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RINGKASAN

Pengaruh Fermentasi Aspergillus oryzae dan Rhizopus oligosporus pada
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Osteoporosis merupakan suatu kondisi yang ditandai dengan menurunnya
massa dan kekuatan tulang sehingga mengakibatkan peningkatan kecenderungan
patah tulang (Lindsay dan Cosman, 2018). Kurangnya hormon estrogen
dalam tubuh dapat menjadi salah satu penyebab osteoporosis karena hormon
estrogen juga memiliki peran penting dalam proses pembentukan tulang (Kalkan
dan Tulay, 2018). Salah satu terapi yang sering digunakan untuk mencegah dan
mengatasi osteoporosis adalah hormone replacement therapy (HRT). Namun
terapi ini memiliki kekurangan vyaitu dapat meningkatkan risiko kanker
payudara dan penyakit kardiovaskular sehingga tidak dapat digunakan dalam
jangka waktu panjang (Liu dkk., 2016). Oleh karena itu diperlukan alternatif
pengobatan lain yang lebih aman untuk digunakan dalam jangka waktu

yang panjang.

Fitoestrogen merupakan alternatif fitoterapi non hormonal berasal dari
tumbuhan yang memiliki kemiripan struktur dan mekanisme dengan estrogen dan
memiliki keamanan terapi yang lebih baik daripada HRT. Salah satu sumber
fitoestrogen adalah isoflavon. Edamame adalah salah satu jenis kedelai yang
menjadi salah satu kandidat pengganti HRT karena memiliki kandungan isoflavon
yang tinggi. Kedelai memiliki senyawa isoflavon dalam bentuk glikosida dan
aglikon. Sejumlah besar isoflavon telah diidentifikasi pada tanaman adalah dalam
bentuk glikosida yang berpengaruh pada kemampuan absorbsi isoflavon yang
rendah di usus. Isoflavon tersebut dapat berubah menjadi menjadi bentuk aglikon
dengan fase hidrolisis pada proses fermentasi (Nikoli¢ dkk., 2017). Proses
fermentasi edamame menggunakan A. oryzae dan R. oligosporus terbukti dapat
meningkatkan kadar isoflavon aglikon genistein dan daidzein ( Imansari, 2018).
Oleh karena itu, pada penelitian ini dilakukan uji pengaruh edamame (Glycine
max L. Merrill) terfermentasi kombinasi A. oryzae dan R. oligosporus terhadap
kadar kalsium dan densitas tulang pada tikus ovariektomi.

Tahap awal yang dilakukan adalah preparasi edamame terfermentasi
selama 3 hari hingga menjadi bentuk serbuk dan disuspensikan dengan CMC-Na.
Kemudian pengambilang ovarium dilakukan untuk mendapatkan tikus dengan
kondisi defisiensi estrogen. Perlakuan pada semua kelompok tikus yaitu shamed
ovx, kontrol negatif (CMC-Na), kelompok uji edamame terfermentasi dosis
100,250,500,750, 1.000, 1.250 mg/kgBB dilakukan selama 28 hari. Pada hari ke-
29 dilakukan pengambilang tulang femur bagian kanan untuk dilakukan uji
penetapan kadar kalsium dengan menggunakan Spektroskopi Serapan Atom
(SSA) dan densitas tulang.
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Hasil pemeriksaan  menunjukkan Pemberian serbuk edamame
terfermentasi kombinasi A. oryzae dan R. oligoporus mampu memberikan efek
yang menguntungkan dalam meningkatkan kadar kalsium dan densitas tulang
ovariektomi pada pemberian edamame terfermentasi pada dosis tersebut. Dosis
optimal edamame terfermentasi dalam meningkatkan kadar kalsium adalah dosis
750 mg/kgBB. Dosis optimal edamame terfermentasi dalam meningkatkan
densitas tulang adalah dosis 250 mg/kgBB. Dosis optimal dalam meningkatkan
densitas tulang sekaligus kadar kalsium tulang adalah dosis 750 mg/kgBB dengan
kadar kalsium sebesar 14,95% dan densitas tulang sebesar 0,51 gram/cm?..
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Osteoporosis merupakan suatu kondisi yang ditandai dengan menurunnya
massa dan kekuatan tulang sehingga mengakibatkan peningkatan kecenderungan
patah tulang (Lindsay dan Cosman, 2018). Selain kurangnya asupan kalsium,
kurangnya hormon estrogen dalam tubuh juga dapat menjadi salah satu penyebab
osteoporosis karena hormon estrogen juga memiliki peran penting dalam proses
pembentukan tulang (Kalkan dan Tulay, 2018). Berdasarkan Pusat Data dan
Informasi Kementerian Kesehatan RI, pada tahun 2011 terjadi insiden patah
tulang panggul akibat osteoporosis. Perempuan memiliki prevalensi osteoporosis
hampir empat Kkali lebih tinggi daripada laki-laki dengan rentang usia 50-99 tahun
(Pusat Data dan Informasi Kesehatan Republik Indonesia, 2015). Hal tersebut
dikarenakan wanita mengalami proses penuaan alami yang disebut menopause.
Menopause mengakibatkan wanita mengalami kondisi kekurangan hormon
estrogen yang akan berpengaruh pada ketidakseimbangan peran osteoblas dan
osteoklas sehingga mengakibatkan turunnya densitas tulang (Muhammad dkk.,
2018). Maka dari itu, menjaga kesehatan tulang menjadi hal yang penting
terutama untuk wanita menopause.

Salah satu terapi yang sering digunakan untuk mencegah dan mengatasi
osteoporosis adalah hormone replacement therapy (HRT). Selain untuk
osteoporosis, HRT juga sering digunakan untuk mengurangi keluhan lain akibat
menopause seperti nyeri payudara, hot flush, dan lainnya (Daan dan Fauser,
2015). Penggantian defisiensi estrogen pada wanita pascamenopause
menggunakan produk hormonal ini efektif dalam memperlambat keropos tulang
dengan menghambat peran osteoklas yaitu resorpsi tulang. Pengobatan HRT
tersebut menunjukkan adanya perkembangan yang menguntungkan pada pasien
osteoporosis (Tit dkk., 2018). Namun terapi ini memiliki kekurangan yaitu dapat
meningkatkan risiko kanker payudara dan penyakit kardiovaskular sehingga

tidak dapat digunakan dalam jangka waktu panjang (Liu dkk., 2016). Oleh karena
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itu diperlukan alternatif pengobatan lain yang lebih aman untuk digunakan
dalam jangka waktu yang panjang. Alternatif lain untuk menggantikan HRT ini
adalah terapi menggunakan bahan alam yaitu berasal dari tumbuhan yang
memiliki kemiripan struktur dan mekanisme dengan estrogen yang disebut
fitoestrogen. Fitoestrogen merupakan alternatif fitoterapi non hormonal yang
perlu dipertimbangkan terutama dalam kasus keamanan terapi yang lebih baik
daripada HRT, terlebih lagi fitoestrogen memiliki efek sebagai agen
kemopreventif untuk kanker payudara (Sakamoto dkk., 2010). Salah satu bentuk
senyawa fitoestrogen adalah isoflavon. Tumbuhan jenis kedelai merupakan salah
satu sumber fitoestrogen yang memiliki kandungan isoflavon yang tinggi
(Mostrom dan Evans, 2018).

Edamame merupakan salah satu jenis kedelai yang produksinya melimpah
di Kabupaten Jember. Edamame memiliki kandungan isoflavon yang tinggi
sehingga edamame dapat menjadi salah satu kandidat pengganti HRT. Bentuk
isoflavon yang diabsorbsi oleh usus adalah aglikon, namun pada umumnya bentuk
glikosida lebih banyak terkandung dalam tanaman. Berdasarkan penelitian
Imansari (2018) menunjukkan bahwa proses fermentasi menggunakan kombinasi
kapang A. oryzae dan R. oligosporus dapat meningkatkan kadar isoflavon dalam
bentuk aglikon pada edamame, khususnya daidzein. Penelitian ini ditujukan untuk
melihat aktivitas edamame terfermentasi kombinasi kapang A. oryzae dan R.
oligosporus sebagai agen estrogenik dengan pengamatan pada densitas tulang dan
kadar kalsium tulang tikus ovariektomi.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang tersebut, maka dalam penelitian ini rumusan
masalahnya adalah sebagai berikut:
a. Bagaimana pengaruh pemberian edamame terfermentasi pada densitas
tulang dan kadar kalsium tulang femur tikus Sprague Dawley ovariektomi
(OVX)?
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b. Pada dosis berapakah edamame terfermentasi dapat memberikan efek
optimal dalam peningkatan kadar kalsium dan densitas tulang femur tikus

Sprague Dawley ovariektomi (OVX)?

1.3 Tujuan Penelitian
Berdasarkan rumusan masalah yang diuraikan, maka tujuan dari
penelitian ini adalah sebagai berikut:

a. Untuk mengetahui pengaruh pemberian edamame terfermentasi terhadap
kadar kalsium dan densitas tulang pada tikus Sprague Dawley ovariektomi
(OVX).

b. Untuk mengetahui dosis edamame terfermentasi yang dapat memberikan
efek optimal dalam peningkatan kadar kalsium tulang dan densitas tulang

pada tikus Sprague Dawley ovariektomi (OVX).

1.4 Manfaat Penelitian

Penelitian ini dilakukan untuk memberikan informasi tentang pemanfaatan
edamame terfermentasi sebagai fitoestrogen dan pengobatan alternatif yang lebih
aman pengganti HRT dalam upaya mengurangi keluhan menopause yaitu risiko
osteoporosis pada wanita menopause. Edamame difermentasi menghasilkan
edamame terfermentasi dalam bentuk produk tempe sehingga hasil penelitian ini

diharapkan dapat dimanfaatkan dan dikonsumsi oleh masyarakat luas.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan tentang Edamame (Glycine max L.)

Edamame merupakan salah satu spesies kedelai yang biasanya dikonsumsi
segar sebagai camilan atau sebagai sayuran. Edamame juga dikenal sebagai
kedelai sayur, kedelai hijau atau kedelai maodou di Cina (Mimura dkk., 2007).
Edamame dipanen muda 65-68 hari setelah tanam (Soewanto dkk., 2013).
Dipanen dalam bentuk polong segar pada stadi tumbuh R-6 yaitu penuh dengan
biji hijau sekurangnya satu dari empat simpul teratas memiliki berat biji tertinggi
dengan kandungan sukrosa, oligosakarida yang rendah (Xu dkk., 2016).

Klasifikasi edamame dalam taksonomi adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Superdivisi : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Subkelas : Rosidae

Ordo : Fabales

Famili : Fabaceae

Genus : Glycine Wild

Spesies : Glycine max L. (USDA, 2018)

Edamame merupakan tanaman yang tumbuhnya tegak dan merambat.
Tinggi tanaman berkisar 28-50 cm dengan daun yang lebat dan memiliki biji yang
bobotnya dapat berkisar 28-50 g/100 biji, warna biji kuning hingga hijau, bentuk
biji yang dihasilkan adalah bulat atau bulat telur (Soewanto dkk., 2013). Gambar
morfologi edamame dapat dilihat pada Gambar 2.1. Edamame merupakan jenis
kedelai yang unik dan berbeda dibandingkan dengan jenis kedelai lain karena
ukuran bijinya yang besar, tekstur halus, rasanya yang manis, lebih mudah
dimakan atau dicerna sehingga edamame lebih disukai sebagai camilan (Widati
dan Hidayat, 2012).
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Gambar 2.1 Tanaman edamame (Widati dan Hidayat, 2012) dan biji edamame
(Imansari, 2018)

Berdasarkan tinjauan (USDA, 2018) tentang kandungan nutrisinya,
edamame dengan bobot 100 g mengandung energi sebesar 160 kkal, protein 12 g,
total lemak 6,67 g; karbohidrat 14,67 g; serat 10,7 g; gula 2,67 g; kalsium 53 mg;
besi sebesar 1,92 mg dan kolesterol 0 mg, dapat dilihat pada Tabel 2.1. Edamame
memiliki kandungan isoflavon total yang tinggi yaitu 48,95 mg dalam 100 g

edamame.
Tabel 2.1 Kandungan nutrisi edamame (USDA, 2018)
Nutrisi Unit Kandungan per 75 g Kandungan per 100 g

Energi Kkal 120 160
Protein g 9 12
Total lemak g 5 6,67
Karbohidrat g 11 14
Serat g 8 10,7
Gula g 2 2,67
Kasium mg 40 53
Besi mg 1,44 1,92
Kolestrol mg 0 0
Isoflavon mg - 48,95

2.2 Fitoestrogen, Isoflavon dan Fermentasi Edamame

Edamame memiliki kandungan isoflavon yang tinggi sehingga menjadikan
edamame salah satu kandidat fitoestrogen pengganti HRT. Fitoestrogen adalah
senyawa nonsteroid alami dari tumbuhan yang memiliki kemiripan struktur atau
fungsional dengan hormon estrogen. Fitoestrogen memiliki efek estrogenik pada
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sistem saraf pusat dan pada sistem reproduksi pria dan wanita, merangsang estrus
dan merangsang pertumbuhan saluran genital dan kelenjar susu pada wanita.
Fitoestrogen juga memiliki efek menguntungkan terkait dengan mengurangi
aterosklerosis, osteoporosis, angiogenesis, diabetes, dan efek vasomotor (hot
flushes) saat menopause dan bertindak sebagai antioksidan, antineoplastik, anti
peradangan, dan probiotik (Mostrom dan Evans, 2018).

Berdasarkan struktur kimianya, fitoestrogen secara umum dibagi menjadi
flavanon, isoflavon, coumestans, chalcones, stilbenes dan lignan. Kelompok
fitoestrogen pada edamame yang jumlahnya paling signifikan adalah isoflavon
(Nikolic dkk., 2017). Isoflavon adalah isomer sederhana dari flavonoid yang
memiliki 15 atom karbon. Isoflavon memiliki cincin B yang melekat pada C-3
dari cincin heterosiklik flavon. Sumber utama isoflavon adalah tanaman dengan
famili Leguminosae atau Fabaceae. Diketahui lebih dari 800 isoflavon yang telah
dilaporkan dan diisolasi dari famili ini. Selain itu, 225 isoflavon telah diketahui
dari 59 famili tanaman selain famili Leguminosae (Hussain dan Green, 2017).

Kedelai memiliki senyawa isoflavon dalam bentuk glikosida dan aglikon.
Sejumlah besar isoflavon telah diidentifikasi pada tanaman dalam bentuk
glikosida. Isoflavon tersebut dapat terhidrolisis menjadi senyawa isoflavon dalam
bentuk aglikon selama proses fermentasi (Nikoli¢ dkk., 2017). Struktur umum
aglikon dan glikosida isoflavon pada tanaman disajikan pada Gambar 2.2 dan
Tabel 2.2.

Gambar 2.2  Struktur isoflavon: a) aglikon b) glikosida (Nikolic dkk., 2017)
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Tabel 2.2 Isoflavon bentuk aglikon dan glikosida (Nikoli¢ dkk., 2017)

Aglikon Glikosida R1 R2 R3
Daidzein daidzin (Daidzein-O-7-glukosida) H H OH
genistein genistin (genistein-O-7-glukosida) OH H OH
glycitein glicitin(glycitein-O-7-glukosida) H OCHjs OH
formononetin  ononin (formononetin-O-7-glukosida) H H OCHjs
biochanin A sissotrin (biochanin A-O--7-glukosida)  OH H OCHjs

Perubahan bentuk glikosida menjadi aglikon dapat terjadi melalui proses
fermentasi. Fermentasi adalah proses metabolisme yang mengubah gula menjadi
asam, gas, atau alkohol oleh mikroorganisme atau enzim yang dihasilkan oleh
mikroorganisme seperti ragi (jamur) dan bakteri (Siefert dkk., 2016). Kecepatan
fermentasi tergantung pada konsentrasi mikroorganisme, enzim yang dihasilkan,
pH, suhu, ketersediaan air, garam (Siefert dkk., 2016). p-Glukosidase merupakan
salah satu enzim yang diekpresikan oleh kapang untuk membantu pemecahan
glukosa menjadi etanol dan karbon dioksida secara anaerob (Renge dkk., 2012).
Hidrolisis enzimatik menggunakan (-glukosidase telah diterapkan untuk
menghidrolisis isoflavon bentuk glikosida menjadi bentuk aglikon yang sesuai.
Aglikon isoflavon relatif tahan terhadap degradasi pada saluran pencernaan dan
memiliki sifat mudah diabsorbsi oleh usus (Nikolic dkk., 2017). Menurut
penelitian ~ Imansari, (2018) bahwa kandungan isoflavon bentuk aglikon
khususnya daidzein dapat meningkat dengan adanya proses fermentasi kombinasi
dari jamur A. oryzae dan R. oligosporus sehingga diharapkan dapat diabsorbsi
oleh usus lebih banyak dan meningkatkan efek estrogenik.

Dalam proses fermentasi dapat digunakan jamur atau kapang yang
merupakan organisme multiselular dan dapat dilihat dengan mata telanjang.
Kapang memiliki hifa yang panjang dan digunakan untuk menembus substrat
(Humairoh, 2017). Kapang atau jamur yang dapat digunakan dalam proses
fermentasi adalah R. oligosporus dan A. oryzae. Kombinasi kapang tersebut
digunakan untuk menghasilkan produk edamame terfermentasi dalam bentuk
tempe. Kombinasi kapang A. oryzae dan R. oligosporus di inokulum

menghasilkan produk tempe kedelai dengan parameter yang lebih Dbaik,
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dibandingkan dengan tempe yang dibuat secara tradisional (dibuat dengan kultur
murni  R. oligosporus) (Janiszewska dkk., 2012). Sporangiofor pada R.
oligosporus dapat tumbuh dengan tinggi 1 mm atau lebih, dengan panjang lebih
dari 1000 pm dan berdiameter 10-18 um. Ciri khas dari kapang ini yaitu
warnanya abu kecoklatan yang dapat tumbuh pada suhu 12-42°C dan dapat
tumbuh optimum pada suhu 30-35°C. Sporanya memiliki bentuk bulat atau
setengah bulat (Ratna Stia Dewi dan Sacfuddin ‘Aziz, 2011). Jamur tempe
termasuk genus Rhizopus sp ini memiliki ciri—ciri terdapat rhizoid dan bentuk
misellium seperti kapas, warna koloni jamur abu—abu kecoklatan, bentuk
sporangia bulat, warna sporangia abu abu kecoklatan mempunyai spora tunggal
(Dewi dkk., 2014). A. oryzae merupakan kapang dengan ciri memiliki warna
hijau kekuningan, dengan miselium berwarna putih, dan tumbuh dengan diameter
60 mm (Oramahi dkk., 2006).

2.3 Tinjauan tentang Tulang dan Proses Remodeling Tulang

Tulang adalah kerangka pendukung tubuh yang unik, ditandai dengan
sifatnya yang kaku, keras dan kuat. Tulang berfungsi untuk melindungi organ
vital, menyediakan lingkungan untuk sumsum (baik pembentukan darah dan
penyimpanan lemak), bertindak sebagai reservoir mineral untuk homeostasis
kalsium, reservoir faktor pertumbuhan dan sitokin, dan juga mengambil bagian
dalam keseimbangan asam basa (Kini dan Nandeesh, 2012). Kerangka terdiri dari
dua jenis struktural utama yaitu tulang kortikal dan trabekular, dapat dilihat pada
Gambar 2.3. Tulang kortikal menyumbang sekitar 80% massa kerangka manusia.
Tulang kortikal jauh lebih padat, kuat dan keras jika dibandingkan dengan tulang
trabekular. Tulang trabekular atau kanselus (juga dikenal sebagai tulang sponge)
memiliki kepadatan lebih rendah dan luas permukaan lebih besar daripada tulang
kortikal sehingga menyebabkan tulang trabekular memiliki risiko osteoporosis
lebih besar (Ralston, 2017).


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

Tulang keras
Lamella —ea R o
Canaliculi — ¥ " Tulang spons
Jaringan //{ %
tulang N Saluran Havers
Periosteum <—

\ Saluran Volkmann

Gambar 2.3 Anatomi tulang (IOF, 2019)

Tulang terus-menerus mengalami remodeling selama hidup untuk
membantunya beradaptasi dengan perubahan gaya biomekanik, serta untuk
menghilangkan tulang yang sudah lama rusak dan menggantinya dengan tulang
baru yang lebih kuat (Ralston, 2017). Proses remodeling tulang melibatkan sel-
sel tulang utama yaitu osteoklas dan osteoblas. Osteoklas berasal dari sel induk
hematopoietik yang berdiferensiasi menjadi preosteoklas dan akan bersirkulasi
dalam aliran darah. Preosteoklas mengekspresikan RANK (receptor activator
nuclear factor kappa B) yang merupakan sebuah reseptor membran. Ketika sel-sel
ini bertemu dengan ligan RANK kemudian menjadi aktif, melebur dan
membentuk sel osteoklas yang dapat menyerap tulang. Sedangkan Osteoblas
berasal dari sel batang stroma yang berada di sumsum tulang dan memiliki peran
dalam regenerasi tulang (Brunetti dkk., 2018).

Siklus remodeling dimulai dari fase aktivasi yang mencakup rekrutmen
osteoklas ke permukaan tulang. Kemudian fase resorpsi yaitu osteoklas
menghasilkan lingkungan mikro yang asam antara sel dan permukaan tulang,
melarutkan atau menyerap kandungan mineral tulang. Pada fase pembalikan,
osteoklas menjalani apoptosis dan perannya digantikan dengan osteoblas yang
direkrut ke permukaan tulang. Pada fase pembentukan, osteoblas kemudian
menyimpan kolagen mineral untuk membentuk tulang baru (Gallagher dan
Harsha, 2013). Tahap pembentukan tulang oleh osteoblas berlangsung paling
lama karena pembentukan tulang lebih lambat daripada resorpsi tulang. Pada fase
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ini melibatkan proses pembentukan tulang baru dan mineralisasi serta diferensiasi
terminal osteoblas. Fase terakhir adalah fase tulang untuk istirahat, kemudian
kembali lagi ke fase awal (Kular dkk., 2012). Proses remodeling tulang dapat
dilihat pada Gambar 2.4.
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Gambar 2.4 Siklus remodeling tulang: 1) Fase aktivasi 2) Fase resorpsi 3) Fase
pembalikan 4) Fase pembentukan 5) Fase istirahat (IOF, 2019)

2.4 Hubungan Estrogen dengan Osteoporosis

Osteoporosis merupakan suatu kelainan pada tulang yang ditandai
dengan menurunnya kekuatan dan massa tulang sehingga mengakibatkan
pengeroposan tulang dan mengakibatkan peningkatan kecenderungan patah tulang
(Lindsay dan Cosman, 2018). Tulang memainkan peran kunci dalam mineralisasi
kerangka dan diperlukan untuk pertumbuhan, perkembangan, dan kekuatan
tulang. Berdasarkan kandungan tulang, kalsium dapat menjadi salah satu
parameter kepadatan tulang karena jumlahnya yang sangat melimpah. Tulang
termasuk jaringan ikat kompleks termineralisasi yang mengandung sekitar 70%
mineral dan 30% konstituen organik (Florencio-silva dkk., 2015). Jumlah kalsium
pada orang dewasa yaitu sekitar 1-1,3 kg dan 99% kalsium ada di tulang. Sisa 1%

kalsium dapat ditemukan dalam jaringan lunak dan cairan ekstraseluler (Vannucci


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

11

dkk., 2018). Sumber kalsium sebagian besar terdapat pada produk susu, tahu,
beberapa sayuran berdaun hijau tua, lobak, ikan dan sebagian terdapat pada
kacang-kacangan (Titchenal dan DoBBs, 2007). Pada orang dewasa dengan usia
sekitar 51-70 tahun membutuhkan asupan kalsium sebesar 1000 mg/dL untuk
laki-laki dan 1200 mg/dL untuk perempuan (Caroli dkk., 2011). Total konsentrasi
kalsium dalam serum diatur agar tetap antara 8,5-10,5 mg/dL (2,12-2,62 mmol/L)
(Ross dkk., 2012). Jika kadar kalsium serum menurun, resorpsi tulang akan
semakin meningkat karena adanya hormon paratiroid (PTH) yang berfungsi untuk
melepaskan kalsium yang tersimpan dalam tulang ke dalam darah untuk
mencegah tubuh kekurangan kalsium (Maslin dan Dennison, 2019).

Selain kurangnya kalsium, osteoporosis juga dapat disebabkan oleh suatu
kondisi defisensi hormon estrogen akibat menopause. Menopause yaitu proses
penuaan yang melibatkan sistem reproduksi yang ditandai dengan siklus haid
mulai terganggu dan akhirnya berhenti secara permanen (Lumsden, 2016). Pada
wanita menopause, ovarium tidak dapat merespon untuk membentuk hormon
estrogen. Estrogen manusia utama adalah estron, estradiol dan estriol. Secara
biologis, estrogen yang paling aktif dan berlimpah adalah estradiol. Mekanisme
aksi estrogen terjadi melalui pengikatan estrogen ke reseptor estrogen. Dimulai
dengan masuknya estrogen ke dalam sel, berikatan dengan reseptornya dan
membentuk kompleks yang langsung bertranslokasi ke dalam nukleus. Di
nukleus kompleks ini berikatan dengan estrogen response element untuk tahap
transkirpsi genetik sehingga menghasilkan efek estrogenik (Sihombing.l.dkk,
2012). Estrogen telah lama dikenal sebagai antiresorptif yang bekerja dengan
menekan aktivitas osteoklas. Defisiensi estrogen menyebabkan ekspresi RANKL
terhadap RANK sehingga menimbulkan inisiasi dan diferensiasi osteoklas
(Salamanna dkk., 2018). Selama 5-10 tahun selama dan setelah menopause,
wanita kehilangan tulang lebih cepat daripada pria dengan laju 2-3% per tahun.
Hal ini sebagian besar disebabkan oleh defisiensi estrogen pada masa menopause
yang menyebabkan peningkatan sekresi hormon PTH dan penurunan penyerapan
kalsium di usus (Zhu dan Prince, 2012). Berdasrkan penelitian Elkomy dan

Elsaid, (2015) bahwa tikus yang diovariektomi mengembangkan perubahan tulang
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yang mirip dengan yang terlihat pada wanita osteoporosis yang ditunjukkan
dengan adanya penurunan densitas tulang pada tulang femur.

HRT merupakan terapi pilihan pertama untuk mengurangi gejala akibat
menopause, salah satunya adalah osteoporosis. Terapi ini tidak disarankan untuk
wanita menopause dengan kondisi memiliki penyakit kanker. Terapi hormon ini
juga tidak dapat digunakan untuk terapi jangka waktu panjang dan dengan dosis
yang besar. Waktu terapi maksimal hanya untuk 5 tahun. Penggunaan terapi
dalam jangka waktu panjang dapat meningkatkan risiko kanker payudara, uterus,
ovarium dan penyakit jantung koroner (Stuenkel dkk., 2015). Fitoestrogen adalah
salah satu penemuan yang menjadi alternatif pengganti HRT. Efek estrogenik
pada fitoestrogen tidak seefektif HRT, namun lebih aman untuk digunakan dalam
jangka waktu yang panjang. Fitoestrogen memiliki struktur yang menyerupai
struktur dari hormon estrogen yaitu memiliki cincin fenolik yang dapat berikatan
dengan reseptor estrogen sehingga fitoestrogen juga memiliki mekanisme dan

memberikan efek yang mirip dengan estrogen (Mostrom dan Evans, 2018).
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis, Tempat dan Waktu Penelitian
3.1.1 Jenis penelitian

Jenis penelitian yang dilakukan adalah jenis penelitian eksperimental yang
termasuk dalam true experimental laboratories in vivo yang bertujuan untuk
mengetahui efek fermentasi A. oryzae dan R. oligosporus pada edamame
(Glycine max L.) terhadap kadar kalsium dan densitas tulang pada tikus
ovariektomi.
3.1.2 Waktu dan tempat penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi
serta Laboratorium Farmakologi Fakultas Farmasi, di Laboratorium Mikrobiologi,
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (MIPA) dan Laboratorium
Terpadu (CDAST) Universitas Jember pada bulan Februari 2018 sampai dengan
April 2019.

3.2 Variabel Penelitian

Pada penelitian ini menggunakan tiga variabel, yaitu variabel bebas,
variabel terikat dan variabel terkendali yang dijelaskan sebagai berikut:
3.2.1 Variabel bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah perlakuan tikus dengan
memberikan suspensi edamame yang telah difermentasi selama 3 hari kombinasi
A. oryzae dan R. oligosporus pada tikus ovariektomi dengan dosis 100, 250, 500,
750, 1000, dan 1250 mg/kgBB, shamed OVX, dan OVX + CMC-Na sebagai
kontrol negatif.
3.2.2  Variabel terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah densitas tulang dan kadar
kalsium tulang femur pada tikus yang diberi serbuk edamame terfermentasi

kombinasi A. oryzae dan R. oligosporus.
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3.2.3 Variabel terkendali
Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah kepadatan spora sebanyak
10° spora/mL, suhu inkubasi edamame fermentasi, waktu fermentasi edamame,

galur tikus, umur tikus, pakan dan minum tikus serta jenis kelamin.

3.3 Rancangan Penelitian
3.3.1 Rancangan operasional

Penelitian ini dilakukan melalui beberapa tahap sebagai berikut:

a. Preparasi sampel edamame

b. Pembuatan suspensi spora A. oryzae dan R. oligosporus sebanyak 10°
spora/mL

c. Preparasi sampel edamame fermentasi dengan menggunakan campuran A.
oryzae dan R. oligosporus

d. Pembuatan serbuk edamame fermentasi dengan mengeringkan tempe
edamame terfermentasi menggunakan oven 50°C.

e. Hewan uji diadaptasi selama 10 hari dalam kandang Laboratorium
Farmakologi dan Toksikologi Fakultas Farmasi Universitas Jember.

f.  Ovariektomi dan penyembuhan luka selama 10 hari.

g. Pemberian perlakuan serbuk tempe edamame dalam bentuk suspensi pada
tikus selama 28 hari.

h. Penimbangan bobot tikus selama 28 hari.

i. Dilakukan pembedahan setelah perlakuan dan diambil tulang femur tikus
bagian kanan dan kiri.

j.  Dilakukan pengukuran densitas tulang dengan plethysmometer.

k. Dilakukan pengukuran kadar kalsium tulang femur tikus dengan
Spektroskopi Serapan Atom (SSA).
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Edamame terfermentasi
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Dilakukan pembedahan pada tikus setelah diberi perlakuan selama 28 hari, diambil

tulang femur bagian kanan.
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Gambar 3.1 Diagram rancangan penelitian

Keterangan:

K1 :Kelompok tikus tanpa ovariektomi atau shamed OVX dengan pakan
standar.

K2 :Kelompok tikus OV X dengan CMC-Na.

K3 :Kelompok tikus OVX dengan edamame terfermentasi 100 mg/kgBB.

K4 :Kelompok tikus OV X dengan edamame terfermentasi 250 mg/kgBB.

K5 :Kelompok tikus OV X dengan edamame terfermentasi 500 mg/kgBB.

K6 :Kelompok tikus OV X dengan edamame terfermentasi 750 mg/kgBB.

K7 :Kelompok tikus OV X dengan edamame terfermentasi 1000 mg/kgBB.

K8 :Kelompok tikus OV X dengan edamame terfermentasi 1250 mg/kgBB.

Definisi operasional

Definisi operasional pada penelitian ini dijelaskan sebagai berikut:

Bahan penelitian yang digunakan adalah edamame yang berasal dari PT.

Mitra Tani 27 Jember dengan varietas SPM-1, ditanam di daerah Jember,
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dipanen pada bulan Februari 2018, dan proses panen dilakukan pada 63-68
hari setelah tanam.

b. Isolat R. oligosporus diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
MIPA Universitas Jember.

c. lIsolat A. oryzae diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi & Bioteknologi
Fakultas Farmasi Universitas Jember.

d. Tikus betina perawan galur Sprague Dawley adalah hewan coba yang
digunakan dalam penelitian ini. Usia tikus adalah 59 hari dan didapatkan
dari pengembangan hewan coba manidiri (PHPM) dengan asal indukan
dari unit pengembangan hewan percobaan (UPHP) UGM.

Rancangan penelitian pada penelitian pengaruh efek fermentasi A. oryzae
dan R. oligosporus pada edamame terhadap kadar kalsium dan densitas tulang

pada tikus ovariektomi dapat dilihat pada Gambar 3.1.

3.4 Alat dan Bahan Penelitian
3.4.1 Alat

Autoklaf, laminar air flow (Airtech), mikropipet (Serena) , bunsen, tabung
reaksi, hemasitometer, mikroskop (Olympus BX53), inkubator, oven, blender,
ayakan, timbangan analitik digital, seperangkat alat bedah, plethysmometer, SSA
(ZA3000 Series Atomic Absorption Spectrophotometer), alat gelas.
3.4.2 Bahan

Edamame (kedelai varietas SPM 1), isolat A. oryzae, isolat R. oligosporus,
Potato Dextrose Agar (PDA), akuabides steril, dan tween 80, ketamin, xylasin,
betadin, antibiotik, CMC Na 1%, NaCl, HCL 5N, TCA 20%, Calcium standard

solution, Milli-Q water.
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3.5 Prosedur Penelitian
3.5.1 Pemeliharaan Hewan Coba

Jumlah tikus minimal yang digunakan dalam percobaan dihitung dengan
rumus Federer yaitu (t-1) (n-1) > 15, bahwa t merupakan jumlah perlakuan dan n
merupakan banyak pengulangan tiap perlakuan, sehingga didapatkan n > 3,14.
Jumlah tikus betina jenis Sprague Dawley yang digunakan pada penelitian ini
adalah 40 ekor dan terbagi menjadi 8 kelompok (5 tikus tiap kelompok). Tikus
beradaptasi di dalam kandang dengan suhu kamar atau 20°C (£ 3°C) selama 7 hari
sebelum perlakuan. Tikus diberi makan dengan pakan standar dan minum setiap
hari.
3.5.2 Peremajaan Isolat A. oryzae dan R. oligosporus

Peremajaan isolat A. oryzae dan R. oligosporus dilakukan dengan
mengambil sebagian indukan dari isolat A. oryzae dan R. oligosporus
menggunakan ose steril dan menempatkannya ke dalam tabung reaksi yang berisi
media yaitu potato dextrose agar (PDA). Kemudian isolat diinkubasi pada suhu
30°C selama 1 hari untuk isolat A. oryzae dan selama 3 hari untuk isolat R.
oligosporus (Imansari, 2018).
3.5.3 Pembuatan Suspensi Spora A. oryzae dan R. oligosporus

Pembuatan suspensi spora A. oryzae dan R. oligosporus dilakukan di
bawah Laminar Air Flow (LAF). Pertama larutan tween 1% dibuat dengan
mencampurkan akuades dan Tween 80 (1 : 100) sebanyak 10 ml dalam ependorf.
Kapang diambil atau dikeruk dari media menggunakan ose steril secara hati-hati
dan masing-masing dimasukkan dalam ependorf yang berisi campuran akuades
dan tween 80. Kemudian larutan dihomogenkan menggunakan mikropipet atau
dengan vortex (Imansari, 2018).
3.5.4 Perhitungan Kepadatan Spora

Suspensi A. oryzae dan R. oligosporus dibuat dengan mengambil suspensi
spora masing-masing sebanyak 10 pl dan suspensi dimasukkan ke dalam
hemasitometer. Kemudian kepadatan spora diamati menggunakan mikroskop
perbesaran 400x hingga kamar hitung terlihat pada hemasitometer. Jumlah

kepadatan spora yang dibutuhkan adalah sebesar 10° spora/ml. Jumlah spora dapat
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dihitung di bawah mikroskop. Spora yang dihitung hanya yang terletak pada
kotak hitung (1 + 2 + 3 + 4 + 5), seperti yang tersaji pada (Gambar 3.2). Spora
yang dihitung hanya pada kamar hitung pada sisi Kiri dan atas, dapat dilihat pada
(Gambar 3.3). Setelah semua spora pada kotak hitung didapatkan, perhitungan
jumlah spora/ml dapat dihitung dengan rumus sebagai berikut.

X

= CmmaxIam2) X10 ... Persamaan 2.1
Keterangan:
N :Jumlah spora/mL
X : Rata-rata jumlah spora yang dihitung
I : Luas kotak hitung
t : Kedalaman bidang hitung (0.1 mm)
d : Faktor pengenceran
10  :Volume suspensi yang diambil (10 pL = 10 mm®)

Apabila kepadatan spora A. oryzae dan R. oligosporus yang didapatkan

lebih dari 10° spora maka dilakukan pengenceran menggunakan rumus berikut:

NIVI =N2V2....iiiiiiiiiiciiiieeen, Persamaan 2.2
Keterangan :

N1 : Konsentrasi larutan stock (spora/mL)

N2 : Konsentrasi larutan yang diinginkan (spora/mL)
V1 : Volume larutan stock (mL)

V2 : Volume larutan yang diinginkan (mL)

T T

Gambar 3.2 Kamar hitung haemasitometer (Hansen, 2000)
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Gambar 3.3 Cara menghitung spora menggunakan hemasitometer (a) alur
menghitung spora (b) cara menghitung spora ( e menunjukkan spora yang
dihitung, o menunjukkan spora yang tidak dihitung) (Tim QC APH, 2009)
3.5.5 Preparasi Edamame

Edamame sebanyak 500 gram yang telah dikupas, direndam dalam air
panas selama * 28 menit untuk memudahkan dalam pelepasan kulit ari edamame.
Biji edamame ditimbang dengan bobot masing-masing 50 gram dan
membungkusnya dengan kertas saring. Edamame disterilisasi menggunakan
autoklaf dengan suhu 121 °C selama 15 menit dan didinginkan. Tahap selanjutnya
adalah proses fermentasi yang dilakukan dengan menambahkan suspensi spora A.
oryzae dan R. oligosporus sebanyak 1 ml dengan perbandingan 1:1 pada tiap
bungkus edamame. Kemudian edamame masuk ke dalam inkubator untuk
diinkubasi pada suhu 30°C selama 3 hari. Edamame yang telah terfermentasi
dikeluarkan dari inkubator dan ditempatkan dalam loyang, dicacah hingga
ukurannya menjadi lebih kecil agar lebih mudah dikeringkan dan loyang

dimasukkan dalam oven. Proses pengeringan dengan oven dilakukan dengan suhu
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60°C selama 28 jam. Setelah kering, edamame dihaluskan menggunakan blender
hingga halus dan diayak dengan ayakan mesh 80 (Imansari, 2018). Pembuatan
suspensi edamame dibuat dengan melarutkan serbuk edamame ke dalam larutan
CMC Na 1%. Suspensi edamame terfermentasi yang telah dibuat akan disondekan
pada tikus sesuai dosis yaitu 100, 250, 500, 750, 1000, dan 1250 mg/kgBB.
3.5.6 Tahap Perlakuan

Bobot tikus ditimbang terlebih dahulu untuk mengetahui volume yang
dibutuhkan sesuai kelompok uji. Suspensi edamame yang telah dibuat disondekan
pada tikus sesuai dosis yaitu 100, 250, 500, 750, 1.000, 1,250 mg/kgBB.
Kelompok kontrol negatif diberi perlakuan dengan menyondekan CMC-Na 1%
pada tikus. Kelompok uji shamed OV X tidak memerlukan perlakuan khusus yaitu
hanya diberi pakan dan minum selayaknya tikus normal.
3.5.7 Ovariektomi

Tujuan dilakukan ovariektomi adalah untuk mendapatkan model hewan
coba dengan kondisi defisiensi estrogen atau menopause dengan mengambil
kedua ovarium. Pertama seluruh meja operasi didesinfeksi dengan spraying
etanol 70%. Tikus dianestesi dengan xylasin dan ketamin 1 cc di daerah femur
dengan perbandingan 1:1. Tikus diletakkan di atas papan bedah. Tikus diinsisi
longitudinal pada bagian perut yang telah dicukur sepanjang 1-2 cm pada kulit di
daerah punggung 1,5-2 cm dari tulang vertebra dan 1,5-2 cm dari tulang femur
bagian proksimal. Tikus diinsisi dengan kedalaman hingga lapisan lemak di
bawah kulit dan dinding peritoneal terbuka. Ovarium yang berbentuk granul
diangkat dan digunting. Ujung tuba falopi yang tergunting diikat menggunakan
benang bedah dan dimasukkan kembali ke dalam rongga peritoneal. Dinding
peritoneum dan kulit luar tikus dijahit kembali hingga tertutup sempurna.
Prosedur tersebut dilakukan kembali untuk mengambil ovarium di sisi yang
berlawanan. Bekas jahitan diolesi betadin dan ditaburi bubuk antibiotik. Tikus
diletakkan di kandang dan diberi makan serta minum. Kondisi kesehatan tikus

diperhatikan selama 10 hari pasca ovariektomi (Khajuria dkk., 2012).
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3.5.8 Pembedahan Hewan Uji

Setelah perlakuan selama 28 hari, akan dilakukan pembedahan untuk
mengambil tulang femur tikus. Pertama tikus dianastesi dengan kloroform
kemudian dibedah menggunakan alat bedah yang telah disterilkan. Pembuluh
darah bagian jantung dipotong, dan tikus dipastikan telah mati. Tulang femur
tikus diambil untuk pemeriksaan kadar kalsium. Tulang dibilas dengan NaCl 0,9%
dan dibersihkan dari jaringan lunak yang menempel (Edward dkk., 1989).
3.5.9 Pengukuran Densitas Tulang

Sebelum dilakukan pengukuran densitas tulang, tulang dioven pada suhu
105°C hingga bobot tulang menjadi konstan. Pengukuran densitas tulang
(gram/cm®) didapat dengan mengetahui bobot tulang dan volume tulang. Bobot
(gram) tulang diukur dengan menggunakan timbangan analitik dan mengukur
volume tulang menggunakan alat plethysmometer (Satphaty dkk., 2013).

3.5.10 Pengukuran Kadar Kalsium Tulang

Tahap awal yang dilakukan adalah pembuatan kurva baku standar.
Konsentrasi standar yang digunakan adalah 2, 4, 6, 8, dan 10 pg/mL. Larutan
standar yang digunakan adalah Calcium standard solution yang mengandung
Ca(NOg3), dengan konsentrasi 1000 mg/L. Pembuatan kurva baku standar yaitu
dengan cara mengambil masing-masing Calcium standard solution sebanyak
0,02; 0,04; 0,06; 0,08; dan 0,1 mL dan memasukkannya ke dalam labu ukur 10
mL. Kemudian milli-Q water ditambahkan ke dalam masing-masing larutan
standar sampai tanda batas sehingga didapatkan konsentrasi 2, 4, 6, 8, 10 dan
pg/mL.

Tahap selanjutnya yaitu preparasi sampel dengan metode destruksi kering.
Preparasi sampel dilakukan dengan cara menimbang tulang femur kering dan
dilanjutkan dengan proses pengabuan tulang femur menggunakan furnace pada
suhu 600°C selama 3 jam, kemudian didinginkan (Edward dkk., 1989). Tahap
selanjutnya adalah proses destruksi abu yang telah dingin menggunakan 2 ml HCI
5N dalam air mendidih selama 10 menit. Kemudian TCA 20% ditambahkan
sebanyak 3 mL dan divortex sampai homogen. larutan yang telah homogen

ditambahkan akuades ad 10 ml. Larutan yang telah homogen disaring dengan
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kertas saring. Setelah larutan standar dan sampel telah siap, proses selanjutnya
adalah menganalisis larutan tersebut menggunakan Spektoskopi Serapan Atom
(SSA) (Shear dan Kramer, 1927).

Pengukuran larutan standar Ca dengan konsentrasi 2, 4, 6, 8, dan 10
pg/mL  diketahui dengan mengukur absorbansinya. Hasil absorbansi larutan
standar dapat digunakan untuk membuat kurva standar dan persamaan liniernya.
Kemudian pengukuran absorbansi larutan sampel dilakukan dan diperoleh
konsentrasi larutan sampel dalam pg/mL dengan cara memplotkan nilai
absorbansi pada kurva standar atau menghitung konsentrasi larutan sampel dalam
pmg/mL menggunakan persamaan regresi linier standar. Kadar kalsium tulang
dalam persentase dihitung dengan rumus sebagai berikut:

konsentrasi sampel mL
Kadar{Gal) 3 bobot tulanljg (IE‘IM;S/ ) x10e

3.6 Analisis Data

Data yang diperoleh adalah data densitas tulang dalam gram/cm® dan kadar
kalsium tulang dalam persentase. Kemudian data densitas tulang dan kadar
kalsium tulang masing-masing dianalisis dengan menggunakan uji One Way
ANOVA dengan syarat data yang diperoleh terdistribusi normal dan homogen.
Jika nilai p<0,05 yang menunjukkan adanya perbedaan signifikan maka
dilanjutkan dengan uji (post hoc) LSD (least significant difference). Apabila hasil
dari uji LSD didapatkan nilai p<0,05 dengan tingkat kepercayaan 95% (a = 0,05),
hal tersebut menunjukkan bahwa data dapat dikatakan bermakna. Namun apabila
data yang diperoleh tidak memenuhi syarat dapat dilakukan tranformasi data dan
diuji kembali homogenitas dan normalitasnya. jika hasil transformasi tidak
memenuhi syarat maka dilakukan uji non parametrik yaitu uji Kruskal-Wallis
kemudian dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney (Magda M Elkomy dan Elsaid,
2015).
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3.7 Skema Penelitian
3.7.1 Pembuatan Edamame Fermentasi

Edamame A. oryzae R. oligosporus
Direndam dalam Ditanam pada Ditanam pada
air panas + 30 L media miring media miring
menit selama 1 hari selama 3 hari
I |
Dikupas kulitari [ \
Ditambahkan campuran
Disterilisasi tween 80 dan akuades
autoklaf 121°C |
Didinginkan B | Dihitung kepadatan spora
menggunakan haemasitometer

Edamame steril

!

Edamame fermentasi (ET) Inokulum suspensi spora

4

Dikeringkan dengan oven pada suhu
60° C

Di haluskan menjadi serbuk, kemudian di
suspensi menggunakan CMC-Na

Gambar 3.4 Skema Pembuatan Edamame Terfermentasi


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

24

3.7.2  Perlakuan Hewan Uji

Empat puluh ekor tikus datang dan dibiarkan beradaptasi selama 10
hari
v A
Shamed OV X 35 tikus OVX
recovery 10 hari recovery 10 hari
\ y
K1 K2 K3 K4 K5 || K6 [| K7 K8

Perlakuan 28 hari

Pembedahan dan pengambilan tulang femur

v v

Densitas tulang Kadar kalsium

Analisis data

Gambar 3.5 Skema Perlakuan Hewan Uji

Keterangan:

K1:
K2:
K3:
K4:
K5:
K6:
K7:
KS8:

Shamed OV X

Kontrol negatif ( CMC-Na)

Edamame Terfermentasi dosis 100 mg/kgBB
Edamame Terfermentasi dosis 250 mg/kgBB
Edamame Terfermentasi dosis 500 mg/kgBB
Edamame Terfermentasi dosis 750 mg/kgBB
Edamame Terfermentasi dosis 1000 mg/kgBB
Edamame Terfermentasi dosis 1250 mg/kgBB
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BAB 5. KESIMPULAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka dapat disimpulkan
bahwa:

a. Pemberian serbuk edamame terfermentasi kombinasi A. oryzae dan R.
oligoporus mampu memberikan efek yang menguntungkan dalam
meningkatkan kadar kalsium dan densitas tulang ovariektomi pada pemberian
edamame terfermentasi pada dosis 250, 500, 750 dan 1.000 mg/kgBB

b. Dosis optimal edamame terfermentasi dalam meningkatkan kadar kalsium
adalah dosis 750 mg/kgBB. Dosis optimal edamame terfermentasi dalam
meningkatkan densitas tulang adalah dosis 250 mg/kgBB. Dosis optimal
meningkatkan densitas tulang sekaligus kadar kalsium tulang adalah dosis
750 mg/kgBB.

5.2 Saran
Saran yang perlu disampaikan pada penelitian ini adalah diperlukan
penelitian lebih lanjut dengan menggunakan isolat fitoestrogen edamame

terfermentasi untuk meminimalisir interaksi yang tidak diinginkan.
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LAMPIRAN

Lampiran 1: Perhitungan Dosis

Dosis suspensi edamame terfermentasi A. oryzae dan R. oligosporus yang
digunakan dalam penelitian ini adalah dosis 100, 250, 500, 750, 1000, dan 1250
mg/kgBB.
1. Dosis 100 mg/kgBB

100mg _  x
1000g 200g

X=20 mg

20mg _  x
2 ml 10 ml

X =100 mg
Pembuatan ekstrak dosis 100 mg/kgBB adalah menimbang serbuk
sebanyak 100 mg yang digerus dan disuspensikan dengan CMC Na 1% b/v
hingga homogen sampai 10 mL.
2. Dosis 250 mg/kgBB

250mg _  x
1000g 200g

X=50 mg

50mg _ x
2ml  10ml

X =250 mg
Pembuatan ekstrak dosis 100 mg/kgBB adalah menimbang serbuk
sebanyak 250 mg yang digerus dan disuspensikan dengan CMC Na 1% b/v hingga
homogen sampai 10 mL.
3. Dosis 500 mg/kgBB

500mg _ x
1000g 200g

X=100 mg

100mg _ x
2ml 10 ml

X =500 mg
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Pembuatan ekstrak dosis 500 mg/kgBB adalah menimbang serbuk
sebanyak 500 mg yang digerus dan disuspensikan dengan CMC Na 1% b/v hingga
homogen sampai 10 mL.

4. Dosis 750 mg/kgBB

750mg _  x
1000g 200g

X= 150 mg

150mg _  x
2 ml 10 ml

X =7500 mg
Pembuatan ekstrak dosis 750 mg/kgBB adalah menimbang serbuk
sebanyak 750 mg yang digerus dan disuspensikan dengan CMC Na 1% b/v hingga
homogen sampai 10 mL.
5. Dosis 1000 mg/kgBB

1000mg _ x
1000 g 200¢g

X=200 mg

200mg _  x
2 ml 10 ml

X =1000 mg
Pembuatan ekstrak dosis 1000 mg/kgBB adalah menimbang serbuk
sebanyak 1000 mg yang digerus dan disuspensikan dengan CMC Na 1% b/v
hingga homogen sampai 10 mL.
6. Dosis 1250 mg/kgBB

1250 mg _  x
1000 g 200g

X=200 mg

250mg _  x
2 ml 10 ml

X =1250 mg
Pembuatan ekstrak dosis 1250 mg/kgBB adalah menimbang serbuk
sebanyak 1250 mg yang digerus dan disuspensikan dengan CMC Na 1% b/v

hingga homogen sampai 10 mL.
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Lampiran 2: Hasil Spektofotometri Serapan Atom (SSA)

/ Detail Table

Model

Serial No.

Analysis Name ,
Measurement Mode
Operator

Comment

Method File Name

Meas. Date
Recalc. Date

Element

. ZA3000 Serles Atomic Ab
Analisa Ca
: Flame

: CDAST, Universitas Jember

Ca 05-03-19.amf

: Ca

ian Snpctranh ol

39

Pundsmye2019_0205_1201_49 22§ 252019 1204 47 PM

0.(}00 o.(rs
! L
00 04
01100 o.ol13
‘:\ |
! )
o 0.4
"~ 0.000 0.013
- —
)
04
0.000 0.013
0.0 s
0.000 0.013

¥ ¥ P

: 3/5/2019 8:39:52 AM - 3/6/2019 12:01:17 PM
: 3/5/2019 12:04:19 PM

Sample ID :STD1 Sample Name :
RNo.  Correct. Conc. Conc.
(ppm) (ppm)
1 - 0.0000
2 —_ 0.0000
Mean e =
sD F -
RSD(%) - =
SampleID :STD2 Sample Name :
R.No. Correct. Conc. Conc.
(ppm) (ppm)
1 — 2.0000
2 - 2.0000
Mean - =
SD - =
RSD(%) - ~
SampleID :STD3 Sample Name :
R.No. Correct. Conc. Conc.
(ppm) (ppm)
1 — 4.0000
2 —_ 4.0000
Mean - ==
SD - =
RSD(%) — =
Sample ID :STD4 Sample Name :
RNo.  Correct. Conc, Conc.
(ppm) (ppm)
1 — 6.0000
2 - 6.0000
Mean - o
SD -
RSD(%) == -
Sample ID  :STD5 Sample Name :
RNo.  Cormect. Conc. Conc.
" (ppm) (ppm)
- 8.0000
2 - 8.0000
Mean - -
SD -
RSD(%) o0

£ES

0.0001
0.0001
0.0001

0.0000
0.00

ABS

0.0961
0.0968
0.0965

0.0005
0.52

0.1695
0.1678
0.1687

0.0012
0.71

0.2350
0.2358
0.2364

0.0006
025

0.0011
0.37

0.0001
0.0001
0.0001
0.0000
0.00
REF
-0.0009
-0.0010

-0.0010
0.0001

0.0005
0.0004
0.0005

0.0001
20.00

0.0052
0.0052
0.0052

0.0000
0.00

0.0076
0.0077
0.0077

0.0001
130
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SampleID :STD6 Sample Name :

R.No.  Correct. Conc. Conc. ABS REF
(ppm) (ppm)
1 - 10.000 0.3682 0.0106
2 - 10.000 0.3653 0.0104
Mean - - 0.3668 0.0105
Sb - — 0.0021 0.0001
RSD(%) - - 0.57 0.95
1-Ca422.7 Coefficient P K3m —
ABS K2 e -
0.4 1 K1 = 3.584714e-002
b ¢ KO = 1.538095e-002
03 Corr. Coef, : 0.9972
02 DL : 0.0000
0.1 0.9972
0.0 [ T T T (e
0 5 10
Conc.(ppm)
Sample D :UNK-001 Sample Name :1 [2.1 Shamed Ovx]
0.000 0.013 RNo.  Correct. Conc. Conc. ABS REF
| (ppm) (ppm)
\ T 1 32600 6.5199 0.2491 0.0115
1 } 2 3264.1 6.5282 0.2494 0.0115
| | Mean 3262.1 6.5241 0.2493 0.0115
0.0 04 SD 2.8991 0.0059 0.0002 0.0000
RSD(%) 0.09 0.09 0.08 0.00
Sample ID :UNK-002 Sample Name :2[3.1 Shamed Ovx]
0.000 0013 RNo.  Correct. Conc. Conc. ABS REF
| ] (ppm) (ppm)
5 ‘ 1 3070.3 6.1405 0.2355 0.0108
3 ‘ 2 3101.0 6.2019 0.2377 0.0108
I | Mean 3085.7 6.1712 0.2366 0.0108
0.0 04 sD 21.708 0.0434 0.0016 0.0000
RSD(%) 0.70 0.70 0.68 0.00
Sample ID  :UNK-003 Sample Name :3 [4.1 Shamed Ovx]
0.000 0013 RNo.  Correct. Conc. Conc. ABS REF
| ] (ppm) (ppm)
J 1 37998 7.5995 0.2878 0.0132
J ! 2 37858 7.5716 0.2868 0.0132
I | Mean 37928 7.5856 0.2873 0.0132
0.0 04 sD 9.8995 0.0197 0.0007 0.0000
* RSD(%) 0.26 0.26 0.24 0.00
Sample D :UNK-004 Sample Name :4 [5.1 Shamed Ovx]
0.000 0013 RNo.  Correct Conc. Conc. ABS REF
| | (ppm) (ppm)
: ’ ) 1 2686.7 53733 0.2080 0.0095
| 5 s 2 2689.5 5.3789 0.2082 0.0091
i | Mean 26881 53761 02081 0003
0.0 0.4 SD 1.9799 0.0040 0.0001 0.0003
RSD(%) 0.07 0.07 0.05 3.3
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Putosave2019_0205_1201_48,adf 252019 120447
/ Sample D :UNK-005 Sample Name :5 (1.7 CMC-a] e
/ 0.000 0.013 R.No. Correct. Conc, Conc, AB3 REF
/4 ; (ppm) (ppm)
/ 1 2071.2 5.9424 0.2224 0.0114
2 29908 5.9815 0.2298 0.0115
Mean 2981.0 5.9620 0.2291 0.0115
VA SD 13.859 0.0276 0.0010 0.0001
. RSD(%) 0.46 0.46 044 067
SampleID :UNK-006 Sample Name 6 (1,8 CIMC-Na]
0.000 0013 RNo.  Correct. Conc, Conc. ABS REF
| | (ppm) (ppm)

/_J ‘ 1 2930.8 5.8615 0.2255 0.0102
:j t 2 2946.1 5,802 0.2268 0.0104

| Mean 29385 5.8769 0.2261 0.0104
0.0 04 sD 10.819 0.0217 0.0008 0.0001
RSD(%) 0.37 037 0.35 098
SampleID :UNK-007 Sample Name :7 [1.9 CMC-Na]
0.000 0013 RNo.  Cormect Conc. Conc. ABS REF
(ppm) (ppm)

( T 1 20266 5.8532 0.252 0.0105

! \ l 2 2238 58476 02250 00103
1 1 Mean 29252 5.8504 0.2251 0.0104
0.0 04 sD 1.9799 0.0040 0.0001 0.0001
RSD(%) 0.07 0.07 0.04 0.9

SampleID :UNK-008 Sample Name :8[1.10 CMC-Na]
0.000 0013 RNo.  Corect. Conc. Conc. ABS REF
(ppm)

(ppm)
. 1 ] 1 24217 4.8433 0.1890 0.0094
‘ i { 2 24105 4.8210 0.1882 0.00%

I [ Mean 2416.1 4832 0.1886 0.0095
0.0 0.4 SD 7.91% 0.0158 0.0006 0.0001
RSD(%) 0.33 033 0.32 1.05
Sample ID :UNK-009 Sample Name :9[2.2-100 mg kg/bb]
0.000 0013 RNo.  Correct Conc. Conc. ABS
(ppm) (ppm)
‘ ‘ 1 32014 6.4027 0.2449 0.0118
J I 2 3265 6.4529 0.2467 0.0120
| | Mean 32140 6.4278 0.2458 0.0119
0.0 04 SD 17.748 0.0355 0.0013 0.0001
RSD(%) 0.55 0.55 053 0.84

Sample D :UNK-010 Sample Name :11[2.4-100 mg kghbb]
0.000 0013 RNo.  Corect Conc. Conc. ABS
" | J (ppm) (ppm)

| } ’ 1 2799 55037 02159 00105
i l , 2 2801.1 56021 02162 00105

L o il “ 1 Mean 2799.0 55979 0.2161 0.0105
u 04 SD 20608 0005 00002 00000
RSD(%) 0.11 0.1 0.09 0.00
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0.000

0.013

0.0|13

04

0.(113

0.(?1 3

o.(}oo
— !
| | f
"OF ol.4
o.oloo (ﬂm
. |
ol.o ﬁ0.4
o.oloo
| | |
| 0, }
O.IO %
o.t}oo
) |
( f
o!o 0!4
o.oloo
] |
= | f
00 '

04

Sample ID :UNK-011 Sample Name :12[2.5-100 mg kg/bb)

R.No.

Correct, Conc.

Conc. ABS REF
(ppm) (ppm)
1 27202 5.4403 0.2104 00098
2 2729.9 5.4598 0.2111 0.0100
Mean 27251 5.4501 0.2108 0.0099
sD 6.8589 0.0138 0.0005 0.0001
RSD(%) 0.25 0.25 0.24 1.01
Sample ID :UNK-012 Sample Name :13[2.7-100 mg kg/bb]
RNo.  Correct. Conc. Conc. ABS REF
(ppm) (ppm)
1 24928 4.9856 0.1941 0.0092
2 2504.0 5.0079 0.1949 0.0092
Mean 24984 4.9968 0.1945 0.0092
SD 7.9196 0.0158 0.0006 0.0000
RSD(%) 0.32 0.32 0.31 0.00
Sample ID :UNK-013 Sample Name :14 [2.8-250 mg kg/bb)
RNo.  Correct. Cone. Conc. ABS REF
(ppm) (ppm)
2067.4 4.1348 0.1636 0.0077
2 2080.0 4.1599 0.1645 0.0076
Mean 2073.7 41474 0.1641 0.0077
SD 8.9095 0.0177 0.0006 0.0001
RSD(%) 0.43 0.43 0.37 1.30
Sample D :UNK-014 Sample Name :15 [2.9-250 mg kg/bb]
RNo.  Correct. Conc. Conc. ABS REF
(ppm) (ppm)
1 31149 6.2298 0.2387 0.0113
2 31414 6.2828 0.2406 0.0115
Mean 31282 6.2563 0.2397 0.0114
SD 18.738 0.0375 0.0013 0.0001
RSD(%) 0.60 0.60 0.54 0.88
Sample ID :UNK-015 Sample Name :16(2.10-250 mg kg/bb)
RNo.  Correct. Conc. Conc. ABS REF
(ppm) (ppm)
1 29127 5.8253 0.2242 0.0105
s 2935.0 5.8699 0.2258 0.0107
Mean 29239 5.8476 0.2250 0.0106
SD 15.769 0.0315 0.0011 0.0001
RSD(%) 0.54 0.54 0.49 0.94
Sample ID :UNK-016 Sample Name :17 [3.2-250 mg kg/bb]
RNo.  Correct. Conc. Conc. ABS REF
(ppm) (ppm)
1 29489 5.8978 0.2268 0.0108
2 2962.9 5.9257 0.2278 0.0108
Mean 29559 59118 0.2213 00108
sD 9.8995 0.0197 0.0007 0.0000
RSD(%) 0.33 033 031 0.00
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Autosave2019_0305_120
SampleID :UNK-017 Sample

1490t W52019 1204 AT PM
0.000 0013 RNo.  Comect. Conc. ot}

Name :183; 3-250 my
ABS

Conc. REF
(ppm) (ppm)
1 2511.0 5.0219 0.1954 0.0091
, 2 25096 50191 0.1953 0.0091
| Mean 25103 5.0205 0.1954 0.0091
1 04 3D 0.9899 0.0020 0.0001 0.0000
; RSD(%) 0.04 0.04 0.05 0.00
SampleID :UNK-018 Sample Name ‘19 [3.4-500 mg kg/bb)
0.000 0013 RNo.  Correct. Conc. Conc. ABS REF
| | (ppm) (ppm)
( T 1 29350 5.8699 0.2258 0.0109
-———g ’ 2 29308 5.8615 0.2255 0.0108
=T 1 Mean 29329 5.8657 0.2257 0.0109
0.0 04 D 2.9698 0.0059 0.0002 0.0001
RSD(%) 0.10 0.10 0.09 092
Sample|D :UNK-019 Sample Name :20[3.5-500 mg kg/bb)
0.000 0013 RNo.  Correct. Conc. Conc. ABS REF
| | (ppm) (ppm)
[ T 1 20141 5.8201 0.2243 0.0103
—} I 2 20238 58476 02250 00103
| 1 Mean 2019.0 5.8379 0.2247 0.0103
0.0 04 D 6.8589 0.0138 0.0005 0.0000
RSD(%) 023 0.24 022 0.00
Sample 1D :UNK-020 Sample Name :21(3.6-500 mg kghb)
0.000 0013 RNo.  Correct. Conc. Conc. ABS REF
|

| (ppm) (ppm)
1 (— 1 25988 5.1976 0.2017 0.0093

; ] k 2 2114 5221 0.2026 0.0094

[ "1 Memn 2605.1 52102 0.2022 0.0094
0.0 04 sD 8.9095 00177 0.0008 0.0001
RSD(%) 034 0.4 0.30 106

Sample ID :UNK-021 Sample Name 23 [3.7-500 mg kg/bb)
0.000 0013 RNo.  Correct. Cone. Con.
|

REF
| (ppm) (ppm)
w ( 1 20824 5.9647 0.292 0.0110
j } 2 297.7 5.9954 0.2303 0.0111
| ] Mean 2990.1 5.9801 0.2298 0.0111
0.0 04 SD 10.819 0.0217 0.0008 0.0001
RSD(%) 0.36 0.3 0.35 0.90

SampleID :UNK-022 Sample Name :24 [4.3-750 mg kg/bb)
0.000 0013 RNo.  Cormect. Conc. Conc.
| |

(ppm) (ppm)

1 ] 1 2076 54152 02005 00100
l ’ 2 21062 54124 0.2094 0.0098
0.0099
I T Mean 71069 5418 02095
00 04 sD 08899 00020 00001 00001

RSD(%) 0.04 0.04 0.0 1.01
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Autosave2016_0305_1201

SampleID {UNK-023  Sampls Name
RNo.  Cormect Conc, Conc.

(ppm) (ppm)
1 30452 6.0903
2 3068.9 6.1377
Mean 30571 6.1140
SO 16.758 00335
RSD(%) 0.55 055

2 [4 4750 mg um
ABS nee
02337 00110
02354 00114
0.248 00112
00012 0.0003
051 268

Sample ID [UNK-024 Sample Name 28 [4.5.750 mg kg/bb)
ABS REF

RNo.  Correct Conc, Cone.

(ppm) (ppm)
1 32307 64613 0.2470 00120
2 32572 85143 02489 00122
Mem 3240 54873 02480 00121
S0 12738 00375 0.0013 00001
RSD(%) 0%8 058 082 08)
Qample ) UNK-02S Sample Name 27 [46-750 mg kobd|
R No Correet Cone Cone. ABS REF
(som) (pem)
1 440 5 2007 02080 0.00M4
2 X478 82982 02082 00094
) 453 §29% 02081 00004
80 19092 06039 06001 0,0000
REDM%) 007 eo? 008 0.00
Gamgle D UNK.C2S Sarvple Mame 29 [4 71000 mg kybb]
AN Cormect Cone Cere. ABS REF
(rom) (pom)
\ 2426 50828 01985 00009
2 %123 §0048 01958 00000
Mesn 24193 56306 01940 0.0089
50 92994 00197 00007 0.0001
REO(%) on o 034 112

Sample(D UNK.Z? Sample Name
RNo  Carect Cenc Cane

(pom) (pom)
1 3010) 80204
2 wRs  BM%
Masn wies 603
[0 U] 00177
RSOM%) 02 02

SamplelD UNK(22 Sample Name
RNo.  Correct Conc Conc.

) (ppm)
A m 1210
2 30563 61126
Mean 3058 4 6.1168
D 29698 Nm

RSO(%) am

29 (4 31000 mg kgbb)
B3 REF

02312 00105
02321 001067
0217 00108
0.0008 00001
028 0.94
30 (521000 mq kb
ABS REF
0248 00108
0.2245 00110
0.247 0.0109
ooo2 0.0
0.09 092

44
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Autosave2019_0305_1201_49.adf 04
Sample D :UNK-029 Sample Name :3175.4-1000 mg k;bb]y5n01912.04.47PM

RNo.  Correct. Conc. Conc. ABS REF
(ppm) (ppm)

1 3061.9 6.1238 0.2349 0.0111

2 30828 6.1656 0.2364 0.0112

Mean 30724 6.1447 0.2357 0.0112

SD 14.779 0.0296 0.0011 0.0001

RSD(%) 0.48 0.48 047 0.89

Sample ID :UNK-030 Sample Name :32 [5.5-1250 mg kg/bb]
0.000 0013 RNo.  Correct. Conc. Conc. ABS REF

(ppm) (ppm)
1 3236.3 6.4725 0.2474 0.0117

;/3 ‘ 2 32516 6.5031 0.2485 00117

Tj/’—__l Mean 3244.0 6.4878 0.2480 0.0117
04

0.0 4 SD 10.819 0.0216 0.0008 0.0000
RSD(%) 0.33 0.33 0.32 0.00

SampleID :UNK-031 Sample Name :33[5.6-1250 mg kg/bb]
0.000 0013 RNo.  Correct Conc. Conc. ABS REF
(ppm) (ppm)

‘ ) } 1 20684 5.9368 0.2282 0.0108
: ! ‘ 2 29726 5.9452 0.2285 0.0107

| | Mean 2970.5 59410 _ 02284 0.0108
0.0 04 sD 2.9698 0.0059 0.0002 0.0001
RSD(%) 010 0.10 0.09 0.93
Sample 1D - :UNK-032 . Sample Name :34 [5.7-1250 mg kg/bb]
0.000 0.013 ‘R.No. Correct. Conc. Conc. ABS REF
filias : ' /(ppm) (ppm)
i i o e 28191, 5.3594 0.2075 0.0098
2 %19 538 02073 | 00009
Mean . 26783 5.3566 0.2074 : 0.0099
sD 1.9799 0.0040 0.0001 0.0001
RSD(%) 0.07 0.07 0.05 1.01
Sample D :UNK-033 Sample Name 135 [5.9-1250 mg kg/bb]
RNo.  Correct. Conc. Conc. ABS REl
(ppm) (ppm)
1 31093 6.2186 0.2383 0.0110
2 30856 6.1712 0.2366 0.0110
Mean 3097.5 6.1949 0.2375 0.0110
sD 16.758 0.0335 0.0012 0,0000
RSD(%) 0.54 0.54 0.51 0.00
Sample D :UNK-034 Sample Name 36 [Estradiol 1.2]
Conc. ABS REF
0,000 0.013 RNo.  Correct. Conc. 0!
(ppm) (ppm) 00101
i j ] 1 21704 5.5407 0.2140 A
i
: i ( 2 2185.7 55714 0.2151 0.0100
‘ | Mean 2178.4 5.556]’ g.m gm
: ' . 10.819 0.021 ! :
0.0 04 SD 039 037 099

RSD(%) 0.39
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0.013
|

0.0l00

O.OIOO

0.013

~—

0.0

0.0[00

0.013

L

0.4

RNo.  Correct. Conc.

(ppm)
1 2960.1
2 29573
Mean 2958.7
SD 1.9799
RSD(%) 0.07
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SampleID :UNK-035 Sample Name :37 [Estradiol 1.3]

Sample D :UNK-036 Sample Name

RNo.  Correct, Conc.

(ppm)
1 3419.0
2 3421.8
Mean 34204
SD 1.9799
RSD(%) 0.06

Sample ID  :UNK-037 Sample Name :39 [Estradiol 1.5]

RNo.  Correct. Conc.

(ppm)
1 2826.2
2 2803.9
Mean 28151
SD 15.769
RSD(%) 0.56

Sample ID :UNK-038 Sample Name

RNo.  Correct. Conc.

(ppm)
1 3159.5
2 3162.3
Mean 3160.9
SD 1.9799
RSD(%) 0.06

Sample D :UNK-039 Sample Name

RNo.  Correct. Conc.

(ppm)
1 7.2814
2 7.2591
Mean 7.2703
sD 0.0158

RSD(%) 0.22

Conc. ABS
(ppm)
5.9201 0.2276
5.9145 0.2274
59173 0.2275
0.0040 0.0001
0.07 0.04
:38 [Estradiol 1.4)
Conc. ABS
(ppm)
6.8379 0.2605
6.8435 0.2607
6.8407 0.2606
0.0040 0.0001
0.06 0.04
Conc. ABS
(ppm)
5.6523 0.2180
5.6077 0.2164
5.6300 0.2172
0.0315 0.0011
0.56 0.51
40 [Estradiol 1.6]
Conc. ABS
(ppm)
6.3190 0.2419
6.3246 0.2421
6.3218 0.2420
0.0040 0.0001
0.06 0.04
‘Blank
Conc. ABS
(ppm)
7.2814 0.2764
7.2691 0.2756
72103 0.2760
0.0158 0.0006
0.22 0.22

REF
0.0104
00105
0.0105
0.0001

0.95

REF
0.0124
0.0123
0.0124
0.0001

0.81

REF
0.0108
0.0108

0.0108
0.0000
0.00
REF
0.0113
0.0112
0.0113
0.0001
0.88
REF
0.0138
0.0137
0.0138

0.0001
0.72
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Lampiran 3: Hasil Kadar Kalsium Tulang

47

Pengenceran 500x

No Sampel Konsentrasi Konsentrasi Bobot | Bobot K%dar
Cca Blank (Ca-blank) (gn (mg) (%) | Rerata| SD | SE
1. | 2.1 Shamed Ovx 3262,10 7,27 3254,83 0,21 | 211,15 | 15,41 | 15,70 | 0,59 | 0,29
2. | 3.1 Shamed Ovx 3085,70 7,27 3078,43 0,20 | 201,88 | 15,25
3. | 4.1 Shamed Ovx 3792,80 7,27 3785,53 0,23 | 230,45 | 16,43
4. | 5.1 Shamed Ovx 2688,10 7,27 2680,83 0,18 | 177,00 | 15,15
5. | 1.7 CMC-Na 2981,00 7,27 2973,73 0,22 | 216,63 | 13,73 | 13,37 | 0,58 | 0,29
6. | 1.8 CMC-Na 2938,50 7,27 2931,23 0,21 | 211,97 | 13,83
7. | 1.9 CMC-Na 2925,20 7,27 2917,93 0,22 | 218,25 | 13,37
8. | 1.10 CMC-Na 2416,10 7,27 2408,83 0,19 | 191,80 | 12,56
9. | 2.2-100 mg/kgBB 3214,00 7,27 3206,73 0,23 | 228,15 | 14,06 | 13,81 | 0,60 | 0,30
10. | 2.4-100 mg/kgBB 2799,00 7,27 2791,73 0,19 | 193,50 | 14,43
11. | 2.5-100 mg/kgBB 2725,10 7,27 2717,83 0,20 | 197,39 | 13,77
12. | 2.7-100 mg/kgBB 2498,40 7,27 2491,13 0,19 | 191,60 | 13,00
13. | 2.10-250 mg/kgBB 2923,90 7,27 2916,63 0,20 | 201,08 | 14,50 | 14,22 | 0,37 | 0,18
14. | 3.2-250 mg/kgBB 2955,90 7,27 2948,63 0,20 | 198,81 | 14,83
15. | 2.9-250 mg/kgBB 3128,20 7,27 3120,93 0,21 | 209,55 | 14,89
16. | 3.3-250 mg/kgBB 2510,30 7,27 2503,03 0,18 | 177,63 | 14,09
17. | 3.7-500 mg/kgBB 2990,10 7,27 2982,83 0,20 | 203,05 | 14,69 | 14,50 | 0,19 | 0,10
18. | 3.6-500 mg/kgBB 2605,10 7,27 2597,83 0,18 | 182,53 | 14,23
19. | 3.5-500 mg/kgBB 2919,00 7,27 2911,73 0,21 | 206,87 | 14,50
20. | 3.4-500 mg/kgBB 2932,90 7,27 2925,63 0,20 | 200,80 | 14,57
21. | 4.4-750 mg/kgBB 3057,10 7,27 3049,83 0,21 | 210,46 | 14,49 | 14,95]| 0,74 | 0,37
22. | 4.5-750 mg/kgBB 3244,00 7,27 3236,73 0,20 | 202,18 | 16,01
23. | 4.3-750 mg/kgBB 2706,90 7,27 2699,63 0,19 | 187,61 | 14,39
24. | 4.6-750 mg/kgBB 2646,30 7,27 2639,03 0,18 | 176,99 | 14,91
25. | 5.4-1000 mg/kgBB 3072,40 Tpd 3065,13 0,21 | 208,81 | 14,68 | 14,00 | 0,18 | 0,09
26. | 5.2-1000 mg/kgBB 3058,40 7,27 3051,13 0,21 | 210,93 | 14,47
27. | 4.7-1000 mg/kgBB 2519,30 T2 2512,03 0,17 | 170,06 | 14,77
28. | 4.8-1000 mg/kgBB 3016,60 7,27 3009,33 0,20 | 201,94 | 14,90
29. | 5.9-1250 mg/kgBB 3097,50 7,27 3090,23 0,24 | 238,98 | 12,93 | 13,44 | 0,56 | 0,28
30. | 5.5-1250 mg/kgBB 3244,00 7,27 3236,73 0,25 | 247,16 | 13,10
31. | 5.6-1250 mg/kgBB 2970,50 7,27 2963,23 0,22 | 218,45 | 13,56
32. | 5.7-1250 mg/kgBB 2678,30 7,27 2671,03 0,19 | 188,30 | 14,18
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Lampiran 4: Hasil Kadar Densitas Tulang
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Volume Densitas
No Sampel Bobot (cm3) Tulang Rerata
(ar) (g/cm3) SD SE

1. | 2.1 Shamed Ovx 0,21 0,40 0,53 0,56 0,05| 0,03
2. | 3.1 Shamed Ovx 0,20 0,33 0,62

3. | 4.1 Shamed Ovx 0,23 0,40 0,58

4. | 5.1 Shamed Ovx 0,18 0,35 0,51

5. | 1.7 CMC-Na 0,22 0,58 0,38 0,38 0,04 | 0,02
6. | 1.8 CMC-Na 0,21 0,50 0,42

7. | 1.9 CMC-Na 0,22 0,55 0,40

8. | 1.10 CMC-Na 0,19 0,60 0,32

9. | 2.2-100 mg/kgBB 0,23 0,60 0,38 0,38 0,01 | 0,01
10. | 2.4-100 mg/kgBB 0,19 0,50 0,39

11. | 2.5-100 mg/kgBB 0,20 0,55 0,36

12. | 2.7-100 mg/kgBB 0,19 0,50 0,38

13. | 2.10-250 mg/kgBB 0,20 0,40 0,50 0,48 0,03| 0,01
14. | 3.2-250 mg/kgBB 0,20 0,43 0,47

15. | 2.9-250 mg/kgBB 0,21 0,43 0,49

16. | 3.3-250 mg/kgBB 0,18 0,40 0,44

17. | 3.7-500 mg/kgBB 0,20 0,35 0,58 0,50 0,07 | 0,04
18. | 3.6-500 mg/kgBB 0,18 0,45 0,41

19. | 3.5-500 mg/kgBB 0,21 0,40 0,52

20. | 3.4-500 mg/kgBB 0,20 0,40 0,50

21. | 4.4-750 mg/kgBB 0,21 0,35 0,60 0,51 0,06 | 0,03
22. | 4.5-750 mg/kgBB 0,20 0,40 0,51

23. | 4.3-750 mg/kgBB 0,19 0,40 0,47

24. | 4.6-750 mg/kgBB 0,18 0,38 0,47

25. | 5.4-1000 mg/kgBB 0,21 0,40 0,52 0,44 0,06 | 0,03
26. | 5.2-1000 mg/kgBB 0,21 0,45 0,47

27. | 4.7-1000 mg/kgBB 0,17 0,45 0,38

28. | 4.8-1000 mg/kgBB 0,20 0,50 0,40

29. | 5.9-1250 mg/kgBB 0,24 0,60 0,40 0,40 0,06 | 0,03
30. | 5.5-1250 mg/kgBB 0,25 0,55 0,45

31. | 5.6-1250 mg/kgBB 0,22 0,50 0,44

32. | 5.7-1250 mg/kgBB 0,19 0,60 0,31
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Lampiran 5: Grafik Rerata Kalsium Tulang Dan Densitas Tulang
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Lampiran 6: Analisis Statistik Kadar Kalsium Tulang

Case Processing Summary

50

Cases
Valid Missing Total
kode tikus N Percent N Percent N Percent
kadarca  shamed ovx 4 100,0% 0 0,0% 4 100,0%
cmc-na 4 100,0% 0 0,0% 4 100,0%
100 mg/kgBB 4|  100,0% 0 0,0% 4| 100,0%
250 mg/kgBB 4 100,0% 0 0,0% 4 100,0%
500 mg/kgBB 4 100,0% 0 0,0% 4 100,0%
750 mg/kgBB 4|  100,0% 0 0,0% 4| 100,0%
1000 mg/kgBB 4 100,0% 0 0,0% 4 100,0%
1250 mg/kgBB 4 100,0% 0 0,0% 4 100,0%
Descriptives
kode tikus Statistic Std. Error
kadar ca  shamed ovx Mean 15,560000 , 2949011
95% Confidence Interval for Lower Bound 14,621493
Mean
Upper Bound 16,498507
5% Trimmed Mean 15,534444
Median 15,330000
Variance ,348
Std. Deviation ,5898022
Minimum 15,1500
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Maximum 16,4300
Range 1,2800
Interquartile Range 1,0000
Skewness 1,808 1,014
Kurtosis 3,328 2,619
cmc-na Mean 13,372500 ,2882815
95% Confidence Interval for Lower Bound 12,455059
Mean
Upper Bound 14,289941
5% Trimmed Mean 13,392222
Median 13,550000
Variance ,332
Std. Deviation ,5765631
Minimum 12,5600
Maximum 13,8300
Range 1,2700
Interquartile Range 1,0425
Skewness -1,374 1,014
Kurtosis 1,460 2,619
100 mg/kgBB Mean 13,815000 ,3033837
95% Confidence Interval for Lower Bound 12,849498
Mean
Upper Bound 14,780502
5% Trimmed Mean 13,826111
Median 13,915000
Variance ,368
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Std. Deviation ,6067674
Minimum 13,0000
Maximum 14,4300
Range 1,4300
Interquartile Range 1,1450
Skewness -,878 1,014
Kurtosis ,956 2,619
250 mg/kgBB Mean 14,577500 ,1837287
95% Confidence Interval for Lower Bound 13,992793
Mean
Upper Bound 15,162207
5% Trimmed Mean 14,587222
Median 14,665000
Variance ,135
Std. Deviation ,3674575
Minimum 14,0900
Maximum 14,8900
Range ,8000
Interquartile Range ,6825
Skewness -,937 1,014
Kurtosis -,680 2,619
500 mg/kgBB Mean 14,497500 ,0974145
95% Confidence Interval for Lower Bound 14,187484
Mean
Upper Bound 14,807516

5% Trimmed Mean

14,501667
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Median 14,535000
Variance ,038
Std. Deviation , 1948290
Minimum 14,2300
Maximum 14,6900
Range ,4600
Interquartile Range ,3625
Skewness -1,048 1,014
Kurtosis 1,586 2,619
750 mg/kgBB Mean 14,950000 | 3708549
95% Confidence Interval for Lower Bound 13,769774
Mean
Upper Bound 16,130226
5% Trimmed Mean 14,922222
Median 14,700000
Variance ,550
Std. Deviation , 7417097
Minimum 14,3900
Maximum 16,0100
Range 1,6200
Interquartile Range 1,3200
Skewness 1,500 1,014
Kurtosis 1,981 2,619
1000 mg/kgBB Mean 14,705000 ,0904157
95% Confidence Interval for Lower Bound 14,417257
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Mean Upper Bound 14,992743
5% Trimmed Mean 14,707222
Median 14,725000
Variance ,033
Std. Deviation ,1808314
Minimum 14,4700
Maximum 14,9000
Range ,4300
Interquartile Range ,3450
Skewness -,598 1,014
Kurtosis 571 2,619
1250 mg/kgBB Mean 13,442500 ,2795346
95% Confidence Interval for Lower Bound 12,552896
Mean
Upper Bound 14,332104
5% Trimmed Mean 13,430000
Median 13,330000
Variance ,313
Std. Deviation ,5590692
Minimum 12,9300
Maximum 14,1800
Range 1,2500
Interquartile Range 1,0525
Skewness ,870 1,014
Kurtosis -,576 2,619
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A. Tes normalitas

Tests of Normality

55

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
kode tikus Statistic df Sig. Statistic df Sig.
kadarca  shamed ovx ,350 4 ,787 4 ,081
cmc-na ,248 4 872 4 ,307
100 mg/kgBB ,220 4 ,962 4 794
250 mg/kgBB ,254 4 ,903 4 445
500 mg/kgBB 255 4 944 4 676
750 mg/kgBB 272 4 ,848 4 221
1000 mg/kgBB ,195 4 ,983 4 918
1250 mg/kgBB ,230 4 ,934 4 ,615

a. Lilliefors Significance Correction

Makna: pada semua kelompok nilai sig >0,05 maka dapat disimpulkan

bahwa data sampel terdistribusi normal.

b. Tes Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

kadar ca

Levene Statistic dfl

df2

Sig.

1,133

24

,376
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c. One way Anova

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 16,348 7 2,335 8,826 ,000
Within Groups 6,351 24 ,265
Total 22,699 31

56

Makna : Nilai sig > 0,05 maka dapat disimpulkan bahwa data memiliki

varian yang sama (homogen).

d. post hoc test

e. Multiple Comparisons

Dependent Variable: kadar ca

LSD
95% Confidence Interval
Mean

(I) kode tikus (J) kode tikus Difference (I-J) | Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound

shamed ovx cme-na 2,1875000" | ,3637335 ,000 1,436791 2,938209
100 mg/kgBB 1,7450000 | ,3637335 ,000 ,994291 2,495709
250 mg/kgBB 9825000 | ,3637335 ,012 ,231791 1,733209
500 mg/kgBB 1,0625000 | ,3637335 ,007 311791 1,813209
750 mg/kgBB ,6100000 , 3637335 ,107 -,140709 1,360709
1000 mg/kgBB ,8550000 | ,3637335 ,027 ,104291 1,605709
1250 mg/kgBB 2,1175000 | 3637335 ,000 1,366791 2,868209

cmce-na shamed ovx -2,1875000 | ,3637335 ,000 -2,938209 -1,436791
100 mg/kgBB -,4425000 , 3637335 ,236 -1,193209 , 308209
250 mg/kgBB -1,2050000 | ,3637335 ,003 -1,955709 -,454291
500 mg/kgBB -1,1250000 | ,3637335 ,005 -1,875709 -,374291
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750 mg/kgBB -1,5775000 | ,3637335 ,000 -2,328209 -,826791
1000 mg/kgBB -1,3325000" | ,3637335 ,001 -2,083209 -,581791
1250 mg/kgBB -,0700000| ,3637335 ,849 -,820709 ,680709
100 mg/kgBB shamed ovx -1,7450000 | ,3637335 ,000 -2,495709 -,994291
cmc-na 4425000 | ,3637335 ,236 -,308209 1,193209
250 mg/kgBB -, 7625000 | ,3637335 ,047 -1,513209 -,011791
500 mg/kgBB -,7825000 | ,3637335 ,073 -1,433209 ,068209
750 mg/kgBB -1,1350000 | ,3637335 ,005 -1,885709 -,.384291
1000 mg/kgBB -,8900000" | ,3637335 ,022 -1,640709 -,139291
1250 mg/kgBB , 3725000 | ,3637335 ,316 -,378209 1,123209
250 mg/kgBB shamed ovx -,9825000 | ,3637335 ,012 -1,733209 -,231791
cmc-na 1,2050000" | ,3637335 ,003 ,454291 1,955709
100 mg/kgBB 7625000 | ,3637335 ,047 ,011791 1,513209
500 mg/kgBB ,0800000| ,3637335 ,828 -,670709 ,830709
750 mg/kgBB -,3725000| ,3637335 ,316 -1,123209 , 378209
1000 mg/kgBB -,1275000| ,3637335 , 729 -,878209 ,623209
1250 mg/kgBB 1,1350000 | ,3637335 ,005 ,384291 1,885709
500 mg/kgBB shamed ovx -1,0625000" | ,3637335 ,007 -1,813209 -,311791
cmc-na 1,1250000" | ,3637335 ,005 ,374291 1,875709
100 mg/kgBB 7825000 | ,3637335 ,073 -,068209 1,433209
250 mg/kgBB -,0800000| ,3637335 ,828 -,830709 ,670709
750 mg/kgBB -,4525000| ,3637335 ,225 -1,203209 ,298209
1000 mg/kgBB -,2075000| ,3637335 574 -,958209 ,543209
1250 mg/kgBB 1,0550000 | ,3637335 ,008 ,304291 1,805709
750 mg/kgBB shamed ovx -,6100000| ,3637335 ,107 -1,360709 ,140709
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cmc-na 1,5775000 | ,3637335 ,000 ,826791 2,328209
100 mg/kgBB 1,1350000" | ,3637335 ,005 ,384291 1,885709
250 mg/kgBB , 3725000 | ,3637335 ,316 -,378209 1,123209
500 mg/kgBB ,4525000| ,3637335 ,225 -,298209 1,203209
1000 mg/kgBB ,2450000 | ,3637335 ,507 -,505709 ,995709
1250 mg/kgBB 1,5075000" | ,3637335 ,000 , 756791 2,258209
1000 mg/kgBB  shamed ovx -,8550000" | ,3637335 ,027 -1,605709 -,104291
cmc-na 1,3325000° | ,3637335 ,001 ,581791 2,083209
100 mg/kgBB ,8900000 | ,3637335 ,022 ,139291 1,640709
250 mg/kgBB ,1275000| ,3637335 729 -,623209 ,878209
500 mg/kgBB ,2075000 | ,3637335 574 -,543209 ,958209
750 mg/kgBB -,2450000| ,3637335 ,507 -,995709 ,505709
1250 mg/kgBB 1,2625000 | ,3637335 ,002 ,511791 2,013209
1250 mg/kgBB  shamed ovx -2,1175000" | ,3637335 ,000 -2,868209 -1,366791
cmc-na ,0700000| ,3637335 ,849 -,680709 ,820709
100 mg/kgBB -,3725000| ,3637335 ,316 -1,123209 ,378209
250 mg/kgBB -1,1350000 | ,3637335 ,005 -1,885709 -,3842901
500 mg/kgBB -1,0550000 | ,3637335 ,008 -1,805709 -,304291
750 mg/kgBB -1,5075000 | ,3637335 ,000 -2,258209 -, 756791
1000 mg/kgBB -1,2625000 | ,3637335 ,002 -2,013209 -,511791

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Lampiran 7: Analisis Statistik Densitas Tulang

Case Processing Summary
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Cases
Valid Missing Total
Kode tikus N Percent N Percent N
densitas tulang shamed ovx 4 100,0% 0 0,0% 4
cmc na 4 100,0% 0 0,0% 4
100 mg/kgBB 4 100,0% 0 0,0% 4
250 mg/kgBB 3 100,0% 0 0,0% 3
500 mg/kgBB 4|  100,0% 0 0,0% 4
750 mg/kgBB 4|  100,0% 0 0,0% 4
1000 mg/kgBB 4 100,0% 0 0,0% 4
1250 mg/kgBB 4 100,0% 0 0,0% 4
Case Processing Summary
Cases
Total
Kode tikus Percent
densitas tulang shamed ovx 100,0%
cmc na 100,0%
100 mg/kgBB 100,0%
250 mg/kgBB 100,0%
500 mg/kgBB 100,0%
750 mg/kgBB 100,0%
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1000 mg/kgBB 100,0%
1250 mg/kgBB 100,0%
Descriptives
Kode tikus Statistic Std. Error
densitas tulang shamed ovx Mean ,5657721| ,0257550
95% Confidence Interval for Lower Bound 475757
Mean
Upper Bound ,639685
5% Trimmed Mean ,557085
Median ,552000
Variance ,003
Std. Deviation ,0515101
Minimum ,5057
Maximum ,6212
Range ,1155
Interquartile Range ,0087
Skewness ,461 1,014
Kurtosis -1,933 2,619
cmc na Mean , 379293 ,0221025
95% Confidence Interval for Lower Bound ,308953
Mean
Upper Bound 449633
5% Trimmed Mean ,380125
Median ,386783
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Variance ,002
Std. Deviation ,0442051
Minimum ,3197
Maximum ,4239
Range ,1043
Interquartile Range ,0832
Skewness -,908 1,014
Kurtosis 1,085 2,619
100 mg/kgBB Mean ,377335 ,0063014
95% Confidence Interval for Lower Bound ,357281
Mean
Upper Bound ,397389
5% Trimmed Mean 377823
Median ,381725
Variance ,000
Std. Deviation ,0126028
Minimum ,3589
Maximum ,3870
Range ,0281
Interquartile Range ,0218
Skewness -1,714 1,014
Kurtosis 3,111 2,619
250 mg/kgBB Mean ,487849 ,0104094
95% Confidence Interval for Lower Bound ,443061
Mean
Upper Bound ,532637
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5% Trimmed Mean
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Median ,493059

Variance ,000

Std. Deviation ,0180295

Minimum ,4678

Maximum ,5027

Range ,0349

Interquartile Range

Skewness -1,192 1,225

Kurtosis
500 mg/kgBB Mean ,486754  ,0387844

95% Confidence Interval for Lower Bound ,363324

Mean

Upper Bound ,610183

5% Trimmed Mean ,486073

Median ,480625

Variance ,006

Std. Deviation ,0775688

Minimum ,4056

Maximum ,5801

Range ,1745

Interquartile Range ,1492

Skewness ,330 1,014

Kurtosis -2,123 2,619
750 mg/kgBB Mean ,519447 ,0284970
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95% Confidence Interval for Lower Bound ,428757
Mean
Upper Bound ,610137
5% Trimmed Mean ,517700
Median ,503725
Variance ,003
Std. Deviation ,0569940
Minimum ,4690
Maximum ,6013
Range , 1323
Interquartile Range ,1001
Skewness 1,485 1,014
Kurtosis 2,774 2,619
1000 mg/kgBB Mean 460161 ,0300072
95% Confidence Interval for Lower Bound ,364664
Mean
Upper Bound ,555657
5% Trimmed Mean ,461293
Median , 470353
Variance ,004
Std. Deviation ,0600145
Minimum 3779
Maximum ,5220
Range ,1441
Interquartile Range ,1089
Skewness -,979 1,014
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Kurtosis 2,030 2,619
1250 mg/kgBB Mean 422115 ,0124557
95% Confidence Interval for Lower Bound ,382476
Mean
Upper Bound 461755
5% Trimmed Mean ,421924
Median ,420390
Variance ,001
Std. Deviation ,0249115
Minimum ,3983
Maximum 4494
Range ,0511
Interquartile Range ,0466
Skewness ,170 1,014
Kurtosis -4,561 2,619
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Kode tikus Statistic df Sig. Statistic df
densitas tulang shamed ovx ,219 ,959
cmc na 227 ,960
100 mg/kgBB 341 ,824
250 mg/kgBB ,280 ,937
500 mg/kgBB ,209 967
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750 mg/kgBB ,347 ,859 4
1000 mg/kgBB ,307 ,918 4
1250 mg/kgBB ,268 ,885 4
a. Tes normalitas
Tests of Normality
Shapiro-Wilk?
Kode tikus Sig.
densitas tulang shamed ovx 773
cmc na 776
100 mg/kgBB 152
250 mg/kgBB 517
500 mg/kgBB 821
750 mg/kgBB 257
1000 mg/kgBB 525
1250 mg/kgBB ,362

a. Lilliefors Significance Correction

Makna: pada kelompok uji, nilai sig > 0,05 maka dapat disimpulkan

bahwa data sampel terdistribusi normal.

b. Tes homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
1,989 7 23 , 101
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Makna : Nilai sig >0,05 maka dapat disimpulkan bahwa data memiliki

varian yang sama (homogen).

c. one way ANOVA

ANOVA
densitas tulang
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 117 7 ,017 6,917 ,000
Within Groups ,055 23 ,002
Total ,172 30
d. post hoc
3.8 Multiple Comparisons
Dependent Variable: densitas tulang
LSD
95% Confidence Interval
Mean
(I) Kode tikus (J) Kode tikus Difference (I-J) | Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
shamed ovx cmc na ,1784277* ,0347073 ,000 ,106630 ,250225
100 mg/kgBB ,1803857" | ,0347073 ,000 ,108588 ,252183
250 mg/kgBB ,0698719| ,0374882 ,075 -,007678 , 147422
500 mg/kgBB ,0709671| ,0347073 ,052 -,000830 , 142765
750 mg/kgBB ,0382736 | ,0347073 ,282 -,033524 ,110071
1000 mg/kgBB ,0975602" | ,0347073 ,010 ,025763 ,169358
1250 mg/kgBB ,1356054" | ,0347073 ,001 ,063808 ,207403
cmc na shamed ovx -,1784277* ,0347073 ,000 -,250225 -,106630
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100 mg/kgBB ,0019579| ,0347073 ,956 -,069840 ,073755
250 mg/kgBB -,1085559 | 0374882 ,008 -,186106 -,031006
500 mg/kgBB -,1074606 | ,0347073 ,005 -,179258 -,035663
750 mg/kgBB -,1401542"| ,0347073 ,001 -,211952 -,068357
1000 mg/kgBB -,0808675 | ,0347073 ,029 -,152665 -,009070
1250 mg/kgBB -,0428223| ,0347073 ,230 -,114620 ,028975
100 mg/kgBB shamed ovx -,1803857 | ,0347073 ,000 -,252183 -,108588
cmc na -,0019579( ,0347073 ,956 -,073755 ,069840
250 mg/kgBB -,1105138" | ,0374882 ,007 -,188064 -,032964
500 mg/kgBB -,1094185* ,0347073 ,004 -,181216 -,037621
750 mg/kgBB -,1421121* ,0347073 ,000 -,213910 -,070315
1000 mg/kgBB -,0828255 | ,0347073 ,026 -,154623 -,011028
1250 mg/kgBB -,0447802| ,0347073 ,210 -,116578 ,027017
250 mg/kgBB shamed ovx -,0698719| ,0374882 ,075 -,147422 ,007678
cmc na ,1085559" | ,0374882 ,008 ,031006 , 186106
100 mg/kgBB ,1105138"| ,0374882 ,007 ,032964 ,188064
500 mg/kgBB ,0010952 | ,0374882 977 -,076455 ,078645
750 mg/kgBB -,0315983 | ,0374882 ,408 -,109148 ,045952
1000 mg/kgBB ,0276883 | ,0374882 ,468 -,049862 ,105239
1250 mg/kgBB ,0857336 | ,0374882 ,093 -,011817 ,143284
500 mg/kgBB shamed ovx -,0709671| ,0347073 ,052 -,142765 ,000830
cmc na ,1074606 | ,0347073 ,005 ,035663 , 179258
100 mg/kgBB ,1094185 | ,0347073 ,004 ,037621 , 181216
250 mg/kgBB -,0010952 | ,0374882 977 -,078645 ,076455
750 mg/kgBB -,0326936 | ,0347073 ,356 -,104491 ,039104
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1000 mg/kgBB ,0265931| ,0347073 451 -,045204 ,098391
1250 mg/kgBB ,0846383"| ,0347073 ,075 -,007159 , 136436
750 mg/kgBB shamed ovx -,0382736| ,0347073 ,282 -,110071 ,033524
cmc na ,1401542" | ,0347073 ,001 ,068357 ,211952
100 mg/kgBB 14211217 0347073 ,000 ,070315 ,213910
250 mg/kgBB ,0315983 | ,0374882 ,408 -,045952 , 109148
500 mg/kgBB ,0326936 | ,0347073 ,356 -,039104 ,104491
1000 mg/kgBB ,0592866 | ,0347073 ,101 -,012511 ,131084
1250 mg/kgBB ,0973319° | 0347073 ,010 ,025534 ,169129
1000 mg/kgBB  shamed ovx -,0975602" | ,0347073 ,010 -,169358 -,025763
cmc na ,0808675 | ,0347073 ,029 ,009070 ,152665
100 mg/kgBB ,0828255 | ,0347073 ,026 ,011028 ,154623
250 mg/kgBB -,0276883 | ,0374882 ,468 -,105239 ,049862
500 mg/kgBB -,0265931 | ,0347073 451 -,098391 ,045204
750 mg/kgBB -,0592866 | ,0347073 ,101 -,131084 ,012511
1250 mg/kgBB ,0880452 | ,0347073 ,284 -,033752 , 109843
1250 mg/kgBB  shamed ovx -,1356054 | ,0347073 ,001 -,207403 -,063808
cmc na ,0428223 | ,0347073 ,230 -,028975 ,114620
100 mg/kgBB ,0447802 | ,0347073 ,210 -,027017 , 116578
250 mg/kgBB -,0857336 | ,0374882 ,093 -,143284 ,011817
500 mg/kgBB -,086383"| ,0347073 ,075 -,136436 ,007159
750 mg/kgBB -,0973319°| ,0347073 ,010 -,169129 -,025534
1000 mg/kgBB -,0880452" [ ,0347073 ,284 -,109843 ,033752

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Lampiran 8: Dokumentasi

Edamame segar

Ovariektomi

Preparasi kombinasi
jamur A. oryzae dan
R. oligosporus

Edamame
terfermentasi

Tulang femur
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LAMPIRAN 9
Determinasi Tanaman Edamame

Mi2fT)

MITRATANI DUA TUJUH
TAKSONOMI TANAMAN FIDAMAME

KLASIHEIRASTEDAMAME
Do Spermatophy s

Ll ooty bodonme
Ondo Rosaler
Familia 'apulhonaccac
Gemus Glycine

Speces Chbye me min (1) MerniTl CTTC Budichaya Pertaman, 2000 1)

SYARAT TUMBUH EDAMAME

Fdamame memertukan tklim dengan saba 6 < 170 Songgan coralh bagan rolan g
Pada umumnya perumbuban tanaman akan bak pada tanab yang herketiaggan 0 500 m
dpl  Edamame tamboh bark pada tanah alluvial, regonal. grumosol. Lalosol dan andisol - 1
tanak $X 7 dengan acrani dan drunase yang sesuan Fdamame menghondaks twah yang
subvar, gembur dan kaya bahan orgmk

Jember, 14 Januan 2019

-

Ly Zen Yuliantiohy
Kepals Divess Ouality Assurance
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Var. SPM 1

Tahur Pemabsian Varietas 2010

Pemilik T Marstarn Dus Tupeh Jember
Asal Galur Sclcks= Massa KSO
Diaya Hased

Scypar Dasah R\ 1EY - 125 onba

80 7 - Sson'ha

Kering Benth 850 - 1200 kgha
Warna Hipokon! Hipau
Warna I"pskotil Higau
Warna Daun Hipau
Warna Bule Coklas
Warna Bunga Putihy
Warnas Kulin B Nunng
Warma Polong

= Muds Ademeah  Vingaw

Adsramg Hyaw

b Tus Cokelat

Warma Kudin bajs

a Muda Huyau

b Tea Kumng
Warna Hilum Coklat
Hentuh Daun Oval
Hentuk Higt Agak Bula
Tipe Tumbuh Determni
Umur Berbunga 25w
Umue Produks

& Sepm 63 - 68 hst

b Bemh Kenng K795 hw

Tingg Tanaman 48 -35em
Hobot 100 b My
Kandungan Proten

a Polong muds - matang 1158

b Polong Tus Kenng 9

Kandungan |emak

# Polong maxds - matang 1057

b Polong Tua'Kerng 238
Hentuk Polong [ ckukan amtar by kelihatan
Jumiah Cabang 3~ d buak

Aroma Haasa

Polong
Jumlah Bunga Perpobon 4 - S0
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