BAB 1: PENGENALAN KAJIAN

1.1 Latar Belakang Kajian.

Makanan adalah sumber tenaga manusia. Allah (s.w.t.) memerintahkan manusia
makan bukan sahaja makanan yang halal tetapi juga makanan yang baik sebagaimana

yang terkandung dalam surah al-Bagarah:

“Wahai manusia, makanlah apa-apa yang di atas muka bumi yang halal

lagi baik dan janganlah kamu mengikut langkah-langkah syaitan.

Sesungguhnya syaitan merupakan musuh yang nyata bagimu.” (2): 168

Pada masa kini, masyarakat lebih terdedah kepada makanan yang mengandungi
bahan kimia dan pengawet di pasaran. Pengambilan bahan-bahan ini secara tidak
langsung boleh mendatangkan kesan yang negatif kepada kesihatan dan kualiti hidup
pengguna jika diambil bagi jangka masa yang panjang. Allah memerintahkan agar
manusia makan makanan yang baik dan halal. Terdapat pelbagai jenis contoh makanan
dari sumber semulajadi yang baik untuk kesihatan yang disarankan di dalam al-Qur’an

seperti madu, kurma, kismis dan susu.

Ayat tersebut merupakan arahan serta izin langsung daripada Allah kepada
manusia untuk makan apa sahaja yang halal lagi baik. Dikaitkan juga larangan mengikut
langkah syaitan, yang mahu manusia mengambil makanan yang haram dan tidak baik

untuk kesihatan.



Imam Ibnu Kathir dalam kitabnya Tafsir al-Qur’an al-Azim, menyatakan
makanan yang ‘baik’ memberi maksud makanan yang sesuai dengan selera seseorang
selain tidak memberi kesan yang buruk kepada fizikal dan mental (Danial, 2007). Hasil
metabolisme makanan yang telah dihadamkan akan masuk ke dalam bekalan darah dan
dibawa ke seluruh badan, termasuklah ke otak untuk digunakan oleh neuron (sel utama
saraf) dan neuroglia (sel sokongan). Otak merupakan struktur utama bagi sistem saraf

pusat yang merupakan sistem paling utama bagi manusia.

Terdapat pelbagai jenis makanan yang nutriennya baik untuk perkembangan dan
fungsi otak yang memainkan peranan penting dalam aktiviti pembelajaran dan
penghasilan memori. Makanan yang baik bukan sahaja dapat meningkatkan kemampuan
otak untuk berfikir, malah ia juga meningkatkan daya tumpuan, mengurangkan tekanan
dan menguatkan memori. Antara makanan yang dilaporkan baik untuk otak adalah

seperti berikut:

a) Mempunyai fungsi antioksidan: Antioksidan (anti-oksigen) bertindak
menentang bahan radikal bebas (oksigen aktif) yang menghasilkan tindak balas
kimia yang boleh merosakkan sel-sel otak jika kandungannya berlebihan. Untuk
menghalang tindak balas ini, otak memerlukan bekalan antioksidan yang cukup.
Selain dari madu, makanan lain yang mengandungi antioksidan adalah buah-
buahan sitrus, tumbuhan hijau (The Franklin Institute, 2014) dan kurma

(Zangene et al., 2009).

b) Mengandungi glukosa: Glukosa merupakan sumber tenaga utama bagi otak.
Glukosa ditukar dari karbohidrat, seperti bijirin, buah-buahan dan sayur-sayuran.
Kajian menunjukkan pengambilan gula semulajadi dapat meningkatkan memori

dan fungsi kognitif (Rodriguez, 2009). Selain glukosa, madu juga mengandungi
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fruktosa dan air (Doner, 1976). Glukosa dan fruktosa merupakan monosakarida,

laitu gula ringkas.

Pernyataan Masalah

Umum mengetahui pengambilan madu adalah sebagai salah satu sumber

antioksida yang baik untuk penjagaan kesihatan. Terdapat banyak kajian saintifik yang

melihat kepada kesan madu terhadap penyembuhan luka, kesuburan dan diet bagi ahli

sukan. Tetapi tidak banyak kajian tentang kesan madu terutamanya madu tempatan

terhadap memori, kelakuan dan juga struktur otak yang berkaitan dengan memori. Dari

perspektif tradisi Islam pula, maklumat berkaitan madu dan memori juga tidak banyak

yang dinyatakan sama ada dari al-Qur’an, hadith atau kitab sarjana Islam.

1.3

Objektif Kajian

Objektif khusus kajian adalah seperti berikut:

1)

2)

Mengenal pasti dan membandingkan maklumat dari perspektif sains berdasarkan
kajian yang dilaporkan dalam jurnal-jurnal saintifik dan perspektif tradisi Islam
berdasarkan ayat-ayat al-Qur’an, hadith-hadith dan tulisan sarjana Islam yang
berkaitan dengan madu:

a) Penghasilan madu.

b) Ciri-ciri madu, contohnya aspek fizikal dan kimianya.

c) Penggunaan madu untuk memori.

Mengkaji kesan pengambilan madu tempatan terpilih (Madu Tualang) ke atas
memori spatial haiwan eksperimen (tikus) melalui model kelakuan yang

melibatkan:



3)
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a) Komponen memori kerja.

b) Komponen memori rujukan.

Membuat perbandingan antara tikus yang diberikan madu tempatan terpilih
(Madu Tualang) dan tikus kawalan yang diberi larutan salin dari aspek:

a) Ciri am morfologi luaran struktur otak.

b) Pencirian aspek neurohistologi hipokampus, struktur otak tikus yang

diketahui terlibat dengan memori.

Persoalan Kajian

Fokus kajian adalah untuk menangani persoalan-persoalan berikut:

1)

2)

3)

Sejauh manakah keselarasan maklumat mengenai ciri-ciri madu itu sendiri
seperti penghasilannya, fizikalnya dan kandungan kimianya serta penggunaan

madu untuk meningkatkan memori dari perspektif sains dan tradisi Islam.

Jika berdasarkan kelakuan haiwan eksperimen (tikus), penggunaan madu

tempatan (Madu Tualang) memberikan kesan terhadap memori spatial.

Jika penggunaan madu tempatan (Madu Tualang) memberi kesan ke atas

struktur morfologi luaran dan histologi otak tikus, apakah kesan-kesan tersebut.



1.5  Kepentingan Kajian

Daripada kajian ini, maklumat dari kedua-dua perspektif sains dan tradisi Islam
terutamanya tentang perkaitan madu dan memori dikumpul dan didokumentasi secara
sistematik. Dapat dibentangkan kepentingan pengambilan madu dari pandangan kedua-

dua perspektif.

Kajian kelakuan terhadap tikus dijalankan bagi melihat kesan pengambilan
madu tempatan (Madu Tualang) terhadap prestasi memori spatialnya. Turut dilihat
kesan pengambilan madu tersebut terhadap morfologi luaran otak dan histologi struktur
tertentu (hipokampus). Oleh itu, kajian ini memberi maklumat sokongan fizikal dari
perspektif sains tentang kesan positif madu, terutamanya terhadap memori. Keputusan

kajian boleh menggalakkan pengambilan makanan sunnah ini.



BAB 2: KAJIAN LITERATUR

Terdapat banyak eksperimen melibatkan kajian kelakuan yang dijalankan bagi
mengkaji kesan sesuatu makanan terhadap memori, khususnya memori spatial. Sebagai
contoh, kajian yang dilakukan Shinomiya et al., (2005) yang mengkaji kesan ekstrak
kulit benih kacang soya hitam ke atas prestasi tikus dalam radial maze. Begitu juga
dengan eksperimen rintis yang dilakukan oleh Muhamad Haris et al., (2011) yang
mengkaji kesan pati ikan haruan ke atas pembelajaran spatial dan memori tikus. Kajian-
kajian tersebut melibatkan bahan makanan khusus, menggunakan tikus sebagai haiwan

eksperimen yang dinilai melalui prestasi dalam ujian menggunakan kajian khusus.

2.1 Memori Haiwan dan Madu

Masih belum banyak kajian saintifik yang menunjukkan kesan positif madu
terhadap fungsi kognitif, terutamanya memori (Jadual 2.1). Antara kajian saintifik
tersebut ialah kajian yang dijalankan oleh Chepulis et al., (2009) yang melihat kesan
pemberian madu terhadap memori tikus dewasa. Dalam kajian selama 52 minggu, 45
ekor tikus yang berusia dua bulan dibahagikan kepada tiga kumpulan mengikut diet
yang diberikan, iaitu diet yang mengandungi 10% madu honeydew, 7.9 % sukrosa dan
diet tanpa gula. Ujian Y maze dan ujian Pengenalpastian Objek (Object Recognition
Test) dijalankan untuk menguji memori tikus, manakala ujian Elevated Plus Maze
dijalankan untuk menilai tahap kerisauan tikus. Tikus yang diberi diet madu
menunjukkan tahap memori spatial yang lebih baik pada bulan ke enam dan bulan ke
dua belas berbanding tikus yang diberi diet tanpa gula dan sukrosa. Hasil kajian
menunjukkan pengambilan madu dalam jangka masa yang panjang dapat
mengurangkan kerisauan dan meningkatkan memori spatial pada peringkat umur

pertengahan.



Terdapat dua kajian rintis mengaitkan madu dan memori yang dijalankan oleh
Nabilah (2010) dan Khairul Azali (2011) yang melibatkan penggunaan madu tempatan,
laitu madu Gelam dan madu Nenas ke atas tikus jantan. Kumpulan rawatan diberi madu
secara suap-paksa sebanyak 1ml/100gram berat badan manakala kumpulan kawalan
diberi larutan salin (0.9%). Sepanjang pemberian rawatan akut ini, tikus-tikus tersebut
menjalani ujian memori yang melibatkan penggunaan Radial Arm Maze (RAM) setiap
lima hari untuk penilaian memori spatial. Hasil kajian menunjukkan tahap memori
spatial tikus bagi kumpulan berbeza tidak menunjukkan sebarang perbezaan yang
signifikan, walaupun terdapat pola/trend bahawa pengambilan madu tersebut memberi
kesan positif. Ini mungkin kerana tempoh pemberian madu dalam jangka masa yang
pendek tidak memberikan kesan signifikan kepada memori tikus (Nabilah, 2010). Hasil
kajian menunjukkan madu Nenas mempunyai kesan yang positif terhadap memori kerja
tikus jantan (Khairul Azali, 2011). Pada tahap neurohistologi tiada perbezaan dilihat ke

atas tisu struktur hipokampus.

Terdapat kajian untuk melihat kesan pemberian akut Madu Tualang (Agromas)
terhadap morfologi hipokampus dan prestasi memori tikus betina yang dibuang ovari
(Badriya et al., 2013). Tikus diberi Madu Tualang secara oral (0.2g/kg berat badan)
selama 15 hari. Prestasi memori tikus dinilai menggunakan ujian novel object
recognition (NOR). Otak tikus yang diproses menggunakan pewarnaan Nissl
menunjukkan Madu Tualang meningkatkan memori jangka panjang dan pendek serta

meningkatkan bilangan neuron hipokampus tikus di kawasan CA2, CA3 dan dentate

gyrus.



Jadual 2.1: Kajian lepas tentang perkaitan madu dan memori

Bil. Pengkaji (tahun) Sampel Instrumen

. . Y maze dan Pengenalpastian Objek
1 Chepulis et al., (2009) Tikus (Object Recognition Test)

2 Othman et al., (2011) Manusia Ujian Pembelajaran Auditori Lisan

Badriya et al., (2013) Tikus Novel Object Recognition

2.2 Memori Manusia dan Madu

Terdapat juga kajian yang melibatkan manusia. Contohnya Kajian yang
dilakukan oleh Othman et al., (2011) menilai prestasi pembelajaran lisan dan ingatan
wanita menopaus yang mengambil madu lebah Tualang (Agro Mas) berbanding dengan
wanita yang menerima estrogen serta terapi progestin dan kumpulan kawalan yang tidak
dirawat. Kumpulan kajian yang terdiri daripada 102 orang wanita menopaus telah
dibahagi secara rawak kepada tiga kumpulan, iaitu kumpulan madu lebah Tualang (20
g/hari), kumpulan estrogen serta terapi progestin (Femoston 1/5) dan kawalan yang
tidak dirawat. Pembelajaran lisan dan ingatan mereka telah dinilai menggunakan Ujian
Pembelajaran Auditori Lisan versi Melayu sebelum dan selepas 16 minggu rawatan.
Wanita menopaus yang menerima madu lebah Tualang menunjukkan peningkatan
dalam ingatan mereka. Ini adalah setanding dengan peningkatan yang dilihat di

kalangan wanita yang menerima terapi estrogen ditambah progestin.

2.3 Kandungan dan Komposisi Madu

Kandungan dan komposisi pelbagai jenis madu adalah berbeza-beza mengikut
sumber floranya, keadaan iklim dan sekeliling. Kajian yang dilakukan oleh Mohamed et
al., (2010) adalah untuk menilai keamatan warna, jumlah kandungan fenolik, aktiviti
antioksida dan aktiviti antiradikal Madu Tualang yang dirawat dengan sinaran gamma.

Kajian menunjukkan Madu Tualang mempunyai keamatan warna yang baik dan
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mengandungi sebatian fenolik yang menunjukkan aktiviti antioksida yang baik
setanding dengan jenis madu yang lain (Mohamed et al., 2010). Hasil kajian
menunjukkan nilai keamatan warna ABS450 Madu Tualang ialah 489.5+1.7 AU,
jumlah kandungan fenolik ialah 251.7£7.9 mg asid galik/kg madu, jumlah aktiviti
antioksida melalui FRAP assay ialah 322.1+9.7 (um Fe(l1)) dan aktiviti antiradikal oleh
DPPH assay ialah 41.30+£0.78 (% penyekatan). Net absorbance Madu Tualang adalah
dalam julat pelbagai jenis madu Slovenian, seperti Chesnut, Fir, Spruce, multifloral dan
Forest. Jumlah kandungan fenolik Madu Tualang dilaporkan dalam julat madu Slovenia
dan madu Romania seperti madu Acacia, Sunflower dan honeydew. Jumlah aktiviti
antioksida Madu Tualang adalah dalam julat sebahagian madu Slovania (Mohamed et
al., 2010). Madu Tualang mempunyai beberapa ciri-ciri biokimia yang serupa dengan
madu Manuka. Malah, mempunyai kandungan fenolik, flavonoid, dan
hydroxymethylfurfural (HMF) yang lebih tinggi dari madu Manuka (Sarfarz & Nor

Hayati, 2013).

Madu mengandungi scavenger® radikal bebas yang mengurangkan pembentukan
bahan radikal bebas yang boleh mengakibatkan tekanan oksidatif?. Hasil kajian yang
dilakukan oleh Kishore et al., (2011) menunjukkan Madu Tualang mempunyai jumlah
kandungan fenolik yang paling tinggi berbanding dengan madu Gelam, madu Indian
forest dan madu Nenas. Data yang didapati menunjukkan Madu Tualang mempunyai
kesan antioksida yang lebih baik bagi menentang spesis oksigen reaktif® jika

dibandingkan dengan madu Gelam, madu Indian forest dan madu Nenas. Kandungan

! Bahan kimia aktif seperti vitamin, mineral atau enzim yang bertindak untuk menyingkirkan atau
mengeluarkan bahan yang berbahaya dan tidak diingini sebelum ia boleh menyebabkan kerosakan sel
dalam badan.
2 Tekanan oksidatif pada dasarnya adalah suatu ketidakseimbangan antara penghasilan radikal bebas dan
keupayaan badan untuk melawan atau menyahtoksik kesan buruk melalui peneutralan oleh antioksida.
% Spesies oksigen reaktif (ROS) adalah molekul reaktif secara kimia yang mengandungi oksigen.
Contohnya termasuk ion oksigen dan peroksida. ROS terbentuk sebagai hasil sampingan semulajadi
metabolisme normal oksigen dan mempunyai peranan penting dalam isyarat sel dan homeostasis. ROS
juga mempunyai potensi untuk menyebabkan kerosakan selular selain merosakkan DNA, RNA dan
protein yang menyumbang kepada fisiologi penuaan.
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fenolik dan sebatian lain yang terdapat dalam madu menyebabkan scavenging radikal
bebas dan aktiviti antioksida yang mendatangkan kesan positif kepada kesihatan

manusia.

Kajian yang dilakukan oleh Khalil et al., (2012) tentang jumlah kandungan
polifenol dan flavonoid dan sifat antioksidan melibatkan 11 sampel Madu Tualang.
Sampel Madu Tualang (AgroMas®) telah dibekalkan oleh FAMA (Lembaga Pemasaran
Pertanian Persekutuan, Kedah, Malaysia) dan dikumpul oleh pengumpul madu daripada
11 kawasan yang berlainan di Hutan Hujan Tropika Kedah. Sampel Madu Tualang
kemudian dibanding dengan madu tropika Borneo, yang merupakan satu lagi jenis
madu yang terdapat di Malaysia. Hasil kajian menunjukkan bahawa secara purata,
jumlah kandungan polifenol dan flavonoid dalam Madu Tualang yang diproses adalah
lebih tinggi berbanding madu tropika Borneo. Jumlah kandungan fenolik ditemui adalah
lebih tinggi daripada flavonoid dan kandungan antioksida Madu Tualang didapati lebih

tinggi daripada madu tropika Borneo.

Terdapat kajian rintis berkaitan madu berasaskan surah al-Nahl. Walau
bagaimanapun, kajian lebih menjurus kepada kesan madu terhadap kesihatan secara
keseluruhan. Contohnya, kajian yang dijalankan oleh Mohamad (1994) yang menyorot

tentang khasiat madu lebah dalam sejarah perubatan Islam.

Begitu juga dengan kajian yang dilakukan oleh Deuraseh (2006) yang
memfokus tentang penggunaan madu dari perspektif Islam berdasarkan kitab perubatan
(Kitab al-Tibb) dalam Sahih Bukhari. Beliau membincangkan kepentingan perubatan

dalam Islam yang menekankan “mencegah lebih baik daripada merawat”. Beliau turut
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membincangkan kaedah rawatan dalam Islam seperti berbekam, pengkauterian dan

rawatan menggunakan madu lebah.

2.4 Isu Berbangkit daripada Kajian Lampau

Berdasarkan sorotan kajian yang dilakukan, pengkaji memilih untuk melakukan
kajian tentang kesan Madu Tualang ke atas memori spatial tikus. Ini adalah kerana
madu adalah antara makanan yang disarankan oleh Islam untuk mengukuhkan memori.
Walau bagaimanapun, tidak banyak kajian yang dilakukan tentang kesan madu terhadap
memori, samada dari perspektif sains atau pun Islam. Pemilihan Madu Tualang sebagai
subjek kajian kerana Madu Tualang terbukti sebagai antara madu tempatan yang
mempunyai kandungan fenolik yang tinggi yang dikaitkan dengan ciri antioksida.
Pengkaji memilih untuk menggunakan Madu Tualang (Agro Mas) keluaran FAMA
kerana ia mudah didapati dan dijamin asli. Ujian kelakuan RAM dipilih kerana ia
mudah dilakukan dan sesuai dijalankan untuk menilai memori spatial tikus. Butiran

berkaitan akan dinyatakan dalam bab-bab berikut.
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BAB 3: KOMPONEN KAJIAN ANALISIS DOKUMEN

3.1  Pengenalan

Dalam Islam, setiap penyakit yang diturunkan oleh Allah (s.w.t.) mempunyai

penawar, seperti sabda Rasulullah (s.a.w.):
s 3§ Ity an 0 gt

Allah tidak menurunkan penyakit kecuali ia telah menetapkan baginya
penawar (Muhammad Fu’ad, t.t).

Oleh itu manusia perlu berusaha dalam mencari penawar bagi sesuatu penyakit
selagi ianya tidak melanggar hukum/syara’. Madu adalah bahan yang dihasilkan oleh
lebah, iaitu salah satu makhluk Allah (s.w.t.). Madu dikatakan memberi kesan positif
terhadap memori sama ada dari perspektif sains atau tradisi Islam. Namun begitu, tidak
banyak kajian yang mengintegrasikan maklumat dari kedua-dua perspektif.
Perbandingan analisis dokumen, kaitan madu dengan memori berpotensi
mengetengahkan kepentingan perbincangan sarjana seumpama ini dalam kedua-dua

bidang.

Kaedah analisis dokumen digunakan untuk komponen kajian ini. Analisis
dokumen adalah proses yang melibatkan aktiviti pengumpulan data melalui
penyelidikan, penyiasatan, pemeriksaan, pencerakinan dan penganalisisan terperinci
yang dibuat terhadap bahan bertulis yang berkaitan dengan perkara yang dikaji (Jabatan

Penyelidikan dan Penilaian Institut Aminuddin Baki, 2012).
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3.2 Metodologi

Dari perspektif Islam, sumber-sumber seperti ayat al-Qur’an, hadith dan tulisan
sarjana ada menyebut tentang madu dan memori. Maklumat yang diperolehi dari
sumber-sumber tersebut dikumpul, disusun dan diselaras. Sumber rujukan dari tradisi
Islam adalah seperti al-Qur’an, tafsir al-Qur’an seperti Tafsir Pimpinan al-Rahman,
hadith seperti dari kitab Sahih Bukhari dan Sunan Ibnu Majah serta kitab tulisan sarjana
Islam seperti kitab Qanun fi Tibb dan Tibb Nabawi. Bahan-bahan rujukan dari
perspektif sains lebih menjurus kepada penerbitan hasil kajian makmal. Terdapat juga

bahan rujukan yang melibatkan buku teks.

Bahan-bahan rujukan dalam bentuk buku teks dan kajian ilmiah ini diperoleh
daripada beberapa perpustakaan di Universiti Malaya seperti Perpustakaan Utama dan
Perpustakaan Akademi Pengajian Islam. Bahan rujukan sains seperti buku dan
ensiklopedia turut diperolehi dari perpustakaan tersebut. Bahan rujukan elektronik dari
internet juga turut digunakan. Enjin carian Google atau Google Scholar digunakan
untuk mencari bahan rujukan berkaitan. Kata kunci yang digunakan seperti madu/honey,
memori/memory, kelakuan - kelakuan/behavior dan hipokampus/hippocampus. Laman
web berautoriti yang digunakan seperti Pubmed, ScienceDirect, lidwa.com, Islamweb

dan IslamiCity.com.

13



3.3 Keputusan

3.3.1 Madu dari Perspektif Islam

3.3.1.1 Saranan Penggunaan Madu Oleh al-Qur’an

Madu atau dalam bahasa arab ‘asal berasal daripada perkataan ‘asala. Jamaknya
a’sal, ‘usl, ‘usul, ‘usul dan ‘uslan yang bermaksud air liur lebah (Ma’luf, 1973). Allah
memuliakan madu dengan menjadikannya sebagai nikmat balasan kepada orang-orang
yang bertagwa di dalam syurga seperti yang terdapat di dalam surah Muhammad (47)

ayat 15:

-

\
\

“(Apakah) perumpamaan (penghuni) syurga yang dijanjikan kepada
orang-orang yang bertakwa yang di dalamnya ada sungai-sungai dari
air yang tiada berubah rasa dan baunya, sungai-sungai dari air susu
yang tiada berubah rasanya, sungai-sungai dari khamar (arak) yang

lazat rasanya bagi peminumnya dan sungai-sungai dari_madu yang

disaring; dan mereka memperoleh di dalamnya segala macam buah-
buahan dan ampunan dari Tuhan mereka, sama dengan orang yang
kekal dalam neraka dan diberi minuman dengan air yang mendidih

sehingga memotong-motong ususnya? (15)” (47): 15

Lafaz ‘asal dalam ayat ini diikuti dengan lafaz musaffa diterjemahkan sebagai
“disaring”. Musaffa menunjukkan bahawa sifat madu itu yang sangat bersih, elok
warnanya, rasanya dan baunya serta kekal di dalam perut lebah sebelum ia bercampur

dengan lilin (sarang lebah) dan bahan-bahan semulajadi lain oleh lebah (Hawwa, 1999).
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Ayat ini menunjukkan kenikmatan yang dikurniakan kepada orang yang bertakwa di
dalam syurga adalah berupa sungai madu yang mengalir di dalamnya. Walau
bagaimanapun, seperti yang dinyatakan di dalam hadith oleh Ibn ‘Abbas, madu yang
terdapat di dalam syurga bukanlah madu yang biasanya berasal dari perut lebah, tetapi

madu musaffa (Kathir al-Qurasyi, 1998).

Hal ini juga turut dinyatakan oleh hadith yang diriwayatkan oleh al-Darimi,
dengan penambahan bahawa terdapatnya lautan madu yang daripadanya mengalir

sungai madu (Abdullah, 1987):

dﬁ‘ﬁ“*’d\&u\db 4)"”“” s & 9\

g

zo

S & Mfﬂ\ﬁjw\%

Yazid bin Harun memberitahu kami, al-Jurairi memberitahu kami, dari
Hakim bin Mu’awiyah, dari ayahnya, ia bercerita: Aku pernah
mendengar Rasulullah (s.a.w) bersabda: “Di dalam syurga itu terdapat
lautan susu, lautan air, lautan madu, dan lautan khamr. Kemudian

sungai-sungai itu mengalir darinya.”

Tradisi Islam sememangnya menganjurkan penggunaan madu (Maula, 2009). Di
dalam al-Qur’an terdapat satu surah yang merujuk kepada lebah, iaitu surah ke-16 yang
dinamakan sebagai surah al-Nahl. Surah ini terdiri daripada ayat 128 dan merupakan
surah makkiyyah, kecuali tiga ayat terakhir. la diturunkan ketika sekembalinya
Rasulullah daripada perang Uhud. la dinamakan surah al-Nahl yang bermaksud lebah
kerana di dalamnya terdapat ayat yang bermaksud “Dan Tuhanmu memberi ilham
kepada lebah”. la juga dinamakan surah al-Ni’am yang bermaksud pelbagai nikmat

kerana di dalamnya terdapat pelbagai nikmat yang dinyatakan oleh Allah (s.w.t.)
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(Universitas Islam Indonesia, 1995). Ayat 68 dan 69 dalam surah al-Nahl menyebut

tentang madu dan kebaikannya.
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“Dan Tuhanmu memberi ilham kepada lebah: “Hendaklah engkau
membuat sarangmu di gunung-ganang dan di pokok-pokok kayu, dan
juga di bangunan-bangunan yang didirikan oleh manusia. (68).
Kemudian makanlah dari segala jenis bunga-bungaan dan buah-
buahan (yang engkau sukai), serta turutlah jalan-jalan peraturan
Tuhanmu yang diilhamkan dan dimudahkannya kepadamu. (Dengan

itu) akan keluarlah dari dalam badannya minuman (madu) yang

berlainan warnanya, yang mengandungi penawar bagi manusia (dari

berbagai-bagai penyakit). Sesungguhnya pada yang demikian itu, ada
tanda (yang membuktikan kemurahan Allah) bagi orang-orang yang
mahu berfikir. (69)” (16): 68,69

Ayat tersebut menggambarkan tugas-tugas lebah yang kemudiannya dikaitkan
dengan madu. Lafaz “ittahizi” dalam ayat 68 adalah sebagai bentuk perintah kepada
lebah, yang dalam bentuk “muannath”, iaitu kata ganti nama diri bagi
betina/perempuan. Ini bersesuaian dengan kehidupan sesebuah koloni lebah yang
diketuai oleh seekor ratu lebah betina dan bilangan lebah betina adalah lebih banyak

daripada lebah jantan (Najib, 2008).
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Ayat tersebut menunjukkan suruhan kepada lebah supaya makan pelbagai jenis
sumber bunga-bungaan dan buah-buahan seterusnya menghasilkan madu yang
bermacam-macam warna. Oleh itu, madu yang dihasilkan mengandungi pelbagai jenis

zat dan kebaikan dari pelbagai jenis sumber (Najib, 2008).

Ayat 69 pula secara khusus menyatakan bahawa di dalam madu lebah terdapat
ubat yang mempunyai keupayaan menyembuhkan bagi manusia. Terdapat
percanggahan pendapat dalam kalangan ulama’ mengenai maksud “yang mengandungi
penawar bagi manusia”. Ada pendapat yang mengatakan dhomir (kata ganti nama)
pada lafaz "44" yang bermaksud di dalam (nya) merujuk kepada al-Qur’an sebagai ubat.
Namun jumhur ulama’ bersependapat bahawa dhomir (kata ganti nama) tersebut

merujuk kepada madu sebagai ubat (Najib, 2008).

Ulama’ juga bercanggah pendapat dalam mentafsir ayat yang bermaksud “yang
mengandungi penawar bagi manusia”. Ada ulama’ yang berpendapat bahawa ayat ini
bersifat umum, iaitu menjadi penyembuh kepada semua jenis penyakit dan semua
manusia (Najib, 2008). Ibnu Hajar pula dalam kitabnya Fath al-Bari menyatakan
bahawa penyataan “yang mengandungi penawar bagi manusia” menggambarkan
bahawa tidak semestinya madu sesuai untuk semua jenis orang. Sesetengah orang
dijangka tidak sesuai menggunakan madu terutamanya orang yang tinggal di kawasan
bersuhu tinggi (Deuraseh, 2006). Walau bagaimanapun, semua bersetuju bahawa madu

boleh berfungsi bagi manusia.
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3.3.1.2 Saranan Penggunaan Madu oleh Hadith

Saranan penggunaan madu oleh al-Qur’an disokong oleh hadith yang diturunkan
kepada Rasulullah (s.a.w.). Terdapat beberapa hadith yang menyebut tentang
penggunaan madu, seperti hadith dari Ibnu Majah yang menyarankan penggunaan madu
sebagai penyembuh, selain daripada al-Qur’an. Sabda Rasulullah (s.a.w.) (Muhammad

Yusuf , 1987):
<A _ AP

“Ambillah/ pergunakanlah oleh mu sekalian akan dua ubat

penyembuh iaitu madu dan al-Qur’an.”

Hadith tersebut menggalakkan supaya menggabungkan dua jenis perubatan, iaitu
perubatan bagi fizikal dengan menggunakan madu dan perubatan bagi rohani dengan
menggunakan al-Qur’an. Ini mungkin lebih meyakinkan bagi mereka yang masih ragu-
ragu terhadap perubatan yang hanya bergantung kepada al-Qur’an semata-mata dan
merasakan tidak memadai tanpa ikhtiar lain, iaitu penggunaan ubat (Mohamad, 1994).
Penyataan tentang penggunaan madu dengan al-Qur’an di dalam hadith ini
menunjukkan kelebihan madu sebagai penawar yang istimewa (Najib, 2008).

Sebagaimana kata Ibnu Mas’ud (Shamsuddin Muhammad, 1994):

cw 14 2 . . a7 - W I
J?«W\i SM 2 <)):\94“ LB/ Ld/“é«b.‘:u :)B.ﬂj\j g\.} LKL)'S 2@ L.uaj/ \
] ~ ao

“Madu adalah penawar bagi setiap penyakit dan al-Qur’an adalah

penawar bagi hati, maka bagi kamu terdapat dua penawar iaitu al-Qur’an

dan madu”.
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Terdapat persamaan antara madu dan al-Qur’an. Madu terhasil dari nektar
berbagai-bagai jenis bunga dan menjadi penawar kepada pelbagai jenis penyakit yang
dihidapi oleh manusia. Manakala al-Qur’an pula mempunyai kisah-kisah dan
pengajaran-pengajaran tentang nabi dan umat terdahulu yang dilengkapi dengan
petunjuk-petunjuk yang boleh digunakan oleh manusia tidak mengira bangsa dan zaman
untuk kesejahteraan di dunia dan akhirat (Universitas Islam Indonesia, 1995). Al-
Qur’an sebagai mukjizat juga dicadangkan mempunyai auranya yang tersendiri

sehinggakan dengan membaca dan/atau mendengarnya juga boleh menjadi terapi.

Penggunaan madu dalam penjagaan kesihatan telah diamalkan sejak zaman
Rasulullah (s.a.w.) dan para sahabat. Madu adalah antara makanan kegemaran
Rasulullah (s.a.w.) sendiri sebagaimana yang dinyatakan oleh hadith yang diriwayatkan

oleh Imam Bukhari. Kata Aisyah (Muhammad, 1987):
|zl |5 2\gladl ) o ade Al Lo &*M QE/

“Nabi (s.a.w) amat gemar pada makanan yang manis-manis dan

madu.”

Terdapat hadith-hadith yang menyebut tentang kemampuan madu
menyembuhkan penyakit manusia. Ada diantaranya merujuk kepada penyakit yang
khusus dan terdapat juga hadith yang tidak menyatakan secara jelas penyakit yang boleh
dirawat dengan madu. Sebagaimana yang terdapat dalam Sahih Bukhari dalam kitab al-
Tibb, Bab al- Shifa’ fi Thalatha, terdapat dua hadith yang diriwayatkan oleh Ibn ‘Abbas.

Hadith pertama adalah (Muhammad, 1993):
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“Kesembuhan dari penyakit itu adalah dengan melakukan tiga perkara:
minum madu, berbekam dan membakar dengan api. Tetapi aku

melarang umat ku membakar dengan api”.

Hadith yang kedua adalah (Muhammad, 1993):

“Kesembuhan dari penyakit itu adalah dengan melakukan tiga perkara,
berbekam, minum madu, dan membakar dengan api. Tetapi aku

melarang umat ku membakar dengan api”.

Merujuk kepada hadith-hadith tersebut, Ibn Hajar menjelaskan bahawa
Rasulullah (s.a.w.) hanya menyenaraikan tiga cara rawatan kerana ia adalah prinsip
rawatan bagi sesuatu penyakit. Ini adalah berkemungkinan kerana beberapa penyakit
yang muncul dalam kalangan kaum Arab pada waktu tersebut kebanyakannya berpunca

dari darah (Deuraseh, 2006).
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Dari Abu Sa’id (r.a.): “Ada seorang laki-laki datang kepada Rasulullah
s.a.w dan berkata: “Saudara saya sakit perut.” Rasul menjawab: “Beri ia

madu!” Kemudian orang itu datang lagi untuk kedua kalinya. Rasul
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berkata lagi: “Beri ia madu!” Kemudian orang itu datang untuk ketiga
kalinya. Rasul berkata lagi: “Beri ia madu!” Kemudian orang itu datang
lagi dan berkata: “Telah saya lakukan.” Rasul menjawab: “Tuhan benar.
Perut saudara mu yang bohong. Beri ia madu!” Setelah itu diberikannya

lagi madu kepada saudaranya, dan sembuhlah penyakitnya.”

Hadith ini pula menceritakan tentang saudara kepada seorang lelaki yang
mengalami sakit perut (Muhammad, 1987). Lalu Rasulullah (s.a.w.) menyuruhnya
supaya berubat dengan madu. Kekerapan lelaki tersebut datang mengadu kepada
Rasulullah (s.a.w.) sebanyak empat kali menunjukkan madu mampu menyembuhkan
penyakit dengan cara digunakan beberapa kali dan memerlukan masa untuk
mendatangkan kesan (Najib, 2008). Namun begitu, tidak dinyatakan di dalam hadith
tentang dos yang diperlukan dan kekerapan pengambilan madu yang diperlukan untuk
merawat penyakit ini. Pemeriksaan dan rawatan susulan juga diperlukan bagi

memastikan sesuatu penyakit benar-benar sembuh.
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Dari Abu Hurairah, dia berkata: Rasulullah (s.a.w.) bersabda:
“Barangsiapa yang menjilat madu sebanyak tiga kali pagi pada setiap

bulan, maka dia tidak akan terkena cubaan yang besar.” (Muhammad
Fu’ad Abdul Baqi, t.t).

Hadith ini pula menyatakan tentang sesiapa yang mengambil madu dengan
kekerapan yang dinyatakan tiga kali setiap bulan, ia mampu menguatkan sistem imun

dan dapat mengelakkan seseorang itu daripada terkena jangkitan penyakit (Najib, 2008).
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3.3.1.3 Saranan Penggunaan Madu oleh Cendekiawan Islam

Kelebihan madu berkait dengan memori ada disebut oleh para cendekiawan
Islam seperti Imam al-Zuhri, Ibnu Sina, al-Kindi dan lbnu al-Jazzaar. Seperti yang
dinyatakan oleh Ibnu Juraij, Imam al-Zuhri telah berkata dalam Kitab Tibb an-Nabawi

susunan Imam Ibnu Qayyim al-Jauziyyah (Ibn Al-Qaiyim Al-Jauziyah, 1997):
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“Hendaklah engkau selalu menggunakan madu, kerana sesungguhnya ia
bagus untuk mengingat (hafalan); manakala madu yang paling bagus
ialah yang paling jernih dan putih; yang paling lunaknya adalah yang
paling manis; dan madu yang paling asli adalah yang manis. Madu yang
dipungut daripada bukit dan pokok adalah lebih baik daripada yang

dipelihara, iaitu berdasarkan habitat lebah”

Menurut Ibn Sina dalam kitab Qanun fi Tibb, madu bukan sahaja boleh
menajamkan minda malah digunakan untuk merawat luka dan ulser serta mencerahkan
penglihatan (Ibn Sina, 1999). Potensi madu dikaitkan dengan melancarkan peredaran
darah dan membekalkan bekalan oksigen ke seluruh anggota badan, termasuklah otak

(Deuraseh, 2006).

Terdapat juga penulisan cendekiawan Islam yang menggunakan madu sebagai
salah satu ramuan dalam resepi makanan bagi meningkatkan memori, seperti al-Kindi
dan Ibnu al-Jazzaar. Madu dicampurkan dengan bahan-bahan lain seperti biji seleri,
safron dan halia. Dalam kitab Agrabadhin, al-Kindi telah menulis resepi (Jadual 3.1a)
bagi orang yang mengalami kemerosotan memori akibat kelembapan dan cold humours
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(akhlaat)*. Disyorkan bahawa resepi ini baik bagi kemerosotan memori, penajaman akal
fikiran, mengeringkan lidah dan pemanasan badan (Levey, 1966). Rufus of Epahasus,
seorang doktor pada zaman Greek kuno telah menyatakan bahawa keadaan yang sejuk
dan lembap merosakkan memori (Ullman, 1997). Manakala Ibnu al-Jazzar dalam kitab
Zad al-Musafir wa-qut al-hadir juga menulis resepi (Jadual 3.1b) untuk meningkatkan
memori (Pormann & Savage-Smith, 2007). Resepi campuran melibatkan madu ini agak

susah untuk dituruti dan tidak ada maklumat tentang asal usul campuran.

Jadual 3.1: Resepi dan preskripsi melibatkan madu

(a) Resipi dan preskripsi oleh al-Kindi (dalam kitab Aqrabadhin) bagi orang yang
mengalami kemerosotan memori.

1) Dua bahagian biji saderi dan satu bahagian new sweet flag ditapis dan ditimbang
dengan menggunakan kain sutera.

2) Minyak sapi dicampurkan dengan bahan tersebut dan diuli dengan buih madu
(nisbah 1:5).

3) Campuran tersebut diletakkan di dalam sebuah belanga atau bekas kaca selama
40 malam.

Preskripsi: 1.5 dirham untuk hari pertama dan bertambah dalam kuantiti yang
sedikit setiap hari sehingga dos menjadi dua mithgal pada hari
ketujuh.

*1 dirham=3.2 gram, 1 mithgal= 4.25 gram

(b) Resipi dan preskripsi oleh Ibn al-Jazzaar (di dalam kitab Zad al Musafir wa
— qut al-hadir) untuk meningkatkan memori.

1) Bahan-bahan berikut dilumat, diayak, dicampur dan diuli dengan madu thyme
liar.
e Tujuh mithgal kayu manis Cina, sweet cost, Indian spikenard, safron, jintan

manis, halia, daun pudina kering, wild mountain thyme, mountain mint dan
kulit kayu manis.

* Sistem perubatan Unani yang juga dikenali sebagai sistem perubatan Greeko-Arab, diasaskan oleh
Hipokrates, yang mengandaikan kehadiran empat bendalir badan yang dikenali sebagai akhlaat (humor)
iaitu darah (kepala), kahak (paru-paru), hempedu (pundi hempedu) dan hempedu hitam (limpa). Kualiti
dan kuantiti humor yang tidak seimbang boleh mengakibatkan penyakit manakala pemulihan
keseimbangan ini mengekalkan kesihatan seseorang. Teori humoral ini telah diterima dan dikembangkan
oleh doktor Arab-Muslim seperti al-Razi, Ibnu Sina dan al-Zahrawi.
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e Empat mithgal Indian malabathron, lada panjang, lada putih, lada hitam,
asarabacca, biji plum, cultivated caraway, bunga cengkih, lengkuas dan
lobak merah liar.

e Dua mithgal pellitory, pelaga, biji lobak putih dan biji turnip.

e Sebelas mithqgal bijan yang dibuang kulitnya, walnut, kacang pistacio, badam
segar dan pinenuts sugar candy.

2) Bahan yang telah dicampur, disimpan di dalam bekas yang mempunyai
permukaan dalam yang licin yang diwasap dengan Indian aloes.

Preskripsi: Campuran tersebut hendaklah diambil sebelum dan selepas makan
dalam saiz sebesar kacang walnut.

*1 dirham=3.2 gram, 1 mithgal= 4.25 gram

Terdapat juga tulisan sarjana Islam yang menyarankan jenis madu yang baik
berdasarkan fizikalnya dan penghasilannya. Imam al-Zuhri dalam Kitab Tibb an-
Nabawi susunan Imam Ibnu Qayyim al-Jauziyyah menyatakan madu yang terbaik
adalah madu yang mempunyai warna putih, jernih, manis dan dihasilkan oleh lebah liar
yang bersarang di bukit-bukit dan pokok-pokok. Kepelbagaian jenis zat gula yang
terkandung di dalam madu mempengaruhi warna madu yang dihasilkan. Jenis zat gula
yang berbeza menyebabkan warna madu yang dihasilkan berbeza-beza. Oleh itu, madu

yang berbeza warnanya mempunyai khasiat yang berbeza.

3.3.2 Madu dari Perspektif Sains

3.3.2.1 Khasiat Madu

Penggunaan madu dalam kehidupan manusia telah bermula sejak dahulu lagi
merentasi pelbagai benua dan tamadun. Sebagai contoh orang pada zaman tamadun
Mesir telah menggunakan madu untuk mengubat luka dan penyakit usus (Al-Jabri,
2005). Madu terbukti secara saintifik mempunyai pelbagai kesan terapeutik. Ini

termasuk kesan cardioprotective, hepato-protective, hipoglisemik, antioksida, kesan
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antihipertensi, antibakteria, anti-kulat, anti-virus, anti-radang dan antitumor (Erejuwa et

al., 2012).

3.3.2.2 Penghasilan Madu

Semua madu berasal dari nektar, cecair yang dihasilkan oleh kumpulan sel
khusus yang dipanggil nektaris. Nektar adalah larutan yang utamanya terdiri daripada
gula, asid amino, protein, lipid, mineral, dan beberapa bahan kimia yang lain.
Kandungan madu boleh jadi berbeza-beza bergantung kepada sumber nektar.
Kandungan nektar pula adalah pelbagai, bergantung kepada spesis tumbuhan dan
keadaan persekitaran. Sebagai contoh jenis gula yang terkandung dalam nektar juga
adalah berbeza. Pematangan nektar menjadi madu adalah gabungan daripada dua
proses, iaitu penukaran sukrosa menjadi glukosa dan fruktosa serta pengewapan air
yang berlebihan (Ball, 2007). Jadual 3.2 menunjukkan purata kandungan gula yang

biasanya terdapat di dalam madu.

Madu boleh dikelaskan berdasarkan sumber nektar Madu sama ada unifloral
(madu dihasilkan dari sumber debunga yang sama) atau multifloral (madu dihasilkan
dari sumber debunga yang berbeza). Kepelbagaian warna dan kepekatan madu juga
bergantung kepada sumber madu (Subrahmanyam, 2007). Antara faktor yang boleh
mempengaruhi komposisi dan sifat madu adalah sumber nektar (bahan makanan lebah)
dan juga iklim yang mempengaruhi penghasilan nektar oleh tumbuh-tumbuhan (Aljady
et al., 2000). Sumber nektar juga digunakan untuk penamaan madu, contohnya madu
Gelam dan madu Nenas, dua madu tempatan yang namanya adalah merujuk kepada
sumber nektar, iaitu dari pokok gelam (Melaleuca spp) dan pokok nenas (Ananas

Comosus spp) (Rozaini et al., 2004).
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Penggunaan madu di Malaysia juga semakin meluas. Dengan adanya pelbagai
jenis madu di pasaran, rakyat Malaysia semakin menyedari kepentingan madu dalam
penjagaan kesihatan. Beberapa contoh jenis madu tempatan asli yang boleh didapati
adalah madu Gelam, madu Nenas (Rozaini et al., 2004), Madu Tualang, madu Kelapa
dan madu Durian (Ainul Hafiza et al., 2005). Namun, tidak semua madu yang terdapat
di pasaran adalah madu tempatan dan asli. Pembekal dan/atau penjual madu yang ingin

mengaut keuntungan menyebabkan madu tempatan yang asli amat sukar diperolehi.

Terdapat kajian yang telah dijalankan di Fakulti Perubatan, Universiti Malaya
bagi menentukan keaslian madu, iaitu pencirian gula utama yang terdapat di dalam
madu sebagai penunjuk keaslian sesuatu madu (M. Yusof et al., 2010). Sebanyak empat
sampel madu asli tempatan, 61 sampel madu pasaran dan sembilan sampel madu import
telah diuji dalam kajian ini. Keaslian jenis madu adalah berdasarkan kriteria seperti
fruktosa/nisbah glukosa, jumlah gula penurun, peratusan sukrosa dalam sampel madu
dan analisis pola kromatogram. Keputusan menunjukkan madu asli boleh dibezakan
daripada madu yang tidak asli dan sintetik berdasarkan kandungan gula utama masing-
masing. Hanya 14.75% dari madu yang telah diuji dalam kajian ini menunjukkan ciri-

ciri madu asli.

Kebanyakan madu yang terdapat di pasaran, diragui keasliannya. Adalah sukar
bagi para pembeli untuk menentukan keaslian madu yang dibeli secara saintifik.
Sesetengahnya hanya menguji keaslian madu dengan cara tradisional yang belum tentu
kesahihannya. Ini adalah kerana ujian yang dijalankan bagi menentukan keaslian madu
hanya boleh dilakukan di makmal menggunakan peralatan yang khusus yang mabhal.

Oleh itu, kajian lanjut perlu dijalankan untuk menghasilkan satu kit yang mudah dan
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murah yang boleh digunakan oleh orang ramai untuk menguji keaslian madu yang

dibeli.

3.3.2.3 Kandungan Madu

Madu import mempunyai profil gula yang berlainan dari madu tempatan.
Menurut piawaian Eropah bagi madu asli, kandungan reducing sugar (fruktosa, glukosa
dan maltosa) dalam sampel madu asli hendaklah tidak kurang daripada 60%. Walau
bagaimanapun, peratusan reducing sugar dalam madu dari negara tropika seperti
Malaysia mungkin lebih rendah daripada 60% disebabkan oleh kelembapan yang tinggi.
Selain itu, nisbah fruktosa/ glukosa bagi madu asli mungkin berbeza-beza dari 0.9-1.35
(Tan, 2013).

Jadual 3.2: Kadungan madu (Ball, 2007).

Komponen Purata (%)
Air 17.2
Fruktosa 38.4
Glukosa 30.3
Sukrosa 1.3
Disakarida lain 7.3
Higher sugars 1.4
Asid glukonik 0.57
Asid (kecuali glukonik) 0.43
Lakton 0.14
Mineral 0.17
Nitrogen 0.04

Menurut kajian sains, selain mengandungi gula (seperti glukosa dan fruktosa),
madu juga mengandungi pelbagai bahan fitokimia (seperti fenol, asid organik, vitamin,

dan enzim) (Jadual 3.2) (Gheldof & Engeseth, 2002).
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3.3.2.4 Kandungan Madu dan Memori

Keberkesanan madu dalam meningkatkan memori dipengaruhi beberapa faktor

laitu kandungan glukosa dan aktiviti antioksida dalam madu:

a) Kandungan Glukosa Dalam Madu

Secara fisiologi, karbohidrat ditukar menjadi glukosa, iaitu sumber tenaga utama
bagi otak. Oleh itu, glukosa dalam madu berfungsi sebagai sumber tenaga. Kajian yang
dilakukan ke atas sekumpulan pelajar kolej mendapati pengambilan glukosa
meningkatkan memori. Glukosa juga memainkan peranan untuk meningkatkan proses

mengingat dalam kalangan pelajar-pelajar tersebut (Korol & Gold, 1998).

Kajian awal menunjukkan bahawa glukosa atau sesuatu metabolit mungkin
mengaktifkan pelepasan peneuropancar asetilkolin pada tikus ketika ia terlibat dalam
proses pembelajaran (Korol & Gold, 1998). Asetilkolin adalah suatu peneuropancar
yang memainkan peranan penting dalam fungsi saraf, termasuk pembelajaran dan
memori (National Institute on Aging Alzheimer's Disease, t.t.). Selain itu, Heitkamp
(1984) sebagai mana dipetik oleh Stefan Bogdanov et al. (1998) pula menyatakan madu
itu sendiri mengandungi 0.3-25 mg/kg kolin dan 0.06 5 mg/kg asetilkolina. Kolin adalah
penting untuk fungsi kardiovaskular, otak serta komposisi membran sel dan

pembaikannya (Bogdanov et al., 2008).

Sepanjang proses pembelajaran yang melibatkan memori spatial, kadar
pelepasan asetilkolin dalam hipokampus tikus, iaitu (struktur yang berperanan dalam
pembelajaran dan ingatan), adalah lebih tinggi berbanding dengan asetikolin yang
dilepaskan ketika tikus duduk dengan tenang di dalam sangkar (Ragozzino et al., 1996).
Walau bagaimanapun, kadar glukosa darah yang tinggi melemahkan prestasi memori
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(Riby et al., 2009). Pengambilan gula semulajadi dapat meningkatkan memori dan

fungsi kognitif (Rodriguez, 2009).

b) Aktiviti Antioksida Madu

Maklumat sedia ada menunjukkan kandungan antioksidan dalam madu
mengurangkan kerisauan dan meningkatkan memori spatial tikus (Chepulis et al.,
2009). Memori spatial adalah berkaitan ruang. Antioksidan bertindak menentang bahan
radikal bebas (oksigen aktif) yang menghasilkan tindak balas kimia yang boleh
merosakkan sel-sel otak (neuron). Kerosakan oksidatif kepada komponen selular
merosakkan fungsi fisiologi. Untuk menghalang tindak balas ini, otak memerlukan

bekalan antioksidan yang cukup (The Franklin Institute, 2014).

Terdapat banyak maklumat yang mengaitkan perkembangan penyakit manusia
dengan “tekanan oksidatif” (Aljady & Kamaruddin, 2004). Istilah “tekanan oksidatif”
menjelaskan kurangnya keseimbangan antara radikal bebas yang dijana dan aktiviti
perlindungan antioksida dalam organisma. Ini boleh diakibatkan oleh peningkatan
pengeluaran dan/atau pengurangan penyingkiran spesis reaktif oleh pertahanan

antioksida.

Oleh kerana beberapa penyakit-penyakit adalah akibat daripada kerosakan
oksidatif, berkemungkinan sebahagian daripada sifat-sifat terapeutik madu adalah
disebabkan oleh kapasiti antioksidanya (Ferreira et al., 2009). Perlindungan antioksida
terhadap pengoksidaan adalah untuk mencegah beberapa penyakit kronik seperti
penyakit kardiovaskular, strok, kanser, penyakit respiratori kronik dan kencing manis

(Hussein et al., 2011). Madu yang diambil secara berasingan atau dengan kombinasi
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dengan rawatan konvensional, mungkin memberi faedah terapeutik dalam pengurusan

penyakit kronik yang sering dikaitkan dengan tekanan oksidatif (Erejuwa et al., 2012).

Kajian menunjukkan madu didapati kaya dengan antioksida yang penting
termasuk glukosa oksidase, katalase, asid askorbik, flavonoid, asid fenolik, derivatif
karotenoid, asid organik, hasil tindak balas Maillard, asid amino dan protein (Bogdanov
et al., 2008). Tindak balas Maillard menyumbang kepada penuaan semulajadi dan
normal tisu dan dalam keadaan berlebihan ia menyumbang kepada perkembangan
keadaan patologi dalam beberapa penyakit kronik yang berkaitan dengan usia termasuk
penyakit neurodegeneratif. Sebahagian besar polifenol di dalam madu adalah flavonoid
seperti ellagic acid, gallic acid, syringic acid, benzoic acid, cinnamic acid, ferulic
acids, myricetin, chlorogenic acid, caffeic acid, hesperetin, coumaric acid, isoramnetin,
chrysin, quercetin, galangin, luteolin dan kaempferol (Erejuwa et al., 2012). Bahan
tersebut diketahui mempunyai sifat antioksida (Bogdanov et al., 2008). Kandungan
elemen-elemen ini berbagai-bagai mengikut sumber nektar dan persekitaran madu
dihasilkan (Md. Ibrahim et al., 2010). Sebatian antioksida yang berbeza mempunyai
kesan oksidatif yang berbeza. Kehadiran bahan lain selain sebatian fenolik seperti
vitamin C, E dan karotenoid boleh mempengaruhi seluruh aktiviti antioksida (Al-

Mamary et al., 2002).

Ada juga kajian yang menunjukkan Kketiadaan aktiviti antioksida pada

sesetengah madu. Berkemungkinan madu tersebut mengandungi jenis sebatian fenolik

yang berbeza yang tidak menunjukkan sifat antioksida (Al-Mamary et al., 2002).
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Warna madu berkait rapat dengan kandungannya seperti mineral, debunga dan
sebatian fenolik (Baltrusaityte et al., 2007). Terdapat juga laporan yang menunjukkan
kaitan antara aktiviti antioksida dengan warna dan jumlah kandungan fenolik madu (Al-
Mamary et al., 2002). Warna madu yang pelbagai menggambarkan kandungan pigmen
dan ciri-ciri antioksida (karotenoid dan flavanoid) (Md. Ibrahim et al., 2010). Colour
intensity measure, ABSso, ditakrifkan sebagai keamatan warna 50% larutan madu (w/v)
dan ia digunakan untuk menganggar taburan fitokimia (karotenoid, flavanoid) daripada
keseluruhan kapasiti antioksida madu. Warna madu secara langsung menunjukkan nilai
parameter ABSsso. Potensi antioksida bagi madu berkait rapat dengan kandungan

fenolik dan flavanoid serta colour intensity (Md. lIbrahim et al., 2010).

3.3.2.5 Madu Tualang

Madu Tualang dikutip dari sarang lebah (Apis sp.) yang membina sarangnya di
atas pokok Tualang (Koompassia excelsa) yang terdapat di dalam hutan di negeri Kedah
(Tan et al., 2009) (Rajah 3.1). Di Malaysia, Madu Tualang biasanya digunakan dalam
makanan dan sebagai produk kesihatan (Che Ghazali, 2009). Kajian menunjukkan
bahawa Madu Tualang mempunyai ciri-ciri antimikrob, antiradang, antioksida,
antimutagenic, antitumor, dan sifat-sifat antidiabetik, serta ciri penyembuhan luka

(Sarfarz & Nor Hayati, 2013).
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Rajah 3.2: Pegawai FAMA melihat proses penghasilan madu di Rumah Madu
Tualang di Kuala Nerang, Kedah (Mohd Sabran, 2013).

Hasil kajian yang dilakukan oleh Kishore dan rakan-rakan (2011) menunjukkan
Madu Tualang mempunyai jumlah kandungan fenolik yang paling tinggi berbanding
dengan madu Gelam, madu Indian forest dan madu Nenas. Data yang didapati
menunjukkan Madu Tualang mempunyai kesan antioksida yang lebih baik bagi

menentang spesis oksigen reaktif jika dibandingkan dengan ketiga-tiga madu lain yang
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turut dikaji. Kandungan fenolik dan sebatian lain yang terdapat dalam madu
menyumbang kepada pemusnahan radikal bebas dan aktiviti antioksida yang

mendatangkan kesan positif kepada kesihatan manusia (Kishore et al., 2011).

Kajian yang dilakukan oleh Khalil dan rakan-rakan (2012) pula mengkaji jumlah
kandungan polifenol dan flavonoid dan sifat antioksida dalam 11 sampel Madu
Tualang. Sampel Madu Tualang (AgroMas®) telah dibekalkan oleh FAMA (Lembaga
Pemasaran Pertanian Persekutuan, Kedah, Malaysia) yang dikumpul oleh pengumpul
madu daripada 11 kawasan yang berlainan di Hutan Hujan di Kedah. Sampel Madu
Tualang kemudian dibanding dengan madu tropika Borneo, yang merupakan satu lagi
jenis madu yang terdapat di Malaysia. Hasil kajian menunjukkan bahawa secara purata,
kandungan antioksida Madu Tualang, seperti jumlah kandungan polifenol dan flavonoid

adalah lebih tinggi daripada madu tropika Borneo (Khalil et al., 2012).

Jumlah kandungan fenolik ditemui adalah lebih tinggi daripada flavonoid. Madu
Tualang mempunyai keamatan warna dan sebatian fenolik yang mempunyai aktiviti
antioksida yang baik, setanding dengan madu lain seperti madu Slovenia, Herbhoney
dan madu Romania sebagaimana yang dilaporkan dalam kajian lepas (Mahaneem et al.,

2010).

Kajian yang dilakukan oleh Ahmed dan Othman (2013) membandingkan ciri-
ciri fizikokimia® Madu Tualang dan madu Manuka sebagai penanda aras (Sarfarz & Nor
Hayati, 2013). Madu Manuka adalah salah satu madu yang terkenal, dengan sumber
nektar berasal daripada bunga Manuka (Leptospermum scoparium) yang banyak

terdapat di seluruh New Zealand (Stephens, 2006). Madu Tualang mempunyai beberapa

> Berkaitan dengan kedua-dua sifat fizik dan kimia.
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ciri biokimia yang sama dengan madu Manuka dan juga mempunyai kandungan fenolik,
flavonoid, dan HMF® yang lebih tinggi berbanding dengan madu Manuka dan madu
tempatan yang lain (Sarfarz & Nor Hayati, 2013). Jadual 4.3 menunjukkan

perbandingan antara Madu Tualang dan madu Manuka.

Jadual 3.3: Ciri fisiokimia Madu Tualang dan madu Manuka (Sarfarz & Nor

Hayati, 2013)

No. Ciri fisiokima Madu Tualang Madu Manuka
1 | Warna Coklat gelap Coklat cerah-gelap
2 | pH 3.55-4.00 1.39
3 | Kandungan lempbapan 23.30% 18.7%

4 | Jumlah Reducing sugar 67.50% 76.0%
5 | Fruktosa 29.60% 40.0%
6 | Glukosa 30.00% 36.2%
7 | Sukrosa 0.60% 2.8%
8 | Maltosa 7.90% 1.2%
9 | Potasium 0.51% 1.0%
10 | Kalsium 0.18% 1.0%
11 | Magnesium 0.11% 1.0%
12 | Sodium 0.26% 0.0008%
13 | Karbon 41.58% -
14 | Oksigen 57.67% -

3.3.3 Memori dari Pespektif Islam

Dari perspektif Islam penyakit berkaitan kemerosotan kognitif ada diberikan
penumpuan. Walau bagaimanapun, ianya lebih menjurus kepada penyakit yang sering
kali melibatkan orang yang berusia, iaitu nyanyuk. Keadaan tersebut melibatkan

terjejasnya memori seperti yang dinyatakan di dalam al-Qur’an, surah al-Nahl (16:70):
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® Hydroxymethylfurfural (HMF) adalah produk penguraian fruktosa (salah satu gula utama dalam madu),
ia membentuk perlahan-lahan semasa penyimpanan dan proses tersebut menjadi cepat apabila madu

mengalami proses pemanasan
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“Allah menciptakanmu, kemudian mewafatkanmu; dan diantara kamu
ada yang dikembalikan kepada umur yang paling lemah (nyanyuk),
supaya dia tidak mengetahui lagi sesuatu pun yang pernah diketahuinya.

Sesungguhnya Allah Maha Mengetahui lagi Maha Kuasa”. (16): 70.

Perkataan J33l yang terdapat dalam ayat tersebut menggambarkan kemerosotan
deria serta kemampuan untuk bertutur dan berfikir yang tidak boleh dipulihkan, seperti
yang sering berlaku kepada orang tua (Abu Hayyan, 1993). Tahap yang boleh dianggap
tua dari perspektif Islam adalah 75 tahun, seperti yang disebut oleh Ali (r.a.). Antara ciri
yang muncul adalah kekuatan berkurangan, nyanyuk dan kesukaran untuk mengingat.
Pada umur ini, seseorang tidak dapat mengingati peristiwa lalu dan ilmu yang telah

dipelajari (Isma’il, 1998).

Surah Yasin (36): 68 pula yang menceritakan tentang setiap kali umur
bertambah, keadaan fizikal dan mental akan kembali kepada asal ketika masih kecil

seperti keadaan fizikal yang kuat menjadi lemah dan yang bertenaga menjadi letih.
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“Dan (hendaklah diingat bahawa) sesiapa yang Kami panjangkan
umurnya, Kami balikkan kembali kejadiannya (kepada keadaan serba

lemah; hakikat ini memang jelas) maka mengapa mereka tidak mahu

memikirkannya?” (36): 68.
Surah Yusuf (12): 94-95 ada memperihalkan bagaimana Nabi Yaakub yang
sudah tua dituduh nyanyuk/tidak siuman oleh anak-anak dan kaum kerabatnya. Ini

dikira suatu fitnah kerana dalam pandangan Islam, semua Rasul adalah terpelihara dari
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kemerosotan kognitif yang boleh menjejaskan tugas dakwah mereka (Al-Razi, 1990).
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Dan semasa kafilah (mereka meninggalkan Mesir menunju ke tempat
bapa mereka di Palestin), berkatalah bapa mereka (kepada kaum
kerabatnya yang ada di sisinya): “Sesungguhnya aku ada terbau akan
bau Yusuf. Jika kamu tidak menyangka aku sudah nyanyuk (tentulah
kamu akan percaya)”(94) Mereka berkata: “Demi Allah! Sesungguhnya
ayah masih berada dalam keadaan tidak siuman mu yang dahulu (95).”

Yusuf (12): 94-95.

Dalam hadith pula ada dinyatakan bahawa Rasulullah (s.a.w.) sering berdoa agar
dijauhkan dari segala bencana termasuklah penyakit berkaitan memori iaitu nyanyuk. Ini
menunjukkan Islam amat menganjurkan kaedah mencegah adalah lebih baik daripada
merawat bukan sahaja melalui kaedah fizikal tetapi juga dari kaedah spiritual. Seperti

yang diriwayatkan dari Anas (r.a.):
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“Ya Allah aku berlindung dengan Engkau dari kebakhilan, kemalasan,
umur yang tersia-sia (nyanyuk), dan dari siksa kubur serta fitnah dan

mati”. (Muslim, t.t.).
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3.3.4 Memori dari Perspektif Sains

Manusia dan haiwan memperolehi maklumat daripada pemerhatian terhadap
kejadian yang berlaku di sekelilingnya dan disimpan di dalam otak sebagai
ingatan/memori. Penekanan kajian mengenai kognitif, iaitu, kajian tentang proses
dalaman yang menghasilkan maklumat dan bagaimana maklumat ini terbentuk adalah
daya tumpuan, persepsi dan memori (Gordon, 1989) yang merupakan kategori fungsi
kognitif asas. Fungsi kognitif tahap tinggi pula diklasifikasi kepada keupayaan
memproses bahasa dan membuat keputusan (Glisky, 2007). Integrasi isyarat dari
persekitaran yang berubah-ubah memerlukan proses kognitif yang kompleks. Proses ini
melibatkan Memori Jangka Panjang (Long Term Memory, LTM) yang juga dikenali
sebagai Memori Rujukan (Reference Memory) dan Memori Jangka Pendek (Short Term
Memory, STM) yang juga dikenali sebagai Memori Kerja (Working Memory). Mereka
menggunakan istilah Memori Kerja kerana memori jenis ini kekal aktif sehingga

sesuatu tugas tersebut selesai (Gloria Bustos et al., 2003).

Walaupun ianya berkaitan dengan STM dari segi tempoh ingatan, memori kerja
mewakili satu set struktur hipotesis dan proses yang lebih rumit yang memberi
tumpuan lebih kepada manipulasi kandungan memori daripada pemeliharaan bagi
tempoh tertentu. Walau bagaimanapun, Atkinson dan Shiffrin tidak menganggap STM
sebagai bentuk penyimpanan yang sebenar, dan mencadangkan bahawa STM
melibatkan proses kognitif bagi manipulasi maklumat. Oleh kerana itu, kadang-kadang

istilah memori kerja digunakan apabila merujuk kepada STM (Nadel & Hardt, 2011).

Memori rujukan mewakili pengetahuan bagi aspek sesuatu tugas yang kekal
antara ujian. Pada asalnya, istilah ini telah diperkenalkan untuk membezakan dua jenis

pengetahuan tikus yang kekal dalam ujian radial arm maze, iaitu pengetahuan mengenai

37



lengan maze yang sentiasa mengandungi ganjaran makanan dalam setiap ujian (memori
rujukan) dan memori untuk lengan yang sudah dilawati dalam mencari makanan dalam

semasa ujian (memori kerja) (Nadel & Hardt, 2011).

3.3.4.1 Hipokampus dan Memori Spatial

Memori juga boleh diklasifikasikan mengikut maklumat yang terlibat.
Contohnya memori spatial/ruang, memori episodik dan memori semantik. Memori
spatial boleh didefinisikan sebagai fungsi untuk mengenalpasti, mengekod, menyimpan
dan mengeluarkan semula maklumat yang disimpan tentang susunan objek atau laluan
tertentu yang spesifik (Kessels et al., 2001). la adalah sebahagian daripada kognitif
spatial yang merangkumi lingkungan gambaran mental berkaitan (persekitaran) dunia
luar. Kesemua kebolehan kognitif berkaitan spatial digunakan untuk memanipulasi,
mengingat semula dan mengemudi di antara ruang sama ada di dalam dunia sebenar
atau imaginasi (Jacobs, 2003). Kawasan otak seperti hipokampus dan korteks hadapan,
serta sistem peneuropancar kolinergik, adalah penting untuk menyelesaikan ujian RAM

(Becker et al., 1980; Olton & Werz, 1978).

Memori spatial yang dianggap sebagai subjenis memori episodik mempunyai
dua jenis memori spatial utama, iaitu (a) gambaran spatial tentang persekitaran lepas
yang terperinci, dan (b) gambaran topografi berskema (O’Keefel & Nadel, 1978).
Memori spatial melibatkan aspek memori non-declarative (prosedur), non-declarative
(semantik dan episodik) serta STM dan LTM (Moscovitch et al.,, 2006). Memori
episodik dan spatial melibatkan sistem yang neuroanatomi yang sama yang digunakan
untuk pembelajaran spatial pada haiwan, iaitu hipokampus dan lain-lain kawasan

temporal medial yang lain (Burgess et al., 2002).
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Struktur otak yang terlibat dalam penghasilan memori adalah hipokampus
(Kalat, 1992), iaitu struktur berpasangan, di sebelah kiri dan kanan otak. Struktur ini
adalah sebahagian dari sistem limbik dan memainkan peranan penting dalam
menukarkan STM kepada LTM. Hipokampus terletak di medial lobus temporal, iaitu di
bawah permukaan korteks otak serebrum. Seperempat abad lalu, O'Keefe dan Nadel
melaporkan pandangan mereka bahawa hipokampus merupakan bahagian otak yang
memainkan peranan penting kepada memori spatial (Healy et al., 2005). Kajian
eksperimen sebelumnya dengan jelas telah menunjukkan bahawa tikus boleh digunakan
untuk mengkaji hubungan struktur/ fungsi antara bahagian otak yang dipilih dan

pembelajaran atau memori (Wenk, 2004).

Pembedahan oleh Scoville dan Milner pada tahun 1950an untuk membuang
hipokampus dan kawasan kortikal yang berkaitan untuk menghentikan epilepsi yang
dihidapi pesakit H.M. menunjukkan bahawa otak, iaitu bahagian lobus temporal medial,
adalah penting dalam pembentukan memori. Walaupun beliau mengalami amnesia yang
teruk, H.M. masih memiliki kebolehan persepsi, kognitif dan bahasa yang normal.
Beliau hanya tidak dapat membentuk memori baru (Good, 2002). Kajian ini

menunjukkan hipokampus memainkan peranan penting terhadap memori spatial.

3.4  Analisis Perbandingan

Terdapat persamaan maklumat antara perspektif Islam dan sains mengenai madu
dan memori. Ini dilihat dari aspek khasiat penggunaan madu, penghasilan madu,
kandungan madu, memori dan struktur otak. Walau bagaimanapun, terdapat juga
perbezaan maklumat antara perspektif Islam dan sains. Sebagai contoh, dinyatakan
dalam kitab Tibb Nabawi bahawa antara ciri-ciri madu yang terbaik adalah madu yang

putih warnanya. Tetapi, kajian saintifik menunjukkan madu yang berwarna gelap
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mempunyai kandungan antioksida yang lebih tinggi. Walau bagaimanapun, ini tidak
bermakna madu yang berwarna terang mempunyai nilai nutrien yang rendah kerana
setiap jenis madu mempunyai kandungan dan warna yang berbeza mengikut sumber
nektar dan keadaan persekitaran. Oleh itu, warna madu bukanlah satu-satunya penentu

kualiti madu selain kejernihan, kandungan air, rasa dan aroma madu.

Menurut Crane et al., (1984) seperti yang dipetik oleh Stefan Bogdanov et al.,
(2008), terdapat pelbagai jenis madu dengan rasa dan warna yang berbeza, bergantung
kepada sumber botani. Madu yang mempunyai kandungan fruktosa yang tinggi
(contohnya acacia) adalah lebih manis berbanding dengan madu yang mempunyai
kepekatan glukosa yang tinggi (contohnya rape). Aroma madu bergantung kepada

kuantiti dan jenis asid dan asid amino (Bogdanov et al., 2008).

Penggunaan madu amat digalakkan dalam Islam dengan gesaan utama adalah
dalam ayat 68-69, surah al-Nahl yang menyatakan bahawa madu adalah penawar.
Terdapat hadith dan tulisan cendekiawan Muslim juga memberi contoh-contoh
mengenainya. Menurut Imam al-Syawkani, madu boleh menjadi ubat bagi penyakit
tertentu apabila diminum begitu sahaja, iaitu tidak dicampur dengan bahan yang lain
dan boleh menjadi ubat bagi banyak penyakit jika dicampurkan dengan adunan bahan
yang lain (Zulkifli et al., 2011). Kajian saintifik memberi contoh-contoh khusus
masalah kesihatan yang boleh dirawat melalui kajian eksperimen terhadap haiwan atau

pun kajian klinikal.

Madu terbukti mempunyai kandungan yang bermanfaat seperti kandungan
antioksidanya. Ayat 68-69 dalam surah al-Nahl menggambarkan penghasilan madu dan

dikaitkan dengan makanan kesihatan.
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Madu dikatakan mempunyai kesan positif ke atas memori dalam tradisi Islam
dan terbukti secara saintifik mempunyai kesan positif terhadap fungsi kognitif,
khususnya memori. Walau bagaimanapun, masih tidak banyak kajian saintifik

mengenainya yang menkaji jenis memori yang berbeza.

Rujukan dari kedua-dua perspektif juga menyatakan bahawa madu yang
dihasilkan dalam pelbagai warna dari pelbagai sumber mempunyai hubung kait dengan
persekitaran ditempat nektar dikutip. Ayat 68-69 surah al-Nahl, menyatakan tentang
wujudnya perbezaan madu yang dihasilkan oleh lebah. Penghasilan madu dalam
pelbagai warna adalah berkaitan dengan kandungan pigmennya seperti karotenoids dan
flavanoid yang memberi kesan kepada ciri antioksida madu. Kandungan antioksida

madu dikatakan memberi kesan positif ke atas memori.

Koleksi ramuan untuk meningkatkan memori yang telah ditulis oleh
cendekiawan Islam turut menggunakan bahan-bahan lain selain madu, seperti herba dan
rempah yang terpilih. Ramuan tersebut diadun dan diproses untuk dijadikan makanan
tambahan. Ramuan, sukatan, dos yang perlu diambil dan masa yang sesuai turut
dinyatakan. Namun begitu, tidak ada laporan tentang klinikal keberkesanan ramuan
yang digunakan. Sebahagian tumbuh-tumbuhan yang dikenalpasti dalam resepi tersebut
berkemungkinan mempunyai aktiviti klinikal dan farmalogi dengan kesan sampingan.
Ciri antioksida semulajadi yang tinggi dalam banyak tumbuhan adalah penyumbang
yang penting kepada kualiti ubat herba (Carlsen et al., 2010). Kombinasi bahan yang
berbeza selain madu perlu dinilai dengan lebih lanjut bagi mengetahui kesannya.
Penyediaan dos dan cara pengambilan yang sesuai boleh memainkan peranan penting

dalam memberikan kesan terapeutik kepada manusia.
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Hasil analisis kebanyakan rempah dan herba mempunyai kandungan antioksida
yang amat tinggi. Walaupun rempah dan herba digunakan dalam kuantiti yang sedikit
dalam hidangan seharian, ianya masih boleh menjadi penyumbang penting untuk
pengambilan antioksida, terutamanya dalam budaya pemakanan di mana rempah dan
herba digunakan dengan kerap. Beberapa herba yang telah dikeringkan mempunyai
kepekatan kandungan antioksida yang tinggi berbanding dengan sampel segar. Ini
adalah hasil daripada proses pengeringan yang meninggalkan kebanyakan antioksida
dalam herba tersebut. Oleh itu, herba kering dan buah-buahan berpotensi sebagai
sumber antioksida yang bagus. Ciri antioksida semulajadi yang tinggi dalam banyak
tumbuhan adalah penyumbang yang penting kepada kualiti ubat herba (Carlsen et al.,
2010). Terdapat kajian yang menunjukkan diet yang mengandungi campuran herba

memberikan kesan yang positif terhadap memori spatial (Ahn et al., 2015).

Banyak kajian epidemiologi dan Klinikal yang mengaitkan pengambilan
makanan yang kaya antioksida dengan penurunan kes neurodegeneratif serta kadar
kematian yang lebih rendah akibat penyakit kronik termasuk kencing manis,
aterosklerosis, artritis reumatoid, penyakit jantung dan kanser. Kajian menunjukkan
campuran makanan tambahan yang mengandungi antioksida mendedahkan kesan
sinergi dalam 92% kes. Pengambilan bahan campuran yang kaya dengan antioksida
mungkin memberikan beberapa manfaat tambahan (Almeida et al., 2011). Kajian yang
dijalankan oleh Pandey dan Rizvi (2009) mendapati bahawa pengambilan buah-buahan
dan sayuran yang kaya dengan antioksida berkesan dalam mengurangkan kesan penuaan

dan kelakuan (Pandey & Rizvi, 2009).
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Keberkesanan antioksida tidak diketahui sepenuhnya. Begitu juga campuran
yang terbaik bahan antioksida dan dos yang sesuai masih lagi dikaji. Contohnya, ujian
yang dilakukan oleh Shailendra et al., (2012) menunjukkan campuran antioksida yang
mengandungi vitamin C, vitamin E, selenium, dan methionine adalah munasabah
sebagai salah satu komponen pengurusan perubatan bagi pankreatitis kronik. Walau
bagaimanapun, dos dan tempoh terapi yang sesuai tidak dapat dikenalpasti. Lebih
banyak kajian klinikal yang perlu dijalankan untuk menentukan kombinasi bahan, masa
pengambilan, dan tempoh terapi yang sesuai bagi sesuatu rawatan (Chauhan et al.,
2012). Oleh itu, berdasarkan kajian-kajian tersebut, dapat disimpulkan bahawa
kombinasi madu dengan bahan lain dalam ramuan yang telah dinyatakan oleh sarjana
Islam mungkin dapat memberikan kesan positif terhadap kesihatan terutamanya
memori. Walau bagaimanapun penyediaan ubat dan dos yang sesuai memerlukan kajian

yang lebih lanjut.

Maklumat dari kedua-dua perspektif menunjukkan pengambilan madu dapat
memberikan kesan yang positif terhadap memori. Terdapat beberapa pendapat yang
mencirikan jenis madu yang paling baik. Namun, apa yang penting adalah keaslian
madu dan bebas dari sebarang pencemaran (seperti racun serangga dan spora) kerana
sifat atau komposisi madu adalah pelbagai dan bergantung kepada sumber nektar.
Beberapa jenis madu yang sumber nektarnya adalah dari tumbuhan yang mengandungi

toksin seperti Rhododendron ponticum boleh memudaratkan (Bogdanov et al., 2008).
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BAB 4: KOMPONEN KAJIAN HAIWAN: METODOLOGI

4.1  Kajian Kelakuan

4.1.1 Pengenalan

Kajian mengenai memori sering menggunakan model kelakuan sebagai kaedah
penilaian. Ujian boleh dilakukan dengan menggunakan pelbagai jenis maze beserta
ganjaran, contoh: makanan digunakan sebagai dorongan kepada haiwan eksperimen
yang dilaparkan selama sehari. Eksperimen tentang memori spatial secara tradisinya
melibatkan pemerhatian ke atas kelakuan tikus di dalam radial arm maze (RAM) dan
eksperimen sebegini dipelopori oleh Olton (1976). Tikus yang lapar diletakkan di
bahagian tengah yang dikelilingi lapan lengan dan tikus dibiarkan menjelajah ke semua
lengan. Di hujung lengan tertentu diletakkan makanan yang berfungsi sebagai ganjaran
(Gloria Bustos et al., 2003). Dijangka tikus membentuk memori tentang lengan yang
mengandungi ganjaran dan mengingati apabila makanan telah dimakan. Jika tikus
masuk semula ke lengan yang telah dilawati sebelumnya (sama ada yang mempunyai
ganjaran mahupun tidak), ianya dikira sebagai kesilapan oleh memori kerja (Murphy et
al.,, 2006). Rajah 4.1 menunjukkan tikus berada di tengah-tengah RAM yang
mempunyai lapan lengan yang dilabel mengikut arah putaran jam dan asalnya tikus
diletakkan mengarah ke lengan nombor 1. Di dalam contoh ini lengan nombor 1, 3, 5

dan 7 mempunyai makanan yang berfungsi sebagai ganjaran kepada tikus.
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Rajah 4.1: Radial-arm maze (RAM) (Hanson, 2014)

Dalam kajian rintis yang dilakukan oleh Ismail (2010), tikus disuap-paksa madu
dan larutan salin secara selama 56 hari. Tikus-tikus tersebut menjalani ujian memori
yang melibatkan penggunaan RAM setiap lima hari. Hasil kajian menunjukkan tahap
memori tikus yang mendapat madu tidak menunjukkan sebarang perbezaan yang
signifikan berbanding dengan tikus yang mendapat larutan salin. Ini mungkin kerana
tempoh pemberian madu dalam jangka masa yang pendek (akut) tidak memberikan
kesan kepada memori tikus (Nabilah, 2010). Terdapat satu kajian menunjukkan
pemberian madu dalam jangka masa yang panjang dapat meningkatkan memori spatial

dan mengurangkan kerisauan pada tikus (Chepulis et al., 2009).

RAM telah terbukti menjadi sebagai salah satu alat yang sangat berguna untuk
penilaian pembelajaran spatial dan memori pada haiwan roden. Asas RAM yang sedia
ada sekarang telah dibangunkan oleh David Olton dan rakan-rakannya (Olton &

Samuelson, 1976). RAM melibatkan kecenderungan semula jadi tikus untuk belajar dan
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mengingati lokasi spatial yang berbeza untuk mencari makanan. la telah digunakan
dalam pelbagai cara untuk menilai asas kelakuan untuk pembelajaran dan memori,
kesan buruk bahan kimia toksik, dan kesan rawatan terapeutik yang baru (Levin, 2001).
Prestasi kelakuan yang terbaik menunjukkan bilangan minimum kemasukan ke dalam
lengan kosong atau masuk hanya sekali sahaja ke dalam lengan yang mempunyai

ganjaran (Paul et al., 2009).

Versi RAM yang berbeza telah disesuaikan dengan menggunakan isyarat visual
luaran atau “isyarat spatial”, di mana lokasi ganjaran dipadankan dengan isyarat luaran
seperti kerusi, meja, dan orang. Versi lain yang dikenali sebagai non-spatial RAM
dengan menggantikan isyarat visual luar dengan isyarat dalaman seperti isyarat

aromatik yang berbeza bagi setiap lengan atau isyarat sentuhan (Paul et al., 2009).

Bilangan lengan boleh berbeza-beza daripada tiga sehingga 12 lengan. Bilangan
yang paling lazim adalah lapan lengan. Terdapat juga pelbagai cara untuk menjalankan
RAM untuk menilai pelbagai jenis maklumat mengenai fungsi kognitif. Seperti
kebanyakan makmal lain, kajian ini menggunakan RAM buatan sendiri yang diperbuat
daripada kayu kerana RAM yang dijual di pasaran adalah sangat mahal dan mungkin

menghadapi kerosakan mekanikal semasa ujian.
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4.1.2 Madu Tualang

Instrumen untuk kajian eksperimental yang utama adalah Madu Tualang asli
(AgroMas). la dipilih untuk digunakan dalam kajian ini kerana ianya mudah didapati
berbanding madu-madu asli tempatan yang lain. Madu Tualang asli (AgroMas) keluaran
FAMA (Rajah 4.2) mewakili madu tempatan ini dibeli dari pembekal. Madu disimpan
pada suhu bilik dan terlindung dari cahaya matahari secara langsung. Madu dengan
kepekatan 70% telah disediakan dengan melarutkan 7ml Madu Tualang madu dengan

3ml larutan salin.

Rajah 4.2: Madu lebah Tualang (AgroMas)

4.1.3 Haiwan Eksperimen

Kajian melibatkan eksperimen kelakuan yang dilaksanakan di Rumah Haiwan
Pusat Asasi Sains dan kerja neurohistologi di Makmal Histoteknik Institut Sains
Biologi, Fakulti Sains, Universiti Malaya. Tikus Sprague Dawley jantan yang berumur
7-8 minggu diperolehi dari Unit Haiwan, Fakulti Perubatan. Tikus dibahagikan secara
rawak menjadi dua kumpulan (Rajah 4.3). Tikus jantan (7-8 minggu) digunakan sebagai
subjek eksperimen. Tikus ditempatkan berpasangan di dalam sangkar tikus (Rajah 4.4)
dengan air dan pelet makanan diberikan secara ad libitum ke sangkar masing-masing.

Eksperimen berkaitan memori dilakukan selama tiga bulan (12 minggu).
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Rajah 4.3: Tikus dalam sangkar ditempatkan di Rumah Haiwan Pusat Asasi Sains, UM
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Rajah 4.4: Tikus diletakkan berpasangan di dalam satu sangkar
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Rajah 4.5: Pengambilan berat tikus

Sepanjang tempoh eksperimen ini, semua tikus akan ditimbang setiap tiga hari
supaya 70% madu atau salin 1ml/100 gm berat badan dapat diberikan dalam jumlah
berpatutan (Rajah 4.5). Berat badan tikus sepanjang eksperimen disertakan dalam
Lampiran C. Namun, menjelang akhir eksperimen yang melibatkan tempoh yang lama,
empat ekor tikus dari kumpulan madu telah mati dan menjadikan bilangan yang tinggal
hanyalah lapan ekor. Madu adalah cecair yang likat yang menyukarkan aktiviti suap-
paksa menyebabkan tikus berasa tidak selesa dan meronta berbeza dengan larutan salin
yang lebih mudah diberi dalam tempoh yang singkat. Ini mungkin mencederakan salur

penghadaman tikus seterusnya menyebabkan kematian.

Tikus diberi 70% madu (kumpulan rawatan) dan larutan salin (kumpulan
kawalan) secara suap paksa (Rajah 4.6) menggunakan jarum khas (gavage, saiz 20G)
(Rajah 4.7) pada hari pertama hingga hari ke-lima setiap minggu (n=12 ekor bagi setiap
kumpulan). Tikus tersebut tidak diberi makan langsung pada hari ke-enam dan pada hari
ke-tujuh ujian dijalankan. Tikus diberi makan semula seperti biasa pada hari ke-tujuh

selepas ujian selesai dijalankan. Ini dilakukan selama 12 minggu. Protokol ini telah
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diluluskan oleh Ethics Committee for Animal Experimentation (IACUC), Universiti

Malaya [no. rujukan: 1ISB/20/04/2012/DSHA(R)].
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Rajah 4.6: Suap-paksa

Rajah 4.7: Jarum suap-paksa

4.1.4 Radial Arm Maze (RAM)

Ujian kelakuan tikus berkaitan memori spatial dilakukan dengan menggunakan
alatan ujian kelakuan, iaitu Radial Arm Maze (RAM). la mempunyai lapan lengan
berukuran 70cm (panjang) x 10cm (lebar) x 15cm (tinggi) yang mengunjur dari
platform tengah berbentuk oktagon yang keluasannya berukuran 25cm? (Rajah 4.8).
Keseluruhan maze dicat dengan warna putih dan diletakkan pada kedudukan yang sama
setiap kali ujian dilakukan. RAM ini diletak di dalam sebuah bilik yang dikelilingi oleh
banyak isyarat visual (contohnya pengkaji, lampu, rak dan sinki), yang boleh digunakan
oleh tikus untuk orientasi spatial. Lokasi isyarat ini tidak berubah sepanjang

eksperimen dijalankan. RAM digunakan kerana ianya telah digunakan secara meluas
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dalam kajian berkaitan spatial memori dan penggunaannya kurang melibatkan tekanan

pada tikus seperti alat lain, contohnya Moris Water Maze (Paul et al., 2009).

06/05/2012 2

Rajah 4.8: Radial arm maze (RAM) yang digunakan dalam kajian

4.1.5 Ujian Kelakuan

Ujian ini dijalankan seminggu sekali, iaitu pada hari ke-tujuh sepanjang tiga
bulan eksperimen. Pada hari ke-lima, tikus diberi latihan dalam RAM dan tikus
dilaparkan pada hari ke-enam untuk membuatkan tikus tersebut lebih bermotivasi
mencari makanan ketika sesi ujian di hari ke-tujuh. Dijangka selepas beberapa sesi,
haiwan dapat mempelajari dan membentuk memori spatial untuk mencari lengan yang
betul, iaitu lengan yang masih mempunyai makanan (Tolman, 1984). Tempoh tiga
bulan telah digunakan kerana menurut kajian rintis, tempoh kajian selama dua bulan
adalah tidak cukup untuk mendapatkan kesan madu yang signifikan ke atas memori dan

prestasi tikus, walaupun ia mempunyai pola kesan positif (Nabilah, 2010).
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4.1.5.1 Fasa Penyesuaian

Sebelum memulakan eksperimen, adalah penting untuk membiasakan tikus-tikus
dengan manusia, persekitaran dan alat eksperimen. Tikus diletakkan di dalam sangkar
seminggu sebelum ujian dijalankan bagi membiasakan tikus dengan keadaan sekeliling
di dalam rumah haiwan. Tikus juga dibiasakan dengan penyelidik dengan ia dipegang

dua hingga lima kali untuk beberapa minit selama seminggu (Levin, 2001).

Makanan yang digunakan sebagai ganjaran, iaitu potongan coklat, turut
diberikan kepada tikus di samping pelet dan minuman. Potongan coklat ini diberikan
sekali sehari selama 2 hari, iaitu sebelum latihan dimulakan (Levin, 2001). Ini adalah

untuk membiasakan tikus dengan ganjaran yang akan diletakkan di dalam maze.

4.1.5.2 Fasa Latihan

Latihan dijalankan selama tujuh hari fasa penyesuaian berlangsung. Potongan
coklat diletakkan di dalam bekas di hujung lengan 1, 3, 5 dan 7 RAM. Sepasang tikus
diletakkan di bahagian tengah dan dibiarkan menjelajah ke seluruh RAM selama tiga
minit. Tikus diletakkan secara berpasangan untuk menjimatkan masa (Wenk, 2004).
kerana jumlah tikus yang digunakan adalah banyak. Latihan ini adalah untuk
memastikan tikus tidak mengalami tekanan atau takut apabila diletakkan ke dalam
RAM nanti. Langkah ini juga dapat mengelakkan tikus teragak-agak dari menjelajah ke
seluruh RAM dan seterusnya makan ganjaran yang diletakkan di hujung lengan RAM.
Larutan alkohol 70% digunakan untuk mengelap RAM setiap kali selepas digunakan
untuk sesi ujian setiap tikus untuk menyingkirkan bau najis dan kencing tikus yang

boleh mengakibatkan gangguan terhadap keputusan.
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4.1.5.3 Fasa Ujian

Ujian mingguan dijalankan pada hari ketujuh pada waktu sama, iaitu pada pukul
10 pagi. Sebelum tikus diletakkan di dalam RAM, ganjaran berupa potongan coklat
diletakkan di dalam bekas di hujung lengan (1), (3), (5) dan (7). Tikus diletakkan di
bahagian tengah dan dibiarkan menjelajah ke seluruh RAM selama tiga minit. Tikus
dikira masuk ke dalam lengan RAM apabila keempat-empat tapak kakinya masuk ke
dalam ambang (bahagian awal) lengan RAM. Tikus diletakkan menghadap ke arah

lengan (1) setiap kali diletakkan di dalam RAM.

Data yang terkumpul dianalisis berdasarkan kekerapan dan peratusan
menggunakan perisian SPSS. Data bagi kumpulan rawatan dan kumpulan kawalan tikus
direkod dan dianalisis seperti berikut (Shinomiya, et al., 2005): (a) Kemasukan pertama
ke dalam lengan yang tidak mempunyai makanan dianggap sebagai kesalahan memori
rujukan kerana tiada makanan pernah diletakkan di dalam lengan-lengan ini (lengan 2,
4, 6, 8). (b) Kemasukan semula ke dalam lengan yang asalnya mempunyai makanan,
tetapi makanan telah pun dimakan dianggap sebagai kesalahan memori kerja. (c)
Bilangan kemasukan pertama dan kemasukan semula ke dalam lengan yang tidak

mempunyai makanan dikira sebagai kesalahan mutlak.

Analisis kuantitatif prestasi memori spatial tikus telah dibahagikan kepada tiga

fasa dengan nilai purata setiap tiga minggu: Fasa 1 (minggu 1-3), Fasa 2 (minggu 4-6),

Fasa 3 (minggu 7-9) dan Fasa 4 (minggu 10-12).
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4.1.6 Analisis Statistik

Semua nilai dilaporkan sebagai MeanzStandard Error Mean (SEM). Ujian Two
way ANOVA (analysis of variance) dilaksanakan dengan menggunakan perisian SPSS
versi 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Nilai p<0.05 dianggap mewakili perbezaan

statistik yang signifikan.

4.2  Morfologi Am Luaran Otak

Pengambilan Madu Tualang selama tiga bulan didapati memberi kesan terhadap
fungsi otak. Walau bagaimanapun, sehingga kini masih tiada kajian yang dijalankan
untuk melihat kesan pengambilan madu terhadap morfologi luaran otak. Oleh itu kajian
ini dilakukan untuk turut melihat kesan madu terhadap morfologi luaran otak.
Morfologi otak merangkumi morfologi luaran dan morfologi mikroskopi, iaitu histologi

tisu otak.

Pada akhir keseluruhan kerja makmal eksperimen (1), tikus terlebih dahulu
dibius dengan menggunakan dietil eter sebelum dikorbankan dengan kaedah perfusi
intrakardiak (Rajah 4.9) menggunakan larutan 10% formalin sebagai pengawet. Kaedah
perfusi intrakardiak menggunakan salur bekalan darah sebagai laluan larutan formalin
yang dipam secara artifisial. Otak dibedah keluar serta ukurannya diambil untuk
mendapatkan maklumat morfologi am luaran. Antara data yang akan diambil adalah

berat, panjang dan lebar keseluruhan otak.
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Jantung

Rajah 4.9: Perfusi intrakardiak dengan larutan pengawet formalin 10%

Jarum

Atrium kanan

Ventrikel kanan
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Atrium Kiri

Ventrikel kiri

Rajah 4.10: Rajah skematik perfusi intrakardiak jantung tikus
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Proses pengawetan melalui perfusi intrakardiak telah dijalankan untuk
memastikan bahawa keseluruhan tisu otak tikus diawet sepenuhnya. Tikus yang telah
dibius dibedah di bahagian ventral, iaitu bahagian perut untuk mendedahkan
jantungnya. Lubang dibuat pada atrium kanan menggunakan gunting untuk mengalirkan
darah keluar. Jarum perfusi dimasukkan ke dalam ventrikel kiri dengan segera (Rajah
4.10). Awalnya tikus dialiri dengan salin untuk menyingkirkan darah daripada sistem
saluran darah dan diikuti dengan larutan 10% formalin. Jarum perfusi dipasang pada
pam motor, yang mengalirkan cecair ke dalam badan tikus. Pergerakan sentakan pada
otot tikus menunjukkan bahawa larutan pengawet telah sampai kepada bahagian-
bahagian yang berbeza dalam badan dan ke kawasan tisu. Proses pengawetan dianggap
selesai apabila badan tikus menjadi keras dan kaku. Otak tikus beserta tengkorak
diasingkan dan direndam semalaman di dalam 10% formalin. Seterusnya otak yang
dikeluarkan dari tengkorak menggunakan bone cutter (Rajah 4.11) disimpan di dalam
10% formalin untuk proses yang seterusnya (Rajah 4.12). Ukuran keseluruhan otak

diambil seperti panjang dan lebar yang diukur di atas kertas graf (Rajah 4.13)
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Tengkorak tikus

Bone cutter

Rajah 4.11: Otak tikus dikeluarkan daripada tengkorak

Otak tikus

Rajah 4.12: Otak tikus di dalam larutan formalin 10%
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Rajah 4.13: Otak tikus

Setelah berat otak tikus ditimbang, lebar dan panjang otak tikus daripada kedua-
dua kumpulan diukur menggunakan kertas graf. Ukuran lebar otak melibatkan ukuran
bahagian yang paling lebar iaitu bahagian posterior serebrum, manakala ukuran panjang
merangkumi bahagian rostral serebrum, iaitu hujung bebuli olfaktori hingga ke
bahagian kaudal serebelum. Potongan di antara hujung serebelum dan bahagian anterior

saraf tunjang dilakukan secara konsisten untuk memberikan ukuran panjang yang tepat.

4.3  Histologi Struktur Otak

4.3.1 Pengenalan

Hipokampus adalah sepasang struktur otak sub-korteks yang ditemui di kiri dan
kanan lobus medial temporal. Hipokampus telah terbukti terlibat dalam pembentukan
awal memori iaitu suatu aktiviti yang berkait rapat dengan proses pembelajaran. la

dikira sebagai sebahagian sistem limbik.
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Kajian awal mengenai proses pembelajaran oleh tikus dilakukan oleh Tolman
(1948) menunjukkan bahawa tikus mencipta dan menggunakan peta kognitif, iaitu
gambaran global alam sekitar untuk mengenal pasti sasaran (ganjaran) di dalam maze.
Ini seterusnya dikaitkan dengan hipokampus apabila kajian seterusnya oleh O'Keefe dan
Dostrovsky (1971) mengenal pasti kepentingan komponen yang dikenali sebagai place
cell. Place cell dalam hipokampus biasanya dilihat dengan menilai potensi tindakan
ekstraselular yang direkodkan daripada sel utama dalam lapisan CA1l dan CAS3

hipokampus pada tikus yang bergerak bebas (Eichenbaum et al., 1999).

Istilah hipokampus berasal dari perkataan Greek, iaitu hippokampos: “hippo”
bermaksud kuda dan “kampos” bermaksud gergasi laut, yang merujuk kepada
morfologinya. Menjelang pertengahan abad yang lalu sistem limbik yang terlibat
dengan emosi khususnya hipokampus, menjadi salah satu struktur yang paling dikaji
dalam sistem saraf. la telah dikaji melalui pendekatan pelbagai disiplin, di mana
gabungan aspek anatomi, psikologi dan kelakuan telah digunakan (El Falougy &
Benuska, 2006). Hipokampus adalah bahagian utama otak yang terlibat dalam
memproses maklumat spatial (vertebrata) selain mengawal kelakuan berkaitan makanan
dan selera makan (Tracy et al., 2001). la berbeza dalam saiz dan berkait rapat dengan

keadaan persekitaran ekologi haiwan (Healy & Jozet-Alves, 2010).

Struktur hipokampus adalah struktur kompleks boleh dibahagikan kepada
bahagian dorsal yang terletak di belakang septum, bahagian posterior di mana ia mula
membengkok secara ventral dan lateral, dan bahagian ventral yang terletak di bahagian
temporal otak (Rajah 5.6). Di hippocampus proper, di bahagian dorsal terdapat fascia

dentate (dentate gyrus) tertanam di dalamnya. Fimbria adalah saluran gentian yang
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besar terdapat di tepi sisi hipokampus yang terdedah dan struktur forniks dorsal pula

terletak hampir kepada barisan pertengahan bawah korpus kalosum.

Istilah “hippocampal formation” (jasad hipokampus) merujuk kepada enam
struktur khusus, iaitu dentate gyrus, hippocampus proprius, subiculum proprium,
presubiculum, parasubiculum dan kawasan entorhinalis (El Falougy & Benuska, 2006).
Tiga kawasan yang jelas adalah dentate gyrus, hippocampus proprius (juga dikenali
sebagai tanduk Ammon atau cornu ammonis) dan subiculum (Rajah 4.13). Anatomi dan
fungsi komponen seperti dentate gyrus, tanduk Ammon, kompleks subicular, dan
kawasan entorhinal cortex adalah penting untuk prestasi memori kerja dan memori

rujukan (Xavier et al., 1999).

Rajah 4.13: Subiculum (20x)
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Hippocampus proper

Hippocampus proper terdiri daripada neuron-neuron yang tersusun sebagai
lapisan tertentu seperti ditunjukkan dalam Rajah 4.14. la dibahagikan kepada beberapa
bahagian mengikut ketebalan lapisan, saiz sel dan kepadatan sel (Xavier et al., 1999).
Empat lapisan mengikut saiz ketumpatan dan cabang akson dan dendrit sel piramid,
adalah lapisan CAl, CA2, CA3 dan CA4 (Rajah 4.14). Subiculum adalah kawasan
peralihan di antara sub-bahagian CAl dan korteks entorhinal yang berdekatan (El
Falougy et al., 2008). Neuron yang utama di dalam hipokampus dan subiculum adalah
sel piramid. Penjanaan sel piramid hipokampus selesai sebelum proses kelahiran.
Neuron sel piramid menjalani proses kematangan dan perkembangan pada sambungan

akson dan dendrit selepas dilahirkan (El Falougy et al., 2008).

Dentate gyrus (DG) adalah sebahagian kecil daripada hipokampus yang penting
dalam fungsi kognitif seperti pembelajaran dan memori (Tashiro et al., 2007). DG
adalah struktur yang bergelung dengan bahagian lekuk yang terbuka mengarah ke
hippocampus proprius (El Falougy et al., 2008). DG terdiri daripada tiga lapisan iaitu
lapisan molekul, lapisan sel granul dan hilus yang juga dikenali sebagai lapisan
polimorfik. Sel granular adalah sel asas di dalam DG. lanya tersusun padat dan
membentuk lapisan sel granul berbentuk V di dalam DG tikus (Rajah 4.14) (Hala et al.,

2010).
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Rajah 4.14: Keratan rentas kawasan hippocampus proprius (Rat Hippocampus Atlas,
2011)
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Rajah 4.15: Jenis sel neuron dalam hipokampus (O’Keefe & Nadel, 1978)
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Neuron piramid mempunyai dendrit apikal dan basal, manakala neuron granul
hanya mempunyai dendrit apikal (Rajah 4.15). Neuron basket berbeza daripada sel-sel
piramid dan granul, dan ini dilihat paling jelas di dalam CAS3. Berbeza dengan piramid,
sel-sel basket tidak mempunyai ciri berduri pada dendrit apikal dan tidak berada dalam
hubungan dengan input gentian. Di samping itu, sel-sel basket tidak menghantar akson

keluar dari kawasan CA3, manakala sel-sel piramid menghantar aksonnya keluar.

Neuron piramid boleh dibahagikan kepada beberapa domain berfungsi. Dendrit
menerima kebanyakan rangsangan dan rencatan input sinaptik sel dan mengintegrasikan
mereka. Badan sel menggabungkan input daripada dendrit dan menerima hanya sinaps
GABAergic manakala segmen awal akson adalah tapak permulaan tindakan potensi dan
juga hanya menerima input GABAergic sahaja. Akson ini tidak mempunyai sinaps dan
memancarkan ouput daripada neuron ke sasaran tanpa pengubahsuaian selanjutnya

(Szilagyi et al., 2011).

Litar hipokampus

Maklumat yang diterima dari deria penglihatan, pendengaran mula-mula
dihantar ke kawasan parahipokampus korteks, kemudian melalui entorhinal cortex dan
seterusnya dihantar ke hippocampus proper. Maklumat tersebut melalui beberapa

kawasan yang berbeza di dalam hipokampus sebelum ke ke korteks untuk deria.

Komponen utama pembentukan hipokampus dihubungkan dengan tiga litar iaitu
(@) litar trisynaptic (entorhinal cortex - dentate gyrus - CA3 - CA1l), (b) litar disynaptic
(entorhinal cortex - CA3 - CAl), dan (c) litar monosynaptic (entorhinal cortex - CAl)

(Xavier et al., 1999).
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Pusat utama bagi penghantaran maklumat deria ke hipokampus adalah
entorhinal cortex (Rajah 4.16 dan 4.17). Lapisan |l entorhinal cortex menyediakan
input utama kepada hipokampus dengan menghantar input tersebut kepada dentate
gyrus laluan Perforant, yang seterusnya menghantar input utama kepada lapisan CA3
melalui unjuran mossy fiber. Terdapat juga unjuran satu arah yang lebih kecil kepada
lapisan CA3 dari lapisan Il entorhinal cortex. CA3 kemudian menghantar input kepada
lapisan CA1 melalui laluan Schaffer/ laluan komisur, tetapi ada unjuran yang kembali
ke lapisan CA3. Lapisan CAL juga menerima unjuran temporoammonic secara terus
dari lapisan 111 entorhinal cortex seperti subiculum. Lapisan CAl kemudian menghantar
maklumat kepada subiculum dan juga menghantar maklumat kepada entorhinal cortex
lapisan V. Subiculum menghantar menghantar maklumat yang diproses (output) kepada
entorhinal cortex lapisan IV dan V (Martin & Clark, 2007). Oleh itu, akson neuron
dalam lapisan CA1 mengunjur kepada neuron di subiculum dan entorhinal cortex.
Bahagian hipokampus yang menerima maklumat adalah dentate gyrus, manakala
bahagian menghantar maklumat (output) dari hipokampus adalah subiculum. Akson
neuron sel piramid di subiculum mengunjur ke nukleus subkortikal melalui fimbria,
laitu satu saluran nipis jisim putih di dalam hipokampus. Akhir sekali, maklumat ini
kembali kepada kawasan kortikal deria, iaitu kawasan ia dihantar masuk sebelum ia

diproses oleh hipokampus.
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Rajah 4.16: Gambaran keratan rentas yang menerangkan litar hipokampus-

entorhinal cortex yang ditunjukkan dengan anak panah (Diba, 2012).

Hippocampus
v
Schaffer

CA3 collaterals > | CA1

moV A ,
fibers ternporoammonic
pathways
Dentate T Subic-
Gyrus > | ulum
perforant ><-—="1T=""="~=1 -
pathway T / Y
Il ]} v V
Entorhinal
Cortex

Rajah 4.17: Litar hipokampus (Martin & Clark, 2007).

Sebagai mana yang dipetik oleh Scharfman dan Myers (2013), Amaral (1978)
mentakrifkan hilus sebagai kawasan khusus di antara kedua-dua lapisan sel granul.
Hilus mengelilingi kawasan lapisan sel CA3c serta dendrit sel piramid CA3c. Se lain sel
mossy (Rajah 4.18), adalah sukar untuk mengenalpasti neuron lain di dalam kawasan

hilus di dalam hipokampus tikus. Ini adalah kerana kawasan CA3c merangkumi
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keseluruhan ruang antara lapisan sel granul, iaitu kawasan yang kecil sahaja di antara

lapisan sel granul (Rajah 4.19) (Scharfman & Myers, 2013).

Walaupun hilus mengandungi pelbagai jenis sel, sel utamanya adalah sel mossy
(Rajah 4.18). la menerima input rangsangan daripada sel granul dentate gyrus dan
mengunjur kembali kepada sel granul dan interneurons dalam dentate gyrus. Sistem
dentate gyrus-hilus mampu memproses maklumat yang kompleks (Minai & Best,
1998). Teradapat kajian menunjukkan bahawa beberapa laluan dalam sistem dentate
gyrus-hilus mungkin menyokong Long-term potentiation (LTP), iaitu pemprosesan
pembentukan memori. Laluan output korteks entorhinal, yang dikenali sebagai laluan
perforant, mengunjur kepada beberapa kawasan hipokampus proper, termasuk dentate

gyrus, CA3, dan hilus (Hetherington et al., 1994).

w

el mossy

Dentate gyrus

Rajah 4.18: Sel mossy yang menghubungkan dentate gyrus dan CA3c (The

Strowbridgen Lab, 2013)
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Rajah 4.19: Kawasan lapisan sel granul, hilus dan CA3c (Scharfman, 1991).

Long-term potentiation (LTP) dan long term depression (LTD)

Pada tahun 1986, Richard Morris mengemukakan beberapa bukti awal bahawa
Long-term potentiation (LTP) adalah penting bagi pembentukan memori in vivo (Morris
et al.,, 1986). LTP pada penghantaran sinaps dalam hipokampus adalah model utama
eksperimen untuk mengkaji asas pembelajaran dan memori dalam vertebrata (Bliss &
Collingridge, 1993). Penyimpanan memori melibatkan modulasi yang berterusan dari
sambungan sinaptik di antara neuron. Sinaps boleh diubah suai dalam pelbagai cara dan
pengubahan kekuatan sinaptik biasanya adalah dalam bentuk LTP atau long term

depression (LTD) pada sinaps yang aktif (Klur, 2006).

Proses hipokampus dan memori melibatkan tindak balas hipokampus terhadap
rangsangan yang berulang-ulang dengan sinaps menerima input dari persekitaran.
Peningkatan dalam pelepasan peneuropancar menyebabkan potensi sinaptik sel
hipokampus meningkat (Restak, 1984). Ini berlaku melalui LTP, iaitu peningkatan pada
keberkesanan sinaps yang menerima rangsangan yang berulang-ulang. Dengan substrat
molekulnya merupakan oleh reseptor glutamat NMDA yang terdapat banyak di dalam
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hipokampus. Penyahkutuban berulang pada membran pos sinaps menyebabkan
pengubahsuaian dalam reseptor NMDA seterusnya membolehkan kalsium untuk
memasuki sel. Ini menyebabkan pengaktifan protein kinase, dan pemfosforilan reseptor
AMPA glutamat yang seterusnya menyebabkan pengukuhan pada sinaps (Briar et al.,
2003). Reseptor yang terlibat dalam pembelajaran spatial ialah reseptor NMDA. LTP
tidak terlibat dalam semua bentuk pembelajaran (Morris et al., 1986), tetapi LTD pula
adalah pengurangan kesan yang kekal pada sinaps yang berlaku pada beberapa jenis
stimulasi elektrik dalam hipokampus. la juga merupakan satu proses di mana proses
LTP dibalikkan di dalam hipokampus dan neokorteks (Bear dan Malenka, 1994).
Terdapat dua jenis LTD, iaitu heterosynaptic LTD dan homosynaptic LTD.
Heterosynaptic LTD berlaku pada sinaps yang tidak aktif, semasa rangsangan
berfrekuensi tinggi pada sinaps. Manakala, homosynaptic LTD pula berlaku pada sinaps

yang diaktifkan, pada frekuensi rendah (Bear & Abraham, 1996).

4.3.2 Histologi

Histologi adalah penting untuk memahami morfologi tisu dan mengaitkan
struktur dengan fungsi (Young, 2006). la boleh dianggap sebagai kajian anatomi
mikroskopik, kerana ia bukan sahaja merangkumi struktur mikroskopik tisu, tetapi turut
merangkumi sel, organ dan sistem organ (Gartner & Hiatt, 2001). Bagi tujuan
pemeriksaan tisu di bawah mikroskop, prosedur histologi yang baik adalah sangat
penting untuk mendapatkan hasil yang memuaskan. Formalin 10% telah dipilih sebagai
larutan pengawet dan cresyl violet digunakan sebagai pewarna untuk teknik perwarnaan

Nissl dalam kajian ini.
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4.3.3 Pewarnaan Nissl

Kaedah pewarnaan neurohistologi digunakan untuk kajian peringkat tisu, untuk
membolehkan perbandingan antara struktur hipokampus tikus yang diberikan rawatan
dan tikus kawalan. Struktur hipokampus dikaitkan dengan memori. Teknik pewarnaan
Nissl mewarnakan struktur yang dikenali sebagai Nissl bodies yang terdapat di dalam
soma neuron. Nissl bodies merupakan organel-organel seperti ribosom, retikulum
endoplasma dan lain-lain. Penamaan teknik adalah sempena ahli histologi Franz Nissl
yang mencipta teknik pewarnaan ini untuk mengenal pasti soma sel neuron di tisu otak

(Beaudet & Rambourg, 1983).

4.3.4 Proses Pewarnaan Slaid

Prosedur pewarnaan melibatkan proses mencelupkan keratan otak yang
dilekapkan pada slaid kaca secara berurutan ke dalam beberapa larutan yang berbeza
mengikut masa yang telah ditetapkan (Jones, 1996). Sebelum itu, beberapa langkah

seperti berikut perlu dilaksanakan, bermula dengan tisu yang telah diawetkan.

4.3.4.1 Dehidrasi

Proses dijalankan untuk menyingkirkan air daripada sampel tisu dengan
memindahkan spesimen ke dalam turutan larutan alkohol. Tempoh proses dehidrasi
adalah sama bagi setiap tisu yang diproses. Setiap tisu direndam di dalam larutan
alkohol 70% selama 2 jam. Selepas itu, ianya dipindahkan ke dalam larutan alkohol
85% selama 2 jam. Selepas itu, ianya dipindahkan ke dalam larutan alkohol 95% dua
kali selama 2 jam setiap satu. Akhir sekali, ia dipindahkan ke dalam alkohol tulen dua
kali selama 2 jam setiap satu. Proses ini dilakukan larutan alkohol bersiri dilakukan bagi

mengelak tisu dari mengalami kejutan akibat penurunan kandungan air secara
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mendadak. Larutan alkohol 70%, 95% and 100% dibeli dari pembekal, manakala
larutan alkohol 85% dinyatakan di dalam makmal. Penyediaan alkohol 85% disertakan

di dalam Lampiran A.

4.3.4.2 Penjernihan (Clearing)

Proses melibatkan proses penyingkiran baki alkohol di dalam tisu dengan
menggunakan toluena sebagai agen penjernih. Tisu didapati mengecut menjadi lebih
kecil dari saiz sebenar. Tisu diletakkan di dalam toluena dua kali selama dua jam setiap
satu. Selepas ditukar ke dalam toluena selama dua jam, sampel tisu dipindahkan ke

dalam campuran toluena dan parafin (1:1) selama dua jam di dalam ketuhar.

4.3.4.3 Infiltrasi

Proses infiltrasi adalah proses penyerapan bahan penyokong, iaitu lilin parafin
ke dalam rongga tisu dan sel. Untuk memastikan parafin meresap sepenuhnya ke dalam
sampel tisu, rendaman ke dalam tiga siri parafin yang dicairkan di dalam ketuhar (Rajah

4.20) pada suhu 60°C selama dua jam setiap satu telah dilakukan.
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Rajah 4.20: Ketuhar

4.3.4.4 Benaman tisu

Bagi memudahkan proses pengeratan, tisu dibenam di dalam medium lilin
parafin, iaitu medium benaman yang sesuai bagi mikroskop cahaya (Gartner & Hiatt,

2001).

Tisu tersebut disusun ke dalam acuan yang telah diisi dengan parafin dari wax
dispenser (Rajah 4.21). Label diletakkan pada bahagian muka blok sebagai menandakan
bahagian yang perlu dimulakan semasa proses pengeratan tisu (Rajah 4.22). Blok
tersebut dibiarkan mengeras dengan merendamkannya di dalam air untuk semalaman.
Setelah blok tersebut mengeras, ianya dikeluarkan daripada acuan dan dipotong menjadi

blok yang lebih kecil untuk proses pengeratan tisu.
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Rajah 4.21: Wax dispenser

Rajah 4.22: Tisu otak dalam bahan benaman parafin

4.3.4.5 Pengeratan tisu

Blok sampel tisu yang telah dipotong kepada bentuk yang lebih kecil
kemudiannya dikerat dengan menggunakan mikrotom (ketebalan 8pum) menjadi susunan

keratan seperti reben yang panjang (Rajah 4.23). Proses pengeratan tisu adalah proses
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yang rumit kerana ia melibatkan ketelitian dan skil lebih-lebih lagi apabila melibatkan
organ yang besar seperti otak. la perlu dilakukan dengan berhati-hati bagi mengelakkan

keratan reben tisu daripada terkoyak.

Rajah 4.23: Pengeratan tisu otak menggunakan mikrotom

4.3.4.6 Pelekatan keratan (Mounting)

Keratan reben yang terpilih diletakkan di atas slaid kaca untuk langkah yang
seterusnya. lanya diletakkan menggunakan skapel di atas slaid kaca yang telah
dibasahkan dengan air suling terlebih dahulu. Medium albumin Mayer digunakan untuk
membantu pelekatan. Seterusnya slaid kaca dengan keratan tisu diletakkan atas alat
pemanas slaid untuk mengembangkan reben tersebut (Rajah 4.24). Slaid diperiksa dari
masa ke semasa bagi mengelakkan tisu dari kering. Setelah reben tersebut telah

mengembang, slaid dikeringkan semalaman di dalam ketuhar pada suhu 40-45°C.
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Rajah 4.24: Alat pemanas slaid

4.3.4.7 Pewarnaan

Teknik pewarnaan yang digunakan dalam kajian ini ialah teknik pewarnaan
Nissl yang mewarnakan soma neuron dengan menggunakan cresyl violet sebagai
pewarna. Pada awalnya penyah-parafin keratan tisu dilakukan dengan mencelup slaid
kaca dengan keratan ke dalam xilena sebanyak dua kali, selama tiga minit setiap satu.
Seterusnya proses hidrasi dengan merendamkan slaid ke dalam larutan alkohol 95%
sebanyak dua kali diikuti larutan alkohol 70% selama tiga minit setiap satu. Slaid

kemudian dibilas dengan air suling selama tiga minit.

Rendaman dalam cresyl violet selama 20 minit seterusnya dilakukan dan diikuti
dengan larutan alkohol 70% dengan bilasan yang cepat. Seterusnya diikuti oleh proses
dehidrasi dalam tiga siri tertiary butyl alcohol (TBA) selama tiga minit setiap satu.
Akhir sekali proses penjernihan di dalam siri xilena sebanyak dua kali, selama tiga
minit atau lebih setiap satu. Teknik pewarnaan ini menyebabkan soma sel neuron
berwarna biru. Bahagian yang diwarnakan adalah Nissl bodies, iaitu organel-organel
seperti endoplasmik retikulum dan pewarnaan ini memberi gambaran tompokan pada

soma neuron. Proses pewarnaan ini dilakukan di dalam kebuk wasap (Rajah 4.25).
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Larutan cresyl violet sebaliknya digunakan sebanyak dua kali sahaja selepas ia dibuat.

Penyediaan larutan cresyl violet dinyatakan dalam Lampiran A.

Rajah 4.25: Pewarnaan Nissl dilakukan di dalam kebuk wasap

4.3.4.8 Penutupan slaid (Coverslipping)

Keratan pada slaid kaca yang telah diwarnakan akhirnya mesti ditutup dengan
slip penutup untuk melindunginya daripada persekitaran dan dapat bertahan lebih lama.

DPX (Distrene-80) adalah medium yang membantu proses ini.

DPX dititiskan di atas slip penutup yang secara perlahan-lahan dilekapkan ke
atas slaid, bermula dengan bahagian hujung slaid. DPX dibiarkan meresap perlahan-
lahan ke seluruh slaid untuk mengelakkan buih udara daripada terperangkap di bawah
slip penutup. Akhirnya, slaid dikeringkan di dalam ketuhar semalaman pada suhu 30°C

(Rajah 4.26).
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Rajah 4.26: Slaid yang sudah diproses

4.3.4.9 Pemerhatian dan Analisis Slaid

Slaid yang sudah siap diproses seterusnya dianalisis menggunakan mikroskop
cahaya pada kuasa pembesaran 4x, 10x, 20x dan 40x. Gambar slaid ditangkap dan
dianalisis melalui perisian Analyzer Life Science Software yang dipasang pada komputer
dan disambung pada mikroskop cahaya (Rajah 4.27). Pemerhatian difokuskan kepada

tisu hipokampus.

Hanya bahagian dari hipokampus dorsal sahaja diambil kira dalam kajian ini,
(Rajah 4.28). Pengiraan sel dilakukan dengan slaid yang diamati pada pembesaran
200x. Soma neuron dikira dalam kawasan seluas 358.8 x 266.34 um?®. Pengiraan sel
melibatkan tiga kawasan, iaitu lapisan sel piramid CA1, CA3a dan CA3c/hilus. Hanya

soma neuron dengan nukleus dan nukleolus yang jelas sahaja dikira.
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Rajah 4.27: Mikroskop cahaya (Olympus BX51), Jerman

Rajah 4.28: Keratan rentas bahagian dorsal struktur hipokampus (20x)
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Rajah 4.29: Keratan rentas bahagian kanan menunjukkan bahagian hipokampus yang

terlibat dalam pengiraan sel (40x)

Bagi memastikan pengiraan sel adalah seragam bagi setiap tiga bahagian yang
dipilih, beberapa ciri tertentu telah ditetapkan (Rajah 4.29). Pengiraan lapisan sel
piramid CAl melibatkan (i) Bahagian puncak dorsal lapisan CAL, dan (ii) Lapisan
membentuk satu garisan lurus (Rajah 4.30). Pengiraan lapisan sel piramid CA3a pula
melibatkan: (i) Bahagian hujung lapisan sel yang melengkung, dan (ii) Bahagian
lengkung yang paling hujung hampir menyentuh bingkai imej (Rajah 4.31). Untuk
pengiraan Hilus/CA3c (Rajah 4.32) ianya melibatkan: (i) Bahagian hujung lapisan sel
piramid CA3c yang berada di antara dua bahagian dentate gyrus, dan (ii) Bahagian

paling lateral kawasan ditentukan oleh hujung bilah dentate gyrus (Rajah 4.29).

Adalah penting bagi neuron di dalam setiap sampel dikira dengan kriteria yang
terperinci untuk membezakan neuron dari sel-sel glial. Kriteria berikut telah digunakan
sebagai ciri-ciri neuron: nukleolus terletak di pusat, nukleus yang jelas, sitoplasma
kelihatan dan saiz badan sel yang lebih besar. Manakala sel glial dikenal pasti dengan
kehadiran gumpalan heterokromatin berwarna ungu, sitoplasma tidak kelihatan, dan saiz

badan sel yang lebih kecil.
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Rajah 4.31: Lapisan neuron piramid CA3 (400x)
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Rajah 4.32: Neuron piramid CA3 di kawasan hilus (400x)

Pengiraan sel dilakukan secara manual menggunakan mikroskop (Olympus
BX51, Jerman), dengan bantuan perisian Analyzer Life Science Software. Bagi setiap
haiwan, kedua-dua hemisfera kanan dan kiri tiga slaid yang berbeza telah dikira untuk
memberikan sebanyak lima slaid bagi setiap haiwan. Dalam eksperimen ini sebanyak
enam ekor tikus dipilih secara rawak dari setiap kumpulan, iaitu kumpulan rawatan dan
kumpulan kawalan. Perbandingan antara kumpulan dinilai dengan menggunakan Two
way ANOVA. Data dinyatakan sebagai min+SEM. Nilai p<0.05 dianggap sebagai

perbezaan yang signifikan (Llad6-Pelfort et al., 2012).
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BAB 5: KOMPONEN KAJIAN HAIWAN: KEPUTUSAN DAN

PERBINCANGAN

5.1  Kajian kelakuan

Penilaian prestasi memori tikus dinilai berdasarkan bilangan kesalahan yang

dilakukan oleh tikus semasa ujian dijalankan. Parameter yang diambil kira adalah

kesalahan mutlak, kesalahan memori rujukan dan kesalahan memori kerja.

Kesalahan Mutlak
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Rajah 5.1: Perbandingan kumpulan madu berbanding kumpulan salin (Kesalahan

Mutlak). *p<0.05 berbanding dengan kumpulan kawalan (salin)
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Jadual 5.1: Purata MintSEM bilangan kemasukan pertama dan kemasukan semula ke

dalam lengan yang tidak mempunyai ganjaran (Kesalahan Mutlak).

Fasa 1 Fasa 2 Fasa 3 Fasa 4
(minggu 1-3) (minggu 4-6) (minggu 7-9) (minggu 10-12)

Madu 1.281+0.121% | 1.311+0.121* | 0.878+0.121% | 1.085+0.121°

Kumpulan

Salin 1.179+0.099% | 1.551+0.099% | 1.674+0.009° | 1.802+0.009"

Nilai p<0.05 dianggap signifikan. Min dengan superskrip yang berbeza (a, b) dalam

baris yang sama dianggap mempunyai perbezaan yang signifikan (p<0.05).

Rajah 5.1 dan Jadual 5.1 menunjukkan jumlah kesalahan mutlak yang dilakukan
oleh kumpulan madu dan salin melibatkan bilangan kemasukan pertama dan kemasukan
semula ke dalam lengan yang tidak mempunyai ganjaran. Purata kemasukan semula
kumpulan madu mengikut fasa adalah 1.281+0.121 (Fasa 1), 1.311+0.121 (Fasa 2),
0.878+0.121 (Fasa 3) dan 1.085+0.121 (Fasa 4). Manakala, purata kemasukan semula
kumpulan salin mengikut fasa adalah 1.179+0.099 (Fasa 1), 1.551+0.009 (Fasa 2),
1.674+0.009 (Fasa 3) dan 1.802+0.009 (Fasa 4). Bermula pada fasa ketiga dan keempat,
kumpulan madu menunjukkan pengurangan yang signifikan dalam jumlah kesalahan

berbanding dengan kumpulan salin.
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Kesalahan Memori Rujukan
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Rajah 5.2: Kesalahan memori rujukan (kemasukan pertama ke dalam lengan yang tidak
mempunyai ganjaran). *p<0.05 berbanding dengan kumpulan kawalan

(salin)

Jadual 5.2: Purata Min£SEM bilangan kemasukan pertama ke dalam lengan yang tidak

mempunyai ganjaran (Kesalahan Memori Rujukan).

Fasa 1 Fasa 2 Fasa 3 Fasa 4
Kumpulan (minggu 1-3) (minggu 4-6) (minggu 7-9) (minggu 10-12)
Madu 1.186+0.108% | 1.220+0.108* | 0.861+0.108% | 1.072+0.1082
Salin 1.080+0.088? | 1.476+0.088% | 1.565+0.088" | 1.690+0.088"

Nilai p<0.05 dianggap signifikan. Min dengan superskrip yang berbeza (a, b) dalam

baris yang sama dianggap mempunyai perbezaan yang signifikan (p<0.05).

Rajah 5.2 dan Jadual 5.2 menunjukkan jumlah prestasi tikus dari kedua-dua
kumpulan bagi kemasukan ke dalam lengan yang tidak mempunyai ganjaran. Purata
kemasukan semula kumpulan madu mengikut fasa adalah 1.186+0.108 (Fasa 1),
1.220+0.108 (Fasa 2), 0.861+0.108 (Fasa 3) dan 1.072+0.108 (Fasa 4). Manakala, purata
kemasukan semula kumpulan salin mengikut fasa adalah 1.080+0.088 (Fasa 1),

1.476%0.088 (Fasa 2), 1.565+0.088 (Fasa 3) dan 1.690+0.088 (Fasa 4). Bermula pada
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fasa ketiga dan keempat, kumpulan madu menunjukkan pengurangan yang signifikan

dalam kesalahan memori rujukan.

Kesalahan Memori Kerja
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Rajah 5.3: Kesalahan memori kerja (kemasukan semula ke dalam lengan yang

mempunyai ganjaran). *p<0.05 berbanding dengan kumpulan kawalan

(salin)

Jadual 5.3: Purata MintSEM bilangan kemasukan semula ke dalam lengan yang

mempunyai ganjaran (Kesalahan Memori Kerja).

Fasa 1 Fasa 2 Fasa 3 Fasa 4
Kumpulan (minggu 1-3) (minggu 4-6) (minggu 7-9) (minggu 10-12)
Madu 0.208+0.107% | 0.208+0.107% | 0.167+0.107% | 0.333+0.107°
Salin 0.296+0.088% | 0.453+0.088* | 0.661+0.088" | 0.631+0.088"

Nilai p<0.05 dianggap signifikan. Min dengan superskrip yang berbeza (a, b) dalam

baris yang sama dianggap mempunyai perbezaan yang signifikan (p<0.05)
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Rajah 5.3 dan Jadual 5.3 menunjukkan jumlah prestasi tikus dari kedua-dua
kumpulan bagi kemasukan semula ke dalam lengan yang mempunyai ganjaran. Purata
kemasukan semula kumpulan madu mengikut fasa adalah 0.208+0.107 (Fasa 1),
0.208+0.107 (Fasa 2), 0.167+0.107 (Fasa 3) dan 0.333+0.107 (Fasa 4). Manakala, purata
kemasukan semula kumpulan salin mengikut fasa adalah 0.296+0.088 (Fasa 1),
0.453+0.088 (Fasa 2), 0.661+0.088 (Fasa 3) dan 0.631+0.088 (Fasa 4). Bermula pada
fasa ketiga dan keempat, kumpulan madu menunjukkan pengurangan dalam kesalahan

memori kerja.

Ujian statistik menggunakan ujian Two way ANOVA, menunjukkan perbezaan
yang signifikan (p<0.05) pada kesalahan mutlak, kesalahan memori rujukan dan
kesalahan memori kerja bermula dari fasa ketiga dan keempat. Kesemua keputusan

ujian statistik ANOVA disertakan di dalam Lampiran C.

Secara umumnya, kumpulan madu menunjukkan penurunan yang signifikan
dalam kesalahan mutlak, kesalahan memori rujukan, dan kesalahan memori kerja
berbanding dengan kumpulan salin dalam tempoh dua fasa terakhir (p<0.05). Dapatan
kajian mencadangkan bahawa madu secara signifikan meningkatkan pembelajaran
dan/atau memori selepas enam minggu penggunaannya. Kesan ini dilihat kekal
sehingga tempoh 12 minggu penggunaan iaitu sepanjang tempoh eksperimen. Purata
bilangan kesalahan memori kerja yang kurang berbanding dengan purata bilangan
kesalahan memori rujukan menunjukkan bahawa Madu Tualang menunjukkan kesan
positif dalam meningkatkan memori kerja berbanding dengan memori rujukan. Dalam
kajian ini, separuh lengan diletakkan makanan (empat lengan daripada lapan lengan)

untuk menilai prestasi memori spatial tikus. Ini membolehkan penilaian terhadap
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memori kerja (memori jangka pendek) dan memori rujukan (memori jangka panjang)

tikus dilakukan pada masa yang sama (Tarragon et al., 2012).

Ketika ujian RAM, tikus dianggap dapat mengingati lengan yang telah dilawati
dan/atau lengan yang tidak mempunyai makanan. Pengurangan kemasukan semula
berhubungkait secara langsung dengan isyarat persekitaran yang ada dan tempoh
tinjauan (Mazmanian & Roberts, 1983). Olton dan Collison (1979) berpendapat bahawa
ketika di dalam RAM tikus biasanya bergantung kepada isyarat persekitaran untuk
menyelesaikan masalah dan tidak menggunakan strategi tindak balas. Apabila tikus
menggunakan isyarat diluar RAM/ekstra-RAM untuk mengenalpasti lengan yang mana
mempunyai makanan di dalam RAM, ianya menunjukkan prestasi yang hampir
sempurna. Manakala, isyarat dari dalam RAM/intra-RAM (contohnya bau) tidak
mendorong tikus untuk menunjukkan prestasi yang lebih baik. Terdapat banyak kajian
yang menunjukkan isyarat ekstra-RAM lebih banyak digunakan berbanding isyarat
intra-RAM oleh tikus di dalam kajian menggunakan RAM (Olton & Collison, 1979).
Dalam kajian ini, RAM diletakkan pada kedudukan yang sama dan ujian dilakukan pada
masa yang sama bagi setiap tikus. RAM dilap dengan alkohol 70% untuk
menyingkirkan isyarat bau dan seterusnya memastikan tikus menggunakan isyarat
spatial untuk mencari lengan yang betul mempunyai makanan. Kedudukan objek dan
perabot seperti sinki dan rak di dalam bilik ujian juga dikekalkan sepanjang eksperimen
dijalankan. Kajian kebelakangan ini melaporkan bahawa pelbagai strategi bukan
berkaitan memori turut digunakan, termasuk isyarat motor algoritma dan diskriminasi
bau. Walau bagaimanapun, kesemua tikus dari kedua-dua kumpulan dalam kajian ini
menjalani protokol yang sama. Oleh itu, prestasi memori tikus dari kedua-dua kumpulan

dapat dikenalpasti.
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Keberkesanan madu dalam meningkatkan memori dipengaruhi beberapa faktor,
laitu kandungan glukosa dan aktiviti antioksida dalam madu. Secara fisiologi,
karbohidrat ditukar menjadi glukosa, iaitu sumber tenaga utama bagi otak. Oleh itu,
glukosa dalam madu berfungsi sebagai sumber tenaga. Kajian yang dilakukan Korol &
Gold (1998) ke atas sekumpulan pelajar kolej mendapati pengambilan glukosa
meningkatkan memori. Glukosa juga memainkan peranan untuk meningkatkan proses
mengingat dalam kalangan pelajar-pelajar tersebut. Kajian awal menunjukkan bahawa
glukosa atau sesuatu metabolit mungkin mengaktifkan pelepasan peneuropancar
asetilkolin pada tikus ketika ia terlibat dalam proses pembelajaran (Korol & Gold,
1998). Sepanjang proses pembelajaran yang melibatkan memori spatial, kadar
pelepasan asetilkolin dalam hipokampus tikus (struktur yang berperanan dalam
pembelajaran dan ingatan) adalah lebih tinggi berbanding dengan asetikolin yang
dilepaskan ketika tikus berehat di dalam sangkar (Ragozzino et al., 1996). Walau
bagaimanapun, kadar glukosa darah yang tinggi melemahkan prestasi memori (Riby et

al., 2009).

Kajian menunjukkan kandungan antioksidan dalam madu berkeupayaan
mengurangkan kerisauan dan meningkatkan memori spatial tikus (Chepulis et al.,
2009). Kajian klinikal menunjukkan pengambilan antioksida dapat meningkatkan
prestasi fungsi kognitif, termasuk bagi yang berumur (Grodstein et al., 2003) dan

dikaitkan dengan skor memori yang lebih baik (Chepulis et al., 2009).

Bahan-bahan yang kaya dengan antioksidan seperti vitamin E, idevenone,

Bacopa monniera, Ginkgo biloba, ginseng, biofla-vonoids dan pelbagai radical

scavengers bebas atau antioxidan yang lain didapati berkesan dalam mengurangkan
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amnesia atau meningkatkan fungsi kognitif di dalam haiwan dan manusia (Kishore &

Singh, 2005).

Madu menunjukkan julat aktiviti antioksida yang luas bergantung kepada
sumber nektar tumbuhan (Mahaneem et al., 2010). Kesan antioksida yang ditunjukkan
olen madu adalah disebabkan elemen seperti flavanoid, asid fenolik, asid askorbik,
katalase, peroksida, karotenoid dan hasil tindak balas Maillard (Bogdanov et al., 2008).
Madu Tualang mempunyai keamatan warna yang baik dan juga mengandungi sebatian
fenolik yang mempunyai aktiviti antioksida yang baik, setanding dengan pelbagai jenis
madu luar yang lain seperti madu Slovenia (contohnya madu Chestnut, Fir, Spruce,
Multifloral dan Forest), madu Romania (contohnya madu Acacia, Lime, Sunflower,
Chestnut dan Honeydew) (Mahaneem et al., 2010). Beberapa kajian dijalankan untuk
mengetahui dos yang sesuai perlu diberikan untuk mendatangkan kesan kepada memori

dan fungsi kognitif (Kesse-Guyot et al., 2011; Cho et al., 2003).

Kajian mengenai dos madu yang sesuai diperlukan untuk memberikan kesan
positif kepada memori masih belum lagi ditetapkan. Ini mungkin kerana tidak banyak
kajian yang dilakukan berkaitan madu dan memori. Dalam kajian yang dijalankan oleh
Chepulis et al., (2009), tikus yang diberi 10% madu menunjukkan prestasi memori
spatial yang lebih baik pada bulan ke sembilan dan ke-12 berbanding dengan tikus yang
diberikan diet sukrosa atau diet bebas gula (Chepulis et al., 2009). Ini berbeza dengan
hasil dapatan kajian ini yang menunjukkan tikus yang diberi dos 70% madu kurang
melakukan kesalahan memori hanya selepas enam minggu penggunaan dos tinggi.
Kajian yang dijalankan oleh Bogdanov et al., (2008) menunjukkan madu mempunyai
pelbagai kesan yang baik untuk nutrisi dan kesihatan, jika diambil pada dos yang lebih

tinggi daripada 509 hingga 80g pada setiap pengambilan (Bogdanov et al., 2008). Lebih
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banyak kajian lanjut perlu dijalankan menggunakan dos yang berbeza bagi menentukan
dos khusus yang sesuai diperlukan untuk memberikan kesan yang positif terutamanya

kepada manusia.

Pada permulaan kajian ini, tikus yang digunakan belum matang sepenuhnya (7-8
minggu) kerana umur tikus dewasa yang matang adalah 26 minggu (Meyer Jr et al.,
2006). Kebanyakan kajian yang dijalankan terhadap memori haiwan sehingga Kini
melibatkan tikus yang tua (Shukitt-Hale et al., 2004) atau tikus yang berpenyakit
(Alzheimer, dementia, schizophrenia dan amnesia) (Gu et al., 2009; Langdon et al.,
2013; Spieker et al., 2012; Farahmandfara et al., 2012) serta melibatkan kecederaan
(Mumby et al., 2002) pada otak. Terdapat banyak kajian telah melaporkan bahawa
tekanan oksidatif biasanya lebih mudah berlaku kepada individu yang tua berbanding
dengan yang muda sebagaimana kajian yang dijalankan ini; mencadangkan reaksi
oksidatif dan tindakan dibantu radikal bebas dikaitkan dengan proses kemerosotan yang
berkaitan dengan penuaan (Blasa et al., 2006). Kajian yang melibatkan tikus
menunjukkan bahawa kerosakan oksidatif menyebabkan disfungsi kelakuan (Forster et
al., 1996). Berdasarkan kajian yang dilakukan yang melibatkan haiwan, kerosakan
oksidatif boleh menyebabkan disfungsi neuron dan kognitif ketika proses penuaan
manusia (Beckman & Ames, 1998). Beberapa kajian menunjukkan tikus yang muda
menunjukkan prestasi memori yang lebih baik berbanding dengan tikus yang lebih tua
(Kishore & Singh, 2005). Ini mungkin kerana tikus yang muda menunjukkan kadar
metabolisme oksidatif yang lebih tinggi dan peningkatan pengeluaran metabolit oksigen
reaktif serta sistem perlindungan antioksidan yang optimum dan dengan itu mampu
menurunkan tekanan oksidatif (Saleem et al., 2012). Walau bagaimanapun, terdapat
juga kajian yang menunjukkan orang tua lebih menunjukkan kesan peningkatan prestasi

berbanding dengan golongan muda (Jarvis, 1993). Oleh itu kajian lanjut pengambilan
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madu oleh tikus yang tua atau berpenyakit mungkin dapat menentukan sama madu

memberikan kesan yang sama ke atas tikus tersebut.

Dalam kajian ini, ujian kelakuan menggunakan RAM dilakukan di dalam bilik
yang terbuka. Ini mungkin mempengaruhi prestasi persembahan tikus ketika ujian
dijalankan. Walau bagaimanapun, terdapat kajian lepas yang turut menjalankan kajian
kelakuan di tempat terbuka (Macpherson & Roberts, 2010; Lipp et al., 2001). Prestasi
haiwan dalam kajian seumpama ini mungkin dipengaruhi oleh faktor bunyi di kawasan
persekitaran yang boleh mengakibatkan stres kepada haiwan-haiwan ini. Stres adalah
keadaan atau rangsangan yang mampu menggugat kelangsungan hidup organisma.
Bunyi merupakan salah satu tekanan alam sekitar. Seperti yang diketahui pendedahan
akut serta jangka panjang kepada bunyi bising boleh mengakibatkan stres oksidatif yang
boleh menjejaskan memori pada tikus (Sundaramahalingam et al., 2013). Bagi memori
spatial, stres yang kronik boleh merosakkan memori rujukan dan mempunyai kesan
yang sementara pada memori kerja (Conrad, 2010). Bagi mengurangkan kesan faktor
ini, ujian dijalankan pada masa yang sama, iaitu pada hujung minggu dimana

persekitaran adalah sunyi dan pada jam 10 pagi.

5.2  Morfologi Am Luaran Otak

Tisu otak kelihatan berwarna putih kekuningan. Dari sisi kelihatan kedua-dua
serebelum dan serebrum membentuk bonggol di dorsal keseluruhan struktur otak.
Pandangan dorsal menunjukkan susunan longitudinal merangkumi batang otak di
bahagian paling kaudal, serebelum, serebrum dan bebuli olfaktori yang terletak di
bahagian rostral (Rajah 5.4). Permukaan korteks serebrum tikus mempunyai kurang
lipatan berbanding dengan haiwan vertebrata yang lebih tinggi. Pandangan ventral otak

menunjukkan struktur medula oblongata dan pons yang membentuk batang otak, serta
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saraf kranium, seperti saraf optik, yang masih melekat pada ventral struktur otak (Rajah

5.5). Medula oblongata adalah struktur otak paling kaudal dan bersambung terus dengan

korda spina.
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Rajah 5.4: Pandangan dorsal otak tikus
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Rajah 5.5: Pandangan ventral otak tikus
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Rajah 5.6: Anatomi hipokampus tikus (Cheung & Cardinal, 2005).

Jadual 5.4: Ukuran otak tikus

Kumpulan Lebar (mm) Panjang (mm) Berat (9)
Madu 16+0° 25.25+0.37° 1.57+0.04°
Salin 15.83+0.17° 24.83+0.30° 1.73+0.03

Superskrip dalam lajur yang sama tidak menunjukkan perbezaan yang signifikan

Jadual 5.4 menunjukkan ukuran bagi berat, lebar dan panjang otak tikus yang
dikeluarkan. Kesemua data mengenai ciri tersebut dikumpulkan mengikut kumpulan
bagi memudahkan perbandingan antara dua kumpulan tersebut. Ujian statistik
menggunakan ujian One way ANOVA, menunjukkan tiada perbezaan yang signifikan
(p>0.05) pada berat, lebar dan panjang otak tikus di antara kumpulan madu dan salin.

Oleh itu, pengambilan madu tidak mempunyai kesan ke atas ciri morfologi luaran otak.
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Walau bagaimanapun, terdapat kecenderungan pengambilan madu meningkatkan saiz
spesifik di bahagian yang mengandungi hipokampus, iaitu kawasan medio temporal

otak. Kesemua keputusan ujian statistik ANOVA disertakan di dalam Lampiran C.

Keputusan yang didapati menunjukkan pengambilan madu tidak mengakibatkan
kemerosotan tisu otak. Oleh itu, madu tidak memberi kesan negatif ke atas keseluruhan
morfologi luaran otak. Ukuran lebar, panjang dan berat keseluruhan otak yang diambil
mewakili parameter untuk morfologi am Kkeseluruhan otak. Dalam banyak kajian,
penumpuan perbandingan dilakukan bagi melihat kaitan kelakuan kognitif yang
kompleks dengan perubahan saiz keseluruhan otak telah dikemukakan andaian bahawa
kelakuan yang kompleks sukar dipengaruhi oleh saiz otak yang lebih besar. Walau
bagaimanpun, tiada pendapat yang jelas tentang apa yang dimaksudkan dengan saiz
keseluruhan otak dan bagaimana saiz mempengaruhi perubahan kelakuan (Healy &
Rowe, 2007). Kajian ini sendiri menunjukkan saiz keseluruhan otak tikus di antara dua
kumpulan tidak menunjukkan perbezaan yang signifikan. Pengambilan madu tidak

menyebabkan perubahan saiz pada otak tikus.

Kini terdapat kajian yang melihat kepada perubahan saiz pada bahagian tertentu
otak berdasarkan fungsinya. Kajian sebegini lebih baik berbanding dengan kajian
menggunakan saiz keseluruhan otak kerana ianya memfokuskan kepada kawasan
tertentu yang mungkin terlibat secara khusus terhadap kelakuan tertentu (Healy &
Rowe, 2007). Kajian menunjukkan bahawa isipadu hipokampus dalam spesis mamalia
dan burung yang bergantung kepada memori spatial untuk hidup meningkat. Contoh
kemahiran memori tersebut termasuklah pandu arah, migrasi dan memori dalam burung

yang menyembunyikan makanan (Lee et al., 1998).
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Bahagian paling lebar otak tikus melibatkan bahagian medio temporal. Di
sinilah terdapatnya hipokampus (Rajah 5.6: Lakaran otak tikus yang menunjukkan
lokasi hipokampus). Kajian ini menunjukkan kecenderungan bahagian otak ini lebih

lebar bagi kumpulan yang mengambil madu.

Secara umumnya bentuk hipokampus adalah lebih kurang sama pada pelbagai
spesies mamalia, dari monotremes seperti echidna hingga ke primat seperti manusia
(West, 1990). Terdapat juga hubungan di antara saiz hipokampus dan memori spatial,
laitu dalam perbandingan antara spesis yang sama, didapati bagi yang mempunyai
kapasiti yang lebih besar untuk ingatan spatial terdapat kecenderungan yang isipadu
hipokampusnya adalah lebih besar (Jacobs, 2003). Hubungan ini juga meliputi
perbezaan jantina sesuatu spesis di mana jantan dan betina menunjukkan perbezaan yang
ketara dalam keupayaan memori spatial dan cenderung untuk menunjukkan perbezaan

yang sama dalam isipadu hipokampus (Jacobs et al., 1990).

Kajian yang dilakukan oleh Clayton dan rakan-rakan telah menunjukkan bahawa
isipadu hipokampus burung penyimpan makanan seperti titmice dan chickadees
meningkat disebabkan oleh tabiat menyimpan makanan dan mengingati semula tempat
simpanan makanan (Suzuki & Clayton, 2000). Terdapat juga kajian menujukkan saiz
hipokampus mempunyai kaitan keupayaan pandu arah pada manusia. Kajian telah
dijalankan Maguire et al., (2000) untuk menguji sama ada keupayaan pemandu teksi
untuk mengingati jaringan jalan yang kompleks London berhubung kait dengan saiz
hipokampus. Hasil kajian menunjukkan pemandu teksi London mempunyai hipokampus
posterior yang lebih besar dan hipokampus anterior yang lebih kecil berbanding subjek
kawalan dari umur yang sama (Maguire et al., 2000). Walau bagaimanapun,

hipokampus manusia tidak mempunyai peta kognitif yang sama dengan tikus; manusia
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mempunyai deria garisan masa yang tidak terdapat pada tikus (O'Keefe et al., 1998).
Kajian semasa mencadangkan walaupun tikus mempunyai memori episodik, iaitu
tentang apa, di mana dan bila makanan disimpan, memori ini adalah berbeza secara

kualitatif daripada memori episodik manusia (Roberts et al., 2008).

Kajian semasa yang menggunakan teknologi pengimejan mengesahkan bahawa
hipokampus memainkan peranan penting untuk pandu arah pada manusia (Maguire et
al., 1998). Hipokampus manusia memainkan peranan yang sama dengan hipokampus
tikus dalam memproses maklumat spatial. Oleh itu, ia mengukuhkan pendapat bahawa
sebahagian besar analisis pelbagai peringkat neurobiologi memori spatial tikus boleh
diguna pakai untuk manusia. Dalam ujian Morris Water Maze, terdapat beberapa
persamaan yang sangat ketara dalam proses pembelajaran yang melibatkan ruang dan
memori pada manusia yang diuji dalam versi maya apabila dibandingkan dengan tikus
yang diuji dalam ujian sebenar yang nyata (Sutherland, 2010). Hipokampus tikus
khususnya merupakan satu model yang baik untuk diguna pakai dalam Kkajian

melibatkan anatomi dan fungsi (Jones & McHugh, 2011).

5.3  Pencirian Histologi Otak

Sama ada melibatkan keratan memanjang (Rajah 5.7) atau keratan rentas (Rajah
5.8), struktur hipokampus mudah deikenal pasti di bahagian terdapatnya susunan unik
lapisan CA1-CA2-CA3. Pemerhatian di bawah mikroskop menunjukkan corak lapisan
CA1-CA3 berbentuk C yang saling bertaut dengan dentate gyrus yang berbentuk V
serta kawasan hilus dapat dilihat dalam struktur hipokampus (Rajah 5.8). Lapisan CAl
terdiri daripada sel-sel neuron bersaiz sederhana. Lapisan CA2 adalah medan peralihan

antara lapisan CA1 dan lapisan CA2. Lapisan CA3 mempunyai sel-sel neuron bersaiz
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besar yang kurang padat, manakala lapisan CA4 adalah sambungan daripada lapisan

CA3 di dalam kelekukan dentate gyrus.

Ny =0

000w

Rajah 5.7: Keratan memanjang otak tikus (40x)

Rajah 5.8: Keratan rentas otak tikus (40x)

Amnya, ketiga-tiga kawasan lapisan yang dipilih menunjukkan keputusan yang

konsisten bagi semua sampel (Rajah 5.9)
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Lapisan sel piramid

Rajah 5.9: Keratan rentas hipokampus. Kawasan CA1, CA3 dan dentate gyrus (DG)
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Rajah 5.11: Struktur hipokampus: (a) kumpulan kawalan dan (b) kumpulan rawatan

Semua struktur khusus dalam hipokampus ini dapat dilihat secara jelas dengan
teknik Nissl. Dengan menggunakann teknik pewarnaan ini, sitoplasma diwarnakan
dengan warna biru terang kepada ungu terang. Badan Nissl dan nukleus adalah berwarna
ungu gelap (Rajah 5.10a). Dentate girus dilihat sebagai struktur bergelung dengan

bahagian cekung terbuka menghala ke arah hipocampus proper (Rajah 5.9).
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Hanya neuron-neuron yang nukleus dan nukleolus jelas kelihatan melalui teknik
pewarnaan Nissl (Rajah 5.10a) sahaja yang dikira. Sel yang terdapat di hipokampus
jelas kelihatan seperti sel neuron piramid, sel neuron granul dan sel glial (Rajah 5.10).
Walau bagaimanpun, perbandingan struktur hipokampus di antara kedua-dua kumpulan

tidak menunjukkan sebarang perbezaan (Rajah 5.11).

Dalam analisis kuantitatif, pengiraan sel melibatkan lapisan sel piramid
hipokampus (CA1 dan CA3a) dan CA3c/hilus dentate. Keputusan menunjukkan terdapat
perbezaan bilangan sel yang signifikan di antara kumpulan rawatan (CA1=64.66+0.65;
CA3a=37.24+0.65; CA3c/Hilus=52.21+0.65) dan kumpulan kawalan (CA1=61.11+0.65;
CA3a=33.46+0.65; CA3c/Hilus=48.78+0.65). Lapisan bagi keduanya CAl mencatat

bilangan sel paling banyak diikuti hilus dan CA3 (Jadual 5.5 dan Rajah 5.12).

Jadual 5.5: Bilangan neuron piramid hipokampus

Purata bilangan sel (MinxSEM)
Kumpulan CAl CA3a CA3c/Hilus
Madu 64.66+0.65% 37.24+0.65% 52.21+0.65%
Salin 61.11+0.65° 33.46+0.65" 48.78+0.65"

Nilai p<0.05 dianggap signifikan. Min dengan superskrip yang berbeza (a, b) dalam
baris yang sama dianggap mempunyai perbezaan yang signifikan (p<0.05) mengikut
jenis rawatan.
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Rajah 5.12: Purata bilangan sel piramid hipokampus mengikut kawasan

Amnya, keputusan adalah sama dengan laporan kajian tentang hipokampus tikus.
Tiga bahagian utama hipokampus yang jelas kelihatan adalah lapisan CAl, CA3 dan
dentate girus. Sel piramid tersusun membentuk lapisan sel piramid pada kawasan CAl
dan CA3 (Rajah 5.9). Sel piramid CA3 dan CA1 adalah jenis sel utama yang terdapat di
kawasan hippocampus proper (Mizuseki et al., 2012). Seperti kajian lain, pewarnaan
Nissl menunjukkan pembahagian yang jelas di antara sel granul di dentate gyrus dan sel
piramid di tanduk Ammon yang terdiri daripada lapisan CA1l yang mengandungi neuron
piramid kecil dan lapisan CA3 yang mengandungi neuron piramid besar (Lein et al.,

2005).

Neuron sel piramid CA2 berkongsi ciri-ciri morfologi dengan sama ada CAl
atau bahagian proksimal CA3 (CA3a) (Bartesaghi dan Ravasi, 1999; Ishizuka et al,
1995) dan ini membawa kepada beberapa perdebatan mengenai peranan CA2 sebagai

kawasan kecil hipokampus dan bukan sekadar zon peralihan antara CA3 dan CAl
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(Gaarskjaer, 1986; Woodhams et al, 1993). Kawasan CA2 dicirikan oleh Lorente de N6
(1934) sebagai sel-sel piramid besar seakan CA3 yang tidak menerima input mossy
fiber. Kawasan CA2 sukar dikenalpasti jika menggunakan teknik pewarnaan Nissl dan
hal yang sama ditemui dalam kajian ini. Teknik pewarnaan Nissl yang dijalankan pada
spesis roden yang berlainan menunjukkan perbezaan lapisan sel piramid CA2 dengan
jelas dan taburan sel seperti sel piramid yang tidak teratur (Scorza et al., 2010). Oleh itu,
ada cadangan bahawa CA2 merupakan kawasan yang berbeza dari segi anatomi dan

fungsi, walaupun sempadan kawasan ini adalah tidak jelas (Lein et al., 2005).

Dentate gyrus (DG) adalah substruktur pembentukan hipokampus. la kelihatan
seperti satu struktur berbentuk V melingkari hujung sel piramid CA3. Kawasan dentate
gyrus dibahagikan kepada tiga lapisan, iaitu molekul, granul dan polimorf (juga dikenali
sebagai hilus). Lapisan molekul terletak di luar lapisan sel granul yang mengandungi
banyak bilangan sel yang kecil, padat dan mempunyai saiz yang seragam. Lapisan sel
molekul dan granul sebahagiannya meliputi lapisan polimorf, yang mengandungi sel
polimorfik besar yang jarang (Dalley et al., t.t). Sel granul adalah jenis sel utama yang

ditemui di lapisan dentate gyrus dan ianya tersusun rapat.

Bilangan sel piramid di kawasan CAl, CA3 dan hilus pada hipokampus tikus
yang dirawat dengan Madu Tualang menunjukkan perbezaan yang signifikan
berbanding dengan kumpulan kawalan (Jadual 5.5). Ini disokong dengan hasil kajian
kelakuan yang menunjukkan tikus yang dirawat dengan madu kurang melakukan
kesalahan memori kerja dan memori rujukan berbanding dengan kumpulan kawalan.
Prestasi memori dan jumlah sel piramid oleh kedua-dua kumpulan mungkin dipengaruhi

oleh stres semasa ujian dijalankan. Terdapat kajian menegenai hal ini yang melaporkan
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bahawa stres mempengaruhi prestasi memori jangka masa panjang dan pendek serta

bilangan sel di kawasan CA1 dan CA3 (Badriya et al., 2013).

Kajian menunjukkan bahawa CA1 mencatat bilangan sel piramid paling banyak
diikuti hilus dan CA3 (Jadual 5.5) bagi kedua-dua kumpulan. Kawasan CAl adalah
lebih dekat dengan kawasan output hipokampus dan ia adalah penting bagi
mengenalpasti ruang dalam persekitaran, di mana sel-sel dalam kawasan CA1 mengekod
isyarat ruang dan seterusnya ingatan jangka panjang untuk ruang. Kandel mencadangkan
bahawa proses memori jangka panjang melibatkan kawasan CAl1 (DNA Learning

Center, t.t.a).

Kawasan CA1l dan CA3 dikatakan penting bagi memori spatial. Terdapat kajian
yang menunjukkan kawasan CA3 hipokampus memainkan peranan yang penting dalam

pengekodan maklumat spatial baru dalam ingatan jangka pendek (Kesner, 2007).

Dalam tugasan yang berbeza didapati tikus yang dikenakan lesi/kecederaan pada
CA1 dan CA3a, CA3b (nomenklatur oleh Lorente de NO, 1934) yang menjalani ujian
untuk mengingati beberapa tempat, menunjukkan penurunan prestasi. Lesi pada CAl
dan CA3a, CA3b mengganggu penempatan semula tempat yang dilawati sebelumnya
(Lee et al., 2005; Kesner, 2007). Kajian turut melaporkan bahawa kepadatan neuron
dalam kawasan CAl menunjukkan penurunan ketara, berbanding dengan kawasan-
kawasan lain yang telah dianalisis. Kepadatan neuron menggambarkan bilangan neuron

per unit kawasan.
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Sel piramid dikawasan CA3 mungkin memainkan peranan penting dalam
tugasan yang melibatkan ingatan jangka pendek dengan tempoh beberapa saat dan minit,
terutama apabila tugas yang melibatkan pengekodan maklumat baru atau proses
penyiapan corak ruang. Apabila tempoh tugasan dipanjangkan melebihi tempoh jangka
pendek (contohnya, 5 minit atau 24 jam), CA3a, b tidak lagi memainkan peranan utama
untuk mendapatkan semula memori kerana CA1 memainkan peranan yang lebih penting
selepas penangguhan tugasan tersebut (Lee & Kesner, 2003 ). CA3a, b juga membantu
urutan pemprosesan maklumat dengan bantuan CA1l berdasarkan output kolateral

Schaffer dari CA3a, b kepada CA1 (Kesner, 2007).

Kajian mendapati bahawa haiwan dengan lesi pada CA3c menunjukkan
penurunan pemprosesan maklumat spatial yang lebih besar daripada haiwan dengan lesi
pada CA3a, b (Hunsaker et al., 2008). Penyelidikan-penyelidikan awal yang dilakukan
oleh Li et al., (1994), dan Buckmaster & Schwartzkroin (1994), telahpun mencadangkan
sel mossy menerima input rangsangan daripada sel granul dan sel piramid CA3c dan
mengintegrasi input daripada sel granul dan sel piramid CA3c, serta melalui rangsangan
yang berulang mengaktifkan banyak sel granul. Oleh itu, CA3c mungkin mempunyai
output yang boleh mempengaruhi sel granul dentate gyrus (Scharfman, 2007; Kesner,

2007).

Hipokampus adalah penting sebagai tempat penyimpanan awal untuk memori
jangka panjang, dan ia terlibat dalam peralihan memori jangka panjang kepada memori
yang lebih kekal. Beberapa kajian menyokong pandangan ini, contohnya Olton et al.,
(1979) yang mencadangkan bahawa hipokampus terlibat dalam pembentukan memori
kerja tetapi tidak dalam memori rujukan. Walau bagaimanapun terdapat laporan

bercanggah seperti laporan Jarrard et al., (1984) yang mendapati gangguan ringan dan
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sementara terhadap prestasi tugasan yang melibatkan memori spatial rujukan selepas
kerosakan yang disebabkan oleh colchicine, namun kesan tersebut hilang dalam tempoh
ujian dilakukan. McLamb et al., (1988) pula menunjukkan bahawa keupayaan tikus yang
dirawat dengan colchicine terjejas dengan ketara dalam melaksanakan kedua-dua
tugasan yang melibatkan memori rujukan dan memori kerja (DNA Learning Center,

ttb).

Sistem saraf pusat terdedah kepada bahan radikal bebas akibat tekanan oksidatif,
kerana ia kekurangan dalam perlindungan radikal bebas dan menggunakan 20%
daripada keseluruhan oksigen badan (Olanow, 1992). Sebagaimana yang dipetik oleh
Bayani Uttara et al., (2009), Floyd dan Carney (1992) menyatakan aktiviti antioksida
dalam otak adalah lebih rendah berbanding dengan tisu yang lain, sebagai contoh, kira-
kira 10% daripada hati. Sel saraf dianggap lebih mudah terdedah kepada kerosakan

oksidatif berbanding tisu badan yang lain (Uttara et al., 2009).

Kajian Kklinikal menunjukkan neurodegeneration dapat dikawal dengan
pengambilan diet atau makanan tambahan antioksida semulajadi. Pengambilan makanan
yang mengandungi pelbagai vitamin, antioksida tambahan dapat memainkan peranan
penting sebagai neuroprotection untuk mengurangkan pelbagai gangguan kepada tisu
saraf. Antioksida semulajadi mencegah pengoksidaan protein, peroxidations lipid dan
mengelakkan penjanaan ROS, sekali gus bertindak sebagai rintangan terapeutik untuk

OS (Uttara et al., 2009).

Madu Tualang dilaporkan adalah sumber antioksida yang baik. Madu Tualang
mungkin mempunyai mekanisme neuroprotection, meningkatkan memori, serta

mengurangkan kerosakan hipokampus melalui beberapa faktor seperti sifat
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antioksidanya, pengawalaturan daripada brain derived neuroteophic factor (BDNF)’
atau peningkatan aktiviti choline acetyltransferase® dan acetylcholinesterase® di
kawasan otak tertentu atau gabungan daripada mekanisme-mekanisme ini. Walau
bagaimanapun, kajian lanjut perlu dilakukan untuk mengesahkan aktiviti kolin dan

asetilkolina serta mekanisme neuroprotektif Madu Tualang (Badriya et al., 2013).

Tikus dalam kajian ini terdedah kepada stres yang berterusan ketika ujian
kelakuan dijalankan dan ini berkemungkinan mempengaruhi prestasi memorinya. Kajian
yang melibatkan tikus dan manusia telah menunjukkan bahawa hipokampus bukan
sahaja terlibat dalam pembentukan memori, tetapi juga sangat sensitif terhadap stres
(Kim & Diamond, 2002). Stres memberi kesan kepada struktur dan fungsi neuron
hipokampus (Fenoglio et al., 2006). Tekanan juga boleh mempengaruhi LTP, yang
terlibat aktiviti pembelajaran dan memori (Diamond et al., 1995; Bremner, 1999). Bunyi
yang terhasil oleh keadaan persekitaran adalah antara penyebab stres. Pendedahan akut
kepada bunyi menyebabkan tekanan oksidatif (Sundaramahalingam et al., 2013) dan
stres yang kronik boleh mengakibatkan kesan buruk kepada hampir setiap kawasan otak.
Keupayaan spatial hipokampus juga bergantung kepada penglibatan struktur otak lain
semasa sesi latihan dan ujian kelakuan (Conrad, 2010). Stres sederhana yang melibatkan

bunyi boleh menjejaskan aktiviti pembelajaran dan memori (Ghalamghash et al., 2012).

Dalam kajian ini, sel piramid di lapisan CA1, CA3a dan CA3c/hilus pada tikus
yang dirawat dengan madu menunjukkan bilangan sel yang lebih banyak berbanding
dengan kumpulan kawalan. Kajian yang dijalankan Padurariu et al., (2012)

menunjukkan terdapat penurunan bilangan sel yang signifikan pada hipokampus

" BDNF adalah protein yang aktif dalam hipokampus, korteks, otak depan, bertindak ke atas neuron
tertentu dalam sistem saraf pusat dan periferal, membantu untuk menyokong survival neuron yang sedia
ada dan menggalakkan pertumbuhan dan pembezaan neuron baru.
® Enzim yang penting bagi pembentukan peneuropancar asetilkolin.
% Enzin yang bertindak semasa proses hidrolisis peneuropancar asetikolin.
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penyakit Alzheimer berbanding kumpulan kawalan. Hasil kajian juga mendapati
penurunan kepadatan neuron hipokampus adalah lebih ketara dikawasan CA1 dan juga
CA3 (Padurariu et al., 2012). Oleh itu, berdasarkan kajian ini, dijangka bahawa Madu
Tualang mungkin boleh mendatangkan kesan yang positif terhadap bilangan sel
hipokampus pada pesakit Alzheimer. Madu Tualang dijangka boleh digunakan sebagai
rawatan alternatif bagi pesakit Alzheimer dan juga penyakit neurodegenerative yang
lain. la mungkin tidak dapat menghalang penyakit tersebut daripada berlaku, tetapi ia
mungkin dapat melambatkan proses penyakit tersebut. Walau bagaimanapun kajian
lanjut harus dilakukan bagi melihat kesan sebenar Madu Tualang terhadap penyakit

tersebut dan mekanisma yang terlibat.

Adalah masih tidak diketahui sama ada atrofi hipokampus boleh dipulihkan pada
manusia atau pun tidak, tetapi terapi kognitif menunjukkan kesan positif terhadap
gangguan memori remaja Lubnan dengan PTSD (Saigh, 1988). Di samping itu, telah
ditemui bahawa hipokampus adalah unik kerana keupayaannya untuk menjana semula
neuron (Gould et al., 1998) dan dengan itu mencadangkan bahawa kerosakan atau

kematian neuron boleh dipulihkan (Bremner, 1999).

Berdasarkan keputusan kajian ini, terdapat dua andaian yang dapat dibuat.
Pertama, madu mungkin memainkan peranan sebagai agen neuroprotektif. Seperti yang
dibincangkan sebelum ini, penurunan bilangan neuron yang mungkin dipengaruhi oleh
stres dijangka dapat dikurangkan dalam kumpulan rawatan. Madu sebagai agen
neuroprotektif mungkin mencegah bilangan neuron daripada merosot. Walau
bagaimanpun, pemerhatian terhadap imej keseluruhan hipokampus dari kedua-dua

kumpulan tidak menunjukkan perbezaan yang ketara.
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Andaian kedua yang dapat dibuat adalah madu mempunyai kesan positif dalam
peningkatan bilangan neuron hipokampus yang berkait dengan aktiviti pembelajaran dan
pembentukan memori. Semasa ujian kelakuan dijalankan, proses pembelajaran dan
memori berlaku pada tikus. Tikus dikehendaki mengingati lengan yang mempunyai
makanan menggunakan isyarat visual yang terdapat disekeliling RAM. Proses ini
melibatkan pengaktifan neuron dan mungkin meningkatkan bilangan neuron.
Berdasarkan andaian ini, madu mungkin membantu proses pembelajaran dan
meningkatkan memori. Walau bagaimanapun, kajian lanjut perlu dijalankan

mengesahkan hal ini.
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BAB 6: PERBINCANGAN AM DAN KESIMPULAN

6.1  Pelaksanaan Kajian

Kajian saintifik mengenai kesan pengambilan madu terhadap memori adalah
sedikit. Begitu juga dengan kajian mengenainya dari perspektif Islam. Oleh itu, dalam
kajian ini, kesan madu tempatan (Madu Tualang) dilihat dari perspektif sains malah

juga dari perspektif Islam.

Madu adalah salah satu makanan yang digalakkan dalam Islam untuk tujuan
kesihatan. Saranan penggunaan madu sebagai penawar bukan sahaja disebut di dalam
al-Qur’an, malah di dalam hadith dan kitab penulisan sarjana Islam. Madu disebut
sebanyak dua kali di dalam al-Qur’an, iaitu disebut secara langsung di dalam surah
Muhamad dan secara tidak langsung di dalam surah al-Nahl. Beberapa hadith juga turut
menyebut tentang penggunaan madu sebagai penawar kepada beberapa penyakit, seperti
sakit perut. Namun begitu, saranan penggunaan madu untuk memori hanya dinyatakan
oleh para sarjana Islam. Mereka juga turut menyediakan resepi yang melibatkan madu
di samping bahan-bahan lain untuk menguatkan memori. Walaupun tiada
pendokumentasian yang menunjukkan resepi tersebut terbukti keberkesanannya, ia tetap
membuktikan madu turut memainkan peranan dalam resepi yang dihasilkan untuk

menguatkan memori.

Seperti yang telah dinyatakan sebelum ini, terdapat beberapa sarjana Islam
menulis tentang ramuan yang melibatkan penggunaan madu digunakan untuk
meningkatkan memori. Namun keberkesanan ramuan tersebut tidak terbukti secara

saintifik. Oleh itu, kajian bagi melihat keberkesanan ramuan yang dihasilkan patut
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dilakukan. Turut boleh dilakukan adalah penggunaan madu bersama bahan-bahan lain

untuk melihat kesan sinerginya terhadap memori.

Kajian mengenai kesan positif madu terutamanya madu tempatan terhadap
memori kurang dilakukan walaupan terdapat beberapa kajian yang dilakukan mengenai
kesan madu terhadap masalah kesihatan yang lain. Kebanyakan kajian yang dilakukan
adalah mengenai kesan madu terhadap luka (Tan et al., 2012) dan sperma tikus
(Syazana et al., 2011). Madu Tualang telah dipilih untuk kajian ini dan ia adalah salah
satu madu tempatan di Malaysia. Hasil kajian kelakuan menggunakan Radial Arm Maze
(RAM) bagi melihat kesan Madu Tualang ke atas memori spatial tikus menunjukkan
tikus dari kumpulan yang mengambil Madu Tualang kurang melakukan kesilapan
memori kerja dan rujukan berbanding dengan kumpulan kawalan (salin). Ini mungkin
kerana kandungan antioksida dan kandungan glukosa yang terdapat dalam madu. Madu
Tualang terbukti adalah antara madu tempatan yang mempunyai kandungan antioksida
yang tinggi. Antioksida madu yang utama adalah kandungan fenolik disamping
beberapa komponen bukan fenolik yang menyumbang kepada ciri antioksida madu,
seperti protein, asid glukonik, asid askorbik, peroksida dan hydroxymethylfuraldehyde.
Kapasiti antioksida madu mungkin disebabkan oleh gabungan aktiviti dan interaksi
daripada pelbagai sebatian seperti fenolik, peptida, asid organik, enzim, hasil tindak
balas Maillard dan mungkin juga komponen kecil yang lain (Gheldof et al., 2002).
Dalam satu kajian menggunakan madu buckwheat ke atas 37 orang dewasa yang sihat
(dos 1.5g/kg berat badan) dan sirap jagung sebagai kumpulan kawalan, didapati jumlah
kandungan fenolik plasma dan antioksida plasma meningkat secara signifikan (p<0.05)
(Ajibola et al., 2012). Madu Tualang terbukti mengandungi sebatian fenolik yang
mempunyai aktiviti antioksida yang baik, iaitu setanding dengan jenis madu lain yang

dilaporkan oleh kajian-kajian lepas (Mohamed et al., 2010). Terdapat enam jenis asid
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fenolik yang di temui di dalam Madu Tualang (Gallic, syringic, benzoik, trans-
cinnamic, p-coumaric, dan asid caffeic) serta lima jenis flavonoid (catechins,
kaempferol, naringenin, luteolin dan apigenin). Walaubagaimana pun, vitamin, enzim,
asid amino, unsur surih, dan bahan lain di dalam Madu Tualang masih belum lagi
dikenalpasti (Sarfarz & Nor Hayati, 2013). Oleh itu, kajian lebih lanjut perlu dilakukan
untuk mengenal pasti komponen biologi aktif lain yang terdapat di dalam Madu

Tualang yang mungkin memainkan peranan penting dalam mekanisma tindakan madu.

Bagi memastikan otak untuk berfungsi dengan baik, perlu ada jumlah glukosa
yang minimum di dalam darah yang boleh melepasi blood-brain barrier'® pada saluran
darah di dalam otak untuk glukosa digunakan oleh sel-sel tisu otak. Apabila otak
berfungsi, seperti menukarkan maklumat kepada memori, otak menggunakan glukosa
dalam jumlah yang banyak sebagai tenaga dalam proses tersebut. Oleh itu, Madu
Tualang boleh memberi kesan positif melalui kandungan glukosanya. Otak akan
mempunyai banyak bahan untuk digunakan, jika seseorang itu mengambil glukosa
dalam jumlah yang mencukupi (Owens et al., 2010; Canal et al., 2005). Kajian terhadap
tikus dan manusia menunjukkan bahawa pengambilan glukosa boleh meningkatkan
daya ingatan (Canal et al., 2005; Donohoe & Benton, 1999) disebabkan oleh kandungan
glukosa darah yang mencukupi, serta perbezaan seseorang dalam pengawalan glukosa
(Donohoe & Benton, 1999). Ada kajian menunjukkan bahawa salah satu faktor yang
mengakibatkan kecacatan kognitif adalah paras glukosa darah yang rendah secara
konsisten (Foster et al., 1998). Glukosa juga didapati mempunyai kesan positif ke atas
orang dewasa yang sihat, dan meningkatkan fungsi kognitif di kalangan orang dewasa

yang mempunyai masalah ingatan (Foster et al., 1998). Owens et al., (2010) mendapati

19 Blood-brain barrier Adalah suatu mekanisme penapisan kapilari yang membawa darah ke otak dan
saraf tunjang dengan membenarkan bahan-bahan tertentu sahaja melaluinya seperti glukosa dan asid
amino
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bahawa pengambilan glukosa dalam dos yang lebih besar mempunyai kesan positif
dalam ujian mengingat perkataan berbanding penggunaan dos yang lebih rendah; (60g
berbanding 20g) (Owens et al., 2010). Walau bagaimanapun, ini bertentangan dengan
kajian yang mendapati bahawa diet dengan kandungan tenaga yang tinggi boleh
menjejaskan fungsi kognitif dan ingatan (Kanoski & Davidson, 2010). Ini menunjukkan
bahawa terdapat kepelbagaian tentang kemampuan memproses glukosa di dalam darah

yang optimum bagi setiap individu.

RAM telah disesuaikan untuk menilai memori kerja dan memori rujukan
sekaligus (Mishima et al., 1986). Selain itu, kajian menunjukkan bahawa prestasi dalam
RAM dipengaruhi oleh faktor bilangan lengan RAM (Van Haaren et al., 1987), (Juraska
et al., 1984), protokol ujian memori, jantina (Seymoure et al., 1996), spesis (D'Hooge &

de Deyn (2001), umur (Kobayashi et al., 19880) dan diet (Endo et al., 1994).

Tikus jantan Sprague—Dawley telah dipilih untuk digunakan di dalam kajian ini.
Kajian terhadap tikus menunjukkan persamaan pada manusia yang menunjukkan lelaki
menunjukkan prestasi kognitif spatial yang baik. Laporan meta-analisis semasa
menunjukkan bahawa tikus jantan mempunyai menunjukkan prestasi yang lebih baik
dalam memori kerja dan memori rujukan (Chai & Jacobs, 2009). Oleh itu, tikus boleh
menjadi model yang sesuai bagi pembelajaran spatial lelaki (Jonasson, 2005). Perbezaan
jantina pada manusia dalam penggunaan isyarat telah didapati dalam pelbagai ujian
yang melibatkan ruang, seperti melukis peta (Spencer & Weetman, 1981), memberi
arahan lisan (Dabbs et al., 1998), bergerak di sekitar maze maya janaan komputer
(Sandstrom et al., 1998) dan ujian yang melibatkan peta di dunia sebenar (Saucier et al.,

2002).
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Lelaki biasanya menunjukkan prestasi yang lebih baik daripada perempuan
dalam ujian berkaitan ruang. Kajian awal yang melaporkan kesan jantina adalah tidak

konsisten.

Prestasi haiwan makmal dalam ujian spatial adalah bergantung kepada
perubahan hormon (Williams et al., 1990) dan prestasi yang tidak seimbang sepanjang

kitaran haid pada wanita juga memberi kesan (Epting & Overman, 1998).

Terdapat juga kesan yang berbeza melibatkan jantina serta jenis tikus.
Contohnya, tikus Sprague-Dawley, Fisher dan Long Evans jantan menunjukkan prestasi
yang lebih baik berbanding dengan jenis tikus yang lain, seperti jenis Wistar yang

menunjukkan prestasi kurang baik (Jonasson, 2005).

Sehingga kini tiada kajian dilakukan tentang kesan pengambilan madu ke atas
perubahan saiz otak. Clutton-Brock dan Harvey (1980) seperti yang dinyatakan oleh
Healy dan Rowe (2007) melaporkan bahawa diet memainkan peranan dalam perubahan
saiz otak primat bukan manusia. Hasil kajian menunjukkan tiada perubahan ketara pada
saiz keseluruhan otak di antara kumpulan rawatan (Madu Tualang) dan kumpulan
kawalan (salin), walaupun otak kumpulan rawatan didapati besar sedikit. Ini selari
dengan kajian semasa yang menunjukkan perkaitan kepelbagaian saiz keseluruhan otak
tidak begitu membantu untuk memahami bagaimana struktur otak mempengaruhi

kelakuan.

Para saintis tidak bersetuju bahawa hanya saiz keseluruhan otak sahaja
digunakan sebagai petanda untuk menilai hubungan antara otak dan kelakuan. Tiada

gambaran yang jelas tentang bagaimana perubahan dalam saiz menyebabkan perubahan
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pada kelakuan. Beberapa pembolehubah ekologi dan sejarah kehidupan dilaporkan
berkait rapat dengan perubahan saiz keseluruhan otak. Terdapat juga kajian melihat
perubahan saiz bahagian tertentu otak dan kaitannya terhadap fungsi tertentu; contohnya
kajian perkembangan fungsi kognitif yang mungkin dipengaruhi oleh pembesaran
bahagian tertentu otak (Healy & Rowe, 2007), dan saiz hipokampus mempengaruhi

kebolehan pembelajaran spatial pada burung (Biegler et al., 2001).

Otak mempunyai pelbagai kawasan yang dikaitkan dengan fungsi khusus,
seperti untuk memproses deria, untuk kawalan motor, serta kognisi. Perubahan ketara
kepada satu, atau beberapa bahagian otak tidak boleh dikesan dengan mengukur seluruh
otak. Sebagai contoh, satu eksperimen yang dilakukan pada burung (passerines)
mendapati bahawa saiz Higher Vocal Centre (HVC) (kawasan otak yang memainkan
peranan penting dalam pengeluaran lagu) mempunyai kaitan dengan kerumitan lagu,
manakala ukuran saiz keseluruhan otak tidak memainkan peranan (Spencer et al., 2005).
Jisim otak biasanya diukur secara terus dan dilakukan apabila otak haiwan yang hampir
mati diawet secara intracardiac perfusion dan diawet selanjutnya sebelum proses
histologi. Teknik ini telah digunakan dalam analisis kajian semasa. Dalam kajian lain,
jisim otak diukur dari haiwan yang telah mati, contohnya, dari spesimen yang telah
dibekukan (Mgller et al., 2005). Walau bagaimanapun, kaedah ini mungkin boleh
mengakibatkan kesilapan dalam proses pengukuran, dan kebolehpercayaan data boleh
dipersoalkan, terutamanya apabila proses pembekuan dan penyahidratan akan

mengubah kandungan air dalam tisu otak (Yaskin, 1984).

Hubungan antara saiz otak dan kerumitan kelakuan telah menimbulkan beberapa
persoalan. Walaupun manusia secara umumnya mempunyai kelakuan yang lebih

kompleks daripada mamalia lain seperti gajah dan ikan paus, tetapi otak gajah dan ikan
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paus adalah 4 hingga 5 kali saiz otak manusia. Walau bagaimanapun, jika nisbah saiz
otak haiwan dengan saiz badan diambil kira, maka haiwan dengan permukaan badan
yang lebih besar pastinya memerlukan kawasan deria yang lebih besar di dalam otak

(Dubuc, 2002).

Dalam kajian ini, bilangan neuron piramid di kawasan lapisan CAl, CA3a dan
CA3c/hilus kumpulan yang diberi Madu Tualang menunjukkan perbezaan yang
signifikan berbanding dengan kumpulan kawalan. Ini disokong oleh kajian kelakuan
yang menunjukkan kumpulan rawatan kurang melakukan kesilapan berbanding dengan
kumpulan kawalan. Ini menunjukkan Madu Tualang memberikan kesan yang positif
terhadap prestasi memori tikus dan juga morfologi hipokampus tikus. Kajian lepas

menunjukkan kesan positif ini mungkin disebabkan oleh ciri antioksida madu.

6.2 Limitasi dan Saranan

Tikus yang berumur lapan bulan digunakan dalam kajian ini masih belum
dewasa dengan sepenuhya, dan dianggap muda. Oleh itu, kajian yang dijalankan pada
tikus yang matang atau pun tua dan menggunakan tempoh masa yang sama mungkin
dapat menjelaskan sama ada diet mempunyai kesan yang sama terhadap tikus yang
matang atau pun tua. Ini juga akan memberikan maklumat tentang kesan madu ke atas

penuaan normal serta yang melibatkan kemerosotan tisu saraf.

Tikus kebiasaannya adalah nokturnal, iaitu aktif mencari makan pada waktu
malam. la juga lebih cenderung bergerak dalam kawasan yang tertutup dan tersorok.
Kehadiran manusia mungkin mengakibatkan tikus takut untuk bergerak mencari
makanan. Ujian kelakuan RAM dijalankan di rumah haiwan di mana pengkaji turut

berada di dalam bilik tersebut tetapi di posisi yang sama. Oleh itu, ujian di dalam bilik
115



tertutup tanpa langsung kehadiran pengkaji serta bantuan video kamera mungkin

menghasilkan pemerhatian yang lebih baik.

Kemasukan tikus ke dalam lengan yang tidak pernah diletakkan makanan
menjadi kesilapan memori rujukan, manakala kemasukan semula ke dalam lengan yang
telah dimasuki sebelum ini merupakan kesilapan memori kerja. RAM dipusingkan pada
45° pada akhir setiap hari (antara ujian berikutnya) dalam beberapa kajian lepas. Ini
bertujuan mengelakkan haiwan daripada menggunakan isyarat dalam maze, serta
memisahkan isyarat intra-maze dan extra-maze. Prosedur ini menghalang tikus daripada
mengikuti jejak olfaktori dan memaksa mereka untuk menggunakan isyarat extramaze
sahaja (Crusio & Schwegler, 2005). RAM yang digunakan dalam kajian ini mempunyai
ciri asas sahaja, iaitu mempunyai lapan lengan yang berdinding. Bagi mengelakkan
tikus menggunakan isyarat intra-maze seperti isyarat olfaktori, RAM dilap dengan 70%

setiap kali tikus berlainan digunakan.

Pengkaji merasakan kaedah suap-paksa madu menggunakan jarum khas adalah
kurang sesuai. Ini kerana madu adalah cecair yang likat dan amat sukar diberi secara
suap paksa kepada tikus. Walaupun pengkaji telah mencampurkan madu dengan salin,
tetapi suap-paksa masih sukar dilakukan. Ini menyebabkan aktiviti memberi madu
sedikit demi sedikit dan berhati-hati mengambil masa yang lama dan tikus berasa tidak
selesa dan meronta untuk melepaskan diri. Berkemungkinan tikus mengalami
kecederaan pada sistem penghadaman dan tekanan dengan keadaan sebegini untuk

jangka masa yang lama yang boleh menyebabkan kematian.
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Cara pemberian madu kepada tikus juga adalah penting. Ini kerana madu tidak
seperti larutan lain yang mudah diberikan secara suap-paksa. Madu boleh diberikan
dengan mencampurkan madu dengan makanan tikus. Contohnya, Chepulis et al., (2009)
dalam kajiannya menggunakan diet 10% madu dalam bentuk serbuk. Dengan cara ini
madu dapat diberikan dengan lebih mudah dan dapat mengelakkan risiko kematian tikus

akibat aktiviti suap-paksa.

Selain teknik pewarnaan Nissl dan pemerhatian menggunakan mikroskop
cahaya, teknik imunohistokimia juga boleh dilakukan. Teknik pewarnaan
immunohistokimia (immunohistochemistry, IHC) dengan penggunaan mikroskop
berpendaflor dan mikroskop elektron berkemungkinan menghasilkan dapatan yang
lebih terperinci (Ramos-Vara, 2005). Penggunaan mikroskop elektron membolehkan

pengesanan protein tertentu dalam bahagian tisu yang sangat nipis.

Bagi tujuan pengiraan sel, teknik stereologi boleh digunakan. Teknik stereologi
membolehkan pengimejan kuantitatif, tiga dimensi (3D) struktur biologi daripada imej
dua dimensi (2D) tisu yang dilihat di bawah mikroskop. Contohnya, teknik ini
membolehkan anggaran saiz organel tertentu, bilangan neuron atau sinaps di kawasan
tertentu di dalam otak dengan tepat (West, 2012a). Teknik stereologi berkemungkinan
memberikan pengiraan yang tepat untuk menghasilkan penerangan yang lebih baik
tentang hubungan antara struktur dan fungsi. Teknik ini menggambarkan kepentingan
morfologi kuantitatif sebagai satu komponen penting daripada penilaian tisu biologi

(West, 2012b).
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Mekanisme madu dalam meningkatkan memori boleh juga dikaji dengan lebih
baik jika kajian lanjutan pada tahap sel dilakukan, contohnya melibatkan kultur sel.

Dapat dilihat kesan madu ditahap sitoskeleton sel.

6.3  Kesimpulan

Berdasarkan kajian yang dilakukan bagi melihat kesan madu terhadap memori
dari perspektif sains dan tradisi Islam, ketiga-tiga objektif kajian telah dapat dicapai
menggunakan kaedah kandungan analisis dokumen dan kaedah eksperimental

menggunakan madu tempatan terpilih, iaitu Madu Tualang.

Penggunaan madu secara tradisinya digunakan untuk penjagaan kesihatan.
Namun, penggunaan madu untuk meningkatkan memori tidak banyak dibincangkan dari
perspektif sains dan tradisi Islam. Penggunaan madu untuk meningkatkan memori amat
digalakkan dalam tradisi Islam seperti yang disarankan oleh para sarjana Islam seperti
Ibnu Qayyim al-Jauziyyah dan al-Kindi yang menggunakan madu sebagai satu ramuan
untuk menguatkan memori. Ini disokong oleh kajian saintifik yang menunjukkan
pengambilan madu memberikan kesan yang positif terhadap memori (Bab 5). [Objektif

1]

Penggunaan Madu Tualang didapati memberikan kesan yang positif kepada
memori spatial tikus jantan Sprague Dawley dewasa. Secara umumnya kumpulan tikus
yang diberi Madu Tualang kurang melakukan kesilapan yang melibatkan memori
rujukan dan memori kerja berbanding dengan kumpulan kawalan yang diberi salin.
Tikus yang diberi Madu Tualang menunjukkan perbezaan yang signifikan pada dua fasa

terakhir (minggu 7-12) berbanding dengan kumpulan kawalan. Dapatan kajian ini
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mencadangkan bahawa Madu Tualang meningkatkan pembelajaran dan/atau memori
selepas enam minggu penggunaannya pada keadaan yang normal. Kesan yang positif ini

kekal sehingga minggu ke 12 (Bab 5). [Objektif 2]

Kajian ini menunjukkan bahawa pengambilan madu tidak memberi kesan
signifikan terhadap struktur morfologi luaran otak pada kedua-dua kumpulan; walaupun
terdapat kecenderungan peningkatan lebar dan panjang otak. Bahagian yang diukur
untuk kelebaran otak adalah bahagian otak serebrum di mana hipokampus ditemui di
bawahnya (Bab 5). Namun, pengambilan Madu Tualang memberi kesan positif yang
signifikan terhadap neuron piramid di kawasan lapisan CA1, CA3a, dan CA3c/hilus
hipokampus. Bilangan sel kumpulan yang diberi Madu Tualang menunjukkan
perbezaan yang signifikan berbanding dengan kumpulan kawalan. Tiada perbezaan lain
dapat diamati pada struktur lapisan sel hipokampus kedua-dua kumpulan. Kawasan
lapisan CA1 mencatat bilangan sel yang paling banyak diikuti dengan neuron dilapisan
CA3c dan CA3a bagi kedua-dua kumpulan (Bab 5). Hasil kajian histologi ini disokong
oleh ujian kelakuan yang menunjukkan kumpulan yang diberi madu kurang melakukan
kesilapan berbanding dengan kumpulan kawalan (Bab 5). Ini menunjukkan Madu
Tualang mempunyai kesan yang positif terhadap hipokampus, seterusnya pembelajaran
dan memori. Ini mungkin disebabkan oleh kandungan antioksidanya yang tinggi.
Memandangkan tidak banyak kajian yang dijalankan tentang kesan madu terhadap
memori, diharapkan kajian ini dapat memberi pemahaman yang baru tentang hal ini.
Oleh itu, lebih banyak kajian lanjut perlu dijalankan bagi memahami mekanisme yang

terlibat. [Objektif 3]
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QURANIC ADVOCATION OF HONEY
CONSUMPTION AND ITS APPLICATION

TOWARDS MEMORY ENHANCEMENT"

Mohd Amiruddin Kamarulzaidi®, M.Y. Zulkifli Mohd. Yusoff®

& Durriyyah Sharifah Hasan Adi?

ABSTRACT

Ower the years honey is not only considered as a natral sweetener, but it is alo
tegarded as a healthy food. Honey meets the requirements as falef (lawful) and
eayyiban (good), as mentioned in the Quran. However, very few studies have focused
on the effect of honey on memory, either from a scientific perspective or Isdamic
tradition. This paper looking at the benefits of honey on the memory. The
information presented in this paper will look ar the benefits of honey on facilitating
memory which is made available through a content analysis of scientific references
and waditions of Islam. In addition to scientific research repores liboratory studies
from the group also become part of the resources for the scientific perspective on
honey consumption for this purpose. The Quran, fadith and Ishmic scholars
writings made up the main source for Islimic perspective on the marter. Honey is
highly regarded to the Muslim community as exemplied by the specific mentions in
surah 2Nahf (chapter on Bees). Verses 68 and 69 of surah alNabf referred w
variows colors of honey produced by bees with nests in different places. Also
mentioned is abour the ability of honey as a remedy for various ailments. There are
also fadieh eluding o related practices using honey by the Propher as well as
tecommendations for health problems. Some Islamic scholars, such as al-Zuhri,
tecommendad honey for its good effects on memory. Our laboratory studies proved
the benefits of honey on spatial memory (memory with regards o space). A local
honey, honey Tualang, was found to have increased sparial memory of tats, especially
working memory (short term memory) compared to the reference memory (long
term memory). Thus, both the perspectives of Islam and science are in agreement
that honey can play a positive role in human health eare.

Keywords: Horey, Memory, flimic Medieing, Nawral Resources, Tualing horey:

http://ejum.fsktm.um.edu.my/article/1481.pdf
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Spatial Memory Performance of Adult Male Rats

(Pengambilan Madu Tualang Meningkatkan Bilangan Sel Piramid Hipokampus dan
Prestasi Memori Spatial Tikus Jantan Dewasa)
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ABDUL MAJID MOHAMED?® & DURRIYYAH SHARIFAH HASAN ADLI**

Ynstitute of Graduate Studies, University of Malaya, 50603 Kuala Lumpur, Malaysia.
2Al-Qur’an and Hadith Department, Academy of Islamic Studies, University of Malaya,
50603 Kuala Lumpur, Malaysia.
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50603 Kuala Lumpur, Malaysia.

*Division of Biohealth Science, Institute of Biological Sciences, Faculty of Science,
University of Malaya, 50603 Kuala Lumpur, Malaysia.

*Corresponding author; email: durriyyah@um.edu.my

ABSTRACT

As a natural anti-oxidant source, Tualang honey, produced by wild bees nesting on the
Tualang tree (Koompassia excelsa) is expected to have positive influence on health,
including memory. This study investigated the effect of Tualang honey on the cell count
of memory formation related hippocampal pyramidal neuron and on spatial memory
performance (SMP) of rats using the radial arm maze (RAM). Sprague Dawley male
rats (n=24), 7-8 weeks old were divided into two groups; experimental group group
force-fed 1mL/100g body weight with 70% honey (HG), the control group with 0.9%
saline (CG) for 12 weeks. Nissl staining technique (with cresyl violet) was employed
for neurohistological analysis of the hippocampal tissue. Six randomly selected rats
from each group were used for the neuronal soma counting of pyramidal cell layer CA1,
CA3a and CA3c regions. Two-way ANOVA analysis showed positively significant
differences between treatment and control groups for SMP comparison of Working
Memory and Reference Memory components, as well as the
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Translation of basic sclence findings to clinical practice =

Effects of Tualang Honey Intake on Spatial Memory of Adult Rat

Mohd. Amiruddin Kamarulzaidi®, M.Y. Zulkifli Mohd. Yusoff*

and Durriyyah Sharifah Hasan Adl3
Linstitute of Graduate Studies, 2Academy of Islamic Studies, 3Faculty of Science,

Uhiversit'i Malaya, 50603 Kuala Lumpur, Malaysia.

Corresponding author: mohd amiruddin@siswa.um.edu.my

Honey intake is traditionally practised for it is widely believed to have varied positive effects
on health. Recent studies reported that it is a natural antioxidant source that is good for
health. Tualang honey is one of the commonly consumed local honey. This Malaysian honey
is produced by wild bees that are nesting on the Tualang trees. The current study aimed to
investigate the effects of Tualang honey on spatial memory performance (SMP) through
behavioral test and using male adult rats as the experimental animals. Experiment involved
20 Sprague-Dawley rats (7-8 weeks old) force-fed daily for 12 weeks with 1ml/100g of body
weight of honey (n=8) or 0.9% saline as control (n=12). Radial arm maze (RAM) test was
conducted once a week to evaluate SMP of rats, which was distiguished into working and
reference memory components of spatial memory. On Day 5 of treatments, rats were
trained in RAM and starved on the following day. This would make the rats more motivated
to find food (rewards) during the test session conducted on Day 7. During each SMP session,
the tested rat was placed in the center of RAM and allowed to explore the whole RAM for 3
minutes to find the food placed in four specific arms. Quantitative analysis of SMP was
divided into three phases: Phase 1 (week 1-3), Phase 2 (week 4-6), Phase 3 (week 7-9) and
Phase 4 (week 10-12). Results showed that treatment group (honey) exhibited a significant
decrease in the total number of errors compared to the control group (saline). Reference
and working memory errors were significantly higher in control group. Therefore, this study
demonstrated the positive effects of the intake of Tualang honey on spatial memory by the

enhancement of reference and working memory components.

International Neuroscience Symposium 2012, 23-25 Julai 2012, Universiti Malaysia
Sabah
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POSTER PRESENTATION

Effect of Tualang honey intake on hippocampal
pyramidal neuronal numbers -

Mohd Amiruddin Kamarulzaidi', M.Y. Zulkifli Mohd. Yusoff* & Dumyyah

Sharifah Hasan Adli? | 'Institute of Graduate Studies, ’Academy of Islamic
Studies, *Faculty of Science, University of Malaya, Malaysia

It has been reported that honey is a natural antioxidant source. This study
investigated the possible effect of the local Tualang honey on pyramidal
neuronal numbers in hippocampus, a structure implicated in memory
processes. Experiment involved 20 Sprague-Dawley male rats (7-8 weeks old),
force-fed daily Tml/100g of body weight with either 70% honey or 0.9%
saline solution for 12 weeks. At the end of the treatment period, anesthetized
rats were fixed by intracardiac perfusion method with 10% formalin solution.
Neurohistological Nissl staining technique, which employed cresyl violet as
dye, was used to visualize the pyramidal neurons of the hippocampal tissue.
Both hemispheres of each hippocampus were analyzed for the pyramidal
neuronal cell counting. Light microscopy cell counting was done manually
with the aid of Life Science Analyzer Software at 200x magnification. Cell
counting of the hippocampal pyramidal cell layer involved specific areas of
CA1, CA3 and the dentate hilus; standardized at 358.8x266.34um?each.
Visualization of clear nucleus and nucleolus was a prerequisite for each
neuronal soma that was considered. Comparison between groups were
evaluated using Two-Way ANOVA. Data expressed as means+SEM with
p<0.05 were considered statistically significant. Generally, cell counts of CA1
area was the highest followed by hilus and CA3 areas, respectively. The results
also indicated significant differences between the cell numbers of the
selected specific areas in the treatment group (CA1=64.65+0.65;
CA3=37.24+0.65; Hilus=52.21+0.65) compared to control groups
(CA1=61.1110.65; CA3=33.4610.65; Hilus=48.78+0.65). Hence, this study
demonstrated positive effect of Tualang honey on pyramidal neuronal
numbers in rat hippocampus. Future studies should consider the potential of
Tualang honey having neuroprotective effect, especially since neuronal loss
in both CA1 and CA3 areas have been reported in neurodegenerative
disorders, like in Alzheimer's Disease.

4th International NeuroMalaysia Symposium, 28 September 2013, Monash
University Sunway Campus
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LAMPIRAN

Lampiran A

e PERSEDIAAN BAHAN KIMIA UNTUK PROSES PERFUSI DAN

HISTOLOGI

1. Salin 0.9%
Sodium klorida (NaCl) 099
Air suling 100ml

2. Formalin 10%
Formaldehid 100ml
Air suling 900ml

e LARUTAN UNTUK TEKNIK PEWARNAAN NISSL

1. Buffer pH 3.5
0.1M acetic acid (6m1/1000ml air suling) 94ml
0.1M sodium acetate (13.69/1000ml air suling) eml

2. Cresyl violet (hanya boleh digunakan dua kali sahaja)
Cresyl violet acetate 0.2¢9
Air suling 150ml

3. Working solution
Buffer solution 100ml
Cresyl violet 10ml
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Lampiran B

Protokol Teknik Pewarnaan Nissl

Langkah-langkah

Tempoh

Deparaffinization

1) Xilena (1)

3 minit atau lebih

2 Xilena (1)

3 minit atau lebih

Hid

rasi

1) Alkohol 95% (1)

3 minit atau lebih

2) Alkohol 95% (I1)

3 minit atau lebih

3) Celup dengan seloidin

4) Alkohol 70%

3 minit atau lebih

5) Air suling (1) Bilas

6) Air suling (1) Bilas
Pewarnaan

1) Cresyl violet 20 minit

2) Alkohol 70% Bilas
Dihidrasi

Tertiary Butyl Alcohol — TBA (1) 2 — 3 minit

Tertiary Butyl Alcohol — TBA (I1) 2 — 3 minit

Tertiary Butyl Alcohol — TBA (l11) 2 — 3 minit
Clearing

1) Xilena (I11) 3 minit

2) Xilena (1V) 3 minit atau lebih

Mount dengan DPX
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Lampiran C

DATA STATISTIK

a) Kesalahan Mutlak

Estimates

DependentVariable: COMPUTE S_TE=SGRT(TE)

95% Confidence Interval
Treatment FPhase Mean Std. Error | Lower Bound | Upper Bound
Honey Phase1 1.281 121 1.043 1.519
Phase2 1.311 121 1.073 1.549
Phase3 .ar7a 121 640 1.116
Phased 1.085 121 847 1.323
Saline Phase1 1.1749 049 885 1.373
Phase2 1.561 043 1.367 1.744
Phase3 1.674 049 1.480 1.868
Phased 1.802 099 1.607 1.996

Pairwise Comparisons

Dependent Variable: COMPUTE S_TE=SGQRT(TE)

55% Confidence Interval for

~ Mean Difference

Difference (-

Phase () Treatment (J) Treatment 4 Std. Error Sig” | LowsrBound | Upper Bound
Phasel Honey Saline 02 166 514 -.204 408
Saline Honey -102 166 E14 -.409 208
Phase2 Honey Saline -.240 166 26 -.547 063
Saline Honey 240 166 126 -.068 h47
Phased Honey Saline -. 796 166 .0no -1.103 -.489
Saline Honey 746 1486 .0oa 488 1.103
Phased Honey Saline - 716 166 .ano -1.024 =408
Saline Honey 716 166 .ooa 409 1.024

Based on estimated marginal means
* The mean difference is significant at the .05 level.
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b) Kesalahan Memori Rujukan

Estimates
Dependent Variahle: 5_RME
95% Confidence Interval
Treatment Phase Mean Stel. Error | Lower Bound | Upper Bound
Honey Fhase1 1.186 108 874 1.398
Phase2 1.22 08 1.008 1.433
Phase3 861 08 648 1.073
Phased 1.072 08 B0 1.284
Saline Phase1 1.080 088 06 1.253
Fhase2 1.476 088 1.303 1.650
FPhase3 1.565 088 1.382 1.738
Phased 1.690 028 1.516 1.863
Pairwise Comparisons
DependentVariahle: S_RME
95% Confidence Interval for
~ Mean Differance®”
Difference (-
Fhase Iy Treatment () Treatment J) Std. Error sig ” Lower Bound Upper Bound
Fhase1l  Honey Saline 06 139 447 - 168 380
Saline Honey - 106 139 447 -.380 168
PhaseZ Honey Saline - 266 138 0&7 =530 018
Saline Honey 256 139 067 -8 530
Fhase3 Honey Saline -.704 139 .0oo -.478 -.430
Saline Haoney 704 138 000 430 879
Fhased4 Honey Saline -618 139 .0oo -.8492 -.344
Saline Honey 618 139 .0oo 344 k=1

Based on estimated marginal means
* The mean difference is significant at the .05 level.

152



c¢) Kesalahan Memori Kerja

Estimates
Dependent Variable: 5_WME
95% Confidence Interval
Treatment Phase Mean Std. Error | Lower Bound | Upper Bound
Haney phasei 208 107 -.003 420
phase2 .208 07 -.003 420
phase3 ABT 07 -.045 378
phased 333 07 122 545
Saline phasel 296 .0as 124 468
phase2 453 .0a8 280 B25
phase3 661 .0a8 489 834
phased 631 .0a8 458 803
Pairwise Comparisons
Dependent Variahle: 5S_WME
M 95% Confidence Interval far
Diﬁeree?'ur;e (- Difference
Phase () Treatment  (J) Treatment J) Std. Error Sig.” Lower Bound Upper Bound
phasel Honey Saline -.088 138 827 -.360 184
Saline Honey .088 138 527 -185 360
phase?  Honey Saline =244 138 .ava -817 028
Saline Honey 244 138 079 -.028 A17
phase3d Haoney Saline -.485 138 .aoo - TB7 =222
Saline Honey 485 138 .ooo 222 TB7
phased  Honey Saline -.297 138 033 -.570 -.025
Saline Honey 297 138 033 025 570
Based on estimated marginal means
* The mean difference is significant at the .05 level.

d) Bilangan sel piramid

Estimates
Dependent Variable: numhber
95% Confidence Interval

cell Treatment Mean Std. Error | Lower Bound | Upper Bound
CAl Honey 64.656 650 63.380 65.932

Saline 61.111 650 58.835 62.387
CA3 Honey 37.244 650 35.968 38.520

Saline 33.456 650 32180 34.732
Hilus  Honey 52.211 650 50.935 53.487

Saline 48.778 650 47.502 50.054

Pairwise Comparisons
Dependent Variable: numhber
95% Confidence Interval for
~ Mean Difference®
Difference (-

Cell () Treatment () Treatment J) Std. Errar Sig:l.h Lower Bound Upper Bound
CAl Honey Saline 3.544 820 .0oo 1.740 5.3449

Saline Honey -3.544 820 .0oo -5.349 -1.740
CA3 Honey Saline 3789 820 .0oo 1.884 5.5493

Saline Honey -3.7849 .820 .0oo -5.5583 -1.984
Hilus  Honey Saline 3.433 820 .0oo 1.629 5.238

Saline Honey -3.433 820 .0oo -5.238 -1.629

Based on estimated marginal means
* The mean difference is significant at the .05 level.
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BERAT BADAN TIKUS SEPANJANG EKSPERIMEN

Kumpulan rawatan (Madu Tualang)

Tikus
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