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ABSTRACT

Nutmeg has strong antioxidant activity. Therefore, nutmeg flesh had potential to be developed into a
functional drink. However, the content of tannin compounds in nutmeg can give an astringent and bitter taste.
This can be minimized by adding protein to form a protein-tannin complex. The purpose of this study was to
determine the antioxidant activity of a low-tanin herbal instant drink using DPPH and ABTS tests as well as
total phenolic and total flavonoids. Nutmeg instan herbal drink is made based on method by adding 3% egg
white. Furthermore, 15% maltodextrin and 1% egg white were added in the encapsulation process. After that,
the antioxidant activity was tested in vitro. Nutmeg herbal instant drink showed antioxidant activity values of
DPPH and ABTS of 354,191 + 1,324 pg/mL and 308,520 + 4,128 pug/mL, respectively. The antioxidant activity
provided by instant herbal nutmeg drink was influenced by the total phenolic content and total flavonoid
content of 13,789 + 0.0401% EAG and 11,892 + 0.120% EK, respectively. Nutmeg herbal instant drink has
weak antioxidant activity as the total phenolic content and total flavonoid decrease due to the precipitation
process through the phenolic-protein bond of egg white.
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ABSTRAK

Buah pala memiliki aktivitas antioksidan yang kuat. Oleh karena itu, daging buah pala berpotensi
dikembangkan menjadi minuman fungsional. Namun, kandungan senyawa tanin dalam buah pala dapat
memberikan rasa sepat dan getir. Hal ini dapat diminimalisir dengan menambahkan protein sehingga terbentuk
kompleks protein-tanin. Peneltian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidan minuman instan herbal
pala rendah tanin menggunakan uji DPPH dan ABTS serta total fenolik dan total flavonoid. Minuman instan
herbal pala dibuat dengan menambahkan putih telur 3%. Selanjutnya ditambahkan maltodekstrin 15% dan
putih telur 1% dalam proses enkapsulasi. Setelah itu, dilakukan pengujian aktivitas antioksidan secara in vitro.
Minuman instan herbal pala menunjukkan nilai aktivitas antioksidan DPPH dan ABTS secara berturut-turut
sebesar 354.191 £+ 1.324 pg/mL dan 308.520 + 4.128 pug/mL. Aktivitas antioksidan yang diberikan oleh
minuman instan herbal pala dipengaruhi oleh kandungan total fenolik dan total flavonoid secara berturut-turut
sebesar 13.789 £ 0.0401 % EAG dan 11.892 + 0,120 % EK. Minuman instan herbal pala memiliki aktivitas
antioksidan yang lemah seiring dengan kandungan total fenolik dan total flavonoid menurun akibat proses
pengendapan melalui ikatan fenolik-protein putih telur.

Kata kunci : aktivitas antioksidan, dpph, abts, buah pala
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PENDAHULUAN

Pala (Myristica fragrans Houtt.) merupakan tumbuhan berupa pohon yang berasal dari
kepulauan Banda, Maluku. Akan tetapi, tanaman pala sudah menyebar ke daerah sekitarnya seperti
Sulawesi Utara. Sulawesi Utara memproduksi pala sebanyak 8.567 ton pada tahun 2020 dengan
kontribusi terbesar di Indonesia sebesar 19,85% (Direktorat Jenderal Perkebunan, 2020). Pala yang
berasal dari Sulawesi Utara telah banyak di ekspor ke luar negeri baik dalam bentuk biji atau telah
ditumbuk. Minat konsumen yang tinggi terhadap tanaman pala karena pala merupakan salah satu
jenis rempah-rempah yang banyak digunakan dalam industri makanan, farmasi, dan kosmetik
(Thangathurai et al., 2018).

Daging buah pala setelah diambil biji dan fulinya, belum dimanfaatkan secara maksimal dan
menjadi limbah buangan. Oleh karena itu, daging buah pala dapat dimanfaatkan menjadi minuman
herbal instan sebagai sumber antioksidan. Minyak atsiri yang terkandung dalam daging buah pala
memiliki aktivitas antioksidan yang kuat dibandingkan dengan bagian biji, akar dan batang (Ginting
et al., 2018; Sipahelut et al., 2020). Myristicin adalah salah satu komponen utama minyak atsiri
tanaman pala yang berperan penting sebagai antioksidan (Al-Jumaily dan Al-Amiry, 2012). Selain
senyawa miristisin, aktivitas antioksidan daging buah pala dipengaruhi oleh senyawa tanin. Namun,
senyawa tanin yang terdapat dalam daging buah pala dapat menyebabkan rasa sepat dan getir pada
produk olahan daging buah pala sehingga dapat mengurangi tingkat penerimaan konsumen. Oleh
karena itu, kadar tanin dalam produk minuman herbal instan daging buah pala harus dikurangi dengan
penambahan zat flokulan dari albumin putih telur (Faliman, 2014).

Selanjutnya, dalam proses pembuatan minuman herbal instan daging buah pala dengan cara
kristalisasi dapat mengakibatkan hilangnya senyawa aktif yang terkandung. Untuk mencegah hal ini,
enkapsulasi merupakan metode yang menjanjikan untuk menjaga stabilitas senyawa bioaktif
(Ezhilarasi et al., 2013) dalam produk minuman herbal instan daging buah pala sebagai sumber
antioksidan. Oleh karena itu, perlu dilakukan pengujian aktivitas antioksidan dari minuman instan
herbal buah pala sehingga dapat menjamin sifat fungsional antioksidannya.

METODE PENELITIAN

2.1. Alat dan Bahan

Alat yang digunakan antara lain : neraca analitik dengan kepekaan 0,1 mg (Mettler Toledo),
spektrofotometer UV-VIS (UV 1800-Shimadzu), dan alat-alat gelas (Pyrex) yang lazim digunakan di
Laboratorium Kimia Analisis.

Bahan yang digunakan antara lain : buah pala yang berasal dari Pulau Sangihe, Provinsi Sulawesi
Utara, Indonesia, Aqua (Danone), telur, maltodekstrin (food grade), gula pasir (Indomaret), 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-Aldrich), 2,2'-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid (Sigma-Aldrich), potassium persulfate (Sigma-Aldrich), ethanol p.a. (Merck), natrium
carbonate (Merck), asam galat (Sigma-Aldrich), folin-ciocalteu (Merck), kuersetin (Sigma-Aldrich),
natrium nitrite (Merck), natrium hydroxide (Merck), aquadest (Bratachem).

2.3. Pembuatan Ekstrak Sari Buah Pala

Buah pala yang telah dipotong kecil-kecil diekstraksi menggunakan air dengan perbandingan 1:3 b/v
(Indriaty & Assah, 2015). Sari buah pala yang dihasilkan dipanaskan pada suhu 80°C dan
ditambahkan putih telur dengan konsentrasi 3% dari filtrat buah pala sambil diaduk. Selanjutnya
didiamkan dan disari kembali untuk memisahkan ampas putih telur dan sari buah pala.

2.4. Proses Enkapsulasi

Ekstrak sari pala yang telah diperoleh sesuai dengan perlakuan ditambahakan dengan maltodekstrin
sebesar 15% (Harahap, 2019) dan putih telur 1%. Kemudian dihomogenisasi dengan menggunakan
mixer selama 30 menit. Selanjutnya, dituang kedalam Loyang dan hamparkan tipis-tipis,lalu
keringkan dengan oven pada suhu 55-65°C hingga kering. Lempengan tipis sari buah yang telah
kering ditambahkan gula pasir/gula halus sebanyak 20% b/b (Faliman, 2014). Setelah itu,
dihancurkan dengan blender dan diayak agar ukuran seragam.
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2.5. Uji Aktivitas Antioksidan DPPH

Aktivitas antioksidan radikal DPPH dilakukan berdasarkan Kikuzaki et al., (2002) dengan
modifikasi. Pada pengujian ini diambil 4 mL dari masing-masing larutan sampel (80, 160, 240, 320,
400 pg/mL) dan ditambahkan 1 mL DPPH 0,4 mM. Campuran divortex selama 1 menit dan
didiamkan selama 15 menit pada suhu 25°C di ruang gelap. Absorbansi masing-masing larutan diukur
menggunakan spektrofotometer pada Panjang gelombang maksimum 517 nm menggunakan etanol
sebagai blanko. Aktivitas antioksidan dihitung sebagai nilai ICso. Nilai 1Cso diperoleh dari persamaan
regresi linier hasil ploting persen inhibisi dengan konsentrasi (pg/mL). Persamaan berikut
menghitung persen inhibisi:

Abs Kontrol—Abs Sampel

% Inhibisi = Abs Kontrol

2.6. Uji Aktivitas Antioksidan ABTS

Aktivitas antioksidan radikal ABTS dilakukan berdasarkan Aktumsek et al., (2013) dengan sedikit
modifikasi. Secara singkat, kation radikal ABTS dihasilkan dengan mereaksikan 28,406 mg abts dan
14 mg kalium persulfat dalam 20 mL akuades. Campuran didiamkan selama 16 jam pada suhu kamar
kemudian ditambahkan aquadest hingga 100 mL. Sebanyak 4 mL dari masing-masing larutan sampel
(150, 300, 450, 600, dan 750 pg/mL) diambil dan ditambahkan 1 mL ABTS. Campuran divortex
selama 1 menit dan didiamkan selama 10 menit pada suhu 25°C dalam ruangan gelap. Absorbansi
masing-masing larutan diukur menggunakan spektrofotometer pada bilangan gelombang 730 nm
menggunakan aquadest sebagai blanko. Aktivitas antioksidan dihitung sebagai nilai 1Cso. Nilai ICsg
diperoleh dari persamaan regresi linier hasil ploting persen inhibisi dengan konsentrasi (pug/mL).

Persamaan berikut menghitung persen inhibisi:
0 ... . _ Abs Kontrol—Abs Sampel
% Inhibisi =

Abs Kontrol
2.7. Penentuan Kandungan Total Fenolik

Kandungan total fenolik sampel dilakukan berdasarkan Chun et al., (2003). Sebanyak 1 mL dari
masing-masing larutan sampel diambil dan ditambahkan 0,4 mL pereaksi folin-ciocalteau. Campuran
didiamkan selama 5 menit kemudian ditambahkan 4 mL Na>COs 7% dan akuades hingga 10 mL.
Campuran didiamkan selama 2 jam. Absorbansi campuran dan blanko yang berisi semua reagen
kecuali sampel ditentukan pada panjang gelombang 755 nm. Penyerapan larutan fenolik standar
diukur di bawah kondisi yang sama untuk membuat kurva kalibrasi. Semua penentuan dilakukan
dengan tiga kali pengulangan. Jumlah total kandungan fenolik dalam sampel dinyatakan sebagai mg
ekivalen asam galat (EAG)/ g sampel (%b/b EAG).
2.8. Penentuan Kandungan Total Flavonoid

Kandungan flavonoid total sampel dilakukan berdasarkan Zou et al., (2004). Sebanyak 1 mL
dari masing-masing larutan sampel diambil dan ditambahkan 4 mL aquades dan 0,3 mL NaNO> 10%.
Campuran didiamkan selama 6 menit kemudian ditambahkan 0,3 mL AICl3 10%, 4 mL NaOH 10%
dan aquadest hingga 10 mL. Campuran didiamkan selama 15 menit. Absorbansi campuran dan blanko
yang berisi semua reagen kecuali sampel ditentukan pada panjang gelombang 495 nm. Penyerapan
larutan standar flavonoid diukur pada kondisi yang sama untuk membuat kurva kalibrasi. Semua
penentuan dilakukan dengan tiga kali pengulangan. Jumlah kandungan flavonoid total dalam sampel
dinyatakan sebagai mg ekivalen kuersetin (EK)/ g sampel (%b/b EK).

x 100%

x 100%

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sejumlah besar bukti telah menunjukkan peran kunci untuk radikal bebas dalam proses
penuaan dan penyakit degeneratif seperti kanker, penyakit kardiovaskular, katarak, dan sistem
kekebalan tubuh serta disfungsi otak (Park et al., 2017). Salah satu buah yang memiliki kandungan
aktivitas antioksidan yang kuat adalah buah pala. Pembuatan minuman instan lemon kalamasi yang
dikombinasikan dengan penambahan sari daging buah pala menunjukkan aktivitas antioksidan yang
tidak berbeda nyata dengan formulasi menggunakan daun cengkeh (Edam et al., 2016). Oleh karena
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itu, daging buah pala dapat dikembangkan menjadi minuman herbal instan. Dalam pembuatan
minuman herbal instan daging buah pala digunakan protein putih telur untuk mengikat kandungan
senyawa tanin (Chandrasekara & Shahidi, 2018) yang dapat menimbulkan rasa sepat dan getir.
Dalam menjamin sifat fungsional antioksidan dari minuman herbal instan daging buah pala,
maka dilakukan pengujian aktivitas antioksidan secara in vitro melalui metode pengujian radikal
DPPH dan ABTS. Aktivitas antioksidan berdasarkan kedua metode uji tersebut ditentukan
berdasarkan perubahan absorbansi, kestabilan, dan warna DPPH" atau ABTS™ (Floegel et al., 2011;
Olszowy & Dawidowicz, 2018). Dalam studi ini, reduksi warna dari radikal DPPH® dan ABTS™
diukur pada Panjang gelombang 517 nm dan 730 nm secara berturut-turut yang mana terjadi reduksi
warna ungu menjadi kuning pada pengujian DPPH dan intensitas warna hijau-biru semakin berkurang
pada pengujian ABTS (Faisal & Handayani, 2019). Parameter 1Csq paling sering diterapkan untuk
mengekspresikan aktivitas antioksidan senyawa ketika menggunakan metode DPPH dan ABTS
(Dawidowicz et al., 2012; Olszowy & Dawidowicz, 2018). Hal ini dapat dilihat pada Tabel 1.
Mekanisme reaksi radikal pada metode DPPH dan ABTS diklasifikasikan sebagai reaksi
transfer elektron tunggal (Martysiak-Zurowska & Wenta, 2012) yang mana terjadi transfer satu atau
lebih elektron untuk mereduksi senyawa target. Radikal ABTS bersifat larut dalam air sedangkan
radikal DPPH bersifat hidrofobik sehingga harus dilarutkan dalam pelarut organik (Schaich et al.,
2015). Berdasarkan Tabel 1, aktivitas antioksidan minuman instan herbal pala yang diberikan oleh
metode ABTS (308.520 + 4.128 ug/mL) lebih kuat dibandingkan dengan metode DPPH (354.191 +
1.324 pg/mL). Hal ini berbeda dengan hasil yang dilaporkan oleh Martysiak-Zurowska & Wenta
(2012) yaitu kapasitas total antioksidan susu manusia yang ditentukan menggunakan metode ABTS
memiliki aktivitas antioksidan lebih rendah dibandingkan dengan pengujian DPPH. Hal ini dapat
dipengaruhi oleh perbedaan pelarut yang digunakan yang mana Kinetika reaksi radikal DPPH dan
ABTS dapat dipengaruhi oleh pelarut dan pH (Schaich et al., 2015). Martysiak-Zurowska & Wenta
(2012) menggunakan pelarut methanol pa untuk melarutkan DPPH sedangkan penelitian ini
menggunakan pelarut etanol pa. pelarut etanol pa merupakan pelarut yang kurang polar (semipolar)
dibandingkan dengan pelarut methanol. Hal ini dapat menyebabkan terjadinya reaksi tranfer atom
hidrogen pada radikal target yang menggunakan pelarut etanol pa. methanol merupakan pelarut yang
memiliki reaksi yang kuat terhadap ikatan hidrogen sehingga dapat mengganggu pelepasan atom
hidrogen. Kondisi ini mengindikasikan hasil yang dilaporkan oleh Martysiak-Zurowska & Wenta
(2012) pada pengujian DPPH melalui mekanisme transfer elektron sedangkan penelitian ini terjadi
melalui mekanisme transfer atom hidrogen. Mekanisme reaksi radikal yang terjadi melalui transfer
electron sangat cepat dibandingkan dengan transfer atom hidrogen (Xie & Schaich, 2014). Hasil yang
sama dilaporkan oleh Antasionasti et al. (2021) dengan menggunakan pelarut etanol bahwa aktivitas
antioksidan ekstrak daging buah pala dengan metode ABTS memiliki nilai 1Cso lebih kecil
dibandingkan dengan metode DPPH.
Tabel 1. Aktivitas antioksidan, kandungan total fenolik dan total flavonoid minuman herbal pala

instan
DPPH ABTS Kandungan total Kandungan total
Sampel (1Cs0-pg/mL + (ICs0-pg/mL + fenolik (%b/b flavonoid (%b/b
SD) SD) EAG £ SD) EK+ SD)
Herbal Pala 354.191 +1.324  308.520 + 4.128 13.789 + 0.041 8.255 + 0.064

Vitamin C*  0.539 £ 0.001 0.699 + 0.004 - -

*Antasionasti et al. (2021)

Tabel 1 menunjukkan bahwa minuman instan herbal pala memiliki aktivitas antioksidan yang
lemah dengan nilai 1Cso diatas 200 pg/mL (Ervina et al., 2016). Hal ini menunjukkan bahwa aktivitas
antioksidan minuman instan herbal pala lebih rendah dibandingkan dengan vitamin c. Namun,
penggunaan senyawa antioksidan sintesis seperti vitamin ¢ dapat menyebabkan potensi karsinogenik
(Chandrasekara & Shahidi, 2018). Selain itu, nilai 1Cso yang diberikan minuman instan herbal pala
lebih lemah dibandingkan dengan ekstrak buah pala yang dilaporkan oleh Ginting et al., (2018) dan
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Selonni (2021). Hal ini dapat disebabkan oleh berkurangnya kadar tanin akibat berikatan dengan
protein putih telur. Ikatan yang terbentuk antara protein dengan tanin sangat mempengaruhi aktivitas
biologis senyawa tanin (Kosinska et al., 2011) salah satunya aktivitas antioksidan (Dieng et al., 2020;
Gourlay & Constabel, 2019; Miranti et al., 2018). Senyawa tanin yang merupakan ligand multidentat
(Kosinska et al., 2011) dan putih telur dapat berikatan melalui ikatan ionik, interaksi hidrofobik, dan
ikatan ikatan hidrogen (McRae & Kennedy, 2011). Adanya ikatan-ikatan dan interaksi antara
senyawa tanin dan protein putih telur menyebabkan terjadinya pembentukan agregat-agregat dari
protein dan tanin yang saling berikatan. Agregat-agregat protein-tanin yang telah terbentuk memicu
terjadinya cross-link antara agregat-agregat tersebut dan membentuk kompleks protein-tanin.
Kompleks protein — tanin yang terbentuk akan menyebabkan terjadinya pengendapan (McRae &
Kennedy, 2011). Selain itu, protein juga dapat bereaksi dengan partikel-partikel dalam koloid sari
buah yang bermuatan negatif. Sisi kation dari protein putih telur.akan berikatan dengan partikel -
partikel di dalam koloid tersebut. Adanya ikatan tersebut menyebabkan terjadinya pengendapan
(Granato, 2010).

Berkurangnya kadar tanin dapat ditinjau dari kandungan total fenolik dan total flavonoid. Tanin
merupakan senyawa flavonoid karena strukturnya yang memiliki 2 cincin aromatik yang diikat oleh
tiga atom karbon (Hidjrawan, 2018) dan flavonoid merupakan golongan senyawa metabolit sekunder
fenolik, yang dicirikan oleh struktur benzo-piron (Irma Antasionasti et al., 2020). Wijayanti et al
(2018) melaporkan bahwa fuli pala memiliki kadar fenolik dan flavonoid sebesar 37 — 52 % b/b EAG
dan 6 — 13 % b/b EK. Berdasarkan Tabel 1 dapat dilihat bahwa kandungan total fenolik dan total
flavonoid minuman instan herbal pala lebih rendah dibandingkan hasil yang dilaporkan oleh
Wijayanti et al (2018). Hal yang sama dilaporkan oleh Dareda et al., (2020) bahwa kandungan fenolik
ekstrak buah pala sebesar 29,71 £ 0.67 - 50,09 £ 0,67 pug/mL. Hal ini menunjukkan ekstrak buah pala
memiliki kandungan fenolik lebih tinggi dibandingkan dengan minuman instan herbal pala
sebagaimana nilai tersebut dikonversi ke satuan % mg/g EAG. Kandungan total fenolik dihitung
berdasarkan ekivalen asam galat berdasarkan persamaan yang dilaporkan oleh Abdelhady et al.,
(2011). Dalam bentuk olahan sirup buah pala (Faridah et al., 2013) kandungan fenolik berkurang
dibandingkan dengan ekstrak buah pala. Namun, kandungan fenolik sirup buah pala sebesar 140,68
+ 0.389 mg EAGI/L lebih tinggi dibandingkan minuman instan herbal pala. Ketika kandungan fenolik
sirup buah pala dikonversi ke satuan % mg/g EAG, diperoleh nilai 20,99 % b/b EAG.

KESIMPULAN

Minuman instan herbal pala rendah tanin memiliki aktivitas antioksidan yang lemah sehingga
dalam proses pengembangannya menjadi minuman fungsional antioksidan harus dikombinasikan
dengan sumber alam lain yang kaya antioksidan. Hal ini akan meningkatkan kandungan fenolik dan
flavonoid minuman instan herbal pala yang mana sebelumnya terjadi pengendapan akibat ikatan
fenolik-protein putih telur.
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