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MOTO

“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-Bagarah : 216)

“Wahai orang-orang yang beriman! Bersabarlah kamu dan kuatkanlah
kesabaranmu dan tetaplah bersiap siaga (di perbatasan negerimu) dan bertakwalah

kepada Allah agar kamu beruntung”
(QS. Ali Imran : 200)

=) 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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Kinerja reproduksi merupakan kemampuan betina untuk menghasilkan
anak yang dipengaruhi oleh organ reproduksi baik primer maupun sekunder,
tingkat fertilitas, dan hormon. Hormon yang berperan dalam proses reproduksi
adalah hormon estrogen. Hormon estrogen berfungsi untuk merangsang
perkembangan organ reproduksi, perkembangan organ seks sekunder, dan
memicu proliferasi sel endometrium uterus untuk implantasi. Kadar hormon
estrogen dapat mengalami penurunan pasca ovariektomi unilateral. Penurunan
kadar estrogen akibat ovariektomi dapat ditanggulangi dengan pemberian
senyawa fitoestrogen. Fitoestrogen merupakan senyawa yang bersifat estrogenik
yang dapat digunakan sebagai sumber estrogen eksogen. Oleh karena itu perlu
dilakukan penelitian mengenai pengaruh ekstrak tepung kedelai hitam pada
kinerja reproduksi mencit (Mus musculus) pasca ovariektomi secara unilateral
dengan waktu pemberian yang lebih lama.

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimental
dengan hewan uji berupa mencit strain Balb/C sebanyak 24 ekor yang dibagi
menjadi 4 kelompok yaitu kontrol negatif (mencit tanpa ULO, tanpa pemberian
ekstrak tepung kedelai hitam), kontrol positif (mencit ULO, tanpa pemberian
ekstrak tepung kedelai hitam), dosis 1 (mencit ULO, diberi ekstrak tepung kedelai
hitam dosis 0,42 g/ml/hari) dan dosis 2 (mencit ULO, diberi ekstrak tepung
kedelai hitam dosis 0,63 g/ml/hari). Pemberian ekstrak tepung kedelai hitam
dilakukan secara oral (gavage) dengan cara mencampurkan ekstrak tepung kedelai
dalam 1 ml aquades. Perkawinan mencit betina dan jantan dilakukan pada hari ke-
31 setelah perlakuan (saat malam hari). Mencit setiap kelompok dibedah pada hari
ke-15 kebuntingan untuk menghitung jumlah korpus luteum dan jumlah fetus.

Data yang diperoleh dari hasil penelitian dianalisis menggunakan SPSS versi 22.0
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uji nonparametrik Kruskal-Walis dengan taraf kepercayaan 95% atau nilai sig o =
0,05. Selanjutnya, untuk mengetahui beda nyata antar kelompok dilakukan uji
lanjutan non parametrik Wilcoxon.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian ekstrak tepung kedelai
hitam dengan dosis 0,42 g/ml/hari mampu meningkatkan jumlah korpus luteum
dan jumlah fetus. Dosis 0,63 g/ml/hari mampu meningkatkan jumlah korpus
luteum, namun cenderung menurunkan jumlah fetus. Kesimpulan dari penelitian
ini adalah pemberian ekstrak tepung kedelai hitam pada mencit ovariektomi
unilateral dapat meningkatkan jumlah korpus luteum dan jumlah fetus pada dosis
0,42 g/ml/hari.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kinerja reproduksi merupakan kemampuan betina untuk menghasilkan
anak sehingga dapat digunakan untuk melestarikan dan mempertahankan hidup
(Pramono, 2006). Keberhasilan betina dalam menghasilkan anak didukung oleh
organ reproduksi baik primer maupun sekunder, tingkat fertilitas, dan hormon.
Organ reproduksi betina berfungsi untuk menghasilkan gamet dan sebagai tempat
perkembangan embrio. Fungsi organ reproduksi tersebut, dimulai ketika mencapai
tahap pubertas (Toelihere, 1981).

Pubertas pada hewan betina ditandai dengan terjadinya estrus dan ovulasi
(Toelihere, 1981). Ketika mencapai pubertas, terjadi peningkatan sekresi
gonadotropin releasing hormone (GnRH) dari hipotalamus. GnRH akan berikatan
dengan reseptor di hipofisis sehingga sel-sel gonadotrop akan mengeluarkan
luteneizing hormone (LH) dan follicle stimulating hormone (FSH). FSH akan
menstimulus perkembangan folikel dan folikel yang matang akan mensekresikan
hormon estrogen (Sherwood, 2010).

Hormon estrogen merupakan hormon steroid yang dihasilkan oleh sel teka
dan sel granulosa pada folikel. Sel teka akan menghasilkan androgen yang
berdifusi ke dalam sel granulosa. Sel granulosa mengandung enzim aromatase
sehingga dapat mengubah androgen menjadi estrogen (Sherwood, 2010). Estrogen
berperan dalam perkembangan organ reproduksi, perkembangan organ seks
sekunder, dan memicu proliferasi sel endometrium uterus untuk implantasi
(Guyton dan Hall, 2006). Selain itu estrogen juga berperan untuk merangsang
terjadinya estrus dan perkembangan kelenjar mammae pada saat pubertas
(Ganong, 2003).

Kadar hormon estrogen dapat mengalami penurunan pasca ovariektomi
unilateral (Alagwu et al., 2005). Defisiensi estrogen akibat ovariektomi dapat
menurunkan jumlah folikel pada ovarium (Moran et al., 2000). Selain itu menurut
Ganong (2003), kekurangan kadar hormon estrogen menyebabkan miometrium

atropi dan inaktif, sehingga blastokis tidak mengalami implantasi. Penurunan
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kadar estrogen akibat ovariektomi dapat ditanggulangi dengan pemberian
senyawa fitoestrogen. Fitoestrogen merupakan senyawa yang bersifat estrogenik
yang berasal dari tumbuhan (Whitten dan Patisaul, 2001). Salah satu penelitian
terkait pemanfaatan senyawa fitoestogen telah dilakukan oleh Fernandez et al.
(2015) dengan memberikan ekstrak daun ekor naga dosis 100 mg/kgBB selama
14 hari yang dapat meningkatkan ketebalan endometrium dan diameter uterus
pada mencit ovariektomi.

Fitoestrogen memiliki tiga senyawa utama yaitu isoflavon, lignin, dan
coumestan yang banyak ditemukan pada biji-bijian (Murkies et al., 1998). Salah
satu tanaman yang mengandung senyawa isoflavon adalah kedelai hitam
(Cederroth dan Nef, 2009). Kandungan isoflavon pada kedelai hitam 2,57 mg
lebih tinggi dibandingkan dengan kedelai kuning 0,50 mg (Xu dan Chang, 2007).
Isoflavon pada kedelai hitam terdiri atas genistein 56,9%, daidzein 40,5%, dan
glycitein 2,6% (Nakamura et al., 2001). Komponen isoflavon tersebut memiliki
sifat estrogenik sehingga dapat berikatan dengan reseptor estrogen (RE),
khususnya reseptor estrogen 3 dalam sel tubuh (Mazur et al., 1998 ; Kuiper et al.,
1998).

Menurut Suprihatin (2008) pemberian tepung tempe 5 g bk/100 g bb /hari
selama 28 hari dapat meningkatkan jumlah korpus luteum dan jumlah embrio
pada tikus. Pemberian ekstrak tepung kedelai hitam dengan dosis 0,31 g/ml/hari
selama 10 hari dapat meningkatkan jumlah implantasi pada mencit pasca
ovariektomi unilateral 7 hari (Lestari, 2017). Oleh karena itu perlu dilakukan
penelitian mengenai pengaruh ekstrak tepung kedelai hitam pada kinerja
reproduksi mencit (Mus musculus) pasca ovariektomi secara unilateral dengan

waktu pemberian yang lebih lama.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah apakah pemberian ekstrak
tepung kedelai hitam dapat meningkatkan kinerja reproduksi meliputi, jumlah
korpus luteum dan jumlah fetus yang dihasilkan mencit (Mus musculus) strain

Balb/C pasca ovariektomi unilateral ?
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1.3 Tujuan
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian
ekstrak tepung kedelai hitam terhadap jumlah korpus luteum dan jumlah fetus

mencit (Mus musculus) strain Balb/C pasca ovariektomi unilateral.

1.4 Batasan Masalah
Batasan masalah pada penelitian ini adalah ovariektomi unilateral (ULO)
dilakukan dengan pengambilan ovarium sebelah kanan pada mencit betina (Mus

musculus) strain Balb/C dengan masa recovery selama 90 hari.

1.5 Manfaat

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi salah satu sumber informasi
ilmiah tentang pemanfaatan ekstrak tepung kedelai hitam sebagai sumber
fitoestrogen yang dapat digunakan sebagai salah satu alternatif untuk

meningkatkan keberhasilan kinerja reproduksi.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Fisiologi Reproduksi Betina

Organ reproduksi mulai berfungsi setelah mengalami pubertas (Ganong,
2003). Pubertas pada hewan betina ditandai oleh terjadinya estrus dan ovulasi
(Toelihere, 1981). Ketika mencapai pubertas, GnRH akan berikatan dengan
reseptor di hipofisis sehingga sel-sel gonadotrop akan mengeluarkan luteneizing
hormone (LH) dan follicle stimulating hormone (FSH) untuk merangsang
produksi hormon estrogen (Sherwood, 2010).

Mencit bersifat poliestrus yaitu hewan yang memiliki siklus estrus lebih
dari dua kali dalam satu tahun (Turner dan Bagnara, 1988). Pada mencit, satu kali
siklus estrus berlangsung selama 4-5 hari. Siklus estrus dipengaruhi dan diatur
oleh hormon gonadotropin (FSH dan LH) serta hormon reproduksi (estrogen dan
progesteron). Siklus estrus dibagi menjadi 4 stadium, yaitu proestrus, estrus,
metestrus, dan diestrus (Smith dan Mangkoewidjojo, 1988). Fase proestrus
merupakan fase perkembangan folikel. Pada fase ini FSH akan mempengaruhi
perkembangan folikel de Graaf (Toelihere, 1981). Kadar hormon FSH dan
estrogen mulai meningkat, saluran mukosa vagina mengalami vaskularisasi dan
banyak mensekresikan mukus yang tebal dan berlendir (Partodihardjo, 1980).

Fase estrus merupakan tahap pematangan folikel de Graaf hingga
mencapai ovulasi dan siap melakukan kopulasi. Pada fase ini ujung tuba fallopi
yang berfimbria mendekat ke folikel de Graaf sehingga siap menerima sel telur
yang diovulasikan (Toelihere, 1981). Kadar estrogen meningkat menjelang fase
estrus yang menyebabkan penghambatan terhadap sekresi FSH dan merangsang
sekresi LH untuk terjadinya ovulasi (Hafez et al., 2000). Setelah terjadi ovulasi,
ovarium akan mengalami fase luteal yaitu fase pembentukan korpus luteum yang
akan menghasilkan progesteron (Turner dan Bagnara 1988). Fase metestrus
ditandai dengan terbentuknya korpus luteum. Pada fase ini, kadar estrogen
menurun dan vaskularisasi berkurang sehingga terjadi pelepasan sel-sel epitel

vagina dan infiltrasi leukosit (Baker et al., 1980).
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Korpus luteum yang terbentuk akan memproduksi progesteron dalam
jumlah yang banyak untuk mempertahankan kebuntingan (Hillier, 2001). Sel telur
yang telah diovulasikan akan menuju ke tuba fallopi untuk melakukan fertilisasi
membentuk zigot jika bertemu dengan sel sperma. Zigot akan mengalami
pembelahan mitosis hingga membentuk massa sel (morula). Kemudian morula
akan berdeferensiasi membentuk blastokis yang mengandung rongga (blastocoel)
menuju ke lumen uterus. Blastokis terdiri atas inner cell mass (ICM) dan
trophectoderm. Pada bagian luar, blastokis dibungkus oleh zona pelusida (Horse
et al., 2004; Wang dan Dey, 2006). Blastokis yang telah terbentuk akan menuju
ke dinding endometrium untuk melakukan proses implantasi. Proses implantasi
melibatkan interaksi antara blastokis dengan uterus (Hu et al., 2008). Tahap

implantasi pada tikus dapat dilihat pada Gambar 2.1
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Gambar 2.1 Tahap ovulasi sampai terjadi implantasi pada tikus (Wang dan Dey, 2006).

Tahap pertama implantasi dimulai dengan aposisi yaitu interaksi antara
blastokis dengan endometrium. Tahap kedua adalah proses perlekatan blastokis
yaitu penempelan trofoblas dengan dinding endometrium yang dimediasi oleh
molekul adhesi, sel imun, dan sitokin. Tahap akhir dari proses implantasi adalah
invasi, pada tahap ini jaringan endometrium dan sel trofoblas akan melakukan
infiltrasi ke dalam endometrium membentuk anchoring vili untuk menyiapkan
nutrisi pada fetus yang berasal dari induk (Mourik et al., 2009). Lama

kebuntingan mencit berkisar antara 19-21 hari (Smith dan Mangkoewidjojo,
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1988). Kemampuan induk mencit dalam menghasilkan anak dipengaruhi oleh
jumlah sel telur yang diovulasikan, keberhasilan fertilisasi dan implantasi serta
perkembangan embrio di dalam uterus selama kebuntingan (Suprihatin, 2008).

Terbentuknya embrio pada uterus dapat dilihat pada Gambar 2.2

Embrio

Gambar 2.2 Embrio pada uterus tikus umur kebuntingan 12 hari (Sumber : Suprihatin,
2008).

Diestrus merupakan periode akhir dari siklus estrus. Pada fase ini kadar
estrogen rendah karena dihambat oleh kadar progesteron yang tinggi sehingga
menyebabkan uterus tidak mengalami kontraksi, endometrium menebal, dan
kelenjar uterina mengalami hipertrofi. Perubahan ini ditunjukkan untuk mensuplai
nutrisi pada embrio bila terjadi kebuntingan. Kondisi ini akan terus berlangsung
selama masa kebuntingan dan korpus luteum akan dipertahankan sampai akhir

masa kebuntingan (Turner dan Bagnara, 1988).

2.2 Peran Hormon Estrogen Terhadap Reproduksi Betina

Hormon estrogen dan progesteron termasuk dalam golongan hormon
steroid yang berperan dalam proses reproduksi (Ruggiero et al., 2002). Hormon
estrogen dihasilkan oleh sel teka dan sel granulosa pada folikel. Sel teka akan
menghasilkan androgen yang berdifusi ke dalam sel granulosa. Sel granulosa
mengandung enzim aromatase sehingga dapat mengubah androgen menjadi

estrogen (Sherwood, 2010). Hormon estrogen pada reproduksi betina ditemukan
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dalam bentuk B-estradiol, estron, dan estriol. Struktur kimia hormon estrogen
dapat dilihat pada Gambar 2.3.

Estrogen yang utama disekresikan oleh ovarium adalah B-estradiol. -
estradiol memiliki potensi estrogenik 12 kali lebih besar dari estron dan 80 kali
lebih besar dari estriol (Guyton dan Hall, 2006). Hormon estrogen mempengaruhi
pertumbuhan, perkembangan, pematangan organ, dan saluran reproduksi
(Ganong, 2003). Selain itu estrogen juga berperan dalam meningkatkan proliferasi
sel-sel granulosa pada folikel dan merangsang proliferasi endometrium uterus
sehingga lingkungan uterus lebih reseptif untuk implantasi embrio (Groothuis et
al., 2007 ; Wang dan Dey, 2006). Ulfa (2017) menyatakan bahwa, isoflavon pada
ekstrak tepung kedelai hitam dapat meningkatkan jumlah kelenjar endometrium,

tebal endometrium, dan tebal miometrium pada mencit ovariektomi unilateral.

OH OH

OH

HO HO

17f-Estradiol Estriol

HO

Estrong

Gambar 2.3 Struktur kimia hormon estrogen (Ososki dan Kennelly, 2003).

Menurut Alagwu dan Nneli (2005) ovariektomi unilateral yang dilakukan
pada tikus betina menyebabkan kadar estrogen dalam tubuh mengalami defisiensi.
Defisiensi estrogen menyebabkan miometrium atropi dan inaktif, sehingga
blastokis tidak mengalami implantasi (Ganong, 2003). Suprihatin (2008)
menyatakan bahwa, senyawa isoflavon pada tepung tempe dosis 5 g bk/100 g
bb/hari dapat meningkatkan jumlah sel telur yang diovulasikan sehingga jumlah

korpus luteum meningkat. Peningkatan jumlah korpus luteum akan meningkatkan
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produksi hormon progesteron untuk proliferasi sel endometrium sehingga mampu
meningkatkan kelangsungan hidup embrio (Ganong, 2003). Selain itu Zin et al.
(2013) menyatakan bahwa pemberian genistein pada tikus Sprague Dawley

mampu meningkatkan berat uterus, penebalan dinding uterus dan berat ovarium

2.3 Kandungan lIsoflavon pada Kedelai Hitam dan Pengaruhnya Terhadap
Reproduksi Betina

Isoflavon merupakan senyawa metabolit sekunder pada tanaman yang
strukturnya mirip dengan estrogen (Setchell dan Cassidy, 1999). Komponen
isoflavon pada kedelai hitam meliputi, genistein 56,9%, daidzein 40,5% dan
glycitein 2,6% (Nakamura et al., 2001). Kandungan genistein dan daidzein dalam
kedelai hitam dapat berperan sebagai fitoestrogen. Komponen tersebut
mempunyai sifat estrogenik yang dapat berikatan dengan reseptor estrogen
sehingga mampu berperan seperti hormon estrogen (Mazur et al., 1998). Struktur

kimia daidzein dan genestein dapat dilihat pada Gambar 2.4.

HO HO

Daidzein Genistein

Gambar 2.4 Struktur Kimia Daidzein dan Genistein (Mazur et al., 1998).

Struktur molekul isoflavon yang mirip dengan estrogen endogen,
menyebabkan isoflavon dapat berikatan dengan reseptor estrogen (RE), khususnya
reseptor estrogen B dalam sel tubuh (Kuiper et al., 1998). Ada dua tipe reseptor
dalam tubuh vyaitu reseptor estrogen o dan reseptor estrogen B. Reseptor
memiliki afinitas pengikatan isoflavon yang lebih tinggi dibandingkan dengan
reseptor o (Mishra et al., 2011).

Kandungan isoflavon pada ekstrak campuran alfafa (Medicago sativa)
dan sage (Salvia officinalis) dengan dosis 100 dan 200 mg/Kg/hari pada mencit

dapat meningkatkan jumlah folikel ovarium dan korpus luteum (Adaay et al.,
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2013). Penelitian yang dilakukan oleh Primiani (2015) menyatakan bahwa,
pemberian parutan bengkuang yang mengandung isoflavon dengan dosis 0,6g/kg
dan 0,9g/kg selama 24 hari menyebabkan proliferasi lapisan endometrium dan
miometrium serta meningkatkan jumlah kelenjar uterus pada mencit
premenopause. Selain itu berdasarkan penelitian Lestari (2017), pemberian
ekstrak tepung kedelai hitam dengan dosis 0,31 g/ml/hari selama 10 hari dapat

meningkatkan jumlah implantasi pada mencit pasca ovariektomi unilateral 7 hari.

2.4 Hipotesis
Pemberian ekstrak tepung kedelai hitam pasca ovariektomi unilateral dapat
meningkatkan jumlah korpus luteum dan jumlah fetus pada mencit (Mus

musculus) strain Balb/C.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan pada bulan Oktober 2017 sampai Februari 2018 di
Laboratorium Zoologi dan Laboratorium Botani Jurusan Biologi, Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Jember.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah kandang mencit berukuran
34 x 25 x12 cm (bak plastik dan penutup dari ram kawat besi), botol minum
mencit, jarum sonde, lambung berujung tumpul (20 gauge, 5 cm), papan bedah,
timbangan analitik, 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, spatula, cawan porselen
75 cc, grinder, saringan tepung 60 mesh, lab stirrer electricity, rotary evaporator,
waterbath, baki stainless steel, oven (incucell), sendok, lop dan cup ekstrak kecil.

3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi mencit (Mus
musculus) betina strain Balb/C umur 60 hari dengan berat 35 gram yang diperoleh
dari Pusat Veteriner Farma Surabaya (Pusvetma), pakan pellet (BR1) produksi
PT. Chareon Pokphand Indonesia Animal Feedmill Co. Ltd Jakarta, aquades,
sekam padi, serbuk gergaji kayu, ketamine 10%, xyla, betadine (Povidone lodine)
10%,cairan infus 0,9%, antibiotik, benang silk nomor 3 (One med), benang catgut
nomor 3 (One med), Alkohol 70% (Mediss), kasa steril (One med), paracetamol,
tissue gloves, masker, kedelai hitam, alkohol 70 %, kertas saring, kain saring, dan

tissue.
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3.3 Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian yang digunakan pada penelitian ini adalah

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

dengan 4 perlakuan dan 6 kali ulangan. Variabel bebas pada penelitian ini adalah

dosis perlakuan.Variabel terikatnya adalah jumlah korpus luteum dan jumlah

fetus. Objek penelitian ini menggunakan 24 ekor mencit betina (Mus musculus L.)

strain Balb/C umur 60 hari dengan berat rata-rata 35 gram.

Berikut pembagian kelompok uji dari penelitian ini :

Kelompok 1: Kelompok kontrol negatif (mencit tanpa ovariektomi unilateral,
tanpa pemberian ekstrak tepung kedelai hitam).

Kelompok 2: Kelompok kontrol positif (mencit ovariektomi unilateral, tanpa
pemberian ekstrak tepung kedelai hitam).

Kelompok 3: Kelompok perlakuan mencit ovariektomi unilateral yang diberi
ekstrak tepung kedelai hitam dengan dosis 0,42 gram/ml/hari
selama 30 hari.

Kelompok 4: Kelompok perlakuan mencit ovariektomi unilateral yang diberi
ekstrak tepung kedelai hitam dengan dosis 0,63 gram/ml/hari
selama 30 hari.

Alur penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.1.
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Hewan uji mencit betina sebanyak 24 ekor dibagi menjadi 4 kelompok
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K-: K+: D1: D2:
Kontrol Kontrol Positif Diberi ekstrak Diberi ekstrak
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(Mencit tanpa tepung kedelai hitam 0,42 gegselj“ T/':]a”?
ULO dan hitam) g/ml/hari ’SelgnTa 38“
ekstrak selama 30 hari hari
tepung
kedelai hitam)
| ]
|

Mencit betina dan jantan dikawinkan pada hari ke-31
setelah perlakuan

v

Pembedahan dilakukan pada hari ke-15 kebuntingan untuk pengamatan
jumlah korpus luteum dan jumlah fetus

v

Analisis data

Gambar 3.1 Alur kegiatan penelitian
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3.4 Tahap Penelitian
3.4.1 Persiapan Hewan Uji

Hewan uji yang digunakan yaitu 24 ekor mencit betina umur 60 hari
dengan berat 35 gram yang diperoleh dari Pusat Veteriner Farma Surabaya
(Pusvetma) dipelihara dan diadaptasikan pada kandang terbuat dari plastik dan
penutup ram kawat berukuran 34 cm x 25 cm x 12 cm beralas sekam padi dan
serbuk gergaji kayu. Mencit diberi pakan berupa pellet (BR 1) produksi PT.
Chareon Pokphand Indonesia Animal Feedmill Co. Ltd Jakarta dan diberi minum

aquades secara ad libitum.

3.4.2 Preparasi Mencit Ovariektomi Unilateral

Prosedur ovariektomi unilateral yang dilakukan yaitu dengan mengambil
satu ovarium mencit. Mencit umur 60 hari dengan berat rata-rata 35 gram
dianasthesi dengan ketamil 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%. Mencit diletakkan terlentang diatas papan operasi untuk dicukur rambut
bagian medial perut dan dioleskan antiseptik iodine untuk mencegah kontaminasi
mikrobia. Langkah berikutnya yaitu bagian medial perut diinsisi secara perlahan
untuk membuka lapisan muskulus daerah abdomen (M. obliquusabdominis
eksternus dan M. oblikus abdominis internus).

Selanjutnya diambil salah satu ovarium kemudian dijepit dengan klem
arteri dan diikat bagian ujung oviduk dengan silk, ovarium dipotong secara
perlahan dengan gunting matzenbaum dan klem arteri dilepas, organ reproduksi
kembali direposisi. Langkah terakhir yang dilakukan yaitu penutupan bagian
muskulus (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 iodine pada
daerah insisi, dan diinjeksi antibiotik sebanyak 0,05 ml (Strom et al., 2012).
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3.4.3 Pembuatan Ekstrak Tepung Kedelai Hitam.

Kedelai hitam ditumbuk kasar, ditimbang, kemudian dioven dalam suhu
40-45°C selama 2-3 hari, selanjutnya di grinder dan diayak dengan ayakan 60
mesh. Tepung kedelai 200 gram dimaserasi dalam alkohol 70% 800 ml dengan
perbandingan 1:4, kemudian dihomogenkan 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 90°C hingga diperoleh
filtrat. Proses terakhir adalah diletakkan dalam cawan porselen dan dimasukkan
pada water bath suhu 70°C selama £8 jam untuk menghasilkan ekstrak tepung
kedelai hitam, dengan hasil konstan yang diharapkan ekstrak tidak mengandung
air dan dalam bentuk pasta (Hastuti, 2015).

3.4.4 Perlakuan Hewan Uji

Perlakuan yang dilakukan dalam penelitian ini adalah pemberian ekstrak
tepung kedelai hitam yang diberikan secara oral menggunakan jarum sonde. Dosis
perlakuan ditentukan berdasarkan penelitian (Ulfa, 2017), yaitu dosis harian
mencit ovariektomi yang diberi ekstrak tepung kedelai hitam 0,42 gram/35 BB
dalam bentuk pasta. Pemberian ekstrak tepung kedelai hitam dimulai pada hari ke-
91 pasca ovariektomi secara oral (gavage) sesuai dosis 0,42 g/ml/hari dan 0,63
g/ml/hari selama 30 hari dengan cara mencampurkan bahan perlakuan pada 1 ml

aquades. Penentuan dosis dapat dilihat pada (Lampiran A).

3.4.5 Perkawinan Mencit Jantan dan Betina

Sebelum dikawinan, dilakukan pengamatan apusan vagina untuk melihat
fase estrus pada mencit betina. Perkawinan dilakukan pada hari ke-31 setelah
perlakuan saat malam hari. Tiap kandang berisi 1 ekor mencit jantan dan 3 ekor
mencit betina. Keberhasilan perkawinan dilihat melalui apusan vagina yang
ditandai dengan adanya spermatozoa pada vagina dan dianggap sebagai
kebuntingan hari ke-0 (Ochiogu et al., 2009).
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3.4.6 Pengamatan Kinerja Reproduksi

Data pengamatan kinerja reproduksi pada mencit ovariektomi unilateral
pasca pemberian ekstrak tepung kedelai hitam diperoleh dengan melakukan
pembedahan mencit pada hari ke-15 kebuntingan, pembedahan dilakukan pada
bagian abdomen untuk pengambilan ovarium dan uterus. Kemudian dilakukan

perhitungan jumlah korpus luteum dan jumlah fetus.

3.5 Parameter Penelitian
Parameter yang diamati pada penelitian ini meliputi jumlah korpus luteum
dan jumlah fetus.

3.6 Analisis Data

Data berupa jumlah korpus luteum dan jumlah fetus yang diperoleh dari
hasil penelitian dianalisis menggunakan SPSS versi 22.0 uji nonparametrik
Kruskal-Walis dengan taraf kepercayaan 95% atau nilai sig o = 0,05. Selanjutnya,
untuk mengetahui beda nyata antar kelompok dilakukan uji lanjutan

nonparametrik Wilcoxon (Santoso, 2010).
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Pemberian ekstrak tepung kedelai hitam pada mencit (Mus musculus)
pasca ovariektomi unilateral dapat meningkatkan rata-rata jumlah korpus luteum
dan jumlah fetus pada dosis 0,42 g/ml/hari.

5.2 Saran

Penelitian ini merupakan langkah awal untuk mengkaji potensi ekstrak
tepung kedelai hitam pada kinerja reproduksi mencit (Mus musculus) pasca
ovariektomi unilateral. Untuk penelitian lebih lanjut perlu dilakukan pengukuran

kadar hormon estrogen dan progesteron dalam darah.
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LAMPIRAN

Penentuan Dosis Ekstrak Tepung Kedelai Hitam

Penentuan dosis dihitung berdasarkan penelitian safrida (2008), yaitu 10
gram berat kering (BK) / 100 gram berat badan (BB) tikus.

Konversi pasta dari berat kering tempe kedelai.

Berat kering tempe  : Berat Pasta
2034,8 gram : 175,6 gram
1 gram : 0,086 gram

10 gram BK/100 gram BB tikus
10 gram BK/100 gram BB = 0,1 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

Dikonversi 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 gram (Dosis 1), setengah lebih tinggi = 0,63 gram (Dosis
2)
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B. Hasil Analisis Uji Kruskal-Wallis Pengaruh Ekstrak tepung Kedelai
Hitam terhadap Jumlah Korpus Luteum dan Jumlah Fetus Mencit
Pasca Ovariektomi Unilateral

a. Uji Kruskal-Wallis Jumlah Korpus Luteum

Descriptive Statistics

Parameter N Mean Std. Minimum | Maximum
Deviation
Korpus Luteum 24 6,92 3,120 0 13
Perlakuan 24 2,50 1,142 1 4
Ranks
Perlakuan N Mean Rank
CL Kontrol Positif 6 3.50
Kontrol Negatif 6 18.92
Dosis 1 6 13.92
Dosis 2 6 13.67
Total 24 3.50

Test Statistics®”

CL
Chi-Square 15.311
df :
Asymp. Sig. 0

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable:

Perlakuan


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

b. Uji Kruskal-Wallis Jumlah Fetus

Descriptive Statistics

34

Std. .. .
Parameter N Mean L Minimum | Maximum
Deviation
Fetus 24 3,88 3,882 0 12
Perlakuan 24 2,50 1,142 1 4
Ranks
Perlakuan N Mean Rank
IFE Kontrol Positif 6l 5.50
Kontrol Negatif 6 17.33
Dosis 1 6 16.25
Dosis 2 6 10.92
Total 24
Test Statistics®”
FE
Chi-Square 11.578
df 3
Asymp. Sig. .009

a. Kruskal Walllis Test

b. Grouping Variable:

Perlakuan
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C. Hasil Analisis Uji Wilcoxon Pengaruh Ekstrak tepung Kedelai Hitam

terhadap Jumlah Korpus Luteum dan Jumlah Fetus

Ovariektomi Unilateral

a.  Uji Wilcoxon Jumlah Korpus Luteum

Test Statistics?

Mencit Pasca

Negatif - Dosisl - Dosis?2 - Dosisl - Dosis2 -
Positif Positif Positif Negatif Negatif
z .2.003" -1.802° .2.032° -1.160° -1.625°
Asymp. Sig. (2= )7 027 024 246 104
Jailed)
a. Wilcoxon Signed Ranks Test
b. Based on negative ranks.
c. Based on positive ranks.
b. Uji Wilcoxon Jumlah Fetus
Test Statistics®
Negatif - Dosisl - Dosis?2 - Dosisl - Dosis2 -
Positif Positif Positif Negatif Negatif
VA -2.023b -2.226b -1.604b -.135¢c -1.483c
ASYMD. Sig. (2= |43 026 109 893 138
Jtailed)

a. Wilcoxon Signed Ranks Test
b. Based on negative ranks.
c. Based on positive ranks.
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