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ABSTRACT

THE EFFECT OF VITAMIN C IN MOTORIC COORDINATION ON
MALE ALBINO RAT (Rattus novergicus) STRAIN Sprague dawley
INDUCED BY MONOSODIUM GLUTAMATE

By
KARIN INDAH KURNIATI

Background: Monosodium glutamate (MSG) can causes excessive stimulation of
glutamate receptors so that an increase in Ca®* concentration is thought to be the initial
cause of cell necrosis and triggers the production of Reactive Oxygen Species (ROS).
Excessive consumption of MSG is associated with impaired motor coordination. Vitamin
C has been shown to play an important role in maintaining motor skills. The purpose of
this study was to determine the effect of vitamin C on motor coordination of white rats
(Rattus novergicus) Sprague dawley strain induced by MSG.

Method: This research is an experimental study with a post test only control group
design. The samples used were 30 animals which were divided into 5 groups with each
group consisting of 6 rats. After being treated for 21 days, motor coordination was
assessed with balance beam test device that the rats passed. Data were analyzed by one
way ANOVA test and continued with post hoc LSD test.

Results: The mean balance beam test results in sequence for each group K (-), K (+), P1,
P2, P3 were 12,08+9,6 seconds; 41,75+18,35 seconds; 18,5+12,27 seconds; 17,7+11,12
seconds; 38,33+19,10 seconds. seconds. The results of the analysis on the balance beam
device are normally distributed and homogeneous data with p = 0.005 (p <0.05).
Conclusion: There is effect on the administration of vitamin C to the motor coordination
of male white rats (Rattus novergicus) Sprague dawley strain induced by MSG
(p=0,005).

Keywords: balance beam test, motor coordination, MSG, Rattus novergicus, vitamin C
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Latar Belakang: Monosodium glutamat (MSG) dapat menyebabkan stimulasi yang
berlebihan terhadap reseptor glutamat sehingga dapat terjadi peningkatan konsentrasi
Ca®* yang diduga menjadi awal penyebab nekrosis sel dan memicu produksi Reactive
Oxygen Species (ROS). Konsumsi MSG yang berlebihan berkaitan dengan gangguan
koordinasi motorik. Vitamin C telah terbukti memainkan peran penting dalam
mempertahankan kemampuan motorik. Tujuan penelitian ini yaitu mengetahui pengaruh
pemberian vitamin C terhadap koordinasi motorik tikus putih (Rattus novergicus) jantan
galur Sprague dawley yang di induksi MSG.

Metode: Penelitian ini adalah studi eksperimental dengan rancangan post test only
control group design. Sampel yang digunakan sebanyak 30 ekor dan dibagi ke dalam 5
kelompok dengan tiap kelompok terdiri dari 6 ekor tikus. Setelah diberikan perlakuan
selama 21 hari, koordinasi motorik dinilai dengan perangkat balance beam test yang
dilewati tikus. Data dianalisis dengan uji one way ANOVA dan dilanjutkan dengan uji
post hoc LSD.

Hasil: Hasil rerata balance beam test secara berurutan setiap kelompok K(-), K(+), P1,
P2, P3 adalah 12,08+9,6 detik; 41,75+18,35 detik; 18,5+12,27 detik; 17,7+11,12 detik;
38,33+19,10 detik. Hasil analisis pada perangkat balance beam yaitu data tersebar normal
dan homogen dengan p=0,005 (p<0,05).

Simpulan: Terdapat pengaruh pada pemberian vitamin c terhadap koordinasi motorik
tikus putih jantan (Rattus novergicus) galur Sprague dawley yang diinduksi MSG
(p=0,005).

Kata Kunci: balance beam test, koordinasi motorik, MSG, Rattus novergicus, vitamin C
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Monosodium glutamat (MSG) merupakan salah satu dari beberapa bentuk
asam glutamat yang ditemukan dalam makanan karena sebagian besar asam
glutamat (asam amino) bersifat meresap di alam. MSG digunakan dalam
industri makanan sebagai penambah rasa umami yang mengintensifkan rasa
daging, rasa gurih makanan, seperti glutamat yang terdapat secara alami
dalam semur dan sup daging. MSG telah digunakan selama lebih dari 100
tahun untuk membumbui makanan, dengan sejumlah studi dilakukan pada
keamanannya. Dalam kondisi normal, manusia dapat memetabolisme
glutamat dengan jumlah yang relatif besar, yang secara alami diproduksi di
usus oleh enzim eksopeptidase dalam proses hidrolisis protein (Bera et al.,

2017).

Meski dibutuhkan tubuh untuk menjalankan fungsi metabolisme, namun tidak
dipungkiri MSG juga memiliki efek toksik. Adapun kegunaannya bagi tubuh
adalah sebagai substansi untuk sintesis protein glutamat, prekursor glutamin,
neurotransmitter,dan untuk biosintesis seluruh asam amino (Yonata & Iswara,
2016). Letal dose 50 (LD 50) MSG adalah 15 dan 18 gr/kgBB pada tikus, dan

masing-masing lima kali lebih besar dari LD 50 garam (3 gr/kgBB tikus)



(Bera et al., 2017). Pada tahun 2013, Food and Drug Administration (FDA)
menyatakan MSG adalah bahan yang aman untuk dikonsumsi dengan anjuran
penggunaannya seminimal mungkin. Namun jika dikonsumsi dalam dosis
berlebih diatas 30 mg/kg BB dapat menimbulkan berbagai dampak negatif.
Penelitian oleh Collison (2010) menemukan batas aman konsumsi MSG

adalah tidak lebih dari 120mg/kgBB/hari (Collison et al. 2010).

MSG dapat menyebabkan stimulasi yang berlebihan terhadap reseptor
glutamat sehingga dapat terjadi peningkatan konsentrasi Ca®* yang diduga
menjadi awal penyebab nekrosis sel dan memicu produksi Reactive Oxygen
Species (ROS). Selain itu MSG dapat merusak hampir semua komponen
biomolekul sel yang menghasilkan kerusakan pada membran, sitotoksik,
mutagenositas dan yang lebih penting adalah terjadinya modifikasi enzim.
Dimana otak merupakan organ yang paling rentan terhadap eksitotoksin
seperti MSG  (Prastiwi et al., 2015). Penelitian Hashem et al. (2012)
menunjukkan bahwa pemberian MSG sebanyak 3gr/kgBB/hari pada tikus
putih menyebabkan perubahan degeneratif sel neuron dan astrosit dalam

korteks serebelum (Hashem et al., 2012).

Cerebellum adalah daerah otak yang memainkan peran penting dalam
integrasi persepsi sensorik dan output motorik. Eweka dan Om’Iniabohs
(2006) menunjukkan adanya kerusakan sel purkinje dan lapisan granular pada
cerebellum, distribusi sel granular yang jarang serta perubahan degeneratif
seluler di lapisan granular dan perubahan fungsi motorik setelah pemberian

MSG dengan dosis 3 dan 6 gr/KgBB selama 14 hari pada tikus galur wistar



dewasa. Sedangkan pada penelitian lain pemberian MSG sebanyak 3,5 mg
/grBB/hari selama 10 hari menyebabkan penurunan koordinasi motorik dan

estimasi total sel purkinje tikus (Prastiwi et al., 2015).

Vitamin C, asam L-askorbat, atau askorbat merupakan salah satu nutrisi
penting bagi manusia dan hewan (Techinamuti dan Pratiwi, 2014). Vitamin C
termasuk golongan antioksidan karena sangat mudah teroksidasi oleh panas,
cahaya, dan senyawa logam. Antioksidan adalah suatu substansi yang
menghentikan atau menghambat kerusakan oksidatif terhadap suatu molekul
target dengan cara bereaksi dengan radikal bebas reaktif membentuk yang
relatif stabil. Antioksidan membantu menghentikan proses perusakan sel
dengan cara memberikan elektron kepada radikal bebas. Antioksidan akan
menetralisir radikal bebas sehingga tidak mempunyai kemampuan lagi

mencuri elektron dari sel dan DNA (Pakaya, 2014).

Vitamin C dianggap sebagai molekul antioksidan penting di otak. Vitamin C
intraseluler membantu menjaga integritas dan fungsi beberapa proses dalam
Sistem Saraf Pusat (SSP), termasuk pematangan dan diferensiasi neuron,
pembentukan mielin, sintesis katekolamin, modulasi transmisi saraf dan
perlindungan antioksidan. Konsentrasi tertinggi vitamin C dalam tubuh
ditemukan di otak dan jaringan neuroendokrin, yang diharapkan dapat
mencegah penyakit neurologis dan berperan sebagai terapi yang potensial
(Kocot et al., 2017). Pemberian vitamin C dengan dosis 50 dan 75
mg/kgBB/hari selama empat minggu dapat memberikan pengaruh proteksi

terhadap mikroskopis hati tikus wistar yang telah terpapar timbal asetat
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(Arifuddin et al., 2016). Sedangkan pada dosis 100 gr/kgBB/hari vitamin C
dapat memberikan pengaruh proteksi dari perubahan degeneratif sel neuron
dan astrosit dalam korteks cerebellum pada tikus putih yang diinduksi MSG

sebesar 3gr/kgBB/hari selama 14 hari (Hashem et al., 2012).

Dari penelitian yang dilakukan Hashem et al. (2012), belum dilakukan uji
koordinasi motorik untuk menilai keberhasilan dan hubungan yang bermakna
antara efek proteksi vitamin C terhadap sel neuron cerebellum tikus putih
yang diinduksi dengan MSG. Salah satu cara untuk menguji koordinasi
motorik adalah dengan alat balance beam test yang diketahui lebih spesifik
dari berbagai macam alat uji koordinasi motorik tikus lainnya (Luong et al.,

2011).

Hingga saat ini belum ada penelitian mengenai pengaruh pemberian vitamin
C terhadap koordinasi motorik tikus putih (Rattus norvegicus) jantan yang di

induksi MSG, sehingga peneliti tertarik untuk melakukan penelitian tersebut.

Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah dikemukakan di atas, maka didapatkan
rumusan masalah penelitian “Apakah terdapat pengaruh pemberian vitamin C
terhadap koordinasi motorik tikus putih (Rattus norvegicus) jantan yang di

induksi MSG?”



1.3 Tujuan Penelitian
Adapun tujuan penelitian ini adalah:
a. Mengetahui pengaruh pemberian MSG terhadap koordinasi motorik tikus
putih (Rattus norvegicus).
b. Mengetahui pengaruh pemberian vitamin C terhadap koordinasi motorik

tikus putih (Rattus norvegicus) jantan yang di induksi MSG.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Bagi Peneliti
Menambah pengetahuan mengenai tata cara penulisan karya ilmiah
yang sesuai dengan ketentuan dan pengetahuan di bidang ilmu biologi
medik terkait pengaruh pemberian vitamin C terhadap koordinasi
motorik tikus putih (Rattus norvegicus) jantan yang di induksi MSG
serta dapat menerapkan ilmu yang telah didapat selama perkuliahan.

1.4.2 Bagi Institusi Pendidikan
Sebagai bahan kepustakaan dalam lingkungan Fakultas Kedokteran
Universitas Lampung.

1.4.3 Bagi Mahasiswa Kedokteran dan Kesehatan
Diharapkan dapat menambah informasi dan wawasan sehingga dapat
menjadi inspirasi untuk meneruskan penelitian yang berkaitan.

1.4.4 Bagi Masyarakat
Diharapkan dapat memberikan informasi dan meningkatkan
pengetahuan masyarakat mengenai efek pengaruh penggunaan MSG

terhadap koordinasi motorik.
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2.1 Anatomi Otak
Otak terdiri dari cerebrum, cerebellum dan trunkus ensefali yang dibentuk
oleh mesensefalon, pons dan medula oblongata. Cavitas cranii ditempati oleh
otak dan meninges. Atap cavitas cranii dibentuk oleh calvaria dan dasarnya
oleh dasar cranium. Dibawah calvaria dan duramater cranialis terdapat
lapisan arachnoid cranialis dan piameter cranialis yang lembut, yang tersusun
oleh girus, sulkus dan fisura korteks cerebri. Sulkus dan fissra cerebri
merupakan patokan distingtif yang membagi hemisfer serebri menjadi daerah

yang lebih kecil seperti lobus (Moore et al., 2013).
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Gambar 1. Bagian-bagian Otak (Sherwood, 2014).
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2.1.1 Cerebrum
Cerebrum adalah bagian terbesar otak dan terdiri dari dua hemisfer
cerebri yang dihubungkan oleh massa substantia alba yang disebut
corpus callosum. Lapisan permukaan setiap hemisferi cerebri disebut
korteks dan disusun oleh substantia grisea. Korteks cerebri yang
berlipat-lipat disebut gyri dipisahkan oleh fissura atau sulkus sehingga
permukaan korteks bertambah luas. Sejumlah sulkus yang besar
membagi permukaan setiap hemisfere dalam lobus-lobus. Lobus-lobus
diberi nama sesuai dengan tulang tengkorak yang ada di atasnya.
Lobus frontalis terletak di depan sulkus sentralis dan di atas sulkus
lateralis. Lobus parietalis terletak di belakang sulkus sentralis dan di
atas sulkus lateralis. Lobus oksipitalis terletak di bawah sulkus
parieto-okspitalis. Di bawah sulkus lateralis terletak lobus temporalis

(Snell, 2012).

2.1.2 Cerebellum
Cerebellum dan cerebrum dipisahkan oleh tulang yang kuat bernama
tentorium dan ditengah tentorium terdapat lubang yang disebut hiatus
tentorium. Lubang ini merupakan tempat keluarnya batang otak yang
berada di depan cerebellum. Cerebellum dibagi menjadi tiga macam
yaitu  paleocerebellum, neocerebellum dan achicerebellum.
Cerebellum berperan dalam fungsi keseimbangan yang secara terus-
menerus menerima input dari otot tendon sendi dan organ vestibular

keseimbangan dalam bentuk proprioseptif input kepekaan terhadap



posisi tubuh yang satu dari yang lainnya dan mengatur tonus otot

(Haryani dkk., 2009).

2.1.3 Mesensefalon
Mesensefalon merupakan bagian rostral trunkus ensefali yang terletak
pada peralihan antara fossa cranii media ke fossa cranii posterior
rongga yang terdapat dalam mesensefalon membentuk suatu terusan
sempit yakni mesencephali yang menyalurkan cairan serebrospnal dari
ventrikulus lateral ke ventrikulus quartus (Moore et al., 2013).
Terdapat pusat refleks yang membantu koordinasi pergerakan bola
mata dan kepala, membantu pengaturan mekanisme fokus pada mata,
mengatur respon pupil terhadap stimulus cahaya serta terdapat
substansia nigra yang berperan dalam pengaturan aktivitas motorik

somatik (Haryani dkk., 2009).

2.1.4 Pons
Pons terletak pada permukaan anterior cerebellum, di bawah
mesencephalon dan di atas medulla oblongata. Pons terutama disusun
oleh serabut-serabut saraf yang menghubungkan kedua belahan
cerebellum. Pons juga mengandung serabut-serabut asendens dan
desendens yang menghubungkan otak depan, mesencefalon, dan
meduila spinalis. Beberapa sel saraf di dalam pons berfungsi sebagai
stasiun perantara sedangkan yang lain membentuk inti saraf otak

(Snell, 2012).



2.1.5 Medula Oblongata
Medula oblongata adalah bagian dari korda trunkus ensefali dan
terletak dalam fossa cranii posterior yang berkesinambungan dengan
medula spinalis ruang medulla oblongata membentuk bagian inferior
ventrikulus quartus (Moore, 2013). Medula oblongata merupakan
bagian yang vital dalam pengaturan jantung vasomotor, konstriksi dan
dilatasi pembuluh darah serta pusat pernafasan. Medula oblongata
berperan dalam monitoring kadar CO, pada proses pernapasan,
refleks muntah, refleks bersin, refleks batuk dan refleks menelan. Di
bagian ventral terdapat piramid yang merupakan jalur motorik dari
cerebral ke spinal. Jalur di piramid menyilang, sehingga di bawah
medulla keadaan motorik tubuh dikontrol oleh bagian yang

berlawanan dalam hemisfer cerebri (Haryani dkk., 2009).

2.2 Cerebellum Sebagai Pusat Koordinasi
Cerebellum adalah organ sentral untuk kontrol motor halus. Struktur ini
memproses informasi dari berbagai jaras sensorik terutama vestibular dan
proprioseptif bersama dengan impuls motorik dan mengatur aktivitas area
nuklear motorik di otak dan medula spinalis. Lesi cerebellar nampak secara
klinis berupa gangguan pergerakan dan keseimbangan (Baehr & Frotscher,

2016).

Secara fungsional cerebellum terdiri dari tiga bagian dengan peran berbeda
yang terutama berkaitan dengan kontrol bawah sadar aktivitas motorik.

Secara spesifik, bagian-bagian cerebellum menjalankan fungsi antara lain
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vestibulocerebellar, spinocerebellar dan cerebrocerebellar.
Vestibulocerebellar, berperan penting untuk mempertahankan keseimbangan
dan kontrol gerakan mata. Spinocerebellar berperan dalam meningkatkan
tonus otot dan mengoordinasikan gerakan volunter terampil. Bagian otak ini
sangat penting dalam memastikan waktu yang tepat untuk kontraksi berbagai
otot yang mengoordinasikan gerakan yang melibatkan banyak sendi.
Spinocerebellar juga menerima masukan dari reseptor-reseptor perifer
tentang gerakan tubuh dan posisi yang sebenarnya terjadi. Sedangkan
cerebrocerebellar berperan dalam perencanaan dan inisiasi aktivitas volunter
dengan memberikan masukan ke daerah motorik korteks. Ini juga merupakan

bagian serebelum yang menyimpan ingatan prosedural (Sherwood, 2014).

Batang otak

{Dipotong Je-
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sagital medial
serobelum
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- Serebroserebelurn

Gambar 2. Anatomi cerebellum (Sherwood, 2014)
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Korteks cerebellum tersusun atas tiga lapisan dimulai dari lapisan terluar ke
dalam vyaitu lapisan molekular (stratum molekular), lapisan sel purkinje
(stratum ganglionare) dan lapisan sel granular (stratum granulosum) (Baehr &
Frotscher, 2016).
1. Lapisan molekular (stratum molekular)
Lapisan molekul-molekul lapisan ini terutama terdiri atas proses seluler
yang mayoritas merupakan akson sel granular. Beberapa neuron
ditemukan di antara serabut tersebut (sel stelata, sel basket, sel golgi)
yang berfungsi sebagai interneuron inhibitor (Baehr & Frotscher, 2016).
2. Lapisan sel purkinje (stratum ganglionare)
Lapisan tipis ini hanya mengandung badan sel purkinje yang besar saja,
tersusun berdampingan dalam setiap deret. Pohon dendrit sel ini yang
bercabang banyak dan sangat rumit terarah menuju lapisan molekular.
Pada lapisan molekular pohon dendrit masing-masing pohon dendrit sel
purkinje terletak di suatu bidang yang tegak lurus dengan aksi panjang
folium. Akson sel purkinje merupakan satu-satunya serabut eferen yang
meninggalkan korteks serebri serabut ini terutama berproyeksi ke
nuklei cerebelli profunda dan melepaskan neuro transmitter inhibitor
Gamma-Aminobutyric Acid (GABA). Serabut eferen dari korteks
vestibulocerebellum menembus nukleus sel dan langsung berproyeksi
ke lokasi diluar cerebellum (Baehr & Frotscher, 2016).
3. Lapisan sel granular (stratum granulosum)
Lapisan ini hampir seluruhnya terdiri atas badan sel granular kecil yang

tersusun padat, yang berkisar lebih dari 95% dari seluruh neuron
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cerebellum. Akson sel-sel ini terutama ditemukan di lapisan molekular;
di lapisan ini akson tersebut berjalan di masing-masing folia sebagai
serabut paralel dan membentuk sinaps dengan pohon dendrit sel
purkinje yang berorientasi tegak lurus, kira-kira 200.000 serabut paralel
membentuk sinaps dengan sebuah sel purkinje. Sel granular cerebellum
bersifat glutamatergik dan merupakan satu-satunya neuron korteks yang
memberikan pengaruh eksitatorik pada sel targetnya (Baehr &

Frotscher, 2016).
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Gambar 3. Struktur Korteks Cerebellum (Baehr & Frotscher, 2016)

2.2.1 Input Aferen ke Korteks Cerebelli
Input aferen ke korteks cerebelli terutama berasal dari nukleus
vestibularis ipsilateral dan sebagian kecil langsung berasal dari

organ vestibular tanpa membentuk kontak sinaptik, medula spinalis
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ipsilateral, nukleopontin kontralateral yang dengan demikian secara
tidak langsung dari korteks serebri kontralateral dan kompleks
nuklear olivarius kontralateral di medula. Serabut-serabut oliva
disebut serabut pemanjat yang berakhir di sel purkinje korteks
serebeli, pohon dendritnya merayap naik seperti tanaman ivy.
Semua serabut aferen lain berakhir sebagai serabut berlumut pada
sel-sel granular korteks cerebellum, yang kemudian menghantarkan
impuls lain di sepanjang akson nya ke dendrit sel purkinje. Baik
serabut berlumut atau serabut pemanjat membentuk kolateral
penting ke nuklei cerebelli profunda dalam perjalanannya ke

korteks (Baehr & Frotscher, 2016).

2.2.2 Nukleus Cerebelli
Potongan horizontal cerebellum menunjukkan adanya empat
nukleus profunda di dalam tiap hemisfer cerebelli. Nukleus
fastigialis ditemukan paling medial,di atas ventrikel keempat.
Nukleus ini menerima sebagian besar serabut aferen dari sel
purkinje lobus flokulonodularis (vestibulocerebellar). Sedangkan
serabut eferen nya berjalan langsung ke nukleus vestibularis atau
menyilang ke sisi cerebellum kontralateral kemudian berlanjut ke
formasio retikularis dan nukleus vestibularis. Di lateral nukleus
fastigialis ditemukan dua nukleus yang lebih kecil, yaitu nukleus
globosus dan nukleus emboliformis. Kedua nukleus ini menerima
input aferen dari korteks zona  para vermis dan vermis

(spinocerebellar) dan mengirimkan serabut aferen ke nukleus ruber
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kontralateral nukleus cerebellum yang terbesar yaitu nukleus
dentatus. Input aferennya terutama berasal dari korteks hemisfer
cerebelli (cerebrocerebellar), dan sebagian kecil dari korteks zona
paravermis. Serabut aferennya berjalan melalui  pedunkulus
cerebelli superior ke nukleus ruber kontralateral dan talamus.
Talamus merupakan tempat kontak sinaptik, dengan proyeksi lebih

jauh ke area motorik korteks serebri (Baehr & Frotscher, 2016).
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Gambar 4. Skema dasar hubungan neuronal di dalam cerebellum
(Baehr & Frotscher, 2016)

2.2.3 Proyeksi Aferen dan Eferen Korteks dan Nukleus Cerebelli
Informasi aferen di korteks, diproses dari jaras polisinaptik
kompleks yang akhirnya berkorvergensi ke sel purkinje. Sel
purkinje selanjutnya menghantarkan hasil proses ini ke nukleus
cerebelli profunda dalam bentuk impuls inhibitorik GABAergik. Di
nukleus profunda terjadi proses integratif informasi primer (dari
serabut kolateral jaras aferen cerebellum) dan informasi yang telah

dimodulasi (dari sel purkinje atau dari korteks), dan hasilnya
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kemudian dihantarkan melalui serabut aferen cerebellar ke target

proyeksi cerebellar (Baehr & Frotscher, 2016).
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Gambar 5. Hubungan aferen dan eferen cerebellum
(Baehr & Frotscher, 2016).
2.3 Monosodium Glutamat
2.3.1 Sejarah dan Kegunaan
Asam glutamat ditemukan dan diidentifikasi pada tahun 1866 oleh
Karl Heinrich Ritthausen seorang ahli kimia di Jerman, yang
mengkultur gluten gandum dengan asam sulfat. Pada tahun 1908,
Kikunae lkeda dari Tokyo Imperial University mengisolasi asam
glutamat sebagai substansi rasa dari rumput laut (kombu) Laminaria
japonica dengan ekstraksi berair dan kristalisasi, dan menyebut rasa
tersebut umami. lkeda menyadari bahwa dashi, kaldu Jepang dari

katsuobushi dan kombu, memiliki rasa unik yang belum dijelaskan
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secara ilmiah yaitu berupa rasa tidak manis, asin, asam, atau pahit.
Untuk memverifikasi bahwa ionisasi glutamat bertanggung jawab atas
rasa umami, dia mempelajari sifat rasa garam glutamat yang terdiri
dari kalsium, kalium, amonium, dan magnesium glutamat. Semua
garam ini menimbulkan rasa umami dan rasa logam karena mineral
lainnya. Di antara unsur tersebut, natrium glutamat adalah yang paling
mudah larut, memiliki rasa paling enak dan paling mudah untuk
direalisasikan. Ikeda menyebut produknya MSG, dan mengajukan

paten untuk memproduksi MSG tersebut (Bera et al., 2017).

Asam glutamat adalah asam amino alami yang ditemukan hampir
pada semua makanan, terutama pada makanan protein tinggi seperti
produk susu, daging, ikan, dan sayuran. Selain itu, glutamat dihasilkan
oleh tubuh secara alami dengan berbagai kegunaannya bagi tubuh
seperti sebagai substansi untuk sintesis protein glutamat, prekursor
glutamin, neurotransmitter, dan untuk biosintesis seluruh asam amino.
Namun, di dalam tubuh glutamate dipertahankan pada kadar yang
rendah dan nontoksik. Contoh MSG yang beredar dan diperbolehkan
untuk dikonsumsi yaitu maltol, ethyl maltol, glycine, dan L-Leucin.
Adapun MSG yang dilarang untuk digunakan adalah L-glutamic acid,
monosodium L-glutamate, Monopotassium b-glutamate calcium di L-
Glutamate, disodium guanylate, disodium inosinate dan disodium 5-

ribonucleotides (Yonata dan Iswara, 2016)
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2.3.2 Glutamat sebagai Neurotransmitter
Pada penelitian neuroanatomis yang klasik neuron terbagi menjadi 2
tipe utama berdasarkan bentuk dan panjang proyeksinya. Neuron
utama dengan proyeksi yang jauh disebut neuron golgi tipe 1.
Sedangkan interneuron dengan akson yang pendek disebut neuron
golgi tipe 2. Saat ini neuron biasanya diklasifikasikan menurut fenotip
neurotransmitternya yang umumnya menentukan termasuk dalam
kelompok eksitatorik atau inhibitorik. Lazimnya neurotransmitter
eksitatorik di SSP adalah glutamat sedangkan neurotransmitter
inhibitorik adalah GABA. Neurotransmitter inhibitorik di medula
spinalis antara lain glisin. Asetilkolin dan norepinefrin adalah
neurotransmitter terpenting pada sistem saraf otonom tetapi juga
ditemukan pada SSP. Neurotransmitter penting lainnya meliputi
dopamin serotonin dan berbagai jenis neuropeptida yang telah banyak
ditemukan dan terus akan teridentifikasi terutama di interneuron

(Baehr & Frotscher, 2016).

Reseptor glutamat terbagi menjadi tiga tipe yaitu asam a-amino-3-
hidroksi-5-metil-4-isoksazolepropionat (AMPA), N-metil-D-aspartat
(NMDA) dan reseptor kainate. Glutamat berikatan dengan reseptor
AMPA menimbulkan influks ion Na®, yang mendepolarisasi sel.
Aktivasi reseptor NMDA juga menyebabkan influks ion Na* disertai
influks Ca*. Namun reseptor NMDA hanya dapat diaktifkan setelah
blokade kanal ionnya (oleh ion magnesium) dihilangkan, keadaan ini

disempurnakan melalui depolarisasi membran yang diinduksi oleh
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reseptor AMPA. Neurotransmitter eksitatorik glutamat memiliki efek
yang bervariasi, pertama mengaktifkan reseptor AMPA dan kemudian
reseptor NMDA, setelah membran terdepolarisasi (Baehr & Frotscher,

2016).

Neuron glutamatergik membentuk sistem rangsang utama di otak dan
memainkan peran penting dalam banyak fungsi
neurofisiologis. Dalam kondisi normal, glutamat  adalah
neurotransmitter utama dalam persepsi dan kognisi primer di otak
serta memproduksi tanggapan rangsang. Respon ini dihasilkan setelah
interaksi glutamat dengan reseptor yang menyusun saluran kation.
Aktivasi berlebihan dari glutamat reseptor dapat menghasilkan
kelainan fungsi dan kematian neuron yang disebut eksitotoksisitas

(Dong et al., 2009).

2.3.3 Hubungan MSG dengan Eksitotoksisitas dan Stres Oksidatif
Eksitotoksisitas akut dianggap sebagai mediasi berlebihan depolarisasi
membran postsinaptik. Hal ini dapat menyebabkan ketidakseimbangan
osmotik sel ketika dimasuki ion Na®, CI', dan air, yang akhirnya
menyebabkan pecahnya membran sel. Banyak laporan yang
menunjukkan eksitotoksik neurodegeneratif akut yang diikuti aktivasi
reseptor glutamat, tergantung pada Na* dan CI" yang masuk. Dengan
demikian, hilangnya Na* atau Clekstraseluler dapat menghilangkan

degenerasi sel saraf yang dimediasi oleh NMDA (Dong et al., 2009).
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Perpindahan ion CI" merupakan komponen utama respon eksitotoksik
akut pada neuron. Peningkatan signifikan pada konsentrasi CI
intraseluler diamati pada neuron hipokampus selama neurotoksisitas
diinduksi oleh glutamat dan kekurangan oksigen / glukosa (Dong et
al., 2009). Selain itu, sejumlah besar penelitian yang menggunakansel-
sel saraf telah melaporkan bahwa eksitotoksik glutamat yang
meningkatkan ~ masuknya  Ca®*  ekstraseluler, menghasilkan
pengasaman intraseluler yang dapat merangsang beberapa sistem
pengatur pH, termasuk Na*-H™ Exchanger (NHE). Pengaktifan NHE
menyebabkan penurunan aktivitas transpor natrium-kalsium. Karena
tingginya Ca”" intraseluler dapat memperburuk proses kematian sel,
penghambatan NHE diusulkan untuk menurunkan kematian sel yang

diinduksi iskemia dalam berbagai sel (Lee et al., 2009).

Ca?" yang masuk melalui saluran reseptor glutamat dianggap sebagai
jalur umum kematian sel neuron. Level glutamat yang berlebih di
CNS dapat menyebabkan peningkatan level Ca®" intraseluler, yang
kemudian dapat menyebabkan kenaikan konsentrasi Ca** dalam
organel sensitif seperti mitokondria dan retikulum endoplasma (Dong

et al., 2009).

Oleh karena peran penting Ca** dalam mempromosikan kematian sel,
menghalangi influks Ca®* dari retikulum endoplasma ke mitokondria
atau buffering intraseluler Ca*" juga dapat mengurangi Ssensitivitas

seluler terhadap rangsangan apoptosis (Dong et al., 2009).
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Gambar 6. Skema jalur yang terlibat dalam eksitotoksisitas yang diinduksi
glutamat (Duchen, 2012)

Masuknya kalsium melalui saluran gated-voltage atau celah reseptor
NMDA diikuti oleh influks Ca®* mitokondria melalui mitocondria
calsium uniporter (MCU). Sedangkan kontrol peningkatan fisiologis
intramitokondrial (Ca®") adalah peningkatan aktivitas tiga tingkat
enzim pembatas siklus asam sitrat (TCA cycle), patologis dan influks
Ca®* yang berkepanjangan sehingga terjadi kelebihan muatan
(overload) Ca®* mitokondria. NMDA yang di mediasi influks Ca2+
bergabung dengan NO oleh neuronal Nitric Oxide Synthase (nNOS)
mengangkut Ca®*  sehingga dapat mengaktifkan Nicotinamide
Adenine Dinucleotide Phosphate (NADPH) oksidase (Nox),
sementara kelebihan muatan Ca?* mitokondria juga dapat
meningkatkan pembentukan superoksida oleh rantai transpor elektron
(ETC). Nitrosatif atau stres oksidatif yang timbul baik dari ETC atau
dari aktivasi Nox dapat menyebabkan terlalu aktifnya Poly ADP-

ribosa polimerase (PARP). PARP mengkonsumsi Nikotinamida
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Adenosin Dinukleotida (NAD™) untuk membentuk PARP lain, dan
menyebabkan deplesi dari NAD", kegagalan glikolisis dan kegagalan
pasokan substrat mitokondria. Ini memuncak dengan hilangnya
membran potensial mitokondria (Ay m). Penipisan ATP dan kematian
sel. Polimer PAR vyang dihasilkan oleh PARP juga dapat
menyebabkan pelepasan Apoptosis Inducing Factor (AIF) yang
memperbesar kematian sel setelah translokasi ke nukleus (Duchen,

2012).

Radikal bebas disebut sebagai zat pengoksidasi. Manusia terus-
menerus terpapar radikal bebas yang diciptakan oleh proses internal
metabolisme sel itu sendiri. Sel umumnya memiliki sejumlah
mekanisme untuk bertahan terhadap kerusakan yang ditimbulkan
oleh radikal bebas. Masalah terjadi ketika produksi ROS melebihi
ambang batas eliminasi perlindungan dari antioksidan atau bahkan
mengalami kerusakan. Ketidakseimbangan antara produksi ROS
seluler dan ketidakmampuan sel untuk melawan efeknya disebut stres
oksidatif, yang merupakan faktor utama dalam patogenesis kerusakan
neuron dan terlibat dalam cedera SSP akut maupun kronis (Duchen,

2012).

Stres oksidatif adalah penyebab utama dari penyakit neurodegeneratif.
Hubungan antara stres oksidatif dan kematian neuron telah diteliti
secara luas. Stres oksidatif merusak asam nukleat, protein dan lemak

serta berpotensi membuka Mitochondrial Permeability Transition
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Pore (MPTP), yang lebih lanjut dapat merangsang produksi ROS,
kegagalan pembentuka energi dan melepaskan faktor-faktor
proapoptotik seperti sitokrom c ke sitoplasma. Tingginya kadar ROS
dan penurunan mekanisme regulasi anti-oksidan mengakibatkan
kematian sel neuron di penyakit neurodegeneratif (Farooqui dan

Farooqui, 2009).

2.4 Vitamin C
2.4.1 Sumber dan Manfaat
Vitamin C pertama kali dimurnikan oleh ahli biokimia Albert Szent-
Gyorgyi yang bekerja di Cambridge, Inggris. Beliau merumuskan
suatu komponen yang disebut asam heksurat, yang akhirnya menjadi
asam askorbat (vitamin C generasi pertama). Vitamin C adalah
nutrien yang larut dalam air merupakan senyawa organik yang harus
ada pada diet dalam jumlah tertentu untuk mempertahankan integritas
dan metabolisme tubuh yang normal. Nama kimia vitamin C dari
bentuk utamanya yaitu asam askorbat. Vitamin C disentisasi dari D-
glukosa dan D-galaktosa dalam tumbuh-tumbuhan dan sebagian besar
hewan. Dalam keadaan kering cukup stabil, tetapi dalam larutan
vitamin ini mudah rusak oleh proses oksidasi terutama bila terkena
panas. Oleh karena sangat mudahnya teroksidasi oleh panas, cahaya
danlogam ini maka vitamin C masuk kedalam golongan antioksidan

(Pakaya, 2014).
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Vitamin C disebut juga asam askorbat, merupakan vitamin yang
paling sederhana, mudah berubah akibat oksidasi, tetapi amat berguna
bagi manusia. Struktur kimianya terdiri dari rantai 6 atom C dan
kedudukannya tidak stabil (C6H806), karena mudah bereaksi dengan
O, di udara menjadi asam dehidroaskorbat. Vitamin ini merupakan
fresh food. Vitamin C pada tumbuhan merupakan metabolit sekunder,
karena terbentuk dari glukosa melalui jalur asam D-glukoronat dan L-
gulonat. Pada manusia, binatang menyusui tingkat tinggi dan marmot
proses biosintesis ini tidak terjadi, karena adanya hambatan biosintetik
yang sifatnya genetik antara L-golonolakton dan 2keto-L-
gulonolakton sehingga untuk spesies tersebut vitamin C merupakan

faktor penting dalam makanan (Cresna et al., 2014).

HO,

HO

HO OH

(a) (b)
Gambar 7. (a).Asam askorbat (tereduksi) dan (b).Asam
dehidroaskorbat (teroksidasi) (Cresna et al., 2014)
Vitamin C dari alam bisa ditemukan pada buah-buahan ataupun
sayuran. Contoh buah-buahan lokal yang diketahui kaya akan vitamin

C adalah buah lemon lokal, jeruk nipis, jambu biji, apel Malang dan

nanas. (Almatsier, 2009).
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2.4.2 Vitamin C sebagai Antioksidan
Otak adalah organ yang secara khusus terpapar stres oksidatif dan
aktivitas radikal bebas, yaitu terkait dengan tingginya kadar asam
lemak tak jenuh dan tingkat metabolisme sel yang tinggi (Hansen et
al., 2014). Asam askorbat, sebagai antioksidan, bertindak langsung
dengan mengambil ROS dan NOS vyang dihasilkan selama
metabolisme sel normal (Hu dan Chen, 2010). Studi in vivo
menunjukkan bahwa askorbat memiliki kemampuan untuk
menginaktivasi  superoksida radikal yang merupakan produk
sampingan utama metabolisme cepat neuron mitokondria (Kocot et

al., 2017).

Selain itu, askorbat adalah faktor kunci dalam daur ulang antioksidan
lain, misalnya alfa tokoferol (vitamin E). Alfa tokoferol, yang
ditemukan di semua membran biologis, terlibat dalam mencegah lipid
peroksidasi dengan menghilangkan radikal peroksil. Selama proses ini
a-tokoferol dioksidasi menjadi o-tokoferheril radikal, yang dapat
menghasilkan efek yang sangat berbahaya. Askorbat dapat
mengurangi radikal tocopheroxyl kembali ke tokoferol dan kemudian
bentuk teroksidasi didaur ulang oleh sistem enzimatik dengan
menggunakan Nikotinamida Adenosin Dinukleotida Hidrogen
(NADH) atau NADPH. Mengenai fakta-fakta ini, vitamin C dianggap

penting agen neuroprotektif (Kocot et al., 2017).
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Salah satu fungsi non antioksidan vitamin C adalah partisipasinya
dalam transduksi sinyal neurotransmitter SSP (Hansen et al., 2014).
Vitamin C mempengaruhi proses ini melalui modulasi pengikatan
neurotransmiter ke reseptor serta mengatur pelepasan reseptor
tersebut. Selain itu, asam askorbat bertindak sebagai faktor
pendamping dalam sintesis neurotransmiter, khususnya katekolamin-
dopamin dan norepinefrin. Efek modulasi askorbat dapat dibagi
menjadi efek jangka pendek dan jangka panjang. Efek jangka pendek
mengacu pada peran askorbat substrat untuk dopamin-p-hidroksilase.
Vitamin C memasok elektron untuk enzim ini yang mengkatalisasi
pembentukan norepinefrin dari dopamin. Selain itu juga dapat
memberikan pengaruh neuroprotektif terhadap ROS dan kuinon yang

dihasilkan oleh metabolisme dopamin (Kocot et al.,2017).

Efek jangka panjang dapat dihubungkan dengan peningkatan ekspresi
gen tyrosine hydroxylase, kemungkinan melalui mekanisme yang
mensyaratkan peningkatan adenosin  monofosfat siklik (CAMP)
intraseluler. Fungsi asam askorbat sebagai neuromodulator transmisi
saraf mungkin juga terkait dengan pengurangan residu asam amino
atau membersihkan ROS yang dihasilkan sebagai respons terhadap
aktivasi reseptor neurotransmitter. Selain itu, beberapa penelitian
menunjukkan bahwa asam askorbat dapat memodulasi aktivitas dari
beberapa reseptor seperti glutamat dan GABA (Covarrubias-Pinto et
al., 2015). Vitamin C telah terbukti mencegah kerusakan eksitotoksik

yang disebabkan oleh glutamat ekstraseluler berlebihan yang
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mengarah ke hiperpolarisasi reseptor NMDA yang menyebabkan
kerusakan neuron. Vitamin C menghambat pengikatan glutamat pada
reseptor NMDA, sehingga menunjukkan efek langsung dalam
mencegah stimulasi saraf berlebihan yang diberikan oleh glutamat.
Efek dari asam askorbat pada reseptor GABA dapat berupa penurunan

aktivasi barier energi yang diinduksi GABA (Kocot et al., 2017).

2.4.3 Sistem Transpor dan Distribusi Vitamin C di Otak
Dua sawar utama masuknya vitamin C menjadi molekul hidrofilik ke
dalam SSP yaitu sawar darah otak dan cairan darah serebrospinal
(Nualart et al.,, 2014). Penyerapan asam askorbat dalam tubuh
terutama bergantung oleh dua transporter natrium famili SLC23, yaitu
transporter vitamin C dependen-natrium tipe 1 (SVCT1) dan tipe 2
(SVCT2). Kedua tipe ini  memiliki struktur dan urutan asam amino
yang serupa, tetapi memiliki distribusi jaringan yang berbeda. SVCT1
ditemukan terutama di membran apikal perbatasan sel sikat tubular
usus dan ginjal, sedangkan SVCT2 berada di sebagian besar sel
jaringan (Corpe et al., 2010). SVCT2 sangat penting untuk
pengangkutan vitamin C di otak yang memediasi pengangkutan
askorbat dari plasma, melintasi pleksus koroid ke cairan serebrospinal
dan melintasi membran plasma sel neuron ke sitosol (Hansen et al.,
2014). Dehydroascorbic Acid (DHA) memasuki sistem saraf pusat
lebih cepat daripada askorbat setelah pemberian oral. DHA diambil
oleh transporter glukosa (GLUT), yang memiliki afinitas dengan

bentuk  vitamin C (Parker et al.,, 2015). GLUT1 dan GLUTS3
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bertanggung jawab terutama untuk penyerapan DHA di SSP (Nualart
et al, 2014). Transportasi DHA oleh transporter GLUT bersifat dua
arah dimana setiap molekul DHA yang terbentuk di dalam sel dengan
oksidasi askorbat, dapat terhapus dan hilang. Fenomena ini dapat
dicegah dengan mekanisme seluler yang efisien dari pengurangan
DHA dan daur ulang askorbat (May, 2012). Neuron dapat mengambil
asam askorbat menggunakan kedua cara yang tersebut, sedangkan
astrosit memperoleh vitamin C hanya menggunakan transporter

GLUT (Garcia et al., 2016).

2.5 Balance Beam Test
Cedera otak, manipulasi genetik, dan terapi farmakologis dapat
mengakibatkan perubahan keterampilan motorik pada tikus. Koordinasi
motorik halus dan keseimbangan dapat dinilai dengan uji berjalan di atas
balok (beam walking assay). Tujuan dari tes ini adalah agar tikus dapat
tegak dan berjalan melintasi balok yang sempit dengan ketinggian tertentu
menuju platform yang aman. Tes ini berlangsung selama 3 hari berturut-
turut yaitu 2 hari pelatihan dan 1 hari pengujian. Performansi tikus di atas
balok dikuantifikasi dengan mengukur waktu yang dibutuhkan tikus untuk
melintasi balok dan jumlah selip kaki yang terjadi dalam proses tersebut.
Uji ini sangat berguna untuk mendeteksi defisit halus dalam keterampilan
motorik dan keseimbangan yang mungkin tidak terdeteksi oleh tes
koordinasi motorik lain, seperti rotarod. Rekaman video dapat digunakan

untuk analisis yang lebih baik terhadap kaki tikus yang selip dan
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pengamatan defisit motorik lainnya. Cara alternatif untuk menganalisis

defisit motorik adalah dengan sistem skor neurologis (Luong et al., 2011).

Berdasarkan protokol balance beam test menurut Southwell et al. (2009)
dan Carter et al. (2001), perangkat yang digunakan terdiri dari balok
sepanjang 1 meter dengan permukaan rata selebar 12 mm atau 6 mm yang
terletak setinggi 50 cm di atas dua tiang dan kotak hitam ditempatkan di
ujung balok sebagai titik akhir. Balok dengan ukuran lebih lebar misalnya
28 mm dapat digunakan untuk tikus yang tidak dapat melewati balok yang
lebih sempit atau pada tikus yang berukuran lebih besar. Sarang dan
makanan dari kandang diletakkan di dalam kotak hitam untuk menarik
tikus melewati balok menuju kotak tersebut. Bola lampu 60 watt dapat
digunakan untuk menstimulus tikus menjauhi titik awal serta penambahan
kain nilon yang diregangkan di bawah balok selebar 7,5 cm untuk
melindungi tikus yang jatuh dari risiko cedera. Kamera video dengan
tripod untuk merekam kinerja tikus diletakkan di sekitar perangkat (Luong

etal., 2011).

Tikus ditempatkan dalam kandang khusus sesuai kelompok perlakan
setidaknya 2 minggu sebelum dimulainya tes. Sekitar 10 menit sebelum
training/ pengujian, tikus diangkut ke ruangan yang berisi peralatan balok

(Luong et al., 2011).

Trial atau latihan diberikan untuk membiasakan tikus dengan balok. Untuk
setiap trial, tikus ditempatkan di tengah balok menghadap salah satu

platform dan kemudian dilepaskan. Latensi tikus yang jatuh dari balok
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direkam. Jika tikus lolos ke salah satu platform atau tetap di balok selama
trial, diberikan waktu maksimum 60 detik (Jawhar et al., 2012). Dapat
diberikan penamambahan hari training jika tikus tetap tidak berhasil
melewati seluruh balok setelah 2 hari training. Jika diterapkan terapi
tertentu pada tikus, maka ukuran awal kinerja tikus harus diperoleh

sebelum pemberian terapi tersebut (Luong et al., 2011).

100 em

80 cm

bearn diameters:

Dzamm []12mm O5mm 50 cm

Ozamm O17mm Q11 mm

Gambar 8. Dimensi Alat Balance beam test (Carter et al., 2001)
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2.6.2 Kerangka Konsep
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Variabel Bebas

Induksi Vitamin C

Variabel Terikat
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Gambar 10. Kerangka Konsep

2.7 Hipotesis

Ho: Tidak terdapat pengaruh pemberian vitamin C terhadap koordinasi

motorik tikus putih yang diinduksi MSG

H; : Terdapat pengaruh pemberian vitamin C terhadap koordinasi motorik

tikus putih yang diinduksi MSG



BAB 111
METODE PENELITIAN

3.1 Jenis dan Desain Penelitian
Jenis penelitian ini adalah penelitian analisis kuantitatif. Penelitian ini
merupakan eksperimental murni dengan desain penelitian post test only

control group design.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

3.2.1 Tempat Penelitian
Penelitian ini dilakukan di dua tempat antara lain:
a. Animal house Fakultas Kedokteran Universitas Lampung
b. Laboratorium biomolekuler, biokimia dan fisiologi Fakultas

Kedokteran Universitas Lampung

3.2.2 Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan selama 6 bulan, yakni terhitung mulai pada bulan

Juni hingga November 2019.

3.3 Populasi dan Sampel Penelitian
3.3.1 Populasi Penelitian
Populasi penelitian ini adalah tikus putih (Rattus norvegicus) jantan

galur Sprague dawley dewasa berusia 8-12 minggu dengan berat badan
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120-160 gr. Tikus tersebut diperoleh dari Animal Vet Laboratorium

Services Dramaga Bogor.

3.3.2 Sampel Penelitian
3.3.2.1 Jumlah Sampel
Sampel adalah objek yang diteliti dan dianggap mewakili
seluruh populasi (Notoatmodjo, 2014). Penentuan jumlah
sampel ini berdasarkan rumus Federer untuk uji
eksperimental:
(t-1)(n-1)>15
Dengan (t) adalah jumlah kelompok perlakuan dan (n) adalah
jumlah ulangan pada masing-masing kelompok. Penelitian ini
dilakukan pada 5 kelompok perlakuan (t = 5) yaitu kontrol
positif (K+), kontrol negatif (K-), perlakuan 1 (P1), perlakuan
2 (P2) dan perlakuan 3 (P3). Perhitungan jumlah sampel untuk
setiap kelompok adalah sebagai berikut:
(5-1)(n-1) > 15
4(n-1) > 15
(n-1) > 15/4
(n-1) > 3,75
n>3,75+1
n>4,75

n=>5
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Dari perhitungan di atas, dibutuhkan sampel minimal
sebanyak 5 ekor tikus tiap kelompok. Untuk menghindari

drop out ditambahkan tikus dengan rumus sebagai berikut :

Keterangan:

N : Besar sampel koreksi

n :Jumlah sampel berdasarkan estimasi

f : Perkiraan proporsi drop out sebesar 10% (Sastroasmoro

dan Sofyan, 2014).

N=-2
1-f
_ s
T 1-10%
N =
0,9
N =555

N =6 (pembulatan ke atas)

Berdasarkan perhitungan sampel di atas, akan diberikan
penambahan 1 ekor tikus per kelompok untuk menghindari
drop out, sehingga jumlah sampel yang dibutuhkan dalam
penelitian ini berjumlah 30 ekor tikus putih (Rattus
norvegicus) jantan galur Sprague dawley dan terbagi dalam

5 kelompok.
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3.3.2.2 Teknik Sampling
Penelitian ini menggunakan metode probability sampling
dengan pengambilan sampel acak sederhana (simple

random sampling).

3.3.2.3 Kriteria Inklusi dan Kriteria Eksklusi
a. Kriteria Inklusi
1. Tikus putih Rattus norvegicus jantan galur Sprague
dawley
2. Sehat (gerak aktif dan tidak cacat)
3. Dapat bertahan di atas perangkat balance beam test
>60 detik
4. Memiliki berat badan 120-160 gr
5. Berusia sekitar 8-12 minggu (dewasa)
b. Kriteria Eksklusi
1. Tikus mati sebelum mendapat perlakuan
2. Kelainan anatomis
3. Penurunan berat badan lebih dari 10% saat masa

adaptasi

3.4 ldentifikasi Variabel dan Definisi Operasional Variabel
3.4.1 ldentifikasi Variabel
a. Variabel bebas: dosis vitamin C

b. Variabel terikat: koordinasi motorik



36

3.4.2 Definisi Operasional Variabel

Tabel 1 Definisi Operasional

Alat Hasil Skala

No Variabel Definisi Ukur Ukur ukur

Coding

a. Koordinasi Merupakan fungsi Balance  Waktu  Numerik -
motorik harmonis bagian tubuh beam (s)

yang melibatkan test
pergerakan, termasuk
gerakan motorik kasar,
gerakan motorik halus,
dan perencanaan motorik
atau motor  planning
(Wuang, et al.,, 2012).
Pada hewan coba dapat
diukur dengan  waktu
yang dibutuhkan tikus
untuk  melintasi  balok
(balance  beam) dan
jumlah kaki yang selip
selama proses tersebut
(Luong et al., 2011)

Dosis yang diberikan
b. Dosis pada perlakuan Neraca Gram  Kategorik
vitamin C (gn

P1. Dosis 100mg/kgBB a.100gr

dikonversikan ke berat /kgBB

badan rata-rata tikus, lalu (Kategori 0)

dilarutkan dengan

pengenceran 14  ml b.200gr

aquades /kgBB
(Kategori 1)

P2. Dosis 200mg/kgBB

dikonversikan ke berat ¢.400gr

badan rata-rata tikus, lalu /kgBB

diencerkan dengan 7 ml (Kategori 2)

aquades

P3. Dosis 400mg/kgBB
dikonversikan ke berat
badan rata-rata tikus, lalu
diencerkan dengan 3 ml
aquades

3.5 Instrumen Penelitian
3.5.1 Bahan Penelitian
1. Bahan Biologis: tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur

Sprague dawley dengan berat 120-160 gr.
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2. Bahan Kimia: 100% MSG non merk dengan dosis 4 gr/kgBB,
vitamin C sediaan 100 mg/tablet merk KF dan aquades.

3.5.2 Alat Penelitian

Adapun alat penelitian yang digunakan adalah sebagai berikut:

a. Kandang tikus yang terbuat dari kawat sebanyak 5 kandang

b. Botol minum tikus

c. Sonde lambung

d. Spuitlcc,3ccdan5cc

e. Gelas ukur 10 ml dan 100 ml

f. Rak tabung reaksi

g. Mortar dan Alue

h. Pipet tetes

i. Tabung erlenmayer

j. Labu ukur 100ml, 250 ml,

K. Neraca analitik

I. Kamera

m. Stopwatch

n. Balance beam test

3.6 Prosedur Penelitian
3.6.1 Pemeliharaan Hewan Coba
Hewan uji yang digunakan adalah tikus putih (Rattus norvegicus) jantan
dewasa galur Sprague dawley umur 8-12 minggu dengan berat 120-160
gr dan sehat. Dasar kandang dilapisi dengan serbuk kayu setebal 0,5-

1cm dan diganti setiap 3 hari sekali untuk mencegah infeksi yang dapat
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terjadi akibat kotoran tikus tersebut. Dalam 1 kelompok, 3-4 ekor tikus
ditempatkan dalam 1 kandang. Cahaya, suhu, dan kelembaban ruangan
memanfaatkan sinar matahari langsung. Makanan dan  minuman
diberikan secukupnya dalam wadah terpisah dan diganti setiap hari.
Makanan yang diberikan pada tikus berupa pelet ayam, sedangkan air
minum yang diberikan berupa air putih yang diletakkan dalam botol
plastik yang disumbat pipa aluminium. Setiap tikus diberi perlakuan

satu kali sehari selama 21 hari.

3.6.2 Prosedur Penyediaan MSG dan Vitamin C
Bubuk MSG yang digunakan berupa kristal putih yang mengandung
100% MSG yang terbungkus rapi dalam kantong plastik tertutup.
Sedangkan vitamin C yang digunakan dalam sediaan tablet 100 mg
akan dikonversikankan ke dosis vitamin C bertingkat pada kelompok
perlakuan 1, 2 dan 3 dengan perhitungan sebagai berikut :
a. Dosis 100 mg/kgBB/hari : Dikonversikan ke berat badan rata-rata
tikus maka vitamin C yang dibutuhkan.
Vitamin C = dosis X berat badan rata-rata tikus
=100mg/kgBB X 140grBB
=14 mg
Sediaan tablet 100 mg dilarutkan dengan pengenceran 14 ml
aquades yang diperoleh dengan perhitungan sebagai berikut:
Vi XM; =V, XM;

2ml X 100 mg =V, X 14 mg

_2x100

V, =
2 14




39

V, =14 ml

b. Dosis 200 mg/kgBB/hari : Dikonversikan ke berat badan rata-rata
tikus maka vitamin C yang dibutuhkan.
Vitamin C = dosis X berat badan rata-rata tikus

= 200mg/kgBB X 1409rBB

=28 mg
Sediaan tablet 100 mg dilarutkan dengan pengenceran 7 ml
aquades yang diperoleh dengan perhitungan sebagai berikut:

Vi XM, =V, X M,

2ml X 100 mg =V, X 7 mg

2x100
V2: X
28

V2:7m|

c. Dosis 400mg/kgBB/hari : Dikonversikan ke berat badan rata-rata
tikus maka vitamin C yang dibutuhkan.
Vitamin C = dosis X berat badan rata-rata tikus

= 400mg/kgBB X 1409rBB

=56 mg
Sediaan tablet 100mg dilarutkan dengan pengenceran 3 ml aquades
yang diperoleh dengan perhitungan sebagai berikut:

Vi XM; =V, XM

2ml X 100 mg =V, X 14 mg

_ 2x100

V, =
27 56

V2=3ml
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1. Pelarutan MSG
Kristal MSG yang digunakan dengan dosis 4 gr/kgBB/hari
dikoversikan ke berat badan tikus rata-rata sebagai berikut
Vitamin C = dosis X berat badan rata-rata tikus
= 4 gr/kgBB X 140grBB
=0,56 mg~= 0,6 mg
Kemudian dimasukkan ke dalam gelas ukur dan ditambahkan
2ml aquades. Setelah itu diaduk sampai kristal MSG larut

dengan aquades.

2. Prosedur Pemberian dosis Vitamin C
Pemberian akan dilakukan secara peroral per tikus yang diberi
perlakuan. Setiap tikus akan diberikan vitamin C sesuai dosis

masing-masing yang dilarutkan dalam 2 ml aquades.

3.7 Pemberian Perlakuan

Setiap kelompok mendapatkan perlakuan yang berbeda, yaitu:

1. Kontrol Positif (K+) : diberi MSG dosis 4gr/kgBB dalam 2ml aquades
dengan frekuensi satu kali sehari selama 21 hari secara peroral.

2. Kontrol Negatif (K-) : diberi aquades dengan volume 2ml dengan
frekuensi satu kali sehari selama 21 hari secara peroral.

3. Perlakuan 1 (P1) : tikus diberi MSG dosis 4gr/kgBB + vitamin C dosis
100mg/kgBB dalam 2ml aquades dengan frekuensi satu kali sehari selama

21 hari secara peroral.
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4. Perlakuan 2 (P2) : tikus diberi MSG dosis 4gr/kgBB + vitamin C dosis
200mg/kgBB dalam 2ml aquades dengan frekuensi satu kali sehari selama
21 hari secara peroral.

5. Perlakuan 3 (P3) :tikus diberi MSG dosis 4gr/KgBB + vitamin C dosis
400mg/kgBB dalam 2ml aquades dengan frekuensi satu kali sehari selama

21 hari secara peroral.

3.8 Penilaian Koordinasi dengan Balance Beam Test

Setelah masa adaptasi, tikus putih diberikan pre conditioning test terlebih

dahulu untuk menilai koordinasi motorik awal sebanyak 1 sesi dengan

perangkat balok selebar 17 mm dan panjang 100 cm. Tikus yang mampu
bertahan diatas balok <60 detik dinyatakan masuk dalam kriteria inklusi.

Tikus kemudian diinduksi dengan MSG dan vitamin C selama 21 hari sesuai

dosis yang telah ditentukan. Pada hari ke-22 dan 23 diberikan latihan

percobaan (trial) untuk membiasakan tikus dengan balok dan kemudian pada
hari ke-24 dilakukan pengujian dengan balance beam test. Prosedur
penggunaan alat balance beam test adalah sebagai berikut:

1. Pada hari training, setiap tikus melewati balok sebanyak 3 kali. Tikus
ditempatkan di salah satu ujung balok dan waktu yang diperlukan untuk
menyebrang ke kotak di ujung balok sepanjang 80cm dicatat.

2. Tikus dapat beristirahat di kandang selama 10 menit diantara sesi
training. Selama periode ini, 3-4 tikus lainnya dapat dilatih melewati
balok untuk memanfaatkan waktu secara efisien. Jika tikus mengulur
waktu, mengendus atau berhenti, peneliti harus mendorong tikus untuk

terus bergerak dari belakang dengan sarung tangan. Setelah tikus berada
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di kotak aman, diberikan waktu untuk beristirahat sebelum percobaan
berikutnya dalam satu sesi. Setelah sesi training, tikus dikembalikan
langsung ke kandang perlakuan. Pada penelitian ini tidak diberikan
tambahan hari training.

. Pada hari pengujian, waktu untuk melewati balok dicatat. Dua sesi
dimana tikus tidak berhenti dan berhasil melewati balok dirata-ratakan.

. Setelah training atau pengujian selesai, balok dan kotak dibersihkan dari
kotoran tikus dan diseka dengan handuk yang direndam dengan etanol

70%. Kemudian disiram dengan air sebelum perangkat digunakan.



3.9 Diagram Alur Penelitian

Pengajuan etik penelitian

!

Pengambilan hewan coba

Y

Aklitimasi hewan coba

Pembagian kelompok

Kontrol (-) :

Diinduksi
aquades
sebanyak 2
ml peroral
dengan
mengunakan
sonde

\ 4

|

!
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Kontrol (+) :

Diinduksi
MSG peroral
dengan dosis
4gr/kgBB/hari.

Perlakuan 1 :

Diinduksi
MSG peroral
dengan dosis
4gr/kgBB/hari

Dan diinduksi
vitamin C per
oral dengan
dosis
100mg/kgBB.

Perlakuan 2 :

Diinduksi
MSG peroral
dengan dosis
4gr/kgBB/hari

Dan diinduksi
vitamin C per
oral dengan
dosis
200mg/kgBB.

Perlakuan 3 :

Diinduksi
MSG peroral
dengan dosis
4g/kgBB/hari.

Dan diinduksi
vitamin C per
oral dengan
dosis
400mg/kgBB.

Pengujian koordinasi motorik

v

Interprestasi dan analisis

data

v

Kesimpulan

Gambar 11. Alur Penelitian
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3.10 Pengolahan dan Analisis Data
3.10.1 Pengolahan Data
Data yang telah diperoleh akan diubah kedalam bentuk table-tabel,
kemudian proses pengolahan data menggunakan program komputer
yang terdiri beberapa langkah :

a) Koding, untuk mengkonversikan (menerjemahkan) data yang
dikumpulkan selama penelitian kedalam simbol yang cocok untuk
keperluan analisis.

b) Data entry, memasukkan data kedalam computer.

c) Verifikasi, memasukan data pemeriksaan secara visual terhadap
data yang telah dimasukan kedalam komputer.

d) Output komputer, hasil yang telah dianalisis oleh komputer
kemudian dicetak.

3.10.1 Analisis Data
Kelompok penelitian terdiri dari lima kelompok yaitu tiga kelompok
perlakuan dan dua kelompok kontrol. Pada tiap kelompok, data yang
terkumpul dianalisis menggunakan program komputer untuk menilai
apakah data berdistribusi normal atau tidak secara statistik. Uji
normalitas data menggunakan uji Shapiro-Wilk karena sampel yang
digunakan kurang dari sama dengan 50. Setelah uji normalitas,

dilakukan uji homogenitas dengan menggunkan Levene test.

Karena distribusi data normal dan variasi seragam, maka digunakan
uji parametrik One-Way ANOVA. Hipotesis dikatakan diterima

apabila nilai p<0,05. Untuk menilai kebermaknaan antar kelompok
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dilanjutkan dengan analisis post-hoc Least Significant Difference

(LSD).

3.11 Etika Penelitian
Penelitian ini diajukan ke Komisi Etika Penelitian Kesehatan Fakultas
Kedokteran Universitas Lampung untuk mendapatkan ethical clearance.
Penelitian ini dilakukan dengan mengutamakan tiga prinsip etik pada

hewan perocbaan yaitu replacement, reduction dan refinement.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
1. Terdapat pengaruh pemberian MSG sebanyak 4 gr/kgBB/hari selama
21 hari terhadap koordinasi motorik tikus putih (Rattus novergicus)
jantan galur Sprague dawley.
2. Dosis vitamin C sebesar 200 mg/kgBB/hari efektif mencegah
gangguan koordinasi motorik akibat induksi MSG 4 gr/kgBB/hari

selama 21 hari.

5.2 Saran

1. Pada penelitian selanjutnya perlu diberikan masa adaptasi hewan
coba yang lebih lama terhadap alat ukur penelitian

2. Menggunakan peralatan untuk perlakuan lebih baik lagi untuk
mengurangi adanya trauma mekanik pada hewan coba serta
memperhatikan kondisi lingkungan tempat adaptasi dan perlakuan
hewan coba.

3. Memperhatikan konsumsi MSG sehari-hari sesuai dengan batas
aman dan dapat menggunakan suplementasi vitamin C sebagali

pencegahan adanya gangguan koordinasi motorik bagi masyarakat.
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