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ABSTRACT 

 
Research on Bixa orellana L. have been done to isolate, identify and determine bixin percentage, the 

antioxidant and antibacterial activities of bixin from B. orellana seed.  Isolation and identification of bixin was done by 
thin layer chromatography (TLC), column chromatography, chemical test of bixin and UV-Vis double beam 
spectroscopy. Percentage of bixin was calculated by JECFA method, the antioxidant activity was determined by 
DPPH (1-1 diphynilpicrylhidrazil) method while antibacterial activity was analyzed by the use of agar diffusion 
method. Thin layer chromatography (TLC) for the crude extract contained 5 spot, where spot 5th was bixin. Bixa 
orellana has 75±3% of bixin. Antioxidant activity of bixin had IC50 548.5±20.0 ppm. Whereas the antibacterial activity 
of bixin against the Escherichia coli and Staphylococus aureus could be classified as weak inhibition category at 
500-750 μg and medium inhibition category at 1500 μg. 
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PENDAHULUAN  

 
Warna seperti halnya citarasa, juga merupakan 

suatu pelengkap daya tarik pada makanan dan 
minuman. Penambahan zat warna dalam makanan dan 
minuman mempunyai pengaruh yang sangat besar 
terhadap selera dan daya tarik konsumen [1].  Bixa 
orellana L. merupakan salah satu tanaman yang hasil 
pigmennya dapat digunakan sebagai pewarna makanan 
[2-5], kosmetik, dan tekstil [4]. Pigmen karotenoid yang 
terdapat dalam B. orellana adalah bixin dan norbixin [4, 
6-10].  Menurut Tan [11] dan Alves dkk [12] bixin 
merupakan pigmen dominan pada B. orellana yang 
sebagian besar terdapat pada selaput biji. 

Selain berfungsi sebagai pewarna, biji B. orellana 
juga mempunyai fungsi yang lain yaitu sebagai 
antioksidan [13] yang dapat menetralisir radikal bebas 
berlebihan, antibakteri [14], dan mengobati penyakit 
diabetes [13].  Umumnya fungsi pigmen biji B. orellana 
yang dilaporkan masih dalam bentuk ekstrak kasar. 
Berdasarkan latar belakang di atas penelitian ini 
bertujuan untuk mengisolasi, mengidentifikasi dan 
menentukan persen kadar pigmen bixin biji B. orellana 
serta menentukan aktivitas antioksidan dan antibakteri 
pigmen tersebut. 
 
METODE PENELITIAN 
 
Bahan 
 Sampel yang digunakan adalah selaput biji Bixa 
orellana L. yang diambil di daerah Salatiga.  Bahan 
kimia yang digunakan adalah aseton, CaCO3 (Merck), 

petroleum eter, etanol, Na2SO4, betakaroten (Merck), 
akuades, sedangkan bakteri yang digunakan adalah 
Staphylococus aureus FNCC 0047 dan Escherichia coli 
FNCC 0095 yang diperoleh dari laboratorium kimia 
Universitas Kristen Satya Wacana. 
 
Prosedur Kerja 
 
Ekstraksi Pigmen [15] 

Ekstraksi pigmen dilakukan dengan 
menggunakan metode Britton yang telah dimodifikasi. 
Sebanyak 20 g sampel dilarutkan dengan aseton 100 
mL dan ditambah CaCO3 1 g, setelah itu diaduk dan 
disaring menggunakan kertas Whatman no. 2.  Filtrat 
yang diperoleh ditampung sedangkan residunya 
diekstraksi kembali menggunakan aseton 100 mL 
sampai seluruh pigmen terangkat.  Ekstrak dipartisi 
menggunakan petroleum eter, lapisan eternya diambil 
dan ditambah Na2SO4, kemudian disaring dan 
diuapkan.  Ekstrak pekat yang diperoleh disimpan 
dalam botol dan dikeringkan dengan gas N2. Ekstrak 
kasar yang diperoleh sebanyak 0,75 g. 

 
Isolasi dan Identifikasi Pigmen Bixin 

Kromatografi Lapis Tipis 
Ekstrak dianalisis menggunakan KLT silika gel 60 

F254 (Merck) dengan menotolkan sampel pada pelat 
KLT kemudian dielusikan dengan larutan 
aseton:heksana (1:2 v/v). Pola pemisahan pigmen 
digambar dan nilai Rfnya dihitung. 
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Kromatografi Kolom 

Pigmen bixin diisolasi dengan kromatografi kolom 
menggunakan fase diam silika gel Si-60 dan 
menggunakan fase gerak aseton:heksana (1:2 v/v). 
Masing-masing fraksi hasil pemisahan ditampung dalam 
botol sampel dan dikeringkan dengan gas N2.  Semua 
fraksi dianalisa dengan melarutkannya dengan H2SO4, 
dan warna cornflower-blue (biru keunguan) yang 
terbentuk menunjukkan bahwa fraksi tersebut 
merupakan pigmen bixin.  
Spekstroskopi UV Tampak 

Pengukuran spektra dilakukan untuk ekstrak kasar 
dan hasil isolasi menggunakan spektrofotometer berkas 
rangkap CARY 50 pada panjang gelombang 300-600 
nm dengan pelarut aseton. 
 
Analisa Persen Kadar  Pigmen Bixin [16] 

Penentuan kadar pigmen dilakukan menurut 
JECFA. Sebanyak 0,1 g sampel dilarutkan dengan 100 
mL aseton, diambil 1 mL kemudian dilarutkan dengan 
100 mL aseton  dan diukur absorbansinya 
menggunakan spektrofotometer berkas tunggal 
Shimadzu 1240 pada panjang gelombang 502 nm 
dengan ketelitian ± 0,005 Abs (pada 1,0 Abs). Persen 
kadar pigmen yang diperoleh dihitung dengan rumus:  

% total bixin =
870,2
A

 ×
(mg) sampel berat

100.000  × 100 

Dalam penghitungan 0,1 g sampel dianggap setara 
dengan 1 g sampel, dimana A adalah absorbansi yang 
didapatkan. 
 
Uji Aktivitas Antioksidan [17] 

Penentuan aktivitas antioksidan dilakukan 
menurut Panovska dkk [17]. Satu mL sampel dalam 
aseton ditambahkan pada 4 mL larutan DPPH 0,1 mM 
dalam larutan metanol 95%.  Sebagai blanko 
digunakan 4 mL metanol 95% ditambah 1 mL aseton.  
Absorbansi pada 517 nm diukur setelah 30 menit 
inkubasi dengan spektrofotometer berkas tunggal 
Shimadzu 1240.  Persen aktivitas penghambatan 
dihitung dengan rumus:  

Persen penghambatan =   
[ ] [ ]

[ ] 100%
DPPH

DPPHDPPH

0

s0 ×
−

 

[ 0DPPH]
]

= Konsentrasi DPPH awal 

[ sDPPH = Konsentrasi DPPH akhir yang tersisa 
Sebagai pembanding digunakan betakaroten murni dan 
nilai IC50 dihitung dengan persamaan regresi. 

 
Uji Antibakteri dengan Metode Difusi Agar 
 

Sebanyak 1 ose biakan bakteri yang berumur 18-
24 jam dipindahkan ke dalam media agar miring 
Nutrient Agar (NA). Bakteri tersebut diinkubasi dalam 
suhu ruang selama 18-24 jam. Biakan bakteri dari NA 
tersebut diambil beberapa ose kemudian dimasukkan 
dalam larutan garam 0,85 % sampai memiliki OD 
0,131-0,139 pada panjang gelombang 600 nm atau 
setara dengan 0,5 dari standar Mac Farlands. Satu mL 
dari larutan tersebut dimasukkan dalam cawan petri 
steril dan ditambah 9 mL medium Mueller Hinton (MH).  
Cawan digoyang dan dibiarkan beberapa saat hingga 
agar memadat. 

Tiga buah cakram kertas berdiameter 6 mm yang 
telah ditetesi bixin dengan konsentrasi 500, 750 dan 
1500 μg diletakkan pada permukaan agar yang telah 
memadat.  Selanjutnya cawan diinkubasikan pada 
suhu 37 oC selama 24 jam.  Pengukuran dilakukan 
dengan melihat diameter daerah hambatan (DDH) dari 
zona yang dihasilkan.  

  
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Isolasi dan Identifikasi Pigmen 
 Pigmen bixin diidentifikasi berdasarkan hasil KLT, 
uji kimia dan hasil spektroskopi UV-Tampak. 
Kromatografi Lapis Tipis (KLT)    

Ekstrak dipisahkan dengan kromatografi kolom 
menggunakan fase gerak aseton:heksana (1:2 v/v) dan 
fase diamnya silika gel.  KLT untuk hasil kolom 
disajikan pada Gambar 1 dan Tabel 1.    

Hasil kromatografi kolom yang berhasil 
dipisahkan adalah fraksi 1, 4, dan 5, sedangkan fraksi 
2 dan 3 tidak dapat diambil karena jumlahnya yang 
sangat sedikit.  Jika dilihat dari warna yang dihasilkan, 
fraksi 5 berwarna orange kemerahan sesuai dengan 
warna bixin pada literatur [16]. 

Semua fraksi diidentifikasi dengan menambahkan 
H2SO4, dan jika diperoleh warna cornflower-blue 
menunjukkan fraksi tersebut adalah bixin.  Hasil 
pengamatan menunjukkan bahwa fraksi 5 adalah bixin 
(Gambar 2). 
Spektroskopi 

Pigmen hasil isolasi dan ekstrak kasar juga 
diidentifikasi dengan menggunakan spektrofotometer 
CARY 50 pada panjang gelombang 300-600 nm. Hasil 
spektra disajikan pada Gambar 3 dan Tabel 2.                         

Tabel  1.  Kisaran Rf dan warna hasil pemisahan pigmen. 
Kisaran Rf  

Fraksi   ekstrak 
Totol ke Warna 

1 4 5 1,4,5  
1 Orange tua 0,80 - - 0,80 0,80 
2 Orange muda - - - - 0,51 
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Gambar 1. Hasil scan pola pemisahan pigmen (a.) fraksi 
1,  (b.) fraksi 4, (c.)  fraksi 5, (d.) gabungan fraksi 1, 4, 5 
dan (e.) ekstrak kasar. 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
Gambar 2. Hasil identifikasi pigmen bixin untuk fraksi 5 
sebelum (A) dan sesudah (B) penambahan  H2SO4. 
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Gambar 3.   Pola spektra ekstrak kasar ( _____),  
fraksi 1 (------),  fraksi 4 (……..) dan fraksi 5 (_._._._) 
dalam aseton. 
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Gambar 4. Diagram batang aktivitas antioksidan bixin 
dengan pembanding betakaroten. 

 
Gambar 5. Zona penghambatan pigmen bixin terhadap bakteri Staphylococus aureus dan Escherichia coli. 

Tabel  2. Serapan maksimum spektra bixin dalam 
aseton. 

λ maks(nm) 
          Sampel Hasil Referensi 

Ekstrak kasar 410 - 
Fraksi 1 458 - 
Fraksi 4 430 - 
Fraksi 5 454 457 

 
 

Tabel  3.  Persen kadar pigmen bixin. 
Ulangan Total Bixin (%) 

1 69,69 
2 73,13 
3 73,13 
4 76,65 
5 80,14 
6 73,13 
7 76,65 

χ  74,65 

SE 3,15 

Tabel 4.  IC50 Bixin dan betakaroten. 
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IC50 Betakaroten Bixin 

χ  551,4 548,5 
SE 14,5 20,0 

 
Dari pola spektra (Gambar 3) tampak bahwa fraksi 

5 memiliki serapan maksimum pada panjang gelombang 
454 nm mendekati serapan maksimum bixin dari literatur 
[16].  Hasil serapan maksimum masing-masing spektra 
disajikan pada Tabel 2.   
 
Persen Kadar Pigmen Bixin 

Persen kadar pigmen selaput biji B. orellana 
dianalisis dengan spektrofotometer berkas tunggal 
Shimadzu 1240 pada panjang gelombang 502 nm 
(Tabel 3).   Berdasarkan  hasil penelitian total purata 
bixin yang diperoleh adalah 75±3%. Hasil penelitian 
yang diperoleh sesuai dengan hasil literatur, dimana 
besar persen kadar pigmen bixin pada literatur yaitu ± 
80% [12, 13]. 
 
Aktivitas Antioksidan 

Aktivitas antioksidan diukur menggunakan metode 
DPPH yang hasilnya  disajikan pada Tabel 4 dan 
Gambar 4.  Tabel 4 dan Gambar 4 menunjukkan bahwa 
IC50 untuk bixin adalah 548 ± 20 ppm sedangkan untuk 
betakaroten diperoleh hasil 551 ± 14 ppm. Atoui dkk. 
[18] menyatakan bahwa semakin kecil nilai IC50 semakin 
besar aktivitas antioksidannya. Penelitian kali ini 
dilakukan untuk membandingkan IC50 dari pigmen murni 
bixin dengan pigmen murni betakaroten. IC50 yang 
dihasilkan bixin tidak berbeda jauh dengan betakaroten, 
sehingga dapat disimpulkan bahwa pigmen bixin juga 
berpotensi sebagai antioksidan alami seperti halnya 
betakaroten. 

Bixin dan betakaroten termasuk dalam kelompok 
karotenoid sehingga mekanisme kerja antioksidan kedua 
pigmen tersebut hampir sama. Secara umum 
mekanisme kerja karotenoid sebagai antioksidan adalah 
sebagai berikut: 

  
 
 

 
 

Karotenoid dapat berfungsi sebagai pemadam 
(quencher) singlet oksigen [19-22] dengan cara 
memadamkan potensi berbahaya singlet oksigen dan 
mengubahnya menjadi triplet oksigen. Karotenoid yang 
tereksitasi tersebut akan melepaskan panas kemudian 
kembali menjadi karotenoid yang stabil. Gordon [23] 
mengatakan bahwa antioksidan sekunder bekerja 
dengan cara mengikat singlet oksigen dan 
mengubahnya ke bentuk triplet oksigen. Dari mekanisme 
kerja antioksidan karotenoid di atas maka karotenoid 
bixin dapat digolongkan ke dalam antioksidan sekunder.  

Tabel 5. Data hasil diameter daerah hambatan pigmen 
bixin terhadap bakteri E. coli fncc 0095 dan S. aureus 
fncc 0047 

 Diameter daerah hambatan (mm) 
Bakteri 500 (μg) 750 (μg) 1500 (μg) 

 χ  ± SE 
E. coli 7,2±0,2 8,0±0,2 9,1±0,2 
S. aureus 7,2±0,2 8,4±0,1 9,4±0,1 

 
Jika dilihat dari fungsinya, karotenoid juga dapat 

digolongkan sebagai antioksidan tersier karena dapat 
memperbaiki kerusakan sel yang disebabkan oleh 
radikal bebas [19, 20]. Hal ini sesuai dengan literatur 
yang mengatakan bahwa antioksidan tersier berperan 
untuk memperbaiki kerusakan sel yang disebabkan 
oleh radikal bebas [24]. 
 
Aktivitas Antibakteri 
 

Uji aktivitas antibakteri bixin dilakukan dengan 
mengukur diameter daerah hambatan (DDH) dengan 
metode difusi agar.  Hasil DDH untuk bakteri E. coli 
FNCC 0095 dan S. aureus FNCC 0047 tampak pada 
Gambar 5 dan Tabel 5. 

Gambar di atas memperlihatkan adanya 
penghambatan terhadap bakteri E. coli dan S. aureus 
dengan melihat adanya daerah hambatan di sekitar 
cawan kertas.  Hasil tersebut menandakan bahwa 
pigmen bixin berpotensi sebagai senyawa antibakteri. 
Tabel 5 dan Gambar 5 menunjukkan bahwa 
peningkatan DDH seiring dengan peningkatan 
konsentrasi sampel yang dimasukkan ke dalam 
cakram. Semakin pekat suatu sampel maka semakin 
besar DDH yang dihasilkan. 

Mekanisme kerja senyawa antibakteri dalam 
menghambat pertumbuhan bakteri adalah dengan 
merusak dinding sel dari bakteri. Bila dinding sel 
bakteri tersebut rusak, maka dapat merubah 
permeabilitas sel, merubah molekul protein dan asam 
nukleat, serta menghambat kerja enzim, sintesis asam 
nukleat dan protein dari sel bakteri tersebut, sehingga 
menyebabkan kematian bakteri [25]. 

Berdasarkan pengklasifikasian sifat antibakteri 
dari Proestos dkk [26] penghambatan pigmen bixin 
terhadap bakteri E. coli dan S. aureus pada 
konsentrasi 500-750 μg tergolong dalam kelompok 
yang memiliki aktivitas antibakteri lemah, dan pada 
konsentrasi 1500 μg tergolong dalam kelompok yang 
memiliki aktivitas antibakteri sedang.  
 
KESIMPULAN 
 

Fraksi 5 hasil isolasi ekstrak pigmen selaput biji 
B. orellana teridentifikasi sebagai pigmen bixin dengan 
persen kadar sebesar 75±3%.  Pigmen bixin 

Car  1O2 + 3O2 + *Car 

*Car Car  + Energi panas 
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mempunyai aktivitas antioksidan berdasarkan IC50 
sebesar 548,5±20,0 ppm. Pada konsentrasi 500-750 μg 
bixin memiliki aktivitas antibakteri yang lemah 
sedangkan pada konsentrasi 1500 μg memiliki aktivitas 
antibakteri sedang terhadap bakteri S. aureus  dan E. 
coli. 
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