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"Sesungguhnya bersama kesulitan itu ada kemudahan, sesungguhnya bersama 

kesulitan itu ada kemudahan." 

(QS. Al-Insyirah: 5-6)*) 

 

 

“Menuntut ilmu adalah taqwa, menyampaikan ilmu adalah ibadah, mengulang-

ulang ilmu adalah dzikir, dan mencari ilmu adalah jihad” 

(Imam Al-Ghazali)**) 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

*) Departemen Agama. 1974. Al Qur’an dan Terjemahannya. Jakarta: PT. 
Bumi Restu. 

**)    Imam Al-Ghazali 
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RINGKASAN 
 

Pengaruh Ekstrak Etanol Kedelai Hitam (Glycine soja Sieb. Et Zucc) 
Terhadap Ketebalan Kulit Mencit (Mus musculus L.) Pasca Unilateral 
Ovariektomi; Isna Kurotul Akyun; 2019: 38 halaman; Jurusan Biologi Fakultas 
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember. 

 Ovariektomi merupakan proses pengambilan ovarium pada organ 

reproduksi betina dan mengakibatkan defisiensi estrogen. Defisiensi estrogen 

menyebabkan penurunan jumlah keratinosit pada epidermis dan kolagen dalam 

dermis, sehingga akan mempengaruhi ketebalan kulit. Upaya yang dapat 

dilakukan dalam menanggulangi  defisiensi estrogen adalah pemberian senyawa 

fitoestrogen. Tumbuhan yang mengandung banyak fitoestrogen antara lain kedelai 

hitam (Glycin soja). Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat berupa 

informasi ilmiah mengenai potensi kedelai hitam (Glycine soja) sebagai sumber 

estrogen eksogen alami yang dapat dijadikan sebagai alternatif terapi hormon 

estrogen pada wanita menopause. 

Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap 

(RAL) dengan hewan uji berupa mencit strain Balb/C sebanyak 24 ekor yang 

dibagi menjadi 4 kelompok yaitu kontrol negatif (mencit tanpa unilateral 

ovariektomi, tanpa ekstrak kedelai hitam), kontrol positif (mencit unilateral 

ovariektomi, tanpa ekstrak etanol kedelai hitam), kelompok D1 (mencit unilateral 

ovariektomi, pemberian ekstrak kedelai hitam dosis 0,31g/ml/hari), dan kelompok 

D2 (mencit unilateral ovariektomi, pemberian ekstrak kedelai hitam dosis 0,63 

g/ml/hari). Pemberian ekstrak kedelai hitam dilakukan secara gavage diberikan 

selama 20 hari dimulai setelah masa defisiensi estrogen. Pembuatan preparat 

histologi kulit mencit dilakukan dengan metode parafin dan pewarnaan HE 

(Haematoxylin Eosin). Parameter yang diamati pada penelitian ini meliputi 

pengukuran ketebalan epidermis dan dermis mencit. Data yang diperoleh 

dianalisis menggunakan uji OneWay ANOVA dengan taraf kepercayaan 95% atau 

α=0,05 yang dilanjutkan dengan uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) untuk 

melihat beda nyata antar kelompok perlakuan.  
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian ekstrak kedelai hitam 

selama 20 hari pada mencit ovariektomi unilateral dengan dosis 0,31 g/ml/hari 

mampu meningkatkan ketebalan epidermis dan dermis dengan nilai rata-rata 

bertutut-turut 91,69 µm dan 620,48µm. Sedangkan pada dosis 0,63 g/ml/hari 

mampu meningkatkan ketebalan epidermis dan dermis dengan nilai  rata-rata 

berturut-turut 58,93 µm dan 605,86 µm. Kesimpulan dari penelitian ini bahwa 

pemberian ekstrak tepung kedelai hitam  selama 20 hari pada mencit pasca 

ovariektomi menunjukkan bahwa pada dosis 0,31 g/ml/hari dan 0,63 g/ml/hari 

berpengaruh terhadap peningkatan ketebalan kulit meliputi ketebalan epidermis 

dan dermis. Pemberian ekstrak kedelai hitam pada dosis 0,31g/ml/hari 

menunjukkan hasil ketebalan kulit yang tinggi dibandingkan dosis 0,63 g/ml/hari 

pada mencit pasca ovariektomi. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Ovariektomi merupakan tindakan pengambilan ovarium pada organ 

reproduksi betina. Ovariektomi dapat dibedakan menjadi dua, yaitu Unilateral 

ovariektomi (pengambilan satu ovarium) dan ovariektomi bilateral (pengambilan 

2 ovarium). Ovariektomi dapat menyebabkan penurunan kadar estrogen (Cassidy 

et al., 2006). Penurunan kadar estrogen menyebabkan terganggunya proliferasi 

keratinosit pada epidermis dan penurunan sintesis kolagen dalam dermis, sehingga 

akan mempengaruhi ketebalan kulit (Son et al., 2005). 

Kulit merupakan jaringan terluar tubuh dan memiliki fungsi utama sebagai 

proteksi terhadap gangguan eksternal, termasuk radiasi sinar UV, zat kimia 

berbahaya,  serta mikroba (Bradell dan Kenneth, 2008). Struktur kulit terdiri atas 

epidermis dan dermis (Brown dan Burns, 2005). Lapisan epidermis tersusun oleh 

sel non keratinosit dan sel epitel pipih berlapis yang disebut dengan keratinosit. 

Lapisan di bawah epidermis adalah dermis yang mengandung saraf sensoris, 

kelenjar keringat, folikel rambut,  dan jaringan ikat (Kalangi, 2013).  Jaringan ikat 

pada dermis tersusun atas  protein, sel jaringan ikat, serta substansi dasar berupa 

glikosaminoglikans dan glikoprotein (Fawcett, 1994). Komponen  protein jaringan 

ikat berupa  kolagen dan elastin yang terdapat pada dua stratum dermis, yaitu 

stratum papilar dan stratum retikular (Akbar, 2007). Stratum papilar mengandung 

sedikit  elastin dan kolagen, sedangkan stratum retikular mengandung banyak  

elastin dan kolagen, selain itu pada stratum retikular juga terdapat komponen sel 

jaringan ikat yaitu fibroblas (Kalangi, 2013). 

Dermis mengandung  kolagen sebesar 85-90% (Castelo-Branco et al., 

1993). Kandungan kolagen berperan terhadap ketebalan kulit (Markova et al., 

2004). Kolagen akan membentuk ikatan antar sel fibroblas dan menyebabkan 

ketebalan dermis. Kandungan kolagen yang rendah dapat mengakibatkan struktur 

kulit kendur dan tipis sehingga menyebabkan rentan terhadap luka, selain itu 
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rendahnya kandungan kolagen juga menyebabkan  terhambatnya penyembuhan 

luka (Junquiera et al., 2007).  

Ketebalan kulit dipengaruhi oleh hormon estrogen. Estrogen akan 

berikatan dengan reseptor β-estrogen pada keratinosit dan menyebabkan 

proliferasi sel (Son et al., 2005). β-estrogen juga terdapat pada fibroblas dermis 

(Kavitha dan Thampan, 2008). Ikatan estrogen dengan reseptor estrogen dapat 

memicu sel fibroblas dermis untuk mensekresikan molekul prokolagen 

membentuk  kolagen (Junqueira et al., 2007; Irrera et al., 2017). Menurut Kavitha 

dan Thampan (2008) defisiensi estrogen dapat menurunkan densitas kolagen. Hal 

ini didukung oleh Kafantari et al. (2000) yang menyebutkan bahwa tikus 

ovariektomi dengan masa defisiensi estrogen 6 dan 24 minggu mengakibatkan 

menurunnya densitas kolagen kulit. Kandungan kolagen yang rendah merupakan 

indikasi dari menurunnya ketebalan kulit (Rainee-Fenninget al., 2003). Estrogen 

juga dapat mengurangi aktivitas enzim metalloproteinase (MMP) yang berfungsi 

dalam mendegradasi kolagen (Baumann dan Saghari, 2009). 

Defisiensi estrogen dapat diatasi dengan pemberian fitoestrogen (Primiani, 

2013). Fitoesterogen merupakan kelompok hasil metabolit sekunder dari 

tumbuhan yang berperan sebagai estrogen eksogen alami (Glover dan Assinder, 

2006). Kelompok fitoestrogen antara lain isoflavon, lignin, dan coumestan 

(Jefferson et al., 2002). Isoflavon merupakan kelompok fitoestrogen yang 

memiliki kemampuan estrogenik paling kuat (Biben, 2012). Menurut Nanashima, 

et al. (2018) menunjukkan bahwa pemberian 3% ekstrak blackcurrant sebagai 

sumber fitoestrogen dapat meningkatkan kandungan kolagen dermis pada mencit 

ovariektomi.  

Salah satu tumbuhan yang mengandung fitoestrogen adalah kedelai hitam 

(Glycin soja). Kedelai hitam mengandung senyawa isoflavon yang terdiri atas 

genestein 56,9%, daidzein 40,5%, dan glicetin 2,6% (Fawwaz et al., 2016). 

Genestein mempunyai afinitas tinggi untuk berikatan dengan reseptor β-estrogen, 

sehingga akan menginisiasi proliferasi keratinosit, sintesis kolagen, dan 

mengurangi aktivitas MMP pada kulit (Thornton, 2013; Baumann dan Saghari, 

2009). Oleh karena itu perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui efek 
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pemberian ekstrak kedelai hitam (Glycine soja) terhadap ketebalan kulit pada 

mencit (Mus musculus) pasca ovariektomi.  

1.2 Rumusan masalah 

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah apakah pemberian ekstrak 

kedelai hitam (Glycine soja) dapat mempengaruhi ketebalan kulit yaitu ketebalan 

epidermis dan dermis mencit (Mus musculus L.) pasca ovariektomi. 

1.3 Batasan masalah 

Batasan masalah dalam penelitian ini antara lain: 

1. Mencit yang digunakan adalah mencit strain Balb/C 

2. Pengamatan dilakukan pada lapisan epidermis dan dermis kulit mencit 

bagian dorsal 

1.4 Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui efek pemberian ekstrak 

kedelai hitam (Glycine soja) terhadap ketebalan kulit yaitu ketebalan epidermis 

dan dermis mencit (Mus musculus L.) pasca ovariektomi. 

1.5 Manfaat 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat berupa informasi 

ilmiah mengenai pengaruh pemberian ekstrak kedelai hitam (Glycine soja) 

terhadap ketebalan kulit mencit (Mus musculus L.) pasca ovariektomi, serta 

memberikan informasi mengenai potensi kedelai hitam (Glycine soja) sebagai 

sumber estrogen eksogen alami yang dapat dijadikan sebagai alternatif terapi 

hormon estrogen pada wanita menopause. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Struktur Histologi Kulit 

Kulit merupakan jaringan terluar yang menutupi tubuh dan berperan sebagai 

proteksi terhadap gangguan eksternal, meliputi gangguan fisik (panas, dingin, 

radiasi sinar UV), gangguan kimiawi berupa zat kimia berbahaya, gangguan 

mikroba (bakteri, virus, jamur), serta gangguan mekanik berupa tekanan dan 

gesekan (Bradell dan Kenneth, 2008). Kulit terdiri atas lapisan epidermis dan 

dermis (Brown dan Burns, 2005). Struktur histologi kulit dapat dilihat pada 

Gambar 2.1 

 
Gambar 2.1 Struktur histologi kulit dengan pewarnaan Hematoxylin-Eosin 

(Sumber: Naveen et al., 2012) 
 

Epidermis merupakan lapisan terluar kulit. Epidermis terdiri atas 

keratinosit dan non keratinosit (melanosit, sel Langerhans, dan sel Merkel). 

Keratinosit terdiri atas epitel pipih berlapis yang tersusun pada 5 stratum antara 

lain stratum basal, spinosum, granulosum, lusidum (stratum yang hanya terdapat 

pada kulit tebal), serta korneum (Kalangi, 2013). Keratinosit pada stratum basal 

yang merupakan lapisan paling bawah pada epidermis merupakan keratinosit yang 

aktif membelah (Maibach dan Honari, 2014). 
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Lapisan kedua pada kulit yaitu dermis. Dermis berukuran lebih tebal 

dibandingkan dengan epidermis. Dermis mengandung banyak jaringan ikat. 

Jaringan ikat pada dermis tersusun atas  protein (elastin dan kolagen), sel jaringan 

ikat (fibroblas), dan substansi dasar (glikosaminoglikans dan glikoprotein). Selain 

itu dalam lapisan dermis juga terdapat saraf sensoris, kelenjar keringat, dan folikel 

rambut (Kalangi, 2013). 

Dermis terdiri atas 2 lapisan yaitu stratum papilaris dan retikularis (Akbar, 

2007). Stratum papilaris berisi jaringan ikat longgar yang mengandung sedikit  

elastin dan kolagen. Sedangkan stratum retikularis yang berada di bawah stratum 

papilaris terdiri atas fibroblas dan jaringan ikat padat yang mengandung banyak  

kolagen, elastis, serta retikulin (Kalangi, 2013).  

 

2.2 Peran Keratinosit Terhadap Ketebalan Epidermis 

Lapisan epidermis mengandung keratinosit sebesar 85-95% (Kalangi, 

2013). Setiap stratum dalam epidermis memiliki bentuk keratinosit yang berbeda-

beda, dapat dilihat pada Gambar 2.2. Keratinosit yang terdapat pada stratum basal 

berbentuk kuboid dan merupakan keratinosit yang aktif membelah. Mitosis 

keratinosit pada stratum basal akan bermigrasi ke stratum diatasnya yaitu stratum 

spinosum, granulosum, hingga menjadi sel corneocytes di bagian stratum 

korneum (Brandner et al., 2015).  Proses tersebut disebut dengan keratinisasi 

(Kapusniak, 2006). Apabila kemampuan proliferasi keratinosit pada stratum basal 

berkurang, maka dapat menyebabkan terhambatnya proses keratinisasi, sehingga 

sel-sel pada epidermis menjadi lebih tipis dibandingkan lapisan epidermis yang 

normal (Boulter et al., 2013). 
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Gambar 2.2, Struktur histologi epidermis (Sumber: Mescher, 2010). 

 

2.3 Peran Kolagen Terhadap Ketebalan Dermis 

Lapisan dermis mengandung jaringan ikat berupa kolagen sebesar          

85-90%. Kolagen disintesis oleh sel fibroblas (Castelo-Branco et al.,1993).   

Kolagen memiliki struktur yang padat, tersusun tidak teratur dan rapat dalam 

dermis sehingga berperan dalam elastisitas dan ketebalan dermis (Hernawati, 

2008; Markova et al., 2004). Kolagen juga bertanggung jawab terhadap 

penyembuhan luka (Junquiera et al., 2007). 

 

Gambar 2.3 Tingkat densitas kolagen mempengaruhi ketebalan dermis 
(Sumber: Sibilla et al., 2015)  

 

Tingkat densitas kolagen berpengaruh terhadap ketebalan dermis, hal 

tersebut ditunjukkan pada Gambar 2.3. Penurunan kandungan kolagen dapat 
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terjadi pada usia tua, kondisi defisiensi estrogen, serta akibat paparan sinar UV 

berlebih. Penurunan kandungan kolagen mengakibatkan densitas kolagen 

menurun dan susunannya menjadi teratur (Sibilla et al., 2015). Di dalam dermis, 

kolagen akan membentuk ikatan antar satu fibroblas dengan fibroblas lainnya. 

Jumlah kolagen yang berkurang akan menyebabkan ikatan semakin merenggang 

sehingga akan memperlihatkan kondisi dermis yang kendur dan tipis. Disebutkan 

oleh Son, et al. (2005) bahwa ketebalan lapisan dermis ditentukan oleh kandungan 

jaringan ikat khususnya  kolagen. Lebih lanjut disebutkan bahwa penurunan 

kandungan kolagen dapat diukur melalui ketebalan dermis (Raine-Fenning et al., 

2003).  

 

2.4 Peran Estrogen terhadap Proliferasi Keratinosit dan Sintesis Kolagen  

Estrogen merupakan hormon steroid yang diproduksi oleh ovarium 

(Heffner dan Schust, 2005). Reseptor hormon estrogen pada kulit terdapat di 

keratinosit pada epidermis dan fibroblas dermis (MacLean et al., 1990). Hormon 

estrogen yang bekerja pada keratinosit dan sel fibroblas kulit menyebabkan 

meningkatnya elastisitas dan ketebalan kulit (Son et al., 2005). Terdapat reseptor 

α-estrogen dan β-estrogen pada keratinosit dan fibroblas (Perzelova et al., 2016; 

Hacynski et al., 2002). Kadar reseptor β-estrogen lebih tinggi daripada α-estrogen 

pada keratinosit dan fibroblas (Thornton et al., 2003; Hacynski et al., 2002). 

Menurut Son et al. (2005) bahwa pemberian topical 17β-estradiol terhadap 

kulit dapat menstimulus proliferasi keratinosit melalui pengikatan reseptor β-

estrogen, sehingga dapat meningkatkan ketebalan epidermis. Peran estrogen 

dalam mempengaruhi ketebalan epidermis dilaporkan oleh Comelekoglu, et al. 

(2012) yang menunjukkan bahwa tikus ovariektomi dengan masa defisiensi 

estrogen 3 bulan mempunyai lapisan epidermis lebih tipis dibandingkan dengan 

tikus normal. 

Peranan estrogen lainnya pada kulit yaitu berperan terhadap sintesis 

kolagen (Son et al., 2005). Estrogen bekerja pada fibrolablas melalui 2 jalur yaitu 

melalui regulasi Growth Factor yang akan berikatan dengan reseptor tirosin 

kinase. Jalur kedua yaitu melalui pengikatan estrogen dengan reseptor β-estrogen 
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pada fibroblas (Son et al., 2005; Thornton, 2013). Hal tersebut akan menstimulus 

fibroblas untuk mensintesis molekul prokolagen yang kemudian membentuk  

kolagen (Junquiera et al., 2007). Peran estrogen dalam mempengaruhi sintesis 

kolagen telah dilaporkan oleh Kafantari et al. (2000) yang menyebutkan bahwa 

tikus ovariektomi dengan masa defisiensi estrogen 6 dan 24 minggu 

mengakibatkan menurunnya densitas kolagen kulit. Estrogen juga mempengaruhi 

aktivitas enzim metalloproteinase (MMP) yang berfungsi dalam mendegradasi 

kolagen. Defisiensi estrogen akan mengaktifkan MMP sehingga akan terjadi 

penurunan densitas kolagen yang berefek pada penurunan ketebalan lapisan 

dermis (Baumann dan Saghari, 2009). 

 
2.5 Kandungan Isoflavon pada Kedelai Hitam (Glycine soja) 

Kedelai hitam merupakan salah satu tumbuhan yg berpotensi sebagai  

sumber fitoestrogen. Fitoestrogen terdiri atas isoflavon, lignin, dan coumestan 

yang merupakan hasil metabolit sekunder dari tumbuhan dan dapat berperan 

sebagai estrogen eksogen (Sitasiwi et al., 2008; Jefferson et al., 2002). Isoflavon 

adalah sumber estrogen eksogen alami yang paling banyak dimanfaatkan (Biben, 

2012). Isoflavon memiliki struktur kimia mirip estrogen yang disebut dengan 

struktur cincin fenolat, sehingga dapat berikatan dengan reseptor estrogen tubuh 

(Winarsi, 2005). Struktur kimia pada isoflavon dapat dilihat pada Gambar 2.5 

 

Gambar 2.5, Struktur kimia isoflavon (Sumber: Nakamura et al., 2001). 
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 Kelompok tumbuhan Leguminoceae khususnya kedelai memiliki 

kandungan isoflavon yang tinggi dibandingkan dengan jenis tumbuhan lainnnya 

(Pradana, 2008). Kedelai hitam merupakan sumber fitoestrogen dari kelompok 

Leguminoceae yang memiliki kandungan isoflavon tertinggi dibandingkan dengan 

kedelai kuning, koro hitam, dan koro kratok (Sulistiani et al., 2014). Senyawa 

isoflavon dalam kedelai hitam terdiri atas genestein 56,9%, daidzein 40,5%, dan 

glicetin 2,6% (Fawwaz et al., 2016). Genestein mempunyai afinitas yang tinggi 

untuk mengikat β-esterogen, sehingga memiliki efek positif pada kulit untuk 

meningkatkan proliferasi keratinosit dan produksi prokolagen oleh sel fibroblas 

(Thornton, 2013). Mekanisme genestein dalam mempengaruhi fibroblas 

ditunjukkan pada Gambar 2.6. Genestein akan berikatan dengan reseptor             

β-estrogen fibroblas dan menyebabkan fibroblas mensintesis prokolagen menjadi 

kolagen 

 

Gambar 2.6 Mekanisme kerja genestein pada fibroblas  
(Sumber: Irrera et al., 2017) 

 
2.6 Hipotesis 

1. Pemberian ekstrak kedelai hitam dapat meningkatkan ketebalan epidermis 

mencit pasca ovariektomi 

2. Pemberian ekstrak kedelai hitam dapat meningkatkan ketebalan dermis 

mencit pasca ovariektomi 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat 

Penelitian dilaksanakan pada bulan Januari  sampai Juni 2019, dilakukan 

di Laboratorium Zoologi dan Laboratorium Botani Jurusan Biologi, Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember, serta di 

Laboratorium Patologi Anatomi RS. Soebandi Jember,  

3.2 Alat dan Bahan  

3.2.1 Alat 

Alat yang digunakan dalam penelitian adalah kandang mencit berukuran 

34x 25x 12cm dari bak plastik, penutup ram kawat besi, dan botol minum mencit, 

oven, timbangan duduk skala gram, grinder,saringan tepung 60 mesh, beaker glass 

(1000 ml, 600 ml, 200 ml), gelas ukur 100 ml, corong plastik kecil, spatula, cawan 

porselen 75 cc, dan waterbath.. papan bedah, spuit injection (Terumo Syringe 

1cc/ml) 0,65 x 32 mm, ekskavator, hecting set, silet jarum sutura no.2 (One Med), 

rotary microtom, mikroskop, dan OptiLab. Pemberian ekstrak kedelai hitam pada 

mencit menggunakan jarum gavage. 

 

3.2.2 Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah mencit (Mus musculus 

L.) betina strain Balb/C yang diperoleh dari Pusvetma Surabaya umur 2 bulan, 

pakan pallet (BR1) produksi PT. Chareon Pokphand Indonesia Animal Feedmill 

Co. Ltd Jakarta, sekam padi, akuades, ketamine (Pantex-Holland B. V)10%,  xyla 

(Pantex-Holland B. V), benang silk dan cat gut no.3, betadine (Povidone Iodine) 

10%, alkohol 70% (Mediss), antibiotik (Levoflaxacin), cairan NaCl 0,9%, 

parasetamol,  kasa steril (One me), biji kedelai hitam dari Balai Penelitian 

Kacang-kacangan dan Umbi-umbian Malang, kertas saring, kain saring, tissue, 

gloves, kloroform, larutan fiksasi (formalin 10%), alkohol bertingkat 80%, 85%, 
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90%, 95%, alkohol absolut, xylol, parafin, perekat untuk proses mounting, dan 

pewarna Hematoxylin Eosin.  

 

3.3 Rancangan Penelitian 

Rancangan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah 

Rancangan Acak Lengkap dengan 4 perlakuan dan 6 kali pengulangan. Variabel 

bebas pada penelitian ini adalah dosis pemberian ekstrak kedelai hitam, 

sedangkan variabel terikatnya adalah ketebalan kulit mencit unilateral 

ovariektomi.  Jumlah Mus musculus strain Balb/C yang digunakan adalah           

24 mencit. Pembagian kelompok uji penilitian ini adalah: 

Kelompok 1: kontrol negatif yaitu mencit tanpa ovariektomi serta tanpa 

pemberian ekstrak kedelai hitam. 

Kelompok 2: kontrol positif yaitu mencit ovariektomi, tanpa pemberian ekstrak 

kedelai hitam. 

Kelompok 3: pemberian ekstrak kedelai hitam pada mencit ovariektomi dengan 

dosis 0,31g/ml/hari selama 20 hari. 

Kelompok 4: pemberian ekstrak kedelai hitam pada mencit ovariektomi dengan 

dosis 0,63g/ml/hari selama 20 hari. 
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Rancangan penelitian secara garis besar dapat dilihat berdasarkan gambar 

dibawah : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

Gambar 3.1 Alur Penelitian 

 

3.4 Tahapan Penelitian 

3.4.1 Persiapan Hewan Uji 

Hewan uji yang digunakan adalah mencit betina strain Balb/C umur        

60 hari. Mencit dipelihara pada kandang berupa bak plastik dengan tutup berupa 

kawat yang menutupi bagian atas kandang. Mus musculus dipelihara dengan 

pemberian pakan berupa pakan pellet (BR1) dan diberikan minum secara ad 

libitum. 

 

24 hewan uji ( Mus musculus) dibagi menjadi 4 kelompok 

K- 
(tanpa ekstrak 
kedelai hitam) 

) 

K+ 
(tanpa ekstrak 
kedelai hitam) 

   

Dosis 1 
(0,31g/ml/hari 
selama 20 hari) 

Masa defisiensi estrogen (5 bulan) 

Pengambilan kulit mencit bagian dorsal pada hari ke-21  

Pembuatan preparat histologi kulit dengan pewarnaan Hematoxylin-Eosin 

Analisis Data 

18 Mencit Unilateral Ovariectomy 

Dosis 2 
(0,63g/ml/hari 
selama 20 hari) 

Pengukuran ketebalan 
epidermis kulit mencit  

Pengukuran ketebalan dermis 
kulit mencit  

 

6 Mencit tanpa Unilateral Ovariectomy 
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2.6.1 Perlakuan Mencit Unilateral Ovariectomy 

Mencit dibius dengan ketamine 10 % dan xyla dengan perbandingan 1:1 

sebanyak 0,05 ml. Mencit diletakkan secara terlentang pada papan bedah dan 

dilakukan pembedahan pada daerah abdomen serta diinsisi pada Muculus oblikus 

abdominis eksternus dan Musculus oblikus abdominis internus. Salah satu 

ovarium dipotong. Proses penutupan dengan dijahit pada bagian M. oblikus 

abdominis internus menggunakan benang cat gut sedangkan M. oblikus abdominis 

eksternus menggunakan benang silk.  Perawatan luka dilakukan dengan 

pemberian antibiotik sebanyak 0,05 ml dan parasetamol selama 1 minggu (Strom 

et al., 2012).  

 

3.4.3 Pembuatan Ekstrak Kedelai Hitam 

Kedelai hitam ditimbang, kemudian dioven dalam suhu 40-45ºC selama 2-3 

hari. Selanjutnya digrinder dan diayak, kemudian tepung kedelai hitam ditimbang 

dan dimaserasi dalam alkohol 70 % dengan perbandingan 1:4 (200 gram tepung 

kedelai hitam: 800 ml alkohol 70 %) dan dihomogenkan, selanjutnya dimaserasi 

selama 2 x 24 jam. Supernatan disaring untuk mendapatkan filtratnya. Filtrat 

dimasukkan ke dalam rotary evaporator dengan suhu 90ºC hingga diperoleh 

filtrat tanpa alkohol.  Filtrat tanpa alkohol dipanaskan di waterbath selama ± 8 jam 

untuk mendapatkan crude extract dalam bentuk pasta (Panizzi et al., 2002). 

 

3.4.4 Perlakuan Hewan Uji 

Pemberian ekstrak kedelai hitam dilakukan pada mencit ovariektomi yang 

dimulai pada bulan ke-5. Pemberian ekstrak kedelai hitam dilakukan selama       

20 hari berturut-turut secara oral (gavage) pada mencit. Dosis yang digunakan 

sesuai dengan penelitian (Abdi, 2017) yaitu 0,31g/ml/hari dan 0,63g/ml/hari. 

Pemberian ekstrak kedelai hitam dengan cara mencampurkan takaran pasta 

dengan aquades 1ml sesuai dosis yang ditentukan yaitu 0,31g/ml/hari dan 

0,63g/ml/hari. 
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3.4.5 Pembuatan Preparat Histologi Kulit 

Mencit dianestesi dengan kloroform dan diletakkan di atas papan bedah 

dengan posisi telentang, kemudian dilakukan pembedahan hewan uji. Tahap 

pertama pengambilan sampel kulit yaitu penghilangan rambut-rambut kulit bagian 

dorsal menggunakan silet. Selanjutnya dibuat sayatan pada kulit bagian dorsal 

punggung dengan ukuran 3x3cm. Berdasarkan Dellman dan Brown (1992) kulit 

bagian dorsal temasuk kulit tipis yang memiliki ketebalan kulit lebih tinggi 

dibandingkan dengan kulit ventral. Menurut Suntoro (1983) pembuatan preparat 

histologi dilakukan dengan beberapa tahapan yaitu: 

a. Fiksasi, Dehidrasi, dan Clearing 

Proses fiksasi dilakukan dengan cara memasukkan sampel kulit yang telah 

diambil ke dalam botol flakon berisi PBS formalin 10% selama 2 hari dan dicuci 

dengan alkohol 70%. Kemudian dilanjutkan dengan proses dehidrasi yaitu 

memindahkan sampel kulit pada alkohol bertingkat dimulai dari alkohol 70%, 

80%, dan 95% masing-masing selama 1,5 jam. Selanjutnya dimasukkan dalam 

alkohol absolut dan xylol dengan perbandingan 3:1, 1:1, dan 1:3 masing-masing 

selama 30 menit. Tahapan selanjutnya yaitu clearing menggunakan xylol selama 

24 jam. 

b. Infiltrasi dan Embedding 

Infiltrasi dilakukan dengan mengganti senyawa clearing pada jaringan 

menggunakan xylol parafin 1:1 selama 30 menit, kemudian menggunakan parafin 

I, II, III masing-masing 30 menit. Proses infiltrasi dilakukan didalam oven pada 

suhu 50-56ºC. Tahapan selanjutnya adalah embedding yaitu dilakukan 

penanaman sampel kulit, sehingga akan dihasilkan kulit dalam blok parafin yang 

ditempelkan pada balok kayu.  

c. Sectioning (Penyayatan) dan Affixing (Perekatan) 

Blok parafin disayat menggunakan mikrotom dengan ketebalan 6 µm. 

Kemudian irisan direkatkan di atas objek glass  yang sebelumnya telah diolesi 

campuran albumin dan gliserin. 
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d. Staining (Pewarnaan) dan Mounting (Penutupan) 

 Sebelum diwarnai, dilakukan deparafinisasi yaitu penghilangan parafin 

menggunakan xylol selama 15 menit, kemudiandilakukan hidrasi menggunakan 

alkohol bertingkat mulai dari alkohol absolut, 95%-30%, dan dilanjutkan pada 

aquades. Selanjutnya dilakukan pewarnaan dengan Haematoxylin selama            

3-7 detik, dicuci  dengan  akuades kemudian preparat dimasukkan kedalam 

alkohol bertingkat 30%-70%, setelah itu dilakukan pewarnaan dengan Eosin 

selama 3 menit. Preparat dimasukkan  kembali dalam alkohol 70%-95% dan 

alkohol absolut selama 2-3 menit. Selanjutnya dimasukkan kedalam xylol selama 

10 menit. 

Tahap terakhir adalah proses mounting  yaitu preparat diolesi menggunakan 

entelan dan ditutup menggunakan cover glass, kemudian diletakkan pada hotplate 

untuk menghilangkan adanya gelembung udara. Preparat histologi kulit yang telah 

selesai, diamati di bawah mikroskop. 

 

3.5 Parameter Penelitian 

Parameter yang diamati adalah pengamatan histologi kulit mencit. 

Pengamatan histologi kulit dilakukan dengan mengukur ketebalan lapisan 

epidermis dan dermis menggunakan Optilab. Pengukuran dilakukan dalam           

1 bidang pandang pada masing-masing sampel. Setiap bidang pandang dilakukan 

pengukuran pada 6 area (3 area lapisan tipis, 3 area lapisan tebal). Hasil 

perhitungan dari 6 area tersebut kemudian dirata-rata dan didapatkan nilai rata-

rata ketebalan epidermis dan dermis (Oltulu et al., 2018). 

3.6 Analisis Data 

 Data yang diperoleh berupa ketebalan epidermis dan dermis, kemudian 

dianalisis secara kuantitatif. Data ketebalan kulit secara kuantitatif disajikan 

dalam bentuk (rata-rata) ± standar deviasi. Perhitungan statistik dilakukan 

menggunakan aplikasi perangkat lunak Statistical Product and Service Solutions 

(SPSS) versi 15.0. Data dianalisis menggunakan uji OneWay ANOVA dengan 

taraf kepercayaan 95% dan nilai signifikansi α= 0,05. Jika penelitian ini 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


16 
 

16 
 

menunjukkan hasil yang signifikan, maka dilakukan uji Duncan Multiple Range 

Test (DMRT) untuk mengetahui adanya beda nyata antar kelompok uji (Steel dan 

Torrio, 1993). 
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan  

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa pemberian ekstrak 

etanol kedelai hitam selama 20 hari dapat meningkatkan ketebalan kulit yaitu 

ketebalan lapisan epidermis dan dermis mencit pasca unilateral ovariektomi. 

Pemberian ekstrak kedelai hitam pada dosis 0,31g/ml/hari menunjukkan hasil 

ketebalan kulit yang tinggi dibandingkan dosis 0,63 g/ml/hari. 

5.2 Saran 

Penelitian ini merupakan langkah awal untuk mengetahui pengaruh 

ekstrak kedelai hitam terhadap ketebalan kulit mencit (Mus musculus) pasca 

ovariektomi. Penelitian lebih lanjut perlu dilakukan penurunan dosis dan masa 

pemberian ekstrak kedelai hitam terhadap mencit pasca ovariektomi.  
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LAMPIRAN 
 

A. Penentuan Dosis Ekstrak Kedelai Hitam 

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

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

-    Konversi: 

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. 

- 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).  
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B. Hasil Analisis Statistik Uji OneWay ANOVA Pengaruh Ekstrak Kedelai 
Hitam Terhadap Ketebalan Epidermis Mencit (Mus musculus) Pasca 
Ovariektomi 
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C. Hasil Analisis Statistik Uji OneWay ANOVA Pengaruh Ekstrak Kedelai 

Hitam Terhadap Ketebalan Dermis Mencit (Mus musculus) Pasca 
Ovariektomi 
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