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Abstract

The nutmeg fruit (Myristica fragrans) shows the presence of secondary metabolite compounds and has
antioxidant activity. The nutmeg examined in this study is the flesh of the fruit and dried for seven days to
obtain simplisia. The extraction process is by maceration method using 96% ethanol solvent. Based on the
results of phytochemical screening of ethanol extracts of nutmeg flesh showed the presence of secondary
metabolite compounds, which are groups of alkaloids, steroids, saponins and flavonoids. The results of
antioxidant activity of ethanol extract of nutmeg flesh have an IC50 value of 22.88 ppm. In this study using
vitamin C as a positive control for comparison with the IC50 value obtained is 3.82 ppm. The more secondary
metabolite compounds in an extract, the higher the antioxidant activity.
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Abstrak

Buah pala (Myristica fragrans) menunjukan adanya senyawa metabolit sekunder dan memiliki aktivitas
antioksidan. Buah pala yang diteliti dalam penelitian ini yaitu bagian daging buah dan di keringkan selama
tujuh hari untuk memperoleh simplisia. Proses ekstraksi secara metode maserasi menggunakan pelarut etanol
96%. Berdasarkan hasil skrining fitokimia ekstrak etanol daging buah pala menunjukkan adanya senyawa
metabolit sekunder yaitu golongan alkaloid, steroid, saponin dan flavonoid. Hasil aktivitas antioksidan dari
ekstrak etanol daging buah pala memiliki nilai IC50 yaitu 22,88 ppm. Pada penelitian ini menggunakan
vitamin C sebagai kontrol positif untuk pembanding dengan nilai IC50 yang didapatkan yaitu 3,82 ppm.
Semakin banyak senyawa metabolit sekunder dalam suatu ekstrak, maka aktivitas antioksidan juga semakin

tinggi.

Kata Kunci: Antioksidan, Buah Pala, Ekstrak, Myristica fragrans, Skrining fitokimia
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Pendahuluan

Buah pala (Myristica fragrans) sering digunakan pada industri obat. Tanaman ini memiliki berbagai
khasiat yang bermanfaat bagi kesehatan manusia. Pada dosis rendah, buah pala dapat digunakan untuk
mengurangi perut kembung (stomach bloating), antinyeri, rematik, nyeri otot, menghilangkan racun di hati,
antioksidan dan antibakteri [1].

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat memperlambat proses oksidasi dari suatu radikal bebas
[2]. Radikal bebas yaitu suatu molekul atau atom yang memiliki sifat reaktif, dikarenakan adanya elektron
yang tidak berpasangan [3]. Di dalam tubuh, radikal bebas berasal dari sisa-sisa metabolisme seperti
makanan, paparan asap rokok, asap kendaraan lingkungan sekitar dan sinar ultra violet [4]. Paparan radikal
bebas yang semakin meningkat menyebabkan ketidakseimbangan antara radikal bebas dengan antioksidan,
sehingga terjadinya stres oksidatif sel seperti kanker, diabetes, peradangan dan kardiovaskuler [5]. Untuk saat
ini upaya pencarian senyawa yang berperan sebagai antioksidan terus dilakukan.

Esktrak etil asetat dan asetil daun pala mengandung senyawa flavonoid yang dapat digunakan sebagai
antioksidan, antibakteri seperti S. aureus dan E. coli serta antifungi terhadap jamur Candida albicans [6,7].
Ekstrak n-heksana tanaman pala mengadung senyawa terpenoid yang memiliki nilai aktivitas antioksidan
yang tinggi terdapat pada bagian akar tanaman pala [8].

Sampai saat ini pala masih merupakan jenis pohon yang dominan di Indonesia, tumbuh baik di
pegunungan pada ketinggian 0-700 mdpl [9]. Kabupaten Aceh Selatan merupakan salah satu penghasil pala
terbesar di Indonesia. Pala merupakan tanaman yang mudah ditemukan di Kabupaten Aceh Selatan dan
menjadi komoditi pertanian utama masyarakat disini [10]. Berdasarkan data Dinas Kehutanan dan
Perkebunan Aceh tahun 2011, luasnya tanaman pala di Kabupaten Aceh Selatan mencapai 14.183 hektar
dengan hasil panen hingga 4.650 ton kering [11]. Pala kering dan fuli pala dapat diolah menjadi minyak pala,
buahnya juga dapat dibuat menjadi berbagai produk makanan seperti manisan pala, jus sari buah, minuman
instan, selai, asinan, dodol, sari/anggur, asam cuka dan agar-agar [12].

Selain diolah menjadi bahan makanan, buah pala juga digunakan sebagai bahan obat dalam bentuk
ekstrak atau minyak. Beberapa peneliti menunjukan bahwa minyak pala memiliki sifat antioksidan [13] dan
juga memiliki sifat antibakteri [14]. Penelitian medis menjelaskan bahwa, buah pala berpotensi dalam
pengobatan seperti anemia, diabetes dan perawatan kulit [15]. Studi farmakologi menyatakan bahwa, buah
pala berpotensi sebagai antimikroba karena adanya kandungan senyawa miristin terpen, hidrokarbon dan
turunan fenil propan [16]. Senyawa tersebut dapat merusak dinding sel bakteri sehingga aktivitas bakteri
menurun diakibatkan oleh senyawa yang terkandung didalam buah pala [17].

Penggunaan pala yang begitu banyak mendorong peneliti untuk melakukan penelitian terhadap
aktivitas antioksidan buah pala. Sebelumnya, penelitian tentang tanaman pala khususnya Aceh Selatan
Provinsi Aceh telah banyak dilakukan seperti uji fitokimia, penentuan varietas tanaman pala, uji antioksidan
terhadap minyak pala dan uji antioksidan dari isolasi senyawa menggunakan ekstrak pelarut metanol dan
pelarut n-heksana [6,10,18,19], tetapi penggunaan pelarut etanol pada etanaman pala khususnya di daerah
aceh selatan belum pernah dilaporkan. Oleh karena itu, pada penelitian ini akan dilakukan skrining fitokimia
dan uji aktivitas antioksidan menggunakan metode 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH), khususnya ekstrak
daging buah pala menggunakan pelarut etanol.
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Metode Penelitian

Sampel buah pala (Myristica fragrans) yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari perkebunan
kawasan Tapak Tuan Aceh Selatan. Buah pala dengan umur 7-9 bulan yang telah matang (siap panen), dimana
kulit dan daging buah berwarna kuning gading serta biji nya terbungkus fuli berwarna merah (Gambar 1).
Selanjutnya penelitian dilakukan di laboratorium Penelitian dan laboratorium Kimia Farmasi jurusan Farmasi
STIKes Assyifa Aceh untuk preparasi sampel dan pengujian skrining fitokimia, serta Laboratorium Teknologi
Hasil Pertanian Fakultas Pertanian Universitas Syiah Kuala untuk analisis aktivitas antioksidan.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah Spektrofotometer UV-Vis (Thermo Scientific), timbangan
digital (ohaus PR223/E), rotary evaporator (IKA RV8 V), pisau stainless steel, gelas kimia (iwaki), corong,
gelas ukur (pyrex), tabung reaksi (pyrex), botol vial kaca (hamilton), vakum (ulvac GHD-100A), minichiller
(huber), vortex (IKA) dan kertas saring.

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah sampel buah pala (Myristica Fragrans), 2,2-diphenyl-

1-picrylhydrazil (DPPH), standar vitamin C (asam askorbat), akuades, etanol 96%, etanol p.a, pereaksi untuk
uji fitokimia (pereaksi mayer, wagner, dragendroff, kloroform, FeCl3 5%, serbuk magnesium, HCI).

Persiapan Sampel Buah Pala (Myristica Fragrans)

Buah pala diambil bagian daging buah ditimbang sebanyak +2 Kg, dicuci, diiris tipis dan dikeringkan
ditempat yang tidak terkena sinar matahari secara langsung selama 7 hari. Setelah kering, daging buah pala
dihaluskan menjadi serbuk sehingga serbuk simplisia daging buah pala dapat disimpan dan siap digunakan
untuk analisis

Pembuatan Ekstrak Simplisia Daging Buah Pala (Myristica Fragrans)

Serbuk simplisia daging buah pala ditimbang sebanyak +100 gram dan dilakukan perendaman
(maserasi) selama 72 jam (3 hari) menggunakan 1000 mL pelarut etanol 96%. Setelah proses maserasi, ekstrak
disaring menggunakan corong Buchner dan kertas saring. Ekstrak hasil penyaringan, dilakukan rotary
evaporator untuk mendapatkan ekstrak kental dan selanjutnya digunakan untuk skrining fitokimia dan
analisis antioksidan.

Skrining Fitokimia Ekstrak Daging Buah Pala (Myristica Fragrans)
Uiji Alkaloid

Ekstrak etanol daging buah pala sebanyak 1 gram dan ditambahkan amonia pekat, tunggu selama 2
jam. Ditambahkan 5 tetes kloroform dan 5 tetes asam klorida. Identifikasi adanya senyawa alkaloid, jika
diteteskan pereaksi Meyer akan terbentuk endapan putih, diteteskan pereaksi Dragendorff akan terbentuk
endapan coklat, dan diteteskan pereaksi Wagner akan terbentuk endapan coklat kemerahan [20,21].

Uiji Flavonoid

Ekstrak etanol daging buah pala sebanyak 0,5 gram ditambahkan sedikit serbuk logam magnesium
dan 3 tetes asam klorida pekat. Jika timbul warna merah kekuningan, maka positif mengandung senyawa
flavonoid [20,21].

Uji Tanin
Ekstrak etanol daging buah pala sebanyak sebanyak 0,5 g ditambahkan 3 tetes FeCl3 5%.
Terbentuknya warna biru atau hijau kehitaman menunjukkan adanya senyawa tanin [20,21].

Uji Saponin

Ekstrak etanol daging buah pala sebanyak sebanyak 0,5 g dimasukkan ke dalam tabung reaksi.
Ditambahkan 10 ml akuades dan dikocok dengan kuat. Busa yang terbentuk (bertahan hingga 5 menit)
menunjukkan adanya senyawa saponin [20,21].

Uiji Steroid/Triterpenoid
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Ekstrak etanol daging buah pala sebanyak sebanyak 0,5 gram ditambahkan 3 tetes pereaksi Liberman
Burchard. Terbentuk warna hijau menunjukkan adanya steroid dan warna merah keunguan menunjukan
adanya triterpenoid [20,21].

Pembuatan Larutan DPPH 0,4 mM

Ditimbang sebanyak 7,9 mg 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH) dan dilarutkan dengan pelarut
etanol p.a dalam labu ukur 50 mL. Dihomogenkan dan diperoleh larutan DPPH dengan konsentrasi 0,4 nM.
Disimpan dalam botol kaca gelap dan selalu dibuat baru (fresh) saat akan digunakan [18,22].

Pembuatan Variasi Larutan Ekstrak Etanol Daging Buah Pala

Ditimbang ekstrak etanol daging buah pala sebanyak 2,5 gram dan dilarutkan dengan pelarut etanol
p-a hingga volume 5 mL (larutan induk). Kemudian dibuat variasi konsentrasi ekstrak menjadi konsentrasi
50; 40; 30; 20; dan 10 ppm. Setiap ekstrak, ditambahkan 1 mL larutan DPPH 0,4mM. Kemudian dihomogenkan
dengan vortex dan diinkubasi selama 30 menit pada suhu 30°C. Diukur absorbansi menggunakan
Spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 517 nm [18,22].

Pembuatan Larutan Vitamin C Sebagai Pembanding

Ditimbang Asam askorbat (Vitamin C) sebanyak +3 mg. Dilarutkan dengan etanol p.a hingga 5 mL
(larutan induk). Selanjutnya dibuat variasi konsentrasi dari larutan induk menjadi 10; 20; 30; 40 dan 50 ppm.
Setiap konsentrasi standar vitamin C, ditambahkan 1 mL larutan DPPH 0,4 mM. Dihomogenkan dengan
vortex dan diinkubasi selama 30 menit pada suhu 30°C. Diukur absorbansi menggunakan Spektrofotometer
UV-Vis pada panjang gelombang 517 nm [18,22].

Penentuan Nilai IC50

Nilai Inhibitory Concentration 50% (IC50) menyatakan konsentrasi yang dapat menghambat 50%
radikal bebas dari DPPH. Konsentrasi sampel dan persen inhibisi yang didapatkan diplot dengan persamaan
regresi linear, dimana masing-masing sampel dinyatakan dengan nilai y sebesar 50 dan nilai x sebagai IC50.
Pengujian dilakukan sebanyak tiga kali pengulangan [18,22].

Perhitungan nilai IC50 dinyatakan dengan persamaan regresi linier dan dihitung % inhibisi
dinyatakan dengan persamaan sebagai berikut:

Absorbansi Blanko—Absorbansi Sampel

% Inhibisi = ( ) x 100 %

Absorbansi Blanko

Hasil dan Pembahasan

Skrining Fitokimia

Setiap tumbuhan mengandung senyawa kimia yang memiliki aktivitas biologis (zat bioaktif). Zat bioaktif
tersebut berasal dari metabolit sekunder seperti alkaloid, flavonoid, tanin, saponin dan terpenoid/steroid.
Secara umum senyawa metabolit sekunder dapat ditentukan secara kualitatif dengan cara skrining fitokimia
[23].

Tabel 1. Hasil skrining simplisia daging buah pala pelarut etanol

Hasil Skrining Fitokimia Simplisia Daging Hasil Positif
Uji Parameter Buah Pala Berdasarkan Teori
Ekstrak etanol 96% [21]
Alkaloid:
-Dragendorf
-Mayer + Endapan orange
-Wagner +
Triterpenoid - Merah keunguan
Steroid + Warna hijau
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Saponin + Adanya busa
Flavonoid + Endapan kuning
Tanin - Biru, hijau kehitaman

Pada Tabel 1 menjelaskan kandungan senyawa aktif yang di uji secara fitokimia pada simplisia daging
buah pala menggunakan pelarut etanol. Hasil skrining fitokimia simplisia ekstrak etanol menunjukkan
adanya metabolit sekunder alkaloid, steroid, saponin dan flavonoid. Hal ini sama yang dilakukan oleh Atmaja
(2017) menyatakan bahwa ekstrak etanol daging buah pala mengandung metabolit sekunder alkaloid,
saponin dan flavonoid [24]. Penelitian Abdullah (2022) melaporkan bahwa ekstrak etanol daging buah pala
mengandung metabolit sekunder golongan flavonoid, sebagai salah satu senyawa bersifat antibakteri dan
sebagai antioksidan [25].

Untuk uji fitokimia parameter triterpenoid tidak terkandung didalam ekstrak etanol daging buah pala,
dikarenakan golongan triterpenoid bersifat semipolar-nonpolar yang hanya dapat diekstraksi dengan pelarut
nonpolar seperti n-heksana [26]. Hal ini sama yang dilakukan oleh Ginting (2017), bahwa ekstrak n-heksana
simplisia daging buah pala hanya terdapat metabolit sekunder golongan triterpenoid yang bersifat sebagai
antioksidan [6]. Dari hasil skrining fitokimia dapat disimpulkan bahwa, penggunaan pelarut etanol untuk
proses ekstraksi menunjukkan hasil yang baik. Hal ini disebabkan karena etanol merupakan pelarut universal
yang memiliki gugus nonpolar (-CH3) dan gugus polar (-OH), serta mampu menarik senyawa-senyawa kimia
yang ada dalam simplisia daging buah pala yang bersifat polar, semi polar dan nonpolar [27].

Aktivitas Antioksidan

Penentuan aktivitas antioksidan menggunakan pereaksi 2,2 difenil — 1 — pikrihidrazil atau DPPH,
merupakan pereaksi stabil yang mengandung radikal bebas dan bereaksi dengan antioksidan dalam sampel
[28]. Aktifitas antioksidan pada ekstrak etanol daging buah pala ditentukan dengan nilai IC50 yaitu besarnya
konsentrasi yang dapat menghambat radikal bebas DPPH sebesar 50% [29]. Jika nilai IC50 yang didapat lebih
kecil menunjukkan aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol daging buah pala semakin kuat.

Pengujian aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol daging buah pala menggunakan DPPH, dengan
menvariasikan konsentrasi ekstrak sebesar 10, 20, 30, 40, 50 ppm. Aktivitas antioksidan dapat ditentukan
berdasarkan nilai IC50 (inhibition concentration) dan hasil uji aktivitas antioksidan ditunjukkan pada tabel 2.

Tabel 2. Nilai ICso ekstrak etanol daging buah pala dan vitamin C

Ektrak Pala Vit. C
Konsentrasi (ppm) | |\ ibisi 1Cso % Inhibisi 1Cso
(ppm) (ppm)

50 7717 68,13

40 69,29 66,29

30 58,59 22,88 63,03 3,82

20 47,47 56,80

10 35,15 51,56

Berdasarkan tabel 2 menunjukan bahwa ekstrak etanol daging buah pala memiliki nilai aktivitas
antioksidan IC50 yaitu 22,88 ppm. Pada penelitian ini menggunakan vitamin C sebagai kontrol positif untuk
pembanding dengan nilai IC50 yang didapatkan yaitu 3,82 ppm. Vitamin C merupakan senyawa pembanding
yang paling sering digunakan karena aktivitas antioksidannya yang sangat tinggi dengan nilai IC50 rendah
[30]. Jika dibandingkan dengan ekstrak n-heksan daging buah pala hasil penelitian Ginting (2017) nilai IC50
yaitu 43,99 ppm [6]. Hal ini membuktikan bahwa, ekstrak etanol daging buah pala mengandung senyawa
metabolit sekunder alkaloid, saponin dan flavonoid [24], sedangkan ekstrak n-heksan daging buah pala hanya
terdapat senyawa terpenoid [6]. Semakin banyak senyawa metabolit sekunder dalam suatu ekstrak, maka
aktivitas antioksidan semakin tinggi [31].
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Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh yaitu ekstrak etanol daging buah pala yang diuji secara
skrining fitokimia menunjukkan adanya senyawa metabolit sekunder alkaloid, steroid, saponin dan
flavonoid. Hasil aktivitas antioksidan dari ekstrak etanol daging buah pala memiliki nilai IC50 yaitu 22,88
ppm. Pada penelitian ini menggunakan vitamin C sebagai kontrol positif untuk pembanding dengan nilai
IC50 yang didapatkan yaitu 3,82 ppm. Semakin banyak senyawa metabolit sekunder dalam suatu ekstrak,
maka aktivitas antioksidan juga semakin tinggi.
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