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Loquat leaf (Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.) have been known
to contain flavonoid compounds, alkaloids, tannins, saponins,
triterpenoids and glycosides, these compounds have the potential to
be antioxidants and can ward off free radicals. The purpose of this
study was to determine the fraction of n-hexane ethyl acetate and
water with extract of loquat leaf which have antioxidant activity, and
to find out, respectively, which fraction had the most active activity
from the ICso value in activity antioxidant. The extraction method of
loguat was macerated using 96% ethanol and then fractionated with
n-hexane, ethyl acetate, and water. The obtained fraction was tested
for antioxidant activity against free radicals using the DPPH method
using UV-Vis spectrophotometer at the wavelength of 516 nm. The
results of the loquat leaf fraction test have antioxidant activity which
can be seen from the ICsovalue, namely the n-hexane fraction is 1792
ppm, the ethyl acetate fraction is 89.60 ppm, the water fraction is
394.99 ppm, and quercetin is 13.03 ppm, so the most active
antioxidant is obtained ethyl acetate.
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ABSTRAK

Daun biwa (Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.) telah diketahui memiliki kandungan senyawa
flavonoid, alkaloid, tanin, saponin, triterpenoid dan glikosida, senyawa tersebut berpotensi sebagai
antioksidan dan dapat menangkal radikal bebas. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui fraksi n-
heksan, etil asetat, dan air dengan ekstrak daun yang memiliki aktivitas antioksidan, dan mengetahui
masing-masing fraksi mana yang mempunyai aktivitas teraktif dari nilai ICso dalam aktivitas antioksidan.
Metode pembuatan ekstraksi daun biwa dimaserasi menggunakan etanol 96% kemudian difraksinasi
dengan n-heksan, etil asetat, dan air. Fraksi yang diperoleh, diuji aktivitas antioksidan terhadap radikal
bebas dengan metode DPPH menggunakan alat spektrofotometer UV-Vis panjang gelombang 516 nm.
Hasil uji fraksi daun biwa memiliki aktivitas antioksidan yang terlihat dari nilai ICso yaitu dari fraksi n-
heksan adalah 1792 ppm, fraksi etil asetat 89,60 ppm, fraksi air 394,99 ppm, dan kuersetin 13,03 ppm,

jadi didapatkan antioksidan teraktif adalah etil asetat..

Kata kunci: Antioksidan; Daun biwa; DPPH; Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.

PENDAHULUAN

Tanaman biwa (Eriobotrya japonica
(Thunb.) Lindl.) yang dikenal dengan nama
loquat di Indonesia. Daun biwa merupakan
tanaman yang memiliki begitu banyak manfaat
menjadi obat tradisional, tetapi tidak banyak
masyarakat Indonesia yang mengetahuinya.
Daun biwa mengandung amygdalin (amygdalin
dikenal sebagai anti kanker), tanin dan
flavonoid yang lebih tinggi bila dibandingkan
dengan buahnya. Telah banyak hasil penelitian
yang menunjukkan bahwa flavonoid pada daun
biwa Dberfungsi sebagai anti-proliferatif.
Kandungan senyawa flavonoid pada tanaman
biwa tersebut memungkinan bahwa tanaman
ini memiliki aktivitas sebagai antioksidan.*

Tanaman biwa memiliki nilai pengobatan
yang tinggi karena telah digunakan secara
historis sebagai obat-obatan tradisional selama
ribuan tahun. Ekstrak biwa telah digunakan
untuk pengobatan batuk, bronkitis kronis,
peradangan, diabetes, dan kanker pada
pengobatan tradisional Tiongkok,
sebagaimana dicatat oleh literatur kuno seperti
"Kompendium Materia Medica". Khasiat biwa,
seperti yang digunakan dalam pengobatan
tradisional Tiongkok, didukung oleh bukti ilmiah
terkini mengenai senyawa aktif farmakologis

dalam ekstrak tumbuhan dan asosiasi struktur

aktivitasnya. Ekstrak daun, buah, dan bunga
biwa memiliki berbagai aktivitas, seperti
antioksidan, antiinflamasi, antidiabetes,
antikanker, dan gastroprotektif.?

Antioksidan adalah zat yang
menghentikan molekul lain dari oksidasi
dengan cepat atau melucuti radikal bebas.
Kehadiran radikal bebas dalam makromolekul
seluler dapat menyebabkan beberapa kondisi
patofisiologi seperti alzheimer, hipertensi,
kerusakan hati, penyakit parkinson, dan down
syndrome.3 Aktivitas antioksidan belum banyak
dipelajari pada tanaman biwa. Teknik DPPH
(1,1-diphenyl-2 picrylhydrazil) dipakai buat
mengukur tingkat aktivitas antioksidan. Reaksi
DPPH yang menarik hidrogen dari antioksidan
itu sendiri, membentuk dasar dari teknik ini.
Aktivitas antioksidan bisa diukur dengan
menggunakan nilai ICso. Konsentrasi efektif
ekstrak yang diperlukan guna mengurangi
semua radikal bebas hingga 50% dikenal
sebagai nilai ICso.*

Sesuai dengan riset sebelumnya yang
dilaksanakan oleh Yuliana (2020) tentang uiji
aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol daun
biwa dengan teknik DPPH memiliki aktivitas
antioksidan dengan nilai ICso sebesar 56,55
pg/mL.  Dalam  penelitian ini, aktivitas

antioksidan dari fraksi n-heksan, etil asetat, dan
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air ekstrak daun biwa diuji dengan
menggunakan metode DPPH, yang didasarkan
pada temuan penelitian sebelumnya yang
hanya meneliti ekstrak daun biwa saja.
METODE PENELITIAN
Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam
penelitian ini adalah neraca analitik, rotary
evaporator, waterbath, spektrofotometer UV-
Vis, blender, corong pisah, oven, penyaringan,
pipet tetes, tabung reaksi, rak tabung reaksi,
labu tentukur, kertas saring, kain flanel, botol
coklat maserasi, pisau, batang pengaduk,
cawan petri, ayakan 60 mesh, erlenmeyer.
Bahan simplisia yang digunakan adalah daun
biwa (Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.),
aquadest (PT Bratachem), etanol 96% (Merck),
n-heksan (Merck), etil asetat (Merck), H2SO4
(Merck), CeSO4 (PT Bratachem), FeCls
(Merck), serbuk Mg (Merck), HCI (Merck),
NaOH (PT Bratachem), amoniak (PT
Bratachem), CHsCOOH (PT Bratachem),
reagen dragendorf (PT Bratachem), reagen
Mayer (PT Bratachem), kloroform (PT
Bratachem), DPPH (Sigma).
Prosedur Penelitian
Pengumpulan sampel

Bahan simplisia yang dipakai yaitu daun
biwa (Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.),
simplisia didapatkan di daerah Surakarta, Jawa
Tengah. Daun yang bakal dipakai dipilih
dengan kondisi daun yang masih segar.
Selanjutnya daun biwa dibersihkan dengan
dicuci, dirajang, ditimbang, lalu dikeringkan
pada suhu 50°C menggunakan oven. Setelah
daun simplisia kering didapatkan, daun
diblender dan diayak 60 mesh sehingga
diperoleh bubuk daun biwa, kemudian
dimasukkan ke dalam kantung plastik dan

disimpan pada suhu kamar.®

Pembuatan ekstrak

Ekstrak dari daun biwa dibuat dengan
teknik maserasi menggunakan pelarut etanol
96%. Serbuk halus dari daun biwa ditambahkan
pada maserator sebanyak 800 gram dan
sebanyak 1000 mL etanol 96%, lalu selama 3
hari direndam dan sesekali dikocok.
Pemisahan maserasi dilakukan dengan filtrasi
atau cara penyaringan. Sebanyak 2 kali
pengulangan dalam proses penyarian dengan
jumlah dan jenis pelarut yang sama. Maserasi
yang sudah terkumpul sampai didapatkan
ekstrak kental dengan rotary evaporatory lalu
diuapkan hingga menjadi ekstrak kental
kemudian dihitung rendemennya.®
Pembuatan fraksi

Cara fraksinasi ekstrak etanol daun biwa
dilakukan dengan menimbang 20 gram ekstrak
dari maserasi dalam beker gelas lalu dilarutkan
dengan 75 mL air, yang diletakkan pada corong
pisah kemudian memasukkan pelarut n-heksan
3 kali masing-masing sebanyak 75 mL. setelah
itu menampung fase n-heksan yang didapatkan
dan untuk mendapatkan hasil fraksinya, n-
heksan dipekatkan dengan vacuum rotary
eveporator. Selanjutnya menggunakan pelarut
etil asetat yang dilakukan 3 kali fraksinasi
masing-masing 75 mL, untuk memperoleh
fraksi etil asetat maka etil asetat dipekatkan
dengan vacuum rotary eveporator. Kemudian,
didapatkan residu air yang telah ditampung
pada wadah akan dikeringkan dengan
waterbath sampai mendapatkan hasil fraksi air
dan ditimbang.”
Uji Aktivitas Antioksidan Dengan Metode
DPPH
Pembuatan larutan DPPH

Menimbang sebanyak 15,8 mg serbuk

DPPH pada wadah gelap, kemudian
dimasukkan dalam labu takar yang telah
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dilapisi dengan alumunium foil 100 mL dan
ditambah etanol p.a hingga tanda batas
sehingga diperoleh konsentrasi larutan DPPH
sebesar 0,4 Mm. Pembuatan larutan DPPH
harus selalu dibuat baru pada saat akan
digunakan dan tidak boleh berlebihan, karena
larutan DPPH akan menjadi tidak stabil saat
sudah menjadi larutan.
Pembuatan larutan sampel

Ekstrak etanol fraksi n-heksan, etil
asetat, dan air sebanyak 25 mg ditimbang, lalu
masing-masing dilarutkan dengan metanol
dalam labu tentukur 50 mL sampai tanda batas
(konsentrasi 500 ppm). Masing- sampel sampel
dipipet sebanyak 2,5 mL; 5 mL; 7,5 mL; dan 10
mL, lalu dimasukkan dalam labu tentukur 25 mL
(agar didapatkan konsentrasi 50, 100, 150, dan
200 ppm). Menambahkan 5 mL larutan DPPH
(konsentrasi 0,04 ppm) dalam masing-masing
labu tentukur sebanyak dan ditambahkan
etanol p.a sampai tanda batas. Kemudian
didiamkan selama 23 menit di tempat yang
gelap, lalu serapannya diukur dengan
spektrofotometer pada panjang gelombang 516
nm.8
Pembuatan larutan pembanding

Larutan kuersetin dibuat dengan
menimbang kuersetin sebanyak 10 mg dan
dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL,
HASIL DAN PEMBAHASAN

Tabel 1. Hasil uji kuantitatif fraksi n-heksan daun biwa

kemudian ditambahkan etanol p.a sampai
tanda batas, sehingga diperoleh larutan
dengan konsentrasi 1000 ppm, kemudian
larutan dipipet sebanyak 0,1 mL; 0,2 mL; 0,3
mL; dan 0,4 mL larutan induk dan dimasukkan
dalam labu tentukur 5 mL (agar didapatkan
konsentrasi 2, 4, 6, dan 8 ppm). Lalu
ditambahkan dalam masing-masing labu
tentukur sebenyak 1 mL larutam DPPH
(konsentrasi 200 ppm) dan tambahkan etanol
p.a sampai tanda batas. Kemudian mengukur
serapannya dengan spektrofotometer pada
panjang gelombang 516 nm.°
Perhitungan nilai ICs

Nilai ICso ditentukan dari nilai absorbansi
dari konsentrasi masing-masing larutan. Dari
data tersebut sehingga dihasilkan persen
inhibisi yang dihitung berdasarkan persamaan
berikut ini:

Abs Blanko-Abs sampel
Abs Blanko 100

%

Nilai ICso dihitung dengan menggunakan

% Peredaman =

persamaan regresi linear, konsentrasi sampel
sebagai sumbu x dan persen inhibisi sebagai
sumbu y. Dari persamaan : y = a + bx dapat

dihitung nilai ICso dengan menggunakan rumus

50-a
| -
Cso b

Konsentrasi (ppm)

% inhibisi

ICso (Hg/mL)

50
100
150
200

6,18
7,08
8,68
9,85

1792

Sampel yang digunakan dalam
penelitian ini adalah daun biwa yang
didapatkan di daerah Surakarta, Jawa Tengah.
Tanaman biwa dilakukan determinasi di UPT

Laboratorium Herbal Materia Medica Batu.

Hasil ekstraksi yang diperoleh dari daun biwa
pada pembuatan maserasi sebanyak 800 gram
serbuk, diperoleh persentasi sebesar 18,6%.
Selanjutnya, dilakukan pemisahan dengan

menggunakan metode cair-cair menggunakan
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corong pisah. Ekstrak daun biwa ditimbang 20
gram dan hasil dari fraksinasi ekstrak etanol
daun biwa diperoleh rendemen fraksi n-heksan
sebesar 15,4%, fraksi etil asetat sebesar
32,75% dan fraksi air sebesar 51,5%.° Hasil

pengujian aktivitas antioksidan fraksinasi dari

daun biwa dengan menggunakan metode
DPPH yang di ukur absorbansinya pada
spektrofotometri UV-Vis dengan panjang
gelombang 516 nm dapat dilihat pada Tabel 1,
Tabel 2, Tabel 3, dan Tabel 4.

Tabel 2. Hasil uji kuantitatif fraksi etil asetat daun biwa

Konsentrasi (ppm) % inhibisi ICso (pg/mL)
50 37,44
100 55,48
150 66,32 89,60
200 79,92
Tabel 3. Hasil uji kuantitatif fraksi air daun biwa
Konsentrasi (ppm) % inhibisi ICso (ng/mL)
50 8,12
100 12,43
150 19,99 394,99
200 26,17
Table 4. Hasil uji kuantitatif kuersetin daun biwa
Konsentrasi (ppm) % inhibisi ICso (Mg/mL)
2 46,37
4 46,93
6 47,63 13,03
8 48,36
Fraksi n-heksan Fraksi etil asetat
15 -
y = 0.0252x + 4.795
€ 10 - R?=0.9948 100 y =0,2766x + 25,22
> T_E\ % Rz:oy
2 > 60
8 5 - 3
O 08 40
o = 20
0 50 100 150 200 250 0 . o0 200 200
kosentrasi ppm kosentrasi ppm
Fraksi air Kuersetin
30 -
25 1 vy=01234x+125 4837 - 0,3335¢ + 45,655
CE\ 20 - R?=0,9949 % 48 RZ =0,9982
S 15 - S 475
g 10 - g 47
0 o
5 46,5
0 46 4

0 100 200 300
kosentrasi ppm

0 5 10
kosentrasi ppm

Gambar 1. Grafik hasil analisis aktivitas antioksidan fraksi daun biwa; (A) n-Heksan; (B) Etil Asetat;

(C) Air; (D) Kuersetin.
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Dari hasil penelitian pada Tabel 1, Tabel
2, Tabel 3, dan Tabel 4, menunjukkan bahwa
Fraksi etil asetat memiliki aktivitas antioksidan
kuat dan kuersetin  memiliki  aktivitas
antioksidan yang sangat kuat karena kuersetin
merupakan senyawa flavonoid yang efektif
untuk meredam aksi radikal. Sedangkan fraksi
n-heksan dan fraksi air tidak dapat di katakan
antioksidan karena nilai inhibisi tidak mencapai
50%. Nilai ICso masing-masing yaitu fraksi n-
heksan = 1792 ppm; etil asetat = 89,60 ppm; air
= 394,99 ppm dan kuersetin = 13,03 ppm.
Selain itu, fraksi n-heksan dan fraksi air kurang
aktif disebabkan
pengganggu
senyawa lainnya yang dapat terlarut dalam

oleh adanya senyawa

seperti protein, lemak dan
pelarut senyawa nonpolar, dalam pelarut n-
heksan dan air, sehingga menghalangi proses
penangkapan radikal bebas.
KESIMPULAN

Fraksi n-heksan, etil asetat, dan fraksi air
daun biwa (Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.)
memiliki aktivitas sebagai antioksidan. Fraksi n-
heksan dan fraksi air tidak dapat di katakan
antioksidan karena nilai inhibisi tidak mencapai
50%. Fraksi etil asetat daun biwa (Eriobotrya
japonica (Thunb.) Lindl) memiliki aktivitas
antioksidan yang paling tinggi dibandingkan
dengan fraksi lainnya, dengan nilai 89,60 ppm.
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