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supamri@umadaacid Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi aktivitas antioksidan ekstrak biji
pala (Myristica fragrans) menggunakan metode DPPH (2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl) sebagai langkah awal dalam mengkaji potensi aplikasinya di

bidang peternakan modern. Ekstrak biji pala diuji pada berbagai konsentrasi

(1,9-125 ppm), dan aktivitas antioksidannya diukur berdasarkan persen

inhibisi terhadap radikal bebas DPPH. Hasil menunjukkan bahwa aktivitas

antioksidan meningkat seiring dengan peningkatan konsentrasi, dengan nilai

ICso sebesar 5,38 ppm, yang mengindikasikan potensi antioksidan yang kuat.
— Analisis fitokimia menunjukkan keberadaan senyawa flavonoid (1,1099 mg

This is an open access article under the EQ/g) dan fenol (45,6512 mg EGA/g), dua komponen bioaktif yang berperan

CCBY license penting dalam mekanisme penangkal radikal bebas. Temuan ini mendukung
(https://creativecommons.org/licenses/b = bahwa ekstrak biji pala berpotensi dikembangkan sebagai aditif alami, baik
y/4.0) dalam formulasi pakan maupun pengawet hasil ternak. Studi ini memberikan

dasar ilmiah untuk eksplorasi lebih lanjut melalui analisis in vitro dalam
konteks aplikasi peternakan fungsional yang berorientasi pada peningkatan
kesehatan dan kualitas produk ternak
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the antioxidant activity of nutmeg (Myristica
fragrans) seed extract using the DPPH (2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) assay
as a preliminary step to assess its potential application in modern animal
husbandry. The extract was tested at various concentrations (1.9-125 ppm),
and its antioxidant activity was determined based on the percentage of
inhibition against DPPH free radicals. The results showed that antioxidant
activity increased proportionally with concentration, with an ICs, value of
5.38 ppm, indicating strong antioxidant potential. Phytochemical analysis
revealed the presence of flavonoids (1.1099 mg EQ/g) and phenolic
compounds (45.6512 mg GAE/g), two bioactive components that play a key
role in free radical scavenging mechanisms. These findings support the
potential use of nutmeg seed extract as a natural additive, applicable both in
feed formulations and as a preservative for animal-derived products. This
study provides a scientific foundation for further in vitro investigations within
the framework of functional livestock applications aimed at improving animal
health and product quality.
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PENDAHULUAN

Masalah keamanan pangan dan keberlanjutan dalam industri peternakan merupakan isu global yang
semakin mendapat perhatian. Salah satu tantangan utama adalah kerusakan oksidatif yang terjadi baik pada
tingkat sel hewan maupun pada produk hasil ternak seperti daging dan telur (Ainun et al.,, 2021; Wati, 2022).
Proses oksidasi dapat menurunkan kualitas nutrisi, memicu pembentukan senyawa toksik, serta mempercepat
kerusakan selama penyimpanan (Mulyawan et al, 2025). Untuk mengatasi hal ini, antioksidan banyak
digunakan sebagai penstabil oksidatif, baik dalam pakan maupun produk ternak olahan. Namun, penggunaan
antioksidan sintetis seperti BHT dan BHA telah menimbulkan kekhawatiran mengenai potensi efek toksik dan
residunya terhadap kesehatan manusia, sehingga mendorong pencarian sumber antioksidan alami yang lebih
aman dan berkelanjutan (Chen et al., 2024).

Dalam beberapa tahun terakhir, berbagai penelitian telah mengeksplorasi tumbuhan sebagai sumber
antioksidan alami. Salah satu tanaman yang menunjukkan potensi adalah biji pala (Myristica fragrans), yang
dikenal mengandung senyawa aktif seperti flavonoid dan fenol (Irianto, 2021). Studi-studi terdahulu
melaporkan bahwa ekstrak pala memiliki efek antioksidan, antimikroba, dan antiinflamasi, serta digunakan
secara tradisional dalam pengobatan herbal (Ifriana and Kumala, 2018); (Supamri et al., 2024). Penelitian oleh
(Fatmawati et al., 2023) dan (Odoh et al., 2023) menunjukkan bahwa kandungan fenolik dalam tanaman herbal
dapat memberikan efek protektif terhadap kerusakan oksidatif. Namun, sebagian besar penelitian tersebut
masih terfokus pada aspek farmakologis atau aplikasi dalam makanan manusia, dan belum banyak yang secara
spesifik mengkaji potensi aplikasinya dalam bidang peternakan.

Selain itu, sebagian besar penelitian di bidang peternakan masih terbatas pada penggunaan aditif sintetis
atau bahan alami yang umum seperti vitamin E dan minyak esensial (Baety et al., 2024; Rahmawati, 2021).
Belum banyak studi yang mengevaluasi potensi ekstrak biji pala sebagai antioksidan alami dalam konteks
peternakan, baik untuk penggunaan dalam pakan fungsional maupun sebagai pengawet alami hasil ternak
seperti daging unggas (Widayanti and Laksmita W, 2020). Kajian terhadap potensi antioksidan ekstrak pala
melalui metode in vitro seperti DPPH dapat menjadi landasan awal yang penting sebelum aplikasi lanjutan pada
sistem biologis atau produk ternak.

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi aktivitas antioksidan ekstrak biji pala menggunakan metode
DPPH, serta mengidentifikasi kandungan senyawa bioaktif seperti fenol dan flavonoid yang mendukung
aktivitas tersebut. Hasil dari studi ini diharapkan dapat menjadi kontribusi awal dalam pengembangan aditif
alami yang berpotensi diterapkan dalam industri peternakan modern, yang mengedepankan aspek kesehatan,
kualitas, dan keberlanjutan produk ternak.

METODE
Persiapan Bahan

Biji pala yang digunakan dalam penelitian ini diperoleh dari perkebunan petani di wilayah Tolitoli,
tepatnya di Desa Ogomoli, Sulawesi Tengah. Setelah dipanen, biji pala dikeringkan selama lima hari untuk
menurunkan kadar air pada bagian daging biji sehingga diperoleh biji pala kering. Proses penghilangan kulit
luar dilakukan dengan cara memecahkan biji secara manual untuk memperoleh inti biji pala.

Ekstraksi Biji Pala

Biji pala kering selanjutnya digiling menggunakan blender listrik hingga diperoleh bubuk halus. Proses
ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi, menggunakan pelarut etanol 96% dalam rasio bahan terhadap
pelarut sebesar 1:10. Sebanyak 200 gram bubuk biji pala (Myristica fragrans) direndam dalam 2000 mL etanol,
kemudian diaduk perlahan agar seluruh permukaan bahan terekstraksi secara merata. Maserasi dilakukan
selama lima hari, dengan pengadukan harian, hingga pelarut menunjukkan kejernihan sebagai indikasi
berkurangnya senyawa terlarut. Campuran kemudian disaring menggunakan kertas saring Whatman No. 1
untuk memisahkan filtrat dari ampas. Filtrat yang diperoleh selanjutnya diuapkan menggunakan rotary
evaporator (DLAB RE 100-Pro, Cina) pada suhu 40°C dalam penangas air hingga diperoleh ekstrak kental.
Ekstrak pekat tersebut disimpan pada suhu 4°C sampai tahap analisis berikutnya.

Aktivitas Antioksidan

Aktivitas antioksidan dianalisis dengan menggunakan metode DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
digunakan untuk mengukur kemampuan suatu sampel dalam menangkap radikal bebas. Metode ini, yang telah
dimodifikasi dari Martinez-Martinez-Morales et al, (2020), memberikan indikasi kuat terhadap aktivitas
antioksidan suatu bahan berdasarkan kemampuannya mengurangi radikal DPPH yang berwarna ungu.
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Persentase Inhibisi Radikal DPPH dihitung menggunakan rumus berikut:

A ontrol ‘q"\'iil'll EE
Iuhibisi(%j—( kontrol 7 7 I-') % 100

Akuntro]

Keterangan:
Axontro adalah absorbansi larutan DPPH tanpa sampel (kontrol negatif).
Asampel adalah absorbansi larutan setelah penambahan sampel.

Kualitatif Flavonoid dan Fenol Ekstrak Biji Pala

Metode Reaksi Shinoda dan Metode FeCl; digunakan untuk mendeteksi keberadaan flavonoid dan fenol dalam
ekstrak biji pala secara kualitatif.

Deteksi flavonoid dengan metode reaksi Shinoda

Metode reaksi Shinoda, yang telah dimodifikasi dari Maigoda et al, (2022), digunakan untuk mendeteksi
flavonoid dalam sampel berdasarkan perubahan warna yang terjadi akibat reaksi antara flavonoid dan
magnesium dalam kondisi asam.

Prosedur Uji:

Sebanyak 1 mL ekstrak sampel biji pala yang telah dilarutkan dalam etanol (konsentrasi ekstrak 1
mg/mL) ditambahkan serbuk magnesium. Kemudian, tambahkan beberapa tetes asam klorida pekat (HCI) ke
dalam campuran tersebut.

Hasil analisis:

Jika flavonoid hadir dalam sampel, akan terbentuk warna merah atau jingga. Warna ini menunjukkan
adanya flavon atau flavonol, yang terbentuk akibat reaksi antara flavonoid dan magnesium dalam kondisi asam,
menghasilkan kompleks warna.

Deteksi Fenol dengan Metode FeCl;

Metode ini digunakan untuk mendeteksi senyawa fenolik dalam sampel, dengan dasar pembentukan

kompleks antara ion besi (III) dan gugus fenolik.
Prosedur Uji:

Sebanyak 1 mL ekstrak sampel biji pala yang telah disiapkan ditambahkan 1 mL larutan FeCl3 1%.
Hasil analisis:

Kehadiran senyawa fenolik akan ditunjukkan oleh perubahan warna larutan menjadi biru, hijau, atau
ungu, tergantung pada struktur spesifik senyawa fenol yang ada dalam sampel. Warna ini terbentuk akibat
interaksi antara ion besi (III) dengan gugus fenolik, menghasilkan kompleks berwarna yang menunjukkan
keberadaan fenol dalam sampel.

Kuantitatif total flavonoid dan fenol ekstrak biji pala
Pengujian Total Flavonoid
Uji kandungan flavonoid dilakukan berdasarkan metode yang diadaptasi dari Purnama et al, (2021)

dengan beberapa modifikasi untuk mengukur total flavonoid dalam ekstrak biji pala. Standar yang digunakan
dalam uji ini adalah kuersetin, dan hasil kandungan total flavonoid dinyatakan dalam satuan mg QE (quercetin
equivalent) per g sampel.
Pengujian Total Fenol

Uji kandungan total fenolik dilakukan berdasarkan metode yang dikemukakan oleh Muflihah et al, (2021)
untuk mengukur kandungan total fenolik dalam ekstrak biji pala. Standar yang digunakan dalam uji ini adalah
asam galat, dan hasil kandungan total fenol dinyatakan dalam satuan mg GAE (gallic acid equivalent) per g
sampel.
Analisis dan Data Statistik

Data % inhibisi pada berbagai konsentrasi dianalisis secara deskriptif dan digunakan untuk menghitung
nilai ICso melalui regresi linear antara In(konsentrasi) dan % inhibisi, dengan R? sebagai penilaian kekuatan
hubungan. Kandungan total flavonoid dan fenol disajikan sebagai rata-rata dari tiga ulangan (n = 3) dalam
satuan mg QE/g dan mg GAE/g. Uji kualitatif flavonoid dan fenol dilaporkan secara naratif berdasarkan
perubahan warna. Seluruh data dianalisis menggunakan Microsoft Excel, serta ditampilkan dalam bentuk tabel
dan grafik.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pengujian aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH, berbagai konsentrasi ekstrak biji pala
(1,9 - 125 ppm) ditambahkan secara terpisah ke dalam larutan DPPH sebanyak 0,1 mL yang dilarutkan dalam
50 mL etanol. Campuran ini dikocok perlahan dan dibiarkan pada suhu ruangan selama 240 menit dalam
kondisi gelap untuk menghindari degradasi oleh cahaya. Setelah inkubasi, absorbansi campuran diukur pada
panjang gelombang 517 nm menggunakan spektrofotometer. Hasil analisis dapat dilihat pada (Tabel 1) di
bawah.

Tabel 1. Aktivitas antioksidan ekstrak biji pala dengan berbagaikan konsentrasi (ppm)

SI:r(r)lr}l)Seeln(g;rsrll) Ln Kosentrasi Absior;l;?erlm Inhibisi % Inhibisi [Cs0 (ppm)
125 4,8283 0,1730 0,7270 80,7778
62,5 4,1352 0,3304 0,5696 63,2889
31,5 3,4500 0,3567 0,5433 60,3667
15,6 2,7489 0,4053 0,4947 54,9667 5,38
7,8 2,0557 0,4529 0,4471 49,6778
39 1,3626 0,4544 0,4456 49,5111
1,9 0,6419 0,4868 0,4132 459111

Hasil analisis statistik regrsi linear menunjukkan adanya peningkatan yang signifikan pada aktivitas
antioksidan ekstrak biji pala seiring dengan peningkatan konsentrasi, yang diukur melalui % inhibisi (Wotosiak
et al,, 2021). Berdasarkan analisis regresi linear terlihat pada (Gambar 1) di bawah, ditemukan bahwa setiap
peningkatan 1 unit konsentrasi (In(konsentrasi)) menghasilkan kenaikan aktivitas antioksidan sebesar 7,317%
(Martinez-Morales et al., 2020). Temuan ini menunjukkan bahwa ekstrak biji pala memiliki hubungan linier
yang kuat antara konsentrasi dan aktivitas antioksidan. Menariknya, diprediksi bahwa pada konsentrasi nol
(In(konsentrasi) = 0), aktivitas antioksidan (% inhibisi) diperkirakan berada pada angka 37,69% (Watuseke et
al, 2024). Ini menunjukkan bahwa bahkan pada konsentrasi yang sangat rendah, ekstrak biji pala sudah
menunjukkan potensi aktivitas antioksidan yang signifikan. Lebih lanjut, berdasarkan persamaan regresi yang
dihasilkan dari analisis, nilai ICso dihitung sebesar 5,38 ppm. Nilai [Cso merupakan konsentrasi ekstrak di mana
aktivitas antioksidan mencapai 50% inhibisi. Nilai ini mengindikasikan bahwa ekstrak biji pala memiliki
aktivitas antioksidan yang sangat kuat (Nikolic et al., 2021), karena konsentrasi yang rendah sudah mampu
mencapai 50% inhibisi radikal bebas. Nilai ICso yang lebih rendah dari 1,9 ppm ini menempatkan ekstrak biji
pala dalam kategori antioksidan kuat, menurut klasifikasi umum aktivitas antioksidan (Kainama et al., 2020).

Temuan ini menunjukkan bagaimana aktivitas antioksidan meningkat seiring dengan peningkatan
konsentrasi ekstrak biji pala. Hasil ini konsisten dengan penelitian sebelumnya yang juga menunjukkan
hubungan positif antara konsentrasi antioksidan dan kemampuan inhibisi radikal bebas DPPH (Kainama et al.,
2020). Oleh karena itu, ekstrak biji pala dapat dianggap sebagai sumber antioksidan alami yang efektif dan
potensial untuk dikembangkan lebih lanjut dalam produk kesehatan atau pangan fungsional.

Identifikasi fitokimia

Hasil uji fitokimia secara kualitatif dan kuantitatif menunjukkan bahwa ekstrak biji pala mengandung
senyawa flavonoid dan fenol, dengan total kadar masing-masing sebesar 1,1099 mg EQ/g dan 45,6512 mg
EGA/g (Tabel 2).

Tabel 2. Identifikasi fitokimia senyawa ekstrak biji pala

Senyawa Hasil Total Kadar
Flavonid (+) 1,1099 mg EQ /g
Fenol (+) 45,6512 mg EGA/g

Kandungan flavonoid dalam ekstrak biji pala menunjukkan potensi sebagai sumber senyawa antioksidan,
mengingat flavonoid dikenal memiliki aktivitas antioksidan yang kuat melalui mekanisme penangkal radikal
bebas (Kejik et al., 2021). Hasil ini sejalan dengan penelitian sebelumnya yang melaporkan bahwa tanaman yang
mengandung flavonoid memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi, seperti yang ditemukan pada berbagai
tanaman obat lainnya (Shen et al., 2022).
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Kandungan fenol yang tinggi, sebesar 45,6512 mg EGA/g, juga mendukung sifat antioksidan dari ekstrak
biji pala (Shori, 2022). Senyawa fenolik umumnya dikenal memiliki aktivitas antioksidan yang signifikan (Costa
et al,, 2020), sehingga dapat berkontribusi dalam aplikasi pelestarian pangan, terutama dalam produk daging,
seperti yang digunakan dalam penelitian ini.

Selain ituy, tingginya kadar fenol dalam ekstrak biji pala juga menunjukkan potensi untuk dikembangkan
lebih lanjut sebagai agen antimikroba, mengingat banyak penelitian yang melaporkan aktivitas antimikroba
fenol terhadap berbagai mikroba patogen (Costa et al,, 2020). Oleh karena itu, hasil ini memperkuat hipotesis
bahwa ekstrak biji pala, dengan kandungan flavonoid dan fenolnya, dapat digunakan dalam formulasi pengawet
alami yang efektif untuk menjaga keamanan dan kualitas pangan, khususnya dalam pengawetan daging itik.

80 — ®m % Inhibisi
Linear Fit % Inhibition

70 - y=a-+ b*x
D a=7,32+ 1,34
ﬁ b=37,70 £4,12
£ %07 x=1,68
S

50

40 L— . : . : : :
3 4 5

|38}

Konsentrasi

Gambar 1. Persamaan regresi linier y = a + b*x menunjukkan hubungan signifikan antara
peningkatan konsentrasi ekstrak biji pala dengan persentase inhibisi.

KESIMPULAN
Ekstrak biji pala (Myristica fragrans) menunjukkan aktivitas antioksidan yang tinggi berdasarkan hasil uji

DPPH, dengan nilai ICsq sebesar 5,38 ppm, yang mengindikasikan potensi kuat sebagai penangkal radikal bebas.
Aktivitas ini didukung oleh keberadaan senyawa bioaktif berupa flavonoid dan fenol, dengan kadar masing-
masing sebesar 1,1099 mg QE/g dan 45,6512 mg GAE/g. Hasil uji kualitatif juga mengonfirmasi keberadaan
kedua senyawa tersebut dalam ekstrak. Temuan ini menunjukkan bahwa ekstrak biji pala memiliki potensi yang
menjanjikan sebagai sumber antioksidan alami, yang dapat diarahkan untuk pengembangan aditif fungsional
dalam industri peternakan, baik untuk mendukung kesehatan ternak maupun menjaga kualitas produk hasil
ternak.
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