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ABSTRAK

Nama : Ade Septian
Program Studi : S1 Biologi
Judul : Pengembangan Metode Analisis Hormon Progesteron

pada Tikus (Rattus norvegicus, Berkenhout 1769) Betina
Menggunakan Teknologi Fourier Transform Infrared
(FTIR)

Telah dilakukan pemeriksaan hormon progesteron pada tikus betina (Rattus
norvegicus, Berkenhout 1769) menggunakan FTIR. Penelitian bertujuan
mengetahui bilangan gelombang dan nilai absorbansi gugus fungsi spesifik
progesteron dalam darah selama siklus estrus, dan mengetahui keabsahan FTIR
dalam mengukur konsentrasi hormon progesteron. Sampel darah dari sepuluh
ekor tikus pada fase estrus dan diestrus yang ditentukan melalui ulas vagina
dianalisis melalui FTIR dan radioimmunoassay (RIA). Nilai absorbansi dari
gugus fungsi spesifik progesteron, yaitu keton (1724 cm™), metil (1375 cm™), dan
metil-keton (1354 cm™), dibandingkan dengan nilai absorbansi asam karboksilat
(1425 em™) pada hemoglobin. Konsentrasi progesteron saat estrus melalui RIA
dan FTIR berturut-turut adalah 17,593 + 4,246 ng/ml dan 0,853 + 0,310 %; saat
diestrus adalah 76.218 + 4.687 ng/ml dan 1,024 + 0.268 %.

Kata kunci : FTIR, gugus fungsi, progesteron, RIA, siklus estrus, tikus,
ulas vagina
xii + 41 halaman : 21 gambar; 6 tabel
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ABSTRACT

Name : Ade Septian
Study Program : S1 Biology
Title : Development of Progesterone Analysis Method on

Female Rat (Rattus norvegicus, Berkenhout 1769) Using
Fourier Transform Infrared (FTIR)

Research in determining progesterone concentration on female rat (Rattus
norvegicus, Berkenhout 1769) using FTIR has been conducted. The aim of this
research was to determine the wavenumbers and absorbance values of
progesterone’s functional groups in blood during estrous cycles, and to verify the
FTIR’s capability in measuring progesterone concentration in blood. Blood
samples from ten females which were taken at estrus and diestrus phases
determined by vaginal smear, analyzed by FTIR and Radioimmunoassay (RIA).
Absorbance values of progesterone’s functional groups, such as ketone (1724 cm
", methyl (1375 em™), and methyl-ketone (1354 cm™), were measured relatively
to absorbance values of hemoglobin’s carboxylic acid (1425 cm™). Progesterone
concentration at estrus by RIA and FTIR are 17,593 + 4,246 ng/ml and 0,853 +
0,310 % respectively; at diestrus are 76.218 ng/ml and 1,024 + 0.268 %
respectively.

Keywords : estrous cycles, FTIR, functional groups, progesterone, rat,
RIA, vaginal smear
xii + 41 pages : 21 figures; 6 tables
Bibliography :56 (1951—2011)
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BAB I
PENDAHULUAN

Kelangsungan hidup suatu spesies ditentukan oleh kesuksesan reproduksi.
Kesuksesan tersebut sangat terkait dengan masa subur betina yang diatur oleh
hormon reproduksi, yaitu estrogen dan progesteron (Catt & Dufau 1981: 91;
Chedrese 2009: 7). Pemantauan masa subur penting dilakukan agar variasi fungsi
reproduksi suatu spesies dan populasinya dapat diketahui (O’Connor dkk. 2003:
1139). Informasi mengenai fungsi reproduksi tersebut dapat memberikan
kontribusi untuk upaya konservasi spesies-spesies endemik (Semiadi dkk. 2005:
861).

Masa subur suatu spesies dapat dipantau melalui metode kualitatif dan
kuantitatif. Metode kualitatif yang umum digunakan dalam studi kesuburan ialah
ulas vagina. Metode tersebut mampu memantau perubahan bentuk dan populasi
sel epitel vagina di bawah pengaruh hormon reproduksi (Maeda dkk. 2000: 154).
Masa subur juga dapat dipantau secara kualitatif melalui metode pengamatan
genitalia. Metode tersebut hanya efektif digunakan pada beberapa spesies tertentu
yang mampu memperlihatkan pembengkakan dan perubahan warna pada vagina
(Champlin dkk. 1973: 492).

Enzyme Immunoassay (EIA) dan radioimmunoassay (RIA) merupakan
contoh metode kuantitatif yang juga umum digunakan dalam studi kesuburan
(Stavisky 1995: 289; Ziegler dkk. 1996: 94). Kedua metode tersebut mampu
memberikan hasil pengukuran yang akurat. Meskipun demikian, keduanya
memiliki beberapa kekurangan, di antaranya adalah alat dan bahan yang relatif
mahal, masa kadaluwarsa relatif pendek, tidak efisien untuk sampel yang sedikit,
tidak dapat dipakai berulang, dan resiko terpajan radioisotop yang bersifat
destruktif (Maryam 2007: 19--21). Oleh karena itu, diperlukan suatu metode
alternatif yang memiliki keunggulan tersendiri.

Spektroskopi Fourier Transform Infrared (FTIR) merupakan salah satu
metode alternatif yang diujicoba. Fourier Transform Infrared merupakan alat
universal yang dapat menganalisis sampel dalam berbagai jenis dan wujud. Alat

tersebut mampu mengenali gugus fungsi spesifik pada suatu senyawa secara
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akurat. Selain akurat, FTIR juga praktis, dapat dipakai berulang, aman, dan
sensitif (Smith 1979: 3 & 123; Rintoul dkk. 1998: 576; Thermo Nicolet 2001: 3).
Selain itu, analisis menggunakan FTIR hanya memerlukan sampel dalam jumlah
sedikit. Alat tersebut telah digunakan untuk analisis komponen kimiawi batu pada
kandung empedu (Kleiner dkk. 2002: 13), analisis sampel darah dari pasien
penderita gagal ginjal (Renuga Devi dkk. 2009: 49), pengukuran protein plasma
dalam darah (Petibois dkk. 2001: 733), pengukuran kualitas susu (Suseno &
Firdausi 2008: 26), diagnosis tumor payudara (Dimitrova dkk. 2009: 299), dan
pengukuran konsentrasi estradiol dalam darah (Sjahfirdi dkk. 2010: A 003).

Keakuratan metode EIA dan RIA dalam mengukur konsentrasi hormon
reproduksi menjadikan keduanya sebagai metode yang paling umum digunakan
hingga saat ini. Penelitian mengenai penggunaan FTIR sebagai alat pengukur
konsentrasi hormon reproduksi dalam darah belum pernah dilakukan, sehingga
belum diketahui tingkat keakuratannya. Hormon reproduksi yang diuji adalah
progesteron karena keberadaannya mengindikasikan pola steroidogenesis dalam
siklus reproduksi (McKerns 1969: 77). Keberadaan hormon tersebut juga dapat
digunakan untuk memantau ovulasi (Molina 2010: 200--205).

Penelitian dilakukan untuk mengetahui bilangan gelombang dari gugus
fungsi yang mewakili progesteron dan nilai absorbansinya yang menunjukkan
konsentrasi progesteron dalam darah saat estrus dan non-estrus. Selanjutnya,
mengetahui keabsahan FTIR dalam mengukur konsentrasi progesteron dalam
darah dan membandingkan hasilnya dengan hasil pengukuran metode kuantitatif,
RIA. Hasil penelitian diharapkan dapat memberikan informasi mengenai metode

alternatif untuk pemeriksaan konsentrasi hormon reproduksi.

Universitas Indonesia

Pengembangan metode ..., Ade Septian, FMIPA Ul, 2011



BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Fourier Transform Infrared (FTIR)

2.1.1 Pengenalan dan prinsip kerja

Fourier Transform Infrared (FTIR) (Gambar 2.1) merupakan alat yang
umum digunakan untuk identifikasi senyawa-senyawa baru, penentuan jumlah
molekul dalam suatu sampel, dan penentuan kualitas suatu sampel (Thermo
Nicolet 2001: 2). Alat tersebut mampu menganalisis senyawa organik maupun
anorganik dalam berbagai wujud: padat, cair, dan gas. Sensitivitas, kecepatan,
dan keakuratan analisis menjadi alasan pemanfaatan FTIR dalam berbagai disiplin

ilmu seperti kimia, fisika, dan biologi (Rintoul dkk. 1998: 576).

Gambar 2.1.1. Fourier Transform Infrared

Hampir semua molekul dapat menyerap sinar inframerah pada frekuensi
tertentu. Dua molekul senyawa dengan struktur kimia yang berbeda memiliki
jenis ikatan dan frekuensi vibrasi yang juga berbeda (Perez & Meyer 2001: 1—2).

Meskipun jenis ikatan sama, namun jenis senyawa berbeda, frekuensi vibrasi yang

3 Universitas Indonesia
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dihasilkan juga berbeda. Oleh karena itu, pola spektrum FTIR yang dihasilkan
bersifat khas dan disebut dengan fingerprint (Smith 1979: 3 & 123). Fourier

Transform Infrared dapat mendeteksi suatu sampel pada tingkat gugus fungsi.

Analisis gugus fungsi suatu sampel dilakukan dengan membandingkan peak

absorbansi yang terbentuk pada spektrum FTIR dengan tabel korelasi (Tabel 2.1.1
(1)) dan spektrum senyawa pembanding (Tabel 2.1.1 (2)) (Anam dkk. 2007: 83).

Tabel 2.1.1 (1). Korelasi absorbansi inframerah dan frekuensinya

Gugus fungsi Jenis vibrasi Frekuensi (cm™)
NH, Asymmetrical stretching 3400—3300
Symetrical stretching 3300—3250
Bending 1650—1550
NHR Stretching 3500—3200
OH Stretching 3600—3200
CH (sp) Stretching 3350—3250
CH (sp°) Stretching 3100—3000
CHy (sp°) Stretching 2990—2850
Bending 1475—1350
BH Terminal stretching 2650—2250
Bridging stretching 2200—1500
PH Stretching 2450—2280
C=0 Stretching 1850—1650
RP=0 Stretching 1300—1175
P-O Stretching 1100—900
BN Stretching 1275—1175

[Sumber: Mudzakir 2008: 77.]
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Tabel 2.1.1 (2). Spektrum senyawa pembanding

Gugus fungsi

Frekuensi (cm™)

Intensitas

Alkil

C-H (stretching) 2853—2962 Sedang-tajam
Isopropil-CH (CHj3);, 1380—1385 Tajam
1365—1370 Tajam
Tert-Butil-C (CHj3)3 1385—1395 dan Sedang
1365 Tajam
-CHs; (bending) 1375—1450 Sedang
-CH; (bending) 1465 Sedang
Alkenil
C-H (stretching) 3010—3095 Sedang
C=C (stretching keluar bidang) 1600—1680 Sedang-lemah
R,C=CH, 985—1000 Tajam
Cis-RCH=CHR 905—920 Tajam
Trans-RCH-CHR 880—900 Tajam
675—730 Tajam
960—975 Tajam
Alkunil
=C-H (stretching) 3300 Tajam
C=C (stretching) 2100—2250 Lemah-tajam

Aromatik
C=C Ar-H (stretching)

1475 dan 1600

Sedang-lemah

Substitusi aromatik 3030 Tajam
(C-H bending keluar bidang)
Mono 690—710 Sangat tajam
730—770 Sangat tajam
Orto 735—770 Tajam
Meta 680—725 Tajam
750—810 Sangat tajam
Para 790—840 Sangat tajam
Alkohol, fenol, asam karboksilat
OH (alkohol, fenol) 3590—3650 Sedang
OH (alkohol, fenol, ikatan 3300—3600 Sedang
hidrogen) 2400—3400 Sedang
OH (asam karboksilat, ikatan
hidrogen)
Aldehida, keton, ester, dan
asam karboksilat
C=O0 (stretching) 1600—1820 Tajam
Aldehida 1690—1740 Tajam
Keton 1650—1730 Tajam
Ester 1735—1750 Tajam
Asam karboksilat 1735—1750 Tajam
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(sambungan)
Amida 1710—1780 Tajam
Anhidrida 1760 dan 1810 Tajam
Amida
N-H 3100—3500 Sedang
Nitril
C=N 2240—2260 Sedang-tajam
Alkohol, eter, ester,
asam karboksilat, anhidrida
C-O 1000—1300 Tajam
Aldehida (C-H) 2700—2800 dan Lemah
2800—2900 Lemah
Nitro (N=0) 1300—1390 dan Tajam
1500—1600 Tajam

[Sumber: Mudzakir 2008: 78—80.]

2.1.2° Komponen penyusun dan cara kerja FTIR

Fourier Transform Infrared tersusun oleh sumber inframerah,

interferometer, kompartemen sampel, detektor, dan komputer. Cara kerja FTIR

(Gambar 2.1.2) diawali dengan penembakan sinar inframerah dari sumber menuju

sampel. Sinar inframerah tersebut kemudian memasuki interferometer, tempat

berlangsungnya penyandian spektrum dan pembentukan sinyal interferogram.

Sinar inframerah kemudian memasuki kompartemen sampel dan sampel akan

menyerap atau meneruskan sinar tersebut. Sinar inframerah kemudian memasuki

detektor untuk pengukuran sinyal interferogram. Selanjutnya, sinyal yang terukur

tersebut diolah komputer menjadi spektrum FTIR (Thermo Nicolet 2001: 5;

Suseno & Firdausi 2008: 24—25).
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2.2  Metode pemantauan kesuburan betina

2.2.1 Kualitatif

2.2.1.1 Ulas vagina

Gambar 2.1.2. Skema cara kerja FTIR
[Sumber: Thermo Nicolet 2001: 5.]

Metode ulas secara umum dilakukan dengan membuat lapisan tipis dari

bahan cair atau semi cair di atas glass object. Metode tersebut umumnya

digunakan dalam pembuatan sediaan darah, spermatozoa, mukosa mulut, dan

mukosa vagina (Bain 2006: 9—11). Sediaan umumnya difiksasi dalam alkohol

atau metilen blue sebelum diwarnai. Fiksasi bertujuan menghentikan reaksi

biokimia sel dan mematikan sel tanpa merusak komponennya (Houwen 2000: 3).

Pewarnaan sediaan dilakukan agar sel yang satu dengan yang lainnya dapat

dibedakan, sesuai dengan sifat sel terhadap penyerapan zat warna

(Johnson 1991: 3). Agen pewarna yang umum digunakan ialah Hematoxylin

Eosin (HE) dan Giemsa (Ross dkk. 2002: 5—6).

Sejak keberhasilan Stokard dan Papanicolaou meneliti siklus estrus

marmut pada tahun 1917, ulas vagina menjadi metode yang umum digunakan

dalam studi kesuburan hingga saat ini (Champlin dkk. 1973: 491). Metode

tersebut dapat menunjukkan bentuk dan populasi sel epitel vagina yang selalu
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berubah dari waktu ke waktu, di bawah pengaruh hornon reproduksi. Berbagai
fase dalam siklus estrus dapat ditentukan berdasarkan populasi sel pada sediaan
ulas vagina (Mandl 1951: 577; Lloyd 1952: 16; Maeda dkk. 2000: 154—155).
Alat dan bahan untuk membuat sediaan ulas vagina relatif murah dan

mudah diperoleh. Namun, keterampilan sangat diperlukan untuk mendapatkan
sediaan yang baik. Kurangnya keterampilan pengambilan sampel, pengulasan
sampel di atas glass object, hingga pemeriksaan sediaan di bawah mikroskop,
dapat mengakibatkan data menjadi bias. Selain itu, penggunaan metode dalam
jangka waktu lama dan berulang dapat membuat hewan uji menjadi stres

(Champlin dkk. 1973: 493).

2.2.1.2 Pengamatan genitalia

Fase dalam siklus estrus juga dapat diketahui melalui metode yang lebih
praktis, yaitu pengamatan genitalia. Champlin dkk. (1973: 493) menggunakan
pembengkakkan vagina mencit sebagai parameter penentu fase dalam siklus
estrus. Derajat pembengkakkan vagina dicirikan dengan perubahan warna dan
kelembapan jaringan, ukuran bukaan vagina, dan keberadaan sel debris pada
vagina.

Proestrus dicirikan dengan vagina yang melebar, jaringan berwarna merah
muda kemerahan dan lembab, serta lipatan pada bibir dorsal dan ventral; ciri-ciri
saat estrus mirip seperti proestrus, namun jaringan berwarna merah muda terang
dan kelembapan berkurang, serta lipatan lebih banyak; saat metestrus bibir dorsal
menyusut, jaringan berwarna pucat dan kering; saat diestrus vagina sedikit
terbuka, jaringan berwarna ungu kebiruan dan sangat lembab. Pengamatan
genitalia lebih sederhana dan cepat dibandingkan ulas vagina. Pengamatan juga
tidak menimbulkan stres berlebih pada hewan uji. Meskipun demikian,
penggunaan metode tersebut hanya terbatas pada beberapa spesies dan strain

(Champlin dkk. 1973: 492—494),
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2.2.2  Kuantitatif

2.2.2.1 Enzyme Immunoassay (EIA)

Enzyme Immunoassay merupakan metode pemeriksaan keberadaan
antibodi atau antigen dalam sampel. Metode tersebut telah digunakan untuk
diagnosis penyakit dan quality control dalam dunia industri. Antigen yang tidak
diketahui jumlahnya (sampel) ditambahkan antibodi yang berikatan dengan
enzim. Antibodi tersebut akan berikatan dengan antigen, sehingga enzim menjadi
bebas. Substrat kemudian ditambahkan agar berikatan dengan enzim bebas
tersebut (Anwar 2005: 15; Leng dkk. 2008: 883).

Aktivitas enzim pada substrat dapat menghasilkan reaksi kimia berupa
produk berwarna atau chemiluminescence. Pengukuran chemiluminescence
tersebut bersifat sensitif. Intensitas warna yang dihasilkan berbanding lurus
dengan jumlah antigen dan antibodi. Pengukurannya dapat dilakukan dengan
menggunakan spektrofotometer atau luminometer. Label indikator yang
digunakan dalam EIA ialah alkaline phosphatase dan horseradish peroxidase
(Stanley 2002: 150).

2.2.2.2 Radioimmunoassay (RIA)

Radioimmunoassay merupakan metode pengukuran antigen dalam suatu
sampel, contohnya hormon dalam sampel darah. Pengukuran didasari oleh
kompetisi antigen berlabel radioisotop dengan antigen tidak berlabel (antigen
sampel). Sejumlah antigen berlabel radioisotop dan antibodinya dimasukkan
dalam sampel. Antigen sampel akan berikatan dengan antibodi, sehingga antigen
berlabel radioisotop menjadi bebas. Jumlah antigen berlabel radioisotop yang
bebas diukur untuk mengetahui kadar suatu antigen dalam sampel (Antibody &
Beyond 2007: 1). Radioisotop yang digunakan untuk pemeriksaan hormon
progesteron adalah '*°I (Nalbandov 1990: 215—216).

Kedua metode kuantitatif tersebut di atas mampu memberikan pengukuran

kadar hormon yang akurat, namun, alat dan bahan relatif mahal, masa
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kadaluwarsa relatif pendek, pemesanan membutuhkan waktu yang cukup lama,
tidak efisien untuk pemakaian sampel yang sedikit, tidak dapat digunakan
berulang, dan mengandung radioisotop (Maryam 2007: 19—21). Radioisotop
bersifat destruktif karena memancarkan sinar gamma yang merusak jaringan

biologis (Stanley 2002: 150).

2.2.2.3 Maturation Index (MI)

Maturation Index merupakan metode pemantauan masa subur dengan cara
membandingkan jumlah sel-sel epitel skuamosa vagina. Jumlah sel-sel epitel
tersebut mengindikasikan aktivitas estrogen dan progesteron (Tabel 2.2.2.3).
Jenis sel yang diamati yaitu sel basalis, intermedia, dan superfisial. Perbandingan
jumlah sel-sel tersebut menggambarkan fase yang berlangsung dan hormon yang
bekerja. Nilai MI dinotasikan dengan % sel basalis, % sel intermedia, dan % sel
superfisial. Pertumbuhan sel basalis mengindikasikan fase tidak dipengaruhi
estrogen dan progesteron, pertumbuhan sel intermedia mengindikasikan fase
dipengaruhi progesteron, dan pertumbuhan sel superfisial mengindikasikan fase

dipengaruhi oleh estrogen (Shefrin 2008: 1).

Tabel 2.2.2.3. Nilai MI setiap fase dan hormon yang bekerja

Fase Nilai MI Aktivitas hormon
Hari ke-14 (ovulasi) | 0:40:60 | Stimulasi estrogen terbanyak
Hari ke-28 0:70:30 | Stimulasi progesteron terbanyak
Menopause 0:100:0 | Hanya progesteron, tidak ada estrogen
Atrofi 100:0:0 | Tidak ada progesteron maupun estrogen
Anak-anak 100:0:0 | Tidak ada progesteron maupun estrogen
Pubertas 0:90:10 | Stimulasi progesteron terbanyak, sedikit estrogen
Kehamilan 0:100:0 | Hanya progesteron, tidak ada estrogen
Pasca partum 90:10:0 | Stimulasi hormon minimal

[Sumber: Shefrin 2008: 2.]
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2.3  Hewan uji

2.3.1 Klasifikasi dan persebaran

Klasifikasi Rattus norvegicus adalah sebagai berikut:

Filum : Chordata

Kelas : Mamalia

Ordo : Rodentia

Subordo : Myomorpha

Famili : Muridae

Subfamili : Murinae

Genus : Rattus

Spesies : R. norvegicus (Berkenhout, 1769)

Secara geografis, tikus memiliki daerah persebaran yang luas. Hewan pengerat
tersebut dapat ditemukan di negara-negara Mediterania, Timur Tengah, India,

Cina, Jepang, Asia Tenggara, dan Australia (Hedrich 2006: 72—73).

2.3.2 Morfologi dan fisiologi

Tikus yang normal dan sehat umumnya bertubuh panjang dan ramping.
Hampir seluruh permukaan tubuh ditutupi oleh rambut, kecuali hidung, bibir,
permukaan palmar dan plantar kaki, dan ekor. Rambut umumnya kusam dan
kasar. Telinga relatif besar dan moncong tirus. Bola mata tikus menonjol karena
plica semilunaris tereduksi. Bibir bagian atas terbelah oleh philtrum, yaitu
cekungan vertikal yang berakhir di bawah nares. Ekstrimitas anterior dan
posterior terdiri atas lima digiti. Panjang ekor dapat mencapai 85% dari panjang
tubuh. Betina pada umumnya memiliki ekor yang lebih panjang dibandingkan
pejantan. Bukaan vagina terletak sekitar 7 mm dari bagian ventral anus (Hedrich
2000: 3; Hofstetter dkk. 2006: 94). Sistem reproduksi pada tikus terdiri atas

vagina, uterus, kelenjar mamae, dan ovari (Grant 2011: 1).
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Gambar 2.3.2. Profil hormon reproduksi tikus selama satu siklus estrus
[Sumber: Emanuele dkk. 2003: 1.]

Aktivitas ovari selama siklus estrus diatur oleh gonadotropin yang
disekresikan oleh pituitari anterior. Kadar estradiol meningkat seiring dengan
perkembangan folikular saat proestrus awal. Kadar estradiol meningkat saat pagi
hari proestrus dan menurun saat siang harinya. Peningkatan kadar estradiol
diikuti oleh peningkatan kadar progesteron, Luteinizing Hormone (LH) dan

Follicle Stimulating Hormone (FSH) (Gambar 2.3.2) (Maeda dkk. 2000: 155—
156).

2.3.3 Tikus sebagai hewan uji

Rattus norvegicus dan Mus musculus merupakan contoh hewan uji yang
umum digunakan dalam penelitian biologi dan biomedis. Keduanya digunakan
sebagai hewan uji karena memiliki kelebihan, seperti karakter fisiologi yang mirip
mamalia lain pada umumnya (Hedrich 2000: 3). Rattus norvegicus dan Mus
musculus juga mudah beradaptasi dan mudah dipelihara (Hem 2005: 96). Mereka
memiliki masa kehamilan yang pendek dan kemampuan reproduksi yang baik,
sehingga cocok digunakan secara besar-besaran (Hedrich 2006: 71). Selain itu,
mereka memiliki siklus estrus yang pendek (4—>5 hari), sehingga memudahkan

pemantauan masa subur (Sharp & La Regina 1998: 15; Lohmiller & Swing 2006:
149—150).
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Tikus yang umum digunakan sebagai hewan uji pada umumnya adalah
strain Sprague-Dawley, Wistar, dan Long-Evans. Strain Sprague-Dawley
memiliki kepala yang kecil dan ekor yang melebihi panjang tubuh. Strain Wistar
memiliki kepala yang besar dan ekor lebih pendek dari panjang tubuh. Strain
Long-Evans memiliki warna hitam pada bagian kepala dan anterior tubuh,
ukuran tubuhnya lebih kecil dibandingkan s¢rain lainnya (Lindsey & Baker 2006:
31—33).

Gambar 2.3.3. Rattus norvegicus strain Sprague-Dawley

Tikus yang digunakan dalam penelitian ialah Rattus norvegicus strain
Sprague-Dawley (Gambar 2.3.3). Kelebihan R. norvegicus dibandingkan Mus
musculus terletak pada ukuran tubuhnya yang lebih besar, sehingga memudahkan
pengambilan sampel berulang (Hedrich 2006: 72). Strain Sprague-Dawley
umumnya bertemperamen baik dan memiliki laju pertumbuhan dan masa
reproduksi yang relatif cepat (Fitrianti 2002: 5). Rattus norvegicus strain
Sprague-Dawley telah banyak dimanfaatkan dalam analisis berbagai penyakit,
seperti penyakit kardiovaskular, penyakit autoimun, diabetes melitus, epilepsi,

kanker, dan penyakit ginjal (Hedrich 2000: 3—4).
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2.3.4 Siklus estrus

Estrus atau masa birahi berkala terjadi pada mamalia non-primata (Hadley
2000: 460). Siklus estrus R. norvegicus dimulai saat pubertas hingga senesens.
Pubertas R. norvegicus ditandai dengan pembukaan vagina dan proestrus pertama.
Pembukaan vagina terjadi 33—42 hari setelah kelahiran, saat berat badan di atas
100 gram (Maeda dkk. 2000: 148—149). Siklus estrus terjadi satu minggu setelah
pembukaan vagina. Senesens pada R. norvegicus terjadi pada umur 7—9 bulan
(Lohmiller & Swing 2006: 153).

Satu siklus estrus R. norvegicus berlangsung 4—-5 hari dan terdiri atas
beberapa fase, yaitu proestrus, estrus, metestrus, dan diestrus. Panjang siklus
estrus setiap individu terkadang berbeda satu sama lain, meskipun tergolong
dalam 1 strain (Maeda dkk. 2000: 155). Panjang siklus estrus tikus dipengaruhi
oleh progesteron (Nequin dkk. 1979: 669).
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Keterangan:

A : Proestrus >N : Sel epitel bulat bernukleus

B : Estrus —->C : Sel epitel menanduk tidak bernukleus
C : Metestrus —->L : Leukosit

D : Diestrus

Perbesaran 10x40

Gambar 2.3.4. Populasi sel epitel vagina R. norvegicus selama satu siklus estrus
[Sumber: Maeda dkk. 2000: 155.]

Populasi sel mayoritas pada sediaan ulas vagina saat proestrus ialah sel
epitel bulat bernukleus; saat estrus ialah sel epitel menanduk tidak bernukleus;
saat metestrus populasi sel terdiri atas sel epitel bulat bernukleus, sel epitel
menanduk tidak bernukleus, dan leukosit; saat diestrus ialah leukosit (Gambar
2.3.4) (Warren & Juraska 1997: 260; Marcondes 2002: 612; Westwood 2008:
376—380). Sel-sel epitel menanduk merupakan indikator terjadinya ovulasi
(Beimborn dkk 2003: 5). Mandl (1951: 583) melaporkan bahwa proestrus
berlangsung selama 12—14 jam; estrus 25—27 jam; metestrus 6—S8 jam; dan

diestrus 55—57 jam.
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Betina reseptif terhadap jantan selama masa estrus. Reseptivitas tersebut
disebut dengan lordosis yang dicirikan dengan dorsifleksi tulang punggung.
Perilaku tersebut umumnya dipelajari dalam penelitian mekanisme fisiologi
terkait pengaturan perilaku seksual. Perilaku lordosis diinduksi oleh estrogen
(Maeda dkk. 2000: 171—172; Lohmiller & Swing 2006: 150).

Perbedaan antara siklus estrus dan siklus menstruasi terletak pada
pendarahan eksterna. Pendarahan eksterna pada siklus menstruasi disebabkan
oleh konstriksi arteri spiral dan peluruhan endometrium pars fungsionalis.
Peluruhan endometrium tersebut dipengaruhi oleh penurunan sekresi hormon
progesteron oleh korpus luteum. Pars basalis tidak meluruh dan permukaannya
yang berbatasan dengan pars fungsionalis akan diperbaiki, sehingga pars
fungsionalis dan arteri spiral tetap utuh. Pendarahan tidak terjadi pada siklus
estrus. Hal tersebut disebabkan oleh tidak adanya arteri spiral, sehingga yang
terjadi adalah perombakan endometrium dan reabsorbsi sel-sel yang sudah tidak

dibutuhkan (Nalbandov 1990: 160—161).

24 Cairan tubuh dan pengumpulannya

Cairan tubuh merupakan komponen analisis penting yang dibutuhkan
dalam berbagai disiplin ilmu, seperti toksikologi, farmakologi, dan fisiologi.
Beberapa cairan tubuh yang umum digunakan untuk analisis diantaranya adalah
empedu, air susu, urin, dan darah. Darah merupakan suspensi antara sel (eritrosit,
leukosit, dan trombosit) dan plasma (Vander dkk. 2001: 483). Darah umumnya
diperlukan untuk penentuan tingkat pemajanan suatu bahan uji dan distribusi

senyawa obat baru dalam uji pre-klinis (Koch 2006: 593).
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Keterangan:

A : Gugus =CH;

B : Gugus asam karboksilat
C : Gugus metil

Gambar 2.4. Rumus bangun hemoglobin
[Sumber: Vander dkk. 2001: 484.]

Hemoglobin (Gambar 2.4) terkandung dalam eritrosit. Hemoglobin
merupakan molekul dengan atom Fe yang mengikat O,. Setiap molekul
hemoglobin merupakan protein yang tersusun atas empat ikatan subunit. Setiap
subunit tersusun atas kelompok molekul yang disebut heme yang mengikat
polipeptida. Heme terikat pada rantai polipeptida oleh atom N untuk membentuk
satu subunit hemoglobin. Empat polipeptida pada hemoglobin umumnya disebut
dengan globin (Vander dkk. 2001: 483—484).

Plasma merupakan komponen penyusun darah yang mengandung air,
elektrolit, protein, gas, nutrien, produk sisa metabolisme, dan hormon. Hormon
steorid seks terkandung dalam darah dengan bentuk bebas maupun terikat dengan
protein-protein pengikat steroid seks dalam plasma. Protein-protein tersebut
adalah albumin, globulin pengikat steroid seks, dan globulin pengikat
kortikosteroid (Rosner 1990: 88).

Metode pengumpulan darah dari tikus sangat beragam. Berikut adalah
beberapa contoh yang umum digunakan:

1. Retroorbital puncture
Metode pengumpulan darah dari plexus retroorbital tikus dengan
menggunakan tabung hematokrit. Metode tersebut mampu mengumpulkan
darah sebanyak 1—2 ml. Kurangnya pengalaman dan keterampilan dapat

mengakibatkan luka pada kornea dan kerusakan pada serat optik.
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2. Dorsal and lateral tail veins
Metode pengumpulan darah dari vena dorsal atau lateral ekor dengan
menggunakan jarum suntik berukuran 23 atau 21. Tikus ditempatkan pada
alat pengekang, lalu ekor direndam dalam air hangat (45° C) selama beberapa
menit agar pembuluh dilatasi dan terlihat jelas. Darah sebanyak 0,5 ml dapat
diperoleh melalui metode tersebut.

3. Amputation or tail clipping
Metode pengumpulan darah melalui pemotongan bagian ujung ekor

(Weiss dkk. 2000: 488—492).

2.5 Hormon steroid seks

Hormon yang terlibat dalam aktivitas reproduksi terbagi menjadi lipid,
protein, dan monoamin. Hormon reproduksi lipid terdiri atas dua kelas, yaitu
eikosanoid dan steroid. Steroid memiliki 4 kelas utama, yaitu androgen, estrogen,
progestagen, dan kortikosteroid. Androgen, estrogen, dan progestagen merupakan
steroid seks yang terlibat dalam pengaturan pertumbuhan dan fungsi jaringan
reproduksi (Catt & Dufau 1981: 91; Anwar 2005: 7).

Kelompok androgen terdiri atas Sa-dihidrotestosteron, testosteron,
androstenedion, dan dehidroepiandrosteron. Kelompok estrogen terdiri atas
estradiol 17, estriol, dan estron. Kelompok progestagen terdiri atas progesteron,

170-hidroksiprogesteron, dan 20a-progesteron (Johnson & Everitt 2000: 34—37).

B Keterangan:
CH
1 o 5 —> C A : Gugus keton
B H4C L B :Gugus met@l
4 C : Gugus metil-keton
7:c] |
? - - 1 .
D__-:'- e ::_-_;.

Gambar 2.5 (1). Rumus bangun progresteron
[Sumber: Nunley 2011: 1.]
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Gambar 2.5 (2). Jalur sintesis steroid seks oleh sel ovari
[Sumber: McKerns 1969: 78.]

Progesteron (Gambar 2.5 (1)) disintesis oleh sel granulosa dan korpus
luteum dengan bantuan enzim pengonversi S-pregnenolon (Gambar 2.5 (2)).
Progesteron merupakan prekursor testoteron dan estrogen (McKerns 1969: 78;).
Kadar progesteron saat fase folikular adalah sekitar 1 ng/ml. Kadar progesteron
saat fase luteal dapat bertahan selama 45 hari di dalam plasma dan mencapai
puncaknya, yaitu 10—20 ng/ml (Rogers 2011: 61—62).

Progesteron berperan penting dalam persiapan kelenjar mamae untuk
laktasi, implantasi ovum pada uterus, dan mempertahankan plasenta selama
kehamilan. Pemeriksaan kadar progesteron pada umumnya dilakukan untuk
memeriksa fungsi plasenta selama kehamilan, fungsi ovari pada fase luteal, dan
memantau ovulasi. Ovulasi terjadi saat kadar progesteron melebihi 5 ng/ml

(Molina 2010: 200—205).
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BAB3
METODE PENELITIAN

3.1  Lokasi dan waktu penelitian

Penelitian dilakukan di Rumah Rodensia, Laboratorium Biologi
Perkembangan Departemen Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan
Alam Universitas Indonesia (FMIPA UlI), Laboratorium Afiliasi Departemen
Kimia FMIPA UlI, Depok, dan Laboratorium Fisiologi Fakultas Kedokteran
Hewan Institut Pertanian Bogor (FKH IPB), Bogor. Penelitian dilakukan selama
6 bulan (Juli—Desember 2010).

3.2  Alat

Peralatan yang digunakan adalah FTIR IRPrestige-21 [Shimadzu]; cell
frame; window ZnSe; rubber backing; screw; glass object; cutton bud; kapas;
plester; gunting bedah; stoples; pipet mikro [Bio-Rad]; microtube 1,5 ml
[Axygen]; lemari pendingin [Toshiba]; mikroskop cahaya [Nikon SE]; kamera
digital [Canon]; komputer jinjing [Acer]; serta berbagai alat tulis yang umum

digunakan.

3.3 Bahan

Bahan yang digunakan adalah sampel darah dari 10 (sepuluh) ekor tikus
(Rattus norvegicus) betina strain Sprague-Dawley; EDTA; Metanol [Merck];
larutan Giemsa; eter; antiseptik [Betadine]; Progesterone ['*I] RIA kit [Izotop]
yang terdiri atas 125 I-tracer, larutan standar, antiserum, control serum, dan

magnetic immunosorbent.
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3.4  Carakerja

3.4.1 Pemeliharaan hewan uji

Sepuluh ekor tikus (Rattus norvegicus) betina strain Sprague-Dawley
berumur tiga bulan dipelihara di Rumah Rodensia Departemen Biologi FMIPA
UI, Depok. Setiap dua ekor R. norvegicus ditempatkan dalam sebuah kandang
berukuran (30x20x10) cm’ beralaskan serbuk kayu. Makanan dan minuman
disediakan secara ad libitum. Ruang pemeliharaan memiliki siklus 12 jam
terang:12 jam gelap, dengan suhu dan kelembapan yang terkendali. Aklimatisasi
hewan uji berlangsung dua minggu, hingga berat badan hewan uji stabil pada
180—200 gram. Berat badan ditimbang setiap tiga hari, pada jam yang sama
setiap harinya. Seluruh R. norvegicus diberi tanda pengenal menggunakan asam

pikrat.

3.4.2 Penentuan fase dalam siklus estrus

Fase dalam siklus estrus setiap individu R. norvegicus ditentukan melalui
ulas vagina. Sel epitel vagina dikumpulkan dengan memasukkan ujung cutton
bud ke dalam vagina R. norvegicus. Cotton bud diputar dengan perlahan untuk
mendapatkan sel epitel pada dinding vagina, kemudian diulas di atas glass object
yang telah diberi label dengan keterangan tanggal dan pengenal individu. Sediaan
ulas vagina direndam dalam metanol selama tiga menit, kemudian dilanjutkan
dengan perendaman dalam Giemsa selama 15 menit. Sisa pewarnaan kemudian
dibersihkan di bawah air mengalir dan dikeringanginkan. Prosedur di atas
dilakukan mengikuti standar Laboratorium Biologi Perkembangan Departemen
Biologi FMIPA UI. Pengamatan dilakukan menggunakan mikroskop cahaya
dengan perbesaran 10x40. Hasil pengamatan didokumentasikan menggunakan
kamera digital. Pembuatan sediaan ulas vagina dilakukan setiap hari pada jam

yang sama, diikuti dengan pengumpulan sampel darah.
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Gambar 3.4.2. Penentuan fase dalam siklus estrus melalui ulas vagina
3.4.3 Pengumpulan sampel darah
Sampel darah dikumpulkan pada fase estrus dan diestrus selama tiga

siklus. Sampel darah diestrus merupakan sampel darah non-estrus. Sampel darah

dikumpulkan dengan prosedur sebagai berikut.

Gambar 3.4.3. Pengumpulan sampel darah

R. norvegicus dibius dalam stoples berisi kapas yang telah dibasahi eter.
Dalam kondisi terbius, ujung ekor R. norvegicus dibasuh dengan antiseptik,
kemudian dipotong menggunakan gunting bedah yang telah disterilkan dengan
alkohol 70%. Darah yang mengalir kemudian ditampung dalam microtube yang
telah dilapisi antikoagulan ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). Luka

kemudian diberi antiseptik dan dibalut dengan plester. Darah sebanyak 1 ml

Universitas Indonesia

Pengembangan metode ..., Ade Septian, FMIPA Ul, 2011



23

dikumpulkan untuk untuk analisis RIA dan 3 tetes untuk analisis FTIR. Sampel
darah kemudian disimpan dalam lemari pendingin pada suhu 8° C. Jumlah sampel

darah yang diperoleh adalah 120 buah.

3.4.4 Analisis FTIR

Fourier Transform Infrared dihidupkan ketika kompartemen sampel
dalam keadaan kosong. Komputer juga dihidupkan, kemudian program IR
Solution dijalankan. Blanko kemudian dibuat dengan menempatkan assembly cell
tanpa sampel pada kompartemen sampel FTIR. Analisis sampel kemudian

dilakukan setelah spektrum FTIR dari blanko tertampil.

Keterangan:

A Cell frame

B : Screw

C  : Rubber backing
D  : Window ZnSe

Gambar 3.4.4 (1). Komponen-komponen assembly cell

Assembly cell (Gambar 3.4.4 (1)) tersusun atas cell frame, window ZnSe,
rubber backing, dan screw. Komponen-komponen tersebut digunakan untuk
analisis sampel berwujud cair. Assembly cell dirakit dengan prosedur sebagai

berikut.
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Gambar 3.4.4 (2). Perakitan assembly cell untuk analisis FTIR

Rubber backing diletakkan di atas cell frame. Window ZnSe kemudian
diletakkan di atas rubber backing tersebut. Sampel darah sebanyak 0,5 p diambil
menggunakan pipet mikro, kemudian diteteskan pada bagian tengah window
ZnSe. Window ZnSe kemudian ditumpuk dengan window ZnSe lainnya sehingga
darah menyebar dan membentuk lapisan tipis. Rubber backing kemudian
diletakkan di atas tumpukan window ZnSe, kemudian ditutup dengan cell frame
dan screw. Assembly cell kemudian ditempatkan pada kompartemen sampel FTIR
dan selanjutnya dipindai pada bilangan gelombang 400—4000 cm™'. Hasil

pemindaian berupa spektrum FTIR kemudian digunakan untuk interpretasi data.

3.4.5 Analisis RIA

Sebanyak 60 buah sampel darah untuk analisis RIA dikirim ke
Laboratorium Fisiologi FKH IPB, Bogor.
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3.4.6 Analisis data

Sebanyak 60 buah spektrum FTIR dari sampel darah R. norvegicus saat
estrus dan non-estrus, dikonversi ke bentuk numerik melalui Microsoft Notepad
5.1 dan diolah menggunakan Microsoft Office Excel 2007. Data numerik terdiri
atas bilangan gelombang (cm™) dari gugus fungsi senyawa dalam sampel darah
beserta absorbansinya (%). Dari ribuan data numerik yang tersedia, bilangan
gelombang dari gugus fungsi spesifik progesteron diidentifikasi dan ditentukan
berdasarkan acuan. Nilai absorbansi dari masing-masing bilangan gelombang
yang telah ditentukan kemudian dibandingkan pada saat estrus dan non-estrus,
sehingga diperoleh nilai absorbansi yang merepresentasikan konsentrasi hormon
progesteron selama siklus estrus. Nilai tersebut kemudian dibandingkan dengan

hasil pengukuran dari analisis RIA.
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Penentuan fase dalam siklus estrus melalui ulas vagina

Metode ulas vagina digunakan untuk menentukan fase dalam siklus estrus.
Pengamatan mikroskopis sediaan ulas vagina menunjukkan populasi sel epitel
vagina saat estrus dan diestrus (Gambar 4.1). Sediaan estrus memperlihatkan
populasi sel epitel menanduk tidak bernukleus, sedangkan sediaan diestrus

memperlihatkan leukosit.

Keterangan:
A :Estrus —->C : Sel epitel menanduk tidak bernukleus
B : Diestrus ->L  : Leukosit

Perbesaran 10x40

Gambar 4.1. Populasi sel epitel vagina R. norvegicus saat estrus dan diestrus

Hasil pengamatan sesuai dengan pernyataan Warren dan Juraska (1997:
260), Marcondes (2002: 612) dan Westwood (2008: 376—380), bahwa populasi
sel saat estrus dan diestrus berturut-turut adalah sel epitel menanduk tidak
bernukleus dan leukosit. Ulas vagina merupakan metode yang paling umum

digunakan untuk menentukan fase dalam siklus estrus tikus (Maeda dkk. 2000:
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152). Alat dan bahan yang digunakan dalam metode tersebut relatif murah dan
mudah didapat (Spornitz dkk. 1999: 117; Lohmiller & Swing 2006: 150). Metode
pengamatan genitalia tidak digunakan karena strain R. norvegicus yang digunakan
dalam penelitian tidak memperlihatkan ciri perubahan warna dan pembengkakan

genitalia selama siklus.

4.2 Pengumpulan sampel darah

Pengumpulan sampel darah dilakukan saat R. norvegicus berada pada fase
estrus dan diestrus (non-estrus). Emanuele dkk. (2003: 1) menyatakan bahwa
progesteron meningkat saat diestrus dan menurun saat estrus. Berdasarkan hal
tersebut, pengukuran konsentrasi progesteron pada dua fase tersebut melalui FTIR
diharapkan dapat memberikan hasil yang signifikan.

Sampel darah dikumpulkan melalui metode fail clipping. Metode tersebut
sederhana, cepat, dan dapat digunakan untuk pengambilan sampel yang berulang
(Liu dkk. 1996: 244). Selain itu, keterampilan khusus tidak diperlukan untuk
menguasai metode tersebut. Pada tahun 1991 Sarlis (/ihat Koch 2006: 597)
melaporkan bahwa darah dalam volume yang besar (>0,5 ml) dapat diperoleh

melalui metode tersebut.

4.3 Analisis spektrum FTIR

Hasil analisis berupa spektrum FTIR terdiri atas frekuensi atau bilangan
gelombang (cm™) pada sumbu X, nilai absorbansi (%) pada sumbu Y, dan sebuah
kurva yang terdapat pada 400—4000 cm™. Kurva tersebut memiliki banyak peak
yang merepresentasikan gugus fungsi dari berbagai senyawa dalam darah.
Gambar 4.3 (1) merupakan contoh spektrum FTIR dari sekali analisis sampel
darah seekor tikus yang diambil saat estrus. Spektrum FTIR yang mirip juga
diperoleh dari sampel darah non-estrus (Gambar 4.3 (2)). Spektrum FTIR dari

analisis progesteron murni digunakan sebagai kontrol (Gambar 4.3 (3)).
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Gambar 4.3 (1). Spektrum FTIR dari darah R. norvegicus saat estrus
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Berdasarkan prinsip kerja FTIR yang mampu mengenali gugus fungsi
suatu senyawa dalam suatu sampel, progesteron (Gambar 2.5 (1)) dapat
diidentifikasi melalui keton, metil, dan metil-keton (Gambar 4.3 (1), (2), dan (3))
(Nunley 2011: 1). Tiga gugus fungsi tersebut terdapat pada bilangan gelombang
tertentu dengan nilai absorbansi yang bervariasi. Asam karboksilat merupakan
salah satu gugus fungsi yang dimiliki hemoglobin (Gambar 2.4) (Vander dkk.
2001: 484.). Gugus fungsi tersebut digunakan sebagai konstanta dalam penelitian

ini.

4.3.1 Penentuan gugus fungsi hemoglobin

Hemoglobin (Gambar 2.4) pada spektrum FTIR dapat diidentifikasi
melalui keberadaan peak =CH,, metil, dan asam karboksilat. Peak asam
karboksilat tidak terdapat pada spektrum FTIR dari progesteron murni, sehingga
gugus fungsi tersebut digunakan sebagai penanda hemoglobin dalam penelitian
ini. Asam karboksilat terdapat di 1396—1440 cm™ pada spektrum FTIR (Smith
1979: 281—282).
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Gambar 4.3.1. Nilai absorbansi asam karboksilat (1396—1440 cm™)
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Gambar 4.3.1 merupakan tampilan dari sebagian kumpulan data numerik

yang telah diolah menggunakan Microsoft Office Excel 2007. Baris berwarna

kuning menandakan bilangan gelombang asam karboksilat yang dipilih dari

1396—1440 cm™'. Bilangan gelombang 1425 cm™ dipilih sebagai penanda

hemoglobin karena memilki rerata nilai absorbansi yang relatif konstan saat estrus

dan non-estrus dengan standar deviasi (SD) terkecil.

Tabel 4.3.1. Nilai absorbansi asam karboksilat (1425 cm™)
yang merepresentasikan hemoglobin dari 10 ekor tikus

Estrus Non-estrus
Tikus | Absorbansi (%) | Tikus | Absorbansi (%)
1 0,164 1 0,280
2 0,273 2 0,201
3 0,311 B 0,265
4 0,290 4 0,264
5 0,201 5 0,270
6 o2 6 0,240
7 0,218 g/ 0,241
8 0,184 8 0,342
9 QRS '/ 9 0,220
10 0,246 10 0,263
Rerata 0,230 Rerata 0,258
SD 0,053 SD 0,038

Berdasarkan Tabel 4.3.1, rerata nilai absorbansi yang relatif konstan saat

estrus dan non-estrus menunjukkan bahwa nilai absorbansi hemoglobin tidak

dipengaruhi oleh siklus estrus. Rerata dari nilai absorbansi 0,230 % dan 0,258 %

dari Tabel 4.3.1 direrata kembali, sehingga diperoleh satu nilai absorbansi untuk

hemoglobin: 0,244 %. Nilai tersebut digunakan sebagai konstanta dalam

penelitian ini.
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4.3.2 Penentuan gugus fungsi progesteron

Gugus fungsi spesifik progesteron adalah keton, metil, dan metil-keton.
Keton terdapat di1707—1726 cm™, metil di 1375—1382 cm™, dan metil-keton di
1350—1369 cm™' pada spektrum FTIR (Smith 1979: 281—282). Bilangan
gelombang 1724 cm™, 1375 cm™, dan 1354 cm™ dipilih sebagai penanda
progesteron karena memiliki SD yang relatif lebih kecil dibandingkan SD

bilangan gelombang lainnya.

Tabel 4.3.2 (1). Nilai absorbansi gugus fungsi spesifik progesteron
dari 10 ekor tikus

Absorbansi (%)
1724 cm’! 1375 cm' 1354 cm™

Tikus (keton) (metil) (metil-keton)
Estrus ;\i?r?l-s Estrus ;\SI?;;; Estrus g?rllll-s
1 0,413 0,680 0,715 1,226 0,708 1,245
2 0,505 0,479 1,197 1,004 1,206 1,062
B 0,500 0,765 1,326 1,245 1,308 1,255
4 0,562 0,703 1,261 1,106 1,269 1,090
5 0,280 0,874 0,954 1,260 0,988 1,285
6 0,581 0,710 1,069 1,110 1,056 1,140
7 0,506 0,561 1,060 1,026 1,097 1,026
8 0,610 0,886 0,878 1,498 0,905 1,475
9 0,400 0,666 0,710 1,027 0,722 1,050
10 0,593 0,819 1,091 1,202 1,117 1,224
Rerata 0,495 0,714 1,026 1,171 1,038 1,186
SD 0,104 0,130 0,212 0,150 0,209 0,139

Setiap nilai absorbansi pada Tabel 4.3.2 telah direlatifkan terhadap
konstanta. Berdasarkan Tabel 4.3.2, tiga gugus fungsi memiliki rerata nilai
absorbansi lebih kecil saat estrus dibandingkan non-estrus. Selisih rerata nilai

absorbansi yang paling signifikan antara estrus dan non-estrus terdapat pada keton
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(1724 cm™). Perbandingan rerata nilai absorbansi saat estrus dan non-estrus dari

setiap gugus fungsi dapat dilihat pada grafik di bawah ini.

1.6

1.4

1.2

M Estrus

Absorbansi (%)

i Non-estrus

Gambar 4.3.2 (1). Grafik perbandingan nilai absorbansi relatif gugus fungsi keton
(1724 em™) saat estrus dan non-estrus

Berdasarkan Gambar 4.3.2 (1), 90% dari seluruh hewan uji
memperlihatkan konsentrasi keton yang berfluktuasi sesuai dengan profil
progesteron selama siklus (Gambar 2.3.2). Tikus 2 tidak memperlihatkan
kesesuaian seperti individu-individu lainnya. Hal tersebut dapat disebabkan oleh
pengambilan sampel darah saat diestrus akhir, yaitu saat progesteron mengalami

penurunan konsentrasi (Maeda dkk. 2000: 153)
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Gambar 4.3.2 (2). Grafik perbandingan nilai absorbansi relatif gugus fungsi metil
(1375 cm’") saat estrus dan non-estrus
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Gambar 4.3.2 (3). Grafik perbandingan nilai absorbansi relatif gugus fungsi metil-
keton (1354 cm™) saat estrus dan non-estrus

Gambar 4.3.2 (2) dan 4.3.2 (3) memperlihatkan 50% dari seluruh hewan
uji memiliki pola fluktuasi yang sesuai dengan profil progesteron selama siklus,
sedangkan 50% sisanya tidak memperlihatkan kesesuaian pola. Hal tersebut dapat

disebabkan oleh interferensi senyawa lain dalam darah yang juga memiliki gugus
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fungsi metil dan metil-keton (Smith 1979: 223). Oleh karena itu, metil dan metil-

keton dianggap tidak cukup kuat merepresentasikan progesteron dalam darah.

Tabel 4.3.2 (2). Ekivalensi nilai absorbansi relatif progesteron melalui FTIR
dengan konsentrasi progesteron melalui RIA

Estrus Non-estrus
) : Konsentrasi ; . Konsentrasi
Absorbansi relatif - Absorbansi relatif progesteron
0 0
progesteron (%) (ng/ml) progesteron (%) (ng/ml)
0,853 £ 0,310 17,593 + 4,246 1,024 + 0.268 76218 + 4.687

Nilai absorbansi relatif progesteron meningkat dari 0,853 + 0,310 % saat
estrus ke 1,024 + 0.268 % saat non-estrus. Dua nilai tersebut diperoleh dari
penghitungan rerata nilai absorbansi pada Tabel 4.3.2 (1). Smith (1979: 223)
menyatakan bahwa nilai absorbansi pada FTIR berkaitan erat dengan konsentrasi
hormon dalam darah.

Konsentrasi progesteron dalam darah dikonfirmasi melalui metode standar
pengukuran konsentrasi hormon, RIA. Hasil analisis metode RIA menunjukkan
rerata konsentrasi progesteron saat estrus adalah 17,593 ng/ml, sedangkan saat
non-estrus adalah 76,218 ng/ml. Hasil yang diperoleh mendekati hasil penelitian
Nequin dkk. (1979: 666), bahwa konsentrasi progesteron dalam darah meningkat
hingga 88,5 ng/ml saat diestrus dan kemudian menurun menjadi 4,4—18,2 ng/ml
saat estrus. Hasil penelitian juga menunjukkan kesesuaian dengan pernyataan
Emanuele dkk. (2003: 1), bahwa progesteron mencapai puncaknya saat diestrus
dan menurun saat estrus. Berdasarkan Tabel 4.3.2 (2), 1% absorbansi relatif
progesteron melalui FTIR ekivalen dengan konsentrasi progesteron 20,625 ng/ml

pada melalui RIA.
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Gambar 4.3.2 (4). Grafik ekivalensi nilai absorbansi relatif progesteron melalui
FTIR dengan konsentrasi progesteron melalui RIA

Hasil analisis FTIR dan RIA memperlihatkan kemiripan pola fluktuasi
progesteron selama siklus. Dengan demikian, kedua metode tesebut mampu

mengukur konsentrasi hormon reproduksi secara akurat.
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BABS
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

1. Progesteron diwakili dengan baik oleh oleh keton di 1724 cm™ dengan
nilai absorbansi saat estrus dan non-estrus berturut-turut 0,495 + 0,104 %
dan 0,714 + 0,130 %

2. Hasil analisis FTIR dan RIA memperlihatkan kemiripan pola fluktuasi

progesteron selama siklus.

5.2 Saran

Penelitian lebih lanjut menggunakan cairan tubuh selain darah diperlukan
untuk mengonfirmasi kemampuan FTIR dalam mengukur konsentrasi

progesteron.
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