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Abstract
Background : Black grapes (Vitis vinifera) have dark color pigments, which are high in flavonoid antioxidants that can lower cholesterol levels. 

Purpose : This study aimed to determine the effect of black grapes (Vitis vinifera) in decreasing LDL cholesterol levels on wistar rats (Rattus norvegicus) induced with hypercholesterolemia. 

Method : This study was a laboratory experimental research by conducting Post Test Only Controlled Group Design. The samples used were 24 male wistar rats. Rats were divided into 6 groups: one group was normal group (KN). Two groups of mice as control groups: the negative control group was only induced hypercholesterolemia and positive control group was induced hypercholesterolemia and were given simvastatin. Three other groups were the treatment groups (P1, P2, P3) that were differentiated based on the dose of grape extract that was 1g/kgBW/day, 2g/kgBW/day, and 4g/kgBW/day. LDL levels were statistically analyzed using Kruskal Wallis.

Result : The lowest mean of LDL levels were found in the control (-) group and P2 group that were 12.19 ± 10.42 mg/dl and 12.19 ± 5.39 mg/dl. The highest levels was found in KN which was 18.56 ± 2.90 mg/dl. The mean levels of LDL in group K(+), P1 and P3 were 17.25 ± 3.24 mg/dl, 17.44  ± 5.03 mg/dl and 16.13 ± 10.15 mg/dl.

Conclusion : The black grapes extract (Vitis vinifera) did not effect on decreasing LDL levels of wistar rats (Rattus norvegicus) induced with hypercholesterolemia.
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Abstrak 

Latar Belakang : Anggur hitam (Vitis vinifera) memiliki pigmen warna gelap yang memiliki kandungan antioksidan flavonoid tinggi yang dapat menurunkan kadar kolesterol.

Tujuan : Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak anggur hitam (Vitis vinifera) terhadap penurunan kadar kolesterol LDL  tikus wistar (Rattus norvegicus) yang diinduksi hiperkolesterol.

Metode : Penelitian ini merupakan jenis penelitian eksperimental laboratorium dengan pengambilan data sesudah perlakuan. Sampel yang digunakan adalah tikus wistar jantan dewasa berjumlah 24 ekor. Tikus dibagi dalam 6 kelompok yaitu satu kelompok merupakan kelompok normal (KN). Dua kelompok tikus merupakan kelompok kontrol, yaitu kelompok kontrol negatif yang diinduksi hiperkolesterol saja dan kelompok kontrol positif yang diinduksi hiperkolesterol dan diberikan simvastatin. Tiga kelompok yang lain merupakan kelompok perlakuan (P1, P2, P3) yang dibedakan berdasarkan dosis pemberian ekstrak buah anggur yaitu 1g/kgBB/hari, 2g/kgBB/hari, 4g/kgBB/hari. Kadar LDL yang diperoleh dianalisis dengan metode statistik Kruskal Wallis.

Hasil : Rerata kadar LDL terendah ditemukan pada kelompok K(-) dan kelompok P2 yaitu 12,19 ± 10,42 mg/dl dan 12,19 ± 5,39 mg/dl. Rerata tertinggi ditemukan pada KN yaitu 18,56 ± 2,90 mg/dl. Rerata kadar LDL kelompok K(+), P1 dan P3 yaitu 17,25 ± 3,24 mg/dl, 17,44 ± 5,03 mg/dl dan 16,13 ± 10,15 mg/dl.

Kesimpulan : Pemberian ekstrak buah anggur hitam (Vitis vinifera) tidak berpengaruh terhadap penurunan kadar LDL tikus putih (Rattus norvegicus) yang diinduksi hiperkolesterol.

Keyword :  LDL, anggur hitam, flavonoid

PENDAHULUAN
Penyakit kardiovaskuler adalah salah satu penyakit yang dapat terjadi jika kadar LDL tinggi. sampai saat ini penyakit kardiovaskuler merupakan penyakit yang banyak diderita dan menyebabkan kematian di dunia, termasuk di Indonesia, dari tujuh penyakit penting kardiovaskuler, penyakit jantung koroner (PJK) menduduki peringkat pertama sebagai penyebab kematian akibat penyakit jantung (80%). Berdasarkan data World Health Organization (WHO) tercatat 15 juta orang yang meninggal akibat penyakit sirkulasi antara lain 7,2 juta orang meninggal akibat PJK di seluruh dunia pada tahun 2004 dan angka ini diperkirakan meningkat hingga 11 juta pada tahun 2020 dan 4,6 juta orang akibat stroke. Menurut American Heart Association dan American Stroke Association pada tahun 2006 penyakit jantung dan stroke tetap menjadi penyebab utama kematian di Amerika Serikat baik pada pria maupun wanita.1
Indonesia banyak memiliki tanaman alami yang dipercaya dapat menurunkan kadar LDL, salah satunya yaitu anggur hitam lokal yang banyak dijumpai di berbagai daerah di Indonesia. Anggur hitam biasa dimanfaatkan untuk berbagai hidangan misalnya jus, bahan kue dan dapat juga dikonsumsi langsung. Selain banyak tersedia di berbagai daerah, anggur jenis ini juga harganya lebih murah dibandingkan dengan anggur jenis lain. Selain itu anggur hitam ini  mengandung flavonoid, saponin dan resveratrol. Flavonoid merupakan antioksidan ampuh yang bekerja sebagai pencegah kanker dan juga memiliki efek antimikroba. Saponin memiliki efek menurunkan kadar gula darah. Resveratrol juga merupakan antioksidan golongan polifenol yang bekerja sebagai penghambat enzim yang dapat menstimulir pertumbuhan sel kanker dan menekan respon imun. Senyawa utama flavanoid yang terdapat dalam anggur (Vitis vinifera) diantaranya proantosianidin, antosianin dan flavanol. Proantosianidin  merupakan  golongan  tannin  struktur hidroksilasi yang bersenyawa kompleks dengan karbohidrat dan protein. Senyawa proantosianidin potensial sebagai antioksidan yang efektif melindungi pembuluh darah,menghambat lipoksigenase, dan siklooksigenase.2
Proantosianidin (senyawa flavonoid golongan polifenol) terutama terdapat dalam biji anggur. Proantosianidin mengakibatkan efek hipokolesterol, khususnya pencegahan dalam mengurangi kolesterol LDL plasma dan meningkatkan kadar High Density Lipoprotein (HDL). Diharapkan dengan pemberian ekstrak anggur hitam yang memiliki kandungan flavonoid yang cukup tinggi dapat menurunkan kadar LDL pada tikus yang diinduksi hiperkolesterol.2  
METODE PENELITIAN
Penelitian ini adalah penelitian eksperimental murni laboratorium dengan pengambilan data sesudah perlakuan (Post Test Only Randomized Controlled Group Design). Penelitian ini berlangsung selama 42 hari yaitu pada bulan September-Oktober, bertempat di Laboratorium Terpadu Fakultas Kedokteran Universitas Mataram. Sampel pada penelitian ini adalah dengan menggunakan tikus wistar (Rattus norvegicus), berjenis kelamin jantan, berumur 8-12 minggu, dan memiliki berat badan 100-250 gram. Sampel penelitian berjumlah 24 ekor tikus, yang dibagi menjadi 6 kelompok. Masing-masing kelompok terdiri dari 4 ekor tikus. Kelompok tersebut terdiri dari kelompok kontrol normal (KN) yaitu yang hanya diberikan pakan standar, kelompok kontrol negatif (K(-)) yang diinduksi hiperkolesterol, kelompok kontrol positif (K(+)) yang diinduksi hiperkolesterol dan pemberian simvastatin dengan dosis 0,9 mg/kgBB/hari selama 14 hari, kelompok perlakuan I (P1) yang diinduksi hiperkolesterol dan diberikan ekstrak buah anggur hitam sebanyak 1 g/kgBB/hari, kelompok perlakuan II (P2) yang diinduksi hiperkolesterol dan diberikan ekstrak buah anggur hitam sebanyak 2 g/kgBB/hari, dan kelompok perlakuan III (P3) yang diinduksi hiperkolesterol dan diberikan ekstrak buah anggur hitam sebanyak 4g/kgBB/hari.
Variabel bebas pada penelitian ini adalah dosis ekstrak anggur hitam, variabel tergantung pada penelitian ini adalah kadar LDL darah tikus yang sudah diberi perlakuan ekstrak buah anggur hitam selama 14 hari. Sedangkan variabel terkendali adalah subyek penelitian dengan menggunakan tikus wistar jantan (Rattus norvegicus), usia berkisar 8-12 minggu, dengan berat badan berkisar 100-250 gram dalam kondisi sehat dan bahan penelitian menggunakan etanol 70%.
Prosedur penelitian terdiri dari beberapa tahap yakni (1) persiapan aklimatisasi hewan coba selama 7 hari, (2) induksi hiperkolesterol selama 4 minggu pada hewan coba, (3) Diakhir induksi hiperkolesterol dilakukan pemeriksaan kadar kolesterol pada beberapa tikus untuk mengetahui bahwa tikus telah mengalami hiperkolesterolemia, (4) pemberian ekstrak anggur hitam (Vitis vinifera) selama 14 hari, dan (5) 1 hari tikus dipuasakan sebelum pengambilan sampel darah hewan coba yang dilakukan di Laboratorium Terpadu Fakultas Kedokteran Universitas Mataram.
Ekstrak anggur hitam diekstraksi dengan pelarut etanol 70%. Buah anggur hitam dipotong kecil-kecil lalu dikeringkan selama 2 hari dan dihaluskan dengan blender. Anggur hitam yang telah halus ditimbang dan didapatkan sebanyak 600 gr bubuk padat dari anggur, kemudian dimaserasi dengan etanol 70%. Anggur dimurnikan dan dilarutkan dalam larutan etanol 70% dengan perbandingan 1:1, yaitu 1 bagian anggur dicampur dengan 1 bagian etanol, kemudian disaring dan dilakukan evaporasi. Ekstrak anggur diberikan 1x/hari melalui sonde selama 14 hari. Pembuatan ekstrak sebanyak 5 kg buah anggur menghasilkan 175 gr ekstrak buah anggur. Ekstrak sebanyak 122,71 gram kemudian diencerkan dengan 409 ml air sehingga didapatkan konsentrasi 300 g/l. Pemberian ekstrak buah angur hitam disesuaikan dengan berat badan tikus.
Bahan pakan diet tinggi lemak yang digunakan adalah diet yang terdiri dari karbohidrat 55%, lemak 35%, protein 10%. Diet diberikan secara ad libitum, 1x/hari, sebanyak 30 gram tiap tikus. Komposisi diet adalah pakan ayam Hyprovite 594® (84%), kuning telur (5%), lemak babi (10%), dan minyak goreng Bimoli® (1%). Minuman tikus wistar berupa larutan propiltiourasil (PTU) 0,01%. 
Pengambilan darah tikus dilakukan setelah tikus diberi perlakuan. Darah sampel kemudian diambil serumnya untuk diukur kadar HDL secara direct. Penentuan kadar LDL dilakukan secara indirect menggunakan formula Cordova dengan rumus: LDL = ¾ (total kolesterol – HDL).3
Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif dan dilakukan uji normalitas menggunakan uji Shapiro-Wilk, didapatkan nilai p < 0,05 yang berarti data tidak terdistribusi normal. Telah dilakukan transformasi data, namun data tetap tidak normal sehingga dilakukan uji analitik menggunakan uji non parametrik Kruskal-wallis.
HASIL PENELITIAN
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, diperoleh rerata kadar LDL pada semua kelompok. Rerata tersebut dapat dilihat pada tabel berikut:
Tabel 1. Rerata Kadar HDL Setelah Perlakuan

	Kelompok 
	
	Rerata kadar LDL (mg/dl)

	KN
	
	18,56 ± 2,90

	K(-)
	
	12,19 ± 10,42

	K(+)
	
	17,25 ± 3,24

	P1
	
	17,44 ± 5,03

	P2
	
	12,19 ± 5,39

	P3
	
	16,13 ± 10,15


Keterangan
KN
:Pakan konsetrat saja

K(-)
:Induksi hiperkolesterol saja

K(+)
:Induksi hiperkolesterol dengan pemberian simvastatin        
P(1)
:Pemberian ekstrak anggur hitam dosis 1

P(2)
:Pemberian ekstrak anggur hitam dosis 2

P(3)
: Pemberian ekstrak anggur hitam dosis 3
Dari hasil data tersebut kelompok negatif dan kelompok dosis 2 yang memiliki nilai terendah yaitu kelompok negatif dengan nilai rerata 12,19 ± 10,42 mg/dl dan kelompok dosis 2 dengan nilai rerata 12,19 ± 5,39 mg/dl. Kemudian diikuti kelompok dosis 3 dengan nilai rerata 16,13 ± 10,15 mg/dl. Untuk kelompok dosis 1 memiliki nilai rerata yang lebih tinggi dari kelompok dosis yang lain yaitu 17,44 ± 5,03 mg/dl. Pada kelompok positif didapatkan nilai rerata 17,25 ± 3,24 mg/dl. Nilai rerata tertinggi terdapat pada kelompok normal yaitu 18,56 ± 2,90 mg/dl.
Kadar LDL yang telah diperoleh sebelumnya kemudian diuji normalitasnya. Uji normalitas yang digunakan adalah uji Shapiro-Wilk.
Tabel 2. Uji Normalitas Kadar LDL
	Kelompok
	Nilai Signifikansi

	KN
	0,596

	K(-)
	0,577

	K(+)
	0,284

	P(1)
	0,688

	P(2)
	0,929

	P(3)
	0,028


Keterangan:

P > 0.05 : distrbusi normal

P < 0,05 : distribusi tidak normal
Berdasarkan uji tersebut tidak didapatkan nilai p > 0,05 pada semua kelompok yaitu pada kelompok P3 (p = 0,028). Hal ini menunjukkan bahwa data yang diperoleh tidak memiliki distribusi normal sehingga kemudian dilakukan uji statistik non parametrik menggunakan uji Kruskal-Wallis. 

Tabel 3. Uji Statistik Non-Parametrik Kadar LDL
	Parameter
	Sig

	LDL
	0,605


 Keterangan:

 P > 0,05 : Tidak signifikan

 P < 0,05 : signifikan
Dari hasil uji kruskal- wallis nilai P > 0,05 yang berarti kadar kolesterol LDL tidak signifikan.
PEMBAHASAN
Proantosianidin (terutama prosianidin) pada biji anggur telah terbukti memiliki efek antioksidan, anti-kanker dan kardioprotektif.4 Senyawa ini juga mempengaruhi metabolisme glukosa, serta menurunkan trigliserida, LDL dan kolesterol total.5 Proantosianidin memiliki aktivitas hipokolesterolemik. Proantosianidin dapat meningkatkan protein kolesterol 7α-hidroksilase (CYP7A1) dan mRNA CYP7A1. Aktivitas hipokolesterolemik proantosianidin dimediasi oleh peningkatan ekskresi asam empedu dan upregulasi.6 Proantosianidin menurunkan lipogenesis, menginduksi lipolisis dan memberikan efek insulomimetik pada adiposit dan jaringan lemak.5,7,8 Senyawa ini juga dapat menghambat penyerapan lemak karena menghambat aktivitas pancreatic lipase (PL), lipoprotein lipase (LPL) dan hormone-sensitive lipase (HSL). Pancreatic lipase adalah enzim yang paling penting untuk metabolisme triasilgliserol, LPL menyebabkan hidrolisis triasilgliserol, sedangkan HSL mengkatalisis lipolisis  triasilgliserol dan diasilgliserol setelah terjadi fosforilasi oleh protein kinase A.9,10  
Pada penelitian ini rerata terendah terdapat pada kontrol negatif. Hal ini tidak sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Made Subhawa (2014) yang mengatakan bahwa pemberian diet tinggi lemak dapat meningkatkan kadar kolesterol LDL pada tikus.11 Nilai normal kadar LDL tikus wistar yaitu 7 - 27,2 mg/dl.12 Hal ini bisa diakibatkan oleh cacing dalam hepar tikus yang secara tidak langsung menggangu proses metabolisme kolesterol yang terjadi di hepar. Selain itu pemberian sayuran seperti wortel memiliki efek sebagai antioksidan yang dapat menurunkan kadar LDL tikus wistar (Rattus norvegicus).13
Rerata kadar LDL darah tikus wistar (Rattus norvegicus) pada kelompok yang diberi obat simvastatin (kontrol positif)  lebih tinggi jika dibandingkan dengan  kelompok kontrol negatif. Dari data tersebut menjelaskan bahwa pemberian simvastatin pada penetilian ini tidak berpengaruh terhadap penurunan kadar LDL darah tikus wistar (Rattus norvegicus). Hal ini tidak sesuai dengan prinsip kerja obat statin sebagai inhibitor HMG CoA reduktase. HMG KoA reduktase merupakan enzim yang berperan dalam sintesis kolesterol. Kolesterol di dalam tubuh diangkut ke jaringan oleh LDL, sedangkan lipoprotein pembawanya menuju hepar untuk dieliminasi adalah HDL. Kompetitif inhibitor yang disebabkan oleh simvastatin menyebabkan terjadinya peningkatan HMG KoA reduktase dan reseptor LDL sebagai cara mempertahankan aktifitas metabolisme kolesterol. Peningkatan reseptor LDL dapat menyebabkan pembersihan LDL menjadi meningkat sehingga terjadi penurunan LDL. Namun dalam kelompok kontrol positif ini memiliki rerata nilai lebih tinggi dari kelompok kontrol negatif. Hal ini kemungkinan terjadi karena terganggunya fungsi hepar pada tikus. Mekanisme kerja utama simvastatin berlangsung di hati dan sebagian obat akan diekresikan di hati. Simvastatin merupakan prodrug dalam bentuk lakton yang harus dihidrolisis terlebih dulu menjadi bentuk aktifnya yaitu asam ß-hidroksi di hati. Terganggunya fungsi hati tikus sangat mempengaruhi kerja dari simvastatin yang dapat menyebabkan penghambatan peningkatan sintesis reseptor LDL sehingga kadar LDL di dalam darah tetap tinggi. Hal itu menyebabkan kadar LDL tetap tinggi pada kelompok kontrol positif.14,15
Dari hasil penelitian didapatkan bahwa rerata kelompok perlakuan dosis 1 lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok perlakuan dosis 2 dan 3. Namun rerata kelompok perlakuan dosis 3 lebih tinggi dibandingkan kelompok perlakuan dosis 2. Hal ini tidak sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Adiksawattana (2010) yaitu semakin tinggi dosis yang diberikan maka semakin besar penurunan kadar kolesterol LDL yang terjadi.16 Hal ini bisa diakibatkan efek dari dosis yang terlalu kecil sehingga belum maksimal menurunkan kadar LDL. 
Pada penelitian ini pemberian ekstrak buah anggur hitam tidak berpengaruh terhadap penurunan kadar LDL tikus wistar yang bisa diakibatkan karena faktor penyimpanan ekstrak anggur yang terlalu lama pada ruangan yang bercahaya sehingga mengakibatkan berkurangnya kandungan flavonoid pada anggur. Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Salvat (2009) mengenai efek ruangan bercahaya yang mempengaruhi kandungan antosianin pada anggur.17 Faktor lainnya yaitu faktor stress akibat sonde lambung yang diberikan pada tikus. Stres dapat meningkatkan kolesterol LDL darah. Keadaan tersebut merangsang pelepasan epinefrin. Epinefrin akan merangsang insulin. Insulin yang dikeluarkan akan merangsang pengeluaran enzim lipoprotein lipase yang akan meningkatkan kolesterol remnant.  Kolesterol remnant ini akan dibawa ke hati dan menghasilkan VLDL yang secara cepat dikonversi menjadi LDL.14
Selain itu adanya infeksi dari parasit cacing yang ditemukan pada tikus juga mempengaruhi hasil dari kadar lipid pada penelitian ini. Parasit cacing akan menggunakan cadangan energi lipid untuk mengkompensasi kekurangan karbohidrat sehingga lipid digunakan sebagai sumber energi bagi perkembangan parasit tersebut.18 Hal ini menunjukan bahwa faktor kesehatan dari hewan coba sangat penting untuk diperhatikan karena sangat berpengaruh terhadap hasil penelitian.
KESIMPULAN
Berdasarkan hasil analisis data dan pembahasan, dapat disimpulkan bahwa pemberian ekstrak buah anggur hitam (Vitis vinifera) tidak berpengaruh terhadap penurunan kadar LDL tikus wistar jantan (Rattus norvegicus) yang diinduksi hiperkolesterol.
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