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ABSTRACT

Bixin belongs fo the carotenoid group, present in Bixa orellana tree. It has conjugated double bonds which plays a role as an
antiphotooxidant. The objectives of this study were lo analyze the guenching mechanisms and kinetics of bixin in photosensitized oxidation
of methyl linoleate. The quenching mechanism and kinetic of bixin were studied by the steady-state kinetic method. Samples of 0, 0.25 x
105, 0.5 x 10, 0.75 x 10, 1.0 x 105, 2.0 x 10-° and 3.0 x 105 M bixin were prepared in ethanol that also contained 0.03, 0.06, 0.09 and
0.12 M methy! linoleate and 11.36 x 106 M of erythrosine stored under fluorescent light (4000 lux) at room temperature for 2 hours. The

extent of photosensitized oxidation of methyl linoleate was expressed as peroxide value.
The steady-sfate kinetic study indicated that bixin quenched singlet oxygen and exhibited triplet sensitizer quenching
mechanism (fo minimize the erythrosine phofosensitized oxidation of methyl linoleate). The total quenching rate constant of bixin was 7.7 x

108 M s,
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PENDAHULUAN

Asam lemak tak jenuh, asam amino, vitamin
dan terpena mudah mengalami fotooksidasi dengan
adanya cahaya dan sensitiser. Klorofil, riboflavin dan
mioglobin dapat berperan sebagai sensitiser pada bahan
pangan. Frankel (1998) menyatakan bahwa oksigen
singlet dapat dihasilkan dari oksigen triplet dengan
adanya sensitiser dan cahaya.

Oksidasi oleh oksigen singlet dapat dihambat
dengan penambahan senyawa-senyawa penstabil
seperti fokoferol, B-karoten, likopen, lutein, asam
askorbat dan biksin. Yang el al, (2002) menyatakan
bahwa a-tokoferol, f-karoten berperan sebagai penstabil
oksigen singlet dalam minyak kedelai. Sedangkan Lee
dkk. (1997) menyatakan bhahwa askorbil palmitat dapat
berperan sebagai penstabil oksigen singlet pada oksidasi
asam finoleat. Penelii lain Huang et al, (2004)
melaporkan bahwa asam askorbat dan sodium azide
dapat berfungsi sebagai penstabil oksigen singlet yang
disensitasi oleh riboffavin.

Biksin merupakan kelompok karotenoid yang
memifiki 9 ikatan rangkap terkonjugasi (Di Mascio dkk,
1989; Krinsky, 1994). Biksin dilaporkan memiliki
kemampuan sebagai antioksidan pada autooksidasi
triasi| gliserol (Haila et al., 1996; Haila, 1999). Biksin
dapat pula berperan sebagai penstabil oksigen singlet
dalam sistem naptilena dipropionat (Di Mascio dkk,
1989). Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui
mekanisme penstabilan biksin terhadap fotoksidasi metil
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linoleat yang diinduksi oleh cahaya fluorescent dengan
eritrosin sebagai sensitiser.

Pembentukan metil  linoleat teroksidasi
berkurang oleh penstabilan oksigen singlet atau eritrosin
triplet {Lee et al., 1997). Persamaan kinetika sfeady-stale
untuk penstabilan oksigen singlet dapat ditulis dengan
persamaan.

o L)

Dalam hal ini :
K = faju pembentukan oksigen singlet
MLO: = metil linoleat teroksidasi
Kr = konstanta laju reaksi metil linoleat dengan
oksigen singlet
ML = metil linoleat
Kq = konstanta laju reaksi penstabilan oksigen
singlet secara fisika
Koo = konstanta faju reaksi penstabilan oksigen
singlet secara kimia oleh biksin
K« =laju berkurangnya cksigen singlet dalam pelarut.

Dari persamaan fersebut dapat dibuat grafik
hubungan [MLOz]' dan [ML]? pada berbagai
konsentrasi biksin untuk menentukan persamaan regresi
linier untuk masing-masing konsentrasi biksin sehingga
diperoleh slop dan infersepnya. Slop adalah K dan
intersepnya adalah K {Ka + Kq[Q + KaalQUK}
sehingga diperoleh grafik hubungan [MLO:}* dan [ML]",
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slop dari persamaan regresi linier yang diperoleh dari
grafik ini digunakan untuk menghitung konstanta laju
penstabilan oksigen singlet oleh biksin atau B-karoten.

METODOLOGI

Alat dan bahan

Metil linoleat dari Sigma Chemical Co (St
Louis, USA). Biksin diperoleh dari ChromaDex {USA), 8-
karofen diperoleh dari Sigma Chemical Co (St. Louis,
USA). Kalium iodida, asam asetat, kloroform, -etanal,
natium tiosulfat, erifrosin dan amilum dari Merck
(Darmstadt, Germany). Alat-alat gelas, kotak generator
oksigen singlet berukuran 70 x 50 x 60 cm yang
dilengkapi motor syncronous 5 rpm dan 4 buah lampu
fluorescent 15 watt (Silvania) dan 4 buah lampu
incandescent 40 watt (Philips), propipet, mikrobiuret,
timbangan analitik, water bath dan termometer.

Pengaruh  biksin  dan
fotooksidasi metil linoleat

Prosedur untuk mengetahui pengaruh biksin
terhadap fotooksidasi 0,03 M metil linoleat digunakan
metode Lee dan Min {1988) yang dimodifikasi.
Konsentrasi biksin masing-masing: 0; 0,25; 0,5; 075 dan
1,0 x 10 M didalam etanol mengandung 11,36 x 105 M
erifrosin. Pada penelitian ini, B-karoten digunakan pada
konsentrasi yang sama sebagai pembanding. Sampel
diambil sebanyak 10 mL dan dimasukkan ke dalam botol
serum berkapasitas 25 mL {25 mL, 60 mm x 30 mm,
kondisi botol sama), yang dilengkapi dengan sumbat
karet. Sampel tersebut diletakkan di dalam kotak yang

fB-karoten  pada
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dikenai cahaya fluorescent dengan intensitas 4000 lux.
Angka peroksida diukur setiap selang wakiy 1 jam
selama 5 jam dengan metode lodometri (Ancnim, 1980).

Penentuan mekanisme dan kinetika
antifotooksidasi biksin pada sistem metil
linoleat

Mekanisme dan kinetika biksin dengan eritrosin
sebagai sensiliser terhadap fotooksidasi metil linoleat
dipelajari melalui pendekatan metode kinetika steady-
stale (Foote et al,, 1970), dengan menggunakan
konsentrasi 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 2.0 dan 3.0 x 105 M.
Konsentrasi metil linoleat yang digunakan adalah 0,03;

-0,06; 0,09 dan 0,1 M didalam etanol yang mengandung

eritrosin (11,36 x 106 M) pada suhu kamar (Pranata dkk.,
2006). Sampe! diambil sebanyak 10 mL dan dimasukkan
ke dalam botol serum berkapasitas 25 mbL, yang
dilengkapi dengan sumbat karet. Sampel tersebut
diletakkan di dalam  kotak yang dikenai cahaya
fluorescent (4000 lux). Angka peroksida diukur pada 2
jam pencahayaan dengan metode lodometri (Anonim
1980).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Mekanisme dan kinetika penstabilan oksigen singlet
oleh biksin

Biksin mampu menghambat fotooksidasi metil
inoleat (0,03 M} (Pranata et al., 2006), untuk
menentukan mekanisme dan kinetika biksin dalam
menghambat laju fotooksidasi mefil linoleat digunakan
pendekatan kinetika steady-state dari Foote (1979).

4y = 31.33x + 315,74

v=2711x+ 175,13

y=19.79x + 118,93
y=17.18x+ 117,14
y=15.06x+ 115,05
v=12,29%+ 113,
y=8.67x+ 111,01

16.66 24.99 33.32

1/ML)

Gambar 1. Pengaruh Konsenftrasi biksin terhadap pembentukan hidroperoksida metil linoleat dalam etanol yang
mengandung eritrosin (11,36 x 106 M), pada pencahayaan fluorescent (4000 lux) selama 2 jam pada suhu

kamar.,
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Tabel 1. Nilai slop dan infersep dari persamaan regresi linier Gambar 1

Konsentrasi biksin (M) 0,00000 0,0000025 | 0,0000050 | 0,0000075 0,00001 0,00002 | 9,00003
Slop 8,67 12,29 15,06 17,18 19,79 27,11 3133
Intersep 111,01 113,61 115,05 117,14 118,83 175,13 315,74
Sicp/intersep 0,078 0,108 0,131 0,147 0,161 0,155 0,099

Nilai koefisien korelasi regresi linier dari
konsentrasi peroksida dan konsentrasi biksin pada medil
llnoleat menunjukkan hubungan erat antara angka
peroksida yang terbentuk dan konsentrasi biksin yang
ditambahkan. Angka peroksida metil linoleat menurun
dengan meningkatnya konsentrasi biksin dari 0 sampai
1,0 x 105 M. Untuk intersep yang saling berdekatan pada
konsentrasi yang rendah 0,25 x 105 M sampai 1,0 x 105
M menunjukkan bahwa biksin memiliki mekanisme
penstabilan  oksigen singlet.  Sedangkan pada
konsentrast biksin yang tinggi: 2,0 x 10-5M dan 3,0 x 105
M memperlihatkan intersep yang berbeda. Intersep-
intersep pada Kkonsentrasi yang tinggi tersebut
membuktikan bahwa biksin juga memiiiki kemampuan
sebagai penstabil eritrosin triplet.

Konstanta laju reaksi penstabilan oksigen
singlet oleh biksin pada metil linoleat dihitung dengan
rasio slopfintersep dari persamaan garis regresi linier
(ML.O2)t dan (ML)} tanpa biksin sebagai penstabil
(Gambar 1.). Persamaan regresi liniernya adafah y =
867x+ 111,01 (r = 0,9933), sehingga rasio
slopfintersepnya  adalah  867H11,01 = 0,078
Selanjutnya untuk konsentrasi biksin 0,25 sampai 1,0 x
105 M, rasio slopfintersepnya terlihat pada Tabel 1.
Rasio slopfintersep dari persamaan garis linier tanpa
adanya penstabii {biksin} digunakan untuk menghitung
nilai K;

Rasio (sfop/intersep) = %(F oote,1979)

K¢ dalam pelarut etanol adalah 7,3 x 104 M1s?
(Yamauchi dan Matsuhita, 1977). Laju oksidasi oksigen
singlet (K:} dengan metil linoleat adalah:

Kd
Kr = ———————
rasfo {slop/int)

C7axdot s

y = S =936 x10° M s

0,078
ata penghitungan rasio slopfintersep yang terdapat pada
Tabel 1. digunakan untuk menghitung laju penstabilan
biksin. Laju penstabilan biksin terhadap oksigen singlet
{Kq + Koo digambarkan dengan hubungan slopfintersep

dan konsentrasi biksin, didapatkan persamaan garis
adalah y = 8199,7x + 0,084 dan koefisien korelasi (r)

10,9878,
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Foote (1979) menyatakan bahwa hubungan
slop dari rasio slopfintersep dan konsentrasi biksin [Q]
adalah Kq + Kow.o/Kr sehingga konstanta faju penstabilan
oksigen singlet total oleh biksin (Kq +Koxq) adalah 8199,7
% 9,36 x 105 Mg = 7.7 x109 Mg,

Mekanisme dan kinetika penstabilan oksigen
singlet oleh B-karoten

Pengaruh konsentrasi f-karoten 0,25, 0.5;
0,75; 1,0; 2,0 dan 3,0 x 105 M terhadap fotooksidasi
0,03; 0,06, 0,09 dan 0,12 M metit linoleal dengan
eritrosin (11,36 x 10% M) sebagai sensifiser dapat ditihat
pada Gambar 2.

Nilai koefisien korelasi regresi linier dari
konsentrasi peroksida dan konsentrasi p-karoten pada
metil linoleat menunjukkan hubungan erat antara
penghambatan angka percksida yang terbentuk dan
konsentrasi {-karoten yang ditambahkan. Angka
peroksida mefil linoleat menurun dengan semakin
meningkatnya konsentrasi B-karoten. Intersep untuk
masing-masing konsentrasi - karoten seperti terlihat
pada Tabel 2. Intersep yang saling berdekatan mulai
konsentrasi rendah 0,25 x 105 M sampai 1,0 x 105 M
menunjukkan bahwa PB-karoten memilki mekanisme
penstabil oksigen singlet. Sedangkan intersep pada
konsentrasi tinggi (2,0 dan 3.0 x 10 M) berbeda
dibandingkan kelompok konsentrasi rendah, hasil ini
menunjukkan bahwa B-karoten pada konsenirasi tinggi
memiliki mekanisme penstabilan eritrosin triplet.

Menurut Lee dan Min (1988), R-karoten (0, 5,
10 dan 20 ppm}) yang disensitasi klorofit dalam minyak
kedele memiliki mekanisme penstabilan oksigen singlet,
Sedangkan Yang et al, {2002) melaporkan bahwa -
karoten dengan sensitiser eritrosin dalam minyak kedele
memiliki mekanisme penstabilan oksigen singlet dan
eritrosin triplet.
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Gambar 2. Pengaruh konsentrasi f-karoten terhadap pembentukan hidroperoksida dengan metil linoleat dalam efanol yang mengandung
eritrosin (11,36 x 106 M), pada pencahayaan fluorescent (4000 lux) selama 2 jam pada suhu kamar.

Tabel 2. Nilai stop dan inlersep dari persamaan regresi linier Gambar 2.

Kensentrasi

beta-karoten (M) 0,00 0,0000025 | 0,0000050 ! 0,0000075 | 0,00001 0,00002 | 0,00003
Slop 9,64 11,59 14,09 16,94 20,14 23.56 31,80
Intersep 112,72 114,36 115,12 120,26 127,73 230,24 308,17
Slop/intersep 0,088 0,101 0122 0,141 0,158 0,102 0,103

Konstanta laju reaksi penstabilan oksigen singlet oleh
biksin pada mebl linoleat dihitung dengan rasio
slopfintersep dari persamaan garis regresi linier (MLOz)"!
dan {ML}! tanpa p-karoten sebagai penstabil {Gambar
2.). Persamaan regresi liniernya adalah y = 9,64x +
112,72 (r = 0,9962), sehingga rasio slopfintersepnya
adalah 9864/11273 = 0,086. Selanjutnya untuk
konsentrasi B-karoten 0,25 sampai 1,0 x 105 M, rasio
slopfintersepnya  terihat pada Tabel 2. Rasio
slopfintersep dari persamaan garis linier tanpa adanya
penstabil (B-karoten) digunakan untuk menghitung nitai
K

Rasio (slop/intersep) = %(Foote,w?g)

Nilai K¢ dalam pelarut etanol adalah 7,3 x 10¢ M-s!
(Yamauchi dan Matsuhita, 1977). Laju oksidasi oksigen
singlet (K} dengan metil linoleat adalah :

) Kd
"~ rasio (slop/ntersep)

4 511

_ 13X M S gag x105ms

0,086

Kr

Data penghitungan slopfintersep yang terdapat
pada Tabel 2 digunakan untuk menghitung laju

186

penstabitan B-karoten. laju penstabilan (B-karoten)
oksigen singlet {K; + Kwo} digambarkan dengan rasio
stopfintersep terhadap konsentrasi B-karoten. Dari hasil
plotting dipercleh persamaan garis regresi y = 7353x +
0.0848 dan koefisien korelasi {r} 0,9991. Foote (1979)
menyatakan bahwa slop dan rasio slopfintersep lawan
{Q] adalah Kq + KueofK: sehingga konstanta laju
penstabilan oksigen singlet total (Kq +Kwo) dar B-
karoten adatah 7353 x 8,49 x 105 M-'s1= 6,3 x109 M5!,

Dari  hasil penelitian terlihat kecepatan
penstabilan oksigen singlet (02} oleh biksin lebih cepat
daripada beta-karcten. Biksin dan beta-karoten memikiki
9 ikatan rangkap terkonjugasi tetapi biksin memiliki dua
gugus fungsional, yaitu karboksilat dan ester. Menurut
Min dan Boff {2002) kecepatan penstabilan oksigen
singlet (02} oleh karotenoid tergantung pada jumlah
ikatan rangkap terkonjugasi yang dimilikinya serta jenis
dan jumlah gugus fungsional. Foote, et al., (1970}
melaporkan bahwa konstanta kecepatan penstabilan
oksigen singlet {'0;) dari senyawa poliena dalam
oksidasi yang terfotosensitasi makin cepat, jika jumlah
ikatan rangkap terkonjugasi makin banyak. Pelarut
mempengaruhi kecepatan peluruhan (kd} dari oksigen
singlet (10z). Kecepatan penstabilan oksigen singlet ('0z)
dati penstabil mungkin berbeda di dalam sistem pelarut
yang berbeda pula.
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Tabel 3. Laju Penstabitan Oksigen Singlet
Penstabil Media Laju Penstabilan Sumber
Likopen Minyak Kedelai 6,9x 108 M5! Min dan Lee, 1999
B-karoten Minyak Kedelai 46x109M1s! Min dan Lee, 1999
B-karoten Piridin 6,5 x 109M-1 1 Fahrenholtz dkk., 1974
B-karoten Metilen Klorida 8,5x10° M1 s Matherson dan Lee, 1972
B-karoten Benzena 13x 100 M1 s Farmilo dan Wilkinson, 1973
B-karoten Minyak Kedelai 46x 100 Mg Jung dan Min, 191
Kanthasantin Minyak Kedelai 1,12 x 1010 M1 Jung dan Min, 1991
KESIMPULAN oxidation in wvifro., University of Helsinki,

Mekanisme penstabilan  biksin  terhadap
fotooksidasi metil linoleat menunjukkan penstabilan
oksigen singlet dan penstabilan triplet erifrosin
tereksitasi, Konstanta laju penstabilan oksigen singlet
total (Kq + Kexg) dari biksin dalam etanol lebih besar
dibandingkan f-karoten dengan nilai masing-masing
adalah 7,7 x109 M-'s7dan 6,3 x 10° Ms1.
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