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Jadikanlah sabar dan shalat sebagai penolongmu. Dan sesungguhnya yang
demikian itu sungguh berat, kecuali bagi orang-orang yang khusyu’
(QS.Al Bagarah 2 : 45%)

Sesungguhnya keadaan-Nya apabila Dia menghendaki sesuatu hanyalah berkata
kepadanya : “Jadilah!” maka terjadilah ia
(QS. Yaseen 36 : 83**)

*)  Kementerian Agama Republik Indonesia, Yayasan Penyelenggara
Penerjemah /Penafsiran Al Qur’an. 2009. Mushaf Al-Qur’an dan
Terjemahannya. Bogor: Nur Publishing.

**)  Departemen Agama Republik Indonesia. 1998. Al Qur’an dan

Terjemahannya. Semarang: PT Kumudasmoro Grafindo.
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RINGKASAN

Efek Pemberian Ekstrak Tepung Tempe Kedelai Terhadap Struktur
Histologi Kelenjar Mammae Mencit (Mus musculus L) Strain  Swiss
Webster Ovariektomi; Riza Oktaviana, 111810401052; 2016: 35 halaman;
Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas
Jember.

Estrogen sangat berperan dalam pertumbuhan kelenjar mammae yaitu
merangsang pertumbuhan stroma dan sistem saluran serta dapat merangsang
penimbunan lemak pada kelenjar mammae yang dapat memberikan massa pada
kelenjar mammae. Kadar estrogen yang menurun menyebabkan kelenjar mammae
atropi dan terjadi pelebaran duktus yang dapat memicu timbulnya peradangan.
Tempe merupakan makanan yang mengandung senyawa fitoestrogen yang
mempunyai struktur menyerupai 17 estradiol. Penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui perngaruh ekstrak tepung tempe kedelai terhadap mencit (Mus
musculus) strain Swiss Webster ovariektomi.

Metode yang digunakan adalah metode eksperimental dengan hewan uji
berupa mencit (Mus musculus) betina strain Swiss Webster ovariektomi sebanyak
45 ekor yang dibagi menjadi lima kelompok yaitu kelompok kontrol negatif
(mencit strain Swiss Webster tanpa ovariektomi dan tanpa pemberian ekstrak
tepung tempe kedelai), kontrol positif (mencit strain Swiss Webster ovariektomi
tanpa pemberian ekstrak tepung tempe kedelai), D1 (0,21 g/ml/hari ekstrak
tepung tempe kedelai), D2 (0,42 g/mi/hari ekstrak tepung tempe kedelai), D3
(0,63 g/mi/hari ekstrak tepung tempe kedelai). Pemberian ekstrak tepung tempe
kedelai pada mencit strain Swiss Webster dilakukan selama 10, 20, dan 30 hari
secara gavage pada masing-masing dosis. Mencit dibedah pada hari ke 11, 21, dan
31. Pembuatan preparat histologi kelenjar mammae dengan metode parafin dan
pewarnaan HE (Haematoxylin Eosin). Parameter yang diamati dalam penelitian
ini meliputi diameter lumen dan tebal epitel duktus intralobularis

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian ekstrak tepung tempe
kedelai selama 10, 20, dan 30 hari dapat menurunkan rata-rata diameter lumen

dan meningkatkan tebal epitel duktus intralobularis. Nilai rata-rata diameter
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lumen terendah dijumpai pada dosis 3 (0,63 g/ml/hari) selama perlakuan 30 hari
yaitu 23,40 um dan nilai rata-rata tebal lapisan epitel teringgi dijumpai pada dosis
3 (0,63 g/ml/hari) selama perlakuan 30 hari yaitu 8,96 um.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Estrogen sangat berperan dalam pertumbuhan kelenjar mammae yaitu
merangsang pertumbuhan stroma dan sistem saluran serta dapat merangsang
penimbunan lemak pada kelenjar mammae yang dapat memberikan massa pada
kelenjar mammae (Guyton, 1995). Fungsi hormon estrogen berkaitan erat dengan
progesteron untuk merangsang pertumbuhan saluran air susu (duktus laktiferus)
dan alveoli kelenjar mammae (Partodiharjo, 1992).

Kadar estrogen yang menurun salah satunya pada kondisi menopause pada
wanita akan berdampak pada sistem reproduksi wanita. Selain terjadi secara
alamiah menopause juga dapat terjadi akibat pengambilan ovarium atau rusaknya
karena efek radiasi yang digunakan dalam pengobatan penderita kanker. Adanya
efek radiasi ini menyebabkan menopause dini jika terapi radiasi mengenai daerah
ovarium (Maulida, 2010). Dengan menurunnya kadar estrogen kelenjar mammae,
mengalami perubahan struktur berupa involusi yaitu jaringan ikat lobulus berubah
dari struktur yang longgar menjadi struktur yang padat. Selain itu membran
basalis di sekitar asinus menebal dan sel yang membatasi asinus menghilang,
epitel alveoli dan duktus mengalami atrofi dan hanya beberapa duktus terlihat
pada lobus. Pada beberapa duktus yang terlihat jaringan ikat memadat dan
homogen (Lesson and Paparo, 1996). Perubahan struktur kelenjar mammae
berupa peningkatan jaringan ikat dan pelebaran duktus dapat memicu timbulnya
peradangan (Baziad, 2003).

Kedelai dan produk pangan turunannya yaitu tempe merupakan makanan
yang mengandung senyawa fitoestrogen (Nadesul, 2008). Fitoestrogen merupakan
senyawa yang mempunyai struktur menyerupai 17p estradiol (Burton and Weels,
2002) yang mempunyai afinitas dengan reseptor estrogen di beberapa organ tubuh

yaitu uterus, ovarium, kelenjar mammae dan tulang (Kim and Park, 2012).
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Fitoestrogen di dalam tempe terdapat dalam bentuk isoflavon dalam bentuk
aglikon yaitu genestein (Wuryani, 1995).

Beberapa penelitian mengenai pengaruh penggunaan fitoestrogen terhadap
kelenjar mammae telah dilakukan. Menurut Agustini et al., (2007) menyebutkan
bahwa pemberian esktrak biji klabet (Trigonella foenum-graecum L.) yang
mengandung diosgenin dengan dosis 60mg/200g BB dapat meningkatkan
perkembangan lobus kelenjar mammae pada tikus putih betina galur wistar. Selain
itu Kusmana et al., (2007) menyebutkan bahwa pemberian ekstrak rimpang kunyit
yang memiliki kandungan fitosteroid dengan dosis 230 mg/kg bb, 310 mg/kg bb,
dan 390 mg/kg bb dapat meningkatkan ketebalan terhadap diameter duktus
kelenjar mammae.

Telah diketahui bahwa tepung tempe memiliki kandungan isoflavon lebih
tinggi sebanyak 901,24 mg/kgBK jika dibandngkan dengan tepung kedelai
(Suprihatin, 2008). Oleh karena itu perlu dilakukan penelitian tentang efek
pemberian ekstrak tepung tempe kedelai sebagai salah satu sumber fitoestrogen

terhadap kelenjar mammae pada mencit strain swiss webster ovariektomi.

1.2. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah diuaraikan maka dapat disusun
rumusan masalah sebagai berikut :
a. Apakah pemberian ekstrak tepung tempe kedelai berpengaruh terhadap struktur
histologi kelenjar mammae mencit strain Swiss Webster ovariektomi?
b. Berapakah dosis dan lama pemberian ekstrak tepung tempe kedelai yang
paling berpengaruh terhadap struktur histologi kelenjar mammae mencit strain

Swiss Webster ovariektomi?

1.3 Tujuan Penelitian
Berdasarkan rumusan masalah yang telah diuaraikan maka dapat disusun

tujuan sebagai berikut :
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a. Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak tempe kedelai terhadap
diameter lumen dan tebal lapisan epitel duktus intralobularis kelenjar mammae
pada mencit strain Swiss Webster yang ovariektomi.

b. Untuk mengetahui dosis dan lama pemberian ektrak tepung tempe kedelai yang
paling berpengaruh terhadap struktur histologi kelenjar mammae pada mencit

strain Swiss Webster ovariektomi.

1.4 Batasan Masalah
Struktur histologi kelenjar mammae yang diamati meliputi diameter lumen

dan tebal lapisan epitel duktus intralobularis kelenjar mammae.

1.5 Manfaat Penelitian

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah
tentang pemanfaatan tepung tempe kedelai sehingga dapat dimanfaatkan oleh
masyarakat sebagai salah satu alternatif sumber estrogen eksogen untuk

mengurangi atropi dan dilatasi kelenjar mammae pada kondisi defisiensi estrogen.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kandungan Nutrisi dan Isoflavon Tempe Kedelai

Kedelai merupakan jenis kacang-kacangan yang memiliki banyak
kandungan nutrisi. Menurut Messina (1999) kedelai memiliki sumber protein,
lemak, serat, vitamin (riboflavin) dan mikronutrients berupa folat, kalsium, zink
dan besi. Dalam proses pembuatannya, kedelai digunakan sebagai bahan
pembuatan tempe melalui proses fermentasi sehingga mengalami perubahan
komposisi. Perubahan komposisi tersebut disebabkan oleh keterlibatan
mikroorganisme terutama saat perendaman dan fermentasi, sehingga tempe
menjadi lebih enak, bergizi dan mudah dicerna. Salah satu faktor penting dalam
perubahan komposisi tersebut adalah karena terbentuknya senyawa-senyawa
isoflavon dalam bentuk bebas (aglikon) dan senyawa faktor-I1 (6,7,4- trihidroksi
isoflavon) yang hanya terdapat pada tempe dan tidak terdapat pada kedelai
(Pawiroharsono, 1995).

Salah satu senyawa yang terkandung dalam kedelai maupun tempe kedelai
adalah fitoestrogen. Fitoestrogen merupakan senyawa metabolit sekunder yang
berasal dari tanaman yang secara struktur dan fungsi mirip dengan estrogen
(Murkies et al., 1998; Whitten and Patisaul, 2001). Fitoestrogen memiliki tiga
kelompok utama yaitu isoflavon, coumestans dan lignan (Murkies et al., 1998;
Rishi, 2002). Isoflavon pada kedelai memiliki empat bentuk yaitu, dalam bentuk
aglikon antara lain genistein dan glistein, bentuk glikosida antara lain daidzin,
genistin dan glistin, bentuk asetilglikosida antara lain 6-0-asetildaidzin, 6-0-
asetilgenestein, 6-0-asetilglistin dan bentuk isoflavon antara lain mlonilglikosida,
6-0-malonildaidzin, 6-0-malonilgenestein dan 6-0-malonilglistin (Wang and

Murphy, 1994). Kandungan isoflavon pada tempe dapat dilihat pada Tabel 2.1
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Tabel 2.1 Kandungan isoflavon tempe (mg) dalam 100 gram bahan

Isoflavon Rata-Rata Standart Deviasi Minimal  Maksimal
Daidzein 17,59 3,13 4,67 27,30
Genistein 24,85 5,47 1,11 39,77
Glycitein 2,10 0,67 0,90 3,20
Isoflavon Total 45,32 8,34 6,88 62,50

(Sumber : USDA, 1999)

Isoflavon dalam kedelai memiliki tiga komponen penting yaitu daidzein,
genistein dan glistein (Rishi, 2002). Menurut Pawiroharsono (1998) genestein
dapat dibentuk dari biochanin A dan mengalami metabolisme menjadi p-etilfenil
estrogen yang bersifat inaktif, sedangkan deidzein dapat dibentuk dari
formoninetin oleh bantuan enzim hidrolitik bakteri yang berada di lumen usus dan
mengalami metabolisme menjadi equol dan o-desmetilgolesin. Struktur kimia

daidzein dan genestein dapat dilihat pada Gambar 2.1.

OH OH
: T
X e
HO 0 HO o

Daidzein Genistein

Gambar 2.1 Struktur kimia daidzein dan genestein (Sumber : Setchell, 1984)

Menurut Safrida (2008) kandungan isoflavon tepung tempe kedelai berupa
genestein adalah 250,65 mg/kg berat kering. Isoflavon memiliki efek estrogenik
yang berbeda antara manusia dan hewan tergantung pada dosis yang digunakan
(Yulianto, 2003). Dosis isoflavon yang digunakan oleh manusia dan hewan
berbeda, untuk manusia digunakan dosis isoflavon sekitar 0,4-10 mg/kg berat
badan/hari dan untuk hewan digunakan digunakan dosis isoflavon berkisar 1-10
mg/100g berat badan/hari. Perlakuan dosis isoflavon ini digunakan untuk terapi
pada tulang, payudara, ovarium, hipofisis, pembuluh darah, prostat, serum lipid.
(Whitten and Patisaul, 2001).
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Isoflavon mempunyai struktur kimia yang hampir sama dengan estrogen,
oleh karena itu isoflavon disebut juga dengan fitoestrogen. Struktur kimia
fitoestrogen yang paling khas adalah adanya cincin fenolik, dengan adanya cincin
fenolik fitoestrogen dapat berikatan dengan reseptor estrogen (Murkies et al.,
1998). Efek estrogenik pada isoflavon berkaitan dengan struktur isoflavon yang
dapat ditransformasikan menjadi bentuk equol, equol ini mempunyai struktur
kimia berupa cincin fenolik yang mirip dengan estrogen (Pawiroharsono, 1998).

2.2 Mekanisme Kerja Hormon Estrogen dan Fitoestrogen terhadap Organ

Target

Hormon estrogen terdiri atas tiga jenis yaitu estron, estradiol dan estriol
Estradiol disintesis oleh sel teka dan sel granulosa pada ovarium, sedangkan
estron dan estriol disintesis oleh hati. Estradiol yang dihasilkan akan disekresikan
ke dalam darah, kemudian estradiol akan berikatan demgan globulin dan albumin
atau estradiol akan berikatan dengan reseptor estrogen (Bustamam, 2008).

Estrogen memiliki dua reseptor dalam mekanisme kerjanya yaitu reseptor
estrogen alfa (ERa) dan reseptor estrogen beta (ERB). Kedua reseptor estrogen ini
memiliki spesifitas pengikatan yang berbeda dan berperan terhadap ligan yang
sama dengan respon yang berbeda (Ibanez and Baulieu, 2005; Yoles et al., 2003).
Menurut Bustamam (2008) REa terdapat pada saluran reproduksi yaitu uterus,
vagina, ovarium dan kelenjar mammae, hipotalamus, sel-sel endotel dan otot
polos vaskular sedangkan REf terdapat pada ginjal, tulang, mukosa intestinal, sel
endotel, otak dan pembuluh darah.

Kelenjar mammae mencit dan manusia memiliki REa dan REB (Couse and
Korach, 1999; Jarvinen et al., 2000). Pada kelenjar mammae mencit REa
ditemukan pada jaringan epitel dan jaringan stroma (Haslam, 1989). Menurut
Cheng et al., (2004) REB juga terletak pada epitel dan stroma. REa ditemukan
dalam jumlah lebih banyak daripada REp.

Estrogen berperan dalam menginduksi proliferasi sel epitel kelenjar

mammae dengan cara berikatan dengan reseptor estrogen yaitu REo melalui
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mekanisme parakrin. Faktor parakrin yang berperan dalam menginduksi
proliferasi yaitu Epidermal Growth Factor (EGF) (Ciarloni et al., 2006). Estrogen
dapat berikatan secara langsung dengan REa yang terdapat pada epitel dan stroma
(Bucahanan et al., 2006).

Fitoestrogen memiliki tiga kelompok utama yaitu isoflavon, coumestans
dan lignan (Murkies et al., 1998; Rishi, 2002). Senyawa isoflavon yang dapat
memiliki aktivitas estrogenik yaitu fitoestrogen. Fitoestrogen pada kedelai
memiliki aktivitas estrogenik sebagai estrogen pada konsentrasi 10-* sampai 10-*
dari aktivitas berupa 17-p estradiol (Murphy, 1982). Mekanisme kerja dan efek
fitoestrogen sama dengan estrogen karena fitoestrogen memiliki struktur yang

menyerupai estrogen. Struktur senyawa estrogen dan 17f estradiol dapat dilihat

pada Gambar 2.2
OH
He QH
Nee
HO Estradiol-172

Gambar 2.2 Struktur senyawa estrogen dan 17 estradiol (Sumber : Guyton dan

Hall, 1997; Setchell, 1984)

Telah diketahui bahwa fitoestrogen memiliki struktur dan fungsi yang
hampir sama dengan estrogen. Fitoestrogen dapat bekerja dalam tubuh sebagai
selective estrogen receptor modulators (SERMSs) vyaitu fitoestrogen  dapat
memberikan efek estrogenik dan efek antiestrogenik. Fitoestrogen memberikan
efek estrogenik apabila tubuh kekurangan estrogen sehingga fitoestrogen dapat
berikatan dengan reseptor estrogen, sedangkan memberikan efek antiestrogenik
apabila tubuh memiliki kadar estrogen tinggi dalam tubuh (Zhang Li et al, 2009).

Fitoestrogen berupa isoflavon dapat bekerja dengan cara berikatan dengan
reseptor estrogen yang akan memeberikan respon biologi atau aktivitas hormonal.
Pada saat kadar estrogen rendah banyak reseptor estrogen tidak terikat, sehingga
isoflavon tersebut dapat berikatan dengan reseptor estrogen tersebut meskipun

afinitasnya rendah (Koswara, 2006). Fitoestrogen mempunyai afinitas yang lebih
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tinggi terhadap reseptor B, tetapi memiliki efek estrogenik yang lemah 1/100 lebih
kecil daripada estrogen endogen (Barret, 1996). Isoflavon berupa genestein
memiliki afinitas terhadap REB 20-30 kali lebih tinggi daripada REa (Kuiper et
al, 1998).

2.3 Struktur Anatomi dan Histologi Kelenjar Mammae

Kelenjar mammae (payudara) merupakan struktur yang unik pada
kelompok hewan mamalia. Kelenjar mammae hanya dimiliki oleh hewan mamalia
yang berfungsi khusus untuk mengeluarkan air susu pada mamalia betina dan
merupakan kelenjar apokrin (Oftedal, 2002). Kelenjar mammae merupakan
kelenjar alveolar, kompleks bercabang yang tersusun atas 15-20 lobus yang
dipisahkan oleh jaringan ikat interlobularis yang padat dan lemak (Geneser,
1993). Kelenjar mammae merupakan kelenjar yang terletak di bawah kulit
(subkutan) (Lesson and Papparo, 1996). Kelenjar mammae terbentuk secara
embriologis sebagai invaginasi ektoderm permukaan di sepanjang garis ventral,
garis laktasi dari aksila hingga ke inguinal. (Mescher, 2011). Struktur anatomi

kelenjar mammae dapat dilihat pada Gambar 2.3

CIache —< %
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Rib ‘
Suspensory
ligaments
Muscl r . .
" - Adipose tissue
A
Loose
connective
tissue

! Alveolus
Lobe

Gambar 2.3 Anatomi Kelenjar Mammae (Sumber : Ali and Combes, 2002)
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Payudara terdiri atas jaringan ikat, kelenjar dan lemak yang membentuk
suatu lobulus dan beberapa dari lobulus tersebut membentuk suatu lobus (Mutarak
et al.,, 1999). Suatu lobulus memiliki bagian terkecil berupa alveoli yang
berhubungan dengan cabang terkecil duktus yang lebih besar yang akan
membentuk tubuli laktiferus yang akan bermuara membentuk saluran keluar yang
disebut duktus laktiferus (Muttarak et al., 1999). Pada bagian di bawah areola,
duktus laktiferus akan melebar membentuk sinus laktiferus yang berfungsi
sebagai penyimpan air susu. Sinus laktiferus akan bermuara pada puting susu
yang berfungsi sebagai lubang keluar air susu (Geneser, 1993).

Lobus terdiri atas tubulus kecil dengan epitel kuboid atau kolumnar.
Struktur tubulus ini seperti duktus dan selalu terdapat pada saat kelenjar inaktif.
Kadang-kadang tubulus ini terlihat seperti duktus intralobularis kecil atau duktus
intralobularis besar yang bermuara membentuk duktus interlobular. Tubulus
dikelilingi oleh jaringan ikat intralobular dengan banyak fibroblas, beberapa
limfosit, sel plasme dan eosinofil. Duktus interlobular dikelilingi jaringan ikat
pada interlobular (Fiore, 1986). Duktus laktiferus memiliki dua lapisan sel yaitu
sel-sel basal yang berbentuk kubus dan sel-sel fisial yang berbentuk kolumnar,
yang selanjutnya pada muara sel epitel berbentuk kolumnar menjadi epitel
berlapis gepeng (Geneser, 1993). Struktur histologi kelenjar mammae dapat
dilihat pada Gambar 2.4

Part of lobule ——— %

(R s Interlobular duct
leaving lobule

Interlobular dense
collagenous
connective tissue

= Arteriol

Tubules
Interlobular loose
connective tissue
-~ Tubules

Solid cord of cells

Small intralobular duct > Y )
‘- = Adipose cells

Artery and vein

Gambar 2.4 Histologi Kelenjar Mammae (Sumber : Fiore, 1986)
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2.4 Peranan Hormon Estrogen dalam Perkembangan Kelenjar Mammae

Kelenjar mammae akan mengalami perubahan sesuai dengan
perkembangannya yaitu selama pubertas, kehamilan dan laktasi, dan mengalami
degenerasi pascalaktasi. Selama masa pubertas kelenjar mammae akan membesar
akibat adanya akumulasi adiposit pada jaringan ikat dan adanya percabangan
sistem duktus. Sedangkan untuk wanita dewasa yang tidak hamil, pada kelenjar
tedapat struktur jaringan ikat yang khas, terdiri banyak lobulus yang terkadang
disebut sebagai unit lobular ductus terminalis. Setiap lobulus memiliki sejumlah
duktus bercabang kecil tetapi unit-unit sekretoris yang melekat berukuran kecil
dan rudimenter (Mescher, 2011).

Kelenjar mammae mengalami pertumbuhan pada saat masa kehamilan
akibat kerja dari beberapa hormon yaitu estrogen, progesteron, prolaktin .Hormon
estrogen dan progesteron dapat berfungsi untuk proliferasi alveoli sekretoris pada
ujung duktus interlobuaris. Saat kehamilan alveoli dan sistem duktus akan tumbuh
dan berkembang sebagai persiapan untuk laktasi sehingga stroma menjadi kurang
mencolok (Mescher, 2011). Saat kehamilan duktus intrralobular berproliferasi
sangat pesat dan membentuk kuncup yang akan berkembang menjadi alveolus.
Alveolus membesar dan mulai menggetahkan bahan sekresi (Lesson and Paparo,
1996).

Setelah kelahiran kadar hormon estrogen dan progesteron dalam darah
akan menurun sehingga alveoli kelenjar mammae menjadi sangat aktif dalam
memproduksi air susu yang dipengaruhi oleh prolaktin. Sel epitel alveoli akan
membesar dan berperan aktif dalam sintesis protein dan lipid untuk disekresi
(Mescher, 2011). Setelah melahirkan, alveolus melebar dan tampak seperti
kantung, berepitel rendah dan teregang (Lesson and Paparo, 1996).

Pasca laktasi alveoli akan mengalami degenerasi. Hal tersebut disebabkan
karena apoptosis dan pengelupasan sel-sel utuh dengan sel mati dan autofagi pada
sebagian besar sel-sel epitel lain. Sistem duktus akan kembali pada keadaan
inaktif seperti sebelum kehamilan (Mescher, 2011). Alveoli mengecil dan
beberapa sel akan mati diikuti dengan jaringan ikat dan lemak kembali bertambah

(Lesson and Paparo, 1996). Pada keadaan setelah menopause ukuran alveoli dan
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duktus kelenjar mammae akan berkurang dan terjadi pengurangan fibroblas,
kolagen dan serat elastin di stroma (Mescher, 2011). Perkembangan kelenjar
mammae mencit dapat dilihat pada Gambar 2.5

Puberty Virgin Adult Pregnant Lactating Involuting

/ \ Fat Pad / y\
' \
Duct ’ '
|
. Lymph Node |
ool
End Bud \ /
Nipple

liferation iferati 3 i
Proliferatior 3 Proliferation > Apoptosis N

Gambar 2.4 llustrasi sistemik perkembangan kelenjar mammae mencit
(Andrechek et al., 2008)

2.5 Ovariektomi

Menopause adalah berhentinya ovulasi yang disebabkan oleh tidak adanya
respon oleh ovarium (Berga and Parry, 2000). Menopause secara biologi
didefinisikan sebagai berakhirnya menstruasi dan diikuti dengan penurunan
estrogen sehingga menjadi 1/10 dari jumlah sebelumnya (Hoyer et al., 1999).
Menopause tidak hanya karena berakhirnya menstruasi tetapi juga dapat
disebabkan oleh pembedahan pembuangan ovarium (Berga and Parry, 2000;
Kaplan, 1998). Pembedahan pembuangan ovarium tersebut dilakukan bilateral
yang disebut dengan ovariektomi (Yamazaki and Yamaguchi, 1989). Menurut
Agustini et al., (2004) pengambilan kedua ovarium pada tikus berfungsi untuk
menghilangkan organ utama penghasil estrogen sehingga kadar hormon estrogen
menjadi rendah dan dapat sebagai model kondisi menopause.

Ovariektomi dapat mewakili sebagai kondisi menopause karena hilangnya
ovarium pennghasil estrogen sehingga kadar estrogen rendah. Pada saat aktivitas
folikel mulai berkurang maka ovarium tidak menghasilkan ovum dan berhenti

untuk menghasilkan estradiol, selanjutnya kelenjar hipofisis akan merangsang
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ovarium untuk menghasilkan estrogen sehingga akan meningkatkan produksi
FSH. Selanjutnya pada masa pasca menopause kadar LH dan FSH akan
meningkat, kedaan tersebut dapat disebabkan oleh tidak terjadinya mekanisme
umpan balik negatif dari steroid ovarium dan inhibin terhadap pelepasan
gonadotropin (Schouw et al, 2002). Pada masa pascamenopause kadar estradiol
menjadi 13-18 pg/ml dan kadar estron 30-35 pg/ml (Mackey and Eden, 1998;
Geller and Stude, 2006)

2.6 Hipotesis
Adapun hipotesis penelitian ini yaitu :

1. Pemberian ekstrak tepung tempe kedelai dapat menurunkan diameter lumen
dan meningkatkan tebal lapisan epitel duktus intralobularis kelenjar mammae
mencit strain Swiss Webster ovariektomi.

2. Semakin tinggi dosis dan lama perlakuan ektrak tepung tempe kedelai semakin
menurunkan dapat menurunkan diameter lumen dan meningkatkan tebal

lapisan epitel duktus intralobularis kelenjar mammae.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Waktu penelitian ini dilakukan pada bulan November 2015 sampai Maret
2016. Tempat penelitian ini dilakukan di Laboratorium Zoologi dan Botani
Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Universitas Jember,
serta Laboratorium Patologi dan Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas
Gadjah Mada, Yogyakarta.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat
Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain :
3.2.1.1 Alat Persiapan Hewan Uji
Bak kandang plastik berukuran 40 x 30 x 15 cm?®, ram kawat besi penutup
kandang, botol minum mencit, timbangan analitik 200 x 0,1 gram (Ohaus), jarum

sonde lambung ujung tumpul ukuran 20 gauge 5 cm, dan kamera digital.

3.2.1.2 Alat Ovariektomi

Alat dan papan bedah, klam arteri (One Med), klam kocher (OneMed),
needle holder (One Med), klam mosquito (One Med), pinset anatomi (One Med)
pinset sirugis (One Med), gunting matzen baum (One Med), gunting balutan (One
Med), gunting runcing (One Med), pinset (Yamako), eskavator (SMIC), paratus
case (One Med), lampu operasi, silet (Gold), spuit injection kecil 0,45 x 13 mm
(Terumo Syringe 1cc/ml), spuit injection besar 0,65 x 32 mm (Terumo Syringe

3ml), dan jarum sutura no 2 (OneMed), paratus case.
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3.2.1.3 Alat Ekstraksi Tepung Tempe Kedelai

Rotary evaporator, beaker glass 1000 ml (Iwaki Pyrex), beaker glass 600
ml (lwaki Pyrex), beaker glass 200 ml (Iwaki Pyrex), botol schoot 1000 ml
(Duran), corong plastik, pipet tetes, spatula, cawan porselin 75 cc, grinder,
saringan tepung 60 mesh (Retsch), lab stirer elecrtricity, waterbath, baki stainless

steel, oven (Incucell), pisau, baki plastik, telenan, sendok plastik, dan cup kecil.

3.2.1.4 Alat Pembuatan Preparat Histologi

Kaca benda, kaca penutup, mikrometer, rotary microtom, mikroskop optik
lab (Olympus), botol reagen, staining jar, botol flakon, holder, skalpel, oven
(Incucell), dan hot plate.

3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain :
3.2.2.1 Bahan Persiapan Hewan Uji

Mencit betina strain Swiss Webster umur 90 hari yang diperoleh dari
Laboratorium Penelitian dan Pengujian Terpadu Universitas Gajah Mada (LPPT-
UGM) Yogyakarta, pakan pellet (CP 511), aquades steril, sekam padi steril dan

serbuk gergaji kayu steril.

3.2.2.2 Bahan Ovariektomi

Xyla, ketamil 10%, benang silk no 3 (One Med), benang cat gut (One
Med), betadine Generic 10 % (Povidone lodine), alkohol 70% (Mediss), antibiotik
Generic (Levofloxacin), cairan infus Sodium Chloride 0,9 % (Cotsu-NS), kasa

steril (One Med), tissue, gloves, air sabun, dan masker.

3.2.2.3 Bahan Esktraksi Tepung Tempe Kedelai

Tempe kedelai, alkohol 70 %, kertas saring, kain saring, dan tissue.
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3.2.2.4 Bahan Pembuatan Preparat Histologi

Larutan PBS (Phosphat Buffer Saline) formalin, NaCl 0,9%, parafin,
alkohol bertingkat, alkohol absolut, gliserin, albumin, xylol, pewarna
Hematoxylin-Eosin, entelan, tissue.

3.3 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap
Faktorial (RAL Faktorial) Posttest Only Control Group Design yang bertujuan
untuk menguji dua faktor penelitian yaitu pengaruh dosis perlakuan dan lama
pemberian ekstrak tepung tempe kedelai, selain itu juga untuk membandingkan
pengaruh perlakuan kelompok uji dengan kelompok kontrol di akhir perlakuan.
Penelitian ini menggunakan 45 ekor mencit betina strain Swiss Webster
ovariektomi berumur 90 hari dengan berat 30 g yang dibagi menjadi 5 kelompok

dengan rincian dosis ekstrak tepung tempe kedelai yang diberikan pada mencit

yaitu :

Kelompok 1  : kelompok kontrol negatif mencit tanpa ovariektomi dan tanpa
diberi ekstrak tepung tempe kedelai setiap hari.

Kelompok 2 : kelompok kontrol positif mencit ovariektomi dan tanpa diberi
ekstrak tepung tempe kedelai setiap hari.

Kelompok 3  : mencit ovariektomi diberikan ekstrak tepung tempe kedelai
dengan dosis 0,21 g/ml setiap hari selama 10, 20 dan 30 hari

Kelompok 4  : mencit ovariektomi diberikan ekstrak tepung tempe kedelai
dengan dosis 0,42 g/ml setiap hari selama 10, 20 dan 30 hari.

Kelompok 5 : mencit ovariektomi diberikan ekstrak tepung tempe kedelai

dengan dosis 0,63 g/ml setiap hari selama 10, 20 dan 30 hari.
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Prosedur penelitian pada penelitian pemanfaatan esktrak tepung tempe

kedelai pada kelenjar mammae dapat dilihat pada gambar 3.1 adalah sebagai

berikut :
45 ekor mencit (Mus musculus) Betina strain swiss
webster ovariektomi umur 90 hari
A 4
\ 4 l L l \ 4
Kelompok 1: Kelompok 2 Kelompok 3: Kelompok 4: Kelompok 5:
kontrol negatif | Kontrol positif Mencit OV X Mencit OV X Mencit OV X
(mencit tanpa (mencit OVX diberikan ekstrak | diberikan ekstrak diberikan
OVX dan tanpa | dan tanpa diberi tepung tempe tepung tempe ekstrak tepung
diberi ekstrak ekstrak tepung kedelai dosis kedelai dosis tempe kedelai
tepung tempe tempe kedelali 0,21 g/ml setiap 0,42 g/ml setiap dosis 0,63 g/ml
kedelai setiap setiap hari) hari selama 10, hari selama 10, setiap hari
hari) 20 dan 30 hari 20 dan 30 hari selama 10, 20
dan 30 hari

\ 4

Dilakukan pembedahan pada mencit pada hari ke
11, 21 dan 31 setelah perlakuan dan diambil
jaringan kelenjar mammae

A 4

Pengamatan :

kelenjar mammae

Diameter lumen dan tebal lapisan epitel duktus intralobularis

A 4

Analisis Data

Gambar 3.1 Diagram rancangan penelitian
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3.5 Metode Penelitian
3.5.1 Pemeliharaan Hewan Uji

Hewan uji yang digunakan dalam penilitian ini adalah mencit betina strain
Swiss Webster berumur 90 hari yang sudah diovariketomi dengan berat 30 g
setelah ovariektomi sebanyak 45 ekor dan dibagi menjadi 5 kelompok.

Mencit dikandangkan dalam bak plastik 40x30x15 cm® dengan
menggunakan kawat untuk menutupi bagian atas kandang. Mencit diletakkan pada
ruangan dengan suhu ruang 27°C dan kelembapan relatif 77% RH sebagai
kondisi umumnya. Untuk menjaga kebersihan kandang, kandang dialasi dengan
menggunakan sekam padi dan serbuk gergaji kayu steril yang diganti 2 hari
sekali. Kandang dilengkapi dengan botol air minum dan tempat makan, pakan dan
minum diberikan secara ad libitum. Mencit diberi makan pakan standart yaitu
pelet (CP 511) dengan pemberian 1/10 dari berat badan dan minum berupa

aquades steril.

3.5.2 Persiapan Hewan Uji Ovariektomi

Ovariektomi dilakukan pada mencit mencit umur 90 hari dilakukan
dengan beberapa tahapan yaitu tahap pertama mencit dibius dengan ketamin dan
xyla dengan perbandingan 1 : 1 sebanyak 0,05 ml per mencit pada bagian
intramuscular. Selanjutnya mencit diletakkan terlentang kemudian pada bagian
medial perut diolesi air sabun kemudian diolesi betadin lalu dicukur rambut
dengan silet, selanjutnya diinsisi secara perlahan dengan membuka lapisan
muskulus abdomen eksternus (M. obliquus abdominis eksternus) sekitar 1 cm dan
lapisan muskulus abdomen internus (M. obliquus abdominis internus) sekitar 1,5
cm.

Setelah kulit terbuka dikeluarkan bagian organ reproduksinya yaitu uterus
kanan dan kiri, kemudian daerah oviduct dijepit dengan arteri clamp, selanjutnya
diikat oviduct dengan benang silk dan dipotong ovarium dengan gunting matzen

baum. Selanjutnya ovarium yang telah diangkat, arteri clamp dilepas dan organ
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reproduksi direposisi kembali. Setelah direposisi diberi cairan infus Sodium
Chloride sebanyak 0,5 ml.

Untuk langkah terakhir yaitu ditutup bagian lapisan muskulus abdomen
internus dengan dijahit menggunakan benang cat gut, sedangkan bagian lapisan
musculus abdomen eksternus dijahit menggunakan benang silk ukuran 3.
Selanjutnya dilakukan disinfeksi menggunakan kasa steril yang telah diberi
betadin pada daerah yang telah dinsisi. Kemudian diinjeksi antibotik Levoflaxin
sebanyak 0,05 ml. Untuk masa penyembuhan mencit yang telah diovariektomi
diberi parasetamol cair sebanyak 1 sendok teh yang telah dicampur 200 ml

aquades selama 10 hari dengan cara ad libitum.

3.5.3 Pembuatan Ekstrak Tepung Tempe Kedelai

Tempe kedelai murni difermentasi selama 2x24 jam, kemudian dipotong
tipis-tipis dan dirajang, kemudian dioven selama 2 hari dengan suhu 40-45°C.
Setelah itu tempe digrinder dan diayak dengan mengunakan ayakan ukuran 70
mesh untuk mendapatkan tepung tempe dengan berat kering. Setelah tepung
tempe diperoleh diberi etanol 70% dengan perbandingan 1 : 4, selanjutnya distirer
dengan menggunakan stirer elektrik dengan kecepatan 500 rpm selama 15 menit
dan dimaserasi selama 2x24 jam. Kemudian disaring untuk mendapatkan
supernatan, setelah itu dimasukkan ke dalam rotary evaporator selama + 6 jam
dengan suhu 90° C, maksud dilakukan rotary evaporaror agar didapatkan
supernatan tanpa alkohol. Langkah terakhir hasil supernatan tanpa alkohol di
waterbath selama = 8 jam untuk mendapatkan hasil ekstrak tepung tempe dengan

berat konstan yang diharapkan ekstrak tepung tempe tidak mengandung air.

3.5.4 Penentuan Dosis dan Aplikasi Perlakuan Ekstrak Tepung Tempe
Penentuan dosis didapatkan berdasarkan Safrida (2008) yaitu pemberian
tepung kedelai dan tempe pada tikus. Pemberian tepung tempe yaitu 10 g bk/100 g

bb/hari, kemudian dikonversikan dari tikus ke mencit sehingga diperoleh dosis
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pemberian ekstrak tepung tempe sebesar 0,21 g/ml, 0,42 g/ml dan 0,63 g/ml pada
tiga kelompok perlakuan.

Mencit yang telah diovariektomi diaklimatisasi selama 30 hari kemudian
diberikan perlakuan. Perlakuan diberikan setiap hari pada siang hari. Perlakuan
dibagi menjadi lima kelompok antara lain satu kelompok kontrol negatif dengan
diberi pakan standart dan tiga kelompok perlakuan diberi ekstrak tepung tempe
kedelai. Pemberian ekstrak tepung tempe kedelai dilakukan secara oral
menggunakan sonde lambung sesuai dengan dosis dalam satu kali sehari.
Pemberian ekstrak tepung tempe kedelai diberikan selama 10, 20 dan 30 hari.
Setelah aplikasi perlakuan kemudian dilakukan pembuatan preparat histologi dari

kelenjar mammae.

3.5.5 Pengambilan Sampel Kelenjar Mammae

Pengambilan sampel kelenjar mammae dilakukan dengan anastesi
kloroform pada hari ke 11, ke 21, dan ke 31 setelah pemberian ekstrak tepung
tempe kedelai. Sebelum pengambilan kelenjar mammae mencit dianasthesi
menggunakan chloroform. Pengambilan kelenjar mammae dilakukan dengan cara
mencit diletakkan di atas papan bedah dengan posisi terlentang, kemudian dicukur
rambut di sekitar mammae bagian inguinal sebelah kanan dan kiri, kemudian
jaringan kelenjar mamae diambil dengan cara menggunting bagian kulit sampai
bagian subkutan kemudian ditempelkan pada kertas karton berwarna putih agar

jaringan tidak mengkerut.

3.5.6 Pembuatan Preparat Histologi
Sampel kelenjar mammae yang telah diambil kemudian dibuat preparat
histologi dengan beberapa tahapan sebagai berikut :
3.5.6.1 Fiksasi
Jaringan kelenjar mammae yang telah ditempelkan pada kertas karton

berwarna putih kemudian dicuci dengan garam fisiologis (NaCl 0,9%), kemudian
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jaringan dimasukkan dalam botol flakon yang berisi larutan PBS formalin dan

dibiarkan selama 24 jam kemudian dicuci alkohol 70 %.

3.5.6.2 Dehidrasi dan Clearing

Proses dehidrasi menggunakan alkohol dengan konsentrasi bertingkat
yaitu mulai alkohol 30% hingga 95% masing-masing dilakukan selama %2 - 2 jam.
Selanjutnya dimasukkan ke dalam alkohol absolut selama 2-3 jam. Jaringan
kelenjar mammae dijernihkan dengan xilol (clearing) selama 4-6 jam.

3.5.6.3 Infiltrasi dan Penanaman (Embedding)

Untuk melakukan penanaman sebelumnya dilakukan infiltrsi parafin
dengan cara menggunakan parafin yang telah dicairkan di dalam oven, kemudian
infiltrasi dilakukan secara bertingkat menggunakan xylol : parafin selama 1 jam
kemudian parafin I,11 selama % - 1 jam. Infiltrasi parafin dilakukan pada suhu 56-
58°C. Setelah infiltrasi kemudian dilakukan penanaman jaringan pada blok parafin

yang telah dicairkan dengan cepat sebelum parafin menjadi beku kembali.

3.5.6.4 Penyayatan (Sectioning)

Penyayatan dilakukan dengan direkatkan organ yang telah dimasukkan
pada blok parafin pada pada holder dengan menggunakan skalpel dan bunsen.
Jaringan kelenjar mammae diiris menggunakan rotary microtum dengan ketebalan
S5um. Irisan pita jaringan yang telah didapatkan kemudian direkatkan pada gelas
objek yang telah dilapisi perekat gliserin dan albumin, disimpan dalam inkubator

4°C selama 24 jam, kemudian sediaan diwarnai dengan Hematoxylin dan Eosin.

3.5.6.5 Pewarnaan (Staining)

Preparat kelenjar mammae yang akan dilakukan pewarnaan sebelumnya
deparafinisasi menggunakan xylol I dan Il masing-masing dilakukan selama 2-3
menit. Kemudian dilakukan hidrasi menggunakan bertingkat mulai dari alkohol
absolut, 95%-70% selama 2-3 menit. Selanjutnya dilakukan pewarnaan dengan

Haematoxylin selama 2-5 menit kemudian dicuci air mengalir selama 3-5 menit
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Selanjutnya preparat dilakukan pewarnaan dengan eosin selama 3 menit.
Kemudian preparat dimasukkan kembali dalam alkohol 70% (1 atau lebih celup),
alkohol 95% (beberapa celup) dan alkohol absolut selama 2-3 menit. Selanjutnya
dimasukkan ke dalam xilol I dan Il selama 2-3 menit.

3.5.6.6 Penutupan (Mounting)
Irisan diberi entellan terlebih dahulu kemudian ditutup dengan cover
glass, dikeringkan diatas hot plate agar terbebas dari gelembung udara dan dapat

diamati dengan menggunakan mikroskop.

3.5.6.7 Pengamatan
Preparat diamati menggunakan mikroskop Olympus dengan perbesaran

400x. Pengamatan dilakukan dengan menggunakan optilab.

3.6. Parameter Pengamatan

Parameter yang diamati pada penelitian ini adalah diameter lumen dan
tebal lapisan epitel duktus intralobularis. Parameter dibandingkan dengan mencit
yang tidak diberi perlakuan (kontrol). Pengukuran diameter lumen dan tebal
lapisan duktus intralobularis dilakukan pada satu bidang pandang dengan 3 Kali

pengukuran secara horizontal, vertikal dan diagonal.

3.7 Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil penelitian dianalisis dengan menggunakan
uji OneWay ANOVA untuk mengetahui pengaruh perlakuan dosis dan perlakuan
hari, kemudian dilanjutkan dengan uji Duncan pada selang kepercayaan 99%
(0=0,01) untuk mengetahui beda nyata antara kelompok perlakuan. Selanjutnya
dilakukan uji General Linear Multivariate Repeated Measure untuk mengetahui

korelasi dan regresi dosis dan lama perlakuan (Steel dan Torrie, 1991).
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian diperoleh kesimpulan bahwa pemberian
ekstrak tepung tempe Kkedelai dapat menurunkan diameter lumen dan
meningkatkan tebal lapisan epitel duktus intralobularis kelenjar mammae mencit
pasca ovariektomi. Dosis 0,63 g/ml/hari dan perlakuan ekstrak tepung tempe
kedelai selama 30 hari merupakan dosis dan lama perlakuan yang paling
berpengaruh dalam menurunkan diameter lumen dan meningkatkan tebal lapisan

epitel duktus intralobularis.

5.2 Saran

Penelitian ini merupakan langkah awal dalam mengkaji potensi ekstrak
tepung tempe kedelai sebagai salah satu alternatif terapi hormon estrogen eksogen
untuk mengurangi atropi dan dilatasi kelenjar mammae pada hewan model
menopause pasca ovariektomi. Dalam penelitian lebih lanjut dapat disampaikan
saran Yyaitu perlakuan ovariektomi yang dilakukan lebih lama yaitu 2 bulan
sehingga dapat diketahui efek ovariektomi dan efek pemberian ekstrak tepung

tempe kedelai pada kelenjar mammae.
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LAMPIRAN

Penentuan Dosis

- Penentuan dosis dihitung berdasarkan kebutuhan harian hewan uji
(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

- Konversi 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.
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B. Hasil Uji Normalitas Data Pengaruh Ekstrak Tepung Tempe Kedelai
terhadap Diameter Lumen Duktus Intralobularis Kelenjar Mammae
Mencit

e Uji Normalitas Data Hari Ke-10

Tests of Normality

Perlakuan Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Diameter Kontrol Negatif ,219 3 ,987 3 ,780
Kontrol Positif 272 3 . ‘ 947 ‘ ‘ ,554
Dosis 1 253 3 N 964 | 3| 637
Dosis 2 256 3 | 962 | 623
Dosis 3 358 3 | 812 | 3| 144
a Lilliefors Significance Correction
e Uji Normalitas Data Hari Ke-20
Tests of Normality
Perlakuan Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Diameter Kontrol Negatif 289 3 ,927 3 476
Kontrol Positif ,176 3 ‘ 1,000 ‘ ‘ ,980
Dosis 1 330 3 | 866 | 284
Dosis 2 367 3 y 794 | 3| 100
Dosis 3 292 3 | 923 | 463
a Lilliefors Significance Correction
e Uji Normalitas Data Hari Ke-30
Tests of Normality
Perlakuan Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Diameter Kontrol Negatif ,285 3 ,932 3 ,497
Kontrol Positif 239 3 | 975 | 3| 696
Dosis 1 285 3 | 932 | 3| 495
Dosis 2 337 3 | 854 | 3| 251
Dosis 3 177 3 . 1,000] 3| 967

a Lilliefors Significance Correction
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C. Hasil Analisis One Way ANOVA dan Uji Duncan Pengaruh Dosis
Ekstrak Tepung Tempe Kedelai terhadap Diameter Lumen Duktus
Intralobularis Kelenjar Mammae Mencit

e Analisis Diameter Lumen Duktus Intralobularis Kelenjar Mammae Mencit

Hari Ke-10
Descriptives
Diameter
95% Confidence
Std. Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Error Lower Upper Minimum Maximum
Bound Bound
Kontrol Negatif 3| 21,8667 1,25831 | ,72648 | 18,7409 | 24,9925 20,70 23,20
Kontrol Positif 3| 48,0333 436845 | 252212 | 37,1815 | 58,8852 43,20 51,70
Dosis 1 3| 37,8000 45826 | 26458 | 36,6616 | 38,9384 37,30 38,20
Dosis 2 3| 33,2000 2,65141 | 1,53080 | 26,6135 | 39,7865 30,30 35,50
Dosis 3 3| 30,8667 1,33167 | ,76884 | 27,5586 | 34,1747 30,00 32,40
Total 15| 34,3533 9,12077 | 2,35497 | 29,3024 | 39,4042 20,70 51,70
ANOVA
Diameter
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1105,277 4 276,319 46,550 ,000
Within Groups 59,360 10 5,936
Total 1164,637 14
Diameter
Duncan
Subset for alpha = .01
Perlakuan N 1 2 3 4
Kontrol Negatif 3 21,8667
Dosis 3 3 30,8667
Dosis 2 3 33,2000 33,2000
Dosis 1 3 37,8000
Kontrol Positif 3 48,0333
Sig. 1,000 268 ,043 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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e Analisis Diameter Lumen Duktus Intralobularis Kelenjar Mammae Mencit

Hari Ke-20
Descriptives
Diameter
95% Confidence
Std. Std. Interval for Mean Minimum | Maximum
N Mean Deviation Error Lower Upper
Bound Bound
Kontrol Negatif 3| 21,7667 2,02567 | 1,16952 | 16,7346 | 26,7987 19,50 23,40
Kontrol Positif 3| 55,2667 2,75015 | 1,58780 | 48,4349 | 62,0984 52,50 58,00
Dosis 1 3| 35,5333 7,41440 | 4,28071 | 17,1149 | 53,9517 30,20 44,00
Dosis 2 3| 31,6000 ,95394 ,55076 | 29,2303 | 33,9697 30,50 32,20
Dosis 3 3| 24,4667 ,83267 ,48074 | 22,3982 | 26,5351 23,80 25,40
Total 15| 33,7267 | 12,64383 | 3,26462 | 26,7247 | 40,7286 19,50 58,00
ANOVA
Diameter
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2101,643 4 525,411 38,495 ,000
Within Groups 136,487 10 13,649
Total 2238,129 14
Diameter
Duncan
Subset for alpha = .01
Perlakuan N 1 2 3
Kontrol Negatif 3 21,7667
Dosis 3 3 24,4667
Dosis 2 3 31,6000 31,6000
Dosis 1 3 35,5333
Kontrol Positif 3 55,2667
Sig. 011 221 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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e Analisis Diameter Lumen Duktus Intralobularis Kelenjar Mammae Mencit

Hari Ke-30
Descriptives
Diameter
95% Confidence
Std. Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
Kontrol Negatif 3| 22,0833 77675 | 44845 20,1038 | 23,9629 21,40 22,90
Kontrol Positif 3| 58,0667 1,82300 | 1,05251 53,5381 | 62,5953 56,10 59,70
Dosis 1 3| 32,8000 3,31512 | 1,91398 24,5648 | 41,0352 29,10 35,50
Dosis 2 3| 25,3000 7,25052 | 4,18609 7,2887 | 43,3113 20,20 33,60
Dosis 3 3| 23,4000 4,95076 | 2,85832 11,1016 | 35,6984 18,50 28,40
Total 15| 32,3200 | 14,33613 | 3,70157 24,3809 | 40,2591 18,50 59,70
ANOVA
Diameter
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2693,351 4 673,338 36,596 ,000
Within Groups 183,993 10 18,399
Total 2877,344 14
Diameter
Duncan
Subset for alpha = .01
Perlakuan N 1 2
Kontrol Negatif 3 22,0333
Dosis 3 3 23,4000
Dosis 2 3 25,3000
Dosis 1 3 32,8000
Kontrol Positif 3 58,0667
Sig. ,017 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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D. Hasil Analisis One Way ANOVA dan Uji Duncan Pengaruh Lama
Pemberian Ekstrak Tepung Tempe Kedelai terhadap Diameter Lumen
Duktus Intralobularis Kelenjar Mammae Mencit

Descriptives

95% Confidence
Std. Interval for Mean
N| Mean Deviation | Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
Kontrol_Negatif Hari Ke-10 | 3| 21,8667 1,25831 72648 | 18,7409 24,9925 20,70 23,20
Hari Ke-20 | 3 | 21,7667 2,02567 1,16952 | 16,7346 26,7987 19,50 23,40
Hari Ke-30 | 3| 22,0333 77675 /44845 | 20,1038 23,9629 21,40 22,90
Total 9| 21,8889 1,25941 /41980 | 20,9208 22,8570 19,50 23,40
Kontrol_Positif ~ Hari Ke-10 | 3| 48,0333 4,36845 2,52212 | 37,1815 58,8852 43,20 51,70
Hari Ke-20 | 3 | 55,2667 2,75015 1,58780 | 48,4349 62,0984 52,50 58,00
Hari Ke-30 | 3| 58,0667 1,82300 1,05251 | 53,5381 62,5953 56,10 59,70
Total 9| 53,7889 5,25320 1,75107 | 49,7509 57,8269 43,20 59,70
Dosis_Kel Hari Ke-10 | 3 | 37,8000 45826 ,26458 | 36,6616 38,9384 37,30 38,20
Hari Ke-20 | 3| 35,5333 7,41440 4,28071 | 17,1149 53,9517 30,20 44,00
Hari Ke-30 | 3| 32,8000 3,31512 1,91398 | 24,5648 41,0352 29,10 35,50
Total 9| 353778 4,60917 1,53639 | 31,8349 38,9207 29,10 44,00
Dosis_Ke2 Hari Ke-10 | 3 | 33,2000 2,65141 1,53080 | 26,6135 39,7865 30,30 35,50
Hari Ke-20 | 3| 31,6000 ,95394 ,55076 | 29,2303 33,9697 30,50 32,20
Hari Ke-30 | 3| 25,3000 7,25052 418609 | 7,2887 43,3113 20,20 33,60
Total 9| 30,0333 5,31131 1,77044 | 25,9507 34,1160 20,20 35,50
Dosis_Ke3 Hari Ke-10 | 3 | 30,8667 1,33167 76884 | 27,5586 34,1747 30,00 32,40
Hari Ke-20 | 3 | 24,4667 ,83267 48074 | 22,3982 26,5351 23,80 25,40
Hari Ke-30 | 3| 23,4000 | 4,95076 2,85832 | 11,1016 35,6984 18,50 28,40
Total 9| 26,2444 |  4,35606 1,45202 | 22,8961 29,5928 18,50 32,40
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ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Kontrol_Negatif Between
Groups ,109 2 ,054 ,026 974
Within Groups 12,580 6 2,097
Total 12,689 8
Kontrol_Positif Between
Groups 160,829 2 80,414 8,049 ,020
Within Groups 59,940 6 9,990
Total 220,769 8
Dosis_Kel Between
Groups 37,609 2 18,804 ,853 472
Within Groups 132,347 6 22,058
Total 169,956 8
Dosis_Ke2 Between
Groups 104,660 2 52,330 2,594 ,154
Within Groups 121,020 6 20,170
Total 225,680 8
Dosis_Ke3 Between
Groups 97,849 2 48,924 5,441 ,045
Within Groups 53,953 6 8,992
Total 151,802 8
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E. Hasil

Analisis General

44

Linear Means (GLM) Repeated Measured

Pengaruh Korelasi Dosis dan Lama Pemberian Ekstrak Tepung Tempe
Kedelai terhadap Diameter Lumen Duktus Intralobularis Kelenjar

Mammae Mencit

Measure: MEASURE_1

Tests of Within-Subjects Effects

Type Il
Sum of Mean Partial Eta
Source Squares df Square F Sig. Squared
hari Sphericity
Assumed 32,529 2 16,265 1,014 381 ,092
Greenhouse- 32,529 1,786 18,211 1,014 | 375 ,092
Geisser
Huynh-Feldt 32,529 2,000 16,265 1,014 ,381 ,092
Lower-bound 32,529 1,000 32,529 1,014 ,338 ,092
hari = Sphericity 368,526 8| 46066 2871 027 534
Perlakuan | Assumed
gr?e”house' 368,526 7,145 51,577 2,871 | 033 534
elsser
Huynh-Feldt 368,526 8,000 46,066 2,871 ,027 534
Lower-bound 368,526 4,000 92,132 2,871 ,080 534

Estimated Marginal

Estimated Marginal Means

Means
of MEASURE_ 1

Perlakuan

Kontrol
Negatif

Kontrol

Positif

Dosis

Dosis

60.00 =
40.00 ™
PV J_')
G 4
20.00 =
| | |
1 2 3

2

Dosis
3
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F. Hasil Uji Normalitas Data Pengaruh Ekstrak Tepung Tempe Kedelai
terhadap Tebal Epitel Duktus Intralobularis Kelenjar Mammae Mencit

e Uji Normalitas Data Hari Ke-10

Tests of Normality

Perlakuan Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Tebal_Epitel | Kontrol Negatif ,253 3 ,964 3 ,637
Kontrol Positif 253 3 ,964 3 ,637
Dosis 1 ,276 3 ,942 3 537
Dosis 2 ,253 3 ,964 3 ,637
Dosis 3 ,356 3 ,818 3 ,157
a Lilliefors Significance Correction
e Uji Normalitas Data Hari Ke-20
Tests of Normality
Perlakuan Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Tebal_Epitel | Kontrol Negatif 219 3 ,987 3 ,780
Kontrol Positif ,276 3 ‘ ,942 ‘ ‘ ,537
Dosis 1 175 3 | 1,000 | | 1,000
Dosis 2 304 3 907 3| 407
Dosis 3 219 3 987 780
e Uji Normalitas Data Hari Ke-30
Tests of Normality
Perlakuan Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Tebal_Epitel | Kontrol Negatif 314 3 ,893 3 ,363
Kontrol Positif ,253 3 ,964 3 ,637
Dosis 1 ,269 3 ,949 3 ,567
Dosis 2 175 3 1,000 3 1,000
Dosis 3 ,353 3 824 3 174

a Lilliefors Significance Correction
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G. Hasil Analisis One Way ANOVA dan Uji Duncan Pengaruh Dosis

Ekstrak Tepung Tempe Kedelai terhadap Tebal Epitel Duktus
Intralobularis Kelenjar Mammae Mencit

e Analisis Tebal Epitel Duktus Intralobularis Kelenjar Mammae Mencit Hari

Ke-10
Descriptives
Tebal _Epitel
95% Confidence
Std. Std. Interval for Mean
N Mean Deviation | Error | Lower | Upper Minimum | Maximum
Bound | Bound
Kontrol Negatif | 3| 09,2333 ;30551 | ,17638 | 8,4744 | 19,9922 8,90 9,50
Kontrol Positif 3| 5,4333 ,15275 | ,08819 | 50539 | 5,8128 5,30 5,60
Dosis 1 3 7,7000 ,36056 | ,20817 | 6,8043 8,5957 7,40 8,10
Dosis 2 3 7,9667 ,15275 | ,08819 | 7,5872 8,3461 7,80 8,10
Dosis 3 3 8,2000 ,60828 | ,35119 | 6,6890 9,7110 7,80 8,90
Total 15 7,7067 1,32852 | ,34302 | 6,9710 8,4424 5,30 9,50
ANOVA
Tebal Epitel
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 23,429 4 5,857 45,760 ,000
Within Groups 1,280 10 ,128
Total 24,709 14
Tebal_Epitel
Duncan
Subset for alpha = .01
Perlakuan N 1 2 3
Kontrol Positif 3 5,4333
Dosis 1 3 7,7000
Dosis 2 3 7,9667
Dosis 3 3 8,2000
Kontrol Negatif 3 9,2333
Sig. 1,000 133 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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e Analisis Tebal Epitel Duktus Intralobularis Kelenjar Mammae Mencit Hari

Ke-20
Descriptives
Tebal Epitel
95% Confidence
Std. Std. Interval for Mean
N | Mean | Deviation | Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
Kontrol Negatif 3| 9,2667 ,25166 | ,14530 8,6415 9,8918 9,00 9,50
Kontrol Positif 3| 4,4000 ,36056 | ,20817 | 3,5043 | 5,2957 4,00 4,70
Dosis 1 3| 7,9000 ,30000 | ,17321 7,1548 8,6452 7,60 8,20
Dosis 2 3| 8,0667 47258 | 27285 | 16,8927 | 19,2406 7,70 8,60
Dosis 3 3| 8,6667 ,50332 | ,29059 7,4163 9,9170 8,20 9,20
Total 15 | 7,6600 1,78997 | ,46217 6,6687 8,6513 4,00 9,50
ANOVA
Tebal Epitel
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 43,336 4 10,834 71,276 ,000
Within Groups 1,520 10 ,152
Total 44,856 14
Tebal_Epitel
Duncan
Subset for alpha = .01
Perlakuan N 1 2 3
Kontrol Positif 3 4,4000
Dosis 1 3 7,9000
Dosis 2 3 8,0667
Dosis 3 3 8,6667 8,6667
Kontrol Negatif 3 9,2667
Sig. 1,000 ,044 ,089

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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e Analisis Tebal Epitel Duktus Intralobularis Kelenjar Mammae Mencit Hari

Ke-30
Descriptives
Tebal Epitel
95% Confidence
Std. Std. Interval for Mean
N Mean Deviation | Error Lower Upper | Minimum | Maximum
Bound Bound
Kontrol Negatif 3| 19,3000 ,26458 | ,15275 8,6428 | 9,9572 9,10 9,60
Kontrol Positif 3| 32333 ,15275 | ,08819 2,8539 | 3,6128 3,10 3,40
Dosis 1 3 8,0333 ,51316 | ,29627 6,7586 | 9,3081 7,60 8,60
Dosis 2 3 8,4000 ,30000 | ,17321 7,6548 | 9,1452 8,10 8,70
Dosis g 3| 18,9667 55076 | ,31798 7,5985 10’333 8,60 9,60
Total 15 7,5867 2,32160 | ,59943 6,3010 | 8,8723 3,10 9,60
ANOVA
Tebal Epitel
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 73,957 4 18,489 123,262 ,000
Within Groups 1,500 10 ,150
Total 75,457 14
Tebal_Epitel
Duncan
Subset for alpha = .01
Perlakuan N 1 2 3
Kontrol Positif 3 3,2333
Dosis 1 3 8,0333
Dosis 2 3 8,4000 8,4000
Dosis 3 3 8,9667 8,9667
Kontrol Negatif 3 9,3000
Sig. 1,000 ,018 ,021

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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H. Hasil Analisis Oneway ANOVA Pengaruh Lama Pemberian Ekstrak
Tepung Tempe Kedelai terhadap Tebal Epitel Duktus Intralobularis

Kelenjar Mammae Mencit

Descriptives

95% Confidence
Std. Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
Kontrol_Negatif Hari Ke-10 3| 09,2333 30551 | 17638 | 18,4744 | 19,9922 8,90 9,50
Hari Ke-20 3| 92667 25166 | ,14530 | 8,6415| 19,8918 9,00 9,50
Hari Ke-30 3| 19,3000 26458 | 15275 | 18,6428 | 19,9572 9,10 9,60
Total 9| 09,2667 23979 | 07993 | 19,0823 | 19,4510 8,90 9,60
Kontrol_Positif ~ Hari Ke-10 3| 5,4333 15275 | 08819 | 5,0539 | 15,8128 5,30 5,60
Hari Ke-20 3| 14,4000 ;36056 | ,20817 | 13,5043 | 5,2957 4,00 4,70
Hari Ke-30 3| 32333 15275 | 08819 | 12,8539 | 3,6128 3,10 3,40
Total 9| 4,3556 97610 | 32537 | 13,6053 | 5,1059 3,10 5,60
Dosis_Kel Hari Ke-10 3| 17,7000 ,36056 | ,20817 | 16,8043 | 8,5957 7,40 8,10
Hari Ke-20 3| 17,9000 ;30000 | ,17321| 7,1548 | 18,6452 7,60 8,20
Hari Ke-30 3| 18,0333 51316 | ,29627 | 16,7586 | 19,3081 7,60 8,60
Total 9| 78778 37676 | 12559 | 17,5882 | 18,1674 7,40 8,60
Dosis_Ke2 Hari Ke-10 3| 79667 15275 | 08819 | 7,5872| 18,3461 7,80 8,10
Hari Ke-20 3| 18,0667 AT7258 | 27285 | 16,8927 | 9,2406 7,70 8,60
Hari Ke-30 3| 18,4000 ;30000 | ,17321| 17,6548 | 19,1452 8,10 8,70
Total 9| 81444 35040 | ,11680 | 17,8751 | 18,4138 7,70 8,70
Dosis_Ke3 Hari Ke-10 3| 18,2000 60828 | 35119 | 16,6890 | 19,7110 7,80 8,90
Hari Ke-20 3| 18,6667 50332 | 29059 | 7,4163 | 19,9170 8,20 9,20
Hari Ke-30 3| 18,9667 55076 | ,31798 | 7,5985 | 10,3348 8,60 9,60
Total 9| 86111 58618 | ,19539 | 18,1605 | 19,0617 7,80 9,60
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ANOVA
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Kontrol_Negatif Between Groups ,007 2 ,003 ,044 ,957
Within Groups 453 6 ,076
Total 460 8
Kontrol_Positif Between Groups 7,269 2 3,634 61,717 ,000
Within Groups ,353 6 ,059
Total 7,622 8
Dosis_Kel Between Groups ,169 2 ,084 524 617
Within Groups 967 6 ,161
Total 1,136 8
Dosis_Ke2 Between Groups ,309 2 ,154 1,376 ,322
Within Groups 673 6 ,112
Total ,982 8
Dosis_Ke3 Between Groups ,896 2 ,448 1,450 ,306
Within Groups 1,853 6 ,309
Total 2,749 8
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I. Hasil

Mencit

Analisis General

Measure: MEASURE_1

Tests of Within-Subjects Effects

Linear Means (GLM) Repeated Measured
Pengaruh Korelasi Dosis dan Lama Pemberian Ekstrak Tepung Tempe
Kedelai terhadap Tebal Epitel Duktus Intralobularis Kelenjar Mammae

Type I Partial
Sum of Mean Eta
Source Squares df Square F Sig. Squared
hari SNty 110 2 055 454 | 641 043
Assumed
Greenhouse- 110 1,620 068 454 | 603 043
Geisser
Huynh-Feldt ,110 2,000 ,055 ,454 ,641 ,043
Lower-bound ,110 1,000 ,110 454 516 ,043
hari * Sphericity
Perlakuan - 8,539 8 1,067 8,830 ,000 779
gr?e”h"”se' 8539 | 6481 1,318 8830 | ,000 779
eisser
Huynh-Feldt 8,539 8,000 1,067 8,830 ,000 779
Lower-bound 8,539 4,000 2,135 8,830 ,003 779
Estimated Marginal Means of
MEASURE_ 1
Perlakuan
10.00 =
i Kontrol
o— =% — Negatif
9.00 T | Kontrol
Positif
s8.00 — O————e/o Dosis
on i
=
g i Dosis
= 7.00 — =
) g Dosis
> p— =
E S. 00
=
=1
-% 5.00 =
E
<
Ll 4a4.00 =
33.00 =
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J. Hasil analisis Correlated Partial Diameter Lumen dan Tebal Lapisan

Epitel Duktus Intralobularis Kelenjar Mammae Mencit

Correlations

Diameter_ | Diameter_ | Diameter_
Control Lumen_Ha | Lumen_H | Lumen_H | Tebal Epitel | Tebal Epitel | Tebal_Epitel
Variables ri_10 ari_20 ari 30 | _Hari 10 | _Hari 20 | Hari_30
Perlakuan & | Diameter_Lu  Correlation 1,000 ,928 ,896 -,935 -,940 -,930
Ulangan men_Hari_10 . eyl
- = Significance
(2-tailed) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
df 0 11 11 11 11 1
Diameter_Lu  Correlation ,928 1,000 ,895 -,942 -,933 -,926
men_Hari_20 ..
- Significance
(2-tailed) 000 000 ,000 000 000
df 11 0 11 | 11 | 11 11
Diameter Lu  Correlation 896 895 1,000 | -943 | -,940 -,955
men_Hari_30 .
aF Significance
(2-tailed) 000 000 000 000 000
df
11 11 0 11 11 1
Tebal_Epitel_  Correlation -935 -942 -,943 ‘ 1,000 ‘ 977 954
Hari_10 Lo
- Significance
(2-tailed) 000 ,000 000 000 000
el 11 11 11 | 0 11 11
Tebal_Epitel_ Correlation -940 4938 -,940 ‘ 977 ‘ 1,000 973
Hari_20 .
- Significance
(2-tailed) 000 000 ,000 ‘ ,000 ‘ 000
) > = 11| 11 | 0 1
Tebal_Epitel_  Correlation -930 -,926 -,955 ‘ 954 ‘ 973 1,000
Hari_30 -
- Significance
(2-tailed) I 000 000 ‘ 000 ‘ 000
df 1 1 11 | 11 | 1 0
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K. Preparat Penampang Melintang Histologi Kelenjar Mammae Mencit

(Mus Musculus) Strain Swiss Webster Ovariektomi

Perlakuan

Hari Ke 10

Kontrol
Negatif

Kontrol
Positif

Dosis 1
(0,21
g/ml/hari)

Dosis 2
(0,42
g/ml/hari)

Diameter Lumen

Tebal Lapisan Epitel
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Dosis 3
(0,63
g/ml/hari)

Perlakuan

Hari Ke-20

Diameter Lumen Tebal Lapisan Epitel

Kontrol
Negatif

Kontrol
Positif

Dosis 1
(0,21
g/ml/hari)
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Dosis 2
(0,42
g/ml/hari)

Dosis 3
(0,63
g/ml/hari)

Perlakuan

Hari Ke-30

Diameter Lumen Tebal Lapisan Epitel

Kontrol
Negatif

Kontrol
Positif
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Dosis 1
(0,21
g/ml/hari)

Dosis 2
(0,42
g/ml/hari)

Dosis 3
(0,63
g/ml/hari)

Keterangan: Preparat penampang melintang histologi kelenjar mammae
perbesaran 400x, Kontrol negatif: mencit tanpa ovariektomi dan
tanpa pemberian ekstrak tepung tempe kedelai; Kontrol positif:
mencit ovariektomi tanpa pemberian ekstrak tepung tempe kedelai.
Diameter lumen semakin menurun dan tebal lapisan epitel semakin
meningkat seiring peningkatan dosis.(a) Diameter lumen duktus
intalobularis; (b) Tebal lapisan epitel duktus intralobularis.
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