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PENGARUH HESPERITIN TERHADAP PERKEMBANGAN
EMBRIO MENCIT PADA KULTUR

IN VITRO

Ken Arief Tarmuzi

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian hesperitin
per oral pada mencit jantan terhadap perkembangan embrio dar tahap satu sel
sampai blastula pada kultur in vitro. Hesperitin merupakan aglikon dari
hesperidin termasuk senyawa flavonoid yang mempunyai aktifitas sebagai
inhibitor enzim hyaluronidase pada proses fertilisasi. Sebanyak 40 ekor mencit
jantan strain BALB C berumur 3-4 bulan, selama 52 han diberi larutan
hesperitin. Dosis pemberian hesperitin dibagi dalam tiga kelompok, 31 mg/kg
BB, 62 mg/kg BB, 124 mg/kg BB dan satu kelompok tanpa diberi hesperitin
sebagai kontrol. Setiap kelompok perlakuan dan kontrol terdin dari 10 mencit
jantan yang diambil spermanya dari kauda epididimis untuk memfertilisasi
masing-masing satu sel telur yang matang pada medium fertilisasi in vitro. Sel
telur yang berhasil difertilisasi dikultur lebih lanjut, pengamatan dilakukan setiap
24 jam sampai embrio mencapai tahap blastula. Data diperoleh dengan meng-
hitung jumlah embrio setiap tahap perkembangan dan dianalisis dengan Fisher
Exact Test. Hasil penelitian menunjukkan bahwa embrio yang difertilisasi oleh
sperma dari mencit jantan yang diberi hesperitin mengalami hambatan
pertumbuhan dari satu menjadi dua sel. Tingkat perkembangan sangat rendah
yaitu 11,1% pada dosis I, 33,3% dosis II dan 10% pada dosis 111, berbeda nyata
dengan kontrol (p<0,05) yang mencapat 100%. Pada perkembangan selanjutnya
embrio dan kelompok perlakuan tidak berkembang menjadi empat sel, sedang
pada kontro! embrio yang mencapai tahap empat sel masih tinggi yaitu 80% dan
morula 50%. Disimpulkan bahwa pembenan hesperitin dengan dosis 31, 62 dan
124 mg/kg BB menghambat perkembangan embrio mencit pada kultur in vitro.
Embrio tidak bisa berkembang lebih lanjut, sehingga tingkat perkembangan
embrio rendah.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang Penelitian

Kepadatan penduduk dewasa ini merupakan masalah yang cukup besar
bagi suatu negara dan sebagai akibat dan jumiah penduduk yang cukup besar,
salah satu diantaranya akan menyangkut kebutuhan ekonomi dan kesejahteraan.
Dewasa ini, pemerintah Indonesia telah berhasil menekan laju pertumbuhan
penduduk melalut program Keluarga Berencana (KB).

Menurut data laporan dart Badan Koordinasi Keluarga Berencana Nasional
bahwa pada tahun 1998 di Indonesia terdapat 36 juta pasangan usia subur. Dari
jumlah tersebut 26 juta pasangan pernah menggunakan kontrasepsi dan sebagian
besar adalah wanita sebagai akseptor KB, sedangkan pthak suami hanya sedikit
parttsipasinya. Hal ini mungkin karena alat dan bahan kontrasepsi pria tidak
banyak jenisnya seperti pada wanita, sehingga alternatif pilthan belum lengkap.
Untuk itu telah dilakukan penelitian dalam rangka mencari alat dan bahan
kontrasepsi pria yang ideal, antara lain mudah digunakan, murah, dapat diterima
masyarakat, bersifat reversibel, tidak mempunyai pengaruh hormonal dan tidak
toksik.

Hesperidin merupakan senyawa flavonoid dan senyawa polifenol yang

termasuk bahan-bahan inhibitor enzim hyaluronidase. Pada tahun 1948-1954

PENGARUH HESPERITIN... KEN ARIEF TARMUZI



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

banyak laporan tentang aktifitas hesperidin pada pemberian oral dan intra
peritoneal yang dapat mencegah terjadinya fertilisasi baik pada hewan maupun
manusia (Zaneveld and Polakoski, 1976).

Tahun 1997 dilakukan suatu penelitian tentang aktifitas antifertilitas yang
menggunakan hesperidin, hasil yang diperoleh pada kelompok perlakuan yaitu
tidak terjadi fertilisasi dan sel-sel kumulus yang masih utuh. Hal ini
membuktikan bahwa hesperidin dapat sebagai inhibitor enzim hyaluronidase
yang spesifik bekerja pada kumulus ooforus (Prajogo dkk., 1997°).

Apabila hesperidin dihidrolisa akan menghasilkan hesperitin (metil
eriodiktiol), ramnosa dan glukosa (Trease and Evans, 1985). Hal ini sesuai
dengan proses metabolisme dalam tubuh, dimana pemberian hesperidin dalam
tubuh akan terhidrolisa menjadi aglikon (senyawa tanpa unsur gula) (Weintraub
ef al., 1995) yaitu hesperitin. Diharapkan yang mempunyai aktifitas inhibitor
enzim hyaluronidase adalah bentuk aglikon dari hesperidin yaitu hesperitin,
sehingga diadakan penelitian tentang aktifitas hesperitin terhadap antifertilitas
(Amilah, 2000).

Sebelum suatu obat digunakan dan diuji secara klimis, perlu dilakukan uji
subklinis pada hewan coba. Hewan coba yang sesuai dengan penelitian obat
antifertilitas adalah mencit (Smith dan Mangkoewidjojo, 1986), karena
penelitian antifertilitas dibutuhkan jumlah hewan coba yang cukup banyak.

Mencit sebagai hewan coba mempunyai keuntungan antara lain, daur estrusnya
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teratur dan dapat dideteksi, periode kebuntingan relatif singkat (19-21 hari) dan
mempunyai anak banyak (6-15 ekor).

Obat yang tergolong kontrasepsi kadang memiliki aspek klinis yang luas
dan biasanya berpengaruh pada jaringan lain selain organ reproduksi (Siti, 1995).
Oleh karena itu pada pemakaian yang tidak tepat mungkin tidak akan mampu
menghambat terjadinya fertilisasi. Jika obat tersebut tidak mampu menghambat
terjadinya proses fertilisasi, dikhawatirkan akan berpengaruh pada
perkembangan embrio berikutnya karena adanya residu dari hesperitin.  Untuk
itu perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang pengaruh pemberian hesperitin
per oral pada mencit jantan terhadap perkembangan embrio mencit pada kultur

in vitro.

1.2. Perumusan Masalah

Alat dan bahan kontrasepsi pria tidak banyak jenisnya seperti pada wanita,
sehingga alternatif pilihan belum lengkap. Selain itu, selama ini alat kontrasepsi
banyak yang menggunakan hormon atau secara hormonal, yang mempunyai efek
samping pada st pemakai yaitu mengganggu fungsi hormonal sistem reproduksi.
Untuk itu dituntut usaha alternatif mencan alat dan bahan kontrasepsi yang tidak
bersifat hormonal, misalnya yang bersifat enzimatis sehingga efek samping dapat
ditekan.

Salah satu pengembangan alat kontrasepsi pria adalah mencan bahan yang

berfungsi sebagai inhibitor enzim pada spermatozoa sehingga dapat menghambat
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terjadinya fertilisasi, adapun enzim-enzim yang berperan adalah enzim
hyaluronidase, Corona Penetrating Enzim (CPE) dan akrosin.

Hesperidin merupakan bahan inhibitor enzim hyaluronidase yang
menghambat fertilisasi /n vifro pada mencit (Prajogo dkk,, 1997"), dan hesperitin
diharapkan paling berperan sebagai inhibitor enzim hyaluronidase.

Sebelum obat diaplikasikan ke manusia perlu diadakan wji subkiinis pada
hewan coba. Hewan coba yang sesuai untuk penelitian obat antifertilitas adalah
mencit (Smith dan Mangkoewidjojo, 1986). Pada pemakaian yang tidak tepat
dikhawatirkan tidak menghambat fertilisasi tetapi akan mengganggu proses
perkembangan embrio tahap berikutnya karena adanya residu dan hesperitin.
Oleh karena itu perlu dilakukan penelitian lebih lanjut “Apakah pemberian
hesperitin per oral pada mencit jantan dapat mengganggu perkembangan embrio

mencit pada kultur in vitro”.

1.3. Landasan Teori

Dan penelitian terdahulu terdapat beberapa hal penting yang dipakai
scbagai acuan dalam penelitian ini. Pertama penelitian tentang pengaruh
ckstraksi Gandarussa vulgaris Ness terhadap spermatogenests mencit (Prajogo
dkk., 1997%), beberapa dosis tertentu tidak mampu menghambat fertilisasi
bahkan sebaliknya menghambat perkembangan embrio pada kultur in vitro
(Widjiati dkk., 1998). Yang kedua penelitian tentang pengaruh hesperidin

terhadap penetrasi spermatozoa mencit dalam proses fertlisasi in vitro (Prajogo
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dkk., 1997°). Hesperidin berhasil menghambat fertilisasi dengan menghambat
kerja enzim hyaluronidase dan spermatozoa.

Bentuk aglikon dan hesperidin yaitu hesperitin yang diduga yang paling
berperan sebagai antifertilitas, temyata pada pemberian per oral tidak mampu
menghambat fertilisasi (Amilah, 2000). Oleh karena itu periu dilakukan
penelitian tentang pengaruh pemberian hesperitin per oral pada mencit jantan

terhadap perkembangan embrio mencit pada kultur in vitro.

1.4. Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertyjuan untuk mengetahui pengaruh pemberian hesperitin
per oral pada mencit jantan terhadap perkembangan embrio mencit pada kultur

in vitro.

1.5. Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah tentang

pengaruh hesperitin terhadap perkembangan embrio mencit.

1.6. Hipotesis
Berdasarkan permasalahan tersebut di atas maka diajukan hipotesis
penelitian sebagai berikut: “Pemberian hesperitin per oral pada mencit jantan

dapat menghambat perkembangan embrio mencit”.
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BAB II

TINJAUAN PUSTAKA
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BAB 1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tinjauan Tentang Hesperidin dan Hesperitin

Hesperidin merupakan senyawa flavonoid yang merupakan senyawa
polifenol, adalah termasuk bahan-bahan inhibitor enzim hyaluronidase. Pada
tahun 1948 sampai tahun 1954 banyak laporan tentang aktifitas hesperidin pada
pemberian per oral dan intra peritoneal dapat mencegah terjadinya fertilisasi baik
pada hewan maupun manusia. Namun setelah 1tu tidak diketahui kelanjutan dari
penelitian tersebut (Zaneveld and Polakoski, 1976).

Flavonoid merupakan salah satu kelompok senyawa fenol terbesar yang
ditemukan di alam. Senyawa-senyawa ini merupakan zat wama merah, ungu
dan biru, sebagian zat wamna kuning yang dapat ditemukan dalam tumbuh-
tumbuhan. Flavonoid mempunyai kerangka dasar karbon yang terdin dan IS5
atom karbon, dua cincin benzena (C6) terikat pada suatu rantai propan (C9)
sehingga membentuk suatu susunan C6-C3-C6 (Prajogo dkk., 1997").

Apabila hesperidin dihidrolisa akan menghasilkan hesperitin (metil
eriodiktiol), ramnosa dan glukosa (Trease and Evans, 1985). Jadi hesperitin
merupakan aglikon dari hesperidin yaitu senyawa yang bebas dari unsur gula.
Beberapa jenis flavonoid lain yang berkhastat sebagai antifertilitas pria antara

lain (1)-katekin, kirantin dehidrokuersetin, eriodiktiol, naringenin, rutin,
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xantorhamnol, kuersetin, ramnetin dan tektorigenin (Farnsworth and Waller,

1982).

Gambar 1. Rumus senyawa hesperidin (a) dan senyawa hesperitin (b).
(Sumber : Mouly ef al., 1994).

2.2. Fertilisasi
Fertilisasi adalah peristiwa bersatunya spermatozoa dan sei telur. Fertilisasi
secara in vivo terjadi di bagian ampula dari tuba falopii (Toelihere, 1985).

Fertilisasi terdiri dari serangkaian langkah yang di mulai dengan pencmbusan
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sel-sel granulosa yang membungkus sel telur, mukoprotein atau zona pelusida
dan membran vitelin, dilanjutkan masuknya s¢l spermatozoa ke dalam inti sel
telur (Partodihardjo, 1992). Spermatozoa sebelum sampai di tempat fertilisasi,
harus mengalami proses pematangan (kapasitasi) terlebih dahulu (Hogan et al.,
1986).

Untuk masuk ke dalam sel telur, sel spermatozoa pertama-tama harus
melewati sel-sel kumulus dengan gerakan peristaltik spermatozoa sendin dan
dibantu oleh Corona Penetrating Enzyme / CPE (Bearden and Fuquay, 1992) dan
enzim hyaluronidase, yang berfungsi melarutkan asam hyaluronat yang
dikeluarkan oleh kumulus ooforus. Enzim hyaluronidase mendepolarisasi asam
hyalu-protein, yaitu bahan perekat yang menyatukan sel-sel kumulus satu sama
lain. Penghapusan materi perekat tersebut melepaskan hubungan antara sel-sel
kumulus sehingga spermatozoa dapat menembus lapisan sel telur berikutnya.
Oleh karena 1tu enzim hyaluronidase memegang peranan yang sangat penting
dalam proses fertilisasi (Partodihardjo, 1992).

Setelah mendispersi sel-sel kumulus, spermatozoa akan menempel pada
zona pelusida. Zona pelusida memiliki reseptor spesifik terhadap spermatozoa,
reseptor int akan berubah setelah spermatozoa pertama menembus, sehingga
tidak akan dikenali oleh spermatozoa lain. Reaksi ini disebut reaksi zona, yaitu
reaksi pertahanan pertama terhadap polisperria (Sukra dkk., 1989).

Selanjutnya spermatozoa menembus lapisan benkutnya yaitt membran

vitelin. Pada saat kepala spermatozoa berlekatan dengan membran vitelin
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terjadilah reaksi kortek, yaitu reaksi pertahanan kedua terhadap polispermia. Hal
int terjadi karena butir-butir kortek (cortical granules) yang terdapat dalam
selaput vitelin dilepaskan ke arah zona pelusida. Dengan demikian antara
membran vitelin dan zona pelusida terdapat ruangan yang discbut ruang
perivitelin. Ruangan init makin lama makin meluas dan permulaan perluasannya
dimulai dari tempat spermatozoa masuk (Sukra dkk., 1989).

Pertautan kepala spermatozoa dengan int1 sangat penting untuk aktifasi sel
telur (Partodihardjo, 1992). Sel telur bangkit dari keadaan istirahatnya dan
terjadilah pembelahan reduksi kedua yang akan melepaskan benda kutub kedua
dan menghasilkan pronukleus betina.

Spermatozoa mengalami perubahan kondensasi pada intinya sehingga
membentuk pronukleus jantan (Hogan et al., 1986). Tahap selanjutnya yaitu fusi
gamet dan terbentuklah sigot. Akhir terjadinya fertilisasi dapat dilihat dengan
sudah terbentuknya ruang perivitelin, pronukleus jantan, pronukleus betina,

adanya kepala dan ekor dalam sel telur serta terbentuknya sigot (Gilbert, 1988).

2.3. Fertilisasi In Vitro

Fertilisasi in vitro adalah proses fertilisasi buatan yang dilakukan manusia
dengan memanfaatkan sel telur dan spermatozoa di luar tubuh. Saat im
fertilisasi in vitro telah banyak digunakan di bidang kedokteran umum dan
hewan vyang dipadukan dengan embrio transfer sebagai salah satu jalan

pemecahan untuk menangant masalah infertilitas.
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Dalam usaha pengembangbiakan ternak dengan meningkatkan
produktifitas bibit unggul, fertilisasi /r vitro dipadukan dengan transfer embrio
juga merupakan salah satu alternatif. Sehingga dengan teknologi fertilisasi in
vitro dapat menunjang kesejahteraan manusia (Gardner and Leese, 1993).

Fertilisasi #n vitro pertama kali berhasil dilakukan pada manusia oleh
Steptoe dan Edward tahun 1978 di Inggris (Tomaszewska et al., 1991), yang
melahirkan Louise Brown. Sejak itu ratusan klinik fertilisasi in vitro berdin di
seluruh dunia yang melahirkan lebih dari 20.000 bayi (Gardner and Leese,
1993),

Salah satu penggunaan teknologi ini adalah untuk memperoleh embrio
dalam jumlah besar dan berkembang secara seragam dibandingkan dengan
embrio yang dikumpulkan dari perkawinan alam (Hogan et al, 1986)
Tersedianya embrio yang berkualitas dalam jumlah yang banvak dengan umur
(stadium perkembangan) yang seragam merupakan salah satu faktor penunjang
keberhasilan transfer embrio dan pengembangan penelitian di  bidang
bioteknologi reproduksi (Monk, 1987).

Menurut First and Parnish, (1987) fertilisasi in vitro membutuhkan :
(1) sistem memanen sel telur secara efisien dan tidak merusak sel telur,
(2) pematangan inti, sitoplasma dan sel-sel kumulus dari sel telur, (3) sistem
kultur yang tidak merusak, (4) sistem untuk kapasitasi spermatozoa serta (5)

sistem dan kondist yang efisien untuk melakukan fertilisasi.
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2.4. Perkembangan Embrio

Proses perkembangan embrio mencit diawali dengan fertilisasi sel telur
oleh spermatozoa di bagian ampula dari tuba falopii, dan membentuk sigot
(Toelihere, 1985). Sel telur yang telah difertilisasi ini terdint dari inti,
sitoplasma, membran vitelin dan pada bagian luarnya diselimuti oleh zona
pelusida. Pada saat diovulasikan sel telur benkut zona pelusidanya dikelilingi
oleh sel-sel granulosa (Mc. Donald and Pineda, 1989). Untuk dapat melakukan
pembuahan spermatozoa harus mengalami proses kapasitasi terlebih dahulu di
dalam saluran alat kelamin betina (Hafez, 1993; Fulka, 1994).

Setelah tahap sigot, embrioc mengalamt pembelahan secara mitosis
(Gilbert, 1988). Pembelahan sigot berlangsung secara cepat sehingga sel anak
tidak sempat tumbuh dan semakin kecil, sel anak ini disebut blastomer (Sukra
dkk., 1989).

Ketikka memasuki tahap morula terjadi proses compaction yaitu
terbentuknya suatu hubungan antar seluler sehingga batas antar blastomer tidak
jelas. Besar morula tidak berbeda dengan sigot, hal ini karena selama proses
cleavage, zona pelusida tetap utuh (Sukra dkk., 1989). Setelah bentuk morula
tercapai embrio mulai memasuki tanduk rahim melewat: utero-tubal junction
yang sempit (Yatim, 1991). Di dacrah ini embrio mulai berkembang menjadi
blastula. Sebelum mengalami implantasi pada dinding tanduk rahim, embrio

melakukan spacing (Sukra dkk., 1989; Gilbert, 1988). Blastula mencit terdiri
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dari dua macam sel yaitu sel-sel utama (inner cell mass / ICM) dan sel-sel

tropoblast.

2.5. Medium Kultur In Vitro

Pemakaian medium kultur sangat bergantung dari tujuan kultur serta
materi yang akan dikultur. Kultur sel gamet sampai dengan tahap blastula
konstituennya retatif homogen dibandingkan kultur jaringan atau organ. Kultur
embrio harus mampu menopang daya tahan hidup dan perkembangan embrio
yang lebth baik karena embrio merupakan sel-sel muda yang aktif berbiak.
Berdasarkan pertimbangan-pertimbangan tersebut perlu diperhatikan sifat-sifat
kimia dan fisik yang mempengaruhi medium kultur sehingga meningkatkan
keberhasilan kultur in vitro (Malole, 1990).

Media buatan disusun dengan cara mencampurkan berbagai bahan kimia
anorganik menjadi satu larutan yang memenuhi kebutuhan sel. Berbagai bahan
kimia tersebut memiliki sifat kelarutan, kemurnian, kestabilan, kandungan ion
yang berbeda-beda dan bila dicampur dalam satu larutan dapat memberikan
reaksi yang mungkin tidak menguntungkan bila tidak diperhatikan cara
penanganan yang sempurna (Malole, 1990).

Sifat-sifat fisik yang perlu diperhatikan pada media buatan adalah pH,
osmolaritas, suhu, kekentalan (viskositas), tegangan permukaan dan bufer
(Malole, 1990). Sebagian besar sel dapat tumbuh baik pada pH 7.4 walaupun pH

optimum untuk pertumbuhan berbagai macam sel mempunyai variasi tetapi
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cukup kecil. Sebagian besar kuftur sel memiliki toleransi yang besar terhadap
perubahan osmolaritas atau tekanan osmose. Tekanan osmose dapat ditoleransi
oleh sebagian sel berkisar antara 260-320 mOsm/kg (Freshney, 1987).

Suhu mempengaruht pH melalui peningkatan kelarutan CO, pada suhu
rendah dan mungkin melalui perubahan ionisasi pH dari bufer (Malole, 1990).
Suhu yang direkomendasikan untuk kultur sel adalah 36,5°C menyerupai suhu
tubuh tetapi diatur sedikit lebih rendah untuk menjaga keamanan (Freshney,
1987). Kepekatan medium dipengaruhi oleh jumlah serum dalam medium dan
kepekatan hanya sedikit mempengaruhi sel. Tekanan permukaan medium dapat
digunakan untuk membantu perlekatan jaringan pada permukaan substrat
(Malole, 1990).

Sistem bufer yang biasa terdapat dalam media adalah sistem
karbondioksida-bikarbonat sama seperti dalam darah. Untuk itu diperlukan
penambahan karbondioksida pada ruangan di atas medium untuk mencegah
keluarnya karbondioksida, berarti meningkatkan konsentrasi ion hidroksil. Daya
bufer dari medium ditingkatkan oleh adanya ion fosfat yang terdapat dalam
larutan garam seimbang Bila diinginkan teradi keseimbangan pH,
pengaturannya dapat dilakukan dengan penambahan karbondioksida 5%
(Malole, 1990).

Menurut Whittingham (1971) yang dikutip oleh Bradley (1987) pemilihan

medium kultur tergantung pada fase embrio yang akan dikultur. Fase cleavage
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tidak memiliki metabolisme glukosa dasar, untuk itu dikultur pada media
bicarbonat-buffer sederhana yang ditambah dengan asam piruvat sebagai sumber
karbon. Medium pilihan yang direkomendasikan oleh Bradley (1987) adalah
medium M. Toksisitasnya dapat diatasi dengan penambahan BSA 4 mg/ml
sebelum digunakan. Setelah itu disterilkan dengan filtrasi dilewatkan pada filter
nitro celluler 0,2 um. Medium M, tanpa BSA dapat disimpan pada suhu 4°C

bertahan sampai tiga minggu.
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BAB HI
BAHAN DAN METODE PENELITIAN

3.1. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratortum Hewan Coba Fakultas Farmasi
Universitas Atrlangga, Surabaya. Penelitian meliputi persiapan dan perlakuan
hewan percobaan, koleksi sel telur, koleksi sperma, fertilisasi in vitro, kultur in
vitro embrio dan pengamatan perkembangan embrio. Penelitian ini dilakukan

mulai Maret sampai Juli 1999.

3.2. Bahan dan Materi Penelitian
Bahan Penelitian:

Bahan yang dipakai dalam penelitian adalah : Hesperitin (Sigma),
carboxymethylcellulose (CMC), medium M,,, Bovine Serum Albumin (BSA)
(Sigma), Phospat Buffer Saline (PBS) (Gibeo, USA), Penisitlin, Streptomisin,
Pregnant Mare Serum Gonadotropin (PMSG) (Intervet), Human Chorionic
Gonadotropin (hCG) (Intervet) dan mineral o1l (Squibb).

Alat perlengkapan:

Peralatan yang dipakat dalam penelitian adalah: inkubator CO,, mikroskop
inverted, petridish dispossable 35 X 10 (153066) (Nuclon), refrigator, gunting
mikro, pinset mikro, syringe (1 cc, S cc, 10 ¢¢) (Terumo), pipet Pasteur (Jerman),

mikropipet otomatis, millipore 0,22 pum, sonde, kandang mencit dan tempat
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minum serta peralatan habis pakai seperti kapas, tissue, aluminium foil dan lain-

lain.

Gambar 2. Inkubator co;. Gambar 3. Mikroskop inverted.

Gambar 4. Pemberian hesperitin per oral.
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Hewan percobaan:

Mencit jantan dewasa umur tiga sampai empat bulan sebanyak 40 ekor dan
lima ekor mencit betina umur dua bulan dari strain Balb C. Sebelum
diperlakukan, semua mencit diadaptasikan sesuai dengan kondisi lingkungan

penelitian selama satu minggu.

3.3. Metode Penelitian
Persiapan hesperitin

Hesperitin, dengan berat yang telah ditentukan (lampiran 2), dilarutkan ke
dalam aquabidestilata dengan menggunakan dispensator carboxymethylcellulose
(CMC) (Amilah, 2000).
Perlakuan hewan percobaan

Empat putuh ekor mencit jantan fertil yang telah dilakukan uji fertilitas
dibagi dalam empat kelompok perlakuan yang masing-masing kelompok terdin
dari 10 ekor. Perlakuan yang diberikan terdiri atas hesperitin dengan dosis
31mgkg BB (dosis 1), 62 mg/kg BB (dosis 1I) dan 124 mgkg BB (dosis III)
serta kontrol yang tidak diberi perlakuan, hesperitin diberikan per oral dengan
menggunakan sonde sekali schari selama 52 hari.

Sperma dikolekst dari bagian kauda epididimis setelah mencit dikorbankan
dengan cara mematahkan (dislokasio) leher. Kauda epididimis yang diambil
dicuci dalam medium PBS sebanyak tiga kali kemudian dipindahkan ke medium

M, sambil dihancurkan dengan menggunakan gunting mikro.
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Gambar 5. Uterus dan tuba falopii mencit.

Gambar 6. Kantung fertilisasi.

Gambar 7. Qosit mencit.
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Superovulasi, koleksi sel telur dan fertilisasi in vitro
Dilakukan dengan tahap-tahap sebagai berikut:

1. Melakukan superovulasi dengan menggunakan PMSG dan hCG, yaitu mencit
disuntik secara intra peritoneal dengan PMSG 5 U, 48 jam kemudian
disuntik dengan hCG 5 IU dan mencit langsung dikawinkan dengan pejantan
vasektomt.

2. Tujuh belas jam kemudian dilakukan pemeriksaan sumbat vagina dan
langsung dilakukan pembedahan terhadap betina-betina yang positif kawin.
Sel telur dikoleksi dart tuba falopii bagian ampula, yaitu di dalam kantung
fertilisasi.

3. Sel telur yang telah dipanen dicuci berturut-turut dengan medium PBS
sebanyak tiga kali, kemudian dicuci dengan medium M4 sebanyak tiga kali,
baru dipindahkan dalam medium fertilisasi.

4. Sperma dari mencit jantan diambil dari kauda epididimis, setelah dikoleksi
dengan menggunakan pipet yang telah dimodifikasi dibenamkan dalam
medium fertilisasi yang telah berisi sel telur, kemudian diinkubasi dalam
inkubator CO; 5% selama enam jam, kemudian diamati apakah terjadi
fertilisasi.

Kultur in vitro embrio

Sel telur yang berhasil difertilisasi dilakukan kultur lebih lanjut.

Perkembangan embrio diamati tiap 24 jam sampai sigot mencapai tahap blastula.
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Gambar 8. Testis mencit.

(Gambar 10. Fertilisasi in vitro.
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3.4. Rancangan Penelitian

superovulasi perlakuan hesperitin
B | )
v::::::lomi gertak birahi kolekst sperma
ovulasi

’

koleksi sel telur

fertilisasi in vitro

!

kultur in vitro

pengamatan pengaruh hesperitin terhadap perkembangan
embrio mencit

3.5. Peubah yang Diamati
Peubah yang diamati adalah:
1. Jumlah sigot yang berkembang menjadi embrio tahap dua sel

2. Jumlah sigot yang berkembang menjadi embrio tahap empat sel

3. Jumlah sigot yang berkembang menjadi embrio tahap delapan sel atau

morula

4. Jumlah sigot yang menjadi embrio tahap blastula.
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3.6. Analisis Data
Data diperoleh berdasarkan jumlah sigot yang berkembang mencapai tahap
blastula. Data yang diperoieh diolah dengan menggunakan wuji statistik

berdasarkan Fisher Exact Test (Djarwanto, 1987), dengan taraf signifikansi 5 %.
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BAB IV

HASIL PENELITIAN

4.1, Fertilisasi

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian hesperitin dengan dosis 31
mg/kg BB (dosis I), 62 mg/kg BB (dosis 1I) dan 124 mg/kg BB (dosis 111) pada
mencit jantan tidak mampu menghambat fertilisasi. Frekuensi fertilisasi pada
kontrol dibandingkan dengan kelompok perlakuan tidak berbeda nyata (p>0,05)
(Tabel 1). Walaupun pada perlakuan hespentin dosis | dan dosis II masing-

masing tidak terjadi fertilisasi sebesar 10 % dart sampel, namun tidak berbeda

secara statistik.
Tabel 1. Jumlah sel telur yang berhasil difertilisasi pada proses fertilisasi in
vitro
Fertilisasi
Perlakuan Dosis
() )
Kontrol - 10(100) 0
Hesperitin [ 5(50) 1
Hesperitin I 9(90) 1
Hesperitin III 10(100) 0

Ket.. Angka di dalam kurung menunjukkan persentase fertilisasi.
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4,2, Kultur Embrio

Tabel 2 menunjukkan bahwa semua secl telur yang berhasil difertilisasi
mampu berkembang menjadi embrio tahap satu sel, baik pada perlakuan
hesperitin dan kontrol. Namun pada tahap dua sel, perkembangan embrio pada

kontrol berbeda nyata dibandingkan dengan kelompok perlakuan (p<0,05).

Tabel 2. Hasil perkembangan embrio mencit pada kultur in vifro,

Juml Perkembangan embrio
Perlakuan | Dosis Oosi t
1 sel 2 sel 4 sel | morula | blastula
Kontrol ) 10 | 10¢100) | 10¢100) | 880) | 4(50) 0(0)
Hesperitin 1 9 9(100) | 1(11,1) 0 W0) 0(0)
Hesperitin 1I e 9¢100) | 3(33.3) 0 o) 0¢0)
Hesperitin i 10 1000y | 1(10) 0(0) 0(0) 0(0)

Ket.: Angka di dalam kurung menunjukkan persentase embrio vang berkembang,

Akhirnya semua embrio pada kelompok perlakuan tidak dapat berkembang
menjadi embrio tahap empat sel, berbeda dengan kontrol (p<0,05).
Perkembangan embrio pada kontrol akhirnya juga berhenti yaitu pada tahap

delapan sel (morula) dan tidak berkembang mencapai tahap blastula.
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Gambar 11. Tahap-tahap perkembangan embrio mencit. Tahap satu sel (a),
tahap dua [ ] dan empat sel [—>] (b) serta morula (c).
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PEMBAHASAN

5.1. Fertilisasi

Kegagalan hambatan fertilisasi pada penelitian model antifertilitas
menggunakan hosperitin ini disebabkan karena sifat kelarutan obat yang
kurang tinggi. Obat di dalam tubuh akan berusaha menembus sawar organ
secara bergantian bersaing dengan jalur transpor zat lain. Ketika mencapai
tempat aksi (reseptor sel), obat akan memberikan respon biologik yang
dikehendaki bila mengikat reseptor sel tersebut. Supaya mencapai tempat aksi
seluler dan berikatan, semua zat yang mempunyai aktifitas biologik harus
mempunyal atau mencapai kelarutan dalam cairan ckstraseluler yang polar.
Hesperitin tidak mampu berikatan dengan reseptor yang mempunyai aktifitas
menghambat kerja dari enzim hyaluronidase karena sifat kelarutannya tersebut
{Amilah, 2000).

Oleh karena itu sebelum melihat atau mengamati faktor dan kekuatan
interaksi antara obat dengan reseptor, harus dipertimbangkan sifat fisikokimia
yang mehiputi absorbsi, distribusi dan metabolisme obat. Pada penelitian ini
digunakan CMC sebagai dispensator obat, vaitu pelarut dasar obat bentuk
suspensi. Larutan hesperitin ini belum / tidak mencapai kelarutan ekstraseluler

yang polar sehingga tidak mampu benkatan dengan reseptornya.
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Kegagalan hesperitin bernikatan dengan reseptornya mengakibatkan
masth dilepaskannya enzim hyaluronidase dari kepala spermatozoa saat
fertilisasi, sehingga spermatozoa mampu memfertilisasi sel telur. Menurut
Gilbert (1988) terjadinya fertilisasi dapat dilihat dengan sudah terbentuknya
pronukleus jantan dan betina, adanya kepala dan ekor spermatozoa dalam sel

telur dan terbentuknya sigot.

5.2. Kultur Embrio

Kultur embrio dari kelompok perlakuan hesperitin (dosis I, I dan Il)
tingkat perkembangannya rendah, kebanyakan embrio masih tetap pada tahap
satu sel walaupun ada sebagian yang membelah menjadi dua sel. Hal im
berbeda nyata dengan kontrol (p<0,05) embrio yang berkembang menjadi dua
sel mencapai 100 %, sedangkan pada perlakuan hesperitin dosis | hanya
mencapai 11,1 %, dosis II 33,3 % dan dosis III 10 %. Perkembangan
selanjutnya embrio tahap dua sel dari kelompok perlakuan tidak mampu
berkembang menjadi empat sel apalagi mencapai morula atau blastula, dan
berbeda nyata dengan kontrol (p<0,05). Tingkat pertumbuhan embrio pada
kontrol masih tinggi yaitu 80 % pada tahap empat sel dan 50 % pada tahap
morula.

Embrio dari kelompok perlakuan hesperitin mengalami hambatan

perkembangan. Sigot (embrio tahap satu sel) yang dihasilkan baik melalui
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fertilisasi in vitro maupun in vivo, di dalam medium kultur sering mengalami

hambatan perkembangan (Miyoshi et al., 1994).

1 sel 2 sel 4 el morula blastula
Tahap perkembangan embrio

Gambar 12. Grafik perkembangan embrio.

Penjelasan lebih lanjut mengenai kultur in vitro embrio menyatakan
bahwa kendala yang sering dialami adalah kesulitan untuk mengkultur embrio
dari tahap satu sel sampai tahap delapan sel. Hal int sesuai dengan pendapat
Sawai et al. (1994) bahwa pada kultur embrio mencit tahap satu sel (sigot),
kesulitan embrio untuk berkembang lebih lanjut sering terjadi karena adanya
hambatan pada tahap dua sel ke tahap selanjutnya. Rendahnya tingkat
keberhasilan kultur embrio dini secara ir vitro salah satunya dipengaruhi oleh

kondisi fisiologis medium (Aurich and Han, 1994).

SKRIPSI PENGARUH HESPERITIN... KEN ARIEF TARMUZI




SKRIPSI

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

29

Perkembangan embrio pada kontrol mengalami penurunan pada tahap
morula dan tidak berkembang mencapai tahap blastula. Hal terscbut karena
selama penelitian ini berlangsung medium kultur tidak diganti maupun diberi
zat tambahan secbagai suplementasi nutrisi bagi embrio untuk berkembang,
sehingga nutrisi yang tersedia untuk perkembangan menjadi berkurang
(Widjiati, 1997, Widjiati dkk., 1998). Hal ini sejalan dengan pendapat Sukra
dkk. (1993) bahwa semakin dini melakukan kultur, jumlah embrio yang
berkembang makin menurun karena nutrisi untuk pertumbuhan semakin
berkurang.

Dt antara zat-zat yang diperlukan dalam media adalah piruvat, glukosa
dan laktat yang merupakan sumber energi utama yang ditambahkan ke dalam
medium kultur embrio mamalia pada umumnya (Gardner and Leese, 1990).
Energi substrat diperlukan untuk mendukung perkembangan embrio
preimplantasi dari tahap satu sel hingga mencapai tahap blastula. Embrio
mencit satu sel pada perkembangan in vifro akan dapat melewati tahap dua sel
dengan sedikit glukosa tetapi tidak akan mencapai blastula jika dikultur dalam
medium dengan sedikit mengandung glukosa (Chatot ef @/., 19590). Untuk ttu
pemberian glukosa pada 36 sampai 48 jam setelah kultur dapat membantu
perkembangan embrio mencit mencapai tahap blastula (Sawai ef al., 1994),
Widjiati (1997) juga menyatakan bahwa penambahan glukosa dengan
konsentrast 5,0 mmol/liter dapat meningkatkan pertumbuhan embrio sampat

tahap morula (34,5 %) dan tahap blastula (14,5 %).
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Pada penelitian im hanya memakai medium kultur Mjs standar yang
ditambahkan BSA dan tidak dilakukan penggantian medium selama kultur
berlangsung, sehingga pada kontrol tidak dapat berkembang mencapai tahap
blastula. Medium My dapat mendukung embrio untuk mengatast hambatan
perkembangan pada kelompok kontrol (keadaan normal), terbukti pada tingkat
pertumbuhan embrio empat sel yang masih tinggi (80 %).

Embrio dari kelompok perlakuan karena pengaruh hesperitin mengalami
hambatan perkembangan, sehingga embrio tidak dapat berkembang menjadi
empat sel. Ada dua kemungkinan peristiwa untuk menjelaskan penyebab
hambatan perkembangan tersebut. Karena kegagalan hesperitin berikatan
dengan reseptor enzim hyaluronidase spermatozoa, maka hesperitin akan
terakumulast pada suatu tempat, karena telah dilaporkan oleh Weintroub et al.
(1995) bahwa nanngin dan hesperitin keduanya tidak di ekskresikan melalui
urin, terbukti tidak terdeteksi secara spektrometri dari urin yang dikumpulkan
selama perlakuan pemberian naringin dan hesperitin.

Kemungkinan pertama hesperitin gagal menembus membran sel
spermatozoa sehingga masth tertinggal dan menetap pada cairan ekstraseluler.
Pada saat koleksi sperma dari kauda epididimis, hesperitin ikut terambil
bersama sperma yang selanjutnya akan mempengaruhi medium fertilisasi in
vitro dan medium kultur. Medium kultur menjadi tidak optimum karena
reaksi hesperitin dengan substrat-substrat di dalam medium. Kandungan

medium kultur salah satunya adalah unsur gula (glukosa) yang diduga akan
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diikat oleh hespentin, karena hesperitin merupakan aglikon yaitu senyawa
yang bebas dari unsur gula, tetapi sebelum dihidrolisa masth berikatan dengan
glukosa. Keadaan ini bisa membuat kondisi medium kultur menjadi tidak
optimum, walaupun pada awal perkembangan embnio tidak memerlukan
banvak glukosa namun tidak berarti bahwa tidak memerlukan glukosa sama
sekali. Menurut Kim et af. (1993) kondist medium kultur yang tidak optimum
dapat mengganggu perkembangan embrio.

Kondisi tersebut di atas menghambat pengambilan energi oleh embrio
dart medium kultur sehingga embrio kekurangan energi untuk berkembang
atau untuk keperluaan metabolisme sel. Akhirnya embrio dalam keadaan
seperti istirahat dan berhent: berkembang,

Kultur sigot tikus putth dan mungkin juga pada mamalia lain,
membutuhkan piruvat untuk mencukup: kebutuhan energinya. Laktat bereaksi
secara sinergis dengan piruvat pada perkembangan embrio tahap dua sel. Jadi
pada awal perkembangan, embrioc membutuhkan energi yang berasal dan
piruvat dan laktat, sedang glukosa dibutuhkan dalam jumlah sedikit untuk
mendukung metabolisme laktat. Awal pembelahan pertama embrio mencit
dapat memakai piruvat, tetapi tidak bisa memakai laktat jika tidak ada glukosa.
Hal imi disebabkan oleh perbandingan ATP dan ADP yang tinggi (Takahashi
and First, 1992). Menurut Rosenkrans yang dikutip oleh Widjiati {1997)
perbandingan ATP dan ADP yang tinggt menyebabkan pengeluaran elektron

menjadi kurang seimbang sehingga NAD® yang diperlukan untuk mengubah
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laktat menjadi piruvat dengan bantuan laktatdehidrogenase menjadi terbatas.
Namun mekanisme pengikatan unsur gula tersebut oleh hesperitin belum bisa
dijelaskan.

Kemungkinan yang kedua, hesperitin sudah menembus membran sel
spermatozoa tetapi tidak berikatan dengan reseptor, maka hesperitin akan
dapat mempengaruhi atau mengganggu reaksi-reaksi metabolisme yang terjadi
di dalam sitoplasma sel spermatozoa. Telah banyak dilaporkan tentang-
pengaruh senyawa-senyawa flavonoid lain pada metabolisme protein baik
secara langsung maupun tidak langsung. Aktifitas flavonoid tersebut diduga
bisa terjadi pada hesperitin

Nakahata ef ol (1999) melaporkan bahwa baicalein menghambat
produksi protein dari kelompok serine / theorine-kinase. Ueng er al. (1999)
melaporkan pengaruh in vitro dan in vivo dari naringin pada sel hati tikus
putih. Penambahan «glikon naringin pada medium mengurangi aktifitas
beberapa protein dart mikrosom hati tikus putth. Pemberian per oral cairan
yang berisi 10 mg/ml naringin selama tujuh hari pada tikus putih
menyebabkan pengurangan aktifitas protein-protein tersebut serta menurunkan
level protein P450.

Dari contoh penemuan di atas, menunjukkan bahwa flavonoid (baicalein,
naringin) bisa menggangeu produksi dan kerja protein atau enzim-enzim yang
dibutuhkan dalam metabolisme sel secara langsung maupun tidak langsung,

diduga hesperitin yang terakumulast pada intrascluler mengakibatkan
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gangguan metabolisme protein yang berhubungan dengan enzim-enzim yang
dibutuhkan embrio untuk perkembangan.

Stojanov and O’Netill (2000) melaporkan bahwa setelah fertilisasi in
vitro dan kultur in vitro tidak ada penyimpangan vang nyata pada kondisi
normal saat pertama transkipst genom sigot. Namun pada tahap selanjutnya
jika kondist tidak normal terdapat penundaan transkipsi dant beberapa gen
spesifik, diantaranya adalah faktor pertumbuhan yang dibutuhkan oleh embrio
pada awal perkembangan. Penyimpangan ini bisa menyebabkan penurunan
viabilitas embrio yang dikultur.

Hesperitin secara tidak langsung bisa mendukung penundaan transkipsi
genom embrio melalul gangguan sintesis atau hambatan kerja protein saat
transkipst terjadi. Schingga embrio mengalami penyimpangan produksi faktor
pertumbuhan dan reseptornya, yang akhirnya menurunkan viabilitas embrio.
Namun gangguan sintesis atau hambatan kerja protien pada peristiwa
transkipsi genom embrio tersebut belum bisa dijelaskan.

Akumulasi hesperitin pada ekstraseluler dan intraseluler sel spermatozoa
bisa terjadi secara bersamaan, sehingga pengaruhnya pada perkembangan
embrio semakin besar. Dari luar hesperitin mengganggu pengambilan energi
oleh embrio dari medium, sedang dari dalam sel hesperitin mengganggu
produksi faktor pertumbuhan embrio, sehingga embrio tidak bisa berkembang

dan viabilitasnya menurun, akhirnya embrio tidak berkembang dan mati.
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan
Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa:
1. Pemberian hesperitin per oral pada mencit jantan dengan dosis 31, 62 dan 124
mg/’kg BB dapat menghambat perkembangan embrio. Embrio tidak ber-

kembang mencapai tahap empat sel apalagi tahap morula atau blastula.

6.2. Saran
Dari hasil penelitian dapat disarankan:
1. Melakukan penelitian untuk mengetahui tempat akumulasi hesperitin.
2. Melakukan penelitian tentang mekanisme pengaruh hesperitin terhadap
perkembangan embrio jika hesperitin terakumulasi di cairan ekstraseluler

atau intraseluler spermatozoa.
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RINGKASAN

Pada tahun 1948-1954 banyak laporan tentang aktifitas hesperidin sebagai
antifertilitas pada hewan dan manusia (Zaneveld and Polakoski, 1976).
Dilaporkan kembali oleh Prajogo dkk. ( 1997"), hesperidin tidak mendispersi sel-
sel kumulus sel telur pada fertilisasi in vitro. Selanjutnya dilakukan penelitian
tentang aktifitas hesperitin, yang merupakan hasil hidrolisa dan hesperidin,
secbagai antifertilitas pada mencit, hesperitin gagal menghambat fertilisasi
(Amilah, 2000). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh hesperitin
terhadap perkembangan embrio pada kultur irn vitro, setelah dilakukan fertilisasi
in vifro.

Hewan percobaan yang digunakan adalah 40 mencit jantan strain BALB C
berumur 3-4 bulan yang dibagi dalam empat kelompok secara acak, tiga
kelompok perlakuan dan satu kontrol. Kelompok perlakuan diberi larutan
hesperitin per oral selama 52 hari dengan dosis 31, 62 dan 124 mg/kg BB,
kelompok kontrol tidak diben hesperitin. Sebelum digunakan dilakukan uji
fertilitas terhadap hewan coba. Sperma diambil dari kauda epididimis. Setelah
uji antifertilitas dengan fertilisasi in vitro, sel telur yang berhasil difertilisasi
dieramkan dalam medium kultur in vifro untuk mengetahui pengaruh hesperitin
terhadap perkembangan embrio. Data diperoleh dengan menghitung jumlah per-
kembangan embrio pada setiap tahap perkembangan sampai tahap blastula,

kemudian dianalisis dengan uji statistik Fisher Exact Test.
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Hasil penelitian menunjukkan adanya hambatan perkembangan embrio
pada kelompok perlakuan. Embrio dari kelompok perlakuan tidak mampu
berkembang lebih lanjut. Berbeda nyata dengan kontrol (p<0,05) yang mampu
berkembang mencapai tahap morula.

Hambatan perkembangan embrio dari kelompok perlakuan bisa disebabkan
karena hesperitin terakumulasi di ekstraseluler yang menyebabkan medium
kultur menjadi tidak optimum sehingga mempengaruhi pengambilan energi oleh
embrio dari medium. Penyebab lain karena hesperitin terakumulasi di
intraseluler spermatozoa sehingga mempengaruhi faktor pertumbuhan embrio.

Berdasarkan penelitian ini disarankan untuk mengetahui tempat akumulasi
hesperitin  dan mengetahui mekanisme hambatan hesperitin terhadap

perkembangan embrio.
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Lampiran 1. Jenis-jenis Medium yang Digunakan

Medium Kultur M,

L e N Lo N =

—_— o et
W N = O

Medium Phosphat Buffer Saline

S i

Nacl

KCl
CaCl;2H,0
MgSO0,;7H,0O
NaHCOs

Na Laktat 60%
Na Piruvat
Glukosa

Bovine Serum Albumin

. Penicillin

. Streptomicin
. Fenol Red

. Aquabides

PBS Powder
Glukosa

Na Piruvat
Penicillin
Streptomicin
BSA

2840

%

3,0

2
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gram/liter
5,333
0,356
0,252
0,293
2,101

0,036
1,000
4,000
0,060
0,050
0,010

1L

Gram/200 ml
1,92

0,20

0,0072

0,012

0,010
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Lampiran 2. Perhitungan Dosis Hesperitin

Diket.. BM Hesperidin: 610
BM Hesperitin: 302,3
Dosis Hesperidin yang optimum pada penelitian terdahulu (Prajogo
dkk., 1997°) adalah 125 mg/kg BB

Maka Dosis untuk Hesperitin mengacu penelitian terdahulu adalah:

= 125 x 302,3=62 mgkg BB
610

Perlakuan dalam penelitian dibuat setengah dan dua kalinya, yaitu:

Dosis | : 31 mg/kg BB
Dosis 11 . 62 mg/kg BB
Dosis 11 . 124 mg/kg BB

Diasumsikan berat badan mencit rata-rata 20 g.
Dan volume ideal pemberian larutan per oral pada mencit adalah 0,5 ml.
Sehingga dosis Hesperitin menjadi;

Dosis [ : 31x_20 =0,62 mg20 g BB/ekor
1.000
Dosis 11 : 62x_20 =1,24 mg/20 g BB/ekor
1.000
Dosis III c 124 x__ 20 =2,48 mg/20 g BB/ekor
1.000
Dosis I
Dari 0,5 ml/ekor —» _31 x 0,5 ml =0,25 ml/ekor/hari
62

Kebutuhan selama 52 hari untuk 15 ekor = 195 ml
Kebutuhan Hesperitin selama 52 han untuk 15 ekor
=52x15x0,62 mg=489,6 mg
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Dosis 11

Volume per ekor = 62 x0,25=0,5 ml
31

Kebutuhan selama 52 hari untuk 15 ekor =390 ml
Kebutuhan Hesperitin selama 52 hari untuk 15 ekor
=52x15x 1,24 mg=979,2 mg

Dosis II1

Volume per ekor= 124 x0,5=1ml
62

Kebutuhan selama 52 hari untuk 15 ekor = 780 ml
Kebutuhan Hesperitin selama 52 hari untuk 15 ekor
=52x15x248mg=1.9584mg

Jumlah total kebutuhan untuk larutan Hesperitin:
Hesperitin: 489,6 + 978,2 + 1.958,4 =2.4272 mg
Volume :195+ 380+ 780 = 1.365 mi
Persediaan untuk penelitian selama 52 hari disiapkan 1,5 kali dan jumlah

kebutuhan:
Hesperitin: 1,5 x 2.427,2 = 2.640,8 mg
=2,6408 g
Volume : 1,5x 1.365 =2.047,5 ml
=2,04751
CMC1% —» 1gCMC = 20475 x1g=20475¢
100 ml 100
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Lampiran 3. Perhitungan Statistik

FISHER EXACT TEST
Membandingkan perlakuan A dan B terhadap frekuensi (+) yang
muncul/dihitung,
Frekuensi
Perlakuan Jumlah
(+) )
A a b at+b
B c d ct+d
Jumlah atc b+d T

Hp = Frekuensi (+) pada perlakuan A tidak berbeda dengan perlakuan B.
H, = Frekuensi (+) pada perlakuan A berbeda dengan perlakuan B.
p= (a+b)(c+d)(atec)(b+d)

T!a!b!c!d!
Penerimaan:
p>005 5 Hpditerima —¢ frekuensi (+) A dan B tidak
berbeda nyata.
p<0,05 —» H, diterima —®  frekuensi (+) A dan B berbeda
nyata.
A| B a b c d p D-1te- Kesimpulan
rima
Fertilisasi
K | H1 10 0 9 1 0,5 Hy | Tdk berbeda
K |H2| 10 0 9 1 0,5 Ho | Tdk berbeda
K | H3 | 10 0 10 0 1 Hy | Tdk berbeda
H1 | H2 9 1 9 1,11 Ho | Tdk berbeda
H1 | H3 1 10 0 0,5 Hy | Tdk berbeda
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EH?. | H3 L9 ] ] { 10 { 0 0,5 T H, | Tdk berbeda |
I Satu Sel |
K | HI | 10 o e To Ho | Tdk berbeda |
J K H2 | 10 ! 0 ) 9 [l 0 1 | Ho | Tdk berbeda
K H3 | 10 ! 0 } 10 l 0 | 1 Ho | Tdk berbeda |
FHI ] H2 [ 9 { o | 9 J 0 | 1 Ho | Tdk berbeda l‘
HI]H3 ] 9 Lo 10 \ 0 1 . Ho | Tdkberbeda |
2 jm BEEENEREE F Tk berbedan
([ Dua Sel —J
K | H1 | 10 L 0 1 \ 8 12.10™ | H; | Berbeda I
K LHZI 10 ( 0 3 6 3,09.10*‘7 H; Berbeda “
K H3! 10| 0 1 9 | 6010° | H Betbeda |
HU 2| 1 8 | 3 | 6 | 247107 | H, | Tdk borbed
HI | H3 | 1 8 1 i‘ 9 | 526.10" | Ho ‘Tdkberbeda
H2 Il H3 | 3 6 1 ’ 9 1 2,17.107 { Ho | Tdk berbeda |
Empat Sel _1]
K| Ht! 8 2 0 ! 9 | 59.10" ‘} H, Berbeda
K| H2| 8 2 0 9 59.10° | H, Berbeda
K |H3 | 8 2 0 10 | 36107 | H, Berbeda
T H2 | 0 L 9 T 0 | 9 1 Ho | Tdk berbeda |
Hi ‘ H3 Lo 9 0 10 i | Ho ‘Tdkberbedai
12 LH3 i 0 9 0 |10 i Ho | Tdk berbeda |
F Delapan Sel (Morula)
; K ! H1 ! 4 6 ! 0 97 54210° | H, | Tdk berbeda |
K[H2| 4 [ 6 [0 542107 | Hy | Tdk berbeda
K l“13 l & 6 ] 0 10 13 Ho | Tdk berbeda
[Hl { H2 l 0 9 0 9 ] i Hy | Tdk berbeda
F{l)]ﬂj 0 IL 9 10 110 i } Ho | Tdk berbeda
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H2 | H3 0 9 0 10 1 Ho | Tdk berbeda
Blastula
K | H1 0 10 0 9 1 Hy | Tdk berbeda
K | H2 0 10 0 9 1 Ho | Tdk berbeda
K | H3 0 10 0 10 1 Hy | Tdk berbeda
Hl | H2 0 9 0 9 1 Hy | Tdk berbeda
H1 | H3 0 9 0 10 1 Hy | Tdk berbeda
H2 | H3 0 9 0 10 1 Ho | Tdk berbeda
Keterangan: K . Kontrol

Hi : Perlakuan Hesperitin dosis I

H2 . Perlakuan Hespenitin dosis II

H3 . Perlakuan Hesperitin dosis I11
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