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Uji Penghambatan Aktivitas Enzim Xantin Oksidase Menggunakan
Fraksi Etil Asetat Daun Mangga (Mangifera indica L.) Secara In
Vitro

Activity Inhibition Test of Xanthine Oxidase Enzyme Using Mango
Leaf Ethyl Acetate Fraction (Mangifera indica L.) In Vitro
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INTISARI

Hiperurisemia adalah penyakit pada persendian yang disebabkan oleh
tingginya kadar asam urat di dalam serum darah. Berbagai macam efek samping yang
dapat ditimbulkan oleh obat-obatan kimia membuat obat dari bahan alam banyak
dicari oleh masyarakat. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui kandungan
metabolit sekunder dan mengetahui penghambatan aktivitas enzim xantin oksidase
menggunakan fraksi etil asetat daun mangga (Mangifera indica L.).

Penelitian ini menggunakan metode penelitian eksperimental laboris
menggunakan fraksi etil asetat daun mangga (Mangifera indica L.) Tahapan yang
dilakukan yaitu mengidentifikasi senyawa, dan pengujian menggunakan
spektrofotometri UV-Vis untuk menghitung nilai % inhibisi dan IC50 dari fraksi etil
asetat daun mangga (Mangifera indica L.).

Hasil menunjukkan bahwa pada fraksi etil asetat daun mangga (Mangifera
indica L.) terdapat kandungan flavonoid, alkaloid, steroid dan tanin dan didapatkan
nilai %inhibisi fraksi etil asetat sebesar 75% dan nilai IC50 46,588 yang menunjukkan
bahwa fraksi etil asetat mampu menghambat aktivitas enzim xantin oksidase dan
memiliki daya hambat yang sangat kuat.

Kata kunci : Hiperurisemia; enzim xantin oksidase; daun mangga; fraksi etil asetat

ABSTRACT

Hyperuricemia is a disease of the joints caused by high levels of uric acid in
blood serum. Various kinds of side effects that can be caused by chemical drugs make
drugs from natural ingredients much sought after by the public. The purpose of this
study was to determine the content of secondary metabolites and determine the
inhibition of the activity of the enzyme xanthine oxidase using the ethyl acetate fraction
of mango leaves (Mangifera indica L.).

This study used an experimental laborist research method using the ethyl
acetate fraction of mango leaves (Mangifera indica L.) The stages carried out are
identifyingcompounds, and testing using UV-Vis spectrophotometry tocalculate the %
inhibition and IC50 values of the ethyl acetate fraction of mango leaves (Mangifera
indica L.).

The results showed that in the ethyl acetate fraction of mango leaves (Mangifera
indica L.) there was a content of flavonoids, alkaloids, steroids and tannins and obtained
an inhibition value of 75% ethyl acetate fraction and an IC50 value of 46,588 which
showed that the ethyl acetate fraction was able to inhibit the activity of the xanthine
oxidase enzyme and had a very strong inhibitory power.

Keyword : Hyperuricemia; the enzyme xanthine oxidase; mango leaves; ethyl acetate
fraction



1. PENDAHULUAN

Hiperurisemia atau yang biasa disebut dengan asam urat adalah
penyakit pada persendian yang dapat disebabkan oleh tingginya kadar asam
urat di dalam serum darah. Semakin tinggi kadar asam wurat akan
menyebabkan sendi terasa nyeri, sakit dan terjadi peradangan sendi [1].
Prevalensi terjadinya hiperurisemia di Indonesia mencapai 2,3% hingga
17,6% [2]. Prevalensi terjadinya asam urat di Indonesia 68% terjadi pada usia
di atas 34 tahun dan 32% berusia di bawah 34 tahun. Konsentrasi asam urat
normal di dalam darah yaitu 7,0 mg/dL pada pria dan 6,0 mg/dL pada wanita
[3].

Allopurinol merupakan obat kimia yang digunakan sebagai lini
pertama untuk penanganan penyakit asam urat. Allopurinol menurunkan
kadar asam urat dengan menghambat enzim xantin oksidase. Adapun efek
samping yang dapat ditimbulkan dalam penggunaan allopurinol yaitu mual,
muntah, diare hingga toksisitas hati pernah dilaporkan [4]. Dari banyaknya
efek samping yang dapat ditimbulkan dari obat-obatan kimia, maka akan lebih
baik untuk menggunakan alternatif pengobatan asam urat menggunakan
bahan alami yang mudah ditemukan di lingkungan sekitar.

Tanaman mangga adalah salah satu jenis tanaman yang sangat banyak
tersebar di seluruh Indonesia. Dalam pemanfaatannya, daun mangga biasanya
digunakan oleh masyarakat untuk mengobati berbagai penyakit seperti
antioksidan, anti diabetes, anti aging hingga dapat menurunkan kadar asam
urat dalam darah. Diketahui bahwa di dalam daun mangga terdapat beberapa
senyawa metabolit sekunder, yaitu flavonoid, alkaloid, polifenol, tanin dan
saponin. Adanya kandungan flavonoid dalam daun mangga diketahui dapat
menurunkan kadar asam urat dalam darah sebagai penghambat xantin
oksidase [5].

Uji penghambatan aktivitas enzim xantin oksidase banyak dilakukan
menggunakan berbagai macam ekstrak, namun belum pernah dilakukan
menggunakan fraksi terutama fraksi etil asetat daun mangga (Mangifera indica
L.). Berdasarkan hal tersebut, maka perlu dilakukan pengujian penghambatan
aktivitas enzim xantin oksidase menggunakan fraksi etil asetat daun mangga
(Mangifera indica L.) yang cukup mudah didapatkan.

2. METODE PENELITIAN

2.1. ALAT DAN BAHAN

Alat yang digunakan yaitu gelas ukur, corong pisah, gelas beaker,
waterbath, termometer, pipet mikro 100-1000uL, spektrofotometer UV-Vis
Thermo scientific genesys 10S UVVIS, kuvet kuarsa, rotary vakum evaporator,
tabung reaksi, rak tabung reaksi, kertas saring, erlenmeyer, neraca analitik,
pipet tetes dan labu ukur.

Bahan yang digunakan yaitu Daun mangga (Mangifera indica L.),
allopurinol, metanol, pelarut etil asetat, aquadest, aquadest bebas CO2,
pereaksi dragendroff, mayer, wagner, besi (lll) Klorida 1%, HCI 1N, HCI 2N,
NaCl, serbuk magnesium, CHCI3, NaOH 1N, pereaksi Lieberman Burchard,
NaOH 1 M, larutan dapar fosfat 0,05 M, enzim xantin oksidase (Sigma X1875
UN), amonium sulfat, substrat xantin (Sigma X0626-56).



2.2. PEMBUATAN EKSTRAK METANOL DAUN MANGGA

Simplisia diekstraksi menggunakan metode maserasi dengan cara
merendam serbuk simplisia di dalam bejana maserasi menggunakan pelarut
metanol sebanyak 2 liter, aduk selama 2-3 menit. Maserasi dilakukan selama
3 x 24 jam di tempat yang terlindung dari sinar matahari sambil sesekali
diaduk agar terekstrak dengan baik. Setelah itu filtrat yang dihasilkan disaring
menggunakan kertas saring agar terpisah dari residu ekstrak, dan ditampung
dalam wadah. Ekstrak yang sudah disaring kemudian dipekatkan
menggunakan alat rotary vacum evaporator dengan suhu 50°C dan putaran 60
rpm agar ekstrak dan pelarut terpisah. Lalu pelarut yang masih tersisa
dihilangkan dengan cara diuapkan diatas waterbath. Ekstrak daun mangga
siap digunakan.

2.3. PEMBUATAN FRAKSI ETIL ASETAT DAUN MANGGA

Membuat fraksi etil asetat daun mangga dilakukan dengan cara ekstrak
daun mangga ditimbang sebanyak 2 gram dan dilarutkan dengan aquadest
menggunakan perbandingan ekstrak : aquadest sebanyak 1 : 10 yang artinya
menggunkaan aquadest sebanyak 20 mL dan dimasukkan ke dalam corong
pisah. Kemudian dimasukkan pelarut etil asetat ke dalam corong pisah
sebanyak 20 mL, digojok selama * 1 menit. Kemudian tunggu hingga
campuran tersebut memisah dan membentuk dua lapisan di dalam corong
pisah. Setelah itu pisahkan dalam tempat yang berbeda, siapkan tempat
menampung hasil fraksi di bawah corong pisah dan buka perlahan katup
corong pisah agar menetes hingga lapisan pertama habis, ganti tempat
penampungan untuk menampung fraksi etil asetat daun mangga, teteskan
hingga habis. Kemudian di waterbath hingga kental. Fraksi etil asetat siap
digunakan.

2.4. UJIFITOKIMIA

Uji Flavonoid

Sampel sebanyak 2 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Kemudian
ditambahkan dengan aquadest yang sudah dididihkan terlebih dahulu
sebanyak 3 mL. Tambahkan serbuk magnesium dan HCI pekat sebanyak 1 mL
ke dalam tabung reaksi. Kemudian dikocok kuat. Hasil menunjukkan
mengandung flavonoid jika terjadi warna merah, kuning atau jingga [15].

Uji Alkaloid

Sampel sebanyak 2 mL dimasukkan ke tabung reaksi. Ditambahkan 2
mL CHCI3 dan 2 mL NH3. Lalu dikocok dan disaring. Filtrat ditambahkan
dengan 3-5 tetes H2S04 pekat lalu dikocok dan didiamkan hingga terbentuk 2
lapisan. Kemudian lapisan asam diambil dan diuji dengan pereaksi mayer
(hasil positif alkaloid jika terjadi endapan putih), wagner (hasil positif alkaloid
jika terjadi endapan coklat), dan dragendorf (hasil positif alkaloid jika terjadi
endapan merah atau jingga) sebanyak 4-5 tetes [14].

Uji Terpenoid

Sampel sebanyak 2 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan
ditambahkan 2 tetes larutan CHCI3 dan ditetesi pereaksi Liebermann
burchard. Diamati perubahan warna yang terjadi. Hasil menunjukkan positif
mengandung terpenoid jika menghasilkan warna merah ungu [15].



Uji Steroid

Sampel fraksi sebanyak 2 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan
ditambahkan 2 tetes larutan CHCI3 serta tetesi pereaksi Liebermann burchard
sebanyak 3 tetes, kemudian amati perubahan warna yang terjadi. Hasil
menunjukkan positif mengandung steroid jika terjadi perubahan warna
pertama merah yang kemudian menjadi biru dan hijau [15].

Uji Saponin

Sampel sebanyak 2 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan
ditambahkan 10 mL aquadest, dikocok selama 1 menit. Tambahkan 2 tetes
HCL 2N dikocok hingga terbentuk buih. Amati perubahannya selama 10 menit.
Hasil menunjukkan positif mengandung saponin jika menghasilkan busa yang
stabil [16].

Uji Tanin

Sampel sebanyak 2 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang
kemudian ditambahkan beberapa tetes larutan besi (III) klorida 1% sambil
diamati perubahannya. Hasil akan menunjukkan positif mengandung tanin
jika terjadi warna biru tua atau hitam kehijauan [13].

2.5. UJIPENGHAMBATAN ENZIM XANTIN OKSIDASE

Pengujian Inhibisi Larutan Kontrol Positif Allopurinol

Uji inhibisi larutan kontrol positif allopurinol dilakukan dengan cara
larutan uji yang telah ditentukan konsentrasinya, masing-masing diambil
sebanyak 1 mL dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Kemudian
tambahkan larutan dapar fosfat 0,05 M pH 7,5 sebanyak 2,9 mL dan substrat
xantin sebanyak 2 mL, lakukan inkubsi selama 15 menit. Lalu, tambahkan 0,1
mL larutan enzim xantin oksidase 0,1 U/mL lalu kocok hingga homogen dan
inkubasi selama 30 menit dengan suhu 30°C. reaksi dihentikan dengan
penambahan HCl 1N sebanyak 1 mL. Diukur serapan menggunakan
spektrofotometri pada panjang gelombang maksimum, lakukan sebanyak 3
kali.

Pengujian Inhibisi Sampel Fraksi Etil Asetat

Uji inhibisi larutan sampel dilakukan dengan larutan fraksi etil asetat
daun mangga yang sudah ditentukan konsentrasinya masing-masing diambil
1 mL dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Ditambahkan larutan dapar
fosfat 0,05 M pH 7,5 sebanyak 2,9 mL dan substrat xantin sebanyak 2 mlL,
lakukan inkubasi selama 15 menit. Setelah itu ditambahkan 0,1 mL xantin
oksidase dikocok hingga homogen dan diinkubasi selama 30 menit. Hentikan
reaksi dengan menambahkan HCl 1N sebanyak 1 mL dan dilakukan
pengukuran pada panjang gelombang maksimum, lakukan sebanyak 3 kali.

2.6. PERHITUNGAN PENGHAMBATAN ENZIM XANTIN
OKSIDASE
Perhitungan 9% aktivitas inhibitor enzim xantin oksidase, dengan
rumus :

% Inhibisi === X 100%
Keterangan :



A : Absorbansi kontrol blanko
B : Rerata Absorbansi sampel

Penentuan Nilai IC50 :

Perhitungan menggunakan rumus persamaan regresi linier y=a+b(x).
Konsentrasi sampel 50% merupakan aktivitas inhibisi dan nilai IC50 diperoleh
dari nilai (x) dan untuk ketetapan nilai (y) adalah 50.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
Pembuatan Ekstrak Metanol dan Fraksi Etil Asetat Daun Mangga
Dibuat ekstrak melalui maserasi dan dipekatkan menggunakan Rotary
Vacum Evaporator dan Waterbath didapatkan penampakan ekstrak metanol

daun mangga seperti pada gambar berikut :

/ . - o
Gambar 1. Gambar Ekstrak Metanol Daun Mangga
Ekstrak pekat difraksinasi menggunakan pelarut Etil Asetat,
didapatkan penampakan hasil fraksi sebagai berikut :

N

A

Gambar 2. Gambar Fraksi Etil Asetat Daun Mangga
Dari pembuatan ekstrak metanol dan fraksi etil asetat daun mangga ini
didapatkan hasil rendemen ekstrak sebesar 19,08% dan hasil rendemen fraksi
sebesar 21,16%. Nilai rendemen dinyatakan baik jika nilai > 7,8% [9]. Hasil
rendemen ekstrak maupun fraksi yang didapatkan dinyatakan baik karena
melebihi nilai 7,8%.

Uji Fitokimia
Pada uji skrining fitokimia sampel fraksi etil asetat didapatkan
kandungan metabolit sekunder yang dapat dilihat pada tabel berikut:

Tabel 1. Tabel Hasil Uji Fitokimia Fraksi Etil Asetat Daun Mangga

Senyawa Kandungan
Flavonoid +
Alkaloid +
Terpenoid
Steroid +
Tanin +




| Saponin
Keterangan :
+ : positif mengandung senyawa
- : negatif mengandung senyawa

Pada skrining fitokimia yang dilakukan, fraksi etil asetat daun mangga
positif mengandung senyawa metabolit sekunder antara lain, flavonoid,
alkaloid, steroid dan tanin. Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan
sebelumnya oleh Prashant et al (2011) yaitu daun mangga mengandung
senyawa flavonoid, alkaloid, steroid dan tannin didalamnya [11].

Flavonoid diketahui memiliki struktur yang mirip dengan xantin
sehingga flavonoid dapat menjadi inhibitor kompetitif dengan substrat xantin
untuk menempati sisi aktif enzim xantin oksidase agar enzim menjadi inaktif
dan menghambat aktivitas enzim xantin oksidase dalam memproduksi asam
urat. Selain itu, alkaloid khususnya kafeina dari golongan metil xantin juga
dapat bereaksi dengan enzim xantin oksidase sebagai inhibitor kompetitif
dengan berinteraksi dengan xantin sehingga dapat menyebabkan produksi
asam urat menurun [6].

Pengujian Inhibisi Enzim Xantin Oksidase

Dalam pengujian inhibisi enzim xantin oksidase, dilakukan terlebih
dahulu pengukuran panjang gelombang optimal yang akan digunakan, dengan
panjang gelombang maksimal 200-400 nm pada spektrofotometri UV-Vis.
Didapatkan panjang gelombang optimal sebesar 271,0 nm.

Pada pengujian efek inhibisi enzim xantin oksidase kontrol standar
allopurinol dan sampel fraksi etil asetat daun mangga didapatkan absorbansi
yang dapat dilihat pada Tabel 2 yang menunjukkan absorbansi dari kontrol
positif allopurinol dan Tabel 3 menunjukkan absorbansi yang diperoleh dari
sampel fraksi etil asetat daun mangga (Mangifera indica L.).

Tabel 2. Absorbansi Kontrol Positif Allopurinol

Konsentrasi (ug/mL) Abs 1 Abs 2 Abs 3 Rerata
0,5 0,121 0,113 0,142 0,125

1 0,095 0,098 0,131 0,108

2,5 0,077 0,055 0,095 0,076

5 0,045 0,035 0,057 0,046

10 0,035 0,029 0,041 0,035

Tabel 3. Absorbansi Fraksi Etil Asetat Daun Mangga

Konsentrasi (ug/mL) Abs 1 Abs 2 Abs 3 Rerata
10 0,116 0,120 0,115 0,117
25 0,098 0,099 0,102 0,100
50 0,061 0,067 0,063 0,064
75 0,056 0,055 0,057 0,056
100 0,037 0,041 0,043 0,040

Dalam pengukuran absorbansi menggunakan spektrofotometri UV-Vis
dilakukan menggunakan 5 konsentrasi yang berbeda untuk melihat pengaruh
konsentrasi terhadap daya hambat enzim xantin oksidase [10]. Dan dilakukan



pengulangan sebanyak 3 kali untuk meminimalkan kesalahan yang dapat
terjadi dalam pengujian.

Dari absorbansi yang telah didapatkan, kemudian dihitung % inhibisi
dan nilai IC50 dari masing-masing sampel untuk melihat besar efek
inhibisinya terhadap enzim xantin oksidase. Hasil % inhibisi dan nilai IC50
yang diperoleh dari kontrol positif allopurinol dapat dilihat pada tabel berikut

Tabel 4. Inhibisi dan Nilai IC50 Kontrol Positif Allopurinol

Konsentrasi (pg/mL) % Inhibisi IC50
0,5 21,875 %
1 32,500 %
2,5 52,500 % 3,577
5 71,250 %
10 78,125 %

Perhitungan % inhibisi kontrol positif allopurinol didapatkan hasil
terkecil terdapat pada konsentrasi 0,5 pg/mL sebesar 21,875% dan nilai %
inhibisi terbesar yang didapatkan yaitu pada konsentrasi 10 pg/mL sebesar
78,125% dan nilai IC50 sebesar 3,577 dengan kurva baku seperti pada gambar

3.

Kurva Baku Allopurinol

100.0
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R
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Konsentrasi Allopurinol

Gambar 3. Kurva Baku Kontrol Positif Allopurinol

Dari kurva baku di atas, dapat dilihat bahwa mengalami pengingkatan
setiap kenaikan konsentrasinya. Dan regresi linear yang digunakan untuk
menghitung nilai IC50 adalah y = 5,6126x + 29,922 dengan koefisien korelasi

R2sebesar 0,8123.

Kemudian dilakukan juga perhitungan % inhibisi dan nilai IC50 pada
sampel fraksi etil asetat daun mangga dapat dilihat pada tabel 5.

Tabel 5. Inhibisi dan Nilai IC50 Fraksi Etil Asetat Daun Mangga

Konsentrasi (ug/mL) % Inhibisi IC50
10 26,875 %
25 37,500 %
50 60,000 % 46,588
75 65,000 %
100 75,000 %




Pada sampel fraksi etil asetat daun mangga didapatkan nilai %inhibisi
terkecil pada konsentasi 10 pg/mL yaitu sebesar 26,875% dan didapatkan
nilai % inhibisi terbesar yaitu 75% pada konsentrasi 100 pg/mL. Nilai IC50
yang diperoleh dari sampel fraksi etil asetat daun mangga yaitu sebesar
46,588. Kurva baku yang didapatkan dari sampel fraksi etil asetat daun
mangga (Mangifera indica L.) dapat dilihat sebagai berikut :

Kurva Baku Fraksi Etil Asetat

100
80

2 60
<
£ 40
X 20 y =0.5317x + 25.229
R?=0.9418
0
0 20 40 60 80 100 120

Konsentrasi Fraksi Etil Asetat

Gambar 4. Kurva Baku Fraksi Etil Asetat Daun Mangga

Dari kurva baku di atas, dapat dilihat bahwa mengalami pengingkatan
setiap kenaikan konsentrasinya. Dan regresi linear yang digunakan untuk
menghitung nilai IC50 adalah y = 0,5317x + 25,229 dengan koefisien korelasi
R2sebesar 0,9418.

Jika dibandingkan dengan kontrol positif Allopurinol, sampel fraksi etil
asetat daun mangga (Mangifera indica L.) memiliki nilai % inhibisi terbesar
yang sedikit lebih rendah daripada allopurinol yaitu sebesar 75% pada
konsentrasi 100 pg/mL, sedangkan pada kontrol positif allopurinol
didapatkan % inhibisi terbesar pada konsentrasi 10 pg/mL sebesar 78,125%
yang artinya fraksi etil asetat memiliki kemampuan menghambat aktivitas
enzim xantin oksidase tetapi masih lebih rendah daripada allopurinol.

Pada nilai IC50 yang diperoleh dari kontrol positif allopurinol sebesar
3,577 dan pada sampel fraksi etil asetat daun mangga diperoleh sebesar
46,588. Semakin rendah nilai IC50, maka akan semakin tinggi kemampuan
penghambatan aktivitas enzim xantin oksidase [7]. Tingkatan nilai IC50 untuk
penghambatan aktivitas enzim xantin oksidase yaitu nilai < 50 memiliki
aktivitas penghambatan xantin oksidase sangat kuat, 50-100 aktivitas kuat,
pada nilai 100-150 aktivitas sedang, 150-200 aktivitas lemah dan > 200
memiliki aktivitas penghambatan enzim xantin oksidase sangat lemah [8].
Pada allopurinol maupun fraksi etil asetat daun mangga, keduanya memiliki
nilai IC50 di bawah nilai 50, yang artinya memiliki kemampuan penghambatan
enzim xantin oksidase yang sangat kuat.

Sampel fraksi etil asetat daun mangga dinyatakan dapat menghambat
aktivitas enzim xantin oksidase dan memiliki daya hambat sangat kuat diduga
karena memiliki kandungan metabolit sekunder flavonoid dan alkaloid yang
mampu menghambat aktivitas enzim xantin oksidase sebagai inhibitor
kompetitif dari substrat xantin terhadap enzim xantin oksidase [12].



4. KESIMPULAN

Dari hasil dan pembahasan di atas, dapat dilihat bahwa di dalam fraksi
etil asetat mengandung flavonoid, alkaloid, steroid dan tanin.

Dalam uji penghambatan aktivitas enzim xantin oksidase secara in vitro
diketahui nilai % inhibisi dan IC50 pada sampel fraksi etil asetat didapatkan
nilai % inhibisi terbesar yaitu 75% dengan nilai IC50 sebesar 46,588 yang
menunjukkan bahwa fraksi etil asetat mampu menghambat aktivitas enzim
xantin oksidase dan memiliki daya hambat yang sangat kuat.
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