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Degradation of Bixin During Heating and lllumination

Ardiyanto Pranata’, Sri Raharjo? Umar Santoso?, Haryadi?,

ABSTRACY

The kinetics of thermal and light induced degradation of natural bixin in a mixture of ethanol and 2 % acetic
acid (80 : 20) was studied as a function of temperatures 80, 98, and 125 °C for 120 minutes. lllumination was
carried out either under fluorescent or incandescent lights, both at 4000 lux for 300 minutes. The bixin concentration
during heating and illumination was analysed using HPLC. The method to determine the degradation rate
constant for the decay of the products from bixin was obtained using a linear regression according to first order
reaction. The results indicated that the degradation rates of bixin at 125 °C were 5.5 and 3.8 times faster than that
of 80 °C and 98 °C, respectively. The energy activation of bixin was 9.82 kcal/mol. The photodegradation rate
constants of bixin under incandescent or fluorescent illumination was 2.8 x 107 and 3.3 x 107 minutes”, respectively.
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PENDAHULUAN

Warna berperan penting pada penampilan produk
pangan. Spektra warna merupakan fenomena yang komplek.
Pewarna biksin digunakan secara luas dalam industri makanan
untuk memberi warna merah. Biksin merupakan karotenoid
yang penting dari beberapa karotenoid cis-alami, yang
diperkirakan pembentukannya melalui pemecahan oksidatif
enzimatis dari struktur asiklik C, H, dari likopen (Britton,
1998; Mercadante dkk., 1997). Biksin merupakan kelompok
senyawa karotenoid yang tidak jenuh, sehingga mudah
terdegradasi oleh oksigen, panas maupun cahaya (Bonnie
dan Choo, 1999; Najar, 1988; Scotter dkk., 2001), Kemampuan
biksin sebagai antifotooksidan, baik sebagai penstabil
oksigen singlet maupun sebagai penangkap radikal bebas,
berhubungan erat dengan struktur ikatan rangkap
terkonjugasi yang dimiliki senyawa karotenoid ini (Di Mascio
dkk., 1989; Haila, 1999).

Pencahayaan dan pemanasan makanan yang
mengandung biksin menyebabkan terjadinya pemucatan
warna karena biksin terdegradasi, sehingga kerusakan
struktur biksin akibat fotodegradasi maupun pemanasan
mempengarubi fungsi biksin sebagai antifotooksidan. Cahaya
incandescent maupun fluorescent merupakan salab saiu

'"Program Studi Ilmu Pangan, Jurusan Teknologi Pangan dan Hasil Pertanian, Fakultas Teknologi Pertanian, Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta 55281,

penyebab terjadinya degradasi biksin. Cahaya incandescent
berasal dari radiasi panas, sedangkan cahaya fluorescent
berasal dari energi kimia (Anonim, 2006(a); Satter dan deMan,
1975).

Hasil degradasi termal annatto yang merupakan sumber
utama biksin dikarakterisasi sebagai isomer yang berwarna
kuning yang merupakan produk hidrolisis frans-monometil
ester dari 4,8-dimetil tetradeka, heksaenadionat (C17), m-silen,
dan toluena (McKeown, 1963; McKeown, 1965; Scotter, 1995).
Rios, dkk. (2005} menggambarkan reaksi degradasi biksin
sebagai berikut:

k1
all-trans === Bixin =g—"=  dj-cis == C17
kd ko k3

Penurunan konsentrasi biksin akibat degradasi panas
atau cahaya ditunjukkan dengan nilai C. Laju degradasi
pembentukan C dari konsentrasi biksin awal (C)) ditunjukkan
oleh persamaan (Taoukis dkk., 1997) :

M
- dC

= kC "
dt
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Integrasi Persamaan 1 menghasilkan persamaan :
@
n So -k
C

Dari persamaan 2 dapat ditentukan konstanta laju
degradasi biksin oleh cahaya dan panas. Konstanta laju
degradasi panas yang berhubungan dengan suhu dapat didekati
dengan persamaan Arrhenius (3) (Taoukis dkk., 1997) :

©)

Ink = lnA-——E—a-
RT

Dari Persamaan 3 dapat dihitung energi aktivasinya.
Dalam hal ini; A = Tetapan Arrhenius
C, =Konsentrasi awal
C =Konsentrasi setelah waktu t
Ea =Energi aktivasi
k =XKonstanta laju reaksi (menit ')
m = Ordo reaksi
R =Tetapan gas universal (1.9872 kal/mol)
T = Suhu absolut (Kelvin)
t = Waktu (menit)

Tujuan perhitungan energi aktivasi untuk mengetahui
besarnya energi kinetika yang berubah menjadi energi
potensial, pada saat terjadi tumbukan molekul yang mengawali
reaksi pada suhu 80, 98, dan 125 °C.

Karotenoid sebagai antioksidan mampu menstabilkan
cksigen singlet dan menangkap radikal bebas peroksil (Palozza
dan Krinsky, 1992). Struktur karotenoid yang memiliki jumiah
ikatan rangkap terkonjugasi serta gugus ujungnya (siklik atau
asiklik) maupun subtituen pada cincinnya merupakan faktor
penting untuk penstabilan oksigen singlet (Stahl dan Sies,
1996). Oleh karena itu kerusakan struktur biksin yang
disebabkan oleh degradasi panas dan cahaya diduga
berpengaruh kuat terhadap peran biksin sebagai
antifotooksidan. Tujuan penelitian ini adalah menentukan
kinetika degradasi biksin selama pemanasan maupun
pencahayaan.

BAHANDANMETODE

Alatdan Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah metil
linoleat dari Sigma Chemical Co. {St. Louis, USA), biksin murni
dari ChromaDex (USA), all-trans-biksin (Central Science
ILaboratory, UK). Kalium iodida, asam asetat, kloroform, etanol,
natrium tiosulfat, eritrosin dan amilum diperoleh dari Merck
(Darmstadt, Germany).

Alat yang digunakan pada penelitian ini adaiah dua kotak
generator oksigen singlet berukuran 70 x 50 % 60 cm yang
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masing-masing dilengkapi dengan 4 buah lampu incandescent
60 Watt (Philips) dan 4 buah lampu fluorescent 15 watt
(Silvania), yang dilengkapi motor Syncronous 5 rpm. Alat lain
yang digunakan untuk analisis antara lain : propipet,
timbangan analitik, penangas air, termometer, oven (Heraeus
UT-5042 EK), pengukur intensitas cahaya (Extect, Cole-Palmer
Instrument, Co.), HPLC (Shimadzu).

Pemanasan Biksin

Biksin dilarutkan dalam campuran etanol dan 2% asam
asetat aqueous (80 : 20), kemudian dimasukkan ke dalam tabung
reaksi tertutup (tinggi 15 cm x diameter 1,5 cm) dan dipanaskan
dalam oven (Heraeus UT-5042 EK) pada suhu 80, 98 dan 125
OC selama 120 menit (metode Rios, dkk., 2005). Selanjutnya
sampel segera didinginkan dengan air mengalir. Biksin
dianalisis menggunakan HPLC dengan kolom Shim-pack CLC-
ODS 2 C-18 pengamatan pada panjang gelombang 450 nm.
Eluen yang digunakan adalah campuran asetonitril dan 2%
asam asetat aqueous (65 : 35) kecepatan 2 mL per menit dan
sampel diinjeksikan sebanyak 20 pL pada suhu 30 °C. Larutan
standar digunakan sebagai pembanding (metode Scotter, dkk.,
1998).

Pencahayaan Biksin

Larutan biksin 1,0 x 10° M dalam campuran etanol dan
2% asam asetat aqueous (80 : 20) dimasukkan ke dalam botol
berkapasitas 25 mL yang ditutup dengan penyumbat karet
dan dibungkus alumunium foil, selanjutnya dikenai cahaya
Sfluorescent atau incandescent (4000 lux) selama 60, 120, 180,
240 dan 300 menit. Biksin dianalisis menggunakan HPLC kolom
Shim-pack CLC-ODS 2 C-18 pengamatan pada panjang
gelombang 450 nm. Eluen yang digunakan adalah campuran
asetonitril dan 2% asam asetat aqueous (65 : 35) pada kecepatan
2 mL per menit dan sampel diinjeksikan sebanyak 20 pL pada
suhu 30 °C. Larutan standar digunakan sebagai pembanding
(metode Scotter, dkk., 1998).

HASIL DANPEMBAHASAN

Degradasi Biksin Selama Pemanasan

Gambar 1 memperlihatkan perubahan biksin (3,95 ppm)
akibat degradasi oleh pemanasan pada suhu 80, 98 dan 125 °C
selama 120 menit yang dianalisis menggunakan HPLC pada
panjang gelombang 450 nim, sedangkan prosentase biksin yang
terdegradasi dan senyawa lain yang terbentuk pada
peimanasan tersebus dapat dilihat pada Tebel 1. Pemilihan suhu
pemanasan didasarkan atas penelitian sebelumnya oleh
Bittencourt, dkk. (2005} vang menunjukkan biksin mulai
mengalami degradasi pada subu 80 °C,
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Gambar 1. Kromatogram (4) standar biksin dan biksin sesudah pemanasan pada (B) 80 °C; (C) 98 °C; dan (D) 125 °C selama
2 jam, eluen asetonitril: 2% asam asetat aqueous (65 : 35), dideteksi pada panjang gelombang 450 nm menggunakan HPLC
kolom Shim-pack CLC-ODS 2 C-18 (1: C17, 2 dan 3. tidak diketahui; 4: all-trans-biksin, 5: di-cis-biskin; 6 cis-biksin)

Tabel 1.  Persentase Biksin yang Terdegradasi dan All-Trans-
Biksin yang terbentuk pada Pemanasan Biksin

(Metode HPLC)
Pemanasan (% relatif)
80°C 98°C 125°C
Biksin yang terdegradasi 25% 4% S3%
All-trans-biksin yang terbentuk 1 % 13% 9%
Senyawa C17 yang terbentuk - 1% 25%

Hasil analisis biksin menggunakan HPLC pada
pemanasan suhu 80, 98 dan 125 °C selama 120 menit tampak
pada Gambar 1, masing-masing menunjukkan beberapa
puncak pada panjang gelombang 450 nm. Senyawa acuan
(A) menunjukkan puncak senyawa cis-biksin. Hasil ini
mengindikasikan bahwa pemanasan cis-biksin menyebabkan
terbentuknya senyawa all-trans-biksin dan C17. All-trans-
biksin yang terbentuk pada suhu 80 °C sebanyak 11%.
Dengan meningkatnya suhu menjadi 98 °C pembentukan all-
trans-biksin meningkat menjadi 13%, sedangkan pada 125
OC pembentukan all-frans-biksin menurun menjadi 9%. Hal
ini disebabkan terbentuknya senyawa C-17 dan isomerisasi
biksin. Senyawa C17 pada pemanasan biksin 80 °C belum
terbentuk tetapi pada pemanasan 98 dan 125 °C terbentuk
berturut-turut sebesar 1% dan 25%. Biksin yang dipanaskan
pada 125 °C diamati pada panjang gelombang 435 nm. Hasi}

menunjukkan bahwa puncak nomor 1 makin meningkat yang
membuktikan bahwa puncak 1 adalah senyawa C-17 (Scotter,
dkk., 2002). Rios, dkk. (2005) melaporkan bahwa produk
degradasi biksin oleh panas menghasilkan isomer-isomer
biksin seperti all-trans-biksin, di-cis-biksin dan C-17. Menurut
McKeown (1963) yang dikuatkan oleh Scotter (1995)
degradasi biksin oleh panas menghasilkan senyawa asam-
4,8-dimetil-tetradekaheksaena-dioat-monometil-ester {C-17),
m-xilen dan toluena. Menurut Rios, dkk. (2005), senyawa
cis-biksin selama pemanasan berubah menjadi di-cis-biksin
(Ea ~ 15 kkal/mol), sebaliknya di-cis-biksin mudah kembali
menjadi senyawa cis-biksin (Ea ~ 3 kkal/mol). Pemanasan
lebih lanjut di-cis-biksin (6,5 kkal/mol) membentuk isomer C-
17. Perubahan cis-biksin menjadi all-frans-biksin
membutuhkan Ea ~ 24 kkal/mol.

Kinetika Degradasi Panas Biksin

Percobaan kinetika degradasi panas pada biksin hendak
menentukan konstanta kecepatan degradasi biksin. Degradasi
biksin ditentukan dengan menggunakan grafik regresi linier.
Data perhitungan koefisien korelasi (r) degradasi biksin antara
penurunan konsentrasi (In C/Co biksin) terhadap lama
pemanasan pada suhu 80, 98, dan 125 °C berturut-turut adalah
0,97;0,91; dan 0,92 (Gambar 2). Nilai koefisien korelasi yang
tinggi dari suhu tersebut menunjukkan korelasi yang erat
antara degradasi pemanasan pada suhu 80, 98, dan 125 °C
selama 120 menit dengan terjadinya perubahan warna dari
merah menjadi kuning.
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Gambar 2. Penurunan konsentrasi (In C/Co biksin)
terhadap lama pemanasan pada suhu 80, 98, dan 125 °C.
Analisis menggunakan HPLC

Gambar 2 menunjukkan degradasi biksin mengikuti
persamaan ordo pertama, karena nilai korelasinya linier (0,97,
0,91 dan 0,93). Nilai konstanta kecepatan degradasi panas
biksin dihitung menggunakan rumus Arrhenius atau
menggunakan nilai slop pada pemanasan suhu 80, 98, dan
125 °C berturut-turut adalah 3,8 x 10?; 5,6 x 10°%;dan 2,1 x 10
2 menit"'. Hasil ini menunjukkan bahwa nilai konstanta
kecepatan degradasi biksin pada suhu 125 °C adalah 5,5 kali
lebih cepat dibanding degradasi biksin pada suhu 80 °C.
Sedangkan nilai konstanta kecepatan degradasi biksin pada
suhu 125 °C adalah 3,8 kali lebih cepat dibanding kecepatan
degradasi biksin pada suhu 98 °C. Percepatan degradasi
biksin berturut-turut terjadi pada suhu 80, 98, dan 125 °C.
Chen dan Chen (1994) melaporkan bahwa konstanta kecepatan
degradasi 2-karoten pada suhu 150 °C diperoleh sebesar 1,25
x 102 menit'. Konstanta kecepatan degradasi lutein
(karotenoid) pada pemanasan suhu 75, 85, dan 95 °C berturut-
turut adalah 3,8 x 102 1,32 x 10°';dan 2,68 x10! jam! (Henry
dkk., 1998). Lee dan Chen (2002), melaporkan bahwa konstanta
kecepatan degradasi likopen pada pemanasan suhu 50, 100,
dan 150 °C berturut-turut adalah 7,5 x 10; 1,24 x 102 ; dan
1,651 x 10" menit.

Percobaan penentuan energi aktivasi hendak
menetapkan besarnya energi kinetika yang berubah menjadi
energi potensial saat terjadi tumbukan molekul yang
mengawali reaksi pada suhu 80, 98, dan 125 °C. Persamaan
Arrhenius (Taoukis, dkk., 1997) dan teori keadaan transisi
dapat digunakan untuk menentukan pengaruh suhu terhadap
konstanta kecepatan reaksi. Dari Gambar 34 diperoleh
persamaan regeresi linier dengan slop -4941,3. Persamaan
Arrhenius menyatakan bahwa energi aktivasi merupakan hasil
perkalian antara slop dengan tetapan gas universal (R=1,9872
kal/mol), sehingga dengan persamaan Ink=In4 -Ea/R
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dapat dihitung energi aktivasi (Ea) =—(-) 4941,3 x 1,9872 kal/

mol atau Ea = 9,82 kkal/mol.
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Gambar 3. Penurunan konstanta kecepatan degradasi
biksin pada kenaikan nilai 1/T

Berdasarkan perhitungan menggunakan rumus Arrhenius
diperoleh nilai energi aktivasi untuk mendegradasi biksin pada
suhu 80, 98, dan 125 °C sebesar 9,82 kkal/mol. Menurut Scotter,
dkk. (2001) nilai energi aktivasi degradasi biksin yang dipanaskan
pada titik didih alkohol sebesar 8,5 kkal/mol, sedangkan Berset
dan Marty (1986) melaporkan bahwa energi aktivasi degradasi
biksin pada suhu yang sama adalah 30 kkal/mol. Hasil penelitian
lain, Montenegro, dkk. (2004) melaporkan energi aktivasi biksin
sebesar 6 kkal/mol. Perbedaan nilai energi aktivasi ini disebabkan
oleh perbedaan sistem, suhu, dan pelarutnya.

Degradasi Biksin Selama Pencahayaan

Hasil analisis dengan HPLC menunjukkan bahwa cahaya
incandescent dan fluorescent dapat membentuk senyawa all-
trans-biksin yang besarnya terlihat pada Gambar 4 dan Tabel
3. Degradasi biksin yang diinduksi oleh cahaya fluorescent
lebih besar daripada degradasi oleh cahaya incandescent,
sedangkan all-frans-biksin yang terbentuk akibat
pencahayaan fluorescent lebih kecil dibandingkan cahaya
incandescent, karena pada pencahayaan fluorescent all-trans-
biksin lebih cepat diubah menjadi senyawa C-17 daripada
pencahayaan incandescent sehingga senyawa C-17 yang
dihasilkan oleh pencahayaan fluorescent lebih besar daripada
pencahayaan incandescent. Hasil penelitian ini membuktikan
bahwa degradasi yang diinduksi oleh cahaya incandescent
maupun fluorescent menghasilkan komponen yang sama
dengan produk degradasi panas. Menurut Chen dan Chen
(1994), kelompok karotenoid seperti likopen selama
pencahayaan dan degradasi pemanasan menunjukkan produk
degradasi yang sama.
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Gambar 4. Kromatogram (4) standar biksin dan biksin sesudah pencahayaan (B) fluorescent dan (C) incandescent selama 5
Jjam, eluen asetonitril: 2% asam asetat aqueous (65 : 35), dideteksi pada panjang gelombang 450 nm menggunakan HPLC
kolom Shim-pack CLC-ODS 2 C-18 (1: C17, 2: tidak diketahui, 3: all-trans-biksin, 4. cis-biksin)

Tabel 3. Prosentase biksin yang terdegradasi dan all-trans-
biksin yang terbentuk akibat pencahayaan biksin (Metode
HPLC)

Pencahayaan (% relatif)
Incandescent  Fluorescent

Biksin yang 6% 50,
terdegradasi
All-trans-Biksin yang o 0
terbentuk 17% 1,6 %
Senyawa C17 yang o o
terbentuk 0,08% 0,09%

Laju Degradasi Biksin Selama Pencahayaan

Data perhitungan koefisien korelasi (r) antara penurunan
konsentrasi (In C/Co biksin) terhadap lama pencahayaan pada
degradasi biksin akibat pencahayaan incandescent dan
Sfluorescent berturut-turut 0,9790 dan 0,9795. Nilai koefisien
korelasi menunjukkan hubungan yang erat antara penurunan
konsentrasi biksin dengan lama pencahayaan baik yang
dikenai cahaya incandescent maupun fluorescent. Nilai
koefisien korelasi yang cukup tinggi dan nilai slop yang
relatif sama pada kedua cahaya ini menunjukkan kemampuan
cahaya incandescent maupun fluorescent mendegradasi
biksin hampir sama. Kedua cahaya tersebut mengakibatkan
terjadinya pemucatan warna biksin selama pencahayaan 300
menit.

0.00 -
8 y =-0.0033x + 0.0438
-0.10 1 r=0.9795
-0.20 (fluorescent)
-0.30 1
5 -0.40
8
S -0.50
£ .0.60
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080/ v =-0.0028x +0.0309
0 r=0.9790
-0.90 1 (incandescent)
-1.00 T 1 T T
0 60 120 180 240 3

w aktu (menit)

Gambar 5. Penurunan konsentrasi (In C/Co biksin)
terhadap lama pencahayaan incandescent dan fluorescens
pada biksin. Analisis menggunakan HPLC.

Gambar 5 menunjukkan bahwa konstanta laju degradasi
biksin pada cahaya incandescent dan fluorescent berturut-
turut 2,8 x 10 dan 3,3 x 10° menit!. Hal ini menunjukkan
selama pencahayaan fluorescent terjadi degradasi biksin yang
lebih cepat dibandingkan apabila menggunakan cahaya
incandescent. Jiang dan Kamal-Eldin (1998); dan Yang, dkk.
(2002) melaporkan bahwa pencahayaan fluoroscent selama 4
jam telah menghasilkan oksigen singlet. Cahaya fluorescent
lebih efisien dibandingkan incandescent pada intensitas
pencahayaan yang sama karena cahaya fluorescent lebih
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mampu mengubah energi listrik menjadi energi cahaya daripada
energi panas (Anonim, 2006(b); Min dan Boff, 2002; Satter
dan deMan, 1975).

KESIMPULAN

Konstanta laju degradasi biksin dalam pelarut etanol yang
dipanaskan pada suhu 80, 98 dan 125 °C selama 120 menit
berturut-turut adalah 3,8 x 10, 5,6 x 10> dan 2,1 x 10?2 menit’,
sedangkan biksin yang terdegradasi berturut-turut sebesar
25%, 46% dan 53%. Konstanta laju degradasi biksin selama
pencahayaan incandescent dan fluorescent relatif sama
berturut-turut adalah 2,8 x 10 dan 3,3 x 10 menit", sedangkan
biksin terdegradasi berturut-turut sebesar 6% dan 5%. Energi
aktivasi biksin terhitung sebesar 9,82 kkal/mol. Senyawa all-
trans-biksin merupakan hasil degradasi biksin baik oleh panas
maupun cahaya incandescent maupun fluorescent.
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