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BAB Il1

METODE PENELITIAN

A. Desain Penelitian
Penelitian ini menggunakan desain penelitian berupa eksperimental
murni yang dilakukan dengan rancangan post test and controlled group design
terhadap hewan uji. Post test ini dilakukan untuk menganalisis perubahan

ataupun perbedaan memori spasial anak tikus hipotiroid kongenital.

B. Populasi dan Sampel Penelitian

Penelitian ini menggunakan tikus putih (Rattus norvegicus) galur
Spargue Dawley jantan dan betina, yaitu :
1. Anak-anak tikus dengan induk yang diinduksi Propiltiourasil (PTU) mulai
dari hari kebuntingan ke 15 hingga laktasi hari ke 21.
2. Jumlah sampel penelitian ini ditentukan menurut rumus Federer (1963)
untuk uji eksperimental, yaitu:
(t-1)(n-1) > 15
(t) = kelompok perlakuan, dan (n) = jumlah sampel perkelompok perlakuan.

(t-1)(n-1)>15
(4-1)(n-1)>15
3(n-1)>15
3n-3>15
3n>18

n>6
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Hasil perhitungan di atas, dibutuhkan jumlah sampel minimal
sebanyak 6 ekor tikus untuk tiap kelompok. Penelitian ini menggunakan 28
ekor tikus putih Sprague Dawley yang terbagi dalam 4 kelompok (masing-
masing kelompok terdiri dari 7 ekor tikus), yaitu :

a. Kelompok 1, vyaitu anak-anak tikus yang lahir normal (tanpa
pemberian perlakuan hipotiroid dan susu kedelai hitam).

b. Kelompok 2, yaitu anak-anak tikus lahir normal yang diberi susu
kedelai hitam.

c. Kelompok 3, yaitu anak-anak tikus hipotiroid kongenital (tanpa
pemberian susu kedelai).

d. Kelompok 4, yaitu anak-anak tikus hipotiroid kongenital yang diberi

susu kedelai hitam.

C. Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di laboratorium Fisiologi Fakultas Kedokteran
dan Ilmu Kesehatan (FKIK) Universitas Muhammadiyah Yogyakarta (UMY)

pada rentang waktu Maret 2016 sampai dengan November 2016.

D. Variabel Penelitian

1. Variabel bebas: susu kedelai hitam.
2. Variabel terikat: kemampuan belajar dan memori spasial pada tikus yang
diukur dengan Morris Water Maze.

3. Variabel terkendali: kondisi pakan dan kandang sama pada tiap kelompok.
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E. Definisi Operasional

1. Tikus Hipotiroid Kongenital diinduksi PTU
Tikus hipotiroid kongenital diinduksi PTU adalah anak tikus yang
lahir dari induk hipotiroid diinduksi PTU dengan dosis 0,025% mulai dari
hari kehamilan ke 15 sampai laktasi hari ke 21. Kemudian tikus di sapih
pada usia 3 minggu.

2. Susu kedelai hitam adalah kedelai hitam dosis 4,5 gram kedelai hitam/200
gram tikus/hari yang diolah atau disajikan dalam bentuk minuman.
Pemberian susu kedelai hitam dilakukan setelah tikus disapih dari hari ke
22 sampai hari ke 60 usia tikus.

3. Memori spasial adalah memori yang berkaitan dengan kemampuan
mengingat ruang, bentuk dan memperkirakan ukuran maupun jarak serta
untuk mengetahui arah (Kusrohmainah, 2012). Memori spasial diukur
dengan Morris Water Maze Test. Test ini merupakan model eksperimen
yang digunakan dalam pengujian kemampuan kognitif dan memori pada
hewan uji (Septiana, 2014). Tes Moris Water Maze dilakukan dalam dua
tahap. Tahap pertama adalah pengukuran waktu latensi, yaitu waktu yang
dibutuhkan tikus untuk mencapai platform. Tahap yang kedua adalah
pengukuran waktu retensi, yaitu waktu yang dibutuhkan tikus untuk

berada pada kuadran target (Yunanto, 2014).
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Instrumen Penelitian

1. Bahan : Propiltiourasil (PTU), aquades, kedelai hitam, tikus Sprague

Dawley.

2. Alat : Moris water maze, timbangan digital, stop watch, meteran.

G. Prosedur penelitian

1. Penentuan hari pertama kebuntingan tikus

Tikus betina sebanyak 4 ekor dicampurkan dengan 1 tikus pejantan
dalam kandang yang sama pada malam hari. Pagi harinya tikus betina
dibawa ke lab untuk diperiksa kebuntingannya dengan cara vaginal swab.
Hasil swab dilihat dengan mikroskop dan jika ditemukan sel sperma tikus
berarti tikus sudah kopulasi dan hari itu dicatat sebagai hari pertama
kebuntingan tikus. Tikus betina yang bunting dipisahkan dan diletakkan
pada kandang khusus.

Induksi Hipotiroid

Dosis PTU yang diberikan pada tikus sebanyak 0,025% dibuat
dengan cara melarutkan 25 mg PTU ke dalam 100 ml air. Kemudian
ditambahkan gula rendah kalori agar tidak terasa pahit. Larutan PTU ini
diletakkan pada botol minuman tikus. Dosis dan cara pemberian PTU ini

terbukti mampu membuat tikus menjadi hipotiroid kongenital.

. Dosis dan pembuatan susu kedelai hitam

Dosis yang dipakai dalam penelitian ini yakni 25 gram kacang

kedelai hitam per hari. Dosis ini mengacu pada konsumsi harian yang
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harus dicukupi yang dianjurkan oleh FDA agar kebutuhan tubuh akan

protein dan isoflavon tercukupi (Saidu, 2005).

Dosis kacang kedelai hitam yang digunakan pada manusia yakni
sebesar 25 gram per hari maka dosis untuk penggunaan terhadap tikus
harus dikonversi dari dosis tersebut. Faktor konversi dari manusia ke tikus
adalah 0,018 dan faktor farmakokinetika adalah 10 (Williams, 1979).

Perhitungan dosisnya adalah 0,018 x 10 x 25 gram = 4,5 gram
kedelai hitam/200 gram tikus/hari. Dosis untuk 50 gram anak tikus adalah :
1,125 gram kacang kedelai/50 gram tikus/hari. VVolume pemberian susu
kedelai untuk setiap tikus adalah 3 ml.

Pembuatan susu kacang kedelai dalam penelitian ini memakai metode
Jumadi (2009) yaitu:

a. Pertama, kacang kedelai dibersihkan dari segala kotoran, kemudian
dicuci.

b. Kacang kedelai yang telah dibersihkan dan dicuci kemudian direbus
selama £ 15 menit, lalu direndam dalam air bersih selama 8 jam dengan
perbandingan air : kedelai adalah 3 : 1 ml.

c. Proses berikutnya adalah kacang kedelai dihancurkan dengan
penggiling / blender. Sebelum proses ini dimulai, kacang kedelai yang
sudah dimasukkan ke dalam blender ditambahkan air sejumlah dua
kalinya, kemudian campuran tersebut digiling hingga halus.

d. Produk yang didapat kemudian disaring sehingga diperoleh larutan
susu kacang kedelai. Perlu merebus susu tersebut sekali lagi agar susu

benar-benar bersih dari bakteri.
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Susu kedelai yang sudah jadi dimasukkan dalam tempat minum tikus agar

tikus bisa meminum langsung dan diberikan setiap sore hari.

. Teknik Morris Water Maze

Moris Water Maze dilakukan dalam dua tahap yakni pengukuran
waktu latensi dan waktu retensi. Pengukuran waktu latensi dilakukan di
sebuah wadah besar dengan sebuah platform di salah satu dari keempat
kuadrannya. Tikus berenang dari sisi kuadran yang lain selama 90 detik
dalam sekali berenang. Setelah tikus berhasil mencapai platform maka
tikus diberi waktu istirahat selama 30 detik. Waktu yang dibutuhkan tikus
mencapai platform dicatat. Apabila tikus melewati waktu 90 detik dan
belum mencapai platform maka tikus dianggap gagal dan waktu latensinya
dicatat 90 detik. Setelah itu tikus diangkat dan dikembalikan ke
kandangnya untuk dikeringkan.

Semakin besar waktu yang didapat maka semakin lama waktu yang
dibutuhkan tikus untuk mencapai platform. Hal ini menunjukkan bahwa
tikus masih kesulitan dalam menemukan target yang dituju. Sebaliknya,
semakin kecil waktu yang didapat maka semakin cepat waktu yang
dibutuhkan tikus untuk mencapai platform. Hal ini menunjukkan bahwa
tikus lebih cepat dalam menemukan target yang dituju.

Tahap yang kedua yaitu pengukuran waktu retensi dengan tes
probe. Tes probe dilakukan dengan mengambil platform pada kuadran
kolam. Tikus berenang dari sisi kuadran yang lain selama 90 detik dalam

sekali berenang. Waktu dicatat selama tikus berada di kuadran target
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(kuadran tempat asal platform diletakkan sebelumnya). Setelah itu tikus
diangkat dan dikembalikan ke kandangnya untuk dikeringkan (Alvin &
Terry, 2009).

Semakin besar waktu yang didapat maka semakin lama waktu tikus
untuk berada dalam kuadran target. Sebaliknya, semakin kecil waktu yang
didapat maka semakin kecil waktu tikus untuk berada dalam kuadran

target (Yunanto, 2014).

H. Alur Jalannnya Penelitian

1.

Pengadaan induk tikus dengan umur 4-5 bulan, sehat, siap kawin dan siap
bunting.

Induk tikus yang kemudian diadaptasikan selama 6 hari.

Tikus dikawinkan dengan pejantan.

Tikus putih diinduksi PTU 0,025 % mulai kehamilan hari ke 15 hingga
laktasi hari ke 21

Anak-anak tikus yang telah lahir tetap menyusu induk hingga umur 21 hari
kemudian disapih.

Pemberian susu kedelai hitam mulai usia 22 hari sampai 60 hari (akhir
penelitian).

Latihan dan pengukuran waktu latensi selama 7 hari berturut-turut
dilakukan sejak hari ke 53 sampai hari ke 59 usia tikus.

Pengukuran memori spasial dengan tes probe pada hari ke 60 usia tikus.
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Analisis Data

Uji statistik berupa tes normalitas menggunakan uji Shapiro-Wilk
karena jumlah sampel kurang dari 50 sampel, didapatkan sebagian data
berdistribusi normal dan sebagian lagi tidak berdistribusi normal. Distribusi
data yang normal dianalisis statistik menggunakan uji One Way Anova dan
distribusi data yang tidak normal menggunakan Kruskal-Wallis Test.
Kemudian dilakukan Mann Whitney Test untuk mengetahui adanya perbedaan
signifikan nilai antar kelompok. Hasil disajikan dalam bentuk nilai rata-rata dan
standar deviasi. Analisis perbedaan hasil pada tiap kelompok, dinyatakan
dengan tingkat signifikansi (p) < 0,05. Analisis ini untuk membuktikan bahwa
susu kedelai hitam berkhasiat memperbaiki memori spasial pada tikus

hipotiroid kongenital.

Etika Penelitian
Karya Tulis Ilmiah ini telah mendapatkan persetujuan ethical
clearance dari Komisi Etik Penelitian FKIK UMY tentang penggunaan hewan

uji sebagai subyek penelitian, dengan nomor : 190/EP-FKIK-UMY/V1/2016.
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Hasil Penelitian
Penelitian ini menggunakan tikus putih Sprague Dawley yang belum
pernah mendapat perlakuan, usia 4-5 bulan, sehat, siap kawin dan bunting.
Tikus dipelihara dengan pemberian makanan berupa pelet AD2 dan minuman
dengan air. Pencahayaan diberikan 12 jam terang dan 12 jam gelap.
Temperatur tempat pemeliharaan tikus dibiarkan alami sesuai suhu ruangan.

Tikus akan dieksklusi jika mengalami sakit selama penelitian.

Tikus betina dikawinkan dengan pejantan dan dicatat hari
kebuntingannya. Induk tikus yang bunting dibagi menjadi 4 kelompok. 2
kelompok tikus diinduksi hipotiroid dengan diberi prophilthiourasil (PTU)
dan 2 kelompok normal atau tanpa induksi hipotiroid. Pemberian PTU
dilakukan sejak hari ke 15 kebuntingan hingga hari ke 21 laktasi sejumlah
0,025 %. Pemberian PTU ini dilakukan dengan cara dicampurkan ke dalam air

minum tikus.

Penelitian ini menggunakan 28 ekor anak tikus dari induk yang telah
diberi perlakuan sesuai kelompok. Terdapat perbedaan waktu dan iklim saat
kelahiran anak-anak tikus. 28 ekor anak tikus ini terbagi menjadi 4 kelompok,
yaitu kelompok tikus normal, kelompok tikus normal diberi susu kedelai
hitam, kelompok tikus hipotiroid, dan kelompok tikus hipotiroid diberi susu

kedelai hitam. Memori spasial tikus diukur dengan mnggunakan metode
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Morris Water Maze. Rata-rata waktu yang dicapai tikus pada Morris Water

Maze dapat dilihat pada tabel 1 dan 2

Tabel 4. 1. Rerata Waktu Latensi Pembelajaran

Waktu Latensi + SD

No. Kelompok Tikus n .
(detik)

1 Tikus Normal 7 32,13 £7,96°
Tikus Normal Diberi Susu

2 o 7 44,73 + 25,80
Kedelai Hitam

3  Tikus Hipotiroid 7 86,62 + 8,17
Tikus Hipotiroid Diberi Susu

4 o 7 64,69 + 23,89°
Kedelai Hitam

Significancy Kruskal-Wallis p =0,001

Keterengan: Pangkat huruf yang sama menunjukkan perbedaan yang tidak
signifikan (p<0,05).

Perbandingan Waktu Latensi

100
= Normal
T 80
s
) __ ®Normal Susu Kedelai
§ 64.69 Hitam
i'; 40 — mHipotiroid
% 50 | 3213
= Hipotiroid Susu Kedelai

0 Hitam
Kelompok Tikus

Gambar 4. Histogram Perbandingan Waktu Latensi Pembelajaran.

Rerata waktu latensi tikus dapat menemukan platform paling kecil
ditemukan pada kelompok tikus normal dan paling besar pada tikus hipotiroid
(p<0,05). Kelmpok tikus hipotiroid diberi susu kedelai hitam dan kelompok

normal diberi susu kedelai hitam memperoleh rerata waktu latensi yang lebih
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kecil sehingga membutuhkan waktu yang lebih singkat untuk menemukan
platform dibandingkan kelompok tikus hipotiroid (p<0,05). Rerata waktu
latensi kelompok tikus hipotiroid yang diberi susu kedelai hitam menunjukkan
bahwa tikus telah dapat menemukan platform kurang dari 90 detik, sedangkan
kelompok hipotiroid masih mengalami kesulitan dalam menemukan platform.

Tabel 4. 2. Rerata Waktu Retensi Memori
Waktu Retensi +

No. Kelompok Tikus n ] Persentase
SD (detik)

1  Tikus Normal 7 31,61 +8,91° 35,12 %
Tikus Normal Diberi

2 o 7 30,66 + 8,97° 34,07 %
Susu Kedelai Hitam

3  Tikus Hipotiroid 7 17,37 + 6,09° 19,3 %
Tikus Hipotiroid

4 Diberi Susu Kedelai 7 32,63 + 3,90 36,26 %
Hitam

Significancy Annova p = 0,002

Keterengan: Pangkat huruf yang sama menunjukkan perbedaan yang tidak
signifikan (p<0,05).

Perbandingan Waktu Retensi

35
Normal
30 [— 31.61 32.63 —
w25 — — .
] ® Normal Susu Kedelai
g 20 — — Hitam
> | I
% 15 ® Hipotiroid
= 10 — —
5 L
Hipotiroid Susu
0 Kedelai Hitam

Kelompok Tikus

Gambar 5. Histogram Perbandingan Waktu Retensi Memori
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Rerata waktu tikus dapat bertahan di dalam kuadran platform paling
kecil ditemukan pada kelompok tikus hipotiroid dan paling besar pada tikus
hipotiroid diberi susu kedelai hitam (p<0,05). Kelompok tikus normal dan
kelompok tikus normal diberi susu kedelai hitam memiliki rerata waktu dan
prenstase lebih besar sehingga berada di kuadran platform lebih lama dari
kelompok tikus hipotiroid (p<0,05). Rerata waktu kelompok tikus hipotiroid
yang diberi susu kedelai mampu menyamai kelompok normal dan kelompok
tikus normal susu kedelai hitam (p>0,05). Kelompok tikus normal susu
kedelai hitam tidak mengalami peningkatan waktu yang signifikan jika
dibandingkan dengan tikus normal (p>0,05).

. Pembahasan

Waktu latensi menunjukkan waktu yang diperoleh tikus selama
pembelajaran. Diperoleh rerata waktu latensi paling besar pada kelompok
tikus hipotiroid dengan rata-rata 86,62 = 8,17 detik. Waktu paling kecil
ditemukan pada kelompok tikus normal dengan rerata 32,63 + 3,90 detik
(p<0,05). Rerata waktu kelompok tikus normal diberi susu kedelai hitam
44,73 + 25,80 detik. Rerata waktu ini lebih baik dari kelompok tikus

hipotiroid diberi susu kedelai dengan rerata waktu 64,69 + 23,89 detik.

Rerata waktu retensi paling kecil ditemukan pada kelompok dengan
perlakuan hipotiroid dengan rata-rata 17,37 * 6,09 detik. Rerata waktu paling
besar ditemukan pada kelopok hipotiroid dengan pemberian susu kedelai
hitam dengan rata-rata 32,63 *+ 3,90 detik (p<0,05). Kelompok tikus hipotiroid

susu kedelai hitam ini telah mampu menyamai rerata waktu kelompok tikus
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normal yang memiliki rerata waktu 31,61 + 8,91 detik dan kelompok tikus
normal yang diberi susu kedelai hitam dengan rerata waktu 30,66 * 8,97 detik
(p>0,05). Rerata waktu retensi pada kelompok tikus normal dan tikus normal

diberi susu kedelai hitam tidak terdapat perbedaan yang signifikan.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian susu kedelai hitam
dapat meningkatkan memori spasial pada tikus hipotiroid kongenital. Hal ini
dapat dikaji dari hasil penelitian dan dikaitkan dengan beberapa penelitian

sebelumnya.

Kelompok tikus normal tidak mendapat perlakuan hipotiroid sehingga
tidak terdapat gangguan pada hipokampusnya. Pertumbuhan dan
perkembangan otaknya juga normal sehingga memori dan daya ingat tikus ini
dalam keadaan baik. Kelompok ini mendapatkan nutrisi dari makanan dan
minuman yang cukup sehingga nutrisinya terpenuhi selama masa kehamilan

sampai waktu pengujian memori spasial.

Nutrisi secara jelas berperan langsung dalam neurobiologi sistem saraf
pusat termasuk area hipokampus yang terlibat dalam proses pembelajaran dan
memori Yyaitu pada konstruksi peta spasial kognitif terhadap lingkungan
sekitar (memori spasial). Peta ini mampu membuat hewan mengidentifikasi
perbedaan tempat dan situasi. Jika terjadi gangguan pada area hipokampus
yang diakibatkan kekurangan nutrisi, maka dapat berdampak pada memori

spasial. Penelitian lain menunjukkan bahwa malnutrisi pada awal kehidupan
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menyebabkan penurunan progenitor neural hipokampus dan juga defisit

terhadap pengenalan obyek saat dewasa (Yunanto, 2014).

Tikus normal yang saat latihan terbiasa dan ingat dengan pijakan di
platform akan mencari platform yang telah diambil sebelum tes dilakukan.
Tikus normal berenang di dalam dan di sekitar kuadran target untuk
menemukan platform. Rerata waktu yang dibutuhkan tikus normal di dalam
kuadran target lebih lama yaitu 31,61 + 8,91 detik jika dibandingkan dengan
waktu yang dibutuhkan tikus hipotiroid dengan rata-rata 17,37 * 6,09 detik.
Rerata waktu ini menunjukkan memori spasial tikus normal lebih baik dari

tikus hipotiroid.

Tikus normal yang diberi susu kedelai hitam memiliki rerata waktu
yang tidak signifikan jika dibandingkan dengan kelompok normal. Penelitian
yang dilakukan oleh Rendeiro et al. (2013) menunjukkan bahwa antosianin
murni dengan kadar 179,0 pg dan flavonol 59,3 pg yang diekstak dari
blueberry diberikan pada tikus normal selama 6 minggu terbukti signifikan
meningkatkan memori spasial. Penelitian yang dilakukan Shinomiya et al.
(2005) menunjukkan bahwa pemberian 5 % ekstrak kulit biji kedelai hitam
dari makanan bisa meningkatkan memori tikus secara signifikan pada pada
hari ke 30. Tapi setelah hari ke 35 pemberian, perbandingan memori pada
kelompok kontrol dan kelompok yang diberi ekstrak kedelai hitam menjadi
tidak signifikan lagi. Hal ini menunjukkan bahwa pada rentan waktu tertentu

kedua kelompok tikus telah belajar untuk mengingat target yang dituju
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sehingga perbandingan memori tikus kelompok normal dan kelompok normal

diberi ekstrak kedelai hitam menjadi tidak signifikan.

Tikus normal yang diberi susu kedelai hitam ini memiliki perbedaan
rerata waktu yang signifikan jika dibandingkan dengan kelompok hipotiroid.
Nutrisi yang optimal serta pemberian susu kedelai hitam akan memberikan
dampak baik pada pertumbuhan dan perkembangan otak sehingga memori

spasial pada tikus normal yang diberi susu kedelai hitam ini lebih tinggi.

Tikus hipotiroid tanpa pemberian susu kedelai memiliki rerata waktu
tes memori spasial paling kecil dibanding kelompok lain. Penurunan memori
pada tikus disebabkan karena pemberian PTU pada masa gestasi hingga
laktasi sehingga tikus menjadi hipotiroid kongenital. Penelitian yang
dilakukan kepada hewan uji tikus menunjukkan bahwa pemberian
Propylthiouracil (PTU) menyebabkan tikus menjadi hipotiroid. PTU
menghambat organifikasi iodium sehingga mencegah sintesis hormon tiroid.
Obat PTU ini juga menghambat penggabungan iodotirosin dan menghambat
deiodinasi T4 dan T3 di perifer. Hal ini sesuai dengan penelitian Hapon et al.
(2003) menyatakan bahwa intervensi PTU 0,1 g/L selama satu bulan dapat
menjadikan tikus sudah hipotiroid (Sukandar, 2014). Penelitiaan Hardianto
(2015) membuktikan pemberian PTU dosis 0,025 % dari hari ke 15
kebuntingan sampai hari ke 21 kelahiran tikus bisa membuat anak-anak tikus
menjadi hipotiroid kongenital. Penelitian ini anak-anak tikus usia 3 minggu

diukur kadar ft4 serumnya dan didapatkan hasil rerata 0,08+ 0,16 ng/dl.
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Pengujian dengan Morris Water Maze menunjukkan bahwa tikus
kelompok hipotiroid ini masih kesulitan dalam menemukan platform. Tikus
berenang mengelilingi kolam dan sering menjauh dari kuadran target. Saat
pengukuran waktu latensi, kelompok tikus hipotiroid ini menunjukkan waktu
yang lebih lama dalam menemukan platform dibandingkan dengan kelompok
tikus normal yang menandakan telah terjadi penurunan memori. Setelah
diukur lagi dengan probe tes hasilnya tetap terjadi penurunan memori. Waktu
yang dibutuhkan tikus hipotiroid di dalam kuadran target lebih kecil dibanding

waktu yang didapat dari kelompok lain (p<0,05).

Hormon tiroid sangat penting peranannya pada bayi dan anak yang
sedang tumbuh. Apabila hipotiroidisme pada janin atau bayi baru lahir tidak
diobati, dapat menyebabkan kelainan intelektual dan atau fungsi neurologik
yang menetap, ini menunjukkan betapa pentingnya peran hormon tiroid dalam

kehidupan pada perkembangan otak (Brown, 2007).

Tikus hipotiroid yang diberi susu kedelai hitam mengalami perbaikan
memori spasial karena pemberian susu kedelai hitam yang mengandung
nutrisi untuk meningkatkan kemampuan memori otak, mencegah penyakit
neurologis, serta memperbaiki defisit memori (Jeong et al., 2014). Saat
pengukuran waktu latensi, kelompok tikus hipotiroid yang diberi susu kedelai
hitam memiliki rerata waktu yang lebih besar dibanding kelompok tikus
normal (p>0,05). Tapi setelah dilakukan tes probe didapatkan peningkatan
memori spasial sehingga rerata waktu tikus hipotiroid diberi yang susu kedelai

dapat menyamai waktu tikus normal (p>0,05).
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Kedelai hitam meningkatkan memori spasial melalui jalur Brain-
Derived Neurotropic Factor (BDNF). BDNF adalah suatu neurotropin yang
berperan dalam perkembangan sinap, plastisitas sinap, menginduksi
neurogenesis dan fungsi kognitif (Hermanto, 2004). BDNF mempunyai
peranan meregulasi cell survival dan kematian sel yang terprogram (apoptosis)
pada masa perkembangan otak. BDNF berperan pada fungsi fisiologis sistem
saraf pusat, perkembangan maturasi korteks dan plastisitas sinaps. Flavonoid
dan metabolitnya termasuk antosianin dan isoflavon yang terdapat dalam
kedelai hitam dapat melewati sawar darah otak dan bisa menujunjukkan aksi
neurofarmakologikal di tingkat molekuler, yang mempengaruhi jalur sinyal,
ekspresi gen dan fungsi protein. Antosianin murni yang diekstak dari
blueberry terbukti signifikan meningkatkan ekspresi mMRNA BDNF pada
hipokampus (Rendeiro et al., 2013). Anak yang mendapatkan asupan nutrisi
yang cukup membuat pertumbuhan dan perkembangan otaknya menjadi baik.
Kelompok tikus yang dibuat hipotiroid kongenital dan mengalami kegagalan
dalam pertumbuhan dan perkembangan otaknya, menunjukkan peningkatan

memori spasial setelah diberikan susu kedelai hitam.

Selain antosianin, kedelai hitam juga memiliki kandungan lain yang
juga menjadi nutrisi bagi otak, yakni isoflavon sebagai fitoestrogen. Isoflavon
menunjukan efek estrogenesitas, dapat berikatan dengan reseptor estrogen dan
menginduksi produk spesifik dari gen yang merespon estrogen. Estrogen dapat
memunculkan beberapa efek pada saraf otak. Estrogen memfasilitasi

pembentukan aksonal, perbaikan neuronal, dan induksi neurogenesis dan
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mungkin juga mengurangi Reactive Oxygen Species (ROS) terkait kerusakan
neuronal dan melindungi asam nukleat neuronal terhadapkonsekuensi
merugikan dari stres oksidatif (Dong et al., 2013). Penurunan produksi
hormon estrogen dalam tubuh dapat mengakibatkan penurunan kadar
neurotransmiter yang berperan dalam fungsi ingatan yaitu asetilkolin,

glutamat, neurotrophic, dan endorfin yang berada di otak (Proverawati 2010).

Kedelai hitam tergolong bahan pangan yang bersifat fungsional dan
memiliki nilai gizi yang tinggi. Kandungan antosianin dan isoflavon yang
tinggi dalam kedelai hitam membuatnya menjadi makanan yang sangat
esensial bagi fungsi otak. Ketersediaan kedelai hitam cukup melimpah dan

harganya relatif murah dan mudah didapat di pasaran.



46

BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakuakan, diperoleh kesimpulan

sebagai berikut:

1.

Pemberian susu kedelai hitam dapat memperbaiki dan meningkatkan
memori spasial pada tikus hipotiroid kongenital.

Pemberian susu kedelai hitam tidak meningkatkan memori spasial pada
tikus normal karena tikus normal yang tidak diberi susu kedelai hitam juga

telah belajar untuk mengingat target yang dituju.

B. Saran

1.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang manfaat susu kedelai hitam
untuk memperbaiki struktur otak pada tikus hipotiroid kongenital dengan
cara pembuatan dan pengamatan preparat histologi otak.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang pengaruh susu kedelai
hitam terhadap kadar molekul BDNF di otak.

Perlu dilakukan penelitian fisiologis lebih lanjut terhadap manusia agar
manfaatnya bisa dirasakan langsung pada penderita hipotiroid kongenital.
Perlu perawatan yang lebih intensif terutama untuk kelompok tikus
hipotiroid agar tidak banyak yang mati pada saat berjalannya penelitian.
Penelitian selanjutnya disarankan menggunakan alat perekam dengan

video tracking system saat pengujian Moris Water Maze.
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LAMPIRAN

Tests of Normality
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Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Waktu  Normal 175 7 .200° 957 7 788
Normal Diberi Susu .
.230 7 .200 .857 7 142
Kedelai Hitam
Hipotiroid 432 7 .000 .501 7 .000
Hipotiroid Diberi Susu
.330 7 .020 770 7 .021
Kedelai Hitam
a. Lilliefors Significance Correction
*, This is a lower bound of the true significance.
Test of Homogeneity of Variance
Levene Statistic dfl df2 Sig.
Waktu  Based on Mean 14.836 24 .000
Based on Median 3.073 24 .047
Based on Median and with
) 3.073 12.622 .067
adjusted df
Based on trimmed mean 13.976 24 .000




Kruskal-Walllis Test

Ranks
Kelompok Mean Rank
Waktu  Normal 7 7.29

Normal Diberi Susu

7 10.14
Kedelai Hitam
Hipotiroid 7 24.29
Hipotiroid Diberi Susu

7 16.29
Kedelai Hitam
Total 28

Test Statistics®”

Waktu
Chi-Square 17.681
df 3
Asymp. Sig. .001

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable:

Kelompok
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Mann-Whitney Test

Ranks
Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
Waktu  Normal 7 6.71 47.00
Normal Diberi Susu
Kedelai Hitam ! 829 >8.00
Total 14
Test Statistics®
Waktu
Mann-Whitney U 19.000
Wilcoxon W 47.000
Z -.703]
Asymp. Sig. (2-tailed) .482
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .535%

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Kelompok
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Ranks

Kelompok N Mean Rank [ Sum of Ranks
Waktu  Normal 7 4.00 28.00

Hipotiroid 7 11.00 77.00

Total 14

Test Statistics”
Waktu

Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 28.000
VA -3.202
Asymp. Sig. (2-tailed) .001
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .0013

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Kelompok
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Ranks

Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
Waktu  Normal 7 4.57 32.00

Hipotiroid Diberi Susu

Kedelai Hitam ! 1043 7300

Total 14

Test Statistics”
Waktu

Mann-Whitney U 4.000
Wilcoxon W 32.000
VA -2.619
Asymp. Sig. (2-tailed) .009
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .007%

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Kelompok
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Ranks
Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
Waktu  Normal Diberi Susu
Kedelai Hitam ! 414 2900
Hipotiroid 7 10.86 76.00
Total 14
Test Statistics”
Waktu
Mann-Whitney U 1.000
Wilcoxon W 29.000
VA -3.071]
Asymp. Sig. (2-tailed) .002
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .001%

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Kelompok
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Ranks
Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
Waktu  Normal Diberi Susu
7 5.71 40.00
Kedelai Hitam
Hipotiroid Diberi Susu
7 9.29 65.00
Kedelai Hitam
Total 14
Test Statistics®
Waktu
Mann-Whitney U 12.000
Wilcoxon W 40.000
z -1.597
Asymp. Sig. (2-tailed) .110
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .1283%

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Kelompok
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Ranks

Kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
Waktu  Hipotiroid 7 10.43 73.00

Hipotiroid Diberi Susu

Kedelai Hitam ! 457 3200

Total 14

Test Statistics”
Waktu

Mann-Whitney U 4.000
Wilcoxon W 32.000
VA -2.679
Asymp. Sig. (2-tailed) .007
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .007%

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Kelompok
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Tests of Normality
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Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk

Kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Waktu  Normal .261 7 .163 .874 7 .200

Normal Diberi Susu

Kedelai Hitam 291 7 .074 .899 7 .326

Hipotiroid 234 7 .200° .935 7 .505

Hipotiroid Diberi Susu .

Kedelai Hitam .186 7 .200 961 7 .827
a. Lilliefors Significance Correction
*. This is a lower bound of the true significance.

Test of Homogeneity of Variances
Waktu
Levene Statistic dfl df2 Sig.

1.637 3 24 .207|
ANOVA
Waktu
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 1081.857 3 360.619 6.788 .002
Within Groups 1275.015 24 53.126
Total 2356.872 27




Post Hoc Tests

Multiple Comparisons
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Waktu
Tukey HSD
95% Confidence Interval
(I) Kelompok (J) Kelompok Mean Difference (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Normal Normal Diberi Susu Kedelai
) .95143 3.89599 .995 -9.7961 11.6989
Hitam
Hipotiroid 14.24286" 3.89599 .006 3.4953 24,9904
Hipotiroid Diberi Susu
o -1.01714 3.89599 .994 -11.7647 9.7304
Kedelai Hitam
Normal Diberi Susu Kedelai Normal -.95143 3.89599 .995 -11.6989 9.7961
Hitam Hipotiroid 13.29143" 3.89599 .011 2.5439 24.0389
Hipotiroid Diberi Susu
o -1.96857 3.89599 .957 -12.7161 8.7789
Kedelai Hitam
Hipotiroid Normal -14.24286" 3.89599 .006 -24.9904 -3.4953
Normal Diberi Susu Kedelai .
) -13.29143 3.89599 .011 -24.0389 -2.5439]
Hitam
Hipotiroid Diberi Susu .
o -15.26000 3.89599 .003 -26.0075 -4.5125
Kedelai Hitam
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Hipotiroid Diberi Susu Normal

Kedelai Hitam Normal Diberi Susu Kedelai

Hitam

Hipotiroid

1.01714

1.96857

15.26000

3.89599

3.89599

3.89599

.994

957

.003

-9.7304

-8.7789

4.5125

11.7647

12.7161

26.0075

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.




