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HASIL FORTIFIKASI

Prooxidative Effect of NaFeEDTA and Fe-sulphate Fortificants in Fortified Soy Sauce
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ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian tentang pengaruh penambahan fortifikan NaFeEDTA dan FeSO, pada kecap manis, ter-
hadap angka peroksida dan angka TBARS komponen minyak, serta kadar senyawa karbonil komponen asam amino
pada larutan kecap model. Sebagai kontrol, digunakan kecap tanpa fortifikasi. Dosis fortifikan adalah 266 mg Fe/L
kecap. Pengaruh penambahan H,0, terhadap peningkatan oksidasi juga dievaluasi. Berdasarkan data yang diperoleh
dapat disimpulkan bahwa bila tidak ada penginduksi oksidasi, maka NaFeEDTA maupun FeSO, tidak memicu oksidasi
komponen minyak maupun asam amino. Adanya penginduksi oksidasi, dalam hal ini H,0, terbukti meningkatkan
laju oksidasi, yang tercermin dengan adanya kenaikan angka peroksida, angka TBARS, dan kadar senyawa karbonil.
Peningkatan laju oksidasi yang terjadi pada kecap hasil fortifikasi dengan NaFeEDTA tidak lebih besar daripada

peningkatan pada kecap hasil fortifikasi menggunakan FeSO,

Kata kunci: Fortifikasi, NaFeEDTA, angka peroksida, angka TBARS, senyawa karbonil

ABSTRACT

Iron in iron-fortified soy sauce may have oxidative effect in both oil and amino acids or protein component. In order to
evaluate the possible oxidative properties of both NalFeEDTA and FeSO, fortificants, a study of oxidation in soy sauce
fortified with the fortificants was conducted. Level of fortificant was 266 mg Fe/L of soy sauce. The extent of oxidation
was measured by the level of peroxide value and TBARS value of oil component of fortified soy sauce, as well as car-
bonyls content of soy sauce model. The effect of H,0, addition on level of oxidation was also evaluated. It was found
that in soy sauce fortified with either NaFeEDTA or FeSO,, the fortificants did not promote oxidation of oil and amino
acids components. However, addition of H,O, made peroxide value, TBARS value, and carbonyls content of fortified

samples increased.

Keywords: Fortification, NaFeEDTA, peroxide value, TBARS value, carbonyls content

PENDAHULUAN

Defisiensi zat besi merupakan salah satu problema
defisiensi zat gizi di dunia, termasuk Indonesia. Salah satu
cara penanggulangan yang tampaknya menjanjikan adalah
fortifikasi zat besi. Dari segi biaya, fortifikasi dianggap cukup
efektif. Berbeda dengan pemberian tablet zat besi, fortifikasi
ini dapat dengan mudah diterapkan secara berkesinambungan
pada populasi yang menjadi target karena tambahan asupan
zat besi dapat berlangsung tanpa disadari oleh konsumen
(Anonim, 2001; Fidler dkk., 2002).

Dalam fortifikasi, diperlukan adanya makanan pem-
bawa, yang berperan sebagai media pembawa bagi fortifikan.
Kecap kedelai manis dapat dipilih sebagai makanan pembawa
karena produk tersebut digemari dan dikonsumsi secara
meluas. Selain itu, kecap memiliki warna coklat gelap de-
ngan citarasa yang relatif kuat, sehingga perubahan warna
dan citarasa yang mungkin timbul akibat fortifikasi, tidak
menggangu kenampakan dan citarasa kecap.

Fortifikasi zat besi menjadi tidak efektif bila diterapkan
pada masyarakat dengan pola diet yang kaya dengan bahan
nabati, seperti halnya yang terjadi di Indonesia. Hal ini
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disebabkan karena pada pangan nabati terdapat beberapa
komponen yang dapat menghambat absorpsi zat besi oleh
tubuh, antara lain senyawa fitat. Sebagai contoh, absorpsi zat
besi pada bahan nabati seperti jagung, bayam, dan gandum
hanya mencapai 5%; jauh lebih kecil daripada absorpsi
pada daging, yang dapat mencapai 10% (Reddy, dkk., 2000;
Samman dkk., 2001; Lynch, 2002; Anonim, 2004).

Dari beberapa penelitian terakhir terungkap bahwa
NaFeEDTA (sodium iron (Fe*) ethylenediaminetetraacetic
acid) dapat meningkatkan bioavailabilitas zat besi fortifikan
(Heimbach dkk., 2000; Fidler dkk., 2002). Hal ini disebabkan
karena Fe pada EDTA tidak dapat diikat oleh senyawa fitat
maupun senyawa penghambat lainnya, sehingga absorpsi
zat besi menjadi tidak terganggu (Lynch, 2002). Fortifikan
NaFeEDTA juga tidak menimbulkan perubahan warna dan
citarasa, serta tidak mengakibatkan pengendapan selama
penyimpanan produk (Fidler dkk., 2002). Studi pendahuluan
menunjukkan bahwa kecap kedelai manis hasil fortifikasi
menggunakan NaFeEDTA sebanyak 2.000 ppm tidak
mengakibatkan perubahan sifat organoleptik dan tetap disukai
panelis (Naruki, 2004, data belum dipublikasi).

Satu hal yang masih mendatangkan kontroversi adalah
kekhawatiran bahwa zat besi fortifikan dalam produk
makanan hasil fortifikasi dapat menimbulkan efek oksidatif,
baik terhadap komponen lemak/minyak maupun protein/
asam amino. Oksidasi lemak/minyak dan protein dalam tubuh
sering dikaitkan penuaan dini dan beberapa kondisi patologik
seperti aterosklerosis, penyakit Alzheimer, dan artritis re-
matoid (Leeuwenburgh dkk., 1997; Berlett dan Stadtman,
1997; Shacter, 2000).

Dalam sistem pangan, oksidasi lemak/minyak akan
menghasilkan peroksida, “thiobarbituric acid reactive
substances” (disingkat TBARS), dan citarasa tengik. Zat besi
diketahui dapat bertindak sebagai katalis dalam pembentukan
TBARS (Raharjo, 2004). Secara umum, peroksida dan
TBARS digunakan sebagai parameter tingkat kerusakan
lemak/minyak akibat oksidasi. Dari segi organoleptik,
citarasa tengik umumnya berperan sebagai faktor penentu
dalam penerimaan konsumen terhadap produk (Gordon,
1990; Santosa dkk., 1996).

Reaksi oksidasi terhadap protein akan menghasilkan
senyawa karbonil. Semua jenis asam amino dapat terlibat
dalam reaksi oksidasi. Sama halnya dengan oksidasi lemak,
zat besi dapat bertindak sebagai katalis dalam oksidasi
protein. Selain itu, H,O,, sinar ultra violet, dan asap rokok
diketahui dapat memacu pula terjadinya oksidasi (Yan dkk.,
1997; Berlett dan Stadtman, 1997; Shacter, 2000).

Dalam diet, kecap berperan sebagai penyedap;
bukan merupakan sumber minyak maupun protein. Hal ini
disebabkan karena kecap mengandung minyak maupun
protein dalam jumlah yang relatifkecil dan dikonsumsi dalam
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jumlah yang relatif sedikit. Kadar minyak kecap umumnya
lebih rendah dari 1%, sedangkan kadar protein berkisar antara
2 — 6% (Anonim, 1994). Meskipun kadarnya rendah, oksidasi
komponen minyak dan protein kecap menjadi penting karena
peristiwa kimiawi tersebut dapat menghasilkan perubahan
citarasa kecap yang tidak dikehendaki.

Untuk mengetahui kemungkinan adanya sifat prook-
sidatif NaFeEDTA, telah dilakukan penelitian oksidasi pada
kecap hasil fortifikasi dengan NaFeEDTA maupun Fe-sulfat.
Tingkat oksidasi ditera melalui penentuan angka peroksida,
angka TBARS, dan kadar senyawa karbonil. Selain itu,
dipelajari pula pengaruh penambahan H,O, terhadap tingkat
oksidasi yang terjadi.

METODA PENELITIAN

Bahan

Kecap manis merk tertentu, yang dibuat dari kedelai
hitam (Glicine max L.) non-GMO, garam dapur (NaCl), gula
kelapa, dan air, tanpa penambahan bumbu, diperoleh dari
toko swalayan di Yogyakarta. NaFeEDTA yang digunakan
diperoleh dari Akzo Nobel CNF, Jakarta. Bahan kimia,
antara lain Fe-sulfat (FeSO,.7H,0), Na-tiosulfat (Na,S,0,),
thiobarbituric acid (TBA); 1,1,3,3-tetractoxypropan (TEP);
aseton; 2,4-dinitrofenylhidrazin (DNPH), dan asam amino,
diperoleh dari MERCK.

Fortifikasi Kecap

Dalam penelitian ini digunakan tiga jenis sample, yaitu
kecap tanpa fortifikasi (sebagai kontrol), kecap dengan 2.000
ppm fortifikan NaFeEDTA (setara 266 mg Fe/L kecap), dan
kecap dengan FeSO, (kadar 266 mg Fe/L kecap). Untuk
membuat kecap yang mengandung 2.000 ppm NaFeEDTA,
2.000 mg NaFeEDTA dilarutkan dalam 20 mL aquades.
Larutan tersebut ditambahkan ke dalam 1.000 mL kecap
yang telah diketahui beratnya. Selanjutnya kecap dipanaskan
beberapa saat sampai dicapai berat semula. Fortifikasi kecap
menggunakan Fe-SO, dilakukan dengan cara yang sama.
Untuk 1.000 mL kecap, diperlukan 1.301 mg FeSO,.7H,O,
yang setara dengan 266 mg Fe.

Pembuatan Kecap Model

Dalam penelitian ini, kadar senyawa karbonil ditera
secara spektrofotometrik. Warna coklat gelap pada kecap
ternyata mengganggu peneraan absorbansi. Untuk mengatasi
hal tersebut, sebagai sampel digunakan kecap model; yang
mencerminkan kandungan asam amino kecap, namun tidak
mengandung unsur pengganggu.

Sebelum pembuatan kecap model, pertama kali
dilakukan analisis komposisi asam amino kecap. Berdasarkan
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data yang diperoleh, dibuat kecap model dengan jalan me-
larutkan beberapa asam amino dengan komposisi tertentu
(112 mg asam aspartat, 33 mg treonin, 42 mg serin, 505 mg
asam glutamat, 55 mg glisin, 51 mg alanine, 39 mg valin, 31
mg isoleusin, 36 mg leusine, 22 mg tirosin, 25 mg fenilalanin,
11 mg histidin, 23 mg arginin, dan 40 mg prolin) ke dalam
100 mL H,O; sehingga diperoleh larutan model dengan
komposisi asam amino yang sama dengan kecap. Fortifikasi
kecap model dilakukan dengan cara yang sama seperti yang
telah diterangkan sebelumnya.

Penentuan Angka Peroksida

Angka peroksida ditentukan menurut prosedur standar
AOAC (1995). Mula-mula, minyak diekstrak dari 60 g kecap
hasil fortifikasi. Minyak hasil ekstraksi selanjutnya dilarutkan
dalam 50 mL campuran asam asetat dan kloroform (3:2 v/v)
dandigojogperlahan. Sebagai penginduksi oksidasi digunakan
H,O, (1 : 49 v/v) dengan variasi penambahan berturut-turut
adalah 0, 125, 250, dan 500 pL. Penambahan H,O, masing-
masing dilakukan terhadap 10 mL larutan minyak tersebut.
Selanjutnya dilakukan pula penambahan 0,5 mL larutan KI
jenuh dalam H,0. Kemudian sampel dibiarkan selama satu
menit, untuk selanjutnya ditambah 30 mL H,O. Akhirnya
sampel dititrasi dengan 0.01 N Na-tiosulfat, dengan indikator
amilum. AP dinyatakan sebagai mili-equivalen peroksida/g
minyak.

Penentuan Angka TBARS

Angka TBARS ditentukan dengan menggunakan
prosedur Tarladgis dkk. (1960). Sampel kecap hasil fortifikasi
sebanyak 3 mL, dilarutkan dalam 100 mL H,O. Untuk
menginduksi oksidasi, ke dalam larutan sampel dilakukan
penambahan H,O, (1 : 49 v/v). Variasi penambahan H,O,
yang dilakukan adalah 0, 500, dan 1000 pL.

TBARS diekstrak dengan cara distilasi pada 100 °C,
setelah terlebih dahulu dilakukan penambahan 1,5 mL HCI
25 % ke dalam larutan sampel. Proses ekstraksi dihentikan
setelah diperoleh sekitar 75 mL distilat. Distilat ini se-
lanjutnya ditambah H,O sampai volumenya mencapai 100
mL. Kemudian 1mL distilat tersebut dicampur dengan 1,5
mL H,Odan 2,5 mL larutan TBA (0.02 M TBA dalam asam
asetat). Campuran selanjutnya dipanaskan pada suhu 100
°C selama 35 menit, menggunakan penangas air mendidih
sehingga terbentuk senyawa kompleks berwarna merah jambu.
Setelah didinginkan, terhadap campuran tersebut dilakukan
pengukuran absorbansi secara spektrofotometri pada panjang
gelombang 528nm. Sebagai standar, digunakan TEP. Angka
TBARS dinyatakan dalam pmol MDA/g minyak.

Penentuan Kadar Senyawa Karbonil

Dalam analisa ini, sebagai penginduksi oksidasi
digunakan H,O,, yang dibuat dengan melarutkan 1 mL H,O,
dalam 499 mL H,O. Kadar senyawa karbonil ditera secara
spektrofotometrik dengan penggunaan DNPH sebagai bahan
kimia yang spesifik terhadap karbonil, sebagaimana yang
telah dilaporkan oleh Yan dkk. (1997).

Kecap model sebanyak 0,5 mL digunakan sebagai
sampel analitik. Untuk menginduksi oksidasi, dilakukan
penambahan H O, ke dalam sampel. Variasi penambahan
H,0, berturut-turut adalah 0, 50, 100, dan 150 uL; disusul
dengan penambahan H,0O, berturut-turut sebanyak 500, 450,
400, dan 350 pL, sehingga dicapai volume akhir masing-
masing sebesar 1,0mL. Kemudian dilakukan penambahan
1,0 mL DNPH dan satu tetes HCI 37 %. Campuran tersebut
dipanaskan pada suhu 50 °C selama 30 menit, menggunakan
penangas air; disusul dengan pendinginan dengan air mengali
dan penambahan 8.0 mL KOH (1,0 N). Setelah penggojogan,
absorbansi campuran diukur dengan spektrofotometer pada
panjang gelombang 480 nm. Sebagai standar digunakan
aseton. Kadar senyawa karbonil dinyatakan sebagai mg
aseton/mL larutan kecap model.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh NaFeEDTA terhadap Angka Peroksida

Evaluasi tentang pengaruh fortifikan zat besi terhadap
angka peroksida komponen minyak yang diekstrak dari
kecap hasil fortifikasi, menghasilkan data yang dapat dilihat
pada Tabel 1.

Tabel 1. Angka peroksida komponen minyak kecap hasil
fortifikasi, dengan atau tanpa penambahan H,O,

Angka peroksida

(mili-equivalen peroksida/g minyak)
Penambahan
H,0, (uL)

0 125 250 500

Fortifikan
Kontrol 0,06¢ 2,64¢ 5,03¢ 9,38
NaFeEDTA 0,02 1,920 | 3,724 7,57
Fe-sulfat 0,05" 2,04 | 3,68 6,98°
Catatan:

Huruf yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan nyata dengan
a 0,05

Data pada tabel tersebut menunjukkan bahwa fortifikasi
kecap dengan zat besi, baik dalam bentuk NaFeEDTA maupun
Fe-sulfat, terbukti menghasilkan angka peroksida yang lebih
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rendah daripada kontrol. Hal ini disebabkan karena senyawa
peroksida (ROOH) merupakan produk antara (“intermediate
products”) dari rangkaian reaksi oksidasi minyak. Adanya
zat besi akan memicu laju reaksi lanjutan senyawa peroksida
tersebut, dengan produk akhir berupa senyawa aldehid dan
keton. Laju degradasi senyawa peroksida yang berlangsung
lebih cepat tersebut akan menurunkan akumulasi senyawa
peroksidayangada. Padakontrol, lajureaksidegradasisenyawa
peroksida berlangsung lebih lambat sehingga akumulasi
senyawa peroksida akan relatif lebih banyak. Penambahan
H,O, mengakibatkan peningkatan angka peroksida, baik pada
sampel hasil fortifikasi dengan NaFeEDTA maupun Fe-sulfat.
Keduanya menghasilkan peningkatan angka peroksida yang
sama besar.

Pengaruh NaFeEDTA terhadap Angka TBARS

Tabel 2 menunjukkan pengaruh jenis fortifikan dan
penambahan H,O, terhadap angka TBARS. Bila tidak ada
“inducer” H,0,, fortifikasi kecap menggunakan NaFeEDTA
maupun Fe-sulfat terbukti tidak menaikkan angka TBARS.
Jadi dapat dinyatakan bahwa dalam kondisi yang terlindung
dari pemicu oksidasi, maka fortifikasi kecap dengan 2.000 ppm
NaFeEDTA tidak menimbulkan pengaruh yang merugikan

terhadap komponen minyak kecap.

Tabel 2. Angka TBARS komponen minyak kecap hasil forti-
fikasi, dengan atau tanpa penambahan H,0,

Angka TBARS (pg malonaldehid/g
minyak)

Penambahan
H,0, (mL)

0,0 0.5 1.0

Fortifikan
Kontrol 8,12¢ 56,97¢ 114,90¢
NaFeEDTA 7,78¢ 132,04 160,25°
Fe-sulfat 6,73° 112,03¢ 273,78
Catatan:

Huruf yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan nyata dengan
a 0,05

Data yang diperoleh juga menunjukkan bahwa pe-
nambahan penginduksi H,O, dapat meningkatkan angka
TBARS, baik pada sampel kecap hasil fortifikasi dengan
NaFeEDTA maupun Fe-sulfat. Fortifikan NaFeEDTA meng-
akibatkan peningkatan angka TBARS yang tidak lebih be-
sar daripada fortifikan Fe-sulfat. Ini berarti bahwa sifat
prooksidatif NaFeEDTA relatif lebih kecil daripada sifat
prooksidatif Fe-sulfat.
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Pengaruh NaFeEDTA terhadap Kadar Senyawa Karbonil

Data tentang pengaruh jenis fortifikan dan penambahan
H,O, terhadap kadar senyawa karbonil larutan kecap model
dapat dilihat pada Tabel 3. Data yang diperoleh menunjukkan
bahwa bila tidak ada penginduksi H,O,, maka NaFeEDTA
maupun Fe-sulfat tidak meningkatkan laju oksidasi asam
amino, sehingga menghasilkan kadar senyawa karbonil yang
sama dengan kontrol. Jadi dapat dinyatakan bahwa dalam
kondisi yang terlindung dari pemicu oksidasi, maka fortifikasi
kecap dengan 2.000 ppm NaFeEDTA tidak mengakibatkan

pengaruh yang merugikan terhadap komponen asam amino.

Tabel 3. Kadar senyawa karbonil kecap model, dengan atau
tanpa penambahan H,O,

Kadar senyawa karbonil

(ng aseton/mL larutan model)
Penambahan
H,0, (uL)

0 50 100 150

Fortifikan

Kontrol 0,544 | 6,394 7,724 8,874
NaFeEDTA 3,519 | 58.46° | 82,52° | 108,86
Fe-sulfat 14,534 | 64,14¢ | 87,29 | 110,81°
Catatan:

Huruf yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan nyata dengan
a 0,05

Pada kecap model yang hanya mengandung asam amino,
penambahan H,O, dapat meningkatkan produksi senyawa
karbonil, sebagai produk oksidasi asam amino. Produksi
senyawa karbonil tersebut semakin meningkat dengan se-
makin banyaknya H,O, yang ditambahkan. Data yang di-
peroleh juga menunjukkan bahwa fortifikan NaFeEDTA
maupun Fe-sulfat mengakibatkan peningkatan kadar se-
nyawa karbonil yang sama besar. Ini membuktikan bahwa
sifat prooksidatif NaFeEDTA tidak lebih besar daripada Fe-
sulfat. Dengan demikian, penggunaan NaFeEDTA sebagai
fortifikan diharapkan dapat meningkatkan bioavailabilitas zat
besi, namun tidak mendatangkan pengaruh yang merugikan
terhadap komponen minyak maupun asam amino/protein
kecap.

KESIMPULAN

Berdasarkan data yang diperoleh dapat disimpulkan
bahwa keberadaan NaFeEDTA maupun Fe-sulfat dalam
kecap hasil fortifikasi (266 mg Fe/L kecap), tidak memicu
oksidasi komponen minyak maupun asam amino, jika



AGRITECH, Vol. 29, No. 2, Juli 2009

tidak ada pemicu oksidasi. Namun demikian, H,O,, dapat
meningkatkan laju oksidasi, yang tercermin dengan adanya
kenaikan angka peroksida, angka TBARS, dan kadar senyawa

karbonil.
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