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ABSTRACT

Tempuyung (Sonchus arvensis) and salam (Syzygium polyanthum) leaves can lower uric acid levels
were studied. The purpose of this research was to determine mechanism of combined of tempuyung
and salam extracts to reduce uric acid levels by inhibiting xanthine oxidase in hyperuricemic mice. This
research used completely randomized design using mice. Fifteen mice were made hiperuricemic by 250 mg/kgBW
potassium oxonate p.o then the mice were divided into 3 groups. Group I induced 10 mg/kgBW allopurinol p.o as
positive control, group Il induced tempuyung-salam p.o each 100 mg/kgBW as the tre%tment group, group
11 induced 0.5 mL/20 gBW distilled water p.o as negative control. Liver was taken 4 day after 2 hours
induced potassium oxonate. Data inhibition xanthine oxidase activity was tested with Mann-Whitney. The
result showed that the combination of tempuyung-salam extract each 100 mg/kgBW could inhibit xanthine

oxidase activity of 51,16%=%2,76%, while allopurinol 90,20%+0,16% (p = 0.000).
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PENDAHULUAN

Hiperurisemia adalah keadaan dimana
terjadi peningkatan kadar asam urat darah diatas
normal (Rose dan Kaye, 1997). Batas normal
kadar asam urat pada manusia adalah 3-8 mg/
dL (Dipiro et al., 2008). Hiperurisemia terjadi
akibat sintesis berlebihan asam urat dan
kegagalan ginjal dalam mengeliminasi asam urat,
atau kombinasi faktor-faktor tersebut (Rose dan
Kaye, 1997). Hiperurisemia dapat diatasi dengan
obat-obat urikosurik yang bekerja meningkatkan
kliren ginjal dengan menghambat reabsorpsi asam
urat pada tubulus. Selain itu dapat pula dilakukan
dengan pemberian allopurinol yang bekerja
menghambat sintesis ksantin oksidase pada dua
tahap yaitu menghambat pembentukan ksantin
dari senyawa hipoksantin dan menghambat
pembentukan asam wurat dari ksantin. Obat
ini memiliki efek samping meliputi rash
kulit, leukopenia, kadang-kadang gangguan
gastrointestinal, dan dapat menimbulkan serangan
akut pada awal terapi (Priyanto, 2008). Oleh
karena itu, perlu dicari alternatif pengobatan
yang lebih aman dan efektif.

Tempuyung (Sonchus arvensis) merupakan
salah satu tanaman obat yang berkhasiat sebagai
pemecah batu ginjal dan pelancar air seni
(Winarto, 2004). Menurut Wardani (2008) secara
in vitro daya inhibisi ksantin oksidase pada
ektrak air tempuyung sebesar 14,46%, ekstrak
etanol tempuyung sebesar 11,2%, sedangkan
flavonoid sebesar 11,13%. Kandungan flavonoid
daun tempuyung berupa 5,7,3’,4’-tetrahidroksi
flavon  (luteolin), 5,7,4’-trihidroksi  flavon
(apigenin), luteolin 7-O-glukosida, dan apigenin
7-O-glukosida diduga dapat menurunkan kadar
asam urat melalui penghambatan kerja enzim
ksantin oksidase (Cos et al., 1998; Djunaedi dkk.,
2003).

Tanaman lain yang dimanfaatkan dalam
pengobatan asam urat adalah daun salam.
Kandungan utama daun salam meliputi saponin,
triterpen, flavonoid total sebesar 0,19%, tanin,
polifenol, dan alkaloid (Sudarsono et al,
2002; Muhtadi dkk., 2010). Flavonoid kuersetin
dan miresetin pada tanaman salam diduga
berkhasiat dalam menghambat kerja ksantin
oksidase (Schemeda et al., 1987). Penelitian
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lain menunjukkan ekstrak air tempuyung 200 mg/
kgBB dan salam 200 mg/kgBB dapat menurunkan
kadar asam urat masing-masing dari 3,10
mg/dL menjadi 0,72 mg/dL dan 0,52 mg/kgBB.
Sedangkan kombinasi kedua ekstrak tersebut
pada dosis masing-masing 100 mg/kgBB dapat
menurunkan kadar asam urat sebesar 0,38 mg/dL
(Muhtadi dkk., 2010).

Berdasarkan aktivitas dari kombinasi
ekstrak tempuyung (Sonchus arvensis) dan salam
(Syzygium polyanthum) dalam menurunkan kadar
asam urat, maka diperlukan penelitian lebih
lanjut tentang mekanisme penurunan kadar asam
urat secara in vivo oleh kombinasi ekstrak
air tempuyung (Sonchus arvensis) dan salam
(Syzygium polyanthum).

METODE PENELITIAN

Penelitian yang dilakukan termasuk jenis
penelitian eksperimental semu dengan rancangan
penelitian acak lengkap pola searah. Variabel
penelitian yang digunakan adalah: variabel bebas

(Dosis  kombinasi  ekstrak air tempuyung
(Sonchus  arvensis) dan salam (Syzygium
polyanthum)), variabel tergantung (aktivitas

enzim ksantin oksidase), variabel terkendali
(Hewan uji diberi makanan buatan (pellet
BR), minuman ad libitum, jenis kelamin jantan,
galur Swiss, berat badan 26-30 g, umur 2-3
bulan).

Alat: Spuit injeksi volume 1 mL (7erumo),
spuit oral ukuran 18 gauge, flakon, timbangan
mencit Ohaus kapasitas 610 g, timbangan
analitik (Presica A-SCS), sentrifuge (Mikro 200R
Hettich), vacum dry oven (J.P. Selecta, s.a), vortex
(Maxi Mix Il Barnstead), homogenizer (Ultra
Turrax), sonifikator 1510 Branson, mikropipet
ukuran 5-40 pL; 200-1000 pL, kuvet, alat-alat
gelas (Pyrex), alat bedah, dan spektrofotometri
UV mini-1240 Shimadzu.

Bahan: Ekstrak air daun tempuyung
(RAPID), ekstrak air daun salam (RAPID), es
batu, phosphate buffer (pH 7,4), EDTA, HCI
0,58 M, NaCl 0,9% p.a, KCI p.a, NaOH 0,4 N
p.a, tembaga (II) sulfat 1% p.a, natrium tatrat 2%
p.a, asam fosfotungstat-asam fosfomolibdat p.a,
natrium karbonat 2% p.a, natrium hidroksida
0,1 N p.a, ammonium sulfat p.a, bovin serum
albumin (Aldrich Chemical Company), aquadest,
dapar asetat (pH 5), pellet, potasium oksonat p.a
(Aldrich Chemical Company), allopurinol p.a

(Aldrich Chemical Company), Aqua p.i, ksantin
p-a (Aldrich Chemical Company), mencit jantan
galur Swiss.

Penentuan Dosis: Dosis allopurinol
adalah 10 mg/kgBB (Muhtadi dkk., 2010). Dosis
potasium oksonat adalah 250 mg/kgBB (Haidari
et al., 2009). Dosis ekstrak air kombinasi
tempuyung dan salam masing-masing 100
mg/kgBB (Muhtadi dkk., 2010).

Pembuatan Stok Uji dan Potasium
Oksonat: Potasium oksonat dibuat dengan
konsentrasi 0,5%. Potasium oksonat selalu dibuat
baru setiap akan digunakan, kelarutan potasium
oksonat adalah 5 mg/mL dalam air. Sediaan uji,
ekstrak diperoleh dengan cara dekocta. Ekstrak
kering daun tempuyung dan salam ditimbang
seksama dengan konsentrasi masing-masing
1,2%  dalam aquadest. Digunakan sonifikator
untuk mempermudah kelarutan.

Pembuatan  Hiperurisemia: Hewan
uji diadaptasi terlebih dahulu pada lingkungan
penelitian selama satu minggu pada suhu
kandang. Hewan uji tidak diberi makan 1
jam sebelum penelitian dimulai (Haidari et
al., 2009). Pembuatan hiperurisemia dilakukan
1 jam sebelum pemberian sediaan uji dengan
menginjeksikan secara i.p potasium oksonat 250
mg/kgBB pada jam 07.00 (Haidari et al., 2009).

Desain Pengujian Ekstrak: Sebelumnya
dilakukan pembuatan model hiperurisemia
dengan cara mencit diinduksi potasium oksonat
250 mg/kgBB 1 jam sebelum perlakuan.
Perlakuan dilakukan selama 4 hari. Digunakan
15 ekor mencit yang dibagi menjadi 3
kelompok. 1) Kelompok perlakuan: diinduksi
kombinasi ekstrak air tempuyung dan salam
masing-masing p.o 100 mg/kgBB. 2) Kontrol
positif: diinduksi allopurinol p.o 10 mg/kgBB.
3) Kontrol negatif: diinduksi aquadest p.o 0,5
mL/20gBB. Pembedahan hati dilakukan setelah
2 jam pemberian potasium oksonat, hati segera
dicuci dengan 0,9% NaCl. Hati dibagi menjadi 2
bagian dan ditimbang masing-masing sebanyak
1 g. Selanjutnya hati digunakan untuk penetapan
protein dengan metode Lowry dan penetapan
aktivitas ksantin oksidase dengan metode
spektrofotometri UV.

Penetapan Kadar Protein dengan Metode
Lowry: 1. Pembuatan larutan stok (Larutan stok
0,05% dibuat dengan menimbang 5 mg bovin
serum albumin dan dilarutkan dengan aquadest 10
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mL). 2. Penentuan operating time (OT) (Larutan
bovin serum albumin 2,5x107~% dibuat dengan
cara diambil 500 pL dari larutan stok Lowry
kemudian ditambah aquadest 500 uL, selanjutnya
ditambahkan reagen Lowry B 8 mL ditunggu
sampai 10 menit setelah itu ditambah reagen
Lowry A 1 mL. Kemudian diukur absorbansinya
dengan spektrofotometri UV-Vis setiap 1 menit.
Absorbansinya yang paling stabil merupakan OT.
OT yang diperoleh adalah 20 menit). 3. Penentuan
panjang gelombang maksimum (Larutan bovin
serum albumin 2,5);10-3 % dibuat dengan
cara diambil 500 pL dari larutan stok Lowry
ditambah aquadest 500 pL. Kemudian ditambah
reagen Lowry B 8 mL ditunggu sampai 10
menit. Ditambah reagen Lowry A 1 mL
ditunggu 20 menit. Diukur absorbansinya pada
spektrofotometri UV-Vis mulai dari 550 nm-650
nm. Absorbansi tertinggi pada panjang gelombang
tersebut  merupakan  panjang  gelombang
maksimum. Panjang gelombang maksimum
yang diperoleh 741 nm. 4. Pembuatan kurva
baku Lowry (Kurva baku Lowry dibuat dengan
mengambil seri konsentrasi (0,5; 1; 1,5; 2; 2,5;
3; 3,5; 4; 4,5) x10'3% dari larutan stok Lowry,
masing-masing  ditambah aquadest sampai 1
mL. Ditambah reagen Lowry B 8 mL ditunggu
sampai 10 menit kemudian ditambah reagen
Lowry A 1 mL dan dibiarkan selama 20 menit.
Diukur absorbansinya pada 741 nm. Kurva baku
standar protein yaitu y=15,14x + 0,01 (r=0,999)).
5. Penetapan sampel (Segera setelah pembedahan
hati dicuci dengan 0,9% NaCl dan ditempatkan
pada 1,15% ~/yv KCI. Hati ditimbang sebanyak
1 g setelah itu hati dipotong- potong, selama
preparasi suhu dijaga tetap pada suhu dingin
(4°C). Ditambahkan 200 mg kristal ammonium
sulfat sampai jenuh. Kemudian disentrifuge
pada 11.000 rpm selama 10 menit, supernatan
dipisahkan. Diambil endapan = 100 mg, kemudian
dilarutkan dengan dapar asetat pH 5 sampai 10,0
mL. Diambil 400 pL sampel dan ditambahkan
8 mL reagen Lowry B dibiarkan selama
10 menit. Kemudian ditambah 1 mL reagen
Lowry A dan dibiarkan selama 20 menit.
Dibaca pada panjang gelombang 741 nm (Sudjadi
dan Rohman, 2004)).

Penetapan Aktivitas Ksantin Oksidase:
1. Pembuatan larutan stok (Larutan stok ksantin
oksidase dibuat dengan menimbang 1,25 mg
ksantin oksidase dilarutkan aquadest hingga 100

mL (8 unit/mg)). 2. Pembuatan kurva baku ksantin
(Kurva baku ksantin dibuat dengan mengambil
(10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,80, 90)uL dari larutan
stok ksantin oksidase, di tambah 1 mL ksantin
5 uM kemudian dilarutkan fosfat buffer 50 mM
hingga 5 mL. Diinkubasi pada suhu37°C selama
15 menit, selanjutnya ditambahkan 0,5 mL HCI
0,58 M dan dibaca absorbansinya pada A 290
nm. 1 unit (U) aktivitas ksantin oksidase setara
dengan 1 pmol ksantin yang diubah menjadi
asam urat tiap menit pada suhu 37°C dan pH
7,4. Kurva baku standar Lowry yaitu y=720,9x -
0,021 (r=0,997)). 3. Penctapan aktivitas ksantin
oksidase (Segera setelah pembedahan hati dicuci
dengan 0,9% NaCl, kemudian ditimbang sebanyak
1 g. Selanjutnya ditempatkan pada campuran
1,15% “/v KCldan 0,1 mMol EDTA. Hati
dipotong-potong dan dihomogenasi dalam 4
mL sodium fosfat 50 mM (pH 7,4). Homogenat
disentrifuge dengan kecepatan 3000 rpm selama
10 menit. Supernatan disentrifuge kembali
dengan kecepatan 15000 rpm selama 60 menit
pada suhu 4°C. Selanjutnya supernatan dipisah
dengan endapan pada tabung ependrof. Diambil
100 pL supernatan kemudian dicampur 50 uM
ksantin dan ditambahkan fosfat buffer 50 mM
sampai 5 mL. Larutan diinkubasi selama 15 menit
pada suhu 37°C. Dibaca absorbansinya dengan
spektrofotometri UV pada A 290 nm).

Data yang diperoleh berupa kadar protein
dan aktivitas ksantin oksidase tidak terdistribusi
normal dan variansinya tidak homogen setelah
dilakukan transformasi maka dilakukan wuji
nonparametik dengan menggunakan uji Kruskal
Wallis dan uji Mann-Whitney dengan taraf
kepercayaan 95%. Penghambatan aktivitas ksantin
oksidase diuji dengan uji t tidak berpasangan.

x aktivitas XO kontrol negatif - x aktivitas XO kontrol negatif

% Penghambat = x100%

x aktivitas XO kontrol ne gatif

x aktivitas XO kontrol negatif - x aktivitas XO kontrol negatif

% Penghambat = — -
x aktivitas XO kontrol negatif

x100%

HASIL DAN PEMBAHASAN
Sediaan uji yang digunakan
menurunkan kadar asam urat melalui
mekanisme penghambatan enzim oksidase
adalah  ekstrak air kombinasi tempuyung
dan salam dosis masing-masing 100 mg/
kgBB. Secara in vitro beberapa flavonoid
dapat menghambat enzim ksantin oksidase
di  antaranya flavonoid Iuteolin, apigenin,

untuk
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kersetin dan miresetin (Gambar 1). Kandungan
flavonoid pada ekstrak etanol tempuyung
yaitu 5,7,3’,4’-tetrahidroksi flavon (luteolin),
5,7,4’-trihidroksi  flavon (apigenin), luteolin
7-O-glukosida, dan apigenin  7-O-glukosida
(Djunaedi dkk., 2003). Flavonoid luteolin
dapat menghambat ksantin oksidase dengan nilai
IC50 sebesar 0,96 uM dan 0,55 uM, sedangkan
apigenin memiliki IC50 sebesar 29,1 uM dan
0,70 uM (Nagao et al., 1999; Cos et al., 1998).
Daun salam diduga mengandung flavonoid
kuersetin dan miresetin (Schemeda et al., 1987).
Hasil penelitian menunjukkan bahwa flavonoid
kuersetin memiliki IC50 sebesar 0,44 uM
dan 2,62 uM, sedangkan nilai IC5( miresetin
sebesar 1,27 uM dan 2,38 uM (Nagao at al.,
1999; Cos at al., 1998). Hasil penelitian lain

menunjukkan bahwa kuersetin pada dosis 50
dan 100 mg/kgBB menunjukkan penghambatan
ksantin oksidase yang siginifikan pada tikus
hiperurisemia (Mo Shi-Fu, 2007).

Senyawa flavonoid dapat menghambat
ksantin oksidase disebabkan oleh adanya gugus
hidroksil pada atom C-5 atau C-7 serta
adanya ikatan rangkap antara C-2 dan C-3 yang
memungkinkan terjadi reaksi adisi (oksidase oleh
ksantin oksidase) sehingga cincin B menjadi
co-planar terhadap cincin A dan C (Cos et
al., 1998). Kemampuan flavonoid dalam
menghambat aktivitas ksantin oksidase yaitu
melalui mekanisme inhibisi kompetitif dan
interaksi dengan enzim pada gugus samping
(Nagao et al., 1999; Lin et al., 2002).

Gambar 1. Struktur Flavonoid Flavon (Apigenin, Luteolin) dan Flavonol (Kuersetin, Miresetin)

Tabel 1. Data Kadar ksantin oksidase, kadar protein, aktivitas ksantin oksidase dan persentase penghambatan
ksantin oksidase pada kontrol positif, kontrol negatif dan kombinasi tempuyung-salam

Kadar XO Kadar Protein Aktivitas XO Persentase
Perlakuan No. HU Penghambatan
(U/g hati) (g protein/g hati) (U/g protein) (%)
Kontrol Positif 1 0,09 0,12 0,80 90,03
2 0,10 0,12 0,82 89,71
3 0,09 0,12 0,79 90,14
4 0,09 0,13 0,76 90,47
5 0,09 0,12 0,75 90,63
X+SE (mg/mL) 0,09+0,00 0,12+0,00* 0,78+0,01* 90,20+0,16*
Kontrol Negatif 1 0,19 0,02 8,11
2 0,20 0,03 8,04 -
3 0,20 0,02 8,08 -
4 0,19 0,03 7,62 -
5 0,20 0,03 8,15 -
X£SE (mg/mL) 0,20+0,00 0,03+0,00" 8,00+0,10"
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Tempuyung-Salam 1 0,10 0,02 4,58 42,79
2 0,11 0,03 4,26 46,77
3 0,12 0,03 3,41 57,38
4 0,13 0,03 3,75 53,10
5 0,14 0,04 3,54 55,76
X+SE (mg/mL) 0,12+0,00 0,03+0,00"* 3,91+0,22" 51,16+2,76*
Keterangan :
(*):  Berbeda bermakna terhadap kontrol negatif jika p<0,05

#):

Hasil wji Mann-Whitney menunjukkan
bahwa kadar protein pada allopurinol lebih besar
secara signifikan dibandingkan kontrol negatif
(p=0,008) maupun pada kombinasi tempuyung-
salam (p=0,008). Sedangkan antara kontrol negatif
dan kombinasi tempuyung-salam tidak terdapat
perbedaan jumlah kadar protein secara signifikan
(p=0,151) (Tabel 1). Hal ini sesuai dengan
penelitian sebelumnya bahwa setelah pemberian
allopurinol pada sel hamster diperoleh kadar
protein sebesar 12,82 mg protein/mL enzim
sedangkan dengan pemberian asam urat
hanya memperoleh kadar protein sebesar 9,45
mg protein/mL enzim (Brunschede dan Krooth,
1973). Pada aktivitas ksantin oksidase diperoleh
bahwa allopurinol 10 mg/kgBB dan kombinasi
ekstrak air tempuyung-salam masing-masing
100 mg/kgBB mampu menurunkan aktivitas
enzim ksantin oksidase secara signifikan jika
dibandingkan dengan kontrol negatif (p=0.008).

Hasil uji statistik dengan wuji t pada
penghambatan  aktivitas  ksantin  oksidase
menunjukkan pemberian kombinasi ekstrak
tempuyung-salam masing-masing 100 mg/kgBB
dapat menghambat aktivitas ksantin oksidase
sebesar  51,16% sedangkan pada allopurinol
sebesar  90,20% (p=0,000). Penelitian lain
menunjukkan secara in vivo ekstrak air
daun tempuyung 200 mg/kgBB menunjukkan
penghambatan sebesar 70,30% (Frastyowati,
2012) sedangkan ekstrak air daun salam 200
mg/kgBB memberikan penghambatan sebesar
23,67% (Wahyudin, 2012). Hal ini disebabkan
karena dosis pada kombinasi tempuyung- salam
lebih rendah dibandingkan dosis tunggalnya
sehingga efek yang dihasilkan tidak mencapai
hasil yang optimal. Selain itu, secara in vitro
senyawa luteolin pada daun tempuyung memiliki
aktivitas inhibisi paling kuat (Cos et al., 1998),
sedangkan menurut Biesaga M., (2011) senyawa
miresetin pada daun salam mudah terdegradasi

Berbeda bermakna terhadap kontrol positif jika p<0,05

pada pemanasan refluks selama 30 menit di
waterbath dan microwive di bawah 160 W selama
1 menit sehingga diduga menyebabkan efek
penghambatan salam lebih kecil dibandingkan
tempuyung. Kemungkinan lain bahwa adanya
senyawa-senyawa selain flavonoid yang ikut
tersari yang dapat mengganggu aktivitas senyawa
aktif pada ekstrak tempuyung-salam.

Efek penurunan asam urat pada ekstrak
air kombinasi tempuyung-salam dosis masing-
masing 100 mg/kgBB lebih besar dibandingkan
dengan ekstrak air tempuyung-salam 200 mg/
kgBB (Muhtadi dkk., 2010) sehingga dapat
dikatakan kemungkinan salam memiliki efek
urikosurik dalam menurunkan kadar asam urat
maka perlu dilakukan penelitian lebih lanjut.

Penelitian lain terhadap penurunan asam
urat melalui penghambatan ksantin oksidase
diantaranya  pada kombinasi  ekstrak  air
tempuyung-jinten hitam dosis masing-masing
100 mg secara in vivo dapat menghambat
aktivitas ksantin oksidase sebesar 43,26%
(Heryani, 2012). Berdasarkan  penelitian
tersebut terbukti bahwa kombinasi ekstrak air
tempuyung-salam dosis masing-masing 100
mg/kgBB berpotensi sebagai inhibitor ksantin
oksidase (51,16%+2,76%,) karena memiliki daya
inhibisi lebih besar sehingga dapat dikembangkan
sebagai obat antihiperurisemia.

Kelemahan dari penelitian ini yaitu tidak
adanya kontrol normal (hewan uji yang tidak
diberi potasium oksonat) schingga tidak dapat
dilihat perbedaan aktivitas ksantin oksidase pada
hewan uji normal dan hiperurisemia.

KESIMPULAN

Kombinasi ekstrak air tempuyung-
salam pada dosis masing-masing 100 mg/kgBB
memiliki aktivitas ksantin oksidase sebesar 3,91
U/g protein dan dapat menghambat  ksantin
oksidase sebesar 51,16%=*2,76% sedangkan
allopurinol sebesar 90,20%=0,16%.
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SARAN

1. Perlu dilakukan isolasi dan identifikasi
senyawa aktif pada ekstrak air tempuyung
dan salam yang bertanggung jawab dalam
penghambatan enzim ksantin oksidase.

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang
efek urikosurik pada kombinasi ekstrak air
tempuyung dan salam.

3. Perlu dilakukan kontrol normal untuk
mengetahui  perbedaan aktivitas ksantin
oksidase pada hewan wuji normal dan
hiperurisemia.
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