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ABSTRAK

Hiperuresimia atau asam urat pada stadium lanjut menyebabkan kerusakan
sendi (gout), batu ginjal dan kerusakan ginjal. Flavonoid sebagai antioksidan
dapat menghambat aktivitas enzim xantin oksidase yang menyebabkan asam urat
tidak terbentuk. Nypa fruticans atau dikenal sebagai nipah secara tradisional
dimanfaatkan dalam pengobatan asma, kusta, TBC, sakit tenggorokan, penyakit
lever, gigitan ular, sebagai pereda nyeri, sebagai obat penenang dan karminatif.
Kandungan senyawa flavonoid dalam tumbuhan nipah meliputi asam klorogenat,
asam protokatekuat, kaempferol, asam galat, asam hidroksibenzoat, rutin,
kuersetin, asam sinamat, dan antosianin. Tujuan dari penelitian ini adalah
mengisolasi senyawa flavonoid yang berpotensi sebagai antihiperuresemia dari
pelepah daun nipah. Proses penelitian diawali dengan ekstraksi pelepah daun
nipah menggunakan etanol 96 % secara maserasi, fraksinasi menggunakan metode
partisi  cair-cair, isolasi mengunakan metode kromatografi sentrifugal
(kromatotron) dan elusidasi struktur menggunakan *HNMR, *CNMR, FTIR serta
GC-MS. Pengujian antihiperuresemia dilakukan secara in-vitro dengan
mengahambatan aktivitas enzim xantin oksidase. Dari hasil penelitian didapatkan
dua senyawa flavonoid yang berhasil diisolasi meliputi (-) epikatekin, dan
kamferol. Hasil pengukuran aktivitas penghambatan enzim xantin oksidase
didapatkan nilai 1Csp (-) epikatekin dan kamferol masing-masing sebesar 3,543
ppm dan 10,383 ppm.

Kata kunci: Nypa fruticans. Wurmb, Antihiperuresemia, (-) Epikatekin,
Kamferol.

ABSTRACT
Hyperuresimia or gout in advanced stages causes joint damage (gout),
kidney stones and kidney damage. Flavonoids as antioxidants can inhibit the
activity of the enzyme xanthine oxidase which causes uric acid not to form. Nypa
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fruticans or known as nipah is traditionally used in the treatment of asthma,
leprosy, tuberculosis, sore throat, liver disease, snake bites, as a pain reliever, as
a sedative and carminative. The content of flavonoid compounds in nipah plants
includes chlorogenic acid, protocatechuic acid, kaempferol, gallic acid,
hydroxybenzoic acid, rutin, quercetin, cinnamic acid, and anthocyanins. The
purpose of this study was to isolate flavonoid compounds that have potential as
antihyperuresemia from nipah fronds. The research process began with the
extraction of nipah leaves using 96% ethanol by maceration, fractionation using
liquid-liquid partition method, isolation using centrifugal chromatography
(chromatotron) method and structure elucidation using 1IHNMR, 13CNMR, FTIR
and GC-MS. Antihyperuresemia testing was carried out in-vitro by inhibiting
xanthine oxidase enzyme activity. From the results of the study, two flavonoid
compounds were successfully isolated including (-) epicatechin, and chamferol.
The results of measuring the inhibitory activity of xanthine oxidase enzyme
obtained 1Cso values of (-) epicatechin and chamferol of 3.543 ppm and 10.383
ppm, respectively.

Keywords: Nypa fruticans. Wurmb, Antihyperuresemia, (-)Epicatechin,
Kaempferol.

PENDAHULUAN
Hiperurisemia merupakan gangguan pada persendian (Borysova

kondisi Klinis yang ditandai dengan
peningkatan kadar asam urat dalam
darah. Tingginya kadar asam urat
disebabkan peningkatan metabolisme
purin  menjadi asam urat, dan
penurunan ekskresi asam urat melalui
urin (Yuanta, 2019). Asam urat yang
berlebihan dalam darah menyebabkan
terbentuknya kristal urat yang dapat
mengendap di  persendian  dan
jaringan lain sehingga arthritisgout
(Zahra, 2023).

Diperkirakan sekitar 75% penderita

dan batu ginjal

arthritis gout mengalami kecacatan

akibat kerusakan pada tulang dan

dan Potapova, 2022). Allopurinol
merupakan obat lini pertama dalam
pengobatan  hiperurisemia dengan
menghambat aktivitas enzim xantin
oksidase dalam memetabolisme purin
menjadi asam urat (Solikhati dan
2020).

allopurinol dalam jangka panjang

Istriningsih, Penggunaan

menyebabkan  sindrom  Stevens-
Johnson, gangguan hati, gangguan
ginjal, vasculitis, thrombocytopenia,
fatigue dan sakit kepala (Wei et al.,
2023). Oleh sebab itu diperlukan
alternatif terapi hiperurisemia salah

satunya dengan antioksidan.
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Antioksidan merupakan
senyawa yang membantu melindungi
sel-sel tubuh dari kerusakan yang
disebabkan oleh radikal bebas
terutama stres oksidatif (Adwas et al.,
2019). Stres oksidatif

Species  atau ROS)

(Reactive
Oxygen
merupakan salah satu faktor dalam
memicu terjadinya hiperurisemia.
Tingginya ROS dalam tubuh berperan
aktif dalam peningkatan produksi
enzim xantin oksidase dan xantin
dehydrogenase (Liu et al., 2021).
Pemberian antioksidan dapat
menghambat terbentuknya radikal
bebas intraseluler untuk mencegah
terjadinya stres oksidatif (Prawitasari,
2019). Flavonoid sebagai senyawa
antioksidan ~ dapat  menghambat
aktivitas enzim xantin oksidase yang
berperan mengubah purin menjadi
asam urat (Irianti dan Nuranto, 2021).
Salah satu tumbuhan mangrove
dengan tinggi flavonoid adalah nipah
sehingga  berpotensi  digunakan
sebagai antihiperuresemia.

Nipah merupakan salah satu
jenis tumbuhan mangrove secara
tradisional lazim digunakan dalam
pengobatan sakit perut, diabetes,

penurun panas dalam, sakit gigi,

penurun asam urat dan sakit kepala
(Nugroho et al., 2020). Senyawa
fenolik  dan  flavonoid  yang
terkandung dalam buah nipah
meliputi asam klorogenat, asam
protokatekuat, kamferol, asam galat,
asam hidroksibenzoat, rutin,
kuersetin, asam  sinamat, dan
antosianin  (Astuti et al., 2020).
Pemberian ekstrak etanol buah nipah
dapat menghambat aktivitas enzim
xantin oksidase (Moonrungsee et al.,
2022). Selain itu pemberian sirup
ekstrak etanol daun nipah dapat
menurukan kadar asam urat darah
tikus dengan dosis 750 mg/kgBB
tikus dengan prosentase penrunan
kadar asam urat sebesar 45,3%
(Juliana, 2022).

Berdasarkan latar belakang
tersebut, mendorong peneliti untuk
mengkaji  lebih lanjut mengenai

potensi  senyawa  aktif  sebagai
antihiperuresemia dari ekstrak etanol
pelepah daun nipah. Serta penentuan
struktur molekul senyawa aktif hasil
isolasi menggunakan FTIR, 'H NMR,

13C NMR dan GC-MS

METODE PENELITIAN

Ekstraksi dan Fraksinasi
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Sebanyak 1 kg serbuk pelepah
daun nipah yang diambil dari pantai
Jatimalang,

Kabupaten Purworejo

Jawa Tengah dan dideterminasi di

Laboratorium  Biologi  Universitas
Ahmad Dahlan dengan nomor
190/Lab.Bio/B/111/2023, dimaserasi

dengan etanol 96 % selama 3 x @ 24
jam  selanjutnya
diketalkan  diatas

disaring  dan
penangas air.
Fraksinasi dilakukan dengan metode
ekstraksi cair-cair sebanyak 20 g
ekstrak dilarutkan dengan air hangat
sebanyak 150 mL,

dipartisi dengan 150 mL n-heksana

selanjutnya

dan etil asetat menggunakan corong
pisah.
Isolasi Senyawa Aktif

Fraksi aktif pelepah daun
Wurmb)

dilarutkan

nipah (Nypa fruticans.
sebanyak 250 mg

menggunakan sedikit aseton dan
teteskan  pada  piringan  plat
kromatotron  menggunakan  pipet
tetes. Plat dielusi menggunakan eluen
kloroform:metanol dengan
perbandingan 9,5:0,5 dan dipantau
menggunakan sinar UV 366 nm.
Hasil isolat ditampung menggunakan
vial dan dipantau menggunakan KLT

pada lampu UV Panjang gelombang

366 nm.

Uji Antihiperuresemia

Pengujian anti hiperuresemia
dilakukan secara in-vitro dengan
menghambat aktivitas enzim xantin
oksidase. Sebagai pembanding
digunakan allopurinol. Sebanyak 1
mL larutan sampel uji (ekstrak, fraksi
dan isolat pelepah daun nipah dengan
seri konsentrasi 12.5, 25, 50, 100,
200 ppm) tambahkan 2.9 mL buffer
fosfat pH 7.5,

ditambahkan 2 mL larutan subtrat

kemudian

xantin 0,15 mM, prainkubasi pada

suhu 25°C selama 15 menit,
selanjutnya ditambahkan 0.1 mL
larutan enzim xantin oksidase (0.1
unit/mL) dan diinkubasi pada suhu
25°C selama 30 menit dan
ditambahkan 1 mL HCI 1 N untuk
menghentikan  reaksi.  Absorbansi
diukur pada panjang gelombang 290
nm.

Pengukuran juga dilakukan
tehadap blanko (tanpa sampel),
kontrol blanko (tanpa sampel dan
enzim) dan kontrol sampal (tanpa
enzim). Aktivitas penghambatan
enzim xantin oksidase dinyatakan

sebagai persen inhibisi enzim xantin
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oksidase, dihitung dengan persamaan

sebagai berikut:

(Abs C — Abs S)

(AbsC)
C = Abs blanko — Abs kontrol blanko
S = Abs sampel — Abs kontrol sampel

% Inhibisi = x100%

Nilai 1Cso dihitung
menggunakan  rumus  persamaan
regresi linier antara konsentrasi

versus % penghambatan. Nilai ICso
didapatkan dari nilai x setelah
mengganti y = 50 (Handayani et al.,
2022).
Elusidasi Struktur

Penentuan struktur senyawa
aktif  hasil dilakukan
mengunakan spektroskopi IR (FTIR),

HNMR, *CMNR dan GC-MS.

pemurnian

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstrasi, Fraksinasi dan Isolasi
Dalam penelitian ini sampel
yang digunakan adalah pelepah daun
nipah (Nypa fruticans. Wurmb) yang
Pantai

diperoleh dari Jatimalang,

Kabupaten Purworejo. Determinasi
dilakukan di

Biologi

Laboratorium
Pembelajaran Universitas
Ahmad Dahlan. Ekstraksi tanaman
dilakukan secara maserasi dengan
etanol 96% sebagai pelarut. Dari hasil
rendemen

maserasi  didapatkan

ekstrak pelepah daun nipah sebesar

9,8%.
etanol

Fraksinasi terhadap ekstrak

pelepah nipah dilakukan

dengan metode partisi cair-cair

dengan menggunakan
berbeda

aquadest, etil asetat dan n-heksana.

3 pelarut

dengan polaritas yaitu
Skrining fitokimia dilakukan terhadap
ekstrak dan fraksi. Hasil skrining
fitokimia dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Skrining Fitokimia Ekstrak

dan Fraksi
Hasil
Golongan Eks- Etil n-
Senyawa Air ase- Heksa-
trak
tat na
Alkaloid
a. Mayer + - - +
b. Dragend + - - +
orf
c. Wagner -
Steroid + + - +
Terpenoid + + - +
Flavonoid + + + -
Fenolik + + +
Saponin + + -
Tanin + + +
Isolasi senyawa aktif

dilakukan dengan kromatotron atau
kromatografi radial. Prinsip isolasi
menggunakan kromatotron

berdasarkan proses absorbsi dan
partisi dimana proses elusi dipercepat
dengan gaya sentrifugal (Agrawal dan
Desai, 2015). Sebagai eluen dipilih
campuran  kloroform methanol
(9,5:0,5) didasarkan hasil optimasi

fase gerak menggunakan KLT. Proses

Danang Raharjo, dkk. | 112



Jurnal llmiah lbnu Sina, 8(3), Januari 2024, 108-119

p-1SSN: 250a2-647X; e-ISSN: 2503-1902

elusi selama proses isolasi pita yang
terbentuk diamati dengan bantuan
sinar UV 366 nm. Dari hasil isolasi
didapatkan 5 isolat murni yang
selanjutnya dilakukan uji
penghambatan aktivitas enzim xantin
oksidase untuk mengetahui aktivitas
antihiperuresemia.

Pengujian  antihiperuresemia
dilakukan terhadap ekstrak, fraksi
maupun isolat murni dari ekstrak
etanol pelepah daun nipah secara in-
vitro. Pengujian dilakukan dengan
mengukur serapan dari asam urat dari
hasil reaksi antara enzim xantin
oksidase dalam merubah xantin
menjadi asam urat (Fachriyah et al.,
2018) menggunakan spektrofotometer
UV-Vis pada panjang maksimum
hasil pengujian yaitu 290 nm.

Hasil pengujian menunjukkan
bahwa aliopurinol memiliki efek
penghambatan  aktivitas  xantin
oksidase dengan nilai 1Cso 1,28 ppm.
Allopurinol ~ memilikin  struktur
menyerupai purin Yyaitu hipoxantin
sehingga merupakan inhibitor dalam
hipoxantine dan xantin menjadi asam
urat (Raharjo, 2022). Allopurinol
dimetabolisme di hepar menjadi

metabolit aktif, yaitu oksipurinol

yang merupakan penghambat enzim
xanthine oksidase (Sekine et al.,
2023). Hasil

ekstrak, fraksi dan isolat murni

pengujian terhadap

didapatkan hasil sebagai berikut.
Hasil pengujian aktivitas
penghambatan enzim xantin oksidase
terhadap ekstrak, fraksi dan isolate
dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil Pengujian Aktiviitas
Penghambatan Enzim Xantin

Oksidase
Sampel Hasil 1Cso (ppm)
Allopurinol 1,28
Ekstrak Etanol 27,558
Fraksi Air 18,755
Fraksi Etil asetat 3,543
Fraksi Heksane 110,213
Isolat A 42,82
Isolat B 14,051
Isolat C 3,543
Isolat D 10,383
Isolat E 38,312

Elusidasi Struktur

Struktur ~ senyawa  isolat
dianalisis  dengan
spektroskopi infra merah (FTIR), GC-
MS, dan NMR 1 dimensi (1H-NMR
dan 13C-NMR).

Isolat C berbentuk serbuk

menggunakan

berwarna putih susu ESI-MS  (m/z):
290,27 [M*H]* CisH140¢. Dari data
spektra IR (Tabel 3) menunjukkan
adanya vibrrasi

dengan puncak

melebar pada bilangan gelombang
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3347,71 cm® menunjukkan adanya
gugus hiroksil. Ikatan C=C aromatis
ditunjukkan pada bilangan gelombang
1628,80 cm™. C-O eter ditunjukkan
pada bilangan gelombang 1139,07
cm™,

Tabel 3. Hasil Analisis FTIR Isolat C

Bilanngan Gelombang Gugus Fungsi

(cm™)
3347,71 OH
1628,80 C=C aromatis
1139,07 C-O eter
741,85 Substitusi orto

690,01 dan 845,31 substitusi meta

Spektrum 'H-NMR isolat C
(Gambar 1) menunjukkan adanya
sinyal 61 4,75 (1H, d), 3,91 (1H, dd),
2,75 (1H,dd), 2,39 (1H,dd) yang
merupakan karakteristik suatu flavan-
3-ol. Masing-masing untuk resonansi
proton H-2, H-3, H-40. dan H-4. Dua
sinyal pada geseran proton onx 5,76
(1H, d) dan 5,88 (1H, d) untuk
geseran kimia proton H-6 dan proton
H-8 pada cincin A, yang berorientasi
meta. Selain itu spektrum ini juga
menujukkan tiga sinyal pada 64 6,98
(1H,d), 6,66 (1H,d), dan 6,77 (1H,d)
yang masing-masing untuk proton
aromatik H-2’, H-5’ dan H-6" pada
cincin B. Geseran proton yang terikat
pada gugus ditunjukkan pada 6 4,67
(1H,d), 8,95 (1H,s), 9,15 (1H,s), 8,81

(1H,s), dan 8,76 (1H,s) yang masing-
masing untuk resonansi proton 3-OH,
5-OH, 7-0OH, 3’-OH, dan 4’-OH.
Spektrum (Gambar 2)
3CNMR menunjukkan adanya 15
puncak karbon (C6-C3-C6) yang
merupakan ciri  khas
flavonoid (Praptiwi et al., 2015). Satu
sinyal metilen pada o6c 28.77 (C-4).
Dua sinyal karbon sp3 teroksigenasi
pada &c 82.88 (C-2) dan 68.28 (C3).
Lima sinyal karbon metin sp2 pada dc
96.23 (C-6), 95.71 (C-8), 115.27 (C-
2%), 116.43 (C-5), dan 120.93 (C-6").
Dua sinyal karbon kuartener sp2 pada
dc 100.98 (C-10) dan 133.11 (C-1).

Terdeteksi ada lima sinyal karbon

senyawa

yang diduga terikat dengan gugus
hidroksil yaitu o6c 156.80 (C-5),
157.47 (C-7), 157.64 (C-9), 146.93
(C-3”), dan 146.78 (C-4’). Struktur
senyawa isolat C dapat dilihat pada

gambar 3.

BRE #9 3

Gambar 1. *H-NMR Spectrum (500
MHz, DMSO-d6) Isolat C
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Gambar 2. *C-NMR Spectrum (125
MHz, DMSO-d6) Isolat C

Gambar 3. Struktur molekul isolat C
(5,7,3”,4’-tetrahidroksiflavan-3a-ol (-
epikatekin))

Isolat D berbentuk serbuk
berwarna kuning, ESI-MS  (m/z):
287,22 [MTH]* C15H100e.
Berdasarkan data FTIR  vyang
dihasilkan terdapat pita (vibrasi) pada
bilangan gelombang 3350,85 cm™
menunjukkan adanya vibrasi gugus
hidroksil. Vibrasi C=C.

Tabel 4. Perbandingan data NMR
Isolat C dengan (-) Epikatekin (Katja

etal., 2021)

Isolat C - Epicatekin

Atom OH Ac OH Ac
2 4,75 82.88 4,72 79,51
3 3.91 68.28 3.99 67,02
4a 2.75 2.86 29,08

4B 2.39 28.77 2.73

5 - 156.80 - 157,65
6 5.88 96.23 5.88 96,26
7 - 157.47 - 157,65
8 5.76 95.71 5.70 95,78
9 - 157.64 - 157,23

Isolat C - Epicatekin
Atom OH Ac OH Ac
10 - 100.98 - 99,88
r - 133.11 - 132,35
2 6.98 11527 6.88 11537
3 - 146.93 145,37
4 - 146.78 145,37
5 6.77 116.43 6.65 11558
6’ 6.66 120.93 6.64 119,44
3 0H 4.67 - 4.66 -
50H 895 - 8.89 -
70H 915 - 9.11 -
3’0H 881 - 8.80 -
40H  8.76 - 8.72 -
Aromatik  terdapat  pada

bilangan gelombang 1599,94 cm™.
Gugus karbonil (C=0) ditunjukkan
pada bilangan gelombang 1721,12
cm?, sedangkan pada
1164,28 cm’
mengindikasikan adanya jembatan C-
O eter (C-O-C). Hasil FTIR isolat D
dapat dilihat pada Tabel 5.

Spektrum *H NMR (Gambar

4) dari dari isolat D menunjukkan

bilangan

gelombang

adanya proton aromatik  yang
terkopling pada posisi meta pada 6H
6,28 (1H, d) dan 6,52 (1H, d)
menunjukkan geseran dari proton H-6
dan H-8 dari cincin A. Adannya
sinyal doublet pada geseran kimia 6H
8,04 (2H, d, H-2' dan H-6') dan 6H
6,95 (2H, d, H-3’' dan H-5") hal
tersebut  menunjukkan  keempat
proton aromatik yang terdapat pada

cincin B. Terdapat empat sinyal
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geseran kimia proton yang terikan
pada gugus hidroksil yang
ditunjukkan pada geseran kimia pada
dH 12.47 (s, 1H), 10.79 (s, 1H,),
10.13 (s, 1H) , 9.41(s, 1H) yang
masing-masing  untuk  resonansi
proton 3-OH, 7-OH, 5-OH, dan 4’-
OH.

Spektrum C NMR isolat D
(Gambar 5) menujukkan adanya 15
sinyal karbon merupakan ciri khas
dari senyawa flavonoid. Pada cincin
A geseran kimia karbon ditunjukkan
pada 8C 162.32 (C-5), 99.21 (C-6),
164.98 (C-7), 94.41 (C-8), 157.76 (C-
9), 104.10 (C-10). Geseran karbon
pada cincin B ditunjukkan pada 6C
123.32 (C-17), 125.91 (C-2°), 116.33
(C-37), 160.11 (C-4’), 116.32 (C-5),
12591 (C-6’). Perbandingan data
NMR isolat D dengan data NMR
kampferol menunjukkan isolat D
diidentifikasi  sebagai  kampferol
(Tabel 6). Gambar struktur senyawa
isolat D dapat dilihat pada gambar 6.

Tabel 5. Hasil Analisis FTIR Isolat D

Tabel 6. Perbandingan data NMR
Isolat D dengan Kamferol (Aisyah et
al., 2017; Tu et al., 2016).

Atom Isolat C Kamferol
OH oc OH Ac
2 - 146.81 146.28
3 - 136.59 135.10
4 - 176.61 175.19
5 - 162.32 160.92
6 6.28 99.21 6.19 99.31
7 - 164.98 163.33
8 6.52 94.41 6.44 93.78
9 - 157.76 156.49
10 - 104.10 104.58
1 - 123.32 121.89
2 8.04 12591 8.09 129.67
3 6.95 116.33 6.92 115.63
4 - 160.11 159.39
5 6.95 11532 6.92 115.68
6’ 8.04 12791 8.07 129.62
30H 12.47 - 12.48 -
50H 10.13 - 10.11 -
70H 10.79 - 10.72 -

Bilanngan .
Gelombang (cm™) Gugus Fungsi
3350,85 OH
1599,94 C=C aromatis
1721,12 C=0 karbonil
1164,28 C-O eter

695,19 dan 792,94 Substitusi meta

40H 941 - 9.39 -

HO.

Gambar 6. Struktur molekul isolat D
(3,4',5,7-tetrahydroxyflavone
(Kamferol))

130 125 120 115 11.0 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45
1 (ppm)

Gambar 4. *H-NMR Spectrum (500
MHz, DMSO-d6) Isolat D
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Gambar 5. *C-NMR Spectrum (125
MHz, DMSO-d6) Isolat D

KESIMPULAN
Berdasarkan uji  penelitian
yang sudah dilakukan bahwa senyawa
flavonoid yang diisolasi dari ekstrak
etanol pelepah daun nipah (Nypa
fruticans. Wurmb) yang berpotensi
sebagai antiiperuresemia meliputi
senyawa (-) epikatekan dan kamferol
dengan nilai 1Cso masing-masing

sebesar 3,543 ppm dan 10,383 ppm.
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