KADAR MALONDIALDEHIDE (MDA) KELENJAR SALIVA TIKUS PUTIH
REMAJA BETINA (Rattus norvegicus) GALUR Wistar YANG DIBERIKAN
EKSTRAK BAWANG HITAM (Allium sativum L.) DOSIS PILIHAN PASCA
INDUKSI ALKOHOL MODEL BINGE DRINKING

(Skripsi)

Oleh:

ALIEF GUSNIRWAN SULAIMAN
2018011024

FAKULTAS KEDOKTERAN
UNIVERSITAS LAMPUNG
BANDAR LAMPUNG
2024



KADAR MALONDIALDEHIDE (MDA) KELENJAR SALIVA TIKUS PUTIH
REMAJA BETINA (Rattus norvegicus) GALUR Wistar YANG DIBERIKAN
EKSTRAK BAWANG HITAM (Allium sativum L.) DOSIS PILIHAN PASCA
INDUKSI ALKOHOL MODEL BINGE DRINKING

Oleh

ALIEF GUSNIRWAN SULAIMAN

Skripsi

Sebagai Salah Satu Syarat Untuk Memperoleh Gelar
SARJANA KEDOKTERAN

Pada

Fakultas Kedokteran
Universitas Lampung

FAKULTAS KEDOKTERAN
UNIVERSITAS LAMPUNG
BANDAR LAMPUNG
2024



ABSTRACT

MALONDIALDEHYDE (MDA) LEVELS IN SALIVARY GLANDS OF
ADOLESCENT FEMALE WHITE RATS (Rattus norvegicus) OF THE
WISTAR STRAIN ADMINISTRATED BLACK GARLIC EXTRACT

(Allium sativum L.) AT SELECTED DOSES AFTER INDUCTION
ALCOHOL IN A BINGE DRINKING MODEL

By

ALIEF GUSNIRWAN SULAIMAN

Background: The increase of alcohol consumption among teenagers in Indonesia
is on the rise. Excessive alcohol consumption can lead to increased oxidative stress
and trigger various organ damages, including in the salivary glands. Increased
oxidative stress can be identified through the final product of lipid peroxidation,
namely MDA. Black garlic extract contains S-allylcysteine, polyphenols, and
flavonoids that can act as antioxidants and anti-inflammatory agents in preventing
oxidative stress and damage to the salivary glands

Methods: An experimental study using a post-test only control group design
compared the mean observation results of MDA in the saliva glands involving 32
female adolescent Wistar white rats in 4 groups: negative control (K1) induced with
aquadest, positive control (K2) induced with alcohol binge drinking method,
Treatment 1 (P1) induced with alcohol binge drinking method and given black
garlic at 400g/KgBB, and Treatment 2 (P2) induced with alcohol binge drinking
method and given black garlic at 800g/KgBB. Salivary gland tissue samples were
homogenized, processed, and examined for their MDA levels using a
spectrophotometer at a wavelength of 530nm.

Results: The mean results were: K1 = 0.524 + 0,105 nmol/g, K2 = 0.915 + 0,306
nmol/g, P1 =0.625 + 0,110 nmol/g, and P2 = 0.490 £ 0,133 nmol/g. The data were
analyzed using One-Way ANOVA-LSD, revealing significant differences in mean
values between group K2 with K1, P1 and P2.

Conclusion: The consumption of black garlic extract (Black Garlic) has an effect
on reducing the increase in malondialdehyde (MDA) levels in adolescent female
white rats (Rattus norvegicus) of the Wistar strain induced by alcohol using the
binge drinking model with an effective dose of 800 mg/kg body weight per day.

Keyword: antioxidant, black garlic, binge drinking, malondialdehyde, salivary
glands



ABSTRAK

KADAR MALONDIALDEHIDE (MDA) KELENJAR SALIVA TIKUS
PUTIH REMAJA BETINA (Rattus norvegicus) GALUR Wistar YANG
DIBERIKAN EKSTRAK BAWANG HITAM (Allium sativum L.) DOSIS
PILIHAN PASCA INDUKSI ALKOHOL MODEL BINGE DRINKING

Oleh

ALIEF GUSNIRWAN SULAIMAN

Latar Belakang: Peningkatan konsumsi alkohol pada kalangan remaja di
Indonesia semakin meningkat. Konsumsi Alkohol berlebih atau tidak terbatas dapat
menyebabkan adanya peningkatan stress oksidatif dan pemicu timbulnya berbagai
kerusakan organ, salah satunya pada kelenjar saliva. Peningkatan stress oksidatif
dapat diidentifikasi melalui hasil akhir peroksidasi lipid yaitu MDA. Ekstrak
bawang hitam (Black garlic) memiliki kandungan S-allycystein, Polifenol dan
Flavonoid yang dapat berperan sebagai antioksidan serta antiinflamasi dalam
mencegah terjadinya stress oksidatif dan kerusakan pada kelenjar saliva.

Metode: Penelitian eksperimental dengan rancangan post-test only control group
design membandingkan hasil pengamatan rerata MDA kelenjar saliva yang
melibatkan 32 ekor tikus putih remaja betina galur wistar yang diberikan perlakuan
selama 3 hari dan 2 hari tambahan periode istirahat pada 4 kelompok: kontrol
negatif (K1) dengan induksi aquadest, kontrol positif (K2) dengan induksi alkohol
metode binge drinking, Perlakuan 1 (P1) dengan induksi alkohol metode binge
drinking dan pemberian bawang hitam 400g/kgBB, dan Perlakuan 2 (P2) dengan
induksi alkohol metode binge drinking dan pemberian bawang hitam 800g/kgBB.
Sampel jaringan kelenjar saliva dihomogenasi dan diproses serta diperiksa kadar
MDAnya dengan alat spectrophotometer dengan panjang gelombang 530nm
Hasil: Hasil rerata K1 = 0.524 + 0,105 nmol/g, K2 = 0.915 £+ 0,306 nmol/g, P1 =
0.625 + 0,110 nmol/g, and P2 = 0.490 + 0,133 nmol/g. Data dianalis menggunakan
One Way Anova-LSD dan didapatkan hasil perbedaan rerata yang bermakna antara
kelompok K2 dengan K1, P1 dan P2.

Kesimpulan: Terdapat pengaruh konsumsi ekstrak bawang hitam (Black Garlic)
terhadap peningkatan kadar malondialdehid (MDA) pada tikus putih betina remaja
(Rattus norvegicus) Galur Wistar yang diinduksikan alkohol model binge drinking
dengan dosis efektif 800 mg/KgBB/Hari

Kata Kunci: antioksidan, bawang hitam, binge drinking, kelenjar saliva,
malondialdehid
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1.1

BABI
PENDAHULUAN

Latar Belakang

Peningkatan konsumsi alkohol di dunia diprediksi dalam beberapa tahun ke
depan akan semakin meningkat. Laporan status global yang disampaikan
melalui World Health Organization (WHO) mengenai alkohol dan kesehatan
tahun 2018 menyatakan bahwa kawasan Asia Tenggara diperkirakan menjadi
kawasan yang akan mengalami peningkatan tertinggi dalam konsumsi
alkohol. Indonesia dan Thailand menjadi negara yang diperkirakan terjadi
peningkatan dengan populasi terbesar pertama dan keempat. Negara Thailand
dengan total populasi 68.146.609 penduduk memiliki angka konsumsi
alkohol 8,3% liter per kapita sedangkan di Indonesia dengan total populasi
260.581.100 penduduk memiliki angka konsumsi alkohol 0,8% per kapita
dan angka konsumsi alkohol ini didominasi oleh kalangan remaja dengan

rentang usia 15 sampai 19 tahun (WHO, 2018).

Berdasarkan Peraturan Menteri Kesehatan RI nomor 25 tahun 2014,
penduduk usia 10-18 tahun diklasifikasikan ke dalam kategori remaja. Selain
itu, berdasarkan pengkategorian dari Badan Kependudukan dan Keluarga
Berencana Nasional (BKKBN) remaja dikategorikan sebagai penduduk yang
belum menikah dan ada pada rentang 10-24 tahun (Mulyati ef al., 2021). Hal
ini dapat disimpulkan bahwa angka konsumsi alkohol berdasarkan data WHO

tergolong didominasi kategori remaja.

Data dinas penelitian dan pengembangan Polisi Republik Indonesia (Polri)
tahun 2017 dalam Maula dan Yuniastuti, (2017) menyatakan penggunaan
alkohol remaja 47,7% pada usia 14-16 tahun, 51,1% pada 17-20 tahun dan

31% pada 21-24 tahun. Selain itu, angka konsumsi alkohol pada remaja



khususnya wanita tidak kalah tinggi dengan laki-laki, pendapat ini diperkuat
oleh data Survei Demografi dan Kesehatan Indonesia (SDKI) yang
menyatakan dalam rentang usia 15-19 tahun didapatkan persentase konsumsi

alkohol pada Wanita 58% dan Pria 70% (Mulyati et al., 2021).

Kementerian Kesehatan Republik Indonesia dalam Gerakan Masyarakat
Hidup Sehat (GERMAS) mencatat bahwa alkohol dapat memiliki dampak
negatif pada 10 sistem organ berbeda, termasuk menyebabkan kerusakan
sistem saraf, mengganggu kinerja jantung, mengacaukan metabolisme tubuh,
mengganggu sistem reproduksi, menurunkan tingkat kecerdasan,
meningkatkan risiko obesitas dan peningkatan berat badan, mengganggu
fungsi hati, menyebabkan gangguan pada pembuluh darah serta
meningkatkan tekanan darah. Selain itu, alkohol juga menimbulkan
ketidaknyamanan tubuh dan memperpendek usia seseorang (KEMENKES,
2018).

Konsumsi alkohol dengan dosis tinggi dalam waktu singkat dikatakan sebagai
binge drinking atau pola minum alkohol yang membuat kadar alkohol dalam
darah bernilai 0,08% atau 0,08 gram/dL alkohol atau lebih dan umumnya
setara dengan asupan 5 (lima) atau lebih minuman beralkohol gelas berukuran
standar untuk laki-laki dan lebih dari 4 (empat) gelas berukuran standar untuk
perempuan dalam kurun waktu kurang lebih 2 jam (NIAAA, 2020). Selain
itu, WHO mendefinisikan binge drinking merupakan pola konsumsi alkohol
sekurang-kurangnya 60 gram atau lebih alkohol murni dengan periode paling

sedikit satu kali dalam 30 hari terakhir (WHO, 2018).

Kerusakan sel akibat alkohol sangatlah luas, tidak hanya di organ-organ yang
krusial seperti hepar, jantung, pembuluh darah, paru-paru dan lainnya.
Penyalahgunaan atau konsumsi alkohol berlebih dan dalam jumlah banyak
juga sering dikaitkan kerusakan pada mukosa mulut, perkembangan dan
susunan gigi yang buruk serta kebersihan mulut yang buruk. Secara khusus,

alkohol memiliki dampak langsung dengan menurunkan produksi air liur di



kelenjar ludah yang terletak di depan telinga (kelenjar parotid) sehingga
menghilangkan pertahanan mukosa yang penting di dalam rongga
mulut. Akibatnya, peminum berat rentan terhadap karies gigi dan radang gusi

(Mehta, and Guidot, 2017).

Konsumsi alkohol dapat meningkatkan kekeringan mulut dengan mekanisme
peningkatan ekspresi TNF-a dan mengarah pada induksi apoptosis sel asinar
dan stress oksidatif. Selain itu, Alkohol mampu mencapai dan merusak
kelenjar saliva melalui kemampuan etanol untuk berdifusi dengan cepat ke
dalam air liur. Kerusakan pada jaringan mulut tampaknya sebagian besar
disebabkan oleh aksi asetaldehida, meskipun beberapa efek akut bergantung
pada aksi langsung etanol dan pembentukan Reactive Oxygen Species (ROS)
serta etil ester asam lemak (FAEEs) (Waszkiewicz et al., 2011). Hal ini
dibuktikan dengan penelitian Fagundes et al., (2016) yang menyimpulkan
bahwa pada hewan coba ketika diberikan alkohol dengan dosis 3
mg/KgBB/hari dalam waktu 3 hari atau dengan model binge drinking dapat
memicu kerusakan-kerusakan yang ditandai adanya peningkatan marker
stress oksidatif berupa malondialdehid (MDA) yang meningkat pada kelenjar

parotid dan submandibular tikus jika dibandingkan dengan kelompok kontrol.

Suatu kondisi ketika terjadi ketidakseimbangan antara jumlah oksidan
(radikal bebas) dan jumlah antioksidan dalam tubuh disebut sebagai stress
oksidatif. Pada gilirannya stress oksidatif dapat menyebabkan kerusakan yang
bermula dari tingkat sel sampai dengan tingkatan yang lebih tinggi.
Keberadaan stres oksidatif dapat diidentifikasi melalui peningkatan hasil

akhir peroksidasi lipid dalam tubuh yaitu MDA (Mulianto, 2020)

Terdapat banyak studi yang mendalami sumber-sumber antioksidan
diantaranya adalah bawang putih yang memiliki efek farmakologis sebagai
antioksidan, antibakteri, antikanker, antijamur, hipolipidemik, antitrombotik,
hipoglikemik. (Agustina et al., 2020). Bawang hitam adalah produk olahan

bawang putih yang memiliki kandungan tinggi dalam polisakarida, kadar gula



1.2

rendah, protein, senyawa fenolik, dan senyawa sulfur. Kadar polifenol
meningkat hingga enam kali lipat ketika bawang putih mengalami proses
pemanasan. Lebih lanjut, selama proses pemanasan jumlah total polifenol dan
flavonoid bawang hitam meningkat secara signifikan (Lu et al., 2017). Pada
penelitian yang dilakukan Bae ef al., (2014) mengonfirmasi bahwa bawang
hitam memiliki kadar antioksidan dua kali lipat lebih tinggi dan kemampuan
antibakterinya lebih kuat dibandingkan dengan bawang putih konvensional

karena kandungan S-allycystein pada bawang hitam.

Dalam penggunaannya, terdapat penelitian yang telah memverifikasi bahwa
dengan 400 mg/KgBB dan 800 mg/KgBB dosis yang paling efektif dari
bawang hitam dalam melindungi organ hepar dan ginjal dari dampak stress
oksidatif akibat paparan asam lemak adalah 800 mg per kilogram berat badan.
Penelitian ini menunjukkan bahwa dengan dosis 800 mg/kgBB, kerusakan
pada hepar mencapai skoring terendah dibandingkan dosis lainnya (Astari,

2021; Dimas, 2022).

Berdasarkan data dan berbagai penelitian yang telah dilakukan, peneliti
memiliki ketertarikan dalam mengetahui kadar MDA pada kelenjar saliva
sebagai marker stress oksidatif dan peran penggunaan bawang hitam dengan
dosis 400 dan 800 mg/KgBB pada induksi yang berbeda dari minyak jelantah.
Hal ini ditujukan untuk langkah preventif terhadap stres oksidatif yang terjadi
pada tikus akibat induksi alkohol dengan metode binge drinking.

Rumusan Masalah

Berdasarkan penjelasan yang telah diberikan, muncul suatu rumusan masalah
yaitu “Apakah terdapat pengaruh pemberian variasi dosis ekstrak bawang
hitam terhadap kadar MDA pada kelenjar saliva tikus putih (Rattus

norvegicus) betina yang diinduksi alkohol dengan model binge drinking?”



1.3 Tujuan Penelitian

1.4

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian variasi dosis

ekstrak bawang hitam terhadap perubahan kadar MDA pada kelenjar saliva

tikus putih (Rattus norvegicus) betina yang diinduksi atau diberikan alkohol

model binge drinking.

Manfaat Penelitian

14.1

1.4.2

1.4.3

1.4.4

Manfaat Bagi Ilmu Pengetahuan

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan wawasan ilmiah terkait
efek variasi dosis ekstrak bawang hitam (Black Garlic) terhadap kadar
MDA kelenjar saliva tikus (Rattus norvegicus) betina yang diinduksi

alkohol model binge drinking.

Manfaat Bagi Institusi

Penelitian diharapkan memberikan informasi pembelajaran serta
referensi khususnya pada topik-topik yang memiliki hubungan
dengan judul penelitian khususnya keilmuan pada bidang Biologi

Molekuler, Biokimia dan Patologi Klinik.

Manfaat Bagi Peneliti Lain

Memberikan sumber referensi dan acuan pustaka dalam perolehan
data pada penelitian-penelitian lebih lanjut terkait uji lain dan

pengaruh bawang hitam terhadap metode penelitian lainnya.

Manfaat Bagi Peneliti

Meningkatkan wawasan peneliti khususnya terkait informasi-
informasi bahan alam serta manfaat ekstrak bawang hitam terhadap
kadar MDA pada kelenjar saliva tikus putih betina (Rattus norvegicus)
yang diinduksi alkohol model binge drinking.
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2.1 Kelenjar Saliva

2.1.1 Anatomi Kelenjar Saliva
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Gambar 1 Anatomi Kelenjar Saliva (Paulsen, F and Waschke, 2013)

Kelenjar saliva atau kelenjar air ludah terdiri atas tiga pasang kelenjar

yaitu kelenjar parotis, kelenjar submandibularis dan kelenjar

sublingualis (Widiastuti, 2010) diantaranya;

1.

Kelenjar Parotis

Kelenjar parotis merupakan kelenjar penghasil ludah terbesar dan
hampir seluruhnya terdiri dari asini serosa yang irregular, namun
memiliki bentuk seperti segitiga jika dilihat dari permukaan

lateralnya. Kelenjar parotis terdapat dalam fossa yang pada



bagian anteriornya dibatasi oleh margo posterior ramus
mandibula dan musculus pterygoideus. Pada bagian posterior
fossa dibatasi oleh pars tympanica ossis temporalis, kartilago
meatus acustici, margo anterior processus mastoidei dan m.
sternocleidomastoideus (SCM). Pada bagian medialnya, fossa
dibatasi oleh processus styloideus, musculus stylohyoideus dan
musculus styloglossus, arteri carotis interna dan vena jugularis
interna. Bagian ventromedialnya, fossa dibatasi oleh venter
posterior musculi digastrici (Richard L et al., 2014;Paulsen, F

and Waschke, 2013; Netter et al., 2014).
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aaaaa
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Gambar 2 Anatomi Kelenjar Parotid (Paulsen, F and Waschke, 2013)

Nervus fasialis membagi kelenjar parotid menjadi dua bagian,
pars superficialis terletak tepat di depan telinga luar dan pars
profunda yang merupakan bagian kelenjar yang lebih besar,
tidak memiliki fascia dan berproyeksi ke dalam fossa
retromandibularis. Selain itu persarafan dari kelenjar parotid
diatur oleh serabut sekretomotorik parasimpatik yang berasal
dari nervus glossopharyngeus (Moore, KL and Dalley, 2013;
Paulsen, F and Waschke, 2013).



Produksi saliva dari kelenjar parotid disalurkan melalui duktus
stenseni yang keluar dari pinggir anterior kelenjar dan berjalan
ke arah anterior di atas permukaan lateralis musculus masseter.
Lokasi muara duktus parotidea (duktus stenseni) berhadapan
dengan geraham/molar kedua di papilla duktus parotidei dalam
vestibulum oris (Moore, KL and Dalley, 2013; Paulsen, F and
Waschke, 2013).

Perdarahan kelenjar saliva parotis berasal dari pembuluh-
pembuluh darah yang melaluinya. Struktur yang ada pada
substansi glandula parotis diantaranya, arteri carotis eksternum,
vena retromandibular (vena facialis posterior), nervus fasialis,

dan nodi lympatici parotidei (Netter et al., 2014).

2. Kelenjar Submandibular

Kelenjar submandibular merupakan kelenjar penghasil saliva
atau ludah terbesar kedua, terdiri dari campuran acini serosa dan
mukosa. Kelenjar submandibular. terletak pada dasar mulut di
bawah korpus mandibula. Kelenjar submandibularis memiliki
bentuk pipih, oval, terletak pada trigonum submandibularis dan
diperdarahi oleh cabang-cabang kecil arteri fasialis dan arteri
submentalis (Widiastuti, 2010; Moore, KL and Dalley, 2013;
Paulsen, F and Waschke, 2013).

Kelenjar submandibularis memiliki fascia yang terbungkus dalam
kompartemen leher bagian superfisial yang dibatasi oleh lamina
superficialis dari fascia cervicalis. Kelenjar submandibularis
dibagi oleh musculus mylohyoideus menjadi bagian superficialis
dan profunda. Bagian profunda dari kelenjar terletak di bawah
membrana mukosa mulut di samping lidah dan memiliki
hubungan topografik langsung dengan arteri dan vena fasialis

(Moore, KL and Dalley, 2013; Paulsen, F and Waschke, 2013).
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Gambar 3 Anatomi Kelenjar Submandibularis (Paulsen, F and
Waschke, 2013)

Saluran ekskresi glandula submandibularis atau duktus Wharton
berjalan di dasar mulut dan beranastomosis dengan saluran
eksresi utama kelenjar sublingualis mayor. Duktus ini bermuara
ke caruncula sublingualis di kedua sisi frenulum linguae dan di
posterior gigi seri ke dalam cavitas oris propria (Paulsen, F and

Waschke, 2013).

Kelenjar Sublingualis

Kelenjar sublingualis terletak di atas musculus mylohyoideus,
lateral dari musculus genioglossus, di bawah plica sublingualis di
dasar rongga mulut, dekat dengan frenulum linguae. Kelenjar
tersusun atas acini serosa dan mukosa, namun di kelenjar
sublingualis lebih didominasi oleh bagian acini mukosa dan
perdarahannya berasal dari arteri sublingualis cabang arteri
lingualis (Moore, KL and Dalley, 2013; Paulsen, F and Waschke,
2013; Netter et al., 2014).
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Gambar 4 Anatomi Kelenjar Sublingualis (Paulsen, F and Waschke,
2013)

Nervus lingualis berjalan dan mempersarafi antara glandula
submandibularis dan sublingualis serta berjalan di bawah duktus
submandibularis ke lidah. Selain itu, serabut saraf sekretomotorik
parasimpatik yang mengatur aktivitasnya berasal dari N.facialis
via chorda tympani dan ganglion submandibular (Moore, KL and

Dalley, 2013; Paulsen, F and Waschke, 2013).

Kelenjar sublingualis memiliki duktus pendek dan sempit yaitu
duktus Rivinus atau duktus sublingualis minor yang berjumlah 5-
20 duktus yang bermuara pada plica sublingual dalam cavitas
oris. Selain itu, kelenjar sublingualis memiliki duktus
sublingualis mayor, yaitu duktus dengan saluran yang lebih besar
dan beranastomosis dengan duktus Whartoni, serta bermuara
pada curunculae linguae seperti kelenjar submandibularis

(Moore, KL and Dalley, 2013; Paulsen, F and Waschke, 2013).
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2.1.2 Fisiologi Kelenjar Saliva

Kelenjar saliva memiliki peran dalam mensekresi saliva atau air
ludah. Sekresi saliva paling banyak terjadi ketika proses pengecapan
dan mastikasi makanan berlangsung. Ketika tidak ada proses
mastikasi atau tidak sedang mengunyah atau makan, saliva tetap

diekskresikan namun dalam aliran yang sedikit (Widiastuti, 2010).

Pada individu yang sehat, produksi saliva tetap sebanyak 0,5 ml dalam
rongga mulut. Produksi saliva yang tetap merendam gigi dan
memberikan proteksi serta menjaga keutuhan gigi, membran mukosa

mulut, lidah dan orofaring (Kidd, EAM, and Joyston-Bechal, 1991)

Kelenjar saliva dikendalikan oleh saraf otonom (sistem simpatis dan
parasimpatis) dengan efek stimulasi parasimpatis yang lebih kuat dan
bertahan lama. Saraf simpatis akan merangsang reseptor adrenergic
pada sel asinar ludah melalui pelepasan norepinefrin dan secara
keseluruhan persarafan simpatis ini berasal dari serabut post
ganglionic dari ganglion servikal superior. Sistem saraf parasimpatis
melibatkan nervus fasialis dan nervus glossopharyngeal yang
merangsang kelenjar melalui reseptor muskarinik dan kolinergik M3
serta meningkatkan zat P yang berperan dalam pengeluaran enzim
amilase. Aktivitas saraf parasimpatis yang diikuti dengan vasodilatasi
pembuluh darah pada kelenjar memiliki efek pengeluaran saliva yang

encer dan banyak (Alhajj, M and Babos, 2023; Llena Puy, 2006).

Persarafan parasimpatis dari saraf glossopharyngeal ke serabut
preganglionik kelenjar parotis dimulai dari nukleus salivatory inferior
kemudian bersinaps di ganglion otik dan serabut postganglionik
mencapai kelenjar melalui saraf auriculotemporal. Selain itu,
persarafan parasimpatis ke kelenjar submandibular dan sublingual
dimulai di nukleus salivatory superior dengan serabut preganglionik

nervus fasialis bersinaps pada ganglion submandibular dan serabut
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postganglionik mencapai kelenjar submandibular dan sublingual

melalui saraf lingual (Alhajj, M and Babos, 2023).

Dalam Sherwood (2018) dijelaskan bahwa, sekresi saliva diatur oleh
reflek sederhana dan reflek terkondisi. Refleks sederhana terjadi saat
reseptor kimiawi dan reseptor tekan dalam rongga mulut merespon
kehadiran makanan. Reseptor ini menciptakan aliran impuls pada
serat aferen dan membawa rangsangan informasi ke medulla
oblongata. Nervus glossopharyngeus, fasialis dan vagus membawa
rangsangan aferen sensoris menuju nukleus salivarius di medulla
oblongata. Selain itu, nervus trigeminus berperan dalam
menghantarkan impuls aferen dari kegiatan mastikasi atau
pengunyahan. Refleks terkondisi terjadi saat tidak adanya stimulus
dalam mulut. Refleks ini dikaitkan dengan alur sinyal yang berawal
dari korteks cerebri berlanjut melalui sistem limbik dan merangsang

pusat sekresi saliva di medulla oblongata (Sherwood, 2018).

Rerata kecepatan laju sekresi saliva tanpa adanya rangsangan saat
sadar (16 Jam) £+ 0,3 ml/menit, sehingga didapatkan = 300 ml saliva
selama periode sadar. Selama periode tidak sadar, kecepatan saliva
menurun menjadi kurang dari 0,1 ml/menit dan dalam 7 jam

menghasilkan kurang dari 40 ml saliva (Dawes, 1987)

Fungsi dan faktor yang mempengaruhi laju aliran saliva

Saliva atau air ludah memiliki fungsi diantaranya: menginisiasi
pencernaan karbohidrat melalui kerja amilase saliva di mulut untuk
memecah senyawa polisakarida menjadi disakarida; membasahi
makanan dan partikel-partikelnya sehingga saling menyatu dan
mempermudah proses menelan serta menghasilkan pelumas berupa
mukus yang licin dan kental; memiliki efek antibakteri yaitu lisozim
atau enzim yang memecahkan atau menghancurkan bakteri tertentu;

memiliki peran sebagai pelarut untuk molekul-molekul yang
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merangsang papil pengecap; membantu pengunyahan dan berbicara
karena adanya lubrikasi mulut, membilas residu makanan,
melepaskan sel epitel, dan benda asing. Selain itu, saliva berperan
penting untuk menjaga kesehatan mukosa mulut dengan peran growth
factor dalam membantu proses penyembuhan luka dan penyangga
bikarbonat yang berperan dalam menetralkan asam di makanan serta
asam yang diproduksi oleh aktivitas bakteri di mulut sehingga dapat
mencegah penyakit-penyakit rongga mulut dan gigi (Walsh, LJ and
Ford, 2016)

Faktor-faktor yang mempengaruhi laju aliran saliva atau ludah antara

lain: (Navazesh et al., 2000)

a) Usia
Pada usia anak dan dewasa laju aliran saliva meningkat dan
lajunya menurun di usia tua. Hal ini dikarenakan fungsi kelenjar
saliva akan menurun karena elemen asinus kelenjar telah

digantikan oleh jaringan fibrosa dan jaringan lemak.

b) Jenis kelamin
Pria memiliki laju aliran saliva yang lebih tinggi jika
dibandingkan pada wanita. Hal ini dikarenakan kelenjar saliva

pria memiliki ukuran yang lebih besar dibanding pada wanita.

c) Obat-obatan
Penggunaan obat-obatan misalnya atropine atau obat-obatan
kolinergik: antidepresan trisiklik; benzodiazepine; antipsikotik,
B-blocker, dan antihistamin yang mampu memicu penurunan laju

aliran saliva.
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d) Penyakit sistemik
Penyakit-penyakit sistemik seperti hipertensi dan diabetes

melitus mampu menurunkan laju aliran saliva.

e) Merokok
Aktivitas kerja kelenjar saliva dalam sekresinya dapat terganggu

dengan aktivitas merokok harian yang meningkat setiap harinya.

f) Alkohol
Konsumsi alkohol berlebih dapat berpengaruh secara langsung
dan tidak langsung terhadap kelenjar saliva sehingga dapat

menimbulkan penurunan laju aliran saliva.

2.2 Alkohol

2.2.1 Alkohol

Alkohol atau etanol adalah suatu zat yang bersifat psikoaktif dan dapat
membuat pengonsumsinya mengalami ketergantungan. Pada pria dan
wanita, angka kejadian gangguan karena penggunaan alkohol
mencapai 0,8% dan sementara tingkat ketergantungan pada alkohol
sebesar 0,7%. Alkohol memiliki dampak kerusakan pada organ tubuh
melalui Proses akumulasi trigliserida dan mengganggu pengeluaran
lipoprotein. (Salsabila, 2019). Selain itu, alkohol menjadi zat
psikoaktif karena alkohol memiliki kemampuan untuk memengaruhi
otak secara selektif sehingga dapat menghasilkan perubahan dalam
perilaku, emosi, persepsi, kognitif, dan kesadaran individu (Zuhri and
Dona, 2021). Selain itu, Penyalahgunaan alkohol juga mampu
menimbulkan berbagai dampak negatif. Termasuk diantaranya;
kerusakan hati, masalah kognitif, gangguan perkembangan embrio,
fatty liver disease, hepatitis, fibrosis, serta sirosis hepar yang menjadi
penyebab utama kematian pada individu yang kecanduan alkohol
(Atmaningsih, 2020).



15

Alkohol tergolong ke dalam NAPZA dengan karakter sifat
menenangkan dan depresi sistem saraf pusat, mampu memengaruhi
fungsi dan perilaku seseorang, mampu memengaruhi mood dan
perasaan orang yang mengonsumsinya. Alkohol secara aktif dapat
mengganggu regulasi eksitasi atau inhibisi di otak, sehingga jika
seseorang mengonsumsi  alkohol secara berlebihan akan
mengakibatkan timbulnya disinhibisi, ataksia dan sedasi (Miradj,
2020).

Kandungan etanol dalam minuman beralkohol bekerja menghambat
reseptor NMDA sambil memfasilitasi fungsi GABA. Dengan
meningkatkan aksi GABA, neurotransmitter inhibitorik utama di otak,
etanol menekan aktivitas keseluruhan SSP. Penghambatan etanol di
reseptor NMDA menjadi suatu alasan mengapa seseorang sulit
mengingat apa yang terjadi dalam keadaan mabuk berat (Sherwood,
2018).

Alkohol memberikan kontribusi dalam terjadinya cedera jaringan
secara langsung dan tidak langsung melalui berbagai mekanisme
yaitu, stres oksidatif, peradangan, pembentukan hasil adisi
asetaldehida, gangguan integritas penghalang, penurunan sinyal
anabolik, peningkatan proses katabolik, perubahan profibrotik,
disfungsi, cedera mitokondria dan kerusakan sel (Molina dan Nelson,
2018). Selain itu, alkohol dapat memberikan pengaruh ke berbagai
sistem organ ataupun fungsi organ lain dalam tubuh. Organ-organ
yang dipengaruhi diantaranya hati, sistem jantung dan pembuluh,
sistem imun, sistem hormonal, sistem darah, pankreas, sistem ekskresi
ginjal serta pengaturan keseimbangan elektrolit (Fagundes et al.,

2016).
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Minum alkohol berat secara akut menyebabkan penurunan sekresi dan
perubahan konsentrasi elektrolit dalam air liur serta penurunan
sintesis protein di kelenjar ludah. Apabila alkohol dikonsumsi dalam
jangka waktu yang panjang dapat terjadi secara kronis kerusakan pada
kelenjar ludah, penumpukan lemak di kelenjar ludah, pembengkakan
dan atrofi sel asinar, dan perubahan laju aliran ludah (Inenaga et al.,
2017). Terjadinya kerusakan organ dan jaringan tubuh, lainnya seperti
pencernaan pada saluran lambung bagian atas, usus halus, otot rangka,
dan kelenjar ludah, juga dipicu dari konsumsi alkohol yang berlebih
dan menyebabkan perubahan morfologi serta fungsionalnya

(Fagundes et al., 2016).

Secara psikologis ada beberapa faktor konsumsi atau penggunaan
alkohol atau minuman keras, yaitu faktor individu atau seseorang
yang menjadikan alkohol suatu cara dalam membebaskan diri dari
masalah yang ada, faktor keluarga yang dipicu oleh adanya konflik di
dalam keluarga dan menimbulkan kecemasan, stress, depresi yang
pada akhinya menjadi kan alkohol solusinya, faktor lingkungan
dengan pergaulan di lingkungan yang cenderung kurang baik
memberikan pintu masuk dalam pengenalan sesuatu hal yang buruk
dan menggiring seseorang ke arah yang lebih negatif seperti minuman
keras, dan faktor pengetahuan atau pendidikan, kualitas pengetahuan
atau pendidikan yang baik memiliki pengaruh besar terhadap alur
berpikir dan pengambilan keputusan dalam hal baik dan buruk (Rori,
2015).

Binge drinking

Binge drinking adalah pola konsumsi alkohol secara berlebihan dalam
jangka pendek paling sedikit 30 hari terakhir dengan konsumsi
alkohol setidaknya 60 g atau lebih dan umumnya setara dengan
asupan 5 (lima) atau lebih minuman beralkohol gelas berukuran

standar untuk laki-laki dan lebih dari 4 (empat) gelas berukuran
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standar untuk perempuan dalam kurun waktu kurang lebih 2 jam.
Selain itu, binge drinking juga dikategorikan sebagai pola konsumsi
yang menghasilkan konsentrasi alkohol dalam darah 0,08 % atau 0,08
gram/dL alkohol atau lebih tinggi (NIAAA, 2020).

Binge drinking alkohol (3g/KgBB) mengurangi parenkim dan
meningkatkan stroma pada kelenjar saliva. Penurunan ekspresi
protein seperti sitokeratin-19 (CK-19) dan alpha-smooth muscle actin
(a-SMA) juga ditemukan sebagai hasil dari binge drinking alkohol
(Ferreira et al., 2021). EtOH menginduksi perubahan biokimia
oksidatif kelenjar parotis dan submandibular, menunjukkan adanya
hubungan dengan stress oksidatif seperti yang ditunjukkan oleh
penurunan kapasitas antioksidan (ACAP) dan peningkatan parameter

pro-oksidan (LPO dan NO) (Peinado et al., 2023).

Mekanisme Alkohol Merusak Kelenjar Saliva

Kerusakan yang berhubungan dengan alkohol pada jaringan mulut
dapat disebabkan secara langsung oleh aksi etanol dan secara tidak
langsung oleh metabolit toksiknya: asetildehida, ROS serta metabolit
non oksidatif berupa etil ester asam lemak (fatty acid ethyl esters —
FAAE’s) (Waszkiewicz et al., 2009). Etanol secara langsung merusak
membran sel dan membran organel yang menyebabkan perubahan
konformasi pada strukturnya dan meningkatkan fluiditas membran.
Hal ini secara tidak langsung merusak struktur protein dan asam
nukleat, bekerja melalui metabolitnya, dan menyebabkan deregulasi

sistem enzimatik (Waszkiewicz and Szulc, 2010).

Alkohol memiliki kemampuan mencapai dan merusak kelenjar saliva
melalui aktivitas etanol yang dapat berdifusi dengan cepat ke dalam
air liur selama minum, dan segera setelah itu konsentrasinya dalam air
liur untuk sementara jauh lebih tinggi dibandingkan dalam

plasma. Dalam waktu 30 menit, konsentrasi etanol dalam air liur akan



18

seimbang dengan kadar plasma, sehingga menunjukkan bahwa etanol
dengan mudah berpenetrasi ke seluruh tubuh, termasuk jaringan
rongga mulut dan kelenjar ludah. Setelah konsumsi alkohol, kadar
asetaldehida dalam air liur jauh melebihi kadar dalam darah
sistemik. Dari air liur, asetaldehida dan etanol dengan mudah
mencapai seluruh jaringan lokal. Kerusakan pada jaringan mulut
tampaknya sebagian besar disebabkan oleh aksi asetaldehida,
meskipun beberapa efek akut bergantung pada aksi langsung etanol

dan pembentukan ROS serta FAEEs (Waszkiewicz et al., 2011).

Asetaldehida dan radikal oksigen bebas yang dilepaskan selama
keracunan alkohol dapat mengubah protein dan lemak lisosom serta
membran sel, sehingga berdampak pada penurunan stabilitasnya. Hal
ini digambarkan dalam mekanisme yang terjadi ketika penggantian
molekul air dengan molekul etanol selama periode keracunan alkohol.
Hal ini mengakibatkan penurunan jumlah ikatan hidrogen dan
peningkatan hidrofobisitas membran serta penurunan sintesis ATP
(akibat produksi bentuk yang tereduksi dalam jumlah berlebihan)
(Klemm et al., 1998; Waszkiewicz et al., 2009).

Etanol, menggantikan air dan membatasi aktivasi cCAMP di membran
dan mobilisasi Ca2+. Hal ini dapat meningkatkan fluiditas membran
sel parenkim kelenjar ludah dan memperburuk fungsi sekresinya. Hal
ini diinisiasi oleh banyak metabolit etanol diantaranya asetaldehida

dalam konsentrasi tinggi, ROS, FAEEs (Niebergall-Roth et al., 1998).

23 MDA

Kerusakan-kerusakan sel akibat serangan oksidan (radikal bebas) yang paling
awal muncul dan paling banyak diteliti yaitu senyawa peroksidasi lipid.
Terbentuknya peroksidasi lipid dan perannya dalam marker atau penanda
kerusakan sel disebabkan oleh aktivitasnya yang banyak terjadi di membran

sel dan peningkatannya menyerang asam lemak tidak jenuh yang merupakan
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komponen penting penyusun membran sel dan peroksidasi lipid memiliki

produk akhir yaitu MDA (Lima et al. 2004).

Malondialdehide adalah senyawa tiga rantai karbon dengan rumus molekul
C3H40, dan merupakan produk peroksidasi lipid yang cenderung konstan
terhadap kadar peroksidasi lipid, oleh karena itu MDA merupakan indikator
yang tepat dalam mengetahui kecepatan (rate) proses peroksidasi lipid in vivo
(Wulandari, 2016). Hal ini diperkuat oleh beberapa penelitian yang telah
mengungkapkan bahwa MDA adalah komponen yang dapat digunakan dalam
pengukuran peroksidasi lipid memiliki sifat stabil dan akurat serta telah
membantu menjelaskan peranan stres oksidatif dalam berbagai penyakit

(Mulianto, 2020).

O
H
- H‘_\ L q//l._l
atau 7 /C = 'T —

Gambar 5 Struktur kimia MDA (Wulandari, 2016)

Salah satu cara pemeriksaan kadar MDA yang dapat dilakukan yaitu metode
thiobarbituric acid reactive substance (TBARs) dan dapat dilakukan secara
in vivo maupun in vitro. Tes ini didasari oleh reaksi kondensasi antara satu
molekul MDA dengan dua molekul TBA dalam kondisi asam. Gambaran
banyaknya peroksidasi lipid yang terjadi dideteksi dengan aktivitas MDA
(Wulandari, 2016).

Konsumsi alkohol juga dikaitkan dengan ketidakseimbangan metabolisme
produksi radikal bebas, yang menyebabkan stres oksidatif dan dapat memicu
terbentuknya peroksidasi lipid. Hal ini dibuktikan dalam penelitiannya bahwa
tingkat MDA yang lebih tinggi terjadi pada tikus yang mengonsumsi alkohol.
Penanda peroksidasi lipid berupa MDA ditunjukkan pada kelenjar parotis
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kelompok etanol setelah 1 dan 4 minggu asupan etanol dalam model binge
drinking. Kelenjar submandibular menunjukkan tingkat peroksidasi lipid
yang lebih tinggi pada kelompok etanol hanya setelah pengobatan berlebihan
selama 1 minggu. Hal ini berkaitan dengan aktivitas peningkatan kadar
peroksidasi lipid yang terdeteksi oleh produksi senyawa beracun seperti
MDA, berhubungan dengan kerusakan membran dan dapat merusak

permeabilitas membran (Fagundes et al., 2016).

Bawang Hitam

Bawang hitam (Black garlic) adalah salah satu hasil olahan bawang putih tua
yang diperoleh dari fermentasi bawang putih mentah (Alium sativum)
melalui reaksi Maillard pada suhu 60-90 °C dan kelembaban 70-90% untuk
jangka waktu tertentu. Telah dilaporkan bahwa senyawa yang tidak stabil
pada bawang putih mentah diubah menjadi senyawa yang stabil, misalnya S-
allylcysteine (SAC). Bawang hitam telah banyak diteliti dan dinyatakan
memiliki kandungan senyawa antioksidan yang larut dalam air (S-allyl
cysteine, S-allyl-mercapto cysteine), 5-hydroxymethylfurfural, senyawa
organosulfur, polifenol, senyawa volatil, dan produk reaksi Maillard lainnya
lebih tinggi dibandingkan bawang putih segar setelah proses
pemanasan. Selain itu, bawang hitam dan senyawa bioaktif yang di dalamnya
memiliki berbagai aktivitas biologis dan efek farmakologis yang menjaga dan
menunjukkan kemanjuran yang lebih baik dalam mencegah berbagai jenis
penyakit serta dikaitkan dengan anti-oksidasi, anti-inflamasi, anti-obesitas,
hepatoproteksi, hipolipidemia, anti-kanker, anti-alergi, imunomodulasi,
nefroproteksi, perlindungan kardiovaskular, dan perlindungan saraf (Ahmed

and Wang, 2021; Cintawan et al., 2023).

Bawang hitam baru-baru ini mendapat perhatian lebih karena mengandung
asam amino S-allyl cysteine (SAC) yang merupakan antioksidan paling
dominan dari hasil fermentasi bawang putih menjadi bawang hitam (Ahmed
dan Wang, 2021). Kadar SAC dalam bawang putih segar dilaporkan sebesar
21-23 ng/g FM dan bisa jauh lebih tinggi tiga hingga 6 kali lipat pada bawang
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hitam tergantung pada perlakuan termal atau pemanasannya. Terdapat
penelitian yang membuktikan kandungan SAC pada bawang hitam adalah
124,67 ng/g DM ketika diproduksi pada suhu 40 °C selama 45 hari, tetapi
kandungan SAC menurun menjadi 85,46 ng/g DM dalam BG ketika suhu
dinaikkan menjadi 85 °C (Bae et al., 2014).

Di Tiongkok, bawang putih divariasikan menjadi bawang hitam melalui
pemanasan yang menghasilkan aktivitas antioksidan yang sangat efektif, baik
dalam secara uji laboratorium maupun dalam uji pada organisme hidup.
Kemampuan antioksidan dari bawang hitam dapat dipengaruhi oleh cara
pengolahan dan kondisi awal bawang putih dengan mengatur suhu dan tingkat
kelembaban. Pengolahan bawang hitam dilakukan dengan fermentasi di suhu
60°C-90°C dan kadar air atau kelembaban 80-90%. Proses fermentasi ini
menyebabkan perubahan warna akibat reaksi Maillard yaitu dari putih
menjadi hitam kecoklatan atau reaksi antara proses kimia asam amino dan
gula reductase yang terjadi (Kimura et al., 2017). Selain itu, Produk bawang
hitam memiliki kandungan tinggi dalam polisakarida, mengurangi kadar gula,
protein, senyawa fenolik, dan senyawa sulfur. Kadar polifenol meningkat
hingga enam kali lipat ketika bawang putih mengalami proses pemanasan.
Lebih lanjut, selama proses pemanasan jumlah total polifenol dan flavonoid

bawang hitam meningkat secara signifikan. (Lu ef al., 2017).

Senyawa flavonoid berperan dalam mengikat dan menangkap radikal bebas,
diantaranya, hidroksil, peroksil, alkohoksil serta anion superoksida.
Flavonoid mampu berinteraksi dengan ion logam seperti Ferum (Fe) atau besi
dan Cuprum (Cu) atau tembaga yang dapat memicu produksi radikal bebas
serta berperan dalam katalisis peroksidasi lipid. Disamping itu, flavonoid
dalam bawang hitam juga dapat menyelaraskan alur sinyal sel-sel yang
mengendalikan proses pertumbuhan, proliferasi sel, dan apoptosis sel (Rozak,

2023).
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Kandungan senyawa-senyawa di bawang hitam seperti SAC, polifenol,
flavonoid mampu menghambat kerusakan-kerusakan akibat stress oksidatif
atau ketidakseimbangan oksidan (radikal bebas) dan antioksidan. Selain itu,
senyawa-senyawa tersebut dapat menghambat pembentukan peroksidasi lipid
sehingga dapat menurunkan kadar MDA dalam tubuh. Penelitian yang
dilakukan dimas membuktikan bahwa bawang hitam dengan dosis 800 mg
per kilogram berat badan menimbulkan efek proteksi pada ginjal tikus putih

dengan stress oksidatif akibat induksi minyak jelantah (Dimas, 2022).

Kerangka Teori

Penelitian ini didasari oleh kerusakan kelenjar saliva akibat konsumsi alkohol
dengan metode binge drinking yang dapat meningkatkan kekeringan mulut
dengan mekanisme peningkatan ekspresi TNF-a dan mengarah pada induksi

apoptosis sel asinar dan stres oksidatif (Waszkiewicz et al., 2011)

Konsumsi alkohol dengan metode binge drinking dapat mengurangi
parenkim, meningkatkan stroma pada kelenjar saliva, penurunan ekspresi
protein seperti sitokeratin-19 (CK-19) dan alpha-smooth muscle actin (o-
SMA) (Ferreira et al., 2021). Alkohol yang masuk ke dalam tubuh mampu
menginduksi perubahan biokimia oksidatif kelenjar parotis dan
submandibular, menunjukkan adanya hubungan dengan stress oksidatif
akibat paparan alkohol seperti yang ditunjukkan oleh penurunan kapasitas
antioksidan (ACAP) dan peningkatan parameter pro-oksidan (LPO dan NO)
(Peinado et al., 2023)

Kerusakan-kerusakan akibat alkohol pada jaringan mulut dapat disebabkan
secara langsung oleh aksi etanol dan secara tidak langsung oleh metabolit
toksiknya: asetildehida ROS serta metabolit non oksidatif berupa FAAE’s
(Waszkiewicz et al., 2009). Etanol secara langsung merusak membran sel dan
membran organel yang menyebabkan perubahan konformasi pada
strukturnya dan meningkatkan fluiditas membran. Hal ini secara tidak

langsung merusak struktur protein dan asam nukleat, bekerja melalui
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metabolitnya, dan menyebabkan deregulasi sistem enzimatik (Waszkiewicz

and Szulc, 2010).

Selain kandungan S-allylcysteine (SAC) yang meningkat secara signifikan
dan berperan sebagai senyawa antioksidan paling banyak yang ditemukan di
bawang hitam. Bawang hitam juga memiliki kandungan senyawa tinggi lain
yaitu senyawa polisakarida, protein, senyawa sulfur dan senyawa fenolik.
Selain itu, pemanasan yang pada bawang putih juga menyebabkan adanya

peningkatan dalam jumlah flavonoid pada bawang hitam (Lu et al., 2017).

Senyawa flavonoid berperan dalam mengikat dan menangkap radikal bebas
serta mampu berinteraksi dengan ion logam, seperti ferum (Fe) atau besi dan
cuprum (Cu) atau tembaga, yang dapat memicu produksi radikal bebas serta

berperan dalam katalisis peroksidasi lipid (Rozak, 2023)

Kandungan senyawa-senyawa di bawang hitam seperti SAC, polifenol,
flavonoid mampu menghambat kerusakan-kerusakan akibat stress oksidatif
atau ketidakseimbangan oksidan (radikal bebas) dan antioksidan. Selain itu,
senyawa-senyawa tersebut dapat menghambat pembentukan peroksidasi lipid

sehingga dapat menurunkan kadar MDA dalam tubuh.
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Kerangka Konsep

Kerangka konsep dalam penelitian ini mencakup dua jenis variabel yaitu,
Variabel independen dan dependen. Variabel independen adalah pemberian
ekstrak bawang hitam (Black Garlic) dengan dosis 400 dan 800 mg/KgBB,
sementara variabel dependen adalah aktivitas malondialdehide (MDA) dalam

kelenjar saliva tikus putih betina (Rattus norvegicus).

B;;”ZL‘%G Hitﬁm Kadar Malondialdehid
(Black Garlic) (MDA)

\ 4

Gambar 7 Kerangka Konsep

Hipotesis

Hipotesis yang muncul dari penelitian ini dapat dirumuskan sebagai berikut:
HO = Tidak terdapat dampak dari pemberian ekstrak bawang hitam (Black
Garlic) pada aktivitas MDA dalam Kelenjar Saliva tikus putih betina (Ratfus

norvegicus) yang diinduksikan alkohol menggunakan model binge drinking.

H1= Terdapat pengaruh atau dampak pemberian ekstrak bawang hitam (Black
Garlic) pada aktivitas MDA dalam Kelenjar Saliva tikus putih betina (Ratfus

norvegicus) yang diinduksikan alkohol menggunakan model binge drinking.



BAB III
METODE PENELITIAN

3.1 Desain Penelitian

3.2

Desain penelitan ini menggunakan true experimental dengan metode

randomized controlled design serta pola penelitian post-test control only

group design dengan menyandingkan hasil pengamatan pada kelompok

eksperimental dan kontrol yang melibatkan hewan coba tikus putih betina

(Rattus norvegicus) galur Wistar. Kelompok penelitian ini dibagi menjadi 4

subkelompok yaitu, kelompok negatif, positif, perlakuan 1 dan perlakuan 2

Lokasi dan Waktu

Penelitian ini berlangsung pada bulan September hingga Desember 2023, dan

melibatkan beberapa lokasi sebagai berikut:

1.

Laboratorium Biokimia, Biomolekuler dan Fisiologi, sebagai tempat
persiapan sampel hingga siap untuk diukur dengan spektrofotometri
Animal House Fakultas Kedokteran Universitas Lampung, sebagai
fasilitas pemeliharaan hewan percobaan, mulai dari masa adaptasi hingga
perlakuan.

Laboratorium Farmasi sebagai tempat pengukuran kadar MDA
menggunakan spektrofotometri

Laboratorium  Mikrobiologi dan Parasitologi sebagai tempat
penyimpanan jaringan kelenjar saliva.

Balai Veteriner Lampung Direktorat Jenderal Peternakan dan Kesehatan
Hewan sebagai tempat dilakukannya terminasi dan pembedahan untuk

mengambil kelenjar saliva tikus.
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Subjek Penelitian
3.3.1 Populasi

Tikus putih betina (Rattus norvegicus) galur Wistar yang usianya
sekitar 5-9 minggu, dengan berat badan tikus 140-170 gram. Tikus

diperoleh dari Animal vet laboratory Institut Pertanian Bogor

3.3.2 Sampel
Rumus Frederer digunakan dalam penentuan jumlah sampel dalam
penelitian ini:
(t-1) (n-1) > 15

Keterangan:
n= jumlah pengulangan atau jumlah sampel tiap kelompok

t = jumlah kelompok perlakuan sehingga;

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

n > 6 tiap kelompok

Untuk menanggulangi kemungkinan adanya kesalahan dalam
penelitian dilakukan koreksi dengan kriteria drop out, menambahkan
30% dari total hewan coba setiap kelompok yaitu:

30%x 6

=1,8 ~ 2 per kelompok
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Merujuk hasil di atas, cadangan sampel yang disiapkan untuk masing-
masing kelompok perlakuan adalah 2 ekor. Oleh karena itu, total
hewan coba yang digunakan tiap kelompoknya adalah 8 ekor tikus,
dan total jumlah hewan coba yang digunakan adalah 32 ekor tikus
putih. Penelitian ini dibagi menjadi 4 subkelompok dan dipilih
menggunakan teknik simple random sampling untuk mengetahui
bagaimana aktivitas MDA pada kelenjar saliva tikus putih betina
(Rattus norvegicus) galur wistar yang diinduksikan alkohol, serta
untuk mengetahui dampak bawang hitam pada keadaan stress
oksidatif akibat konsumsi alkohol dengan pengukuran MDA.
Parameter kerusakan Kkelenjar saliva tikus yang terjadi berupa

pembentukan peroksidasi lipid akibat konsumsi alkohol

Kelompok Perlakuan

Penelitian ini menggunakan tikus putih betina (Rattus norvegicus)

dengan jumlah 32 ekor dan dibagi dalam 4 subkelompok yaitu:

a. Kelompok kontrol 1 (K1), hanya diberikan air/air sulingan
selama 3 hari (Fagundes et al., 2016).

b. Kelompok kontrol 2 (K2), diberikan alkohol menggunakan model
binge drinking. Alkohol dengan konsentrasi 20% (m/v) diberikan
sebanyak 3 g/kgBB/hari, selama 3 hari (Fagundes et al., 2016).

c. Kelompok perlakuan 1 (P1), diberikan alkohol model binge
drinking dengan konsentrasi 20% (m/v) dan dosis yang diberikan
sebanyak 3 g/kgBB/hari selama 3 hari serta ekstrak bawang hitam
selama 3 hari dengan dosis 400 mg/kgBB/hari (Fagundes et al.,
2016; Astari, 2021; Dimas, 2022)

d. Kelompok perlakuan 2 (P2), diberikan alkohol model binge
drinking dengan konsentrasi 20% (m/v) dan dosis yang diberikan
sebanyak 3 g/kgBB/hari selama 3 hari serta ekstrak bawang hitam
selama 3 hari dengan dosis 800 mg/kgBB/hari (Fagundes et al.,
2016; Astari, 2021; Dimas, 2022).
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3.4 Kriteria Inklusi dan Eksklusi

34.1

3.4.2

Kriteria Inklusi

Kriteria inklusi pada penelitian ini adalah tikus putih betina (Rattus
norvegicus) galur Wistar betina usia 5-9 minggu dengan berat 140-
170 gram, sehat dengan indikasi mampu bergerak aktif, rambut tidak

botak, kusam, dan atau rontok, (Fagundes et al., 2016)

Kriteria Eksklusi

Kriteria eksklusi pada penelitian ini adalah bilamana ada penurunan
berat badan lebih dari 10% setelah masa aklimitasi di animal house,
adanya kelainan anatomis pada tikus, dan atau mati selama pemberian

perlakuan.

3.5 Identifikasi Variabel

3.5.1

3.5.2

Variabel Independen

Variabel independen penelitian ini yaitu ekstrak bawang hitam (Black
garlic) dengan dosis 400 mg/KgBB dan 800 mg/kgBB/hari

Variabel Dependen

Variabel dependen pada penelitian ini adalah kadar MDA kelenjar
saliva tikus putih betina (Rattus norvegicus) galur Wistar yang

diinduksi alkohol menggunakan model binge drinking.



3.6 Definisi Operasional

Tabel 1 Definisi Operasional
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Variabel Definisi Hasil Ukur Skala
Bawang hitam Bawang hitam merupakan ~ Pemberian ekstrak bawang Ordinal
(Black Garlic) fermentasi dari bawang hitam ke tikus dengan dosis
putih. Kandungan 400 mg/KgBB dan 800
senyawa-senyawa di mg/kgBB/hari (Astari, 2021;
bawang hitam mampu Dimas, 2022) dinyatakan
menghambat kerusakan- dengan kadar MDA pada
kerusakan akibat stress kelenjar saliva tikus dengan
oksidatif/ satuan nmol/g.
ketidakseimbangan Dosis 400 mg/KgBB/Hari=1
oksidan (radikal bebas) Dosis 800 mg/KgBB/Hari=2
dan antioksidan (Kimura et
al.,2017)

Kadar MDA Malondialdehid (MDA) Kadar MDA jaringan kelenjar ~ Numerik

kelenjar saliva adalah
produk akhir dari
peroksidasi lipid
,dihasilkan oleh oksidasi
radikal bebas serta
peroksidasi lipid akibat
metabolit non oksidatif
berupa etil ester asam
lemak (fatty acid ethyl

esters — FAAE’s)

(Waszkiewicz et al., 2009)

saliva diukur dengan
spektrofotometri dan
dinyatakan dengan satuan

nmol/g.
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3.7 Bahan dan Alat Penelitian
3.7.1 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu:

1) Tikus putih betina (Rattus norvegicus) galur Wistar
2) Etanol 70%

3) Ekstrak bawang hitam (black garlic)

4) Air/Aquadest

5) Ketamine hydrochloride dan xylazine

6) Pakan dan minum tikus

3.7.2 Bahan Prosedur Pemeriksaan Kadar Malondialdehide (MDA)

1) Kit Reagen MDA yang terdiri atas Tetra Etoksi Propan (TEP),
Asam trikloroasetat (TCA) 20%, Asam Tiobarbiturat (TBA) dan
Phosphate buffer saline (PBS) pH= 7,4

Gambar 8. Kit Reagen MDA
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3.7.3 Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Neraca analitik sebagai alat penimbang tikus

Spuit oral 1cc dan 3cc

Kapas dan alkohol

Minor set untuk pembedahan tikus (laparotomi)

Kandang tikus

Sonde lambung tikus

Wadah pakan dan minum tikus

Gelas ukur

Alat pemeriksaan kadar MDA: Microtube 2,5 ml dan 5 ml;
Micropipet; ~ Whitetips,  bluetips,  yellowtips;  Vorteks;
Spektrofotometer; Kuvets; Sentrifuge; Penanggas Air; Boks Es

10) Spektrofotometer

3.8 Prosedur Penelitian

3.8.1 Adaptasi Tikus

Tikus putih betina (Rattus norvegicus) galur Wistar sebanyak 32 ekor

diberi makan dan minum melalui ad libitum. Kemudian dibagi

menjadi 4 subkelompok, lalu diadaptasi selama 7 hari di Animal

House Kedokteran Universitas Lampung. Selanjutnya dilakukan

penandaan serta penimbangan untuk menentukan perlakuan per

kelompok.

3.8.2 Pemilihan dan Penentuan Dosis Alkohol

Pemilihan Alkohol

Alkohol yang digunakan pada penelitian ini adalah etanol murni
dengan konsentrasi 70% dalam 100 ml. Kemudian larutan
alkohol dilarutkan dengan air sehingga konsentrasinya menjadi

20% dengan menambahkan air sebanyak 250 ml
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M1xV1=M2xV2

70% x 100 ml = 20% x V2

— 70% x 100
T 20%
V2 =350 ml

Sehingga untuk menghasilkan alkohol 20% diperlukan
penambahan larutan air sebesar 250 ml untuk menjadikan larutan

secara keseluruhannya 350 ml.

b. Penentuan Dosis Alkohol

Dosis alkohol yang diberikan pada tikus putih betina (Rattus
norvegicus) dengan konsentrasi 20% (m/v) diberikan selama 3

hari berturut-turut dengan dosis 3g/KgBB/hari

Perhitungan dosis alkohol menggunakan konsentrasi massa per

volume dari konsentrasi etanol yang diperlukan.

200 = gram etanol 100%
0T larutan(ml) x °

Didapatkan dosis pemberian alkohol:

3
20% = ——  x 1009
0% larutan(ml) x 100%

V (ml) =15ml/Kg
V(ml) = 15 ml x BB Tikus (140 Gram)
V(iml) = 2,1ml

3.8.3 Pemilihan Bawang Hitam dan Penentuan Dosis
a. Pemilihan Bawang Hitam

Penelitian menggunakan ekstrak bawang hitam herbalenku yang
berbentuk cair. Ekstrak bawang hitam herbalenku terdiri dari 50%
bahan ekstrak dan air 50%.
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Gambar 9. Ekstrak Bawang Hitam Herbalenku

Penentuan Dosis

Penentuan dosis ekstrak bawang hitam yang didasari oleh berat
badan tikus 140 gram, hal ini sesuai dengan penelitian
sebelumnya yang meneliti pengaruh asupan black garlic terhadap
kelenjar terbesar dalam tubuh yaitu hepar dan pengaruh asupan
black garlic terhadap ginjal tikus putih (Rattus norvegicus) galur
Sprague-dawley yang diinduksi minyak jelantah. Penelitian
tersebut membuktikan dosis ekstrak bawang hitam 400 mg/KgBB
dan 800 mg/kgBB memiliki efek paling optimal dalam
melindungi hepar dari paparan radikal bebas pada keadaan stress
oksidatif (Astari, 2021; Dimas, 2022).

1. Dosis 400 mg/KgBB

massa bawang hitam (g)
Ekstrak (%) = x 100%
volume larutan (ml)

04g
50%
Volume larutan (ml) = 0,8ml/Kg

Volume larutan (ml) = x 100%

Volume larutan (ml) = 0,8 ml x BB Tikus
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Volume larutan (ml) = 0,12 ml

Pemberian ekstrak bawang hitam pada kelompok perlakuan

1 dosis yang diberikan sebesar 0,12 ml/hari.

2. Dosis 800 mg/KgBB

massa bawang hitam (g)
Ekstrak (%) = x 100%
volume larutan (ml)

0,8g
50%

Volume larutan (ml) = x 100%

Volume larutan (ml) = 1,6 ml/Kg
Volume larutan (ml) = 1,6 ml x BB Tikus

Volume larutan (ml) = 0,23 ml

Pemberian ekstrak bawang hitam pada kelompok perlakuan

2 dosis yang diberikan sebesar 0,23 ml/hari.

3.8.4 Uji Fitokimia Kualitatif

Penelitian ini menggunakan ekstrak bawang hitam herbalenku.
Kandungan senyawa antioksidan didalamnya dapat diidentifikasi
dengan dilakukan uji fitokimia secara kualitatif. Adapun cara uji

fitokimia yang dapat dilakukan adalah: (Kartikasari et al., 2022)

1. Uji Saponin
Uji saponin dilakukan dengan menambahkan 0,5 ml aquades
dalam 0,5 ml sampel ekstrak dan dikocok selama 30 detik. Hasil
pengamatan dikatakan positif saponin jika ditemukan busa pada
reaksi antara sampel dan aquades.

2. Uji Steroid
Uji steroid dilakukan dengan menambahkan 0,5 ml asam asetat
glacial + 0,5 ml H2SO4 atau asam sulfat ke dalam 0,5 ml sampel
ekstrak dan hasil dikatakan positif apabila warna sampel berubah

menjadi biru/ungu/hijau.
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3. Uji Terpenoid
Uji fitokimia terpenoid dilakukan dengan menambahkan 0,5 ml
asam asetat glacial + 0,5 ml H2SO4 atau asam sulfat ke dalam 0,5
ml sampel ekstrak dan hasil dikatakan positif apabila warna
sampel berubah menjadi merah atau kuning.

4. Uji Tanin
Uji fitokimia senyawa tannin dalam ekstrak dibuktikan dengan
menambahkan 3 tetes larutan FeCI3 10% ke dalam 1 ml sampel.
Hasil dikatakan positif apabila terdapat perubahan warna larutan
menjadi hitam kebiruan.

5. Uji Alkaloid
Uji Fitokimia keberadaan senyawa alkaloid dilakukan dengan
menambahkan 5 tetes kloroform + 5 tetes pereaksi Mayer ke
dalam 0,5 ml sampel. Hasil dikatakan positif apabila warna
larutan berubah menjadi putih kecoklatan.

6. Uji Flavonoid
Uji ada atau tidaknya senyawa flavonoid dalam ekstrak dilakukan
dengan mencampurkan 0,5 g serbuk Mg + 0,5 ml HCL pekat
(tetes demi tetes) ke dalam 0,5 ml sampel dan hasil dikatakan
positif apabila larutan berubah menjadi merah/kuning/coklat serta
terdapat busa.

7. Uji Fenolik
Uji fitokimia fenolik dilakukan dengan menambahkan 3 tetes
larutan FeClI3 2% ke dalam 1 ml sampel. Hasil dikatakan positif

apabila warna larutan menjadi hitam ke biruan.

3.8.5 Prosedur Intervensi

Penelitian ini menggunakan tikus putih betina (Rattus norvegicus)

dengan jumlah 32 ekor dan dibagi dalam 4 subkelompok yaitu:

a. Kelompok kontrol 1 (K1), hanya diberikan air/air sulingan
selama 3 hari (Fagundes et al., 2016).

b. Kelompok kontrol 2 (K2), diberikan alkohol menggunakan model
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binge drinking. Alkohol dengan konsentrasi 20% (m/v) diberikan
sebanyak 3 g/kgBB/hari, selama 3 hari (Fagundes et al., 2016).

c. Kelompok perlakuan 1 (P1), diberikan alkohol model binge
drinking dengan konsentrasi 20% (m/v) dan dosis yang diberikan
sebanyak 3 g/kgBB/hari selama 3 hari serta ekstrak bawang hitam
selama 3 hari dengan dosis 400 mg/kgBB/hari (Fagundes et al.,
2016; Astari, 2021; Dimas, 2022)

d. Kelompok perlakuan 2 (P2), diberikan alkohol model binge
drinking dengan konsentrasi 20% (m/v) dan dosis yang diberikan
sebanyak 3 g/kgBB/hari selama 3 hari serta ekstrak bawang hitam
selama 3 hari dengan dosis 800 mg/kgBB/hari (Fagundes et al.,
2016; Astari, 2021; Dimas, 2022).

Prosedur Pengelolaan Hewan pasca Penelitian

Masing-masing kelompok yang telah mendapatkan perlakuan selama
3 hari selanjutnya diterminasi. Pertama tikus di anastesi menggunakan
gabungan dari ketamine hydrochloride 90 mg/kgBB dan xylazine
dengan dosis 10 mg/kgBB. Kemudian tikus diterminasi dengan cara
dislokasi servikal dan dilakukan pembedahan untuk pengambilan
organ kelenjar saliva. Setelah tikus dilakukan terminasi dan
pengambilan organ kelenjar saliva, tikus akan dikumpulkan dan
dimasukan ke dalam incenerator untuk dilakukan pemusnahan.
Selanjutnya dibuat homogenat dari jaringan kelenjar saliva dan

dilanjutkan dengan prosedur pemeriksaan kadar MDA.

Prosedur Pemeriksaan Kadar Malondialdehide (MDA)

Penentuan kadar MDA dilakukan dengan cara organ kelenjar saliva
dihomogenkan dan dilakukan preparasi, dicuci dengan phosphate
buffer saline (PBS) dingin 0,01 M pH=7,4 berulang-ulang hingga
bersih dari darah. Organ kelenjar saliva yang telah dihomogenkan

selanjutnya digunakan untuk analisis MDA.
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Sample plasma/homogenate jaringan dipipet ke dalam tabung
eppendorf (microtube) 1,5 ml sebanyak 50 pL dan diencerkan dengan
air sebanyak 350 pL. Larutan ditambahkan 200 uL TCA 20% lalu di
vortex dan disentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm selama 10
menit. Supernatan diambil dan ditambahkan 400 pL TBA 0,67%.
Kemudian dipanaskan di atas penanggas air selama 10 menit dalam
suhu 96°C. Larutan disentrifugasi kembali pada 5000 rpm selama 5
menit dan dibaca dengan spektrofotometer pada panjang gelombang

530 nm.



3.8.8 Alur Penelitian

Persiapan dan Uji Fitokimia Ekstrak
Bawang Hitam

Timbang berat badan tikus

Adaptasi tikus 7 hari
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Perlakuan pada tikus selama 3 hari

¢ .

1

K1 K2 P1 P2
; ; ; I
Diberi alkohol Diberi alkohol
konsentrasi konsentrasi 20%
Diberi alkohol 20% (m/v) (m/v)
Diberikan air/air konsentrasi 20% dengan dosis dengan dosis
sulingan (m/v) dengan dosis 3g/kgBB/hari 3g/kgBB/hari
3g/kgBB/hari dan diberikan dan diberikan
ckstrak bawang ekstrak bawang
hitamdosis 400 hitamdosis 800
mg/kgBB/hari mg/kgBB/hari

Anestesi tikus dengan ketamine-xylazine dan terminasi
|

v
Pembedahan dan pengambilan organ kelenjar saliva

Pembuatan homogenate jaringan Kelenjar saliva
|

-~

v
Pengukuran Kadar Malondialdehide (MDA)

3.9 Analisis Data

Gambar 10. Alur Penelitian

3.9.1 Analisis Univariat

Pada penelitian ini metode analisis data menggunakan uji statistik

berupa uji homogenitas dan normalitas data. Dalam penelitian ini

sampel yang digunakan kurang dari 50, maka uji normalitas data yang
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digunakan yaitu uji Saphiro-Wilk dan digunakan dalam menentukan
apakah data terdistribusi normal atau tidak. Kemudian, dilakukan uji
homogenitas menggunakan uji Levene untuk mengetahui apakah data

memiliki varian yang sama atau tidak dari dua atau lebih kelompok.

3.9.2 Analisis Bivariat

Apabila data yang ditemukan terdistribusi normal dan homogen Uji
parametrik One-way ANOVA akan dilakukan. Jika didapatkan nilai p
> 0,05 menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan signifikan antar
kelompok-kelompok tersebut sehingga hipotesis nol (Ho) akan ditolak
dan jika didapatkan nilai p < 0,05 mengindikasikan bahwa ada
perbedaan signifikan antar kelompok-kelompok tersebut, maka Ho

tetap dipertahankan.

Selanjutnya untuk mengetahui kelompok mana yang memiliki
perbedaan dilakukan uji Posthoc-LSD. Jika data yang ditemukan tidak
terdistribusi normal atau tidak homogen, maka uji statistik non
parametrik Kruskal-Wallis akan digunakan. Apabila didapatkan nilai
p > 0,05 ini menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan perbedaan
signifikan antar kelompok-kelompok tersebut sehingga hipotesis nol
(Ho) akan ditolak. Jika nilai p < 0,05 berarti adanya perbedaan
signifikan antar kelompok-kelompok tersebut, maka Ho akan tetap
dipertahankan. Selanjutnya untuk mengetahui kelompok mana yang

memiliki perbedaan dilakukan uji lanjut Mann-Whitney.

3.10 Etika Penelitian

Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan etik penelitian yang telah
diberikan oleh Komisi Etik Penelitian Fakultas Kedokteran Universitas
Lampung. Persetujuan ini tertuang dalam surat keputusan persetujuan etik

nomor 3969/UN26.18/PP.05.02.00/2023.



5.1

5.2

BABYV
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan hasil dan pembahasan dari penelitian ini, dapat disimpulkan
bahwa dengan mengonsumsi ekstrak bawang hitam (Black Garlic)
memberikan pengaruh terhadap peningkatan kadar malondialdehid (MDA)
pada tikus putih betina remaja (Rattus norvegicus) Galur Wistar yang

diinduksikan alkohol model binge drinking.

Saran
Saran dari penelitian yang telah dilakukan:

1. Disarankan untuk melakukan uji HPLc terhadap ekstrak bawang hitam
untuk mengetahui kadar senyawa antioksidan yang memilki peran
terhadap stres oksidatif akibat paparan alkohol dengan model binge
drinking.

2. Disarankan untuk melakukan penelitian lebih lanjut dengan menambah
variasi marker lain seperti SOD, GSH dan lainnya untuk mengetahui
aktivitas antioksidan endogen yang terbentuk dengan konsumssi ekstrak

bawang hitam.

3. Disarankan untuk menggunakan ekstrak bawang hitam yang dibuat dari
bawang hitam asli dan berasal dari tanah lampung untuk memperkaya

kualitas pertanian dan tumbuhan yang tumbuh di Provinsi Lampung
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