, pipet volume, pipet mikro, batang
pengaduk, ball filler, plat tetes, pinset, vial, hotplate, scanner Canon LiDel20,
ImageJ, pH meter, cooler box (Technoplast).

3.4.2 Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah chicken nugget “Champ”
yang dibeli di Golden Market, Aspergillus niger lipase (Sigma Aldrich), larutan
gliserol tributirat , Bromocresol purple (Merck KGaA), larutan dapar tris (pH 9.0)
0,1 M, CaCl, 0,15 M, NaCl 3 M, etanol pekat, aquades steril, kertas saring Whatman
no 1 diameter 125 mm, plastik mika, media agar (PCA/Plate Count Agar).

3.5 Rancangan Penelitian
3.5.1 Rancangan Percobaan

Penelitian ini bersifat identifikasi terhadap tingkat kesegaran chicken nugget
dengan perubahan warna Time temperature Indicator (TTI) yang terdiri dari enzim
lipase Aspergillus niger serta campuran larutan indicator Bromocresol purple dan
substrat gliserol tributirat yang telah diimobilisasi pada kertas saring whatman.
Sensor TTI kemudian ditempatkan dibagian luar kemasan chicken nugget untuk
mengetahui kesalahan suhu dalam penyimpanan. Parameter yang dlakukan meliputi
parameter kesegaran (uji pH, uji tekstur, dan total mikroba) dan perubahan
intensitas warna sensor pada chicken nugget dengan temperature yang bervariasi
yaitu pada suhu chiller (4+1°C) dan suhu ruang (25+2°C).
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Fabrikasi Time temperature indicator (TTI)

v

v

Imobilisasi kertas pada indicator
BCP dan substrat gliserol tributirat

Optimasi perbandingan konsentrasi
BCP dan gliserol tributirat (1:1, 1:3,
1:4) pada fabrikasi TTI berbasis

Imobilisasi kertas dengan enzim
lipase

Optimasi volume enzim lipase (5 pl,
15 pul, 20 pl) pada fabrikasi TTI
berbasis enzim

A\ 4

TTI berbagai komposisi

!

TTI dengan performansi optimum

\ 4

A\ 4

Suhu ruang (27+2°C) pada jam ke
0;2;4,6;8

Suhu chiller (4+1°C) selama 3 hari

}

Analisa data :

2. Uji tekstur

1. Uji pH chicken nugget

3. Uji total mikroba

l

Aplikasi sensor TTI pada sampel nyata

Gambar 3.1 Diagram Alur Penelitian
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3.6 Pelaksanaan Penelitian
3.6.1 Pembuatan larutan dapar Tris

Pembuatan larutan dapar dilakukan dengan melarutkan 15 mg Tris dengan
3,75ml CaCl» 0,15 M, dan 10 ml NaCl 3 M ke dalam gelas piala. Kemudian diamati
dengan standar pH 9 menggunakan pH meter.

3.6.2 Pembuatan Larutan Indicator Bromocresol Purple

Pembuatan larutan indicator Bromocresol purple (BCP) dilakukan dengan
membuat larutan induk 1000 ppm dengan cara melarutkan 100 mg BCP ke dalam
etanol 95% 2 ml dan 8 ml aquabidest. Lalu, larutan induk BCP diencerkan menjadi
1000 ppm dengan cara mengambil 0.1 ml BCP dan dilarutkan ke dalam 0.9 ml

etanol dan air (dengan perbandingan 2:8).

3.6.3 Pembuatan Larutan Substrat Gliserol Tributirat
Larutan substrat gliserol tributirat dipipet sebanyak 450 pl menggunakan
mikropipet lalu dimasukkan ke dalam labu ukur. Kemudian larutan substrat tersebut

diencerkan dengan larutan dapar tris pH 9 hingga 5 ml.

3.6.4 Pembuatan TTI
a. Imobilisasi enzim lipase Aspergillus niger
Imobilisasi enzim lipase dilakukan dengan cara men-stirrer larutan
enzim lipase selama 15 menit. Lalu, kertas saring Whatman yang telah dipotong
berbentuk lingkaran dengan diameter 6 mm itu dibasahi oleh larutan enzim yang
dipipet sejumlah volume tertentu menggunakan mikropipet. Kertas saring
Whatman yang telah dibasahi lalu dikeringkan dengan cara didiamkan selama 15

menit sebelum akan digunakan.
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b. Imobilisasi campuran larutan indikator BCP dan substrat gliserol tributirat
Imobilisasi campuran larutan indikator BCP dan substrat gliserol
tributirat. Pertama, mencampur larutan BCP dan gliserol tributirat dengan memipet
sejumlah volume tertentu ke dalam vial. Setelah itu, dilakukan pembasahan kertas
saring dengan cara men-stirrer campuran larutan substrat dan indikator selama 15
menit. Lalu, kertas saring Whatman yang telah dipotong berbentuk lingkaran
dengan diameter 6 mm itu dibasahi oleh campuran larutan susbtrat dan indikator
yang dipipet sebanyak 15 pl menggunakan mikropipet. Kertas saring Whatman
yang telah dibasahi lalu dikeringkan dengan cara didiamkan selama 15 menit
sebelum akan digunakan.

3.6.5 Optimasi Fabrikasi TTI Bebasis Enzim
a. Optimasi Rasio Konsentrasi BCP dan Gliserol Tributirat

Optimasi rasio konsentrasi BCP dan gliserol tributirat bertujuan untuk
mengetahui ratio konsentrasi optimum indicator dan substrat yang mempengaruhi
laju perubahan warna dari sensor TTI. Perbandingan ratio konsentrasi indicator
BCP dan substrat gliserol tributirat yang digunakan dalam penelitian adalah 1:1,
1:3, dan 1:4. Optimum bila konsentrasi yang digunakan memberikan warna ungu
dengan nilai RGB yang paling tinggi.

b. Optimasi Konsentrasi Enzim lipase
Pembuatan larutan enzim lipase Aspergillus niger dilakukan dengan
membuat larutan induk 1000 ppm dengan menimbang 10 mg Aspergillus niger lalu
dilarutkan dengan 10 ml larutan dapar Tris (pH 9). Setelah itu, larutan enzim lipase
dibuat dengan berbagai konsentrasi yaitu 0,5 ppm (0,001 U), 1,5 ppm (0,003 U) dan
2 ppm (0,004 U). Optimum bila konsentrasi enzim Aspergillus niger lipase
menunjukkan perubahan warna yang intens dari ungu menajdi kuning saat

direaksikan dengan campuran larutan indicator dan substrat.
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3.6.6 Rancangan TTI

Rancangan Time temperature Indicator dilakukan untuk mempermudah
interpretasi kondisi chicken nugget sehingga mudah diamati penurunan kualitas dari
chicken nugget akibat kesalahan selama penyimpanan. Desain sensor ini terdiri dari
dua membran terpisah yang kemudian direkatkan pada plastik mika transparan.
Membran pertama mengandung larutan enzim dan membrane kedua mengandung
campuran larutan substrat gliserol tributirat dan indicator BCP sebagai sensor

kesegaran chicken nugget. Desain TTI diterangkan pada gambar 3.2 berikut:

Q > Larutan enzim lipase

Reagen

D (campuran larutan substrat gliserol tributirat

dan indikator bromocresol purple)

Gambar 3.2 Desain Time-Temperature Indicator

Desain TTI diaplikasikan sebagai pendeteksi kesegaran chicken nugget. TTI
yang telah terfabrikasi diberi penanda kualitas chicken nugget yang terdiri “segar”,
“masih segar” dan “tidak segar”. TTI yang terpapar di suhu ruang dan chiller selama
beberapa hari akan terjadi perubahan warna dari ungu menjadi kuning. Selama
optimasi perubahan warna pada TTI dimulai dari jam ke-0, jam ke-2, jam ke-4, jam
ke-6 dan jam ke-8 pada suhu ruang dan hari ke-0 hingga hari ke-3 pada suhu chiller.
Lalu dilakukan pengamatan terhadap nilai pH, uji tekstur dan total mikroba yang
kemudian dikorelasikan dengan perubahan warna pada TTI. Data inilah yang
kemudian digunakan saat memberi tanda kesegaran chicken nugget pada TTI.

Desain TTI dibuat berbentuk bulat dengan diameter 6 mm dengan warna
awal dari membran indikator yaitu warna ungu yang menunjukkan bahwa chicken
nugget dalam keadaan segar. Setelah disimpan pada suhu ruang, maka warna dari

membrane indikator berubah menjadi violet yang menunjukkan chicken nugget
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masih segar dan bila sampel chicken nugget sudah tidak segar maka warna TTI

berubah menjadi kuning.

segar masih segar tidak segar

Gambar 3.3 Desain tanda perubahan warna TTI

3.6.7 Aplikasi TTI pada sampel chicken nugget

TTI diaplikasikan pada kemasan chicken nugget untuk mendeteksi
kesalahan dalam suhu penyimpanan. Pengamatan perubahan membran TTI
dilakukan pada suhu ruang (27+2°C) pada jam ke 0;2:4:6;8, sedangkan pada suhu
chiller (4+1°C) dilakukan pengamatan setiap hari selama tiga hari. Perubahan dari
TTI kemudian dianalisis dengan perubahan kualitas dari sampel chicken nugget
berdasarkan parameter uji kebusukan yaitu perubahan pH, perubahan tekstur, dan

total mikroba.

3.6.8 Analisa data

Pengolahan data penelitian menggunakan metode deskriptif dan analisis.
Data hasil pengamatan ditampilkan dalam bentuk tabel dan grafik untuk
mempermudah interpetasi data. Pengamatan terhadap perubahan TTI dilakukan tiap
2 jam selama 8 jam untuk TTI di suhu ruang dan tiap hari di suhu chiller lalu diambil
gambarnya. Hasil gambar tersebut lalu dianalisis menggunakan ImageJ dan
didapatkan nilai mean RGB. Dari data hasil pengamatan tersebut dilakukan
perhitungan standar deviasi (SD) dan relative standar deviasi (RSD). Standar

deviasi dan koefisien variasi (RSD) dapat dihitung dengan rumus berikut:
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|Xd-Xd|?
sp= B (3.1)
RSD = 22 2100% ............... (3.2)

Keterangan:

SD  :standar deviasi

RSD : relative standar deviasi
X : rata-rata hitung

N : jumlah data

3.7 Prosedur analisis
3.7.1 Karakteristik TTI
a. Pengamatan Intensitas Warna TTI
Warna TTI dari kesegaran ini diukur menggunakan software ImageJ dengan
mengukur nilai mean RGB. Proses pengambilan gambar dilakukan dengan
melakukan proses scanning menggunakan scan tipe Canon LiDel20, kemudian
hasil scan tersebut diaplikasikan pada ImageJ dan ditentukan nilai mean RGB.

b. Stabilitas TTI

Pengujian stabilitas TTI dilakukan dengan membungkus membran reagen
(campuran indikator dan substrat) dengan plastic wrap lalu dimasukkan ke dalam
plastic flip dan disimpan selama beberapa hari pada dua kondisi yang berbeda. Uji
stabilitas TTI dilakukan tujuh hari pada suhu ruang dan setiap hari di suhu chiller
kemudian diamati perubahan warnanya apakah stabil dengan tetap
mempertahankan warna ungu pada membran indikator dan tidak berwarna pada
membran enzim selama masa penyimpanan. Selanjutnya dilakukan pengukuran
mean RGB untuk mengetahui perubahan respon dari membrane indikator selama
penyimpanan. Sensor TTI dapat digunakan apabila TTI memberikan perubahan

respon sebesar <15% dari respon sensor awal (Kuswandi, 2010).
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c. Reprodusibilitas TTI

Reprodusibilitas TTI dapat dinyatakan sebagai kepresisian respon TTI
terhadap analit yang diukur pada waktu yang berbeda dengan kondisi yang relatif
sama. Pada penelitian ini, reprodusibilitas sensor ditentukan dengan menghitung
standar deviasi relatif (RSD) dari 3 kali replikasi terhadap TT1 dengan kondisi yang
berbeda yaitu pada kondisi suhu ruang setiap harinya selama 3 hari yang berbeda
dan pada kondisi suhu chiller pada setiap minggu selama 3 minggu.
Reprodusibilitas TTI dikategorikan baik apabila kesesuaian respon TTI yang satu
dengan yang lainnya dinyatakan dengan RSD <5%. Data diukur menggunakan nilai
A mean RGB dan dihitung nilai RSD.

3.7.2 Pengukuran Parameter Kesegaran Chicken nugget
a. Uji Tekstur
Sampel chicken nugget yang telah ditiriskan diletakkan tepat dibawah jarum
penetrometer Rheotex, kemudian menekan tombol start hingga ujung jarum sampai
menyentuk permukaan chicken nugget dan terdengar bunyi (tanda selesai). Setelah
itu, pengamatan dilanjutkan dengan membaca angka yang ditunjukkan oleh

Rheotex dengan satuan milligram (mg).

b. Uji pH
Sampel chicken nugget yang telah dihancurkan lalu diambil sebanyak 2
gram dan dimasukkan ke dalam gelas piala. Lalu dihomogenkan dengan 10 ml
aquades dan diukur menggunakan pH meter yang sebelumnya telah dikalibrasi

dengan pH meter.

c. Uji Total Mikroba (ALT)

Alat yang digunakan dalam analisa total mikroba dilakukan dalam kondisi
steril. Sampel dihancurkan sebanyak 1,0 g lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi
yang berisi 9,0 ml aquadest steril lalu dikocok hingga larutan homogen. Dari larutan
tersebut diperoleh larutan induk lalu diambil sebanyak 1,0 ml dan masukkan dalam

tabung reaksi yang berisi 9,0 ml aquadest steril. Dari alrutan tersebut diperoleh


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

28

pengenceran 10"t kemudian diambil 1,0 ml dan masukkan dalam tabung reaksi yang
berisi 9,0 ml aquadest steril untuk mendapatkan pengenceran 102, demikian
seterusnya sampai diperolen pengenceran 10°. Dari masing-masing hasil
pengenceran diambil 1,0 ml kemudian dimasukkan dalam cawan petri dan dituangi
10 ml media agar (PCA) yang telah didinginkan (47-50°C). Cawan petri
digoyangkan sampai merata dan biarkan sampai memadat. Cawan diinkubasi
selama 48 jam pada suhu 37°C. Jumlah koloni dapat dihitung sebagai berikut
(Fardiaz, 1993) :

i A . e (3.1)

- [(1 x n1)+(0.1 x n2)]

Keterangan :

N = Jumlah koloni per mL atau gram dari produk
>C =Jumlah semua koloni pada semua plate terhitung
n: =Jumlah plate pada pengenceran pertama

n2 = Jumlah plate pada pengenceran kedua

d =Pengenceran pertama yang didapatkan
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat diambil kesimpulan

berikut ini :

1.

Kondisi optimum proses fabrikasi TTI berbasis enzim lipase adalah dengan
menggunakan indikator bromocresol purple (BCP) dengan konsentrasi 1000
ppm, substrat gliserol tributirat dengan konsentrasi 10% dengan perbandingan
indikator : substrat sebesar 1:1 dan konsentrasi enzim lipase adalah 1,5 ppm
(0,003 V).

Profil perubahan warna TTI dapat dilihat dari nilai mean RGB yang diamati
tiap 2 jam selama 6 jam pengamatan pada penyimpanan di suhu ruang dan suhu
chiller.

Perubahan kesegaran chicken nugget dapat dilihat dari adanya perubahan
warna pada TTI yang diawali dari warna ungu menandakan chicken nugget
masih segar sedangkan apabila warna TTI berubah menjadi kuning
menunjukkan chicken nugget sudah tidak layak untuk dikonsumsi. Hal ini
sesuai dengan hasil pengamatan uji kualitas chicken nugget (uji pH, uji tekstur
dan total mikroba) yang mana semakin lama chiken nugget dibiarkan pada suhu
ruang dan chiller maka kualitas chicken nugget semakin menurun.

TTI dapat diaplikasikan pada sampel chicken nugget dengan cara ditempelkan
pada kemasan luar kemasan yang dapat memberikan informasi kepada
konsumen tentang kesegaran chicken nugget yang tidak ditempatkan pada
tempat yang tepat yaitu pada suhu ruang atau suhu chiller melalui perubahan

warna dari ungu menjadi kuning.
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5.2 Saran
Saran yang dapat diberikan pada penelitian tentang pengembangan Time
temperature Indicator adalah sebagai berikut :

5.2.1 Diperlukan penelitian lebih lanjut mengenai optimasi formula untuk
pembuatan TTI menggunakan indikator bromocresol purple dan substrat gliserol
tributirat yang memiliki stabilitas yang baik dan dapat digunakan dalam jangka
waktu yang cukup lama

5.2.2 Diperlukan penelitian lebih lanjut tentang pengembangan Time temperature
Indicator khusunya yang berbasis enzim lipase khususnya dari jamur

Aspergillus niger
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LAMPIRAN A. DATA DAN HASIL ANALISIS UJI pH

5.2.3.1 Suhu ruang

55

Jam 0 2 4 6
I 6,55 6,34 5,40 4,63
Replikasi I 6,44 6,24 5,37 4,56
Il 6,42 6,32 5,44 4,65
Rata-rata 6,47 6,30 5,40 4,61

Jam ke-0 (control)

- 2 — 2 L 2
D :\/(x x1)24+(x—x2)2+(X—x3)

n-1

_/(6,47-6,55)2+(6,47—6,44)2+(6,47—6,42)2
- 2

_ /0,0064+0,0009+0,0025
- 2

=+0.0049
= 0,07

Jam ke-2

— 2 e 2 il 2
D :\/(x x1)24+(x—x2)2+(X—x3)

n-1

_1/(6,30-6,34)2+(6,30—6,24)2+(6,30—6,32)2
B 2

_ \/0,0016+0,0036+0,0004
- 2

=+0.0028
=0,05

Jam ke-4

— 2 - 2 — 2
D =\/(x x1)2+(x—x2)2+(X-x3)

n—1
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_ 4/(5,40—5,40)2+(5,40—5,37)2+(5,40—5,44)2

2

_v/0+0,0009+0,0016

2
=+/0.00125
=0,04
Jam ke-6
— V. — 2 - 2
D :\/(x x1)2+(x—x2)2+(X—x3)

n-1

_ /(4,61-4,63)2+(4,61-4,56)2+(4,61—4,65)2

2

_ \/0,0004+0,0025+0,0016
p 2

=+0.00225
=0,05

5.2.3.2 Suhu Chiller

56

Hari 1 2 3
I 5,76 4,65 4,46
Replikasi I 5,87 4,80 4,60
Il 5,95 4,92 4,83
Rata-rata 5,86 4,79 4,63

Hari ke-0

(x—x1)2+(x—x2)2+(X—x3)2
n-—1

SD =\/

_/(5,86—5,76)2+(5,86—5,87)2+(5,95—5,86)2

3—-1

_\/0,01+0,0001+0,0081
- 2

=+/0,0091
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= 0,095
Hari ke-2
D = J(x=x1)2+(x—x2)2+(X—x3)2
n—1
_ y/(4,79-4,65)2+(4,79—4,8)%+(4,79—4,92)2
B ]
_ /0,0196+0,0001+0,0169
- 2
=+/0,0183
=0,135
Hari ke-3
— 2 —_ 2 — 2
D :J(x x1)2+(x—x2)2+(X-x3)

n—1

_ /(4,63—4,46)2+(4,63—4,60)2+(4,63—4,83)2
B 3-1

_ |/0,0289+0,0009+0,04
- 2

=+0.0349
=0,187

57
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LAMPIRAN B. DATA DAN HASIL ANALISIS UJI MIKROBA

1. Suhu ruang

Pe;’f;”::_ra” 0t | 102 | 10° | 10% | 10%
0 59 15
27 10
2 80 43
87 47
4 95 30
90 25
6 50 28
45 15

Total mikroba
(logCFU/qg)

3,597

4,068

5,038

5,765

Jam ke-0 (kontrol)

>c
N = [(1xn1)+(0,1 x n2)] x (d)

_ (35+27)+(15+10) 2
T [(1x2)+(0,1 x 2)] x10

=2 x10?

2,2
=3,9 x 10° CFU/g
= 3,597 logCFU/g

Jam ke-2
N = 2 x (d)

[(1 xn1)+(0,1 x n2)]

_ (80+87)+(43+47) 2
T lax+01x2] Y 10

_ 257
2,2

=1,2 x 10* CFU/g
= 4,068 logCFU/g

x 10?
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Jam ke-4
_ xC

N = [(LxnD+01xn2)] > (d)
_ (95490)+(35+20) 4 2

[(1x2)+(0,1 x 2)]

240
==— x 103
2,2

=1,1x10° CFU/g
= 5,037 logCFU/g

Jam ke-6
N = 24 x (d)

[(1 xn1)+(0,1 x n2)]

_ (35+27)+(15+10) 2
T [(1x2)+(0,1 x 2)] x 10

=2 x10*

2,2
=5,8 x 10° CFU/g
= 5,765 logCFU/qg

59

2. Suhu chiller
Pengenceran Total mikroba
jam ke- (logCFU/qg)
0 3,612
1 4,061
2 5,274
3 6,023
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Hari ke-0 (control)

N = 2¢ x (d)

[(1 xn1)+(0,1 x n2)]

_ (35+40)+(8+10) 2
T [ x2)+(0,1 x 2)] x 10

90
=— x 102
2,2

= 4,09 x 10* CFU/qg
= 3,612 logCFU/g
Hari ke-1

N = A x (d)

[(1 xn1)+(0,1 x n2)]

_ (95+80)+(38+40) 2
T [(1x2)+(0,1 x 2)] x 10

253

=2 x 102
2,2

=1,15 x 10* CFU/g
=4,061 logCFU/qg

Hari ke-2
_ C

N = [(AxnD+01xn2)] (d)
- (140+135)+(65+73)x 102

[(1x2)+(0,1x2)]

413
=— x 103
2,2

=1,87 x 10° CFU/g
= 5,274 logCFU/g

Hari ke-3
N = 2C x (d)

[(1 xn1)+(0,1 x n2)]

_ (35+27)+(15+10)

2
[(1x2)+(0,1 x 2)] 10

232
== x 10*
2,2

=1,1x 10° CFU/g
= 6,023 logCFU/g

60
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LAMPIRAN C. DATA DAN HASIL ANALISIS UJI TEKSTUR
CHICKEN NUGGET

1. Suhu ruang (distance = 3mm)

Titik lubang
Jam ke- Rata-rata SD
1 2 3 4 5
0 674 536 614 434 443 540,2 104,99
2 61 58 73 67 66 65 5,79
4 64 65 71 60 60 64 4,53
6 84 91 84 87 73 83,8 6,69
Jam ke-0
D = J(x=x1)2+(x—x2)2+(X—x3)2
n—-1
_/(540,2-674)2+(540,2—536)2+(540,2—614)2+(540,2—434)2+(540,2—443)2
B 5-1
_ V/17902,44+17,64+106,2+5446,44+11278,44+9447,84
B 4
=+/11023,2
= 104,99
Jam ke-2
— 2 - 2 N 2
D = J(—x1)2+(x—x2)2+(X—x3)

n—1

_ /(65-61)2+(65-58)2+(65—73)2+(65—-67)2+(65—66)2
5-1

_ V16+49+64+4+1
B 4

=335

=5,79
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Jam ke-4
— 2 —_ 2 —_ 2
D :\/(x x1)24+(x—x2)2+(X—x3)
n—-1
_ /(64-64)2+(64—65)2+(64—71)%+(64—60)2+(64—60)>2
B 5-1
_V0+1+49+16+16
B 4
=./20,5
=453
Jam ke-6
= 2 i 2 i 2
D :\/(x x1)2+(x—x2)2+(X-x3)

n—1

_ /(83,8—84)2+(83,8-91)2+(83,8—84)2+(83,8—87)2+(83,8—73)2
- 5N §

_ \/0,04+51,84+0,04+10,24+116,64
- 4

=447
=6,69

2. Suhu chiller (distance = 3mm)

62

Titik lubang
Hari ke- Rata-rata SD
1 2 3 4 5
0 763 616 517 450 402 549.6 143,80
1 200 180 170 152 155 1714 19,62
2 171 125 188 161 123 153,6 28,70
3 190 152 99 150 174 153 34,41
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Hari ke-0 (kontrol)

—x1)2 —x2)2 —x3)2
sD :\/(x x1)%+(x—x2)?+(X—x3)

n—1

_\/(549,6—-763)2+(549,6—616)2+(549,6—517)2+(549,6—450)2+(549,6—402)2
B 5-1

_ \45539,56+4408,96+1062,76+9920,16+21785,76
a 4

=+/20679,3
= 143,80

Hari ke-1

— 2 — 2 - 2
D :J(x x1)2+(x—x2)2+(X-x3)

n-—1

_ 4/(171,4-200)2+(171,4—180)2+(171,4—170)2+(171,4—152)2+(171,4—155)?2
B 5-1

_ /817,96+73,96+1,96+376,36+268,96
- 4

=+/384,8
=19,61

Hari ke-2

— 2 — 2 4 2
D :J(x x1)2+(x—x2)2+(X—x3)

n—-1

_ 4/(153,6—171)2+(153,6—125)2+(153,6—188)2+(153,6—161)2+(153,6—123)2
A 5-1

_ \/303,76+817,96+1183,36+54,76+936,36
- 4

=./824,05

= 28,70
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Hari ke-3

—x1)2 —x2)2 —x3)2
sD :\/(x x1)%+(x—x2)?+(X—x3)

n—1

_ J(153-190)2+(153-152)2+(152-99)2+(153—150)2 +(153—174)2

5-1

_ V1369+1+2809+9+441
a 4

=41157,25

= 34,41

64
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LAMPIRAN D. HASIL OPTIMASI KONSENTRASI ENZIM

LIPASE
Konsen | Gambar Replikasi Perub-
trasi TTI Ja A Mean D RSD | ahan
enzim m I ] Il RGB (%) | respon
lipase (%)
05 |@®@© |0 |[13061 |13561 |14864 [13829 [9,31 [6,73 |0
ppm | @@@® (1 [137,84 | 13536 |149,92 [141,04 [7,79 |[552 |1,99
0,001 '@®© |2 |[137,46 [136,34 | 147,52 [ 14044 [6,16 [4,39 |1,55
U [@@®@ |4 |[15386 | 137,83 |159,73 | 150,47 |11,34 |7,53 |88l
0 |6 [15889 |147,02 [177,74 |161,22 |1550 |9,61 | 16,58
@@ |0 |133,70 |133,13 |12361 |130,14 [567 |[4,36 |0
15 |& @¢ |1 14557 |151,98 |155,01 |150,85 |4,82 |3,19 |1591
ppm 2 |15530 |15822 |15534 [156,29 |1,67 |1,07 | 20,09
(0,003 ‘ 4 |164,19 |16553 |159,11 |162,94 |3,39 |2,08 |25,20
V) 6 [172,31 |164,80 |162,53 |166,55 |512 |3,07 |27,98
OO0 |0 [126,10 |133,82 |13503 |131,65 |4,84 |3,68 |0
2 ppm 1 |154,36 |163,65 |171,75 |16325 [8,70 |[5,33 | 24,00
(0,004 2 |155,08 |16576 |172,16 |164,33 |[8,63 |525 | 24,82
V) 4 160,33 |168,85 |176,76 |168,58 |8722 |4,87 |28,05
6 |171,27 |173,68 |182,02 [17566 |564 |3,21 |33,43
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LAMPIRAN E. STABILITAS TTI
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Replikasi A %
Hari | Gambar Peru-
Mean SD % RSD
ke- TTI I I "I bahan
RGB

respon

0 ". 116,15 | 99,78 | 102,09 | 106,01 | 8,86 8,35 0

1 . 120,19 | 98,34 | 99,79 | 106,11 | 12,22 | 11,52 0,09

2 120,32 | 98,65 99,85 | 106,27 | 12,18 | 11,46 0,25
CPT

3 118,54 | 107,23 | 102,04 | 109,27 | 8,44 7,72 3,08
Des

4 121,67 | 109,41 | 100,66 | 110,58 | 10,55 9,54 431
LYY

5 119,14 | 113,73 | 110,60 | 114,49 | 4,32 3,77 8
®. -

6 = 128,84 | 118,48 | 152,03 | 133,12 | 17,18 | 12,90 25 5y
@s

7 132,31 | 120,67 | 166,87 | 139,95 | 24,03 | 17,17 32,02
| X
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LAMPIRAN F. REPRODUSIBILITAS TTI
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Hari ke-
Jam ke-
1 2 3
0 2.544 1.277 4.262
Ruang
2 1.233 1.889 4.346
4 1.587 0.774 2.526
6 2.078 1.23 2.486
Minggu ke-
Hari ke- &
1 2 3
0 4.488 1.895 1.534
Chiller
1 1.364 2.747 2.641
2 4616 4.962 4.283
3 4.249 4.381 5.224
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LAMPIRAN G. DATA HASIL PENGAMATAN PERUBAHAN
WARNA TTI PADA IMAGEJ

1. Suhu ruang
Indikator BCP : Substrat gliserol tributirat (1:1)

Volume enzim lipase = 15 pl

Jam | Gambar Replikasi Rata- %
TTI rata % Peru-
SD
I I i Mean RSD | bahan
RGB respon

0 .Q‘ 133,697 | 133,125 | 123,605 | 130,14 | 5,67 |4,36 | O

2 155,301 | 158,215 | 155,339 | 156,29 | 1,67 | 1,07 | 20,09
4 164,187 | 165,53 | 159,107 | 162,94 | 3,39 | 2,08 | 25,20
6 172,313 | 164,801 | 162,531 | 166,55 | 5,12 | 3,07 | 27,98

Perhitungan SD, % RSD serta % perubahan respon TTI pada suhu ruang :

Jam ke-0 (kontrol)

_ J(x=x1)2+(x—x2)2+(X—x3)2
b n-1

SD

_4/(130,14-133,697)2+(130,14—133,125)2+(130,14—123,605)2
- 3-1

_ V12,65+8,91+42,71
B 2

=+/32,133
= 5,67
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%RSD

%" x 100%

5,67
130,14

4,36%

x 100%

(mean RGB sampel—mean RGB blanko)

%Perubahan respon =
mean RGB blanko

_ (130,14—130,14)

x 100%

0T x 100%
= 0%
Jam ke-2
D _ J(x=x1)2+(x—x2)2+(X-x3)2
n—1

_4/(156,29-155,301)2+(156,29—158,215)2+(156,29—155,339)2
- =
_ /0,978+3,705+0,904
- 2
=+/2,79
=1,67

%RSD = = x 100%
_ 1,67
= Tsezs X 100%
=1,07%

(mean RGB sampel—mean RGB blanko)

%Perubahan respon =

mean RGB blanko

_ (156,29-130,14) £ 100%

130,14

=20,09%

Jam ke-4

_ J(x=x1)2+(x—x2)2+(X—x3)?
- n-1

SD

x 100%

_ /(162,94-164,187)2+(162,94—165,53)2+(162,94—159,107)2

3-1

_ V1,56%6,71+14,69
B 2

69
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=+411,48
=3,39

%RSD

%" x 100%

_ 339
162,94

=2,08%

x 100%

(mean RGB sampel—mean RGB blanko)

%Perubahan respon = x 100%

mean RGB blanko

_ (162,94-130,14) x 100%

130,14

= 25,20%

Jam ke-6

_J(e—x1)2+(x—x2)2+(X—x3)2
- n-1

SD

_ 4/(166,55—172,313)2+(166,55—164,801)2+(166,55—162,531)2
- 3.4

_ /33,21+3,06+16,15
B 2

=426,21
=5,12

%RSD

%’ x 100%

512
=2 %1009
166,55 %

=3,07%

RGB - RGB blank
%Perubahan respon = {26 ;ZZ?:GB";Z:M ko) X 100%

_ (166,55-130,14)
130,14

=27,98%

x 100%

2. Suhu chiller
Indikator BCP : Substrat gliserol tributirat (1:1)
Volume enzim lipase = 15 pl
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Hari | Gambar Replikasi Rata- %
TTI rata % Peru-
SD
| ] "I Mean RSD | bahan
RGB respon
0 ’ “ 131,628 | 125,741 | 136,24 | 131,20 |5,26 | 4,01 | O
1 , 169,879 | 170,493 | 169,653 | 170,01 | 0,43 | 0,26 | 29,58
2 174,19 170,205 | 173,344 | 172,58 | 2,10 | 1,22 | 31,54
3 172,521 | 171,13 | 179,372 | 174,34 | 4,41 | 2,53 | 32,88

Perhitungan SD, % RSD serta % perubahan respon TTI pada suhu ruang :
Hari ke-0 (kontrol)

_J(e—x1)2+(x—x2)2+(X—x3)2
- n-1

SD

_ J(131,20-131,628)2+(131,20—125,741)2+(131,20—136,24)2
B 3

_ \/0,18+29,80+25,40
B 2

=+27,69
=5,26

%RSD = % x 100%

_ 526
131,20

=4,01%

x 100%

_ (mean RGB sampel—mean RGB blanko)

%Perubahan respon = x 100%
mean RGB blanko

_ (131,20-131,20) x 100%

131,20

= 0%
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Hari ke-1

_J(x—x1)2+(x—x2)2+(X—x3)2
B n-1

SD

_4/(170,01-172,521)2+(170,01—171,13)2+(170,01—-179,372)2
B 3-1

_ \/631+1,25+87,65
B 2

= V&7.60
= 0,43
%RSD = % x 100%

_ 043
170,01

=0,26%

x 100%

(mean RGB sampel—mean RGB blanko)

%Perubahan respon = x 100%

mean RGB blanko

170,01-131,20
= (17001-131.20) 100%
131,20

= 29,58%
Hari ke-2

_ J(x=x1)2+(x—x2)2+(X—x3)2
- n—-1

SD

_J(172,58-174,19)2+(172,58—170,205)2+(172,58—173,344)2
B 3-1

_ \2,59+5,64+0,58
B 2

=v4,41
=210

%RSD = % x 100%

2,10
172,58

x 100%

=1,22%

(mean RGB sampel—mean RGB blanko)

%Perubahan respon = x 100%

mean RGB blanko
172,58-131,20
= (17258-13129) 1 100%

131,20

=31,54%


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

73

Hari ke-3

_J(x—x1)2+(x—x2)2+(X—x3)2
B n-1

SD

_(174,34—172,521)2+(174,34—171,13)2+(174,34—179,372)2
B 3-1

_ \/331+10,30+25,32
B 2

= V19,47
= 4,41

%RSD = % x 100%

_ 441
174,34

=2,53%

x 100%

(mean RGB sampel—mean RGB blanko)
mean RGB blanko

x 100%

%Perubahan respon =

x 100%

_ (174,34-131,20)
131,20

= 32,88%
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LAMPIRAN H. LABEL DAN KEMASAN TTI

xmeter Warna

"y
o
B
™
3
@
=
)
2
)
B
3
o

merupakan sebuah smart Jabel untuk menunjukkan
tingkat kesegaran suatu produk makanan

Diproduksi oleh :
PT. (BG FARMASI UNEJ

Kemasan luar TTI


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

