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MOTTO 

 

“Jika kalian berbuat baik, sesungguhnya kalian berbuat baik bagi diri kalian 

sendiri..” 

(QS. Al-Isra’ 17: 7)*) 

 

“Boleh jadi kamu membenci sesuatu, padahal ia amat baik bagimu, dan boleh jadi 

(pula) kamu menyukai sesuatu, padahal ia amat buruk bagimu, Allah mengetahui, 

sedang kamu tidak mengetahui” 

(QS. Al-Baqarah : 216)*) 

 

 

 

 

 

 

1 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
*) Kementerian Agama Republik Indonesia, Yayasan Penyelenggara 

Penerjemah/Penafsiran Al Qur’an. 2009. Mushaf Al-Qur’an dan 

Terjemahannya. Bogor: Nur Publishing. 
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RINGKASAN 

Efek Pemberian Ekstrak Kedelai Hitam (Glycine soja) terhadap Kadar 

Kalsium dan Fosfor Pada Mencit (Mus musculus) Pasca Ovariektomi; Rilla 

Nofita Putri, 151810401053; 2019; 34 halaman; Jurusan Biologi Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember. 

 

 Ovariektomi merupakan tindakan pengangkatan ovarium pada organ 

reproduksi betina yang dapat menyebabkan defisiensi estrogen di dalam tubuh. 

Defisiensi estrogen berpengaruh terhadap penurunan kadar kalsium dan fosfor 

darah. Kedelai hitam merupakan salah satu tumbuhan yang termasuk dalam famili 

Leguminoceae yang mengandung senyawa fitoestrogen berupa isoflavon cukup 

tinggi. Isoflavon diketahui memiliki struktur yang mirip dengan estrogen endogen 

sehingga dapat menggantikan hormon estrogen endogen yang mengalami 

defisiensi. 

 Penelitian ini menggunakan metode eksperimental murni menggunakan 

RAL (Rancangan Acak Lengkap). Variabel bebas pada penelitian ini adalah dosis 

pemberian ekstrak kedelai hitam, sedangkan untuk variabel terikatnya adalah 

kadar kalsium dan fosfor darah mencit yang diovariektomi secara unilateral. Pada 

penelitian ini digunakan 12 ekor mencit (Mus musculus L.) strain Balb/C umur 60 

hari. Hewan uji tersebut dibagi menjadi empat kelompok, masing-masing 

menggunakan tiga ulangan, dengan pembagian sebagai berikut: kontrol negatif 

(mencit tidak diovariektomi unilateral dan tidak diberi ekstrak kedelai hitam), 

kontrol positif (mencit diovariektomi, tetapi tidak diberi ekstrak kedelai hitam), 

perlakuan dosis 1 (mencit diovariektomi unilateral, diberi ekstrak kedelai hitam 

0,31 g/ml/hari), perlakuan dosis 2 (mencit diovariektomi unilateral dan diberi 

ekstrak kedelai hitam 0,63 g/ml/hari). Perlakuan dimulai pada bulan ke-5 pasca 

ovariektomi unilateral dengan cara melarutkan pasta dan akuades sesuai dosis 

yang ditetapkan. Pemberian ekstrak tepung kedelai hitam dilakukan secara oral 

selama 20 hari. Parameter yang diamati pada penelitian ini adalah kadar kalsium 

dan fosfor darah mencit. Data yang diperoleh dianalisis menggunakan uji One 

Way ANOVA dengan taraf kepercayaan 99 % dengan taraf signifikansi α = 0,01 
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yang dilanjutkan dengan uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) untuk melihat 

beda nyata antar kelompok perlakuan. 

Hasil penelitian yang diperoleh menunjukkan bahwa pemberian ekstrak 

tepung kedelai hitam selama 20 hari pada mencit yang diovariektomi secara 

unilateral berpengaruh terhadap kadar kalsium dan fosfor darah. Hasil pemberian 

ekstrak kedelai hitam pada dosis 1 dan dosis 2 menunjukkan penurunan terhadap 

kadar kalsium berturut-turut sebesar 13,87 mg/dl dan 12,03 mg/dl dan kadar 

fosfor berturut-turut sebesar 10,77 mg/dl dan 9,48 mg/dl. Kesimpulan dari 

penelitian ini bahwa pemberian dosis 0,31 g/ml/hari dan 0,63 g/ml/hari belum 

meningkatkan kadar kalsium dan fosfor darah menit pasca 5 bulan ovariektomi. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Ovariektomi merupakan tindakan pengangkatan ovarium pada organ 

reproduksi betina (Alagwu dan Nneli, 2005). Ovariektomi dapat mengakibatkan 

defisiensi estrogen di dalam tubuh. Hormon estrogen di dalam tubuh memiliki 

peranan yang penting antara lain berperan dalam mengatur remodelling tulang dan 

menghambat resorpsi tulang (Rochira et al., 2015). Menurut Hartiningsih et al., 

(2012), estrogen juga mempunyai peran menghambat aktivitas hormon paratiroid. 

Hormon paratiroid berfungsi merangsang pembebasan kalsium dan fosfor dari 

tulang, meningkatkan penyerapan kalsium dan fosfor dalam usus, dan 

meningkatkan penyerapan kalsium dalam ginjal serta menurunkan reabsorbsi 

fosfor dalam ginjal, sehingga proses homeostatis kalsium dan fosfor dalam darah 

dapat dipertahankan. Kalsium dan fosfor merupakan unsur utama dalam 

pembentukan tulang. Kadar kalsium berbanding lurus dengan kadar fosfor di 

dalam darah. Kalsium dan fosfor akan membentuk kalsium fosfat atau kristal 

kalsium hidroksiapatit sebagai penyusun utama pembentuk tulang (Sabri, 2013). 

Defisiensi estrogen akibat ovariektomi akan diikuti oleh menurunnya 

kalsium di dalam tubuh, karena estrogen yang berfungsi untuk absorpsi kalsium di 

dalam usus berkurang. Selain itu, defisiensi estrogen juga dapat meningkatkan 

kerja hormon paratiroid, dan mempengaruhi resorpsi tulang (Elkomy dan Fahmy, 

2015). Penyerapan kalsium dari tulang oleh tubuh akan mengakibatkan penurunan 

densitas tulang dan mempercepat proses kerapuhan tulang yang disebut 

osteoporosis (Suarsana et al., 2011). 

Upaya untuk menanggulangi defisiensi estrogen dapat dilakukan dengan 

pemberian senyawa fitoestrogen (Wiyasa et al., 2008). Senyawa ini berperan 

sebagai sumber estrogen eksogen alami yang dapat menggantikan fungsi hormon 

estrogen endogen (Badziad, 2003). Pada tanaman, ada beberapa kelompok 

fitoestrogen antara lain isoflavon, lignan, dan kumestan (Wiyasa et al., 2008). 

Hasil penelitian Regia (2015) menunjukkan bahwa pemberian infusa buah adas 

(Foeniculum vulgare Mill.) dengan dosis 73 mg/100gbb, 146 mg/100gbb, dan 292 
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mg/100gbb dapat meningkatkan kadar kalsium dan fosfor darah pada tikus putih 

usia 15 hari pasca ovariektomi. Tanaman adas (F. vulgare) diketahui memiliki 

kandungan fitoestrogen berupa lignan (Setiawan, 2010). Penelitian Mustafa et al., 

(2011) menyatakan bahwa pemberian ekstrak tanaman sipatah-patah (Cissus 

quadrangularis) dengan dosis 750 mg/kgBB/hari dapat meningkatkan kadar 

kalsium darah tikus setelah pemberian ekstrak tersebut selama 120 hari.  

Selain buah adas (F. vulgare) dan tanaman sipatah-patah                           

(C. quadrangularis), tanaman golongan Leguminoceae, khususnya tanaman 

kedelai juga mempunyai kandungan fitoestrogen yang tinggi, sehingga dapat 

digunakan sebagai sumber estrogen eksogen alami  (Biben, 2012). Kelompok 

fitoestrogen yang diketahui memiliki afinitas tinggi dalam mengikat reseptor 

estrogen adalah isoflavon. Tanaman kedelai yang memiliki kandungan 

fitoestrogen berupa isoflavon yang tinggi yaitu kedelai hitam (Glycine soja). 

Kandungan  isoflavon kedelai hitam terdiri atas genistein 56,9 %, daidzein 40,5 

%, dan glycitein 2,6 % (Nakamura et al., 2001). Berdasarkan latar belakang 

tersebut, maka perlu dilakukan penelitian mengenai efek pemberian kedelai hitam 

(G. soja) terhadap kadar kalsium dan fosfor darah mencit yang telah 

diovariektomi. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Bagaimana efek pemberian ekstrak kedelai hitam (Glycine soja) terhadap 

kadar kalsium dan fosfor darah mencit (Mus musculus L.) pasca ovariektomi? 

 

 

1.3 Batasan Masalah 

Batasan masalah dalam penelitian ini meliputi: 

a. Mencit yang digunakan pada penelitian ini adalah Strain Balb/C 

b. Ovariektomi dilakukan secara unilateral ovariectomy 

c. Pengukuran kadar kalsium dan fosfor pada darah 

d. Masa defisiensi estrogen mencit ovariektomi selama 5 bulan 
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1.4 Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui efek pemberian ekstrak 

kedelai hitam (G. soja) terhadap kadar kalsium dan fosfor darah mencit              

(M. musculus) pasca ovariektomi. 

 

 

1.5 Manfaat 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah 

mengenai manfaat ekstrak kedelai hitam (G. soja) yang merupakan sumber 

fitoestrogen sebagai salah satu alternatif untuk mengatasi masalah defisiensi 

estrogen, khususnya untuk meningkatkan kadar kalsium dan fosfor. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Potensi Kedelai Hitam Sebagai Sumber Fitoestrogen 

  Kedelai hitam (G. soja) merupakan salah satu tanaman yang termasuk 

dalam famili Leguminoceae dan diketahui paling banyak mengandung senyawa 

fitoestrogen yang berupa isoflavon dan derivatnya (Atun, 2009). Senyawa 

fitoestrogen terdiri atas 3 senyawa utama, yaitu isoflavon, kumestan, dan lignan 

(Glover dan Assinder, 2006). Kadar isoflavon pada kedelai hitam lebih tinggi 

dibandingkan dengan famili Leguminoceae lainnya seperti koro hitam, koro 

kratok, serta kedelai kuning (Sulistiani et al., 2014).  

  Senyawa isoflavon termasuk dalam fitoestrogen kelompok flavonoid. 

Isoflavon yang banyak ditemukan pada tumbuhan dan biji-bijian mempunyai 

struktur kimianya mirip estrogen, serta mempunyai efek estrogenik dan dapat 

bekerja pada reseptor estrogen (Haron et al., 2009). Isoflavon diketahui memiliki 

afinitas yang tinggi dalam mengikat reseptor estrogen dibandingkan dengan jenis 

fitoestrogen yang lainnya seperti lignan dan kumestan (Kuiper et al., 1998). 

Menurut Nakamura et al., (2001), disebutkan bahwa kandungan isoflavon pada 

kedelai hitam (G. soja) terdiri atas daidzein 40,5 %, genistein 56,9 %, dan  

glycitein 2,6 %. Struktur kimia isoflavon pada kedelai hitam seperti dapat dilihat 

pada gambar 2.1 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.1 Struktur Kimia Isoflavon (Nakamura et al., 2001) 
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 Menurut Suarsana et al., (2011), kandungan isoflavon pada tepung tempe 

dapat meningkatkan kadar kalsium dan fosfor plasma darah, dengan demikian 

pemberian tepung tempe diduga dapat meningkatkan ketersediaan kalsium dan 

fosfor bagi tubuh. Menurut Manolagas (2000), dikatakan bahwa suplementasi 

estrogen eksogen alami dapat menurunkan aktivitas resorpsi tulang dan 

meningkatkan pembentukan tulang sehingga mencegah terjadinya osteoporosis 

pada wanita pasca menopouse dan penurunan densitas tulang pada tikus 

ovariektomi. 

 Pemberian senyawa fitoestrogen dengan infusa buah adas (F. vulgare) 

dengan dosis 73 mg/100gbb, 146 mg/100gbb, dan 292 mg/100gbb dapat 

meningkatkan kadar kalsium dan fosfor pada tikus putih ovariektomi bilateral. 

Lebih lanjut disebutkan bahwa adanya kandungan fitoestrogen pada buah adas  

(F. vulgare) tersebut dapat meningkatkan kadar hormon estrogen di dalam tubuh. 

Peningkatan kadar hormon estrogen dapat menghambat pertumbuhan osteoklas 

dalam tulang sehingga terjadi penurunan penyerapan kalsium dan fosfor pada 

tulang secara fagositosis (Regia, 2015). Penelitian Mustafa et al., (2011) 

menyatakan bahwa pemberian ekstrak tanaman sipatah-patah (C. quadrangularis) 

dengan dosis 750 mg/kgBB/hari dapat meningkatkan kadar kalsium dan fosfor 

darah tikus setelah pemberian ekstrak tersebut selama 30 hari, 60 hari, 90 hari, 

dan 120 hari.  

 

 

2.2 Peran Kalsium dan Fosfor Darah Pada Organ Lain 

Kalsium dan fosfor merupakan mineral yang paling banyak terdapat di 

dalam tubuh. Kalsium dan fosfor di dalam tubuh sangat penting peranannya yaitu 

berperan dalam mineralisasi tulang (Elkomy and Fahmy, 2015). Menurut Bonjour 

(2013), konsentrasi ion kalsium ekstraseluler dapat menghambat proses 

osteoklastogenesis. Kalsium tidak hanya komponen utama dari tulang, tetapi juga 

sangat diperlukan untuk pembekuan darah dan untuk kontraksi setiap otot dalam 

tubuh termasuk jantung (Yusmiati dan Rahayu, 2017).  
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Defisiensi estrogen akan mengakibatkan penurunan kadar kalsium dan 

fosfor dalam darah. Proses metabolisme kalsium dan fosfor dalam darah dapat 

dilihat sebagaimana pada Gambar 2.2  

 

Gambar 2.2 Proses Metabolisme Kalsium dan Fosfor Darah (Moe, 2008) 
 

 Metabolisme kalsium dan fosfor dalam darah dimulai dari adanya 

penurunan titer serum kalsium dalam darah. Penurunan kalsium dalam darah 

dapat mengakibatkan peningkatan sekresi hormon paratiroid dari kelenjar 

paratiroid. Hormon paratiroid akan bekerja pada tiga macam organ, yaitu tulang, 

usus, dan ginjal. Hormon paratiroid memiliki efek pada tulang yaitu 

meningkatkan proses remodelling tulang (bone turnover). Peningkatan proses 

remodelling tulang tersebut akan meningkatkan kalsium dan fosfor sehingga  

proses homeostatis kalsium dan fosfor dalam darah dapat dipertahankan. Hormon 

paratiroid juga akan bekerja pada ginjal dengan cara meningkatkan reabsorpsi 

kalsium dalam ginjal. Peningkatan reabsorpsi kalsium dalam ginjal tersebut akan 

mengakibatkan penurunan reabsorpsi fosfor dalam ginjal sehingga kadar kalsium 
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dan fosfor dalam darah dapat dipertahankan normal. Selain itu, peningkatan 

sekresi hormon paratiroid juga memiliki efek pada metabolisme vitamin D yaitu 

dengan meningkatkan aktivitas 1-α-Hydroxylase. Peningkatan aktivitas 1-α-

Hydroxylase akan diikuti oleh peningkatan kalsitriol dan peningkatan absorpsi 

kalsium dan fosfor dalam usus. Peningkatan absorpsi kalsium dan fosfor dalam 

usus akan menyebabkan kadar kalsium dan fosfor dalam darah dapat 

dipertahankan.  

 

 

2.3 Pengaruh Hormon Estrogen terhadap Keseimbangan Kalsium dan 

Fosfor dalam Darah 

 Estrogen merupakan hormon yang dihasilkan terutama oleh ovarium, dan 

sebagian oleh ginjal pada bagian korteks adrenalis. Dalam tubuh manusia, 

estrogen berfungsi untuk pertumbuhan yang normal, serta untuk memelihara 

tubuh pada orang dewasa, baik pada pria maupun wanita. Pada wanita, hormon 

estrogen ini memiliki peranan yang lebih luas, yaitu tidak hanya berfungsi dalam 

sistem reproduksi tetapi juga berfungsi dalam regulasi kalsium dan fosfor dalam 

tubuh (Barnes dan Kein, 1998). Menurut Suhargo (2005), disebutkan bahwa 

defisiensi estrogen dalam tubuh dapat diakibatkan oleh ovariektomi atau 

pengambilan ovarium.  

 Ovariektomi merupakan istilah yang digunakan untuk tindakan 

menghilangkan ovarium pada sistem reproduksi betina. Dengan kata lain, 

ovariektomi juga dikatakan sebagai pengangkatan ovarium pada sistem reproduksi 

betina. Ovariektomi dibedakan menjadi dua yaitu pengangkatan satu ovarium atau 

unilateral ovariectomy, dan pengangkatan dua ovarium atau bilateral ovariectomy 

(Alagwu dan Nneli, 2005).  

 Menurut Van Abel et al., (2003 dan 2002) defisiensi estrogen 

mengakibatkan penurunan absorpsi Ca usus dan peningkatan ekskresi Ca melalui 

ginjal. Kalsium dan fosfor dalam darah dipertahankan melalui proses homeostasis 

di dalam tubuh. Proses homeostasis melibatkan peran hormon lain yaitu hormon 

paratiroid, 1,25 dihidroksikolekalsiferol (Vitamin D3), dan kalsitonin (Scanes, 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


8 

 

8 
 

2014). Proses homeostasis kalsium diatur oleh mekanisme umpan balik antara 

hormon paratiroid dan kalsitonin. Kelenjar paratiroid akan mensekresikan hormon 

paratiroid jika kadar kalsium di dalam darah rendah (Widhyari, 1995). Penurunan 

kadar kalsium dalam darah akan mengaktifkan kelenjar paratiroid untuk 

meningkatkan sekresi hormon paratiroid yang antara lain bekerja pada tulang 

untuk meningkatkan resorpsi tulang. Hormon paratiroid yang meningkat juga 

akan menstimulasi ginjal untuk meningkatkan sekresi 1,25(OH)2D (Peacock, 

2010). Proses homeostasis kalsium dapat dilihat pada gambar 2.3 

 

Gambar 2.3 Proses Homeostasis Kalsium dan Fosfor Darah (Fischer et al., 2018) 

  Penurunan kalsium terionisasi menstimulasi pelepasan hormon paratiroid 

(PTH), yang mempertahankan homeostasis kalsium dengan meningkatkan 

pelarutan mineral tulang, sehingga melepaskan kalsium dan fosfor, meningkatkan 

reabsorpsi ginjal kalsium dan ekskresi fosfor, dan meningkatkan penyerapan 

gastrointestinal kalsium dan fosfor secara tidak langsung melalui efeknya pada 

sintesis 1,25 (OH) 2D (calcitriol) (Moe, 2008). 
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2.4 Hipotesis  

 Pemberian ekstrak kedelai hitam berpengaruh terhadap peningkatan kadar 

kalsium dan fosfor darah pada mencit pasca unilateral ovariectomy. 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian dilaksanakan pada bulan Januari sampai Maret 2019 di 

Laboratorium Zoologi, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu 

Pengetahuan Alam, Universitas Jember. Pengukuran kadar kalsium dan fosfor 

dilakukan di laboratorium terpadu Politeknik Kesehatan Surabaya. 

 

 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

 Alat yang digunakan pada penelitian ini meliputi kandang mencit 

berukuran 34 x 25 x12 cm (bak plastik dan penutup dari ram kawat besi), botol 

minum mencit, jarum sonde, timbangan analitik 200 x 0,1 gram (Ohaus), jarum 

sonde lambung berujung tumpul (20 gauge, 5 cm), papan bedah, timbangan 

analitik 200 gram (Ohaus), spuit injection (Terumo Syringe 1 cc/ml) 0,45 x 13 

mm, spuit injection (Terumo Syringe 3 ml) 0,65 x 32 mm, eskavator, hecting set, 

silet, jarum sutura no.2 (One Med), beaker glass (1000 ml, 600 ml, 200 ml), gelas 

ukur 100 ml, botol schott (1000 ml, 500 ml), corong plastik kecil, klem arteri, 

spatula, cawan porselen 75 cc, grinder, saringan tepung 60 mesh, rotary 

evaporator, waterbath, baki stainless steel, oven (Incucell), pisau, baki plastik, 

sendok, microtube, lemari pendingin, sentrifuge, mikropipet dan mikrotip, 

spektrofotometer. 

 

 

3.2.2 Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi hewan uji berupa 

mencit (M. musculus) betina strain Balb/C yang diperoleh dari Pusat Veterrian 

Farma Surabaya (Pusvetma), pakan pellet (BR1) produksi PT. Chaeron Pokphand 

Indonesia Animal Feedmill Co. Ltd Jakarta, aquades, sekam padi, serbuk gergaji 

kayu, ketamine 10 % (Pantex-Holland B.V), xyla (Pantex-Holland B.V), benang 
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silk nomor 3 (One med), benang cat gut nomor 3 (One med), betadine (Povidone 

Iodine) 10 %, Alkohol 70 % (Mediss), antibiotik (Levofloxacin), cairan infus 0,9 

%, kasa steril (One med), kedelai hitam, akuades, paracetamol, kertas saring, kain 

saring, air sabun, dan garam fisiologis 0,9 %. 

 

 

3.3 Rancangan Penelitian 

Rancangan penelitian yang akan digunakan pada penelitian ini adalah 

Rancangan Acak Lengkap (RAL) Factorial Posttest Only Control Group Design 

dengan 4 kelompok perlakuan dan 3 kali ulangan. Variabel bebas pada penelitian 

ini adalah dosis perlakuan pemberian ekstrak tepung kedelai hitam, sedangkan 

variabel terikat adalah kadar kalsium dan fosfor darah mencit yang diovariektomi. 

Penelitian ini menggunakan 12 ekor mencit (M. musculus) betina. Berikut ini 

pembagian kelompok uji dari penelitian ini : 

Kelompok 1 :  Kontrol negatif (mencit tanpa ovariektomi (ULO), tanpa pemberian 

ekstrak kedelai hitam) 

Kelompok 2 : Kontrol positif (mencit ovariektomi (ULO), tanpa pemberian 

ekstrak kedelai hitam) 

Kelompok 3 : Perlakuan 1 (mencit ovariektomi (ULO), dengan pemberian ekstrak 

kedelai hitam dosis 0,31 gram/ml setiap hari, selama 20 hari 

ovariektomi)  

Kelompok 4 : Perlakuan 2 (mencit ovariektomi (ULO), dengan pemberian ekstrak 

kedelai hitam dosis 0,63 gram/ml setiap hari, selama 20 hari 

ovariektomi)  
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3.4 Alur Penelitian 

Secara garis besar alur penelitian dapat dilihat seperti gambar di bawah ini: 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Alur Penelitian 

  

Hewan uji berjumlah 12 ekor mencit betina dibagi dalam 4 kelompok 

Mencit di ovariektomi Kelompok 1 : 

Kontrol negatif  
Masa defisiensi estrogen selama 5 bulan 

Kel. 3 : 

Perlakuan 

1 

Kel. 2 : 

Kontrol 

positif  

Kel. 4 : 

Perlakuan 

2 

Perlakuan pemberian ekstrak kedelai hitam 

selama 20 hari  

Koleksi darah dan preparasi serum darah pada hari ke-0, ke-

151, dan ke-170 

Perhitungan kadar 

fosfor darah 

Perhitungan kadar 

kalsium darah 

Analisis Data 
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3.5 Prosedur Pelaksanaan Penelitian 

 Penelitian ini dilakukan dalam beberapa tahapan yaitu persiapan hewan 

uji, preparasi hewan uji ovariektomi unilateral, pembuatan ekstrak kedelai hitam, 

perlakuan hewan uji, koleksi darah dan preparasi serum darah, pengukuran kadar 

kalsium dan fosfor darah dengan AAS. 

 

 

3.5.1 Persiapan Hewan Uji 

Hewan uji yang digunakan adalah 12 ekor mencit betina (M. musculus) 

strain Balb/C yang dipelihara pada kandang yang terbuat dari plastik dengan 

penutup dari ram kawat besi berukuran 34 x 25 x 12 cm beralas sekam padi dan 

serbuk gergaji kayu. Mencit diberi pakan pellet (BR1) dan diberi minum aquades 

secara ad libitum. 

 

 

3.5.2 Preparasi Mencit Unilateral Ovariectomy 

Unilateral Ovariectomy dilakukan dengan mengambil kedua ovarium 

mencit. Mencit dianasthesi dengan ketamine 10 % dan xyla dengan perbandingan 

1:1 sebanyak 0,05 ml per mencit secara intramuskular. Sebelum pembedahan, 

dilakukan sterilisasi pada papan bedah dan alat bedah dengan cara disemprot 

menggunakan alkohol 70 %. Kemudian mencit diletakkan terlentang diatas papan 

bedah yang selanjutnya diolesi air sabun anti bakteri dan dicukur rambut bagian 

medial perut. Selanjutnya dioleskan antiseptik povidone iodine untuk mencegah 

kontaminasi mikroba. Langkah berikutnya yaitu diinsisi secara perlahan hingga 

membuka lapisan muskulus daerah abdomen (M. obliquus abdominis eksternus 

1,5 cm dan M. oblikus abdominis internus 1 cm).  

Ovarium dipotong pada daerah antara oviduct dan ovarium dengan 

beberapa tahapan yaitu dijepit pada daerah ujung oviduct dengan klem arteri, 

kemudian diikat benang silk bagian pangkal batas klem arteri dan dipotong 

menggunakan gunting. Organ reproduksi kembali direposisi, dan diberi cairan 

infus 0,5 ml. Langkah terakhir yang dilakukan yaitu penutupan bagian muskulus 
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(M. obliquus abdominis eksternus dan M. oblikus abdominis internus) dengan cara 

dijahit menggunakan cat gut ukuran 3.0 dengan pola sederhana terputus. Pada 

bagian kulit paling luar dijahit pola terputus menggunakan benang silk ukuran 3.0, 

selanjutnya dilakukan desinfeksi menggunakan povidone iodine pada daerah 

insisi, dan diinjeksi antibiotik Levofloxacin 0,05 ml. Perawatan luka pada masa 

penyembuhan dapat dilakukan dengan pemberian paracetamol selama 1 minggu 

secara ad libitum (Strom et al., 2012). 

 

 

3.5.3 Pembuatan Ekstrak Kedelai Hitam 

Kedelai hitam ditimbang, kemudian dioven dalam suhu 40-45 ºC selama 2- 

3 hari. Selanjutnya digrinder dan diayak dengan ayakan 60 mesh. Setelah 

terbentuk tepung kedelai hitam ditimbang dan dimaserasi dalam alkohol 70 % 

dengan perbandingan 1:4, distirer elektrik 500 rpm selama 15 menit dan 

didiamkan selama 2 x 24 jam. Langkah berikutnya yaitu disaring untuk 

mendapatkan filtrat, dimasukkan ke dalam rotary evaporator selama ± 4-5 jam 

dengan suhu 80 ºC hingga didapatkan filtrat murni. Proses terakhir adalah 

diletakkan dalam cawan porselen dan diletakkan pada waterbath suhu 70 ºC 

selama ±8 jam untuk menghasilkan ekstrak tepung kedelai hitam dengan hasil 

konstan yang diharapkan ekstrak tersebut tidak mengandung air dan dalam bentuk 

pasta (Hastuti, 2015). 

 

 

3.5.4 Perlakuan Hewan Uji 

Perlakuan yang dilakukan dalam penelitian ini adalah mencit yang telah 

diovariektomi diadaptasikan (aklimatisasi) selama 5 bulan dari bulan Juli sampai 

Desember 2018 di dalam kandang. Dua belas ekor mencit putih betina dibagi 

menjadi empat kelompok perlakuan, masing-masing kelompok terdiri dari 3 ekor. 

Mencit dari setiap kelompok dikandangkan secara terpisah di dalam kandang 

berbentuk kotak plastik berukuran 34 x 25 x 12 cm dengan tutup kawat yang 

mudah dibuka-tutup. Kandang dialasi dengan litter berupa serbuk gergaji yang 
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diganti setiap minggu agar kondisi kandang tetap kering dan bersih. Pakan 

berbentuk pelet dan air minum diberikan secara ad libitum. Hewan uji juga 

dilakukan perlakuan dengan memberikan ekstrak tepung kedelai hitam yang 

diberikan secara oral (metode gavage) menggunakan jarum sonde. Pemberian 

ekstrak kedelai hitam dimulai pada hari ke-1 pasca masa recovery ovariektomi 

sampai hari ke-20. Pemberian ekstrak kedelai hitam dengan cara mencampurkan 

takaran pasta dengan aquades 1 ml sesuai dengan dosis yang ditentukan yaitu 0,31 

gr/ml, 0,63 gr/ml/hari. 

 

3.5.5 Koleksi Darah dan Preparasi Serum Darah 

Pengambilan darah dilakukan melalui vena orbital pada hari ke-0, ke-151, 

dan ke-170. Pengambilan darah menggunakan pipa kapiler darah melalui vena 

orbital. Darah diambil ±200-300 µl dan dimasukkan ke dalam microtube tanpa 

adanya antikoagulan dan didiamkan pada suhu ruang sampai terjadi pembekuan. 

Selanjutnya dilakukan sentrifuse dengan kecepatan 3200 rpm selama 15 menit 

pada suhu 27 ⁰C agar mendapat serum darah yang bagus. Setelah dilakukan 

sentrifuse, diambil supernatan dan disimpan pada suhu -20 ⁰C (Tuck et al., 2009). 

Pengukuran kadar kalsium dan fosfor dalam darah dilakukan dengan 

menggunakan Atomic Adsorbtion Spectrophotometer (AAS) (Taussky dan Shorr 

1953). 

 

3.5.6 Pengukuran Kadar Kalsium dan Fosfor Darah dengan AAS 

 Pengukuran kadar kalsium dan fosfor darah dilakukan menggunakan alat 

AAS (Atomic Adsorbtion Spectrophotometer). Serum darah dipipet ±1 ml ke 

dalam tabung reaksi dan ditambahkan 4 ml TCA 5 % untuk mengendapkan 

protein. Larutan dikocok dengan vortex hingga homogen, kemudian disentrifuse 

dengan kecepatan 3000 rpm selama 30 menit. Setelah dilakukan sentrifuse, 

diambil supernatan sebanyak 1 ml ke dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 

1 ml Stronsium 5 % sebagai larutan penyangga atau penghilang gangguan 
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kimiawi pada unsur kalsium dan ditambahkan akuades sebanyak 8 ml, kemudian 

dikocok hingga homogen. Langkah selanjutnya adalah pembacaan absorbansi 

menggunakan alat AAS pada panjang gelombang 422 nm. Hasil pembacaan 

meggunakan AAS kemudian dibandingkan dengan kurva standar sehingga 

diperoleh kadar kalsium dan fosfor dalam satuan mg/dl atau ppm. 

 Pembuatan larutan standar kalsium maupun fosfor adalah dengan 

mengambil sebanyak 1 ml larutan stok kalsium dan fosfor 1000 ppm 

menggunakan pipet volume. Selanjutnya diencerkan ke dalam labu ukur 10 ml 

menggunakan akuades menjadi larutan kalsium dan fosfor 100 ppm. Langkah 

selanjutnya yaitu mengambil sebanyak 5 ml larutan kalsium dan fosfor 100 ppm 

dan mengencerkannya dalam labu ukur 50 ml menggunakan akuades menjadi 

larutan kalsium dan fosfor 10 ppm. Selanjutnya ditambahkan larutan SrCl2 

sebanyak 1 ml pada masing-masing labu ukur, kemudian diencerkan dengan 

menggunakan akuades sampai tanda batas 10 ml. Pembuatan larutan standar 

kalsium dan fosfor berbagai konsentrasi dengan menggunakan perhitungan: 

N1 x V1 = N2 x V2 

 

3.6 Parameter Penelitian 

Parameter penelitian yang diamati dalam penelitian ini adalah kadar 

kalsium dan fosfor darah pada masing-masing kelompok hewan uji. 

 

 

3.7 Analisis Data 

Data hasil penelitian yang diperoleh akan ditabulasi dan dilakukan analisis 

statistik secara kuantitatif menggunakan SPSS versi 15.0 uji One Way ANOVA 

dengan taraf kepercayaan 99 % dengan taraf signifikansi α = 0,01. Selanjutnya, 

untuk mengetahui beda nyata antar kelompok uji dilakukan analisis Duncan 

Multiple Range Test (DMRT) (Steel dan Torrie, 1993). 
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BAB 5. PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

  Pemberian ekstrak kedelai hitam selama 20 hari dengan dosis 0,31 

g/ml/hari dan 0,63 g/ml/hari menurunkan kadar kalsium dan fosfor darah mencit 

pasca ovariektomi unilateral selama 5 bulan. 

 

 

5.2 Saran 

  Penelitian ini merupakan langkah awal untuk mengetahui potensi ekstrak 

kedelai hitam (Glycine soja) sebagai alternatif hormon estrogen eksogen alami 

untuk mengatasi masalah defisiensi estrogen pada hewan uji ovariektomi secara 

unilateral dengan masa defisiensi estrogen selama 5 bulan terhadap kadar kalsium 

dan fosfor darah. Penelitian lebih lanjut perlu dilakukan penambahan lama waktu 

pemberian ekstrak kedelai hitam agar didapatkan hasil yang optimal terhadap 

peningkatan rata-rata kadar kalsium dan fosfor darah serta perlu dilakukan 

pengukuran kadar kalsium dan fosfor darah sebelum dan sesudah perlakuan pada 

masing-masing kelompok. 
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LAMPIRAN 

A. Penentuan Dosis Ekstrak Kedelai Hitam 

- Penentuan dosis dihitung berdasarkan pnelitian Safrida (2008), yaitu 10 

gram berat kering (BK)/ 100 gram berat badan (BB) tikus. 

- Konversi pasta dari berat kering tempe kedelai. 

Berat kering tepung kedelai hitam  :  Berat pasta 

3700 gram    :  56,4 gram 

1 gram     : 0,086 gram 

 

10 gram BK/100 gram BB tikus 

10 gram BK/100 gram BB = 0,01 gram BK/ gram tikus 

- Rata-rata BB tikus = 200 gram 

0,1 x 200 = 20 gram BK/200 gram BB mencit 

- Konvers 200 gram tikus  20 gram BB mencit = 0,14. 

20 x 0,14 = 2,8 gram 

- Dikonversikan ke pasta 

2,8 x 0,086 = 0,24 gram pasta/ 20 gram BB mencit 

0,24/20 = 0,12 gram pasta/ gram BB mencit 

- Rata-rata BB mencit perlakuan = 35 gram 

0,12 x 35 = 0,42 

- Penentuan dosis diambil dari acuan yaitu 0,42 gram, setengah lebih tinggi 

= 0,63 gram (Dosis 2) dan setengah lebih rendah dari 0,63 adalah 0,31 

gram (Dosis 1) (Lestari, 2017). 
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B. Hasil Analisis One Way ANOVA Efek Pemberian Ekstrak Kedelai Hitam 

terhadap Kadar Kalsium dan Fosfor Darah Mencit Pasca Ovariektomi 

Unilateral 

a. Uji One Way ANOVA Kadar Kalsium 

  

  

  

  

Tests of Normality

,333 3 . ,862 3 ,274

,335 3 . ,858 3 ,263

,294 3 . ,920 3 ,454

,325 3 . ,876 3 ,312

Kelompok

Kontrol Negatif

Kontrol Positif

Dosis 1

Dosis 2

Kadarkals ium

Statist ic df Sig. Statist ic df Sig.

Kolmogorov-Smirnov
a

Shapiro-Wilk

Lil liefors Significance Correctiona. 

Descriptives

Kadarkalsium

3 26,0700 ,14000 ,08083 25,7222 26,4178 25,91 26,17

3 18,9533 ,29143 ,16826 18,2294 19,6773 18,62 19,16

3 13,8667 1,97520 1,14038 8,9600 18,7733 11,65 15,44

3 12,0300 ,49153 ,28378 10,8090 13,2510 11,47 12,39

12 17,7300 5,75166 1,66036 14,0756 21,3844 11,47 26,17

Kontrol Negatif

Kontrol Pos itif

Dosis 1

Dosis 2

Total

N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound

95% Confidence Interval for

Mean

Minimum Maximum

Test of Homogeneity of Variances

Kadarkals ium

7,122 3 8 ,012

Levene

Statistic df1 df2 Sig.

ANOVA

Kadarkals ium

355,402 3 118,467 111,563 ,000

8,495 8 1,062

363,898 11

Between Groups

Within Groups

Total

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
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b. Uji One Way ANOVA Kadar Fosfor 

  

  

  

  

Kadarkalsium

3 12,0300

3 13,8667

3 18,9533

3 26,0700

,061 1,000 1,000

Kelompok

Dosis 2

Dosis 1

Kontrol Pos itif

Kontrol Negatif

Sig.

Duncana

N 1 2 3

Subset for alpha = .01

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.a. 

Tests of Normality

,304 3 . ,907 3 ,407

,219 3 . ,987 3 ,780

,294 3 . ,921 3 ,455

,238 3 . ,976 3 ,702

Kelompok

Kontrol Negatif

Kontrol Positif

Dosis 1

Dosis 2

Kadarfosfor

Statist ic df Sig. Statist ic df Sig.

Kolmogorov-Smirnov
a

Shapiro-Wilk

Lil liefors Significance Correctiona. 

Descriptives

Kadarfosfor

3 17,4400 ,14177 ,08185 17,0878 17,7922 17,28 17,55

3 14,3400 ,07550 ,04359 14,1525 14,5275 14,26 14,41

3 10,7733 1,25061 ,72204 7,6666 13,8800 9,37 11,77

3 9,4800 ,22271 ,12858 8,9268 10,0332 9,24 9,68

12 13,0083 3,30084 ,95287 10,9111 15,1056 9,24 17,55

Kontrol Negatif

Kontrol Pos itif

Dosis 1

Dosis 2

Total

N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound

95% Confidence Interval for

Mean

Minimum Maximum

Test of Homogeneity of Variances

Kadarfosfor

7,811 3 8 ,009

Levene

Statistic df1 df2 Sig.

ANOVA

Kadarfosfor

116,572 3 38,857 94,807 ,000

3,279 8 ,410

119,851 11

Between Groups

Within Groups

Total

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
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C. Hasil Analisis Regresi Efek Pemberian Ekstrak Kedelai Hitam terhadap 

Kadar Kalsium dan Fosfor Darah Mencit Pasca Ovariektomi Unilateral 
 

  

  

Kadarfosfor

3 9,4800

3 10,7733

3 14,3400

3 17,4400

,038 1,000 1,000

Kelompok

Dosis 2

Dosis 1

Kontrol Pos itif

Kontrol Negatif

Sig.

Duncana

N 1 2 3

Subset for alpha = .01

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.a. 

Correlations

1,000 -,958 -,087 ,992

-,958 1,000 ,000 -,971

-,087 ,000 1,000 -,092

,992 -,971 -,092 1,000

. ,000 ,395 ,000

,000 . ,500 ,000

,395 ,500 . ,388

,000 ,000 ,388 .

12 12 12 12

12 12 12 12

12 12 12 12

12 12 12 12

Kadarkalsium

Kelompok

Ulangan

Kadarfosfor

Kadarkalsium

Kelompok

Ulangan

Kadarfosfor

Kadarkalsium

Kelompok

Ulangan

Kadarfosfor

Pearson Correlation

Sig. (1-tailed)

N

Kadarkalsium Kelompok Ulangan Kadarfosfor

Model Summaryb

,993a ,985 ,980 ,81439

Model

1

R R Square

Adjusted

R Square

Std. Error of

the Estimate

Predic tors : (Constant), Kadarfosfor, Ulangan,

Kelompok

a. 

Dependent Variable: Kadarkalsiumb. 
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Coefficientsa

-8,859 6,980 -1,269 ,240

,555 ,948 ,113 ,585 ,574

,099 ,312 ,015 ,316 ,760

1,922 ,337 1,103 5,706 ,000

(Constant)

Kelompok

Ulangan

Kadarfosfor

Model

1

B Std. Error

Unstandardized

Coefficients

Beta

Standardized

Coefficients

t Sig.

Dependent Variable: Kadarkalsiuma. 
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