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Abstract

Development of new medicine requires preclinical trials. Laboratory animal with hyperuricaemia
conditions needed for testing uric acid-lowering medicine substance. Melinjo (Gnetum gnemon) is known to have
high levels of purines that can raise uric acid levels. This study was conducted to determine the effect of various
parts of melinjo (Gnetum gnemon) against uric acid levels in rats (Rattus norvegicus).

This is experimental study, pretest and posttest control group design. A total of 20 male rats (Rattus
norvegicus) were randomized into 4 groups: control group, leaves group, rind group and seed group. Juice of
melinjo leaves (9.3 gram/kg BW), rind (10 gram/kg BW) and seed (13 gram/kg BW) were given for 18 days in each
group. Uric acid levels examination was done periodically before treatment (day 0), day 6, day 11 and day 18. Uric
acid levels data were analyzed using Paired Sample T-Test and One Way ANOVA.

The results of Paired Sample T-Test analysis on each group by comparing uric acid levels before treatment
(day 0) with uric acid levels on day 6, day 11 and day 18 showed no significant difference in the control group,
leaves group and rind group. The increase of uric acid levels were significantly found in seeds group at day 11 (p =
0.029). However, this increment cannot be categorized as a hyperuricemia condition. One Way ANOVA analysis
results by comparing the uric acid levels between groups at the periodically examination showed no significant
difference between uric acid levels of groups at day 0, day 6, day 11, and day 18. Juice of melinjo (Gnetum gnemon)
leaves (9.3 gram/kg BW), rind (10 gram/kg BW) and seed (13 gram/kg BW) given orally for 18 days cannot make
hyperuricemia condition in rats (Rattus norvegicus) so it cannot be used as inducers of uric acid.
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Abstrak

Pengembangan obat baru memerlukan uji pra-klinik. Pengujian bahan obat untuk menurunkan asam urat
membutuhkan hewan uji dengan kondisi hiperurisemia. Melinjo (Gnetum gnemon) diketahui mempunyai kadar
purin tinggi yang dapat menaikkan kadar asam urat. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh berbagai
bagian melinjo (Gnetum gnemon) terhadap kadar asam urat tikus putih (Rattus norvegicus).

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental, pre test and post test control group design. Sebanyak 20
ekor tikus jantan dibagi secara acak menjadi 4 kelompok, yaitu kelompok kontrol, kelompok daun, kelompok kulit
buah, dan kelompok biji. Perasan daun (9,3 gram/kg BB), kulit buah (10 gram/kg BB) dan biji (13 gram/kg BB)
melinjo diberikan selama 18 hari pada masing-masing kelompok. Pemeriksaan kadar asam urat dilakukan secara
berkala (series) sebelum perlakuan (hari ke-0), hari ke-6, hari ke-11 dan hari ke-18. Data kadar asam urat dianalisis
menggunakan metode Paired Sample T-Test dan One Way ANOVA.

Hasil analisis dengan Paired Sample T-Test pada tiap kelompok dengan membandingkan kadar asam urat
sebelum perlakuan (hari ke-0) dengan kadar asam urat pada hari-6, hari-11, hari-18 menunjukkan tidak terdapat
perbedaan yang bermakna pada kelompok kontrol, daun, dan kulit buah. Kenaikan kadar asam urat yang bermakna
dijumpai pada kelompok biji pada hari ke-11 (p=0,029). Namun kenaikan tersebut belum dapat dikategorikan



sebagai kondisi hiperurisemia. Hasil analisis One Way ANOVA untuk membandingkan kadar asam urat antar
kelompok pada setiap kali pemeriksaan menunjukkan tidak terdapat perbedaan bermakna kadar asam urat antar
kelompok pada hari ke-0, ke-6, ke-11, maupun ke-18. Pemberian perasan daun (9,3 gram/kg BB), kulit buah (10
gram/kg BB) dan biji (13 gram/kg BB) melinjo (Gnetum gnemon) selama 18 hari, tidak dapat membuat kondisi
hiperurisemia pada tikus putih sehingga tidak dapat dijadikan sebagai induser asam urat.

Kata kunci : asam urat, biji, daun, Gnetum gnemon, kulit buah

Pendahuluan

Masalah kesehatan yang dihadapi
bangsa Indonesia adalah masih tingginya
penyakit infeksi dan meningkatnya penyakit
degeneratif. Penyakit degeneratif umumnya
terjadi pada wusia lanjut/lansia  seiring
kemunduran fungsi sel tubuh'. Keluhan
kesehatan lansia yang paling tinggi adalah
keluhan yang merupakan efek dari penyakit
kronis seperti asam urat, darah tinggi, rematik,
darah rendah dan diabetes (32,99%)>.

Asam urat merupakan produk akhir
yang terbentuk dari senyawa purin (adenine,
guanine) yang dihasilkan dalam jaringan yang
mengandung enzim xantin oksidase terutama
di hati dan usus halus®. Produksi asam urat
yang berlebihan, berkurangnya eksresi asam
urat, atau kombinasi keduanya dapat
menyebabkan kenaikan kadar asam urat dalam
darah yang disebut hiperurisemia®.
Hiperurisemia didefinisikan sebagai kadar
asam urat serum lebih dari 7 mg/dL pada laki-
laki dan lebih dari 6 mg/dL pada wanita.
Hiperurisemia menimbulkan hipersaturasi
asam urat yang merangsang terbentuknya
timbunan urat dalam bentuk garam terutama
monosodium urat. Timbunan monosodium
urat ini yang menyebabkan penyakit gout®.

Walaupun pengobatan yang efektif
tersedia untuk mengeliminasi kristal sodium
urat, pengelolaan gout masih suboptimal®.
Maka perlu eksplorasi lebih lanjut tentang
pengobatan asam urat, seperti pengembangan

obat-obat baru untuk mengatasi kenaikan
asam urat. Pengembangan bahan obat
dilakukan melalui serangkaian uji, seperti uji
praklinik dan Klinik. Uji praklinik dilakukan
menggunakan hewan uji untuk menilai efek
farmakologi, profil  farmakokinetik dan
toksisitas calon obat’.

Untuk mengevaluasi agen terapi dalam
gangguan tertentu yang berhubungan dengan
asam urat atau menentukan faktor-faktor yang
mempengaruhi urat serum, digunakan hewan
uji dengan kondisi hiperurisemia®. Kondisi
hiperurisemia dapat dicapai dengan induksi
kalium oksonat. Efek puncak kalium oksonat
adalah 2 jam setelah pemberian, setelahnya
terjadi penurunan level asam urat serum
sampai normal kembali dalam waktu 8 jam®.
Selain kalium oksonat, makanan tinggi purin
juga digunakan untuk menaikkan kadar asam
urat serum tikus. Melinjo (Gnetum gnemon)
diketahui mempunyai kadar purin tinggi yang
dapat menaikkan kadar asam urat. Kadar purin
pada daun melinjo adalah 366 mg/100 gram,
buah melinjo 233 mg/100 gram dan biji
melinjo 50-150 mg/100 gram®°.

Bahan dan Cara

Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental laboratorium, pre test and post
test control group design. Pengelompokkan
dilakukan secara acak (random) dan
pengukuran dilakukan berkala (series).



Subyek penelitian ini adalah 20 ekor
tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur
Sprague-Dawley umur 2-3 bulan dengan berat
badan 200-300 gram. Sebanyak 20 ekor tikus
jantan dibagi secara acak (random) menjadi 4
kelompok, yaitu kelompok kontrol, kelompok
daun, kelompok kulit buah, dan kelompok biji
melinjo.

Bahan yang digunakan adalah aquades,
perasan daun muda, kulit buah, dan kulit buah
melinjo (Gnetum gnemon), dan sampel darah
tikus. Sedangkan alat-alat yang digunakan
terdiri dari: mortir, stamper, blender, saringan,
timbangan hewan uji, sonde mulut,
spektofotometer dan kuvet, pipet, eppendorf,
kandang pemeliharaan, neraca analitik, jarum,
sentrifugator, dan gelas beker.

Berbagai bagian melinjo (Gnetum
gnemon) dipanen pada bulan Oktober -
November dari Gayam Puluhan Trucuk Klaten
Jawa Tengah. Bagian melinjo yang digunakan
adalah daun muda, kulit buah dan biji. Daun
muda Gnetum gnemon adalah daun Gnetum
gnemon yang berwarna hijau muda dan
mempunyai lebar daun kurang dari atau sama
dengan 10 cm*. Kulit buah Gnetum gnemon
yang digunakan adalah kulit buah Gnetum
gnemon yang telah masak, berwarna oranye
kemerahan. Biji Gnetum gnemon dipisahkan
dari selubung bijinya yang berwarna cokelat
sehingga didapatkan biji berwarna putih.

Daun, kulit dan biji Gnetum gnemon
masing-masing sebanyak 50 gram
dikumpulkan ~ dan  dibersihkan  untuk
menghindari adanya kontaminasi. Daun dan
kulit buah direbus dalam air mendidih selama
5 menit, sedang biji selama 10 menit
kemudian ditiriskan. Daun dan kulit buah
dipotong menjadi beberapa bagian lebih kecil
selanjutnya dihaluskan dengan mortir dan

stample sedangkan biji dihaluskan dengan
blender, masing-masing ditambahkan air
rebusan. Daun, kulit buah dan biji yang telah
halus disaring dan diperas sehingga
didapatkan volume maksimal perasan daun 70
ml, kulit buah 65 ml dan biji 50 ml. Perasan
dibuat setiap 2-3 hari sekali. Dilakukan uji
stabilitas, selama 3 hari disimpan di dalam
lemari pendingin tidak didapatkan perubahan
warna, bau atau kekentalan pada perasan.
Perasan daun, kulit buah dan biji
melinjo (Gnetum gnemon) diberikan secara
peroral menggunakan sonde sebanyak 3 ml

pada masing-masing tikus setiap Kali
pemberian selama 18 hari berturut-turut.
Dengan  menghitung volume  maksimal

perasan, volume pemberian perasan dan rata-
rata berat badan tikus diperoleh dosis perasan
yang diberikan adalah: dosis daun 9,3 gram/kg
BB, dosis kulit buah 10 gram/kgBB, dan dosis
biji melinjo 13 gram/kg BB.

Dilakukan pengambilan darah dan
pemeriksaan kadar asam urat secara berkala
(series), pada hari ke-0 untuk melihat kadar
awal sebelum perlakuan, hari ke-6, hari ke-11
dan hari ke-18. Darah diambil dari vena
plexus orbitalis dengan pipet kapiler
hematokrit sebanyak 2 ml*?. Pemeriksaan
kadar asam urat di lakukan di Laboratorium
Penelitian dan Pengujian Terpadu Universitas
Gajah  Mada. Dilakukan  pegambilan
serum/plasma dengan cara sentrifugasi whole
blood kecepatan 4000 rpm selama 10 menit
atau 12.000 rpm selama 2 menit. Serum yang
terpisah diambil dan dipindahkan ke tabung
baru untuk ditentukan kadar asam uratnya.
Kadar asam urat ditetapkan berdasarkan reaksi
enzimatik menggunakan reagen uric acid.
Serum dan reagen dicampur dengan vortex-
micer dan diinkubasi selama 20 menit pada



suhu 20-25°C atau 10 menit pada suhu 37°C.
Pembacaan dilakukan menggunakan
MICROLAB 300. Data dianalisis
menggunakan metode Paired Sample T-Test
dan One Way ANOVA.

Hasil Penelitian

Kadar asam urat darah masing-masing
kelompok sebelum perlakuan (hari ke-0), hari
ke-6 perlakuan, hari ke-11 perlakuan, dan hari
ke-18 perlakuan ditampilkan pada Tabel 1.

Tabel 1. Kadar Asam Urat Darah (mg/dL)

Kadar Asam Urat Darah (Mean * SE)

Sebelum
perlakuan H-6 H-11 H-18
(H-0)
0,75+ 0,08

0,73 £0,03

Kelompok

Kontrol 0,72 +0,07

0,84 £0,10

0,78 £0,09
0,74 £ 0,06

0,62 +£0,03
0,56 £ 0,11

Perasan Daun

Perasan Kulit
Buah

Perasan Biji

0,77+£0,14 0,63+0,04 0,60 +0,07 0,62 £ 0,06

0,61+0,04 0,67+0,06 0,92+0,12 0,59 £ 0,04

Hasil dianalisis menggunakan Paired
Sample T-Test pada masing-masing kelompok
dengan membandingkan kadar asam urat
sebelum perlakuan (hari ke-0) dengan kadar
asam urat pada hari-6, hari-11, hari-18. Hasil
kadar asam urat pada kelompok kontrol tidak
didapatkan perbedaan yang bermakna pada
hari ke-6 (p=0,48), hari ke-11 (p=0,636),
maupun hari ke-18 (p=0,070). Pada kelompok
daun tidak didapatkan pula perbedaan yang
bermakna pada hari ke-6 (p=0,230), hari ke-11
(p=0,878), maupun hari ke-18 (p=0,110). Pada
kelompok kulit buah juga tidak didapatkan
perbedaan yang bermakna pada hari ke-6
(p=0,279), hari ke-11 (p=0,109), maupun hari

ke-18 (p=0,148). Pada kelompok biji
perbedaan bermakna kadar asam urat
didapatkan pada hari ke-11 (p=0,029)

sedangkan pada hari ke-6 (0,184) dan hari ke-
18 (p=0,379) tidak didapatkan perbedaan yang
bermakna.

Hasil dianalisis pula menggunakan
One Way ANOVA untuk membandingkan
kadar asam urat antar kelompok yakni
kelompok kontrol, kelompok daun, kelompok
kulit buah dan kelompok biji pada setiap kali
pemeriksaan: hari ke-0, ke-6, ke-11 dan ke-18.
Tidak terdapat perbedaan yang bermakna
kadar asam urat antar kelompok pada hari ke-
0 (p=0,606), hari ke-6 (p=0,247), hari ke-11
(p=0,143) maupun hari ke-18 (p=0,930).

Diskusi

Berdasarkan penelitian yang telah
dilakukan, didapatkan hasil yakni pemberian
bagian-bagian melinjo (Gnetum gnemon) tidak
menunjukkan hasil yang bermakna dalam
menaikkan kadar asam urat tikus. Dalam 18
hari pemberian perasan daun, kulit buah dan
biji melinjo, tidak dapat membuat kondisi
tikus hiperurisemia. Hiperurisemia sendiri
adalah keadaan dimana kadar asam urat darah
tikus putih mecapai 1,7-3,0 mg/dL".

Asam urat dibentuk dari degenerasi
purin baik secara eksogen maupun endogen.
Pembentukan purin  melalui metabolisme
DNA dan RNA merupakan pembentukan
secara endogen sedangkan jalur eksogen
melalui intake diet tinggi purin'®. Purin yang
terbentuk akan diubah menjadi hipoxantin.
Oleh enzim xantin oksidase, hipoxantin
diubah menjadi xantin untuk selanjutnya
teroksidasi menjadi asam urat®.

Bahan makanan sumber purin tinggi
adalah bahan makanan yang mengandung
150-1000 mg purin dalam 100 gram bahan
makanan®. Salah satu diet tinggi purin adalah
melinjo (Gnetum gnemon). Kadar purin pada
daun melinjo adalah 366 mg/100 gram, buah
melinjo 233 mg/100 gram dan biji melinjo 50-
150 mg/100 gram®™, yang berarti berbagai



bagian melinjo (Gnetum gnemon) termasuk
dalam kriteria bahan makanan dengan sumber

purin tinggi.
Pada penelitian ini dosis yang
diberikan  pada hewan uji, apabila

dikoversikan pada manusia, setara dengan
konsumsi purin sebanyak 1456 — 381,23
mg/hari. Asupan tinggi purin adalah konsumsi
purin >1000 mg/hari‘®. Hal ini berarti asupan
purin pada penelitian ini tidak termasuk dalam
kategori tinggi purin. Sementara dosis tersebut
adalah dosis maksimal dalam perasan berbagai
bagian melinjo yang dapat diberikan pada
hewan uji.

Wahyuningsih et al. (2015)"" dalam
penelitiannya menggunakan melinjo untuk
membuat kondisi hiperurisemia. Melinjo yang
diberikan berupa serbuk biji melinjo sebanyak
10% yang dicampurkan ke dalam pakan tikus.
Disamping menggunakan Gnetum gnemon,
tikus diinduksi pula menggunakan kalium
oksonat satu jam sebelum dilakukan
pemberian bahan uji. Asam urat diperiksa 3
kali sehari, yakni pada menit ke-0, ke-30 dan
ke-60 per hari pada hari pengujian yang telah
ditentukan. Didapatkan bahwa kadar asam
urat dalam serum darah tikus berubah-ubah
setiap kali pengujian. Ini menunjukkan bahwa
kadar asam urat dalam serum darah tikus
fluktuatif. Menurut Batubara (2012)*® rata-rata
konsumsi pakan tikus per hari adalah 17,33
gram. Dengan rata-rata konsumsi pakan tikus
sebanyak 17,33 gram tersebut, maka kisaran
dosis serbuk biji melinjo yang dikonsumsi
tikus pada penelitian Wahyuningsih adalah
1,73 gram. Sementara pada penelitian ini
digunakan berbagai bagian melinjo dengan
dosis yang lebih besar yakni daun 2,14
gram/tikus, kulit buah 2,31 gram/tikus dan biji
3 gram/tikus. Berbagai bagian melinjo

diberikan secara tunggal tanpa bahan induser
lain.

Beberapa kandungan bioaktif yang
terkandung pada melinjo (Gnetum gnemon)
adalah alkaloid, polifenol, saponin, tannin,
stilbenoid dan flavonoid****#?! Flavonoid
merupakan senyawa aktif yang terdapat pada
jaringan tanaman dan berperan sebagai
antioksidan'*#, Flavonoid diketahui
mempunyai aktivitas inhibitor terhadap enzim
xantin oksidase'"#?*. Inhibisi terhadap enzim
xantin oksidase oleh aktivitas dari flavonoid
ini membuat hipoxantin tidak dapat diubah
menjadi xantin untuk selanjutnya menjadi
asam urat sehingga pembentukan asam urat
berkurang.

Penelitian ini menggunakan subyek
tikus putih, yang termasuk dalam mamalia
bukan Kkelas primata dan memiliki enzim
urikase. Enzim urikase berfungsi memecah
asam urat dan membentuk produk akhir
berupa alantoin. Alantoin bersifat sangat larut
dalam air sehingga mengurangi akumulasi
asam urat pada tubuh tikus®. Hal ini mungkin
menjadi  penyebab  tidak  signifikannya
kenaikan asam urat pada penelitian yang
dilakukan. Asam urat yang terbentuk dari
katabolisme purin, dipecah oleh enzim urikase
pada tubuh tikus menjadi alantoin yang larut
air kemudian dieksresikan bersama urin.
Dengan diubahnya asam urat menjadi
alantoin, akumulasi asam urat pada tikus
menjadi berkurang. Berbeda dengan manusia
yang tidak memilik enzim urikase, asam urat
lebih banyak terakumulasi dalam tubuh
manusia.

Induser asam urat yang umum
digunakan untuk penelitian adalah kalium
oksonat®®?®, Kalium oksonat bekerja secara
kompetitif dengan cara menghambat kerja



enzim urikase pada tikus sehingga alantoin
tidak terbentuk. Dengan dihambatnya alantoin
oleh kalium oksonat, asam urat akan
tertumpuk  dan  menyebabkan  kondisi
hiperuresemia’®.

Kesimpulan

Berdasarkan studi eksperimental yang
dilakukan, pemberian berbagai bagian melinjo
(Gnetum gnemon) yakni daun (9,3 gram/kg
BB), kulit buah (10 gram/kg BB) dan biji
melinjo (13 gram/kg BB) selama 18 hari, tidak
dapat menaikkan kadar asam wurat dan
membuat kondisi hiperurisemia pada tikus
putih (Ratus norvegicus) galur Sprague
Dawley sehingga tidak dapat dijadikan sebagai
induser asam urat.

Saran

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
mengenai induksi hiperurisemia dengan
cara pemberian intake diet tinggi purin

menggunakan hewan uji yang tidak
memiliki enzim urikase.
2. Menggunakan purin  murni  sebagai

induser asam urat pada hewan uji yang
dosisnya setara dengan asupan purin
>1000 mg/hari pada manusia.
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