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ABSTRAK

Nama : Dyah Maria Wahyuningtyas

Program studi : IImu Gizi, Kekhususan Ilmu Gizi Kl:inik

Judul : Pengaruh Pemberian Jus Anggur Selama Dua Minggu Terhadap
Kadar NO Serum Pada Subyek Dengan Kadar Kolesterol Total
Batas Tinggi

Tujuan penelitian ini adalah diketahuinya pengaruh pemberian jus anggur 300
gram per hari selama dua minggu terhadap kadar NO serum laki-laki dan
perempuan dengan kadar kolesterol total batas tinggi. Penelitian ini merupakan
sebuah field trial, membandingkan 18 subyek dalam kelompok yang
mendapatkan jus anggur disertai penyuluhan TLC (P) dengan 17 subyek dalam
kelompok yang hanya mendapatkan penyuluhan TLC (K). Subyek yang
memenuhi kriteria penelitian dibagi menjadi dua kelompok dengan randomisasi
sederhana. Data yang diambil meliputi usia, jenis kelamin, riwayat
hiperkolesterolemia dalam keluarga, aktivitas fisik, indeks massa tubuh (IMT),
asupan energi, lemak, kolesterol, serat, dan polifenol dengan food record.
Pemeriksaan kadar kolesterol total dan NO serum dilakukan di awal dan akhir
perfakvan. Analisis data menggunakan uji t tidak berpasangan dan uwji Mann
Whitney dengan batas kemaknaan 5%. Sebanyak 18 subyek pada kelompok P
dan 14 subyek pada kelompok K, dengan rerata usia 35,57+5,20 tahun
mengikuti penelitian secara lengkap. Indeks aktivitas fisik subyek kedua
kelompok termasuk di bawab rata-rata, Data awal tidak didapatkan perbedaan
bermakna (p>0,05). Setelah dua minggu perlakuan, didapatkan persentase
asupan energi terhadap kebutuhan energi totel termasuk kategori cukup pada
kelompok perlakuan dan kurang pada kontrol. Asupan lemak total dan
kolesterol kedua kelompok adalah tergolong cukup. Asupan serat tergolong
kurang. Terdapat perbedaan bermakna asupan polifenol pada kedua kelompok
selama perlakuan (p<0,05). Terdapat peningkatan kadar NO serum sesudah
perlakuan pada kedua kelompok yang tigak berbeda bermakna (p>0,05), bahkan
terdapat penurunan kadar kolesterol total serum pada kedua kelompok sesudah
perlakuan meskipun tidak berbeda bermakna (p>0,05) dan masih dalam kategori
batas tinggi. Pemberian jus anggur 300 gram per hari tidak didapatkan
perbedaan bermakna peningkatan kadar NO serum antara kelompok perlakuan
dan kontrol.

Kata kunei ;

Jus anggur, polifenol, kolesterol total serum, NO serum.
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ABSTRACT

Name : Dyah Maria Wahyuningtyas

Study Program: Nutrition, Clinical Nutrition

Title : Effect of Grape Juice Consumption for Two Weeks on Serum
NO Level in Subjects with Borderline High Serum Total
Cholesterol Level

The aim of this shudy was to investigate the effect of grape juice (that made from 300
grams of grapes per day) during two weeks on serum NO level in male and female
subjects witb borderline high total cholesterol level. The study was a field trial
Thirty five subjects were selected using certain criteria and randomly (simple
randomization) divided into two groups. The treatment group {n=18) received grape
juice and nutrition counseling; the control group (n=17) received nutrition
counseling. Data obtained directly from the subjects were age, gender, history of
hypercholesterolemia in subject’s family, physical activity, and body mass index,
intake of energy, fat, cholesterol, fiber and polyphenol using food record. Laboratory
findings of serum NO level and total cholesterol level were done before and after
intervention. For statistical analysis, unpaired t-test and Mann Whitney were used
with the level of significance was 5%. Eighteen subjects in the treatment group and
fourteen subjects in the control group completed the study and analyzed. Mean of
age was 35.57+5.20 years old. The physical activity index of both groups were low.
The characteristics of the two groups were closely matched at base line (p>0.05).
After two weeks intervention, subjects’ energy consumed in the treatment group
achieved the recommended diet, while in the contro! group was below. The average
intake of total fat and cholesterol in both groups achieved the recommended diet, but
the fiber intake were below. The average intake of polyphenol in the treatment group
was increased significantly than the control group (p<0.05) during intervention
period. There were increased of serum NO level after treatment in both groups, but
not statistically significant (p=>0,05). There were decreased on serum total cholesterol
level in both groups, although not statistically significant (p>0.05). The effect of
grape juice for two weeks did not significantly increase serum NO level in the
treatment group.

Keywords:

Grape juice, polyphenol, serum NO level, serum total cholesterol
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1. Latar belakang

Penyakit kardiovaskuler (PKV) telah menjadi epidemi global dan penyebab kematian
tertinggi. Berdasarkan Profil Keschatan Indonesia tahun 2006, PKV menjadi
penyebab kematian utama di Indonesia.'*

Peningkatan kadar kolesterol merupakan salah satu faktor risiko terjadinya
PKV.> Survey Kesehatan Rumah Tangga (SKRT) 2004 mepunjukkan prevalensi
penduduk dengan kadar kolesterol total batas tinggi (200-239 mg/dL) pada usta 25-
34 tahun sebesar 9,3%, usia 35-44 tahun sebesar 10,8%, kemudian meningkat s¢jalan
dengan bertambahnya usia dan tertinggi pada usia 55-64 tabun yaitu 15,5%." Suatu
studi prospektif yang dilakukan pada subyek berusia 25-47 tahun mendapatkan
bakwa kejadian PKV pada subyek dengan kadar kolesterol total <190 mg/dl sebesar
18,5%, menjadi 22,4% pada subyek dengan kadar kolesterol total 190-208 mg/dL,
dan makin meningkat menjadi 37,7% pada subyek dengan kadar kolesterol >209
mg/dl., schingga disimpulkan bahwa peningkatan kadar kolestrol total dapat
digunakan untuk memprediksi terjadinya PKV.,

Peningkatan kadar kolesterol darah yang dipengaruhi oleh faktor genetik,
usia, jenis kelamin, obesitas, dan asupan makanan, dapat menyebabkan peningkatan
reactive oxygen species (ROS), yang mengakibatkan penurunan aktivitas endothelial
nitric oxide synthase (eNOS) dan bioavailabilitas nitric oxide (NO).® Penurunan
bicavailabilitas NO tersebut menyebabkan terjadinya disfungsi endotel pembuluh
darah.? Disfungsi endotel akan berlanjut menjadi aterogenesis dan aterosklerosis
yang merupakan patogenesis utama PKV. Faktor lain yang dapat menyebabkan
terjadinya disfungsi endotel adalah hipertensi, hiperglikemia, penyakit kronis,
kebiasaan merokok dan rendahnya aktivitas fisik *%’

Disfungsi endotel pembuluh darah bersifat reversibel, sehingga dengan
memperbaiki fingsi endotel maka risiko terjadinya PKV dapat diturunkan?
Beberapa penelitian mendapatkan bahwa dengan memperbaiki faktor risiko PKV
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seperti hiperkolesterolemia, terjadi juga peningkatan bioavailabitas NO yang
menunjukkan perbaikan fungsi endotel pembuluh darah.*® National Cholesterol
Education Program (NCEP) Adult Treatment Panel (ATP) III 2002'°
merekomendasikan modifikasi gaya hidup yang disebut thergpeutic life style
changes (TLC) untuk menurunkan risiko terjadinya PKV pada individu dengan
kadar kolesterol batas tinggi. Yang dimaksud dengan TLC adalah mempertahankan
berat badan normal, melakukan olahraga teratur, membatasi konsumsi energi, lemak
dan kolesterol, serta meningkatkan konsumsi buah dan sayur sebagai sumber serat
dan antioksidan.>'®" Dalam beberapa penelitian teatang pemberian konseling diet
dan olah raga'? serta antioksidan®" terbukti memperbaiki bioavailabilitas NO.

Polifenol yang banyak terkandung dalam anggur, termasuk produk
olahannya, diketshui juga dapat memperbaiki fungsi endotel pembuluh darah.!*'*
Hal ini disebabkan karena polifenol mempunyai peran sebagai antioksidan®'® dan
dapat meningkatkan aktivitas enzim eNOS'” sehingga meningkatkan bioavailabilitas
NO.

Penelitian Castilla dkk'® yang memberikan jus anggur 100 mL/hari selama 14
hari berhasil memperbaiki fungsi endotel pembuluh darah subyek penelitian. Matsuo
dikk" mendapatkan bahwa polifenol dalam red wine dapat meningkatkan secara
bermakna kadar NO serum subyek penelitian 30 menit pasca konsumsi. Begitu pula
dengan Freedman dkk?® yang memberikan jus anggur 7 mI/kg BB/hari pada subyek
sehat dan Stein dkk?! yang memberikan jus anggur 8 ml/kg BB/hari pada subyek
dislipidemia selama 14 hari mendapatkan bahwa polifenol dalam jus anggur dapat
memperbaiki bioavailabilitas NO. Namun sebaliknya Albers dkk” yang
memberikan jus anggur sebanyak 7 ml/kg BB/hari selama 14 hari pada subyek
dislipidemia ternyata tidak menunjukkan peningkatan bermakna bioavailabilitas NO.

Berdasarkan hal-hal di atas, maka dilakukan penelitian untuk mengetahui
pengaruh jus anggur terhadap kadar NO serum pada subyek dengan kadar kolesterol
total batas tinggi, yang dilakukan pada anggota Polrd dan PNS beserta pasangannya
yang tinggal di asrama Pold Cipinang, dengan membandingkan dua kelompok yaitu
kelompok perlakuan yang mendapatkan jus anggur dari 300 gram buah anggur segar
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satu kali per hari selama 14 hari disertai penyuluhan TLC dengan kelompok kontrol
yang hanya mendapatkan penyuluhan TLC. Penelititan ini merupakan bagian dari
penelitian “Efek jus anggur tehadap kadar kolesterol LDL pada subyek dengan kadar
kolesterol total batas tinggi”. >

1.2. Rumusan Masalah
1.2.1. Identifikasi Masalah
1. Penyakit kardiovaskuler merupakan penyebab kematian tertinggi, dan
salah satu fakior risikonya adalah peningkatan kadar kolesterol darah.
2. Kadar kolesterol meningkat sesuai dengan pertambahan usia.
3. Hiperkolesterolemia menyebabkan terjadinya disfungsi endotel yang
ditandai dengan penurunan bioavailabilitas NO.
4. Polifenol dapat membantu memperbaiki fungst endotel pembuluh darah.

1.2.2. Perumusan Masalah

Berdasarkan uraian tersebut di atas, dapat diramuskan pertanyaan sebagai
berikut:

Apakah terdapat perbedaan bermakna perubahan kadar NO serum antara
anggota Polri dan PNS beserta pasangannya di asrama Polri Cipimang dengan
kadar kolesterol total batas tinggi yang mendapatkan jus anggur dari 300
gram buah anggur segar satu kali per hari selama 14 hari disertai penyuluhan
TLC dibandingkan bila hanya mendapatkan penyuluhan TLC?

1.3. Hipotesis
Terdapat perbedaan bermakna perubahan kadar NO serum antara anggota
Polri dan PNS beserta pasangannya dengan kadar kolesterol total batas tinggi
yang mendapatkan jus anggur dari 300 gram buah anggur segar satu kali per
harl selama 14 hari disertat penyuluhan TLC dibandingkan bila hanya
mendapatkan penyuluhan TLC.
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1.4. Tujuan Penelitian

1.4.1.

1.4.2,

Tujuan Umum

Pemberian jus anggur dari buah anggur segar diharapkan dapat memperbaiki
fungsi endotel pembuluh darah sehingga dapat menurunkan risiko terjadinya
penyakit kardiovaskuler, menurunkan angka morbiditas dan mortalitas.

Tujuan Khusus

1. Diketahuinya karakteristik subyek penelitian berdasarkan usia, jenis
kelamin, riwayat hiperkolesterolemia dalam keluarga, dan aktivitas fisik
pada kelompok perlakuan dan kontrol.

2. Diketahuinya status gizi berdasarkan indeks massa tubuk (IMT) sebelum
dan sesudah perlakuan pada kelompok perlakuan dan kontrol.

3. Diketahuinya sebaran asupan energi, lemak, kolesterol, serat, dan
polifenol sebelum dan selama perlakuan dengan metode food record 2 x
24 jam pada kelompok perlakuan dan kontrol.

4. Diketahuinya kadar NO serum sebelum dan sesudah perlakuan pada
kelompok perlakuan dan kontrol.

1.5. Manfaat Penelitian

1.5.1,

1.5.2.

Manfaat untuk subyek penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat menwrunkan risiko terjadinya penyakit
kardiovaskuler pada subyek penelitian.

Manfaat untuk institusi

Penelitian ini diharapkan dapat menambah pengetahuan mengenai pengaruh
pemberian jus anggur terhadap kadar NO serum, serta diharapkan dapat
menjadi data dasar bagi penelitian selanjutnya.
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1.5.3. Manfaat untuk peneliti
Melalui penelifan ini diharapkan peneliti dapat menerapkan dan
memanfaatkan ilmu yang didapatkan selama kulizh, serta dapat menjadi
sarana untuk melatih cara berpikir dan membuat penelitian berdasarkan
metodologi penelitian yang baik dan benar.
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BAB 2
_TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Anggur
Tanaman anggur termasuk dalam famili vitaceae, mempunyai dua genus yaitu vifis
dan muscadinia. Vifis mempunyai banyak spesies yang felah dibudidayakan, salah
satu yang terkenal adalah vitis vinifera yang berasal dari wilayah sebelah Sefatan
antara Laut Kaspia dan Laut Hitam di Asia Kecil, dan saat ini hampir semua varietas
angpgur yang terkenal berasal dari spesies ini. Tanaman anggur spesies vitis vinifera
rulai masuk ke Indonesia pada abad 17.%

Di pasaran, anggur selain tersedia dalam bentuk buah segar juga tersedia
dalam berbagai bentuk produk olahan, seperti jus, sari buah, wine, selai, kismis, dan
ekstrak biji anggur., %

2.1.1. Kandungan nutrien dalam anggar
Buah anggur mengandung berbagai nutrisi seperti tampak pada tabel 2.1.

Tabel 2.1, Kandungan Nutrisi Dalam 100 Gram Anggur

Nutrisi Kandungan dalam Nutrisi - Kandungan dalam
100 gram 100 gram
Air 80,54 gr Natrium 2 mg
Energi 69 kkal Besi 0,36 mg
Karbohidrat 18,10 gr Asam askorbat 10,80 mg
Protein 0,72 gr Thiamin 0,069 mg
Serat 0,9 gr Niasin 0,188 mg
Gula 15,48 gr Vitamin B6 0,086 mg
Kalium 191 mg Beta karoten 39 meg
Fosfor 20 mg Vitamin A 66 U
Kalsium 10 mg Alfa tokoferol 0,19 mg
Magnesium Tmg Polifenol 196 mg

Sumber: telah diolzh kembali dari Brat dkk® |
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Beberapa literatur melaporkan bahwa konsumsi anggur dan produk
olahannya dapat mencegah dan menurunkan kejadian PKV, kanker, serta penyakit
degeneratif seperti dimensia dan alzheimer. Efek ini diduga disebabkan karena
kandungan polifenol yang tinggi dalam anggur, yang mempunyai kapasitas
anticksidan lebih tinggi dibanding antioksidan lain seperti vitamin C dan alfa

tokoferol 7%

2.2. Polifenol dalam anggur

2.2.1. Definisi, klasifikasi dan struktur kimia polifenol

Polifenol adalah suatu senyawa hasil metabolit sekunder dalam tanaman yang
merupakan pelindung tanaman dari ultraviolet dan patogen, juga berperan dalam
memberi warna dan rasa buah maupun makanan atau minuman produk
olzhannya ***

Lebih dari 4000 macam senyawa polifeno! terdapat pada tanaman dan sangat
bervariasi kuantitasnya dalam tiap jenis tanaman. Variasi polifenol tersebut antara
lain dipengaruhi genetik tanaman, kondisi lingkungan, dan tahap pertumbuhan serta
kematangan buah, 2>

Polifenol dibagi menjadi beberapa kelas berdasarkan sifat rangka karbonnya
yaitu asam fenolik, flavonoid, stilben (resveratrol), dan lignan (gambar 2.1).2
Flavonoid menupakan pélifenol terbanyak dalam bahan makanan sumber, dibagi
menjadi 6 subkelas yaitu flavono!, flavon, flavanon, isoflavon, antosianin, dan
flavanol yang mempunyai bentuk monomer yaitu katekin dan bentuk oligomer yaitu
proantosianidin. ' Perbedaan struktur kimia polifenol menentukan kecepatan dan

jumlah yang dapat diabsorpsi, serta bioavailabilitasnya.”
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Gambar 2.1. Struktur kimia empat kelas polifenol
Sumber: telah diolah kembali dari Scaibert dkk™

2.2.2. Bioavailabilitas, pencernaan, dan metabolisme polifenol
Polifenol dalam bahan makanan atau minuman banyak terdapat dalam bentuk
terkonjugasi. Setelah dikonsumsi, tkatan gula pada polifenol bentuk terkonjugasi
(misalnya konjugasi dengan glikosida) akan mengalami hidrolisis oleh sel usus, dan
mikroflora di kolon. Proses hidrolisis tersebut dikatalisis oleh enzim Cyrocolic
B-Glucosidase (CBG) atau Lactase Phlorizin Hydrolase (LPH). %

Polifenol bentuk bebas (aglikon) diabsorpsi oleh sel usus halus secara difusi
pasif. Sedangkan polifenol yang tidak dapat diabsorpsi (masih dalam bentuk
terkonjugasi) akan menuju ke kolon, dan oleh mikroflora kolon dihidrolisis menjadi
senyawa yang lebih sederhana seperti asam fenolik.*® |

Polifencl di dalam sel usus akan mengalami konjugasi dengan metil atau
asam glukoronat, kemudian masuk vena porta menuju hati. Polifenol yang masuk ke
dalam hati juga mengalami konjugasi lebih lanjut dengan metil, asam giukoronat,
dan grup sulfat. Proses konjugasi tersebut dikatalisis oleh beberapa macam enzim
tergantung senyawa konjugasinya, misalnya proses konjugasi dengan metil
dikatalisis oleh erzim Catechol-O-Methyliransferase (COMT), dengan asam
glukoronat dikatalisis oleh enzim UDP Glucoronosyl Transferase (UDPGT), dan
dengan sulfat dikatalisis oleh enzim Sulfotransferase (SULT). %2
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Gambar 2.2. Jalur pencernaan polifenol dalam tubuh
Sumbser: telah diolah kembali dari Scalbert dkk”®

Polifenol yang telah mengalami konjugast di hati akan masuk ke sirkulasi dan
disebarkan ke jaringan, namun sebagian akan diekskresi bersama empedu ke kolon,
kemudian bersama dengan polifenol hasil hidrolisis mikroflora usus akan masuk ke
dalam sikius enterohepatik. Sisa metabolisme polifencl kemudian akan diekskresi
melalui urin dan feses, dalam bentuk terkonjugasi.”**>*

Konsumsi bahan makanan yang mengandung polifenol dalam jumiah biasa
seperti diet sehari-hari, kadar polifencl yang terdeteksi di plasma tidak pemnah
melebihi satu mikro mol, dan konsentrasi maksimal di plasma akan terjadi setelah
satu sampai dua jam pasca konsumsi. Ekskresi polifenol di urin ditemukan dalam
bentuk terkonjugasi, terjadi dalam 24 jam pasca konsumsi, sebesar 0,3% sampai 43%

dari jumlah yang dikonsumsi.®* *
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Gambar 2.3. Metabolisme polifenol
Keterangan:
CBG : Cytocolic b-Ghicosidase UDPGT : UDP Glucoronrosy! Transferase
LPH : Lactase Phiorizin Hydrofase SULT : Sulfotransferase
COMT : Catechol-O-Methyltransferase

Sumber: telah diolah kembali dari Scalbert dkk*®

2.2.3. Bahan makanan sumber polifenol

Bahan makanan sumber polifenol adalah buah dan sayur. Kandungan polifenol
dalam buah lebih tinggi dibandingkan sayur, bahkan lebih tinggi dibandingkan
kandungan antioksidan lainnya. Misalnya kandungan vitamin C dalam jeruk hanya
sekitar 40% dibandingkan kandungan polifenolnya.”® Minuman seperti kbpi, teh, jus

buah, serta wine juga merupakan sumber polifenol (tabel 2.2).75%
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Tabel 2.2. Kandungan Polifenol Dalam 100 gram Bahan Makanan Sumber (mg)

Bahan makanan sumber Kandungan Bahan makanan sumber Kandungan
polifenol (mg) polifenol (mg)
Buah Seledri 847
Strawberi 263.8 Bawang merah 76,1
Leci 2223 Asparagus 145
Angpur 196,0 Terong 65,5
Aprikot 179,8 Bawang putih 594
Apel 179,1 Lobak 54,7
Kurma 99,3 Selada -35,6
Cherry 94,3 Bit 384
Pir 69,2 Kacang polong 36,7
Mangga 68,1 Bawang perai 32,7
Pisang 51,5 Cabai 26,8
Nanas 472 Kentang 23,1
Jeruk lemon 45,0 Labu kuning 18,8
Jeruk bali 43,5 Tomat 13,7
Jeruk 31,0 Adas 13,0
Jeruk nipis 30,6 Bunga kol 12,5
Kiwi 28,1 Wortel 10,1
Semangka 11,6 Minuman
Melon 7.8 Red wine (125 mL) 97
Sayur Kopi (200 mL) 150
Brokoli 98.9 Teh (200 mL}) 138

Sumber: telah diolah kembali dari Brat dkk25

2.2.4. Asupan dan toksisitas pelifenol

Rata-rata asupan polifenol secara tepat masih sulit ditentukan, hal ini antara lain

disebabkan oleh karena struktur polifenol yang bermacam-macam dan kurangnya

metoda analisis standar untuk mengetahui kandungan polifenol dalam bahan

makanan sumber. Asupan polifenol bervariasi bergantung pada kebiasaan atau pola

diet di wilayah tertentu, biasanya satu per tiga asupan berasal dari klas asam fenolik

dan dua per tiga dari flavonoid.*®
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Meskipun telah banyak penelitian tentang polifenol dalam usaha mencegah
dan menghambat progesivitas penyakit, namun sedikit penelitian untuk melihat
kemungkinan efek toksik yang dapat ditimbulkan oleh polifenol. Konsumsi pelifenol
dapat menyebabkan efek anti nutrisi, misalnya konsumsi teh yang tinggi dapat
meningkatkan risiko defisiensi besi pada individu dengan status besi marginal,
karena katekin dalam teh dapat menghambat absorpsi besi. Selain itu, penelitian pada
hewan coba menunjukkan bahwa dengan pemberian proantosianidin dosis tinggi (10
g’kg berat badan) dapat berpengaruh negatif terhadap pertumbuhan karena dapat
berinteraksi dengan protein dan menghambat beberapa enzim, namun efek ini tidak
terjadi pada pemberian dosis lebih rendah **

Efek toksik juga dapat terjadi kerena efek pro oksidan. Dalam suatu uji in
vitro, pemberian polifeno! dosis tinggi justru menyebabkan stres oksidatif yang dapat
merusak dan mematikan sel. Hal ini karena sifat polifenol yang tidak stabil dan
mudah tercksidasi, mengbasilkan radikal bebas. Efek pro oksidan ini juga diduga
karena pengaruh polimorfisme genetik pada jalur biotransformasi polifenol, seperti
rendahnya enzim COMT, yang menyebabkan polifenol berikatan dengan quinon
yang dapat meningkatkan radikal bebas dan menurunkan antioksidan glutation
(GSH) di dalam sel.*

. Efek tokstk sering terjadi pada organ usus, hati, dan ginjal disebabkan karena
bioavailabilitas dan metabolisme polifenol terbanyak adalah pada organ-organ

tersebut, >

2.2.5. Kandungan polifenol dalam anggur
Polifeno! yang terkandung dalam anggur ferutama adalah stilben (resveratrol),
antosianin, flavonol (quercetin) dan flavanol (proantosianidin).?

Kandungan polifenol dalam anggur menentukan kualitas buah anggur dan
hasil olahannya, dan bervariasi antar berbagai jenis anggur. Misalnya, kandungan
polifenol dalam anggur merah lebih tinggi bila dibandingkan anggur hijau, bahkan
kandungan polifenol anggur merah didapatkan bervariasi antara 36,1 mg/ 100 gram
sampai 275,5 mg/ 100 gram buah anggur.'’ Varasi kandungan polifeno! tersebut
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dapat dipengaruhi oleh varietas bibit, kondisi lingkungan dan pertumbuban seperti
kondisi tanah, suhu, cahaya, dan proses pengolahan 2>

Saat buzh anggur mulai matang ukuran buah akan membesar, kandungan
gula dan pH akan meningkat, sedangkan keasaman buah akan menurun. Saat ini
pula, klorofil pada kulit buah akan menurun dan mulai mensistesis polifenol yang
memberi warna buah, misalnya kandungan tinggi flavonol akan memberi warna
kekuningan dan antosianin memberi warna merah sampai ungu.*

Kandungan polifenol buah anggur terutama terdapat pada kulit dan bijinya
(gambar 4), yaitu antosianin (26-37%), flavanol yaitu proantosianidin yang
merupakan bentuk oligomer dari katekin (16-37%) dan epikatekin (12-26%),
resveratrol (18-55%), serta quercertin (21%-52%). Kandungan flavanol dalam kulit
anggur sekitar 11% sedangkan dalam bijinya sekitar 89%.2*%

Kulit
« Anthocyanin

*Proanthocyanidins

Daging buah
« Air
= Asam organik
* Gula

Biji
* Proanthocyanidins

Gambar 2.4. Buah anggur dan komposisi dalam kulit, daging, dan biji buah
(kelompok antosianin dan proantosianidin).
Sumber: telah diolah kembali dari Kennedy dkk*
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2.2,6, Peran polifenol dalam anggur terhadap penyakit kardiovaskuler
Beberapa penelitian mendapatkan bahwa kandungan polifenol dalam anggur dan
produk olahannya dapat mencegah aterogenesis sehingga dapat berperan mencegah
dan menurunkan faktor risiko terjadinya PKV.'*%7

Peran polifenol pada buah anggur dalam mencegah PKV antara iain karena
aktivitasnya sebagai antioksidan, yaitu sifatnya sebagai scavenger radikal bebas, dan
chelator ion tembaga dan besi bebas yang membantu pembentukan radikal bebas.*®

Dalam mempertahankan homeostasis pembuluh darah, anggur juga
mempunyai peran sebagai anti inflamasi karena dapat menghambat ekspresi faktor
transkripsi gen pro inflamasi seperti Nuclear Factor Kappa B (NFkB), anti agregasi

dan hipolipidemik.'**

2.3. Hiperkolesterolemia

Definisi hiperkolesterolemia adalah peningkatan kadar kolesterol total atau kadar
kolesterol LDL ,'%* dan dipengaruhi oleh beberapa faktor risiko seperti faktor
genetik, usia, jenis kelamin, obesitas, dan gaya hidup.m"m

Pengukuran kadar kolesterol total darab merupakan pengukuran kadar
kolesterol yang dibawa oleh semua fraksi lipoprotein, yaitu protein pembawa lemak
darah, yang terdiri dari 60 - 70% kolesterol dibawa oleh Low-Density Lipoprotein -
(LDL), 20 — 30% dibawa oleh High-Density Lipoprotein (HDL), dan 10 — 15%
dibawa oleh Very Low-Density Lipoprotein (VLDL).*

Klasifikasi kadar kolesterol total berdasarkan Nafional Cholesterol Education
Program (NCEP) Adult Treatment Panel (ATP) III 2002 dibedakan menjadi tiga
kategori, yaitu kadar kolesterol total yang diharapkan (< 200 mg/dL), batas tinggi
(200 — 239 mg/dL), dan tinggi (> 240 mg/dL)."

Studi prospektif oleh Klag dkk® pada subyek berusia 25-47 tahun
mendapatkan angka kejadian PKV pada subyek dengan kadar kolesterol total <190
mg/dL sebesar 18,5%, menjadi 22,4% pada subyek dengan kadar kolesterol 190-208 |
mg/dL, dan makin meningkat menjadi 37,7% pada subyek dengan kadar kolesterol
>209 mg/dL, sehingga disimpulkan bahwa peningkatan kadar kolesterol total dapat
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digunakan untuk memprediksi terjadinya PKV dalam 25 tahun kemudian. Hal ini
disebabkan karena peningkatan kadar kolesterol dapat menyebabkan disfungsi
endotel pembuluh dzrah yang merupakan penanda awal aterosklerosis, selanjutnya
dapat menyebabkan PKV %

Peningkatan kadar kolesterol total merupakan salah satu faktor risiko
terjadinya PKV, namun faktor ini dapat dimodifikasi. Penurunan kadar kolesterol
total sebesar 1% akan menurunkan risiko terjadinya PKV sekitar 2%.'® Penelitian
Caroll dkk* mendapatkan bahwa penurunan kadar kolesterol total menggambarkan
penurunan kadar kolesterol LDL.

2.4. Disfungsi endotel pembuluh darah

Disfungsi endotel adalah suatu keadaan yang ditandai dengan penurunan
bioavailabilitas dan bioaktivitas NO, yang menyebabkan hilangnya homeostasis
dinding pembuluh darah.*?

2.4.1. Endotel pemnbuluh darah dalam kondisi normal

Sel-sel endotel pembuluh darah mempunyai peran penting dalam meregulasi tonus
pembuluh darah, serta menghambat inflamasi, aktivasi trombosit, dan trombosis.
Senyawa yang paling berperan dalam dalam hal ini adalah nitric oxide (NO).*

2.4.2, Nitric oxide (NO).
Nitrie Oxide adalah senyawa berbentuk gas, bersifat sangat lipofilik, dan mempunyai
waktu paruh sangat pendek yaitu sekitar tiga sampai enam detik.*'

Seperti tampak pada gambar 2.5, NO disintesis dari L-arginin dan dikatalisis
oleh enzim nitric oxide synthase (NOS). Apabila NO yang dihasilkan sudah cukup,
maka NO dapat menghambat enzim eNOS melalui interaksi dengan molekul heme
yang terdapat pada enzim eNOS ##

Enzim NOS terdiri dari tiga tipe, yaitu tipe endotelial (eNOS), tipe nevronal
(nNOS), dan tipe makrofag/ inducible (iINOS). Enzim eNOS tedapat dalam sel
endotel pembuluh darah, platelet, serta endokardium dan mickardium jantung,

Universitas Indonesta

Pengaruh pemberian..., Dyah Maria Wahyuningtyas, FK Ul, 2009



16

sedangkan enzim nNOS ditemukan di sel-sel saraf pusat dan perifer. Kedua enzim
ini secara fisiologis terdapat dalam tubuh, namun tidak demikian halnya dengan
enzim iNOS yang diekspresikan bila ada rangsangan dari eksotoksin atau endotoksin
bakteri maupun mediator-mediator pro-inflamasi. Enzim iNOS diekspresikan oleh
beberapa tipe sel, seperti sel makrofag dan sel hati.*® Peningkatan produksi NO oleh
enzim iNOS terbukti pada uiji in vifro pada sel makrofag hewan coba, namun tidak
demikian halnya dengan sel makrofag manusia yang lebih sulit untuk terjadi induksi
enzim iNOS.*

Ketiga tipe enzim NOS tersebut dalam melaksanakan fungsinya
membutuhkan kofaktor seperti tefrahydrobiopterin (HaB), -nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH), flavin-adenin dinucleotide (FAD), dan flavin-
mononucleotide (FMN). Diantara ketiga tipe enzim penghasil NO tersebut, enzim
eNOS memegang peran penting dalam mempertahankan homeostasis endotel
pembuluh darah dengan menjaga bioavailabilitas NO di dalam sel endotel ®

Enzim eNOS diregulasi pada saat transkripsi dan pasca translasi. Saat
transkripsi, regulasi enzim eNOS dipengaruhi oleh kompetisi faktor-faktor
transkripsi untuk berikatan dengan promotor eNOS, karena promotor eNOS
mempunyai tempat berikatan dengan berbagai faktor transkripsi termasuk NFxB
(faktor transkripsi dari gen pro-inflamasi seperti kemokin, molekut adhesi, dan faktor
protrombotik). Selain itu, regulasi enzim eNOS juga dipengaruhi oleh stabilitas
messenger rybonucleic acid (nRNA) eNOS yang terbentuk. Sedangkan regulasi
enzim eNOS pasca translasi salah satunya dipengaruhi oleh fosforilasi enzim eNOS
pada Serin''”’. Fosforilasi enzim eNOS pada Serin"'” ini distimulasi antara lain oleh
rangsangan aliran darah dan insulin, melalui aktivasi jalur sinyal transduksi yaitu
jalur fosfatidilinositol 3-kinase (PI 3-kinase) dan Akt.*” Regulasi enzim eNOS dapat
dilihat pada gambar 2.6.
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Gambar 2.5. Sintesis NO dalam sel endotel.
Sumber: telah diolah kembali dari Valtance™

Regulasi eNOS
Transkripsi Pasca translasi
Kompetisi faktor-faktor Stabilitas Melalui jalur sinyal
Promoter Foxsforilasi eNOS

eNOS
Gambar 2.6. Regulasi eNOS di dalam sel.
Sumber: telah diolah kembali dari Fleming dik”
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Peran NO dalam mempertahankan fungsi endotel pembuluh darah adalah

mempertahankan keseimbangan vasodilatasi dan vasokonstriksi, serta mencegah
terbentuknya trombus pada dinding pembuluh darah dengan menghambat agregasi
platelet, mengurangi adhesi lekosit pada dinding pembuluh darah, mencegah

proliferasi sel otot polos berlebihan dan mencegah inflamasi dengan cara

menginaktivasi NFxB.5
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2.4.3. Hiperkolesterclemia dan patofisiologi disfungsi endotel pembuluh darah.

Hiperkolesterolemia maupun faktor risiko PKV lain seperti hipertensi,
hiperglikemia, proses inflamasi kronis, kebiasaan merokok dan rendahnya aktivitas
fisik dapat meningkatkan Reactive Oxygen Species (ROS) di dalam sel endote] dan
dapat menginaktivasi eNOS, yang menyebabkan penurunan bioaktivitas dan
bioavailabilitas NO, serta kemudian menyebabkan terjadinya disfungsi endotel. *%%

Senyawa ROS menginaktivasi eNOS antara lain melalui dua cara yaitu
pertama, ROS (terutama superoksida) yang meningkat akan bereaksi dengan NO
menyebabkan penurunan bioaktivitas NO dan terbentuk radikal peroksinitrit. Kedua,
peningkatan ROS juga dapat menyebabkan kerusakan oksidatif H4B sehingga terjadi
penurunan produksi dan bioavailabilitas NO (gambar 2.7). Penurunan
bicavailabilitas NO ini juga akan menurunkan kadar antioksidan di dinding arteri
(terutama superoxide dismutase/SOD) karena NO berperan menginduksi SOD di
dinding arteri.***

Bioaktivitas dan bioavailabilitas NO yang menurun akan menyebabkan
keseimbangan vasodilatasi dan vasokonstriksi sistim kardiovaskuler terganggu,
meningkatkan proliferasi sel otot polos, serta terjadi aktivasi faktor transkripsi
NFxB. Aktivasi NFxB ini akan menghasilkan sitokin pro-inflamasi, menyebabkan
adhesi lekosit dan trombosit pada dinding pembuluh darah serta memicu
terbentuknya trombus, yang menyebabkan aterogenesis dan aterosklerosis.

Mekanisme terjadinya disfungsi endotel tersebut digambarkan pada gambar 2.8.54%47
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Gambar 2.7. Bioavailabilitas NO dan disfungsi endotel
Sumber. telah diolah kensbali dari Cai dkk *

Hiperkolesierolemia
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ROS T

Bioaktivilas & bioavailabilitas NO ¢

/\‘

Vasokonstriksi Aktivasi NFxB Proliferasi sel otot polos
Molekuk adhesi 1 Sitokin pro inflamasi
Y
Adbhesi lekosit &
trombosit T

Aterosklerosis T |+

Gambar 2.8. Mekanisme terjadinya disfungsi endotel dan aterosklerosis.

Sumber: telah diolah kembali dari Fleming dik®’
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Penelitian Lefer dkk’ pada hewan coba dengan memberikan diet tinggi
kolesterol menyebabkan peningkatan kadar kolestercl darah dan penurunan kadar
MO darah secara bermakna pada kelompok perlakuan dibandingkan kelompok
kontrol, dan peningkatan respon vasokonstriksi dan adhesi lekosit pada sel endotel
pada kelompok perlakuan. Namun setelah pemberian obat untuk menurunkan kadar
kolesterol darah, didapatkan penurunan kadar kolesterol dan peningkatan kadar NO
secara bermakna. Hasil yang sama didapatkan pula pada penelitian yang dilakukan
oleh Desideri dkk® pada subyek hiperkolesterolemia. Saat sebelum perlakuan,
didapatkan kadar NO serum yang lebih rendah pada subyek hiperkolesterolemia dan
berbeda bermakna bila dibandingkan subyek sehat. Setelah pemberian antioksidan a-
toferol, didapatkan penurunan bermakna kadar kolesterol total dan peningkatan
bermakna kadar NO serum pada subyek hiperkolesterolemia.

2.4.4. Penatalaksanaan dalam mencegah dan memperbaiki fungsi endotel
pembuluh darah

Berdasarkan Profil Keschatan Indonesia 2006, PKV menjadi penyebab utama

kematian di Indonesia,” dan hiperkolesterolemia merupakan salah satn faktor

risikonya.**

Disfungsi endotel yang dapat diakibatkan oleh hiperkolesterolemia bersifat
reversibel, sehingga dengan memperbaiki kondisi tersebut maka risiko terjadinya
PKV dapat diturunkan *>*

Pedoman NCEP-ATP III 2002 merekomendasikan modifikasi gaya hidup
yang disebut TLC untuk menurunkan kadar kolesterol dan memperbaiki fungsi
endotel yaitu meliputi mempertahankan berat badan normal, melakukan olahraga
teratur, tidak merokok, membatasi konsumsi energi, lemak dan kolesterol, serta
meningkatkan konsumsi buah dan sayur sebagai sumber serat dan antioksidan. '

Penelitian Jungersten dkk’' mendapatkan bahwa olahraga yang teratur dapat
meningkatkan kadar NO secara bermakna dan memperbaik: fungsi endotel pembuluh
darah. Hasil yang sama juga didapatkan oleh Croce dkk'? yang memberikan
konseling tentang diet dan olahraga pada subyek penelitian,
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Peningkatan radikal bebas dan stres oksidatif merupakan penyebab terjadinya
disfungsi endotel. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa dengan pemberian
antioksidan seperti vitamin C' dan vitamin E® juga dapat memperbaiki fungsi

endotel pembuluh darah.

2.5. Pengaruh anggur terhadap fungsi endotel pemhuluh darah

Anggur merupakan salah satu buah dengan kandungan polifenol] tinggi, sedangkan
polifenol diketahui mempunyai efek kardioprotektif. Sehingga beberapa penelitian
telah dilakukan untuk mengetalii pengaruh pemberian anggur maupun produk
olahannya terhadap kadar kolesterol dan fungsi endotel pembuluh darah.

Penglitian eksperimental oleh Castilla dkk'® yang memberikan 100 mi jus
anggur per hari selama 14 hari pada 26 penderita gagal ginjal dengan hemodialisis
dibandingkan dengan 12 penderita dengan hemodialisis yang tidak mendapatkan jus
anggur dan 15 subyek sehat yang mendapatkan jus anggur. Setelah perlakuan
didapatkan penurunan bermakna penanda inflamasi, yang menandakan perbaikan
fungsi endotel pembuluh darah, serta penurunan bermakna kadar kolesterol total
pada kelompok subyek yang mendapatkan jus anggur, dan berbeda bermakna bila
dibandingkan dengan kelompok yang tidak mendapatkan jus anggur.

Matsuo dkk'® mendapatkan peningkatan kadar NO secara bermakna 30 menit
setelah pemberian red wine pada subyek sehat, dan menyimpulkan bahwa kandungan
polifenol dalam red wine berperan dalam meningkatkan kadar NO dan memperbaiki
fungsi endotel.

Freedman dkk*® melakukan penelitian eksperimental dengan rancangan pre-
post test, pada 20 subyek sehat laki-laki dan perempuan, berusia 20 — 45 tahun
dengan memberikan produk jus anggur ungu sebanyak 7 mL/ kg BB/ hari. Hasil
penelitian menunjukkan terjadi peningkatan kadar NO, dan kapasitas antioksidan
total, serta penurunan kadar superoksida dan agregasi trombosit secara bermakna
pada subyek setelah konstmsi jus anggur selama 14 hari.

Mekanisme pasti jus anggur dalam meningkatkan kadar NO belum diketahui,
namun Freedman dkk berpendapat bahwa hal ini karena fungsi polifenol dalam jus
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anggur ungu sebagai antioksidan sehingga membantu mengatasi timbulnya radikal
bebas. Hal tersebut dibuktikan dengan peningkatan kapasitas antioksidan total dan
penurunan radikal superoksida secara bermakna. Penurunan radikal superoksida
berperan dalam mencegah terbentuknya reaksi radikal peroksinitrit dan memperbaiki
bioaktivitas dan bioavailabilitas dari NO, sehingga mencegah terjadinya agregasi
trombosit. 2’

Freedman dkk™ juga melakukan uji in vitro pada sel, untuk mengetahui
kandungan polifeno! jus anggur yang dominan dalam memberikan efek tersebut.
Dari beberapa kandungan polifenol anggur yang diisolasi, ternyata proantosianidin
dan antosianin yang mempunyai peran besar dalam meningkatkan kadar NO.

Stein dkk* memberikan produk jus anggur ungu yang sama dengan
Freedman dkk sebanyak 8 mL/ kgBB/ hari selama 14 hari pada 15 subyek, rata-rata
berusia 60 tahun, dan mempunyai faktor ristko PKV seperti dislipidemia dan
hipertensi. Hasil penelitian menunjukkan terjadinya peningkatan FMD arteri
brakialis secara bermakna pada subyek penelitian setelah pemberian jus anggur,
sehingga disimpulkan bahwa peningkatan FMD arteri brakhialis tersebut karena
kemampuan kandungan polifenol dalam jus anggur dalam memperbaiki
bioavailabilitas NO seperti dibuktikan oleh Freedman dkk.

Sedangkan penelitian eksperimental Albers dkk* memberikan perlakuan
yang sama dengan Freedman dkk pada 40 subyek dengan faktor risiko PKV, yang
dibagi menjadi kelompok perlakuan (20 subyek) dan kelompok kontrol (20 subyek),
menunjukkan bahwa pemberian jus anggur tidak berhasil meningkatkan kadar NO
secara bermakna.

Leikert dkk'® melakukan uji in vitro pada kultur human umbilical vein
endoyhelial cells (HUVECS) untuk mengetahui mekanisme polifencl anggur dalam
mencegah dan menurunkan kejadian PKV. Pada penelitian ini dilakukan pemberian
ekstrak polifenol dari red wine 100 sampai 600 pg/ml. pada kultur HUVECs.
Hasilnya menunjukkan peningkatan bermakna produksi NO dengan pemberian
polifenol red wine terjadi pada dosis 400 sampai 600 pg/mL. Setelah pemberian
polifeno! red wine dosis 600 pg/mL, pada kultur sel ditambabkan NG-amino-L-
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arginin (yaitu svatu senyawa inhibitor NOS) dan menyebabkan hilangnya penurunan
produksi NO secara bermakna. Pada kultur sel yang lain dilakukan pengukuran kadar
enzim eNOS dengan pemberian polifenol, dan didapatkan peningkatan bermakna
kadar enzim eNOS pada dosis 400 dan 600 pg/mL. Selain itu, didapatkan
peningkatan bermakna aktivitas promotor gen enzim eNOS. Dari hasil penelitian
tersebut, Leikert dkk menyimpulkan bahwa kandungan polifenol dalam anggur dapat
meningkatkan produksi NO karena dapat meningkatkan aktivitas enzim eNOS
dengan mempengaruhi tabap transkripsi yaitu meningkatkan aktivitas promotor gen
enzim eNOS.

Leikert dkk'® juga mengisolasi kandungan beberapa polifenol dalam red wine
(resveratrol, antosianin, dan quercetin) untuk mengetahui polifeno! yang dominan
dalam meningkatkan aktivitas gen promotor eNOS dan produksi NO, dan diduga ada
efek sinergis antar kandungan polifenol dalam red wine.

Penelitian secara in vitro juga dilakukan oleh Anselm dkk'’ pada kultur
pembuluh darah arteri hewan coba untuk mengetahui mekanisme polifeno! dalam jus
anggur ungu terhadap pembuluh darah. Pada kultur sel diberikan jus anggur ungu 44
mg/L. dan didapatkan peningkatan bermakna produksi NO oleh sel. Setelah itu
ditambahkan N®-nitro —arginin (L-NA) yaitu inhibitor NOS 300 uM, Worthmaninn
yaitu inhibitor PI-3 kinase 30 nM, serta PP2 (protein fosfatase 2) yaitu inhibitor Src
kinase sebanyak 10 pM. Hasilnya didapatkan penurunan bermakna produksi NO
oleh sel. Kemudian pada kultur sel yang lain diberikan jus anggur dengan dosis 44
mg/L. dan ‘dilakukan pemeriksaan kadar eNOS, Akt, dan Src (steroid receptor
coactivator) untuk mengetahui mekanisme jus anggur dalam mempengaruhi jalur
protein kinase dan meningkatkan produksi NO oleh sel. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa jus anggur menyebabkan peningkatan kadar Src, Akt, dan
enzim eNOS. Anselm dkk'” menyimpulkan bahwa jus anggur dapat meningkatkan
produksi NO melalui jalur fosforilase protein kinase dengan meningkatkan
fosforilasi protein Src yang menyebabkan fosforilasi PI3-kinase/Akt, dan kemudian
memfosforilasi enzim eNOS schingga meningkatkan produksi NO oleh sel endotel.
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2.6. Kerangka teori

Asupan tinggi energi,
: lemak, kolesterol, dan
. Jenis kelamin —»{ Kadar kolesterol t rendah serat
3
IMT t
Asupan antioksidan ¢ 4
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Polifenot 4
!
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Merokok -F ROS * © Antioksidan ¢
¥
Aktivitas fisik rendah eNOS {

4

Bioavailabilitas NO 4
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Disfungsi endotel
Aterosklerosis
)
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2.7. Kerangka konsep
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BAB3
METODE PENELITIAN

3.1. Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan suatu field frial, membandingkan kelompok yang mendapat

jus anggur disertai penyuluhan TLC (P) dengan kelompok yang hanya mendapat
penyuluhan TLC (K).

3.2, Tempat dan waktu penelitian

Penelitian dilakukan pada warga asrama Polri Cipinang, Jakarta. Pengumpulan data

dilakukan bulan Mei sampai Juni 2009. Penelitian berlangsung dari bulan April

sampai dengan November 2009.

3.3. Bahan penelitian

3.3.1.

3.3.2.

3.3.3.

Populasi target
Populasi target adalah semua laki-laki dan perempuan, berusia 25 — 44 tahun,
dengan kadar kolesterol total batas tinggi (200-239 mg/dL).

Populasi terjangkau

Populasi terjangkau adalah semua anggota Polri dan PNS baik laki-laki dan
perempuan beserta pasangannya, berusia 25-44 tahun, yang tinggal di asrama
Polri Cipinang dengan kadar kolesterol total batas tinggi pada bulan Juni
2009,

Subyek penelitian

Subyek penelitian adalah bagian dari populasi terjangkan yang memenuhi
kriteria penelitian, dan secara tertulis menyatakan bersedia ikut serta dalam
penelitian dengan menanda tangani formulir persetujuan. Alokasi subyek

dilakukan dengan cara randomisasi sederhana.
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Kriteria penerimaan:

Laki-laki atau perempuan usia 25-44 tahun.

IMT :18,5-29,9 kg/m®

Tidak merokok.

Tekanan darah < 140/90 mmHg.

Tidak mengonsumsi obat yang dapat mempengaruhi metabolisme lemak
(seperti fibrat, statin, steroid, dan antthipertensi), juga penggunaan bahan
seperti obat (seperti jamu, suplemen)

Tidak mengonsumsi suplemen antioksidan atau vitamin.

Perempuan yang tidak sedang hamil, yang diketahui melalui anamnesis.
Secara tertulis bersedia mengikuti penelitian dengan menandatangani

formulir persetujuan.

Kriteria penolakan:

Kadar kolesterol total < 200 mg/dL atau > 240 mg/dL.

Menderita penyakit diabetes melitus dengan kadar gula darah puasa >126
mg/dl, kelainan fungsi hati dengan hasil pemeriksaan SGOT >27 U/L
atau SGPT >34 U/L, kelainan fungsi ginjal dengan hasil pemeriksaan
ureum >43 mg/dL atau kreatinin >0,9 mg/dL.

Kriteria pengeluﬁrau:

Subyek penelitian tidak mengonsumsi jus anggur dalam jumlah yang
telah ditetapkan selama dua hari berturut-turut.
Subyek penelitian menolak melanjutkan penelitian.

Selama periode penelitian subyek sakit berat.
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3.3.4. Besar sampel
Besar sampel yang diperlukan untuk masing-masing kelompok dihitung

berdasarkan rumus:**

m=n=2 ]Z_E‘FZQ!S z

X1-X2

n; =n2: besar sampel minimal untuk masing-masing kelompok.
Zy : deviasi relatif yang menggambarkan derajat kepercayaan dalam
pengambilan kesimpulan statistik sebesar 1,96 untuk o= 0,05

Zg : deviasi relatif yang menggambarkan tingkat kekuatan uji statistik
dalam menetapkan batas kemaknaan, ditetapkan 0,842 untuk p =
0,20

S : simpang baku kedua kelompok

x1-x2 : perbedaan dua rerata (dapat ditetapkan oleh peneliti)

Besar sampel berdasarkan kadar NO serum:

] - simpang baku kadar NO serum yaitu 19,40 tmol/L."
X;-Xz : perbedaan rerata kadar NO serom yaitu 19,00 umol/L.
Maka besar sampel :

m=np=2| (Zo+Zp)}s 2

X1-X2
n=np=16
Tumlah sampel yang diperlukan untuk perubahan kadar NO serum adalah 16
orang, perkiraan drop out 10% (1,6 orang atau 2 orang). Maka besar sampel
yang diperlukan masing-masing kelompok adalah 18 orang.
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3.4. Asupan makanan yang diberikan

Kelompok perlakuan (P) dan kontrol (K)

Kedua keldmpok mendapatkan penyuluhan TLC pada H-7, H1, dan HS, sesuai
dengan pedoman dalam NCEP-ATP I tahun 2001.'°

Kelompok P

Kelompok P mendapatkan asupan jus anggur Red Globe dari 300 gram buah anggur
(kandungan polifenc! + 588 mg)*® sebanyak satu kali per hari dari H1 sampai H14.
Kandungan polifenol dalam jus anggur yang diberikan selama masa perlakuan lebih
tinggi dibandingkan dengan penelitian Freedman dkk® (7 mL/kg BB/hari), namun
lebih rendah dibandingkan Stein dkk*' (8 mL/kg BB/hari). Kedua penelitian tersebut
menggunakan jus anggur dengan kandungan polifenol sekitar 1,2 mg/mL jus. Rerata
berat badan untuk subyek penelitian diperkirakan 65 kg. Lamanya pemberian jus

anggur pada penelitian ini sama dengan kedua penelitian tersebut yaitu 14 hari.

3.5. Instrumen pengumpulan data
3.5.1. Lampiran dan formulir
Lampiran 1  :lembar persetujuan komisi etik
Lampiran2
Formulir Al : lembar informasi penelitian untuk kelompok kontrol
Formulir A2 : lembar informasi penelitian untuk kelompok perlakuan
Formulir A3 : lembar persetujuan subyek
Formulir A4 : lembar seleksi subyek
Formulir A5 : lembar data karakteristik subyek
Lampiran 3
Formulir B1 : lembar catatan asupan makanan {food record)
Formulir B2 : lembar keluhan dan kepatuhan subyek
Lampiran 4
Formulir C1 : lembar data antropometri berat badan (BB), tinggi badan
(TB), indeks massa tubuh (IMT)
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Formulir C2 ; lembar data laborstorium.

Lampiran 5 : prosedur randomisasi sederhana

Lampiran 6 :lembar contoh menu yang sesuai dengan komposisi seimbang

Lampiran 7 : pembatasan pada masa run-ir dan perlakuan
Lampiran 8 : lembar indeks aktivitas fisik.
Lampiran 9 : prosedur pemeriksaan kadar kolesterol totat serum.

Lampiran 10 : prosedur pemeriksaan kadar NO serum.

Lampiran 11 : lembar prosedur pembuatan jus anggur.

Spesimen

Darah vena kubiti sebanyak 5 ml untuk pemeriksaan kolesterol total,
kadar gula darah, , ureum, kreatinin, SGOT, dan SGPT pada saat seleksi
subyek.

Darah vena kubiti sebanyak 1 mL untuk pemeriksaan kadar NO serum
sebelum perlakuan, serta kadar kolestercl total dan NO serum sesudah
perlakuan.

Peralatan

Dysposible syringe needle 5 mL

Vacutainer berisi EDTA

Torniket

Kapas alkohol 70%

Sentrifugator

Tabung sentrifugator

Kotak pendingin

Stetoskop merk Littmann

Sphigmomanometer air raksa dengan manset merk Riester
Timbangan BB merk microprocessor Seca alpha dengan ketelitian 0,1
kg

Alat ukur TB microtoise stature 2 m dengan ketelitian 0,1 cm
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e Alat timbangan bahan makanar dengan ketelitian 50 gram.
e Blender Miyako
o Food models

3.6. Cara kerja

3.6.1. Cara memperoleh subyek penelitian
Setelah mendapat persetjuan dari Komisi Etik Penelitian Fakultas
Kedokteran Universitas Indonesia dan ijin penelitian dari Markas Besar
Kepolisian Republik Indonesia dan Kepala asrama Polri Cipinang, dilakukan
pemberian informasi penelitian kepada anggota Polri dan PNS beserta
pasangannya yang tinggal di asrama Polri Cipinang. Pada saat yang telah
ditentukan, calon subyek dikumpulkan untuk mendapatkan informasi
penelitian yang meliputi tujuan penelitian, manfaat penelitian, kriteria subyek
yang dapat ikut, serta intervensi dan pemeriksaan yang dilakukan.
Selanjutnya dilakukan seleksi subyek sesvai dengan kriteria penelitian
melalui wawancara, pemeriksaan antropometrik, tekanan darah dan
laboratorium. Subyek vyang didapatkan dari hasil seleksi kemudian
dirandomisasi menggunakan tabel angka random, menjadi dua kelompok
yaitu kelompok perlakuan (P) dan kontrol (K).

Randomisasi sederhana dilakukan dengan cara menentukan angka 0-4
untuk kelompok P dan 5-9 untuk kelompok K. Dengan mata tertutup,
ditunjuk satu titik pada tabel angka random. Angka yang berada paling dekat
dengan titik yang ditunjuk kemudian dibaca ke kanan, misalnya didapatkan
urutan angka 512500843384085301 dan seterusnya, maka didapatkan urutan
kelompok KPPKPPKPPPKPPKKPPP dan seterusnya.

Bagi yang bersedia ikut diminta untuk mengisi dan menandatangani
lembar persetujuan dan dikembalikan pada peneliti sebagail bukti turut serta

dalam penelitian.
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3.6.2. Pelaksanaan penelitian

Pelaksanaan penelitian dibagi dalam tiga periode yaitu sebelum perlakuan,
perlakuan, dan sesudah perlakuan.

A. Periode sebelum perlakuan (H-20 sampai HO)

Pada H-20 dilakukan pemberian informasi untuk pertama kali. Para calon
subyek diundang datang untuk diberikan penjelasan tentang penelitian,
termasuk periode run-in selama tujuh hari.

Pada H-15 sampai H-9, dilakukan seleksi subyek melalui wawancara,
pemeriksaan tekanan darah, status gizi menurut antropometri, dan
pemeriksaan laboratorium yaitu kadar kolesterol total, gula darah, ureum,
kreatinin, SGOT, dan SGPT. Subyek telah diinstruksikan untuk berpuasa 10-
12 jam sebelumnya.

Pada H-8 telah diketahui subyek yang memenuhi kriteria penelitian,
dan dilakukan randomisasi sederhana untuk membagi subyek penelitian
menjadi kelompok P dan K. Pada saat ini dilakukan juga wawancara untuk
memperoleh data karakteristik subyek.

Pada H-7 dilakukan penyuluhan TLC yang pertama kali, kemudian
kepada semua subyek diberikan contoch menu dengan komposisi seimbang
(lampiran 6), daftar makanan yang perlu dibatasi selama masa run-in dan
periode perlakuan (lampiran 7), serta lembar food record (formulir B1) untuk

- mencatat asupan makanan dan minuman selama masa run-in (H-7 sampai H-

1). Pencatatan dalam lembar food record dilakukan oleh subyek sebanyak
dua kali dalam seminggu, satu hari pada hari kerja dan satu hari pada hari
libur.

Pada H-7 sampai H-1 semua subyek melakukan periode run-in, yaitu
waktu untuk standarisasi makanan dan gaya hidup sesuai yang ditetapkan
dalam penelitian.

Pada HO dilakukan pemeriksaan antropometri dan pengambilan darah
untuk pemeriksaan kadar NO serum, setelah malamnya berpuasa 10-12 jam.
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Selain itu, data asupan makanan dan minuman pada periode run-in yang telah

dicatat oleh subyek dalam lembar food record diserahkan kepada peneliti.

B. Periode perlakuan (H1-H14)

Periode perlakuan terdiri dari dua minggu yaitu minggu pertama pada H!
sampai H7, dan minggu ke dua pada H8 sampai H14.

Kelompok P dan K

Pada H1 dilakukan penyuluhan TLC dan diberikan lembar food record untuk
mencatat asupan makanan dan minuman (dua kali seminggu) pada’ minggu
pertama periode perlakuan .

Pada HS8 dilakukan penyuluhan TLC, dan data asupan makanan dan
minuman pada minggu pertama periode perlakuan yang telah dicatat dalam
lembar food record diserahkan kepada peneliti. Kemudian kepada subyek
diberikan lembar food record untuk mencatat asupan makanan (dua kali
seminggu) pada minggu ke dua periode perlakuan.

Kelompok P

Mulai H1 sampai dengan H14 subyek penelitian mengonsumsi jus anggur
dari buah anggur segar 300 gram satu kali per hari yang telah disediakan
peneliti dan meminumnya di hadapan peneliti. Kepada subyek ditanyakan
keluhan atau gangguan yang dirasakan selama mengonsumsi jus anggur,
kemudian keluhan dicatat dalam lembar keluban dan kepatuhan subyek,
selanjutnya kepada subyek diberikan saran agar tidak tegjadi gangguan

kembali.

C. Periode sesudah perlakunan (H15)

Pada H15 dilakukan pengambilan darah untuk pemeriksaan kadar NO dan
kolesterol total serum, setelah malamnya berpuasa selama 10-12 jam. Selain
itu, data asupan makanan dan minuman pada minggu ke dua periode
perlakuvan yang telah dicatat dalam food record diserahkan kepada peneliti.
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3.6.3. Prosedur pengumpulan data
Wawancara
Wawancara dilakukan dengan menggunakan kuesioner untuk mendapatkan
data karaktenistik subyek.

Pengukuran antropometri

Pengukuran berat badan dan tinggi badan dilakukan pada HO dan HI5.
Pengukuran berat badan dan tinggi badan dilakukan dua kali dan diambil
nilai rata-rata dari hasil pengukuran tersebut, Hasil yang didapat digunakan
untuk menentukan Indeks Massa Tubuh (IMT).”

1. Prosedur pengukuran tinggi badan

Mengpunakan microlfoise siature 2 m dengan ketelitian 0,1 cm yang
digantungkan pada dinding setinggi dua meter dari lantai dengan satuan
sentimeter tepat pada posisi nol. Pada waktu pengukuran, subyek tanpa alas
kaki berdiri pada permukaan datar dan tumit merapat, kepala tegak menempel
pada dinding sehingga pandangan tegak lurus dengan sumbu tubuh
(Frankfrut plane). Bahu relaks, kedua lengan tergantung bebas di sisi tubuh,
punggung, bokong, dan tumit menempel pada dinding. Kedua kaki lurus dan
kedua Iutut merapat. Papan microtoise diturunkan sarnpai menyentuh bagian
paling atas kepala dan rambut tertekan. Pengukuran tinggi badan dilakukan
saat subyek inspirasi maksimum.*

2, Prosedur pengukuran berat badan

Mengpunakan alat timbangan berat badan microprosessor Seca alpha dengan
ketelitian 0,1 kg yang ditempatkan di tempat yang keras, permukaan yang
rata dan jarum timbangan menunjukkan angka nol. Alat timbangan harus
ditera lebih dahulu. Subyek berdiri di tengah permukaan timbangan dan
melihat lurus ke depan, berdiri tegak tanpa dibantu, tepang, memakai baju

seringan mungkin dan tanya alas kaki atau kaus kaki.*®
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Pengukuran tekanan darah

Pengukuran tekanan darah dilakukan oleh tenaga yang sudah dilatih
sebelumnya. Alat-alat yang digunakan vyaitu stetoskop Littmann dan
sfigmomanometer air raksa Riester dengan manset yang diletakkan di atas
permukaan datar. Kafein dan latihan fisik harus dihindari minimal 30 menit
sebelum pemeriksaan. Subyek penelitian dalam posisi duduk tenang di kursi
selama minimal lima menit, dengan kaki menapak pada lantai, dan lengan
berada pada posisi setinggi jantung. Manset dipasang melingkar pada lengan
sesuai dengan ukuran lengan subyek, dengan bagian bawah manset 2-3 cm di
atas fossa kubiti dan bagian selang karet yang menekan tepat di atas arteri
brakialis. Denyut arteri radialis diraba dengan jari telunjuk dan jari tengah
serta pastikan pandangan pemeriksa harus sejajar dengan permukaan air
raksa. Katup pengontro! manset ditutup kemudian manset dipompa sampai
denyut arteri radialis tak teraba lagi. Stetoskop dipakai tepat ke dalam telinga
pemeriksa, dan kepala stetoskop diletakkan di atas fossa kubiti. Manset
kembali dipompa sampai diatas batas akhir terabanya denyut nadi, kemudian
katup pengontrol dilepaskan secara pelan-pelan sehingga air raksa turun
dengan kecepatan 2-3 mm Hg per detik. Pastikan tinggi air raksa saat
terdengar detakan pertama (Korotkoff I), ini adalah tekanan darah sistolik.
Pastikan tinggi air raksa saat terjadi perubahan suara yang tiba-tiba melemah
(Korotkoff V), ini adalah tekanan darah diastolik. Manset dilepaskan dari
lengan subyek dan pengukuran dapat diulang kembali dengan menunggu

minimal 30 detik.*

Pemeriksaan laboratorium

Pemeriksaan laboratorium pertama kali dilakukan untuk seleksi subyek pada
H-20 sampai H-9 meliputi: kolesterol total (200-239 mg/dL), tes fungsi hati
(SGOT < 27 U/L; SGPT < 34 U/L), fungsi ginjal (ureum 13-43 mg/dL;
kreatinin 0,5-0,9 mg/dL), gula darah puasa (< 126 mg/dL). Pemeriksaan
kadar kolesterol total serum juga dilakukan pada H15.
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Pemeriksaan kadar NO serum dilakukan di laboratorium Prodia
dengan metode Griess dan menggunakan kit dari Cayman Chemical. Setelah
subyek berpuasa 10-12 jam, pagi hari dilakukan pengambilan darah vena
kubiti sebanyak 1 mL. Selanjutnya darah didiamkan selama 30-60 menit,
disentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan 3000 rpm, dan disimpan
pada suhu -70° sampai pemeriksaan dilakukan.

Penilaian asupan makanan

Data asupan makanan diperoleh dengan metode food record 2 x 24 jam, yaitu
subyek diminta untuk mencatat semua makanan dan minuman yang telah
dikonsumsi, baik jenis dan jumlahnya, selama 24 jam dalam formulir catatan
asupan makanan. Pencatatan dilakukan dua kali dalam seminggu yaitu satu
hari kerja dan satu had libur. Jumlah makanan dan minuman diukur

menggunakan ukuran standar seperti sendok, gelas, dan lain-lain.

3.7. Identifikasi variabel
e Variabel bebas : Pemberian jus anggur 300 gram
e Variabel terikat : Kadar NO serum

3.8, Manajemen dan Analisis Data
Pengolahan data
Data yang diperoleh dari seluruh pemeriksaan (wawancara, pemeriksaan
antropometri dan laboratorium) dikumpulkan, kemudian dilakukan pengolahan
data yang meliputi edifing, coding, entry dan cleaning data dengan
menggunakan kalkulator dan komputer.

Analisis Data

Data dianalisis dengan menggunakan program Statistical Program for Social
Science (SPSS) versi 11.5. Analisis data asupan zat gizi menggunakan program
Nutrisurvey 2007, dan analisis asupan polifenol menggunakan dafiar bahan
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makanan sumber polifenol dan dihitung secara manual dengan menggunakan
kalkulator.
Uji statistik yang digunakan :

Untuk mengetahui data mempunyai sebaran normal atau tidak secara
analitik maka digunakan uji Shapiro Wilk. Bila didapatkan nilat p > 0,05
maka data berdistribusi normal sehingga digunakan rerata dan simpang
baku, sedangkan bila p < 0,05 maka data tidak berdistribusi normat
sehingga digunakan nilai median dan nilai rentang persentil 25 dan
persentil 75.

Untuk menganalisis perbedaan hasil pada kedua kelompok, bila kedua
data berdistnbusi normal maka akan digunakan uji t tidak berpasangan,
sedangkan bila salah satu atau kedua data berdistribusi tidak normal akan
digunakan uji Mann-Whitney.

Untuk menilai perbedaan hasil sebelum dan sesudah perlakuan dalam satu
kelompok, bila kedua data berdistribusi normal maka akan digunakan uji t
berpasangan, sedangkan bila salah satu atau kedua data berdistribusi tidak
normal akan digunakan uji Wilcoxon.

Batas kemaknaan yang digunakan adalah sebesar 5%, yaitu bermakna
bila p <0,05 dan tidak bermakna bila p > 0,05.

Penyajian Data
Data akan disajikan dalam bentuk tekstular, tabular, dan grafik, serta disajikan
dalam bentuk tesis dan diuji di hadapan para penguiji.

3.9. Batasan operasional

1.

Subyek penelitian

Subyek penelitian adalah anggota Polri dan PNS baik laki-laki dan perempuan
beserta pasangannya yang tinggal di asrama Polri Cipinang, dengan kadar
kolesterol total 200-239 mg/dL. dan memenuhi kriteria penelitian,
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Usia
Usia adalah umur berdasarkan tanggal lahir yang tertera di Kartu Tanda
Penduduk (KTP) dan ditentukan berdasarkan hari ulang tahun terakhir. Usia
subyek dikelompokkan menjadi 25-34 tahun dan 35-44 tahun.
Aktivitas fisik
Aktivitas fisik adalah segala bentuk kegiatan subyek yang biasa dilakukan
sehari-hari. Penilaian indeks aktivitas fisik dilakukan dengan wawancara
menggunakan kuesioner indeks aktivitas fisik, dikelompokkan berdasarkan
nilai intensitas (I), durasi (D), dan frekuenst (F).
Indeks aktivitas fisik dihitung berdasarkan persamaan:

Indeks aktivitas fisik (JAF)=IxDxF

Tabel 3.1. Interpretasi indeks aktivitas fisik

Nilai total Indeks aktivitas fisik
1-20 E =rendah
21-40 D = cukup
4] - 60 C = rata-rata
61-80 B =baik
81 - 100 A = sangat baik

Sumber: telah diolah kembali dari Mantoye dkk °°

Status gizi

Status gizi ditentukan dengan perhitungan indeks massa tubuh (IMT). IMT
adalah hasil pembagian berat badan (BB) dalam kilogram dengan tinggi badan
(TB) kuadrat dalam meter (kg/mzj.

Tabel 3.2. Klasifikasi status gizi

Klasifikasi IMT (kg/m®)
Berat badan normal 18,5-22,9
Berat badan lebih >23
Berisiko 23 -24,9
QObes I 25-29,9

Sumber : telah diolah kembali dari WHO-WRPO 2000.>*
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Asupan energi dan zat gizi
Data asupan zat gizi diperoleh dengan menggunakan metode food record 2x24
jam dalam seminggu, pada sebelum, minggu pertama dan ke dua perlakuan.
A. Asupan energi
Asupan energi per hari adalah besarnya jumlah kalori yang dikonsumsi
tiap subyek per hari dibandingkan dengan kebutuhan energi total (KET)
per individu. KET tersebut tergantung dari kebutuhan energi basal (KEB)
dan aktivitas fisik (AF) masing-masing individu.
Untuk menentukan kebutuhan energi total (KET) maka :
KET =KEB + AF
Kebutuhan energi basal dihitung dengan menggunakan rumus Harris-
Benedict:
KEB laki-laki =66+(13,7xBB)+({(5xTB)-(68x1)
KEB perempuan =655+ (9,63 x BB) +(1.83xTB)~-(4,73 x U)
Keterangan: BB = berat badan (kg), TB = tinggi badan (cm), U = usia (tahun}
Aktivitas fisik dihitung berdasarkan Indeks Aktivitas Fisik (IAF) dan
dibagi menjadi rendah, sedang, dan tinggi. Kemudian ditentukan
penrambahan kalorinya yaitu:
Rendah : ditambah 10% dari kebutuhan basal
Sedang : ditambah 20% dari kebutuhan basal
Berat  : ditambah 30% dari kebutuhan basal

Tabel 3.3. Klasifikasi asupan energi

Asupan energi (kkal/hari) Interpretasi
< 80% KET Kurang
80 — 120% KET Cukup
>120% KET Lebih

Sumber; telah diolah kembali dari WNPG, 2004

B. Asupan Lemak
Asupan lemak adalah jumlah lemak total yang dikonsumsi dalam
makanan sehari-hari. Asupan lemak harian dipersentasekan terhadap KET
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masing-masing subyek kemudian diinterpretasikan sesuai anjuran, seperti
pada tabel 3.4

Tabel 3.4. Klasifikasi asupan lemak

Asupan lemak (kkal/hari) Interpretasi
<25% KET Kurang
25 -35% KET Cukup
>35% KET Lebih

Sumber: telah diclah kembali dari NCEP ATP M, 2002'°

C. Asupan kolesterol
Asupan kolesterol adalah jumlah kolesterol yang dikonsumsi dalam
makanan per hari, kemudian diambil rata-rata dan diinterpretasikan sesuai
tabel 3.5.

Tabel 3.5. Klasifikasi asupan kolesterol

Asupan kolesterol {mg/hari) Interpretasi
<200 Cukup
>200 Lebih

Sumber; telah diolah kembali dari NCEP ATP HI, 2002™

D. Asupan serat
Asupan serat adalah jumlah yang dikonsumsi dalam makanan per hari,

kemudian diambil rata-rata dan diinterpretasikan sesuai tabel 3.6.

Tabel 3.6. Kliasifikasi asupan serat

Asupan serat (gram/ hari) Interpretasi
<20 Kurang
20 - 30 Cukup

Sumber: telah diolah kembali dari NCEP ATP II1, 2002

E. Asupan polifenol

Asupan polifenol adalah jumlah asupan polifencl yang terkandung dalam
bahan perlakuan (300 gram/hari jus anggur) dan diet sehari-hari. Pada

penelitian ini kandungan polifencl yang didapat dari dari jus aoggur +
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588 mg per hari. Dari asupan sehari-hari, kandungan polifenol dalam
masing-masing bahan makanan dan minuman dianalisis berdasarkan
penelitian yang telah dilakukan,?® dan data diolah secara manual dengan
menggunakan kalkulator.

Penyuluhan TLC

Penyuluhan TLC adalah kegiatan memberikan penjelasan tentang pola diet dan

aktivitas fisik sesuai dengan anjuran NCEP-ATP IIT.*°

Jus anggur

Jus anggur pada penelitian ini adalah jus dari buah 300 gram buah anggur segar

(kandungan polifenol + 588 mg) jenis Red Globe, kulit dan biji diblender

bersama buah. Jus anggur diberikan kepada subyek tanpa penambahan gula,

air, atau bahan tambahan lain.

Kolesterol total serum batas tinggi

Penilaian kadar kolesterol total batas tinggi mengikuti kriteria NCEP-ATP TII*°,

yaitu 200 — 239 mg/dL.

NO serum.

Kadar NO serum adalah kadar total nitrat dan nitrit plasma yang diukur dengan

menggunakan kit pemeriksaan Colorimetric Griess merk Cayman Chemical.

Tabel 3.7. Interpretasi Kadar NO serum

Kadar Nilai Normal Interpretasi
NOserum <30 Rendah

(umol/L) >30 Normal
Sumber: telah diolzh dari Roosevelt dkk™®
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3.10. Kerangka operasional

Persetjnan Komisi Etik FK UI

2

Anggota Polri dan PNS beserta
pasangannya berusia 25-44 tahun

+

Seleksi berdasar kniteria penerimaan

. J

Subyek penelitian

v

Randomisasi sederhana

v

Kelompok P
¥

v

Kelompok K
L 2

s H-7: penynluhan TLC

Periode sebelum perlakuan;

¢ H-7 sampai H-1; Periode run-in
¢ HO: pemeriksaan laboratorium (NO serum) dan IMT

X

h
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Periode perlakuan kelompok P
+ Hi-H14: pemberian jus anggur
e H1& HS8: penyuluhan TLC analisis
asupan berdasarkan food record 2x24
jam (dua kali seminggu) pada masa
run-in dan minggu pertama periode

Periode perlakuan kelompok K
+ HI1& H8: penyulvhan TLC, analisis
asupan berdasarkan feod record 2x24
jam (dua kali seminggu) pada masa
run-in dan minggu pertama periode
perlakuan

perlakuan
v

v

total) dan IMT

Periode sesudah perlakuan
» HI15, analisis asupan berdasarkan food record
2x24 jam (dua kali semingeu) pada minggu
ke dua periode pedakuan, serta pemeriksaan
laboratorium ( NO serum dan kolesterol
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Tabel 3.8 menunjukkan variabel-variabe! dan indikator yang diteliti.

Tabel 3.8. Indikator Matriks

Variabel Indikator Skala Metode Kepustakaan
Karakteristik | 1. Usia Rasiofordinal | Wawancara

2. Jenis kelamin Nominal

3. Riwayat Norninal

hiperkolesterolemia

keluarga

4. Aktivitas fisik Rasio/ordinal Mantoye, 1996
Status giz IMT Rasio/ordinal | Pengukuran | WHO-

antropometrik | WRPO, 2000

Asupan  zat
gizi
a. Energi Kuantitas asupan Rasio/ordinal | Food record | NCEP-ATP
b. Lemak 2x24 jam 11,2002
c. Kolesterol
d. Serat
d. Polifenol ' Brat, 2006
Disfungsi Kadar NO serum Rasio Colorimetric | Freedman,
endotel Griess Assays | 2001
Kadar Kadar  kolesterol | Rasto Enzymatic Castilla, 2006
kolesterol total serum
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BAB 4
HASIL PENELITIAN

4.1, Seleksi Subyek Penelitian

Proses seleksi pada penelitian ini diikuti oleh 278 orang. Seleksi berdasarkan kriteria
penerimaan didapatkan 158 orang yang sesuai dengan kriteria yang ditetapkan dan
menyatakan bersedia mengikuti penelitian. Tahap berikutnya dilakukan seleksi
berdasarkan kriteria penolakan melalui pemeriksaan laboratorium yang diikuti hanya
oleh 128 orang, dan didapatkan 91 orang yang tidak sesuai dengan kriteria
penelitian, sehingga jumlah subyek yang dapat dijadikan sampel penelitian adalah 37
orang,. Dari 37 subyek tersebut satu orang mengundurkan diri karena mendapatkan
penugasan ke luar daerah. Meskipun demikian, jumlah ini sudah sesuai dengan
jumlah besar sampel minimal yang dibutuhkan yaitu besar sampel minimal
berjumlah 32 subyek, yang bila ditambah dengan drop out sebesar 10%, menjadi 36
subyek.

Alokasi subyek penelitian dilakukan dengan cara randomisasi sederhana
menggunakan tabel random, dan didapatkan 18 subyek untuk masing-masing
kelompok perlakuan dan kelompok kontrol.

Pada periode run-in satu subyek dalam kelompok kontrol mengundurkan diri
karena mendapatkan penugasan ke lwar daerah, sehingga jumlah subyek dalam
kelompok kontrol menjadi 17 subyek. Tingkat kehadiran subyek selama periode
perlakuan pada kelompok perlakuan sebesar- 100%, sedangkan kelompok kontrol
sebesar 82%. Pada akhir periode perlakuan, tiga orang subyek dari kelompok kontrol
drop-out karena tidak dapat hadir untuk pengukuran berat badan, IMT, serta
pengambilan darah untuk pemeriksaan kadar NO dan kolesterol total serum sesudah
perlakuan,
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4.2. Karakteristik Subyek Penelitian

Tabel 4.1 memperlihatkan karakteristik subyek penelitian kelompok perlakuan dan
kontro! berdasarkan jenis kelamin, riwayat hiperkolesterolemia dalam keluarga, usia,
dan aktivitas fisik.

Tabel 4.1. Karakteristik Subyek Penelitian

Variabel Perlakuan Kontrol P
(n=18) (0=17)
Jenis kelamin n (%6)
Laka-laki 4 (22,2%) 4 (23,5%) 0,85°
Perempuan 14 (77,8%) 13 (76,5%)

Riwayat hiperkolestrolemia
dalam keluarga n (%) ;
Ada 8 (44,4%) 7 (41,2%) 0,63°

Tidak ada 10 (55,6%) 10 (58,8%)
Usia (tahun) 35,50+ 5,35 36,65 + 5,30 0,96'
25-34 8 (44,4%) 7 (41,2%)
35 - 44 10 (55,6%) 10 (58,8%)
Aktivitas fisik 36,00 (24,00-60,00) 27,00 (16,00-39,00) 0,117
Rendah 3 (16,7%) 8 (47,1%)
Cukup 8 (44.4%) 5 (29,4%)
Rata-rata 5 (27.8%) 2 (11,8%)
Baik 1(5,6%) 1 (5,9%)
Sangat baik 1 (5.6%) 1 (5,9%0

¢ = uji chi-square; t = uji t tidak berpasangan; m = uji mann-whitney

Jumlah subyek penelitian adalah 35 subyek, yang sebagian besar (77,1%)
terdiri dari perempuan. Didapatkan 42,9% subyek mempunyai riwayat
hiperkolesterolemia dalam keluarga. Rata- rata usia subyek penelitian adalah 35,57 +
5,20 tahun, dan tidak ada perbedaan bemakna diantara kedua kelompok. Sebanyak
24 (68,5%) subyek mempunyai aktivitas fisik di bawah nilai rata-rata.

4.3, Indeks Massa Tubuh (IMT)

Tabel 4.2 memperlihatkan tidak ada perbedaan bermakna rerata IMT antara
kelompok perlakuan dan kontrol pada sebelum perlakuan. Rerata IMT pada kedua
kelompok menurun sesudah periakuan, meskipun tidak berbeda bermakna.
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Tabel 4.2. Tabel Rerata dan sebaran IMT Sebelum dan Sesudah Perlakuan

Variabel Perlakuan Kontrol P
IMT (kg/m")
HO : 24,61+2,58 23,47+4,09 0,34'
- 18,5-22,9 n(%) 5(27.8) 8 (47,1
- 23249 (%) 5(27.8) 3(17,6)
- 25299 n(%) 8 (44,4) 6 (35,3)
H15 24,48+2 59 23,39+4,02 0,36
- 18,5-22,9 n(%) 5(27.8) 8(57,1)
- 23249 n(%) 5(27.,8) 0
- 25299 a(%) 8 (44,4) 6 (42,9)

t= yjit tidak berpasangan

4.4. Asupan Energi dan Zat Gizi

Tabel 4.3 memperlihatkan asupan energi, lemak, kolesterol, serat, dan polifenol pada
kedua kelompok saat sebelum (HO), minggu pertama (H8) dan minggu ke dua (H15)
perlakuan, Pada HO tidak didapatkan perbedaan bermakna antara kedua kelompok.
Asupan energi, lemak, dan kolesterol pada kedua kelompok saat HO dibandingkan
dengan H8 tampak meningkat, kemudian menurun kembali saat H15 terutama pada
kelompok kontrol.

Persentase asupan energi terhadap kebutuhan energi total (KET) pada kedua
kelompok saat HO tergolong kurang (< 80% KET), saat H8 tergolong cukup (80-
120% KET), namun kemudian pada kelompok kontrol tefjadi penurunan saat H15
dan tergolong kurang. '

Untuk asupan lemak, persentase asupan lemak terhadap KET pada kedua
kelompok saat HO, H8, dan H15 tergolong asupan lemak cukup (25% - 35% KET).
Nilai median asupan kolesterol pada kelompok perlakuan dan kontrol saat HO, HS,
dan H15 tergolong cukup (< 200 mg/hari), serta didapatkan perbedaan bermakna
(p=0,03) antara kedua kelompok pada H15. Asupan serat pada kedua kelompok saat
HO, HS8, dan H15 tergolong kurahg bila dibandingkan dengan asupan serat yang
dianjurkan (20 — 30 gram/ hari).

Tidak didapatkan perbedaan pada kedua kelompok untuk asupan polifenol
pada HO, namun meningkat dan menjadi berbeda bermakna (p=0,00) pada HS dao
H15.
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Variabel Perlakuan Kontrol p
Energi (kkal)
{% asupan energi}
HO 1144,90(782,31-1395,28) | 1009,35(765,43-1318,14) | 0,79"
{66,54(55,05-94,41)} {62,40(53,31-81,98)} 0,72%
H8 1424,05(1069,18-1864,25) | 1296,03(1039,42-1564,41) | 047"
{92,21+26,73} {85,40(69,50-98,18)} 651"
H15 1456,85+378,38 1128,75(979,03-1693,58) | 0,12"
{90,36+26,73} {73,52(61,56-103,97)} 0,09™
Lemak (g)
{% asupan iemak}
HO 52,25(30,96-62,51) 39,15(31,00-52,66) 0,41"
{29,67(20,25-37,00)} {21,95(18,71-32,75)} 0,49™
H8 52,10(38,89-75,69) 49,98(42,35-63,28) 0,827
{32,00(20,79-44,15)} {29,99(25,66-36,59)} 0,90
HI15 57,80(50,13-76,49) 45,23(34,91-73,56) 031"
{36,27(26,47-40,89)} {27,74(20,73-40,89)} 011"
Kolesterol (mg)
HO 130,70(78,78-176,78) 123,05(97,13-167,70) 0,79%
HR 191,15(150,73-248,35) 146,60(115,65-212,05) 0,197
Hi5 179,10 (154,70-213,53) 124,85 (86,69-265,25) 0,03
Serat (g)
HO 5,48(4,49-8,19) 7,05(5,20-8,40) 031"
HS 0,25(7,39-13,05) 7,45 (6,48-8,78) 0,06™
H15 7,45 (6,48-8,78) 6,28 (3,48-7,70) 0,06™
Polifenol (mg)
HO 71,09 (20,49-106,54) 45,90 (34,83-67,01) 0,87
HS8 620,50 (593,55-690,88) 48,28 (18,16-87,11) 0,00"™
Hi5 623,68 (608,09-714,85) 63,12 (18,06-100,31) 0,00°"

* = bermakna; m = uji mann-whitney;

4.5. Kadar NO serum

Tabel 4.5 memperlihatkan kadar NO serum sebelum dan sesudah perlakuan. Kadar
NO serum sesudah perlakuan pada kedua kelompok, dengan peningkatan yang lebih
tinggi pada kelompok perlakuan, namun tidak ada perbedaan bermakna baik antar

(between) maupun dalam (within) kelompok.
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Tabel 4.4. Kadar NO serum Sebelum dan Sesudah Perlakuan.

Variabel Perlakuan Kontrol P
NO serum P P
(pmol/L)
HO 8,37(5,66-13,28) 8,28(7,38-10,73) 0,92™
0,117 0,18
H15 11,76(7,74-13,39) 9,57(7,71-11,86) 0,30™

m = yji mann-whitney, w = vji wilcoxon

4.6. Kadar Kolesterol Total Serum

Tabel 4.4. memperlihatkan kadar kolesterol total antara kelompok perlakuan dan
kontrol, sebelum (p=0.09) dan sesudah (p=0.67) perlakuan yang didapatkan tidak
berbeda bermakra. Nilai rerata kadar kolesterol total serum pada kedua kelompok
sesudah perlakuan masih dalam kategori batas tinggi.

Tabel 4.5. Tabel Kadar Kolesterol Total Serum Sebelum dan Sesudah Perlakuan

Variabel Perlakuan Kontrol p
Kolesterel total
serum {mg/dL)
HO 224 (208,25-229,25) 212 (206,00-227,50) 0,06™
Hl5 208,56+16,55 206,00+16,23 0,67

* =bermakna; t = uji t tidak berpasangan; m = uji mann-whitney
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BABS
PEMBAHASAN

Telah dilakukan penelitian untuk mengetahui pengaruh jus anggur terhadap kadar
kolesterol total dan NO serum pada subyek berusia 25 - 44 tahun dengan kadar
kolesterol total batas tinggi. Penelitian ini adalah suatu field trial yang dilakukan
pada warga asrama Polri Cipinang, dengan membandingkan kelompok yang
mendapatkan jus anpgur dari 300 gram buah anggur segar per hari selama 14 hari
disertai pemberian penyuluhan tentang TLC dengan kelompok yang hanya
mendapatkan penyuluhan tentang TLC saja.

5.1. Keterbatasan Penelitian

Metode Penelitian

Kelompok kontrol dalam penelitian ini tidak mendapatkan plasebo yang
merupakan salah satu teknik ketersamaran,*? karena kesulitan dalam pembuatan
produk plasebo.

Jumlah polifenol dalam jus anggur yang diberikan kepada subyek dihitung
berdasarkan tabel bahan makanan sumber polifenol,’® bukan pengukuran secara
laboratorik, karena belum adanya standar baku pengukuran kadar polifenol.
Penilaian Asupan Zat Gizi
Penilaian asupan zat gizi dalam penelitian ini dilakukan menggunakan metode
food record. Keterbatasan metode ini adalah kecenderungan subyek untuk tidak
mencatat langsung makanan yang dikonsumsi. Pada minggu pertama, beberapa
subyek bahkan mencatat makanan yang dikonsumsinya pada saat lembar food
record akan diserahkan kembali, sehingga kemungkinan tidak akurat dan dapat
menyebabkan bias.*

Penilaian asupan polifenol menggunakan tabel bahan makanan sumber
polifenol yang didapatkan dari penelitian di luar negeri,*® sehingga beberapa
bahan makanan yang dikonsumsi oleh subyek penelitian tidak semuanya terdapat
dalam tabel tersebut.
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Pemeriksaan Laboratorium

Pemeriksaan kadar NO serum dilakukan dengan metode Colorimetric Griess,
yaitu berdasarkan jumiah nitrzt dan nitrit sebagai metabolit antara NO (bukan NO
yang sebenarnya), karena NO berbentuk gas dan mempunyai waktu paruh sangat
pendek.

5.2, Seleksi Subyek Penelitian

Asrama Polri Cipinang dihuni oleh sekitar 300 kepala keluarga, yang terdiri dari
anggota Polri maupun PNS beserta keluarganya. Tingkat ekonomi warga di tempat
tersebut tergolong menengah ke bawah, dengan tingkat pendidikan bervariasi dari
tamat Sekolah Dasar sampai dengan tamat Perguruan Tinggi. Setelah dilakukan
seleksi berdasarkan kriteria penerimaan melalui wawancara, pemeriksaan status gizi
menurut IMT, dan pemeriksaan tekanan darah didapatkan 158 subyek.

Pemilihan subyek berdasarkan kriteria usia 25 - 44 didasarkan atas
pertimbangan adanya kecenderungan peningkatan kadar kolesterol pada usia
tersebut, yang berhubungan dengan penurunan fungsi endotel pembuluh darah dan
peningkatan risiko terjadinya PKV.*'®*” Hal ini discbabkan karena dengan
bertambahnya usia terjadi penurunan kadar antioksidan serta peningkatan radikal
bebas dalam tubuh. **°° Ketidakseimbangan antara antioksidan dan radikal bebas
menyebabkan terjadinya stres oksidatif, yang kemudian akan menyebabkan
penurunan bioavailabilitas NO, penurunan fungsi endotel pembuluh darah, serta
memicu terjadinya aterosklerosis.**

Kriteria IMT pada subyek penelitian ini adalah kelompok kategori normal,
berisiko dan obes I. Hal ini dilakukan karena kesulitan di lapangan untuk mencari
subyek yang mempunyai IMT normal saja berdasarkan kriteria usia yang
ditetapkan. Pada SKRT 2004 diperlihatkan bahwa pada usia 25 — 44 tahun, IMT
cenderung meningkat.* Beberapa peneliti juga mendapatkan adanya hubungan
antara pertambahan usia dengan peningkatan berat badan. *** Kategori IMT obes
II (> 30 kg/m?) tidak dimasukkan dalam kriteria subyek penelitian karena pada
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IMT tersebut telah terjadi penurunan fungsi endotel yang sangat bermakna, yang
merupakan faktor risiko tinggi terjadinya PKV.>¢!

Penelitian ini memilih subyek yang tidak mempunyai kebiasaan merokok
karena diketahui merokok dapat meningkatkan radikal bebas dalam tubuh dan
menurunkan bioavailabilitas NO.*® Selain itu dipilih subyek dengan tekanan darah
di bawah 140/90, karena pada hipertensi (tekanan darah > 140/90 mmHg) terjadi

n®1 serta obat-

penurunan bioavailabilitas NO.® Suplemen antioksidan atau vitami
obat yang mempengaruhi metabolisme lemak’ juga dapat mempengaruhi kadar
kolesterol total dan NO serum sehingga dipilih subyek yang tidak sedang
mengonsumsi obat-obatan tersebut.

Seleksi tahap berikutnya dilakukan melalui pemeriksaan laboratorium
berdasarkan kriteria penclakan, yang diikuti oleh 128 subyek dari 158 subyek
pada seleksi pertama karena 30 subyek lainnya tidak hadir. Kadar kolesterol total
240 mg/dL atau lebih tidak dipilih karena berdasarkan NCEP ATP IIT 2002,
individu yang tergolong dalam kategori tersebut sudah memerlukan terapi obat
hiperkolesterolemia. Selain itu, subyek dengan diabetes melitus (gula darah puasa
>126 mg/dL), maupun penyakit kronik lainnya seperti kelainan fungsi hati (SGOT
>27 U/L atan SGPT >34 U/L) serta kelainan fungsi ginjal (ureum >43 mg/dL atau
kreatinin >0,9 mpg/dL) tidak dimasukkan ke dalam kriteria subyek penelitian
karena pada kondisi tersebut terjadi gangguan metabolisme yang akan
menyebabkan peningkatan stres oksidatif dan penurunan fungsi endotel pembuluh

darah, sehingga dapat menimbulkan bias dalam penelitian ini.

5.3. Karakteristik Subyek Penelitian

Data karakteristik subyek penelitian kedua kelompok sebelum perlakuan adalah
homogen, hal ini merupakan salah satu syarat dalam melakukan wji klinik agar
didapatkan hasil yang sahih. Salah saty cara yang digunakan dalam penelitian ini
adalah alokasi subyek dengan cara randomisasi sederhana menggunakan tabel
random, sehingga perbedaan yang terjadi pada akhir penelitian diharapkan
merupakan akibat perlakuan yang diberikan.
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5.3.1. Jenis Kelamin

Jumlah subyek pada penelitian ini adalah 35 orang, terdini dari 27 subyek
perempuan (77,1%) dan delapan subyek laki-laki (22,8%). Berdasarkan SKRT
2004 didapatkan bahwa prevalensi hiperkolesterolemia pada perempuan lebih
tinggi dibandingkan laki-laki. Pada beberape penelitian'®'®? tidak didapatkan
adanya perbedsan respon antara laki-laki dan perempuan terhadap terapi untuk
menurunkan kadar kolesterol darah, oleh karena itu, subyek pada penelitian ini
tidak dikhususkan hanya pada satu jenis kelamin saja. Agar distribusi jenis
kelamin merata antar kedua kelompok maka telah dilakukan randomisasi

sederhana untuk alokasi subyek penelitian.

5.3.2, Riwayat hiperkolesterolemia dalam keluarga

Disfungsi endotel dapat dipengaruhi oleh polimorfisme genetik. Pada individu
dengan famillial hypercholesterolemia didapatkan reseptor LDL yang lebih
rendah dibandingkan normal, sehingga lebih mudah terjadi peningkatan LDL
teroksidasi. LDL yang teroksidasi akan meningkatkan produksi radikal
superoksida yang kemudian akan menurunkan bioavailabilitas NO,***! Sejumlah
42.86% subyek penelitian mempunyai riwayat keluarga hiperkolesterolemia,
berdasarkan wawancara ada tidaknya keluarga kandung subyek yang menderita
hiperkolesterolemia atau penyakit kardiovaskuler, serfa usia saat diketahuinya

penyakit tersebut.*!

5.3.3. Usia

Rentang usia subyek pada penelitian ini adalah 25 - 44 tahun. Rerata usia
kelompok perlakuan dan kontrol tidak menunjukkan perbedaan bermakna. Bila
subyek penelitian dikelompokkan berdasarkan kelompok usia dalam SKRT 2004,
didapatkan jumlah subyek berusia antara 25 - 34 tahun adalah 15 subyek (42,9%),
dan jumlah subyek berusia antara 35 - 44 tahun adalah 20 subyek (57,1%). Hasil
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ini sesuai dengan SKRT 2004 yang menunjukkan prevalensi hiperkolesterolemia
meningkat sejalan dengan bertambahnya usia.

Pertambahan usia berhubungan dengan penurunan fungsi endotel. *>%* Hal
ini disebabkan karena dengan bertambahnya usia terdapat kecenderungan
peningkatan berat badan®*® maupun peningkatan radikal bebas®® dan penurunan
kadar antioksidan’®, sehingga menyebabkan stres oksidatif. Stres oksidatif dapat
meningkatkan LDL teroksidasi serta menurunkan bioavailabilitas NO, yang
selanjutnya menyebabkan disfungsi endotel pembuluh darah dan meningkatkan

risiko aterosklesrosis. >

5.3.4. Aktivitas Fisik

Pada penelitian ini, aktivitas fisik merupakan variabel perancu yang dikontrol
sehingga subyek dianjurkan untuk tetap melakukan aktivitas fisik seperti biasa.
Sebagian besar (68,5%) subyek penelitian mempunyai indeks aktivitas fisik di
bawah rata-rata (41 — 60), hal ini mungkin karena sebagian besar subyek
penelitian adalah ibu ramah tangga yang tidak melakukan olahraga secara teratur.
Aktivitas fisik yang rendah (physical inactivity) dapat menyebabkan penurunan
bioavailabilitas NO akibat penurupan ekspresi enzim eNOS," dan dapat
menyebabkan disfungsi endotel yang akan berlanjut menjadi aterosklerosis dan
PRV 34!

5.3.5. Indeks Massa Tubub (IMT)
Sebagian besar (60%) subyek penelitian mempunyai IMT yang tergolong berisiko
‘dan obes 1. Sesudah perlakuan, 10 (55,6%) subyek dari kelompok perlakuan dan
11 (78,6%) subyek dari kelompok kontro! mengalami penurunan berat badan,
sehingga terjadi penurunan rerata IMT pada kedua kelompok. Hasil ini
kemungkinan disebabkan karena subyek mulai belajar mematuhi anjuran yang
diberikan saat penyuluhan TLC untuk mengatur pola dietnya.

IMT mempunyai korelasi negatip dengan bioavailabilitas NO dalam
darah.m'ﬂ
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5.4. Asupan Energi dan Zat Gizi

Asupan energi dan zat gizi subyek penelitian sebelum perlakuan (HO) didapatkan
dari analisis asupan berdasarkan food record yang diberikan pada masa run-in.
Sebelum pelaksanaan masa run-in, dilakukan penyuluhan TLC yang pertama
disertai dengan pembagian brosur dan penjelasan untuk membatasi asupan bahan
makanan yang mengandung polifenol (Jampiran 7). Asupan energi, lemak,
kolesterol, serat, dan polifenol saat HO tidak berbeda bermakna di antara kedua
kelompok.

5.4.1. Asupan Energi

Asupan energi pada kedua kelompok saat HO lebih rendah bila dibandingkan
dengan asupan energi saat minggu pertama periode perlaknan (H8). Hal ini
kemungkinan disebabkan karena subyek belum mengerti benar cara pencatatan ke
dalam lembar foor record, sehingga tidak semua makanan dan minuman yang
dikonsumsi dicatat dalam lembar food record. Meskipun demikian, asupan energi
pada kedua kelompok menurun saat minggu ke dua perlakuan (H15)
dibandingkan dengan asupan energi saat H8. Hal inilah yang mungkin
menyebabkan terjadinya rerata penurunan berat badan sekitar 0,3 kg pada subyek
di kedua kelompok, yang menyebabkan penurunan rerata IMT,

Pada H8 dan HIS, terdapat perbedaan asupan energi antara kelompok
kontrol dan kelompok perlakuan sekitar 200 kkal, meskipun tidak berbeda
bermakna. Perbedaan asupan energi tersebut sesuai dengan adanya penambahan
jumlah asupan energi yang berasal dari jus anggur yang diberikan kepada
kelompok perlakvan yaitu sekitar 207 kkal per 300 gram anggur per hari.
Penambahan asupan energi tersebut menyebabkan persentase asupan energi
terhadap KET pada kelompok perlakuan saat H8 dan H15 tergolong cukup (80-
120% KET), sedangkan pada kelompok kontrol tergolong cukup saat HS
kemudian menurun di H15 dan tergolong kurang (<80% KET).
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Penurunan asupan di kedva kelompok selama perlakuan mungkin
disebabkan karena subyek mulai belajar mengatur pola dietnya sesuai dengan
anjuran yzng diberikan dalam penyuluhan TLC.

5.4.2. Asupan Lemak

Asupan lemak saat H8 dan H15 pada kedua kelompok cenderung meningkat, bila
dibandingkan HO. Hal ini juga mungkin disebabkan karena pencatatan asupan
lemak saat HO yang kurang tepat. Walaupun demikian, asupan lemak total subyek
penelitian dibandingkan dengan KET pada kedua kelompok dalam batas yang
dianjurkan yaitu 25 — 35% KET.*

5.4.3. Asupan Kolesterol

Asupan kolesterol pada kelompok perlakuan dan kontrol saat HO, H8, dan H15
masih dalam batas yang dianjurkan yaita kurang dari 200 mg/ hari. Bahkan pada
kelompok kontrol tampak lebih patuh dalam melaksanakan anjuran yang
diberikan dalam penyuluhan TLC, salah satunya yaitu mepgurangi asupan
kolesterol dalam diet sehari-hari, yang dibuktikan dengan adanya penurunan
asupan kolesterol yang berbeda bermakna bila dibandingkan dengan kelompok
perlakuan saat Hi5.

Asupan kolesterol ini menjadi penting karena dari hasil penelitian pada
hewan coba didapatkan bahwa dengan pemberian asupan kolesterol yang tinggi
akan menyebabkan penurunan kadar NO serum hewan coba, dan terjadi
sebaliknya bila asupan kolesterol diberikan dalam jumlah yang normal. °

5.4.4. Asupan Serat

Asupan serat pada kelompok perlakuan saat H8 dan HI5 lebih tinggi
dibandingkan kelompok kontrol, namun tidak berbeda bermakna. Hal ini karena
pemberian jus anggur kepada kelompok perlakuan yang menganduny serat kurang
lebih 2,7 gram per 300 gram buah anggur per hari.?® Meskipun demikian, asupan

serat pada kelompok perlakuan dan kontrol selama periode perlakuan masih tetap
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kurang bila dibandingkan asupan yang dianjurkan yaitu 20 — 30 gram/ hari.'® Hal
ini mungkin disebabkan karena adanya pembatasan untuk mengonsumsi buah dan
sayur yang mengandung polifenol untuk menghindari terjadinya bias, dan
kemungkinan juga sebagian besar subyek kurang mengonsumsi buah dan sayur

dalam diet sehari-hari.

5.4.5. Asupan Polifenol

Penilaian jumlah asupan polifenol dilakukan secara manual yaitu dengan
menghitung jumlah polifenol yang terkandung dalam bahan makanan yang
dikonsumsi, seperti buah, sayur, serta minuman teh dan kopi. Untuk mendapatkan
nilai polifenol maka tiap 100 gram bahan makanan atau tiap 200 mL minuman
dikonversi dengan tabel bahan makanan yang mengandung polifenol. Kesulitan
dalam menghitung jumlah polifenol ditemui apabila subyek mengonsumsi jenis
baban makanan sumber yang tidak terdapat dalam daftar bahan makanan sumber
polifenol (misalnya leunca), atau subyek mengonsumsi makanan olahan (seperti
gado-gado), sehingga perhitungan yang dilakukan menjadi overesfimate atau
underestimate. Meskipun demikian, asupsn polifenol didapatkan berbeda
bermakna selama perlakuan, karena adanya tambahan polifenol dalam jus anggur
yang diberikan kepada kelompok perlakuan sebesar 588 mg per hari.

5.5. Kadar Nitric oxide (NO) serum

Sebelum perlakuan didapatkan kadar NO serum pada kelompok perlakuan 8,37
(5,66-13,28) pmol/ L dan kelompok kontrol 8,28 (7,38-110.73) umol/ L, yang
nilainya lebih rendah dibandingkan nilai NO normal (> 30 pmol/L). Beberapa
penelitian  sebelumnya mendapatkan kadar NO semum pada subyek
hiperkolesterolemia lebih rendah dibandingkan nilai normal atau dibandingkan
kadar NO serum pada subyek sehat.*” Penurunan kadar NO serum pada penderita
hiperkolesterolemia disebabkan karena terjadinya peningkatan ROS yang dapat
menyebabkan  kerusakan  oksidatif kofaktor enzim eNOS, vaitu
fetrahydrobiopterin (HB), sehingga dapat menurunkan bioavailabilitas NO.***
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Rendahnya kadar NO serum pada kedua kelompok sebelum perlakuan mungkin
juga diakibatkan karena aktivitas fisik pada kedua kelompok di bawah nilai rata-
rata, karena pada aktivitas fisik yang rendah terjadi penurunan ekspresi enzim
eNOS sehingga terjadi penurunan bioavailabilitas NO.** Hal lain yang dapat
menjadi penyebab adalah IMT sebagian besar subyek termasuk dalam kategori
berisiko dan obes I, karena IMT diketahui mempunyai korelasi negatip dengan
bioavailabilitas NO dan fungsi endotel 5%

Kadar NO serum kedua kelompok sesudah perlakuan mengalami
peningkatan dan lebih tinggi pada kelompok perlakuan meskipun tidak berbeda
bermakna. Setelah dinji dengan uji non parametrik Wilcoxon yang bertujuan
untuk menilai perbedaan kadar NO serum sebelum dan sesudah perlakuzan dalam
masing-masing kelompok, juga tidak didapatkan peningkatan bermakna kadar NO
serum. Hasil dalam penelitian ini berbeda bila dibandingkan dengan hasil
penelitian dengan rancangan pre post fest oleh Freedman dkk®® dan Stein dkk™
yang memberikan jus anggur selama 14 hari, dan mendapatkan peningkatan kadar
NO secara bermakna. Dalam penelitian ini perkiraan kandungan polifenol dalam
jus anggur yang diberikan adalah sekitar 588 mg/ hari, lebib tinggi dibandingkan
dengan kandungan polifenol dalam penelitian Freedman dkk dengan
pertimbangan bahwa subyek dalam penelitian ini mempunyai kadar kolesterol
total dalam kategori batas tinggi, sedangkan subyek pada penelitian Freedman
dkk adalah orang sehat, berusia 20 — 45 tahun. Namun jumlah polifenol dalam
penelitian ini lebih rendah bila dibandingkan dengan penelitian Stein dkk, di mana
subyek dalam penelitiannya adalah penderita dislipidemia dan berusia sekitar 60
tahun.

Perbedaan hasil ini kemungkinan disebabkan karena kandungan polifenocl
dalam buah anggur ini dihitung hanya berdasarkan kandungan polifencl buah
anggur dalam tabel bahan makanan sumber polifenol, yaitu 196 mg/ 100 gram
Luah anggur,®® bukan berdasarkan pemeriksaan laboratorik untuk mengukur
kandungan polifenol dalam buah anggur Red Globe yang digunakan dalam
penelitian ini. Sedangkan polifencl yang terkandung dalam buah anggur merah
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bervariasi dari 36 mg/ 100 gram sampai dengan 275,5 mg/ 100 gram.?® Sehingga
ada kemungkinan jumlah aktual asupan polifenol dalam jus anggur yang diberikan
tidak sebesar hasil perhitungan. Selain itu, proses transportasi, penyimpanan, serta
pembuatan jus anggur dapat berpengamh terhadap kandungan polifenoinya karena
polifenol mudah teroksidasi menjadi bentuk polimer yang sulit diabsorpsi. %263

Penelitian ini juga menggunakan jus yang dibuat secara sederhana
(diblender), sedangkan kedua penelitian sebelumnya menggunakan jus anggur
botolan hasil produksi pabrik, yang kemungkinan kandungan polifenolnya sudah
siap untuk diabsorpsi dan dimetabolisme lebih lanjut sehingga kemampuan
antioksidannya cepat bekerja.*® Dengan mempertimbangkan jenis jus yang
digunakan serta karakteristik subyek dengan peningkatan kadar kolesterol total,
kemungkinan kemampuan antioksidan dari polifenol yang terkandung dalam jus
anggur yang diberikan selama 14 hari belum cukup efektif untuk meredam radikal
bebas dan meningkatkan bioavailabilitas NO pada dinding pembuluh darah. Hal
ini sama dengan hasil penelitian Albers dkk** yang mendapatkan hasil tidak
berbeda bermakna sesudah pemberian jus anggur selama 14 hari pada subyek
dengan hiperkolesterolemia, dan berpendapat bahwa intervensi yang dilakukan
kurang lama, mengingat pada penderita hiperkolesterclemia sudah terjadi
peningkatan stres oksidatif yang bermakna dibandingkan kondisi normal.

Peningkatan kadar NO serum pada kelompok kontrol mungkin disebabkan
karena perbaikan pola diet pada kelompok kontrol, terutama penurunan asupan
kolesterol. Perbaikan asupan kolesterol diketahui dapat memperbaiki
bioavailabilitas NO.? Selain itu, penurunan rerata IMT mungkin juga berpengaruh
terhadap peningkatan kadar NO pada kelompok kontrol, karena IMT mempunyai
korelasi negatip dengan bioavailabilitas NO.*!

5.6. Kadar Kolesterol Total Serum

Pada penelitian ini juga dilakukan pemeriksaan kadar kolestercl total serum
sesudah perlakuan, dan ternyata didapatkan penurunan walaupun tidak berbeda
bermakna antara kedua kelompok dan masih dalam kategori batas tinggi.
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Penununan kadar kolesterol total sesudah perlakuan pada kedua kelompok
mungkin disebabkan karena perbaikan pola diet subyek penelitian setelah
mendapatkan penyuiukan TLC, yang dibuktikan dengan adanya penurunan nilai
rerata IMT. Kemungkinan lain penyebab penurunan kadar kolesterol total pada
kelompok perlakuan adalah pengaruh pemberian jus anggur, seperti penelitian
Castilla dkk' yang juga mendapatkan penurunan kadar kolesterol total pada
kelompok yang mendapatkan jus anggur selama 14 hari.

Universitas Indonesia

Pengaruh pemberian..., Dyah Maria Wahyuningtyas, FK Ul, 2009

59



&0

BAB 6
RINGKASAN, KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Ringkasan

Disfungsi endotel adalah suatu keadaan yang ditandai dengan penurunan
bioavailabilitas dan bioaktivitas NO, yang menyebabkan hilangnya homeostasis
dinding pembuluh darah. Salah satu penyebab terjadinya disfungsi endotel adalah
peningkatan kadar kolesterol total.®

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menilai pengaruh jus anggur terhadap
kadar NO serum pada subyek dengan kadar kolesterol total batas tinggi. Penelitian
ini merupakan suatu uji klinik yang dilakukan pada anggota Polri dan PNS beserta
pasangannya yang tinggal di asrama Polri Cipinang, berusia 25 — 44 tahun. Pada
penelitian ini diberikan jus anggur disertai penyuluhan TLC pada satu kelompok,
sedangkan yang lain diberikan penyuluhan TLC saja.

Jumlah subyek yang dapat mengikuti penelitian adalah 35 orang, namun
dalam perjalanannya hanya 32 subyek yang berhasil menyelesaikan penelitian.
Penetuan alokasi subyek dilakukan dengan cara randomisasi sederhana.

Data diperoleh dari hasil wawancara yang meliputi usia, riwayat
hiperkolesterolemia .dalam keluarga, dan aktivitas fisik, serta pengukuran
antropometri untuk mendapatkan indeks massa tubuh. Data asupan energi, lemak,
kolesterol, serat, dan polifencl didapatkan dari analisis food record yang dilakukan
sebelurn perlakuan, minggu pertama dan ke dua periode perlakvan. Pemeriksaan
kadar NO dan kolesterol total serum dilakukan sebelum dan sesudah perlakuan,

Data karakteristik subyek penelitian, asupan, dan laboratorium sebelum
perlakuan pada kedua kelompok adalah homogen. Rerata usia subyek adalah 35,57
+ 5,20 tahun, yang sebagian besar (77,1%) terdini dari perempuan. Indeks aktivitas
fisik sebagian besar subyek penelitian (68,5%) di bawah nilai rata-rata. Sebanyak
60% subyek penelitian mempunyai indeks mass. tubuh di atas nilai normal.

Penilaian asupan energi dan zat gizi saat secbelum perlakuan tidak

menunjukkan perbedaan bermakna antara kedua kelompok. Persentase asupan energi
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dibandingkan dengan kebutuhan energi total selama perlakuan pada kelompok
perlakuan tergolong cukup, sedangkan pada kelompok kontrol tergolong cukup saat
minggu pertama perlakuan dan tergolong kurang saat minggu ke dua perlakuan.
Asupan lemsk total kedua kelompok dalam batas yang dianjurkan yaitu 25 — 35%
dari kalori total. Asupan kolesterol pada kedua kelompok selama perlakuan sesuai
dengan anjuran (200 mg/hari), bahkan pada minggu ke dua perlakuan terjadi
penurunan yang bermakna pada kelompok kontrol dibandingkan kelompok
perlakuan. Asupan serat di kedua kelompok masth di bawah nilai asupan yang
dianjurkan. Asupan polifenol didapatkan perbedaan bermakna antara kedua
kelompok di periode perlakuan, yang disebabkan karena kandungan polifenol dalam
jus anggur yang diberikan pada kelompok perlakuan.

Nilai rerata indeks massa tubuh pada kelompok perlakuan dan kelompok
kontro! sesudah perlakuan terjadi pemirunan dibandingkan sebelum perlakuan,
namun tidak didapatkan perbedaan bermakna antara kedua kelompok.

Terdapat peningkatan kadar NO serum sesudah perlakuan pada kedua
kelompok yang cenderung lebih tinggi pada kelompok perlakuan, walaupun tidak
berbeda bermakna. Bahkan terjadi pula penurunan kadar kolesterol total serum pada

kedua kelompok sesudah perlakuan, walaupun masih dalam kategori batas tinggi.

6.2. Kesimpulan

Pada penelitian pengaruh pemberian jus anggur terhadap kadar NO serum pada

subyek dengan kadar kolesterol total batas tinggi dapat ditarik kesimpulan sebagai

berikut:

1. Rerata usia subyek penelitian 35,57 + 5,20 tahun, serta sebagian besar
perempuan, mempunyai indeks aktivitas fisik dibawah nilai rata-rata dan indeks
massa tubuh di atas nilai normal.

2. Persentase asupan energi dibandingkan dengan kebutuhan energi total pada
kelompok perlakuan tergolong cukup sedangkan kelompok kontrol tergolong
kurang. Asupan lemak total dan kolesterol kedua kelompok adalah iergolong
cukup. Asupan serat meningkat pada periode perlakuan, tetapi masih tergolong
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kurang. Asupan polifenol meningkat bermakna pada kelompok perlakuan yang
disebabkan karena kandungan polifenol dalam jus anggur.

3. Terdapat peningkatan kadar NO serum sesudah perlakuan, yang cenderung lebih
tinggi pada kelompok perlakuan.

4, Hipotesis penelitian ini ditolak karena tidak didapatkan perbedaan bermakna
perubahan NO serum antara kelompok perlakuan dan kelompok kontrol sesudah
perlakuan.

6.3. Saran

1. Perlu dilakukan penelitian dengan rancangan serupa namun menggunakan
plasebo sebagai salah satu teknik ketersamaran suatu uji klinik.

2. Perlu dilakukan pengukuran kadar polifenol secara laboratorik untuk mengetahui
kandungan polifenol dalam bahan makanan sumber.

3.

Perlu dilakukan penelitian dengan rancangan serupa namun menggunakan
metoda pengukuran aktivitas enzim eNOS.
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SUMMARY, CONCLUSIONS, AND RECOMMENDATIONS

Summary

Endothelial dysfunction is characterized by reduced bioavailability and bioactivity of
nitric oxide (NO) which disturbe endothelial homeostasis. This condition could be
caused by pathological stresses such as the increase of blood cholesterol level.**

The aim of the study is to investigate the effect of grape juice on NO serum
level on subject who had borderline cholesterol total serum. The study was a parallel
randomized clinical trial, conducted to members of Polri and PNS including their
spouse in Polri mess, Cipinang, and age between 25 to 44 years. The study was to
compare between group who received 300 gram of grape juice once a day for 14
days includes TLC counseling (P) and group who only received TLC counseling (K).

The thirty five subjects were divided into ﬁo groups using simple
randomization, but only 32 subject were complited the study.

Interview was conducted to collect data of age, history of
hypercholesterolemia in subject’s family, physical activity, and body mass index.
Intake of energy, total fat, cholesterol, fiber and polyphenol were get from food
record analysis which were performed before intervention, first week and second
week of the intervention. Laboratory finding of NO and total cholesterol serum level
was done before and after treatment.

Data of subject characteristic, intakes, and laboratory before treatment were
homogen. The mean of subject age was 35.57 + 5.20 years, and most of them
(77.1%) were women. Physical activity index of the subjects were mostly (68.5%)
under average. Sixty percent of subject’s hody mass indexs were above normal.

Energy and nutrition intakes on first and second week of the intervention
period did not indicate significant difference. Comparation of the percentage of
energy intake and total energy of the treatment group was suficient, while it was low
on contro! group. Total fat intake of both groups was in normal level (25 — 35% total
calorie). Cholesterol intake of both groups was in normal level too (< 200 mg/day).

Fiber intake increased on intervention period, but still under normal intake Ievel.
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Polyphenol intake showed a significant difference between two groups on the
intervention period, which caused by polyphenol content of grape juice that was give
to th:e treatment group.

Mean of body mass index of both groups after treatment was decrease, but it
was not consider significant difference.

Nitric oxide serum level after intervention increased on both groups, and
tends to be higher on the treatment group, even it was consider not significant. Total
cholesterol serum of both groups after intervention decreased, even still on

borderline level.

Conclusions
The effect of grape juice on NO serum level in the subjects with borderline total
cholesterol level can be concluded as follow:

1. The mean of subject age was 35.57 + 5.20 years, most of them were women,
with physical activity index was under average value and body mass index
was above normal value.

2. The comparation of percentage of energy intake and total energy on the
treatment group was sufficient, whereas lower on control group. Total fat
and cholesterol intake of both groups was sufficient. The fiber intake was
increase on the intervention period, even it was considered low. Polyphenol
intake was increase significantly on the treatment group which was caused by
the intake of grape juice.

3. The NO serum level was increased after intervention, and tends to be higher
on the treatment group.

4. Hypothesis of this study could not be proved because there was not
significant different on serum total cholesterol level and serum NO level

between both groups after interventiom.
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Recommendations
1. There is a need to perform a study with similar design, but using placebo.
2. The polyphenol content of grape juice must be laboratorial measured.

3. There is a need to perform a study with similar design, but using marker of
eNOS enzim activity.
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MANUSCRIPT

EFFECT OF GRAPE JUICE CONSUMPTION FOR TWQO WEEKS ON
SERUM NQO LEVEL IN SUBJECTS WITH BORDERLINE HIGH SERUM
TOTAL CHOLESTEROL LEVEL
Maria D, Permadhi I, Mudjihartini N

ABSTRACT

Objective. To investigate the effects of 300 gram per day grape juice during two
weeks on serum NO level in male and female subjects with borderline high total
cholesterol level.

Methods. The study was a field trial. Thirty five subjects were selected using certain
criteria and randomly (simple randormization) divided into two groups. The treatment
group (n=18) received grape juice and nutrition counseling; the control group (n=17)
received nutrition counseling. Data obtained directly from the subjects were age,
gender, history of hypercholesterolemia in subject’s family, physical activity, and
body mass index, intake of energy, fat, cholesterol, fiber and polypheno! using food
record. Laboratory findings of serum NO level and total cholesterol level were done
before and after intervention. For statistical analysis, unpaired t-test and Mann
Whitney were used with the level of significance was 5%. Eighteen subjects in the
treatment group and fourteen subjects in the control group completed the study and
analyzed. Mean of age were 35.57+5.20 years old. The physical activity index of both
groups were low. The characteristics of the two groups were closely matched at base
line (p>0.05). After two weeks intervention, subjects’ energy consumed in the
treatment group achieved the recommended diet, while in the control group was
below. The average intake of total fat and cholesterol in both groups achieved the
recommended diet, but the fiber intake were below. The average intake of polyphenol
in the treatment group was increased significantly than the control group (p<0.05).
There were increased of serum NO level after treatment in both groups, but not
statistically significant (p>0.05). There were decreased on serum total cholesterol
level in both groups, although not statistically significant (p>0.05).

Conclusions. The effect of grape juice for two weeks did not significantly increase
serum NO level in the treatment group.

Keywords:

Grape juice, polyphenol, serum NO level, serum total cholesterol

INTRODUCTION
Cardiovascular disease (CVD) is a global epidemic desease. It is also happened in
Indonesia as reported in Profil Kesehatan Indonesia 2006.'?

High cholesterol level is one of risk factors of CVD.? Based on Survey
Kesehatan Rumah Tangga (SKRT) 2004, the prevalence of people with borderline
high cholesterol level (200239 mg/dL) on the age of 2534 years old was 9.3%, 35—
44 years old was10.8%, then increase as older age to reach the highest level at 15.5%
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on 55-64 years old.* Klag et al’ found that serum total cholesterol level could be a
predictor of CVD insidens.

Genetic, age, gender, obesity, and food intake were factors which could
increase blood cholesterol level, through the increase of reactive oxygen species
(ROS), and then decrease of endothelial nitric oxide synthase (eNOS) activity and
nitric oxide (NO) bioavailability.® The decrease of NO bioavailability causes
endothelial disfunction® and then atherogenesis and atherosclerosis which is the main
pathogenesis of CVD. Other factors of endothelial disfunction are hypertension,
hyperglycemia, chronic disease, smoking and low physical activity >*’

Endothelial disfunction is reversible, so CVD could be decreased by improve
the endothelial function.® The increased of NO bioavailability can be a indicator of
endothelium function improvement.® National Cholesterol Education Program
(NCEP) Adult Treatment Panel (ATP) I 2002"° recommended therapeutic life style
changes (TLC) to reduce CVD risk factor for individual with borderline high
cholesterol level. TLC is a guide to maintain normal body weight, physical activity,
goog dietary pattern.>'%!! Studies proved that diet counseling, physical activity'” and
antioxidant intake,®" improve NO bioavailability.

Polyphenol in grape was known as antioxidant™” that could improve
endothelium function'*'> through increased eNOS activity'’ and NO bioavailability.

Castilla et al'® showed that grape juice intake for two weeks could corrected
endothelial function of the subjects. Matsuo et al'® showed a significant increase of
serum NO level on subjects, 30 minutes after red wine intake. Freedman et al*® found
that drinking grape juice 7 mL/kg body-weight/day for two weeks could increase NO
level on healthy subjects. The similar result was got with Stein et al*!, that gave 8 mL
of grape juice/kg body-weight/day on dislipidemia subjects. But Albers et al”* did not
show the same result.

The study was a field trial, compared two groups, where the treatment group
received grape juice (that made from 300 grams grapes per day) forl4 days and
nutrition counseling (P) and control group received nutrition counseling only (K).
Subject were members of Polri and PNS including their spouse, that live in Polri Mess
Cipinang, who had borderline high serum total cholesterol level.

8,16

METHODS

Subjects

The subjects of this study consists of 27 women and 8 men, age between 25-44 years
old and were divided into two groups using simple randomization, 18 subjects were in
tbe treatment group and 17 subjects were in the control group. The study was a field
trial. One hundred twenty eight members of Poiri, PNS and their spouse were
participated on laboratory test to select subjects with total cholesterol level 200-239
mg/dL. Exclusion criteria were smoking, hyperiension, diabetes mellitus and other
chronic disease. After two weeks of intervention, eigh.een subjects in the treatment
group and fourteen subjects in control group were completed the study. This study
was approved by the ethics committee Medicine Faculty of Indonesia University.
Study Measurements
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Selected subjects completed a questionnaire of demographic information. Physical
activity was ascertained with the use of three questions questionnaire. There questions
were aimed to quantify the frequency, duration an intensity level of physical activity.
Body weight and height were measured to determine the body mass index (BMI). The
subjects completed 2 x 24 hours food record to determine energy, total fat,
cholesterol, fiber, and polyphenol intake.

Subjects were asked to fast 10-12 hours (overnight fast) before blood were
drawn. Five mL fasting blood was used to measure total cholesterol, glucose fasting,
ureum, creatinine, SGOT, and SGPT during subject selection and another 1 mL each
was used to measure serum NO level before treatment and total cholesterol level and
serum NO level after treatment.

Statistical Analysis

All stafistical calculation was performed with Statistical Package for Social Science
(SPSS version 11.5) software. The normality test was assessed by Shapiro Witk test.
Differences in mean values were assessed by unpaired t-test for the normal distributed
data or Mann Whitney for the abnormal one. Values of p<0.05 were considered to
indicate statistical significance.

RESULTS
Table 1. Characteristic of Base Line
Variable Treatment (n=18) Control (n=17) p
Sex n (%)
Male 4 (22,2%) 4 (23,5%) 0,85°
Female 14 (77,8%) 13 (76,5%)
History of hypercholesterolemia
in family n (%0)
Yes 8 (44 4%) 7 (41,2%) 0,63°
No 10 (55,6%) 10 (58,8%)
Age (years) 35,50+5,35 36,65 + 5,30 0,96'
25 - 34 R (44,4%) 7(41,2%)
35-44 10 (55,6%) 10 (58,8%)
Physical Activity 36,00 (24,00-60,00) 27,00 (16,00-39,00) . 0,11%
Low 3 (16,7%) 8 (47,1%)
Sufficient 8 (44,4%) 5(29,4%)
Average 5(27,8%) 2(11,8%)
Good 1(5,6%) 1(5,9%)
Very good 1 (5,6%) 1(5,9%0

¢ = chi-square test; t = unpaired t-test; m = mann-whitmey test

The number of female subjects was larger than males and the physical activity index
of both groups were categorized sufficient. Mean age of subjects was 35.5745.20
years old, and there were not significant different between treatment and control
group.
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Table 2. BMI Before and After Treatment

Variable Treatment Control P
BMI
HO 24.61+2,58 23,47+4,09 0,34'
- 18,5-22,9 n(%) 5(27,3) 8 (47,1)
- 23249 n(%) 5{27,8) 3 (17,6)
- 25299 n(%) 8 (44,4) 6 (35,3)
HIi5 24,48+2,59 23,39+4,02 0,36'
- 18,5-22,9 (%) 4(22,2) 8 (57,1)
- 23-249 n(%) 7 (38,8) 0
- 25299 n(%) 7 (38,3) 6 (42,9)

t= unpaired t-fest
The BMI of treatment group and control group were not significantly different.

Table 3. Energy, Total Fat, Cholesterel, Fiber, and Polypheno! Intake

Variabel Perlakuan Kontrol P
Energi (kkal)
{% asupan energi}
HO 1144,90(782,31-1395,28) | 1009,35(765,43-1318,14) | 0,79"
{66,54(55,05-94,41)} {62,40(53,31-81,98)} 0,72"
HS 1424,05(1069,18-1864,25) | 1296,03(1039,42-1564,41) | 047"
{92,21+26,73} £85,40(69,50-98,18)} 0,517
HI5 1456,85+378,38 1128,75(979,03-1693,58) | 0,12"
{90,36+26,73} {73,52(61,56-103,97)} 0,09™
Lemak (g)
{% asupan lemak}
HO 52,25(30,96-62,51) 39,15(31,00-52,66) 0,41™
{29,67(20,25-37,00)} {21,95(18,71-32,75)} 0,49"
H8 52,10(38,89-75,69) 49,93(42,35-63,28) 0,82"
{32,00(20,7944,15)} {29,99(25,66-36,59)} 0,90™
H15 57,80(50,13-76,49) 45,23(34,91-73,56) 0,317
{36,27(26,47-40,89)} {27,74(20,73-40,89)} 0,11
Kolesterol (mg) ‘
HO 130,70(78,78-176,78) 123,05(97,13-167,70) 0,79%
HS8 191,15(150,73-248,35) 146,60(115,65-212,05) 0,19%
Hi5 179,10 (154,70-213,53) 124,85 (86,69-265,25) 0,03™
Serat (g)
HO 5,48(4,49-3,19) 7,05(5,20-8,40) 0,31
H8 9,25(7,39-13,05) 7.45 (6,48-8,78) 0,06™
HI5 7,45 (6,48-8,78) 6,28 (3,48-7,70) 0,06™
Polifenol {mg)
HO 71,09 (20,49-106,54) 45,90 (34,83-67,01) 0,87"
H8 620,50 (593,55-690,88) 43,28 (18,16-87,11) 0,00™
H15 623,68 (608,09-714,85) 63,12 (18,06-100,31) 0,00°®

* = significani; m = mann-whitney test

The energy, total fat and fiber intake of treatment group and control group were
not significantly different, either before or after treatment. Cholesterol intake
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were significant different in second week of treatment. The polyphenol intake of
both groups before treatment was not significantly different, and during treatment
there was increased of polypenol intake on treatment group, and both groups
showed significantly different.

Table 4. Serum NO Level Before and After Treatment

Variabel Perlakuan Kontrol P
NO serum P P
(pmol/L)
HO 8,37(5,66-13,28) 8,28(7,38-10,73) 0,92™
0,11% 0,18%
Hi5 11,76(7,74-13,39) 9,57(7,71-11,86) 0,307

m = mann-whitney test; w = wilcoxon test

The secum NO level of both groups increased after treatment, even higher in treatment
group, but not significantly different either between or within group

Table 5. Serum Total Cholesterol Before and After Treatment

Variable Treatment Control P
Serum Total Cholesterol
(mg/dL)
HO 224 (208,25-229,25) | 212 (206,00-227,50) | 0,09™
HI5 208,56+16,55 206,00+16,23 0,67

t = unpaired t-lest; m = mann-whitney test

Total cholesterol level between treatment group before (p=0.09) and after
(p=0.67) treatment was not significantly different. The mean of serum total
cholesterol level in both groups after treatment was still on borderline category.

DISCUSSION

The study was comparing the treatment group which received 300 gram of grape juice
per day for 14 days and TLC counseling and the control group which only received
TLC counseling.

The limitations of this study were the absent of placebo for control group, the
calculation of polyphenols content in grape juice was not based laboratorial
measurement, but just based on table of polyphenols food source. ** The dietary
survey in this study based on food record that have several limitations.?> The
limitation on determining mutrient intake using mutnsurvey 2007 program, due 1o
difficulty in finding the local food in the program. Therefore analysis was done by
self-estimate of foodstuff portion. Laboratory findings using colorimetric Griess to
determine nitrate and nitrite content as NO metabolite, because NO was gas form and
had short half life time.

The age of the subjects was 25-44 years old. This criteria was determined base
on the intention of mcreasing total cholesterol level on the age range, and related to
increasing risk level of CVD.*%% The older of age, the antioxidant level would
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decrease and free radical increase. %’ The unbalance of antioxidant and free radical
would cause oxidative stress, and then decrease NO bioavailability that would cause
endothelial dysfunction and atherosclerosis. **’

Confounding variables in this study included age, sex, BMI, smoking, nutrient
intake, physical activity were control by restriction using exclusion criteria, so the
results were not bias. The characteristic data of both groups at base line were not
significantly deferent, because it was closely matched at base line.

The subjects of study was 77.1% female, therefore in several studies,
there was no different response between male and female in therapy of decreasing
total cholesterol level. A simple randomized was used to equally distribute female in
treatment and contro] groups.

Physical activity index was below average because most subjects were house
wife with no routine sport practice. Low physical activity could cause decrease of NO
bioavailability due to decrease of enzyme eNOS expressnon, ® and could cause
endothelial disfunction, and then atherosclerosis and CVD.?

After treatment, 10 (55.6%) subjects in treatment group and 11 (78.6%)
subjects in control group were decrease their BMI. This was due to effective
application of TLC counseling.

Percentage of energy intake to TEE was sufficient in treatment group, but
lower in control group. Energy intake and body weight have positive correlation. The
average of fat intake of subjects in both groups were in normal range, 25-35% of total
calory." Cholesterol intake of subjects in both groups were in the advised range
(<200 m%/day). Intake of fiber in both groups were low than advised intake at 20-30
gram/day,” and not significantly different, even though the treatment group
consumed 300 gram/day grape juice. But this affected to the polyphenol intake in
treatment group was higher than control group during treatment period and
significantly different.

The serum NO level in both group was increase after treatment and even
higher in treatment group, but the different was not statistically sngmﬁ cant. This result
was different from pre-post test study desngn by Freedman et al*® and Stein et al®
which intervene subjects with grape juice for 14 days and resulted significantly
increase of serum NO level. The different result could be caused by determination of
polyphenol content of grape juice was not based on laboratonal measurement, but
used table of polyphenols content in food sources.”” Meanwhile, the polyphenol
content in grape fruit was vary from 36 mg/100 gram to 275.5 mg/100 gram grape
fruit.” Then, there was possibility that the actual polyphenol containing in the grape
juice was not as much as the calculation. Other factors could affect the polyphenol
content were transportation, storage condition and process of juice making, which
decreased polyphenols content of grapes. After 14 days of intervention, serum total
cholesterol in both groups was decrease, but not significantly different between
treatment and control group. The decreased of total cholesterol level tcat happened in
both group maybe caused by the decreased of IMT because of corrected dietary patern
of the subjects after received TLC counseling. For treatment group, there was a
possibility this result because of the effect of grape juice, that similar with the result

10,18,20
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of Castilla et al'®, which found the decrease of total cholesterol level in treatment
group after drinking purple grape juice for two weeks.
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Atas protokol penelitian yang telah lolos kaji etik

A

Kepada yth.

Dr. Niken Manohara
Departemen Ilmu Gizi
FKUI/RSCM

Jakarta.

Dengan hormat,

Sehubungan dengan penelitian yang berjudul: “Efek pemberian jus anggur terhadap perubahan kadar
kolesterol LDL subyek dengan kadar kolesterol total batas tinggi” . Komisi Etik Penelitian Fakultas
Kedokteran Ul telah menerima surat Saudara bertanggal 8 Juni 2009 perihal perubahan berikut:

- Penambahan nama peneliti dr.Dyah Maria Wahyuningtyas
- Penambahan pemeriksaan nitric oxide (NO).

Komisi Etik Fakuitas Kedokteran Universitas Indonesia dapat menyetujui perubahan tersebut.

\Q_Z

*
rifdr . Agus Firmansyah, SpA(K)

Universitas Indanesia

Pengaruh pemberian..., Dyah Maria Wahyuningtyas,%ﬁﬁ%&gs Indonesta
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Lampiran 2
Formulir Al

Lembar Informasi Penelitian

(Untuk kelompok perlakuan)

Yth. Saudara/Saudari;
Dengan ini kami Jelaskan bahwa dengan gaya hidup dan pola makan yang salah
dapat menyebabkan kadar kolesterol di dalam darah meningkat, sehingga dapat
memicu timbulnya penyakit kardiovaskuler (PKV) seperti penyakit jantung dan
stroke di kemudian hari. Berdasarkan data-data yang kami dapatkan, jumiah
kematian penduduk usia produktif akibat penyakit kardiovaskuler PKV makin
meningkat.

Untuk itu kami skan mengadakan penelitian pada laki-laki dan perempuan
berusia 25-44 tahun, mengenai pencegahan PKV. Apabila Saudara/Saudari bersedia
mengikuti penelitian ini, maka akan dilakukan:

1. Pengambilan darah sebanyak 5 cc atau satu sendok makan saat sebelum
berlangsungnya penelitian, serta 1 cc pada saat awal, dan akhir penelitian,
yang didahului dengan puasa selama 10-12 jam.

2. Penpukuran tekanan darah dan tinggi badan saat sebelum penelitian, serta
berat badan pada sebelum dan sesudah penelitian.

3. Diberi lembar catatan asupan makanan, untuk mencatat semua makanan dan
minuman yang dikonsumsi dalam 24 jam, yang dilakukan dua kali seminggn,
pada sebelum penelitian serta minggu pertama dan ke dua penelitian

4. Diberi minum ! (satu) gelas jus anggur setiap hari selama 14 hari berturut-
turut dan mengikuti penyuluhan tentang gizi yang diadakan sebelum periode
minum jus anggur serta hari ke-1, dan ke-8 pada periode minum jus anggur.
Akibat pengambilan darah, mungkin Saudara/Saudari akan merasakan sedikit

ketidaknyamanan, namun hal ini dapat diatasi dengan pengambilan darah yang
dilakukan oleh tenaga yang sudah ahli dan terlatih.

Keikutsertaan Saudara/Saudari dalam penelitian ini bersifat sukareia dan
[bw/Saudari dapat menolak atau mengundurkan diri selama proses  penelitian
berlangsung. Keuntungan bagi Saudara/Saudari apabila ikut serta dalam penelitian
ini adalah dapat mengetahui keadaan kesehatan dan gizi Saudara/Saudari. Penelitian
ini juga diharapkan dapat meningkatkan status kesehatan dan gizi Saudara/Saudari.
Semua data pada penelitian ini bersifat rahasia.

Apabila Saudara/Sandari bersedia ikut dalam penelitian ini, maka kami akan
memohon kesediaannya untuk dapat menandatangani surat persetujuan bahwa
Saudara/Saudari menjadi peserta penelitian:

PENGARUH PEMBERIAN JUS ANGGUR TERHADAP KADAR NITRIC OXIDE
SERUM PADA SUBYEK DENGAN KADAR KOLESTEROL BATAS TINGGI

Hal-hal yang belum jelas dalam penelitian ini dapat ditanyakan secara
langsung atau melalui telepon pada penanggung jawab penelitian ini, yaitu dr. Dyah
Maria Wahyuningtyas (0811264971).

Atas kesediaan Ibu/Saudari, kami ucapkan terima kasih.

Universitas Indonesia

Pengaruh pemberian..., Dyah Maria Wahyuningtyas, FK Ul, 2009
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Formulir A2

Lembar Informasi Penelitian
(Untuk kelompok kontrol)

Yth. Saudara/Saudan;

Dengan ini kami jelaskan bahwa dengan gaya hidup dan pola makan yang salah
dapat menyebabkan kadar kolesterol di dalam darah meningkat, sehingga dapat
memicu timbulnya penyakit kardiovaskuler (PKV) seperti penyakit jantung dan
stroke di kemudian hari. Berdasarkan data-data yang kami dapatkan, jumlah
kematian penduduk usia produktif akibat penyakit kardiovaskuler PKV makin
meningkat.

Untuk itu kami aken mengadakan penelitian pada laki-laki dan perempuan
berusia 25-44 tahun, mengenai pencegahan PKV. Apabila Saudara/Saudari bersedia
mengikuti penelitian ini, maka akan dilakukan:

1. Pengambilan darah sebanyak 5 cc atau satu sendok makan saat sebelum
berlangsungnya penelitian, serta 1 c¢c pada saat awal, dan akhir penelitian,
yang didahului dengan puasa selama 10-12 jam.

2. Pengukuran tekanan darah dan tinggi badan saat sebelum penelitian, serta
berat badan pada sebelum dan sesudah penelitian.

3. Diberi lembar catatan asupan makanan, untuk mencatat semua makanan dan
minuman yang dikonsumsi dalam 24 jam, yang dilakukan dua kali seminggu,
pada sebelum penelitian serta minggu pertama dan ke dua penelitian.

4. Mengikuti penyuluhan tentang gizi yang diadakan sebelum penelitian, serta
awal minggu pertama dan ke dua penelitian.

Akibat pengambilan darah, mungkin Saudara/Saudari akan merasakan sedikit
ketidaknyamanan, namun ha! ini dapat diatasi dengan pengambilan darah yang
dilakukan oleh tenaga yang sudah ahli dan terlatih.

Keikutsertaan Saudara/Saudari dalam penelitian ini bersifat sukarela dan
Ibu/Saudari dapat menolak atau mengundurkan diri selama proses penelitian
berlangsung. Keuntungan bagi Saudara/Saudari apabila ikut serta dalam penelitian
ini adalah dapat mengetahui keadaan kesehatan dan gizi Saudara/Saudari. Penelitian
ini juga diharapkan dapat meningkatkan status kesehatan dan gizi Saudara/Saudari.
Semua data pada penelitian ini bersifat rahasia.

Apabila Saudara/Saudari bersedia jkut dalam penelitian ini, maka kami akan
memohon kesediaannya untuk dapat menandatangani surat persetujuan bahwa
Saudara/Saudari menjadi peserta penelitian.

PENGARUH PEMBERIAN JUS ANGGUR TERHADAP KADAR NITRIC OXIDE
SERUM PADA SUBYEK DENGAN KADAR KOLESTEROL BATAS TINGGI

Hal-hal yang belum jelas dalam penelitian ini dapat ditanyakan secara
langsung atau melalui telepon pada penanggung jaweb penelitian ini, yaitu dr. Dygh
Maria Wahyuningiyas (0811264971).

Atas kesediaan Ibu/Saudari, kami ucapkan terima kasih,

Universitas Indonesia

Pengaruh pemberian..., Dyah Maria Wahyuningtyas, FK Ul, 2009



Formulir A3
Lembar Persetujuan

Pengaruh Pemherian Jus Anggur terhadap Kadar Nitric Oxide Serum pada
Subyek dengan Kadar Kolesterol Batas Tinggi

Peneliti:
Dyah Maria Wahyuningtyas
Departemen Ilmu Gizi Fakultas Kedokteran Universitas Indonesta
J1. Salemba Raya 6, Jakarta. Tel. {021)31930208

Setelah mendengar dan membaca penjelasan mengenai tujuan dan manfaat
dari penelitian di atas, maka yang bertanda tangan di bawah ini:

Nama
Uniur
Alamat

Menyatakan bahwa saya

o Bersedia untuk mengikuti penelitian ini selama 2 (dua) minggu

» Bersedia mencatat makanan dan minuman yang dikonsumsi pada lembar catatan
asupan yang diberikan, sesuai dengan pengarahan yang diberikan
Bersedia untuk diukur berat badan, tinggi badan, tekanan darah
Bersedia dilakukan pengambilan darah untuk pemeriksaan laboratorium

Saya dan keluarga mengerti bahwa jika masih memerlukan penjelasan, saya
akan mendapatkan jawaban dari peneliti dr. Dyah Maria Wahyuningtyas.

Dengan menandatangani formulir ini, saya setuju ikut dalam penelitian ini.

Jakarta, 2009

Mengetahui Menyetujui
Penanggung Jawab, Peserta Penelitian,

(dr. Dyab Maria Wahyuningtyas) (oo )

Universitas Indonesia
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Formulir A4 Kode

Lembar Seleksi éan Riwayat Penyakit

85

Nama
No Kiriteria Ya | Tidak
M )
A | Kriteria Penerimaan
1 | Umur 25-44 tahun
2 | IMT 18,5-29,9 kg/m*
(BB1: .......... kg, BBa: .......... kg; Rerata BB: .......... kg;
TB;: ..........cm; TBa: .......... cm; Rerata TB: ..........cm; IMT:
.......... kg/m®)
3 | Tidak merokck
4 | Tidak mengonsumsi suplemen antioksidan/vitamin
5 | Tidak mengonsumsi obat yang mempengaruhi metabolisme
lipid (fibrat/satin/steroid/antihipertensi) atau jamu
6 | Tidak sedang hamil
7 | Tekanan darah <140/90
(TDy: ......mmHg; TD,: ......mmHg; Rerata TD: ...... mmHg)
8 | Menyetujui Jnformed Consent
B | Kriteria Penolakan
1 | Kolesterol total < 200 mg/dL atau > 240 mg/dL
2 | Gula darah puasa > 126 mg/dL
3 [ SGOT>27U/L
4 | SGPT >34 U/L
5 | Ureum > 43 mg/dL
6 | Kreatinin > 0,9 mg/dL
Dalam keluarga ada yang menderita penyakit hiperkolesterolemia

Universitas Indonesia
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Formulir A5 Kode
Data Karakterisrik Subyek

Diisi oleh Petugas

Tanggal : Petugas

1. Nama

2. No. Telepon

3. Alamat rumah

4, Tanggal lahir

5. Usia

Universitas Indonesia
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Lampiran 3
Formulir B1 Kode

Lembar Food Record

Pemeriksaan Food Recall ke: 01 02 03 04 os 06

Hari/Tanggal

Nama SUbYek 1 e e e
No. Kode SUbYeK oottt ettt s
Pemeriksa :

o = ]emsm BahanMakanan URT

Universitas Indonesia
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Formulir B2

Kode

Lembar Kepatuban dan Keluhan Subyek

Nama :

No | Hari/Tanggal Minum Jus Anggur

(beri tanda ¥)

Ya

Tidak

Keluhan

O[O0 |~ On || | L By | 1=

10

11

12

13

14

Pemeriksa
Tanggal

Universitas Indonesia
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Lampiran 4
Form C1 Kode
Lembar Data Pemeriksaan Antropometri
Nama :
Pengukuran Hasil
HO Hi15

Berat Badan (kg)

Tinggi Badan (cm)

IMT (kg/m®)
Pemeriksa
Tanggal

Universitas Indonesia
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Form C2 Kode

S0

Lembar Data Pemeriksaan Laboratorium

Nama :

Sebelum Penelitian
Guia Darah Puasa
SGOT

SGPT

Ureum

Kreatinin

[ [ | I

Pemeriksaan Hasil
HO H15

Kolesterol total serum (mg/ dL)
NO serum (pmol/L)

Universitas Indonesia
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Lampiran 3
Prosedur Randomisasi Sederhana

(Menggunakan tahel angka random)

1. Setelah didapatkan subyek penelitian, dilakukan randomisasi sederhana untuk
membagi menjadi dua kelompok yaitu P atau K.

2. Ditentukan kelompok P untuk angka 0 sampai 4, sedangkan kelompok K
untuk angka 5 - 9.

3. Dengan mata tertutup, dijatuhkan sebuah pinsil pada tabel angka random.
Kemudian dipilih angka yang terdekat dengan tanda pinsil tersebut, dan
dibaca ke kanan.

4. Didapatkan urutan angka 512500843384085301 dan seterusnya.

5. Berdasarkan urutan angka tersebut maka dapat ditentukan urutan kelompok
yaitu: KPPKPPKPPPKPPKKPPP dan seterusnya.

Universitas Indonesia
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Lampiran 6.
Conteh Menu Diet Seimbang
Dalam Satuan Penukar
Bahan Energi (kkal)
Waktt  rrakansn Menu Menu2 500 1900 2100
07.00 Karbohidrat ~ Mie goreng Roti panggang 1 12 1%
Hewani Telur rebus Telur dadar 1 1 1
Nabati - Va Va |
Sayur Sawi hijau Selada S S S
Minyak 1 2 2
10.00 Buah Melon Pepaya 1 1 1
13.00 Karbohidrat ~ Nasi Nasi 2 2 2
Hewani Ayam goreng Ikan goreng 1 1 1
Nabati Tahu bacem Tempe bacem 1 1 1
Sayur Sayur buncis Sayur urap S S S
Minyak 2 2 2
16.00 Roti Kue basah Kue kering - - 1
Buah Nenas Jeruk 1 1 1
19.00 Karbohidrat ~ Nasi Nasi 2 2 2
Hewani Tempe bacem  Ayam bakar 1 1 1
Nabati Perkedel Tahu isi 1 1 1
Sayur Sayur bening Sayur terong S S S
Minyak 2 2 2
Keterangan ;
e Komposisi diet seimbang : karbohidrat 60%, lemak 25%, protein 15% dari
kalori total.

S : sekehendak. ‘
Jumlah penukar setiap waktu makan dapat disesuaikan dengan kebiasaan

makan individu, tanpa mengubah jumlah penukar total sehari..
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Lampiran 7.

93

Lembar Pembatasan Konsumsi Makanan Masa Run-in daa Perlakvan

Jenis makanan Tidak dikonsumsi/dibatasi Ukuran
Anggur Tidak dikonsumsi -
Strawberri Tidak dikonsumsi -
Leci Tidak dikonsumsi -
Apel Tidak dikonsumsi -
Wine Tidak dikonsumsi -
Mangga Dibatasi 1 potong sedang
Nanas Dibatasi 1 potong sedang
Delima Dibatasi 1 buah
Pisang Dibatasi 1 buah
Jeruk Dibatasi 2 buah
Kiwi Dibatasi 2 buah
Semangka Dibatasi 2 potong
Melon Dibatasi 2 potong
Tomat Dibatasi 2 buah
Wortel Dibatasi 1 buah
Alpukat Dibatast 2 buah
Brokoli Dibatasi 1 potong
Kembang kol Dibatasi 1 potong
Bawang merah Dibatast 10 stung
Bawang putih Dibatasi 5 siung
Teh Dibatasi 2 gelas
Kopi Dibatasi 1 gelas
Coklat Dibatasi 1 gelas
Susu kedelai Dibatasi 1 gelas
Keterangan:

Konsumsi yang dibatasi adalah dalam keadaan segar, tanpa proses pengolahan.
Bagi yang tidak tersebut dalam daftar diatas, maka dapat dikonsumsi seperti biasa.
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Lampiran 8 Kode

Lembar Indeks Aktifitas Fisik (IAF)

Nama subyek
Olah raga saat int
(Lingkari pada nilai yang tertera)
1. Frekuensi (F)
Frekuensi Nilai
Kurang sekali dalam sebulan 1
Beberapa kali per bulan 2
1 - 2 kali/minggu 3
3 — 5 kali/minggu 4
Setiap hari atau hampir setiap harifminggu 5
2, Durasi (D)
Durasi Nilai
Kurang dari 10 menit 1
10 — 20 menit 2
20 — 30 menit 3
> 30 menit 4
3. Intensitas (I)
Intensitas Nilai
Ringan mis: jalan santai, 2,5 mph 1

Sedang mis: basket, bukan kompetisi
Cukup berat (berkeringat) mis: tenis tunggal
Berat (berkeringat) mis: bersepeda, aktivitas berat

[, N S N

Sangat berat (berkeringat) mis: lari cepat > 7,5 mph

NILAI: IxDxF=

Universitas Indonesia
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Interpretasi:
Nilai Total Indeks Aktivitas Fisik
1-20 E = Rendah
21 -40 D = Cukup
41 -60 C = Rata-rata
61 - 80 B = Baik
81 - 100 A = Sangat baik

Catatan: Bila saudara melakukan dua atau lebih jenis olahraga, Indeks Aktivitas
Fisik Saudara (nilai total) adalah jumlah dari dua atau lebih JAF.,

Universitas Indonesia
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Contoh Aktivitas Fisik
Aktivitas MET
Sepeda di tempat, 50 W, sangat ringan, untuk latihan 3.0
Sepeda, <10 mph, umum, senggang, ke ternpat kerja atau untuk santai 4.0
Sepeda, di tempat, 100 W, ringan, untuk latihan 5.5
Sepeda, di tempat, 150 W, sedang 7.0
Sepeda, di tempat, 200 W, herat 10.5
Kalistenik, ringan atau sedang, umum 4.5
Kalistenik, berat 8.0
Angkat beban, ringan atau sedang 3.0
Olahraga kesehatan bersama, umum 5.5
Treadmill, bertingkat, umum 6.0
Dayung, di tempat, 50 W, ringan 3.5
Dayung, di tempat, 100 W, ringan 7.0
Dayung, di tempat, 150 W, berat 8.5
Peregangan 4.0
Pelatih klas aerobik 6.0
Latihan aerobik di air, kalistenik di air 4.0
Aerobik, umum 6.0
Aerobik, low impact (ringan) 5.0
Aerobik, high impact (tinggi, berat) 7.0
Menari {(dancing), umum 4.5
Menari, perlahan 3.0
Menari, cepat 5.5
Jogging, urnum 7.0
Lari, S mph (12 min/mile) 8.0
Lari, 6 mph (10 min/mile) 10.0
" Lari, 7 mph (8.5 min/mile) 11.5
Lari, 7.5 mph (8 min/mile) 12.5
Lari, di tempat 8.0
Badminton, bukan pertandingan, unggal dan ganda, umum 4.5
Basket, bukan pertandingan, umum 6.0
Basket, pertandingan 8.0
Basket, memasukkan bola (shooting) 4.5
Bilyard 2.5
Bowling 3.0
Golf, umum 45
Judo, karate, tae kwan do 10.0
Panjat tebing, umum 8.0
Panjat tebing, cepat 12.0
Lompat tali, sedang, umem 10.0
Lompat tali, lambat 8.0
Sepakbola, santai, umum 7.0
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Aktivitas MET
Sepakbola, pertandingan 10.0
Tenis, umum 7.0
Tenis, tunggal 8.0
Tenis, ganda 6.0
Voliey, bukan pertandingan 3.0
Volley, pertandingan 4.0
Jalan kurang dari 2 mph, lambat, permukaan datar 2.5
Jalan 2.5 mph, permukaan normal 3.0
Jalan 3.5 mph, bertingkat, langkah pendek, permukaan normal 4.0
Jalan 3.5 mph, naik bukit 6.0
Jalan 4 mph, level, permukaan datar, langkah pendek 4.0
Jalan 4.5 mph, level, permukaan normal, langkah sangat pendek 4.5
Jalan untuk santai, jalan bersama anjing 3.5
Jalan ke tempat kerja atau klas 4.0
Menyelam (snorkeling) 5.0
Softball atau baseball, cepat atau lambat, umum 5.0
Surfing 3.0
Renang laps, gaya bebas, cepat, upaya berat 10.0
Renang laps, gaya bebas, lambat, sedang atau ringan 8.0
Renang, gaya punggung, umum 8.0
Renang, gaya dada, umum 10.0
Skating, ice, umum 7.0

Kategori aktivitas fisik
1. Aktivitas fisik ringan
< 5 MET atau < 6 kkal/menit
2. Aktivitas fisik sedang
5 -7 MET atau 6 — 8 kkal/menit
3. Aktivitas fisik berat
>7 MET atau > 8 kkal/menit
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Lampiran 9

Prosedur Pemeriksaan Kadar Kolesterol Total Serum

Metoda : Enzymatic

Alatukur  : ADVIA 1800

Alat dan Bahan
Reagent 1, berisi komponen berikut:
Komponen Konsentrasi
1. 4-aminoantipyrine : 0,25 mmol/LL
2. Phenol : 6,00 mmol/L
3. Peroxidase (horseradish) 1 0,50 U/mL
4. Cholesterol esterase (Pseudomonas) : 0,20 U/mL
5. Cholesterol oxidase (Nocardia) 10,10 U/mL
6. Sodium azide 10,09 %

Prinsip dari Prosedur

Kolesterol ester dihidrolisa oleh kolesterol esterase menjadi kolesterol dan gsam
lemak bebas. Kolesterol dikonversi menjadi cholesterol-3-one oleh kolesterol
oksidase dalam hydrogen peroxide, 4-amino antipyrine dan phenol dibawsah
pengaruh katalitis dari peroxidase. Absorbansi dari sampel yang komplek, diukur
sebagai sebuah titik akhir dari reaksi pada 505/694 nm.

Persamaan Reaksi

Cholesterol
Fsterase -
Cholesterol Ester + H20 =~ ————>  Cholesterol + Fatty Acid

Cholesterol
Orxidase
Cholesterol + 02 —————>  Cholest-4-en-3-one + H202

Peroxidase
H202 + Phenol + 4-Aminoantipyrine ~————>  Quinoneimine Dye + 2H20
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Principles of the Procedure

The cholesterol esters are bydrolyzed by cholesterol estarage 1o cholesterol and free
fatty acids. The cholestern] 5 convened to cholasterol-3-one by cholesteral oxidase in
the presence of oxygen to fm hydrogen peroxide. A colored complex 1s formed from
hydmgen peroxide, 4-amintantipytine and phenol under the catalytie infuence of
peroxidase. The absorbance of the complax is measured as an endpoint reaction at
505/694 nm.

Reaction Eguation

Cholesteraf
Cholestern! Ester + H,0 m Cholesterel + Fatty Acid

Cholesteral
Cholestern! + Oz _&mﬁ, Cholest-4-en-3-one + Hp02

140 » Phanal = 4-Aminoaatipyrine  DEIOXIUBS®  quinoncimine Dye + 21,0

Reagenis
THe reapenly e packaged us livied below, Cainponent ol e pachuye dic availubie
2% o kit enly. 3
g:;-;g;:gr Size Symbot Contnts Amaount No. of Tests
01482158 = Choksterol 4 x 675
(BU1-47124-U1} - Reagent ALIA 165
70-mL o [ Reagent1 4 x&8mL 180022400
4 x 520
ADVIA 1200
Components and Concentrations
Reagent Component Concentration
Heagemn 1 Famnoantipynne U225 mmwoliL
“hienol £.00 mmoln.
Aeroeklsne (harsaradizh) >0 &80 1iml
Zholesterol esterase (Pseudomonasy 2020 Usml
Cholesterol oxldase (Nocordia) 20.10 UimL
Fodium ezide D.09 %
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Lampiran 10
Prosedur Pemeriksaan Kadar NO Serum

Metoda : Colorimetric Griess Assays

Alat ukur  : Model 680

Alat dan Bahan
1. Nitrate/Nitrite Assay Buffer 2 1 vial
2. Nitrate Reductase Enzyme Preparation : 2 vial
3. Nitrate Reductase Cofactor Preparation  : 2 vial
4. Nitrate Standart 2 1 vial
S. Nitrite Standart : 1 vial
6. Griess Reagent ] © 1 2vial
7. Griess Reagent I : 2 vial
8. 96-Well Plate : 3 buah
9. Plate Cover Sheet : 3 buah
10. Plate Reader 540 nm : 1 buah

Persiapan Reagen

Beberapa komponen berupa konsentrat sehingga perlu diencerkan sebelum
digunakan.

1

Assay Buffer

Larutkan material dalam botol Assay Buffer menjadi 100 mL dengan air
UltraPure. Assay Buffer ini digunakan untuk melarutkan sample sesuai
kebuthan. Buffer ini dapat disimpan secara stabil selama 2 bulan pada suhu
4°C.

Nitrat reduktase

Rekonstitusi nitrat reduktase dengan 1,2 mi. Assay Buffer. Simpan dalam es
selama penggunaan, Simpan pada suhu -20°C ketika tidak digunakan.
Pembekuan dan pencairan larutan int sebaiknya hanya dilakukan satu kali.
Enzyme Cofactors

Rekonstitusi enzyme cofactors dengan 1,2 mL Assay Buffer. Simpan dalam
es selama penggunaan. Simpan pada suhu -20°C ketika tidak digunakan.
Pembekuan dan pencairan larutan ini sebaiknya hanya dilakukan satu kali.
Nitrate standart

Buka tutup botol secara perlahan untuk meminimalkan guncangan pada
bubuk konsentrat. Rekonstitusi isi botol dengan 1,0 mL Assay Buffer. Aduk
dan campur secara merata untuk menyakinkan semua bubuk terlarut dengan
baik. Simpan pada suhu 4°C ketika tidak digunakan. Larutan ini dapat
disimpan secara stabil selama 4 bulan pada suhu 4°C.

Nitrite standart

Buka tutup botol secara perizhan untuk meminimalkan guncangan pada
bubuk konsentrat. Rekonstitusi isi botol dengan 1,0 mL Assay Buffer. Aduk
dan campur secara merata untuk menyakinkan semua bubuk terlarut dengan
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baik. Simpan pada suhu 4°C ketika tidek digunakan. Larutan ini dapat
disimpan secara stabil selama 4 bulan pada suhu 4°C.

6. Griess Reagents R1 dan R2
Tidak diperlukan penambahan apapun pada reagen ini, karena reagen ini siap
digunakan. Sebaiknya disimpan pada suhu 4°C.

Prosedur Kerja

Pengukuran kadar nitrat dan nitrit

1. Tambahkan 200 pL air atau Assay Buffer ke dalam sumur blangko.

2. Tambahkan larutan Assay Buffer ke dalam sampel sampai volume 80 pL dan
masukkan dalam sumur dalam urutan yang ditentukan.

3. Tambahkan 10 pL campuran Enzyme Cofactor ke dalam setiap sumur
(standart dan yang tak diketahut).

4, Tambahkan 10 pl. campuran Nifrat Redukiase ke dalam setiap sumur
(standart dan yang tak diketahui),

5. Tutup plate dengan plate cover dan inkubasikan pada suhu ruangan selama 1
jam.

6. Setelah mencapai waktu inkubasi, tambahkan 50 pl. Griess Reagent R1 ke
dalam setiap sumur (standart dan yang tak diketahui)

7. Segera tambahkan 50 L Griess Reagent R2 ke dalam setiap sumur (standart
dan yang tak diketahui).

8. Biarkan selama 10 menit dalam suliu ruangan supaya terbentuk warna.

9. Baca absorbansi pada 540 nm menggunakan alat ukur.

Perhitungan
Pengurangan blangke
» Hitung rata-rata nilai absorbansi dari sumur blangko dan kurangkan nilai ini
dari nilai absorbansi dari semua sumur sampel.
Ploting kurva standart
¢ Buat plot dari nilai absorbansi pada 540 nm sebagai fungsi dari konsentrasi
nitrat atau nitrit. Kurva standart nitrat digunakan untuk menentukan
konsentrasi total nitrat dan nitrit, sedangkan kurva standart nitrit digunakan
untuk menentukan konsentrasi nitrit saja.
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PRE-ASSAY PREPARATION

Preparation of Resgenns
Some of the kit components are in fyephilited or concenmrared form and need o be reconstituted or diluted prior ta use Follow dche
dimstions carclully 1o snsure proper volurnes of water or Axmy Bullee are uscd to reconstimatz or ditute the vial components.

1,

Ay Boffer
Dilute the conteatr of the Amsy Buffer vial m 100 ml with UlenPure wases (Millie() or equivalent). This Assry Buffer should be used
bor dilution of amples as needed prior to assy. The buffix will be aile for approximardy 2 months at 4°C.

Niernte Reduerose (vial #2)

Frconytimte the conen of the vial with 1.2 ml of Asay Buffer. Keep on ice during wse. Store ar -20°C when not in we Freezing and
thawing of this solution shauld be Limited 10 1 rime

Boxyme Colacrors (vial #3)

Reconatituee the contenn of the vial with 1.2 ol of Assay Buffer. Koep on ice during use. Store at -20°C when oot in ure. Froegiog and
thawing of this salution should be limited w | drae.,

. imace sandard (vial #4)

Bamove the vial stopper dwly ro minimixe discurbance of the lyophilized powder. Reconstiture the contenis of the vial wich 1.0 m)
of Assay Buffer. Voruz and mix sullicicutly to casure ¢l povaler in the vial, induding any on the stopper, is in solution. Swre 2t 4°C
whep not in wee (do mos freceel), The reconstinaoed standard will be stable for about four months when srored at 4°C.*

Nicxize stmdard (vial #5)

Remove the vial sopper stewly (o minimie disnurbence of dhe lyophilized powder, Reconsrituie the contenos of the vial with 1.0 ml
of Asy Buffer, Yortex and mix sufficicntly to cnmie ali pawder in dhe via), including any on the siopper, i in sefutian. Store atc 4°C
when npt in use {do not freszell. The reconsriruted sandard will be s=ble for aboue Four manths when stoted o 4°C*

Griea Reagents R1 a0d R2 (vinls #6 and §7)

Do not add any water or Amay Buffér © these reagenes, a5 they are ready for wee Thede reagenos should be sored ac 4°C (de not
rfreeza),

NOTE: Aforr recorusitation the sendards muss be furtber difured prior tv perforaing the anay (iee prages, 7 for details) ]

PIPETTING HINTS

It Is recommended that a repeating plpettor be used to dellver substrate, enrymes, and wolor
davelopment reagents to the wells. This saves time and helps to maintain tmore precise times of
incubation.

Use different tips to pipet the Assay Buffer, standard, sample, ﬁnd color development reagents.

Before pipetting each reagent, equilibrate the plpet tip in that reagent (f.e., filf the tip and expel
the contents; repeat several times).

Do not expose the pipet tip to the reagent(s) already in the well.

- ————

Sample Prepamation
The kit has been validared In urine, eulture medi, and plerma. No sample porification from these sourcer is neccssary ether chan same
spedal inmructions as deseribed below, Store samples a¢ -207C or -80°C after collecrion.

1.

Urine samples

Urine can be uscd, diraly 2fter dilution to dhe propor conemitrasion in Amay Bulfer. Urine concains reladvely high lovde of nitne
(200-2,000 pM), 50 difutioas of approadmatcly 1:10 - 1:50 may be necessay.
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2, Cultuwre Media

Somc types of tissue culnure mediz contip vty high aitrate loves (e, RPMI 1640} These types of media should not be used for i)
culture if the goal of an experiment is to mcasuse small chanpes in nitrace levehs, Collular nirace/nitrite production cen be goantitaced
by rubtrzeting the level of pitrate/nitite present tn the media (in the absenos of edis} from che wowl nicare/nigics leved present during
el growrh, The effect of media cormponents on color development can be assessed by making a nitrite standard curve in the presence
of & Foeed wolume of the cuhore mediz (40 pl works wadl) and comparing it to 2 nitrite sandand qurve made in bufTer alone,

3. Pluma and serum mamples

Ulerafilrer plasma or serum samples through o 10 or 30 kD2 meleautar weight cut-off flter using 2 commuarcidlly svailable amirifuge or
microfuge ulemfiftration device. The Bleers, aupplicd through Amicon o Millipore, should be pre-rinsed with UltraPure waser prior to
uliafilration of serum or plasma. Woafitradon will reduce badkgrotind absorbance duc to the presencs of bemoglobin and improve

calor formadon using the Gricss reagenos, Assay for nitrace andfor nioite uwsing a maximum of 40 pl of e fltmee. The conversion of
nitrate 1o nitrite requires 3 bones for compledan,

Heparinized pluima may form g precipicace upon addition of Griess Reagenr R, thur eaiking the sample unusable for analysis. Ciorate
or EDTA are meommended as snticoagulanes for plasma preparadon,

4. Tizge homogrnates

Homegenize the sumple in PBS (pH 7.4) and cenwmifuge ac 10,000 x g for 20 minutey. Ulmacentrifuze the mapemannt seludon at
100,000 x g for 30 mioures (centrifugeron ar 00,000 % g is oprionzl, bur will increase filt@tion rates), Ulaafilier wting a 10 or 30 kDa
molceular weight cut-ofY fitter uding a commercially available cencrdfige or migofuge ulmfilrarion device, The filters, supplied through
Amicon or Millipore, should be pre-rinsed with UltraPure water prior to ultmfilomton, Assy dhe sample for aicrate andfor niuite using
a maximum of 40 pt of the fltrate. The conversion of aitrare 1o nitrite requires 3 howrs for compledon.

Plate Coafiguration

There ix no spedific pattemn for asing che wells on the plate, Heowever, it is necestary o have some wells (ac Jease 2} designaced as absorbance
blanks (conmining 200 pt of Asery Buffer br water). The absorbance of dhese wells muse theo be subtacted from the absorbance mewured
in all the other wells. Sandard curves for nitrare and nitrite muse alse be included, Iyon plan 10 measure only tord NO product {nitrate
+ aitrire), only the nitrate stindard curve is required. IF only nitrite is beng measured, then only cthe nicrite scandard curve is needed. The
wells for che srandard curves have been desigmared (es in AL-H2) in the instructions below. Howevor, these srandard eeres can be placed in

any wells you choose. The remaining wellr on the plate can then be used for the wisay of your sampler. We tugpest you record the conwows
of eacli well on the template sheers provided {Sec page 10).

This kit provides sufficient cofaccors and reagents to run rwo 96-well plates measuring tral NO (NGO, + NO,) i all the wells, 1f you wish

m tett some szmples for NO,” only (where reductase and cofacroms arc not requined), thav is sufficiont Griess Rezgent Rt and R2 o run 2
third 96-well plaee of nitrice decerminadons. All three plares are supplied with dhis kit
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MEASUREMENT OF NITRATE + NITRITE
Prepasurion of nitrate standard carve

A niuace smndand curve must be performed in arder to quentiote mmple nitrate + nitrite concenmtions. In a cean st rube place 0.9 ml
of Asszy Buffer. To this, 2dd 0.1 ml of recanstinsted nitraze sandard and vorree. The conoentration of this sock standard is 200 pM, Use

this standard (200 uM) for e preparation of the nitmate stndard airve ag described below. The sandard curve for nitrate is prepared by
addition of ragents w the plate wells in the following way:

Well Nimmate Standard (i) Asszp Buffer (1) Final Nitmcmg;)n:cnmﬁm‘
Al, A2 0 40 0
B1, B2 3 75 5
Cl, C2 10 70 10
D1, D2 15 65 15
El E2 20 £0 20
Fl, F2 25 55 25
GI, G2 30 50 30
H1, H2 35 45 35

*The concenrration is caloulated for dhe finel 200 pl ammy volume after addidan of the Griest Reagencoe,
Preparation of Samples for toml nitrate + nitrlte measurement

Samples containing nitracs (with or withour nitrite} can be assayed by addition of up to 80 pl (40 yl with plasma or serum) of sample
per well and should be done in triplicare. When using less chan RO pl of sarple, the valume raust be adjused o 80 pl by addition of dee
appropriate amounc of Assay Buffer, When nerxssary, diluton of samples should be done using the Assay Buffer solution. In the cvent chae

the approximate concentratan of nicmte ar niwite is completdy unknown, s recommend that eeveral different ditudons of the ample be
e,

. Theabsnrbance of the samples should be betwean 0.05 and 1.2 absorbance units, since the plare reader will give dhe mosr accurmre values

when the absarbance ix in this aange., In addidon, high absesbance values imply high nitrate level. Under these conditions, there may be

incomplete convertion of nitrare to nitrite. The devection limic of the assay is eppreximately 1 pM nitrice. When using 80 pl of sample, chis
teanalares into 2.5 pM nitrare in the origimal sample.

Performing the aay .
1. Add 200 pl of water or Assry Buffer to the blank well, Do oot add any other wagents to these wells,

P 2, Add up o 80 3l of sample or mmple diludions <o the wells in a parremn you digose. The final volume must he adjustad o 80 pl wing

the Assay Buler solution, [INOTE: Plawma samples shauld be auayed with mo more than 49 ul when sndifueed rampln ore nsed (Sample

wirich hase beers ditued 122 or preater con e up 1o 80 pl in the aty). Cowsion should br takin when piperting plama wmple to eacur ng
bubbles eneer tu the swell 25 this will bead 10 erroncous el |

3. Add 10y of the Enzyme Cofarror mivmre (vial #3) o cach of the wrlls (sandards and unknowns).
Add 10 of the Nittate Reductise mixoure (vial #2) o cach of che wedls (standards and unknowns).

5. Cover the plare with the plate cover and incubate ar room temperature for 1 hour, [NOTE: This incubarion time should be irecreared 2o
2 bowry when andying sicyoe culsurr mediion, and intretsed tn 3 bowrs when asaying plavma or tivue nisnte + nitrite conconsrations, It it nog
necessary 1o shke the plate duving mcabarion,)

6. After the requiced incubatlon time, 2dd 50 i of Gricss Rogent Ri (vial 26) o cach of the wells {standards and unknowas}.

7. Imuncdiately add 50 pl of Gries Reagent R2 (vial #7) 1o cach of the wells (srandards and unknowns).

8. Allow the color to develop for 10 minuter at room temperature. It is nor necessary to cover the plare. (The 10 minuce incubadon is
optimal for color development. However, if the plase has been left to develop for langer dme periods the darn i still valid, provided che

Gries reagenos have been added o the standard caree and unknowns 2t d.c ame dime. Developing the randard curse ac the same time
as the uoknowns ensures the presoice of an accyrase contrel )

9. Read the 2buorbance ox 540 nm or 550 nm using a plate reader,
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MEASUREMENT OF NITRITE
Preparation of Nitrits standard curve

Nirrite coneenerations can be measured direcdy by perfonming the assay in the ahsenee of suhyomee or enzymes. In 2 dean et ube
Place 0.9 ml of Assqy Buffer. To chis, add 0.1 ml of reconstiquced nitrite standard and vorex. Usc this diluced standard (200 pM) for che
preparation of the nitrite standard curve as described below. The nirite sandacd ourve is prepared as follows:

Wl Nitrite Sandard {ul) Assay Buffer* (1} Fina! Nitrite Concentration®* (3tM)
Al, A2 0 100 0
B1,B2 5 95 5
1,2 i 10 90 10
D1, 02 15 85 15
Ei, E2 20 BD 20
Fi, F2 25 75 25
G, G2 30 70 30
H1, 12 35 65 35
*UlcraPune wacer can also be used

**The concentragion i calculated for dhe final 200 pl amay volume after addition of the Grien reagenc.

Meaarurement of sample nirrite

Measurement of samples with unknown nimite concencrations @n be done wing up to 100 pl of sample When vsing ks dhan 100
of sample (or nitrite deceeminzdon, the velume musc be adjusted © 100 pl using As2y Buffer or warer, Samples czn be dilueed in water
or Assay Bufftr, Once again it is best to keep the abserbance of dhe sunple 2t approximasely 0.05-1.2. YWhen using 100 pf of sanple the
deceerion limir for nirmine is approximately 2 pM in the orginal sample.

Performing the azmy

1. Add 200 pl of water or Assay Buffer w the blank wrlls. Do ner 2dd any other rmapgencs o these wells.

2, Add up ro 100 pl of ;mmple ro the chosen wells, When using less than 100 gl be sure to adjust the volume o 100 pl using Assay Buffer
or waler,

3. Add 50 pl of Gricss Reagene Rl (vial #6) followed by addition of 50 pl Gricss Reagent R2 (vizl £7) 1o cach of the wells (scandards and
unknowns),

4. Alow the avlor wo develap foe 1D minures.
5.  Meagure che shsorbance ac 540 or 550 nm.

CALCULATIONS
Suberact the blanks
Averapge the cbsarbrance value of the blank wells and subtract chis from the absorbance values of all the other wells.

Plorting the standard curves

Make a plor of absorbance 2r 540 or 550 nm as a function of nicare OR nitrite concentradon. The nitrate srndard curve i wied for
determination of o] nitate + nitrite coneentration, whercas the nitrite sundard cunve is used for dhe determination of nitrite alone. In
theary these owo standard carves should be idendical however, in pracice 2 small discrepancy ofeen pagures, Examples of wypical standard
curvos arc shown on page 9.
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Determination of sample nitrate or aitrite concentrations

Interferences
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PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Antioxidant will incerfere with the color development reaction. Azide, awarbic add, dichiothreito), and m:rcaptucrhmu[ will interfere

with color development when present ac con:znmuuns as Iow 21 100 pM, Alkyd aming, mon sugers, Jipids, or amine acids (cuoepe these
mnmnmg thiol groups} do not inrerfere.? Phosphace concentrations grearer dan appraximately 50 mM will inierfere with the conversion

of nitrare ta nirite.

Sengidvicy

When wing die maximum ampunt of sample for dhe nitrate/pitrite assay (80 w), che dereexion limis is 2.5 pM. The deveation limi for

plazma is higher sitce only 40 1 of napls can be used. For the nimrite astay a maximum volume of 100 1 can be used. In thix case the
detecrion lirir is spprocdmarely 2.0 M.

TROUBLESHOOTING

Problem:  Erratic values: dispersion of duplicacea.
Caws=  Poor piperring/oechnigue. Bubble in the well,

Troblem: No wlor development in nitrate saandard curve.
Cause:  Cofctoni or enzymey (ar bodt) not added.

Solution:

the experimenc.
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Lampiran 11

Prosedur Pembuatan Jus Anggur

Prosedur pembuatan jus anggur sebagai berikut:

L

R T

Anggur dicuct bersih dengan menggunakan larutan pembersih khusus untuk buah
dan sayur, dengan air yang mengalir untuk membersibkan kotoran yang melekat.
Anggur ditimbang masing-masing sebanyak 300 gram.

Blender disiapkan

Anggur yang telah dicuci dimasukkan ke dalam blender.

Blender dihidupkan selam 5 menit, dengan kecepatan sedang 3000 rpm, sampati
seluruh anggur lumat termasuk bijinya.

Setelah selasai blender dimatikan dan jus anggur dituangkan ke dalam gelas jus
yang telah disiapkan.

Jus anggur siap untuk diminum,
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