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Abstract
Background : Black grapes as a local plant can be use as an agent for preventing atherosclerosis, and hyperlipidemia. Black grapes ( Vitis vinifera ) have a high content of flavonoid antioxidant.

Purpose : To determine the effect of black grapes extract (Vitis vinifera ) to the HDL levels in male rats (Rattus norvegicus ) with induced hypercholesterolemia .

Method : This study was an experimental research with a post test randomized controlled group design. The animal used were 24 male white rats (Rattus norvegicus ) strain Wistar. The white rats were divided into 6 groups: K1 was given normal diet, K2 was induced hypercholesterolemia, K3 was induced hypercholesterolemia and simvastatin solution, group ( P1 , P2 , P3 ) was induced hypercholesterolemia and given black grape extract with the dose of 200 mg, 400 mg, and 800 mg. HDL levels were statistically analyzed with an non-parametric Kruskal Wallis method .

Result : The lowest mean of the HDL levels and the highest mean was founding group K1 and K3 which were 15 ± 8.1 mg/dl and 28.25 ± 12.99 mg/ dl. The mean of HDL levels in group K2 was 19.25 ± 6.55 mg/dl, where as the mean of HDL in group P1, P2, P3 respectively were 18.5 ± 5.06 mg/dl, 21.75 ± 14.77 mg/dl, 22.25 ± 10.84 mg/dl.

Conclusion : The extract of black grapes (Vitis vinifera) on male rats (Rattus norvegicus) with the dose of 200 mg, 400 mg, and 800 mg haven't been able to increase average levels of HDL .
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Abstrak

Latar Belakang : Anggur hitam sebagai tanaman lokal diduga dapat digunakan sebagai bahan untuk mencegah aterosklerosis, dan hiperlipidemia. Buah anggur hitam (Vitis vinifera) memiliki kandungan antioksidan flavonoid yang tinggi.
Tujuan : Untuk mengetahui adanya pengaruh pemberian ekstrak anggur hitam (Vitis vinifera) terhadap kadar HDL pada tikus putih (Rattus norvegicus) jantan yang diinduksi hiperkolesterol.
Metode : Penelitian ini merupakan penelitian yang bersifat eksperimen dengan rancangan penelitian post test only randomized controlled group design. Hewan percobaan yang digunakan adalah tikus putih (Rattus norvegicus) jantan strain Wistar sebanyak 24 ekor tikus. Tikus putih tersebut dibagi menjadi 6 kelompok yaitu K1 diberi diet normal, K2 diinduksi hiperkolesterol, K3 diinduksi hiperkolesterol dan larutan simvastatin, kelompok (P1, P2, P3) diinduksi hiperkolesterol dan diberikan ekstrak buah anggur hitam dengan dosis 200 mg, 400 mg, dan 800 mg. Kadar HDL yang diperoleh dianalisis dengan metode statistik non parametrik Kruskal Wallis.
Hasil : Rerata kadar HDL paling rendah dan paling tinggi ditemukan pada kelompok K1 dan K3 yaitu 15± 8,1 mg/dl dan 28,25 ± 12,99 mg/dl. Rerata kadar HDL pada kelompok K2 yaitu 19,25 ± 6,55 mg/dl, sedangkan rerata HDL pada kelompok P1, P2, P3 berturut-turut adalah 18,5 ± 5,06 mg/dl, 21,75 ± 14,77 mg/dl, 22,25 ± 10,84 mg/dl.
Kesimpulan : Pemberian ekstrak anggur hitam (Vitis vinifera) pada tikus putih (Rattus norvegicus) jantan dengan dosis 200 mg, 400 mg, dan 800 mg belum dapat meningkatkan rerata kadar HDL.

Keyword :  HDL, anggur hitam, flavonoid

PENDAHULUAN
Dewasa ini, penyebab kematian terbanyak di dunia ditempati oleh salah satu penyakit yang termasuk ke dalam penyakit jantung dan pembuluh darah yaitu penyakit jantung koroner.1 Di indonesia dilaporkan PJK merupakan penyebab utama dari seluruh kematian, yakni sebesar 26,4%, angka ini empat kali lebih tinggi dari angka kematian yang disebabkan oleh kanker (6%) . Berdasarkan Riset Kesehatan Dasar pada tahun 2013, prevalensi PJK di Indonesia ditemukan sebesar 0,13% dari hasil wawancara dan berdasarkan diagnosis dokter atau gejala sebesar 0,3%.2

Penyakit jantung koroner diawali dengan terjadinya aterosklerosis akibat dari akumulasi lemak yang tinggi. Lemak yang tinggi dapat ditandai dengan keadaan dislipidemia. Dislipidemia merupakan kelainan metabolisme lemak yang ditandai dengan peningkatan kolesterol total, trigliserida, LDL-kolesterol, dan penurunan kadar HDL-kolesterol dalam darah.3 Lapisan endotel pembuluh darah koroner yang normal akan mengalami kerusakan oleh adanya faktor risiko antara lain: faktor hemodinamik seperti hipertensi, zat-zat vasokonstriktor, mediator (sitokin) dari sel darah, asap rokok, diet aterogenik, peningkatan kadar gula darah, dan oksidasi dari LDL-kolesterol.4
Saat ini telah terdapat beberapa obat yang dapat menurunkan kadar kolesterol dalam darah, salah satunya yaitu obat golongan statin. Seperti obat-obat pada umumnya, terdapat efek samping yang dapat ditimbulkan oleh obat penurun kadar kolesterol ini. Sehingga banyak masyarakat mencari pengobatan yang lebih aman. Berdasarkan permasalahan tersebut, masyarakat lebih mencari bahan alami yang berasal dari alam yang dapat bekerja seperti obat penurun kadar kolesterol, dan beberapa tumbuhan tersebut memiliki kandungan kaya antioksidan yang dapat mencegah maupun mengobati aterosklerosis. 
METODE PENELITIAN
Penelitian ini dilakukan dengan metode eksperimental murni laboratorium dengan pengambilan sampel sesudah perlakuan (Post Test Only Randomized Controlled Group Design). Penelitian ini dilakukan pada bulan September-November, bertempat di Laboratorium Terpadu Fakultas Kedokteran Universitas Mataram. Kelompok dalam penelitian ini dibagi menjadi tiga kelompok kontrol dan tiga kelompok perlakuan dengan menggunakan tikus putih (Rattus norvegicus), berjenis kelamin jantan, dengan galur Wistar, 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 I (K1) yaitu yang hanya diberikan pakan standar, kelompok kontrol II (K2) yang diinduksi hiperkolesterol, kelompok kontrol III (K3) yang diinduksi hiperkolesterol dan pemberian larutan 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 200 mg/200 grBB/hari, kelompok perlakuan II (P2) yang diinduksi kolesterol dan diberikan ekstrak buah anggur hitam sebanyak 400 mg/200 grBB/hari, dan kelompok perlakuan III (P3) yang diinduksi kolesterol dan diberikan ekstrak buah anggur hitam sebanyak 800 mg/200 grBB/hari.

 Variabel bebas pada penelitian ini adalah dosis ekstrak anggur hitam, variabel tergantung pada penelitian ini adalah kadar HDL darah tikus yang sudah diberi perlakuan ekstrak buah anggur hitam selama 14 hari. Sedangkan variabel terkendali adalah subyek penelitian dengan menggunakan tikus putih (Rattus norvegicus) dari galur Wistar, berjenis kelamin jantan, usia berkisar 8-12 minggu, dengan berat badan berkisar 150-250 gram dalam kondisi sehat dan bahan penelitian menggunakan etanol 70%.

Prosedur penelitian terdiri dari beberapa tahap yakni persiapan aklimatisasi hewan coba selama 7 hari, induksi hiperkolesterol selama 4 minggu pada hewan coba, pemberian ekstrak anggur hitam (Vitis vinifera) selama 14 hari, dan 1 hari tikus dipuasakan sebelum pengambilan sampel darah hewan coba yang dilakukan di Laboratorium Patologi Klinik 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 250 gr ekstrak buah anggur.

        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%).8 Lemak babi diberikan sebanyak 25 gram, sedangkan kuning telur dicampur dengan menggunakan lemak babi menjadi 30 gram untuk masing-masing tikus pada kelompok yang diinduksi hiperkolesterol dan kelompok pemberian ekstrak anggur
Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif, dilakukan uji normalitas menggunakan Shapiro-Wilk test. Setelah dilakukan uji normalitas didapatkan nilai p <0,05 yang berarti data tidak terdistribusi normal. Data tidak normal tersebut ditransformasi, namun distribusi data tetap tidak normal. Sehingga uji analitik  menggunakan uji non-parametrik Kruskal-Wallis.

HASIL PENELITIAN
Diperoleh rerata kadar HDL pada seluruh kelompok yang telah dilakukan perlakuan.Berikut adalah rerata kadar HDL seluruh kelompok dalam mg/dl.

Rerata Kadar HDL Setelah Perlakuan

	Kelompok 
	
	Kadar HDL dalam mg/dl ( Mean ± SD )

	K1
	
	15     ± 8,12

	K2
	
	19,25 ±  6,55

	K3
	
	28,25   ±  12,99

	P1
	
	18,5   ±  5,06

	P2
	
	21,75   ±  14,77

	P3
	
	22,25   ±  10,84


Diagram Rerata kadar kolesterol HDL pada setiap kelompok  

Keterangan: 

K1: Kelompok diet normal yang diberikan pakan standar

K2: Kelompok yang diinduksi kolesterol

K3: Kelompok yang diinduksi kolesterol dan pemberian larutan simvastatin

P1: Kelompok yang diinduksi kolesterol dan diberikan ekstrak buah anggur hitam sebanyak 200 mg/200 grBB/hari selama 14 hari

P2: Kelompok yang diinduksi kolesterol dan diberikan ekstrak buah anggur hitam sebanyak 400 mg/200 grBB/hari selama 14 hari

P3: Kelompok yang diinduksi kolesterol dan diberikan ekstrak buah anggur hitam sebanyak 800 mg/200 grBB/hari selama 14 hari

Hasil penelitian ini menunjukkan rerata kadar HDL terendah terdapat  pada kelompok K1 yaitu kelompok normal sebesar 15± 8,1 mg/dl. Rerata kadar HDL pada kelompok K2 lebih tinggi dibandingkan dengan K1 sebesar 19,25 ± 6,55 mg/dl, sedangkan pada kelompok K3 kadar HDL semakin meningkat sebesar 28,25 ± 12,99 mg/dl. Kelompok P1 dengan dosis ekstrak anggur hitam sebanyak 200 mg memiliki kadar HDL 18,5 ± 5,06 mg/dl, dan kelompok P2 dengan dosis ekstrak anggur hitam 400 mg rerata kadar HDL sebesar 21,75 ± 14,77 mg/dl, sedangkan pada kelompok P3 yang diinduksi hiperkolesterol dan pemberian ekstrak anggur dengan dosis 800 mg memiliki kadar HDL tertinggi 22,25 ± 10,84 mg/dl, Rerata kadar HDL tertinggi terdapat pada kelompok kontrol tikus yang diinduksi hiperkolesterol dan pemberian larutan simvastatin. Setelah mengetahui rerata kadar HDL pada seluruh kelompok, dilakuan uji normalitas data, untuk mengetahui data terdistribusi normal atau tidak.
Uji Normalitas Kelompok Penelitian

	Parameter
	Kelompok
	Shapiro-Wilk

	
	
	Statistik
	Df
	Sig.

	HDL
	K1
	0,786
	4
	0,079

	
	K2
	0,904
	4
	0,452

	
	K3
	0,744
	4
	0,034

	
	P1
	0,775
	4
	0,065

	
	P2
	0,948
	4
	0,701

	 
	P3
	0,991
	4
	0,964


Keterangan:

P > 0.05 : distrbusi normal

P < 0,05 : distribusi tidak normal


Hasil analisa data dengan menggunakan uji Shapiro-Wilk terdapat satu kelompok yang memiliki nilai p< 0,05 yaitu pada kelompok K3. Dari hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa data tidak terdistribusi normal. Berdasarkan data tersebut, uji lanjutan yang dapat digunakan untuk melakukan uji hipotesis adalah uji Kruskal-Wallis.
Uji hipotesis non-parametrik menggunakan uji Kruskal- Wallis

	
	Parameter
	
	Sig

	
	HDL
	
	0,687


 Keterangan:

 P > 0,05 : Tidak signifikan

 P < 0,05 : signifikan


Dari hasil uji kruskal- wallis nilai P > 0,05 yang berarti kadar kolesterol HDL tidak signifikan.
PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil uji stastistik dengan Kruskal-Wallis, didapatkan nilai p=0,687 ( p>0,05) yang menunjukkan data tidak signifikan, dapat dikatakan tidak diperoleh hasil yang bermakna untuk rerata kadar HDL. Hal ini mungkin dapat disebabkan kurang lamanya masa perlakuan induksi ekstrak buah anggur hitam terhadap tikus putih, karena menurut penelitian Benarjee dan Maulik (2002) selama 2 minggu hanya dapat menurunkan kolesterol, trigliserida dan kolesterol LDL secara signifikan, tetapi tidak berpengaruh pada kolesterol HDL. Selain itu, dapat disebabkan faktor-faktor yang tidak dapat dikendalikan seperti stres, penyakit hati, penyakit pankreas, dan hormonal.

Kadar HDL darah tikus putih kelompok K1 yang hanya diberikan pakan standar setelah perlakuan, didapatkan rerata kadar HDL sebesar (15±8,12 mg/dl) lebih rendah dari pada kelompok K2 yang hanya diinduksi hiperkolesterol (19,25  ±  6,55 mg/dl), pada kelompok K3 yang diinduksi hiperkolesterol dan pemberian simvastatin didapatkan kadar HDL yang sangat tinggi (28,25 ± 12,99 mg/dl), sedangkan rerata kadar HDL pada kelompok P1 (18,5 ± 5,06 mg/dl), dimana P1 merupakan kelompok perlakuan yang diinduksi hiperkolesterol dan pemberian ekstrak anggur hitam dengan dosis 200 mg/200 grBB/hari.

         Rerata kadar HDL pada kelompok perlakuan P1 tidak signifikan dengan kelompok kontrol K3. Pada kelompok kontrol P2 dengan dosis 400 mg/200 grBB/hari didapatkan rerata kadar HDL (21,75 ± 14,77 mg/dl), terdapat peningkatan yang signifikan dibandingkan dengan kelompok P1, hal ini menunjukkan bahwa dengan dosis 400 mg/200 grBB/hari dapat meningkatkan kadar HDL, namun tidak meningkat seperti kelompok kontrol P3. 

Hasil rerata kadar HDL pada kelompok perlakuan P3 dengan dosis 800 mg/200 grBB memberikan hasil kadar HDL paling tinggi yaitu  (22,25 ± 10,84 mg/dl). Pada perlakuan P3 kadar HDL mengalami peningkatan, jika dibandingkan dengan kelompok perlakuan P1 dan P2, sedangkan dengan kelompok kontrol K3, perlakuan P3 tidak ada perbedaan yang signfikan. Berdasarkan hal ini dapat ditarik kesimpulan bahwa ekstrak buah anggur hitam (Vitis vinifera) dengan dosis 800 mg/200 grBB belum dapat meningkatkan kadar kolesterol HDL dibandingkan dengan pemberian simvastatin. 

Hal ini berarti, bahwa dengan pemberian ekstrak anggur hitam belum dapat  mencegah terjadinya dislipidemia pada hewan coba yang diinduksi hiperkolesterol. Pemberian ekstrak dalam waktu 14 hari  dengan dosis 200 mg, 400 mg, dan 800 mg tidak sebaik pemberian simvastatin. Hal ini sesuai dengan penelitian yang telah dilakukan oleh Tri Murni et al. (2008) dengan menggunakan dosis yang berbeda yaitu dosis ekstrak anggur 100 mg, 200 mg, dan 400 mg belum mampu meningkatkan kadar HDL secara bermakna dibandingkan simvastatin yang dapat meningkatkan kadar HDL sekitar 20% pada tikus putih. Selain itu, tingginya kadar HDL pada kelompok K3 yang diinduksi kolesterol dan pemberian simvastatin, sesuai dengan teori dari simvastatin yang dapat meningktkan kadar HDL dalam plasma darah.

Kandungan zat flavonoid yang terdapat pada anggur sebagai antioksidan dalam meningkatkan kadar HDL yaitu antioksidan mampu meningkatkan aktivitas LCAT ( Lechitin Cholesterol acyl Transferase). LCAT merupakan enzim yang dapat mengkonversi kolesterol bebas menjadi ester kolesterol yang lebih hidrofobik, sehingga ester kolesterol dapat berikatan dengan partikel inti lipoprotein untuk membentuk HDL baru .9

Penelitian mengenai efek antioksidan terhadap kadar koletserol HDL, didapatkan bahwa antioksidan dapat menaikan kadar kolesterol HDL dengan cara meningkatkan produksi Apo A1. Apo A1 bertugas sebagai kofaktor enzim untuk LCAT serta sebagai ligand untuk interaksi dengan reseptor lipoprotein dalam jaringan pada HDL. Peningkatan Apo A1 diharapkan dapat meningkatkan kadar kolesterol HDL. HDL yang mengandung Apo A1 bersifat protektif terhadap aterosklerosis.10

Kandungan antioksidan flavonoid yang terdapat dalam anggur diduga dapat meningkatkan kadar HDL. Peningkatan kadar HDL dengan cara menghambat oksidasi dari LDL. Berdasarkan percobaan, peningkatan kadar HDL dan penurunan LDL pada tikus yang diberi ekstrak yang mengandung antioksidan flavonoid kemungkinan karena adanya aktifitas inhibitorik pankreas lipase dan lipoprotein lipase dalam metabolisme lemak, mengurangi trigliserida dalam hepar dan lipolisis. Inhibisi pankreas lipase membuat absorbsi lemak di usus halus berkurang. Inhibisi lipoprotein akan membuat apoC-2 tetap dalam HDL sehingga HDL tidak dipecah.7 Lemak yang tidak terhidrolisis akan diekskresikan melalui feses atas pengaruh antioksidan.11 Hal tersebut membuat kadar LDL turun dan HDL menjadi naik.

KESIMPULAN
      Berdasarkan hasil analisis data dan pembahasan, dapat diambil kesimpulan dari penelitian ini bahwa pemberian ekstrak anggur hitam (Vitis vinifera) pada tikus putih (Rattus norvegicus) jantan dengan dosis 200 mg, 400 mg, dan 800 mg selama 14 hari belum dapat meningkatkan rerata kadar HDL.
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