
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

LAMPIRAN  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

LAMPIRAN I 

1. Cara pembuatan Isoflavon  

a. Fraksinasi Isoflavon dari Biji Kedelai 

1) Biji kedelai lokal varietas Grobogan, JawaTengah. Biji kedelai 

100g diekstrasi dengan 500 ml aseton 70% secara maserasi 

kinetika menggunakan rotary shaker dengan putaran 180 rpm 

selama 4 jam. Ekstrasi diulang dua kali dan dirotavapor hingga 

diperoleh ekstrak kering. 

2) Fraksinasi isoflavon 

Ditambahkan sebanyak 1 gr ekstrak dengan 100 ml aquades, 

fraksinasi dilakukan berdasarkan tingkat kepolarannya. 

Frakasinasi diawali dengan pelarut non polar (n-heksan) 

sebanyak 100ml, sehingga diperoleh fraksi n-heksan dan 

air.Fraksinasi selanjutnya dengan pelarut semi polar (etil asetat) 

sebanyak 100ml, sehingga diperoleh fraksi etil asetat dan 

air.Fraksinasi terakhir dengan polar (n-butanol) sebanyak 

100ml, sehingga diperoleh fraksinasi n-bitanol dan air. Fraksi n-

heksan, fraksi etil asetat dan fraksi n-butanol diuapkan dengan 

rotary epavorator sampai kering pada suhu 40-50°C 

 

 

 

 



 
 

 

 

2. Cara Pengukuran Kadar Estradiol, FSH dan LH 

Pemeriksaan kadar estradiol, LH dan FSH dilakukan di laboraturium 

dengan metode  ELISA menggunakan alat spektrofotometer dengan 

panjang gelombang 450 nm. Sampel darah mencit diambil pada masing-

msing kelompok penelitian dilakukan pemeriksaan kadar estradiol, LH 

dan FSH. Darah mencit diambil sebanyak 0,5 cc dari medial kantus 

sinusorbitalis mata kanan, sebelum pengambilan darah dilakukan tindakan 

asepsis dan antiseptik dengan pengusapan alkohol sekitar daerah yang 

akan diambil darahnya. Darah yang diambil kemudian dimasukkan ke 

dalam tabung ependorf, diendapkkan selama 2 jam pada temperatur 

kamar, kemudian di sentrifugeselama 15 menit kecepatan 4000 rpm, 

kemudian serum diambil dan dimasukkan ke dalam ependorf dan 

dilakukan pemeriksaan dengan metode ELISA dengan panjang gelomang 

spektrofotometer 450 nm. Langkah dalam pemeriksaan kadar estradiol, 

LH dan FSH menggunakan ELISA sebagai berikut : 

a. Reagen diletakkan di suhu ruang 30 menit sebelum digunakan. 

b. Dilakukan pengambilan 50 µL, standar, sampel, dan qualitycontrol 

dengan menggunakan pipet, kemudian dimasukkan ke dalam well.  

c. Ditambaj 200 µL, enzim konjugat kemudian dilakukan pengocokan, 

setelah itu diinkubasi pada suhu ruang (37°C) selama 120 menit, tanpa 

menutup plate.  



 
 

 

d. Caian dibuang dan dicuci sebanyak 3x dengan larutan wash buffer 

sebanyak 400 µL ditambahkan lagi 100 µL subtrat solution, diinkubasi 

kembali pada suhu ruang selama 15 menit, kemudian ditambahkan 

kembali 50 µLstopping solution.  

e. Pembacaan dilakukan pada spektrofotmeter pada panjang 

gelombang 450 nm, maksimum dilakukan dalam 10 menit. 

f. Hasil kadar Estradiol, LH dan FSH dalm satuan pg/mL.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

LAMPIRAN 2 

Etical Clearence 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

LAMPIRAN 3 

Surat Pemkaian Laboraturium 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

LAMPIRAN 4 

Surat Bebas Pemakaian Laboraturium 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

LAMPIRAN 5 

Perlakuan Pada Mencit Betina Pubertas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

LAMPIRAN 6  

Hasil Pembacaan Penelitian 

 

 

 
 
 
 
 

 



 
 

 

LAMPIRAN 7  

Hasil Analisis Penelitian  

 
HASIL ANALISIS ESTRADIOL 

 
 

Tests of Normality

.194 6 .200* .913 6 .455

.263 6 .200* .892 6 .329

.272 6 .188 .895 6 .347

.205 6 .200* .950 6 .740

Kelompok

K

P1

P2

P3

Estradiol (ng /  ml)

Stat ist ic df Sig. Stat ist ic df Sig.

Kolmogorov-Smirnov
a

Shapiro-Wilk

This is a lower bound of  the true signif icance.*. 

Lillief ors Signif icance Correctiona. 

 
 

Test of Homogeneity of Variance

2.945 3 20 .058

1.159 3 20 .350

1.159 3 11.367 .368

2.728 3 20 .071

Based on Mean

Based on Median

Based on Median and

with adjusted df

Based on t rimmed mean

Estradiol (ng /  ml)

Levene

Stat ist ic df 1 df 2 Sig.

 
 

Oneway 
 
 

Descriptives

Estradiol (ng /  ml)

6 19.5967 .40555 .16556 19.1711 20.0223 19.11 20.07

6 21.8980 .92023 .37568 20.9323 22.8637 20.93 23.20

6 27.3310 .40010 .16334 26.9111 27.7508 26.94 27.97

6 31.9751 .54890 .22409 31.3991 32.5511 31.35 32.88

24 25.2002 4.95117 1.01065 23.1095 27.2909 19.11 32.88

K

P1

P2

P3

Total

N Mean Std.  Dev iation Std.  Error Lower Bound Upper Bound

95% Conf idence Interv al for

Mean

Minimum Maximum

 
 

Test of Homogeneity of Variances

Estradiol (ng / ml)

2.945 3 20 .058

Levene

Stat ist ic df 1 df 2 Sig.

 



 
 

 

 

ANOVA

Estradiol (ng /  ml)

556.460 3 185.487 503.811 .000

7.363 20 .368

563.823 23

Between Groups

Within Groups

Total

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.

 
 

Post Hoc Tests 
 

Multiple Comparisons

Dependent  Variable: Estradiol (ng / ml)

Tukey HSD

-2.30130* .35032 .000 -3.2818 -1.3208

-7.73428* .35032 .000 -8.7148 -6.7538

-12.37841* .35032 .000 -13.3589 -11.3979

2.30130* .35032 .000 1.3208 3.2818

-5.43298* .35032 .000 -6.4135 -4.4525

-10.07711* .35032 .000 -11.0576 -9.0966

7.73428* .35032 .000 6.7538 8.7148

5.43298* .35032 .000 4.4525 6.4135

-4.64413* .35032 .000 -5.6246 -3.6636

12.37841* .35032 .000 11.3979 13.3589

10.07711* .35032 .000 9.0966 11.0576

4.64413* .35032 .000 3.6636 5.6246

(J) Kelompok

P1

P2

P3

K

P2

P3

K

P1

P3

K

P1

P2

(I) Kelompok

K

P1

P2

P3

Mean

Dif f erence

(I-J) Std.  Error Sig. Lower Bound Upper Bound

95% Conf idence Interv al

The mean dif f erence is signif icant  at the .05 lev el.*. 

 
 

Homogeneous Subsets 
 

Estradiol (ng / ml)

Tukey HSD
a

6 19.5967

6 21.8980

6 27.3310

6 31.9751

1.000 1.000 1.000 1.000

Kelompok

K

P1

P2

P3

Sig.

N 1 2 3 4

Subset f or alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000.a. 

 



 
 

 

 
HASIL ANALISIS LH 

 

Tests of Normality

.220 6 .200* .884 6 .290

.155 6 .200* .973 6 .909

.210 6 .200* .917 6 .487

.215 6 .200* .920 6 .502

Kelompok

K

P1

P2

P3

LH (ng/ml)

Stat istic df Sig. Stat istic df Sig.

Kolmogorov-Smirnov
a

Shapiro-Wilk

This is a lower bound of  the true signif icance.*. 

Lillief ors Signif icance Correctiona. 

 
 

Test of Homogeneity of Variance

.640 3 20 .598

.422 3 20 .739

.422 3 10.711 .741

.578 3 20 .636

Based on Mean

Based on Median

Based on Median and

with adjusted df

Based on trimmed mean

LH (ng/ml)

Levene

Stat istic df1 df2 Sig.

 
 

Oneway 
 
 

Descriptives

LH (ng/ml)

6 .4795 .08473 .03459 .3906 .5685 .35 .56

6 .8205 .11111 .04536 .7039 .9371 .67 .97

6 1.1008 .07526 .03073 1.0218 1.1797 1.01 1.20

6 1.5553 .15509 .06332 1.3925 1.7181 1.38 1.83

24 .9890 .41562 .08484 .8135 1.1645 .35 1.83

K

P1

P2

P3

Total

N Mean Std.  Dev iation Std.  Error Lower Bound Upper Bound

95% Conf idence Interv al for

Mean

Minimum Maximum

 
 

Test of Homogeneity of Variances

LH (ng/ml)

.640 3 20 .598

Levene

Stat ist ic df 1 df 2 Sig.

 
 



 
 

 

ANOVA

LH (ng/ml)

3.727 3 1.242 100.911 .000

.246 20 .012

3.973 23

Between Groups

Within Groups

Total

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.

 
 

Post Hoc Tests 
 

Multiple Comparisons

Dependent  Variable: LH (ng/ml)

Tukey HSD

-.34091* .06406 .000 -.5202 -.1616

-.62121* .06406 .000 -.8005 -.4419

-1.07576* .06406 .000 -1.2551 -.8965

.34091* .06406 .000 .1616 .5202

-.28030* .06406 .002 -.4596 -.1010

-.73485* .06406 .000 -.9141 -.5556

.62121* .06406 .000 .4419 .8005

.28030* .06406 .002 .1010 .4596

-.45455* .06406 .000 -.6338 -.2752

1.07576* .06406 .000 .8965 1.2551

.73485* .06406 .000 .5556 .9141

.45455* .06406 .000 .2752 .6338

(J) Kelompok

P1

P2

P3

K

P2

P3

K

P1

P3

K

P1

P2

(I) Kelompok

K

P1

P2

P3

Mean

Dif f erence

(I-J) Std.  Error Sig. Lower Bound Upper Bound

95% Conf idence Interv al

The mean dif f erence is signif icant  at the .05 lev el.*. 

 
 

Homogeneous Subsets 
 

LH (ng/ml)

Tukey HSD
a

6 .4795

6 .8205

6 1.1008

6 1.5553

1.000 1.000 1.000 1.000

Kelompok

K

P1

P2

P3

Sig.

N 1 2 3 4

Subset f or alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000.a. 

 

 



 
 

 

HASIL ANALISIS FSH 
 

Tests of Normality

.311 6 .072 .859 6 .186

.205 6 .200* .905 6 .406

.126 6 .200* .988 6 .985

.322 6 .052 .775 6 .035

Kelompok

K

P1

P2

P3

FSH (mIU/ml)

Stat ist ic df Sig. Stat ist ic df Sig.

Kolmogorov -Smirnov
a

Shapiro-Wilk

This is a lower bound of  the true signif icance.*. 

Lillief ors Signif icance Correctiona. 

 
 

Test of Homogeneity of Variance

2.031 3 20 .142

.874 3 20 .471

.874 3 12.862 .480

1.805 3 20 .179

Based on Mean

Based on Median

Based on Median and

with adjusted df

Based on trimmed mean

FSH (mIU/ml)

Levene

Stat istic df1 df2 Sig.

 
 

Oneway 
 
 

Descriptives

FSH (mIU/ml)

6 30.0264 3.80096 1.55173 26.0375 34.0153 26.45 36.05

6 43.4422 .81566 .33299 42.5863 44.2982 42.49 44.47

6 70.4059 2.89475 1.18178 67.3681 73.4438 66.64 74.96

6 80.0924 3.99363 1.63039 75.9014 84.2835 76.94 87.83

24 55.9917 20.76683 4.23901 47.2227 64.7608 26.45 87.83

K

P1

P2

P3

Total

N Mean Std.  Dev iation Std.  Error Lower Bound Upper Bound

95% Conf idence Interv al for

Mean

Minimum Maximum

 
 

Test of Homogeneity of Variances

FSH (mIU/ml)

2.031 3 20 .142

Levene

Stat ist ic df 1 df 2 Sig.

 
 



 
 

 

ANOVA

FSH (mIU/ml)

9721.800 3 3240.600 328.651 .000

197.206 20 9.860

9919.006 23

Between Groups

Within Groups

Total

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.

 
 

Post Hoc Tests 
 

Multiple Comparisons

Dependent  Variable: FSH (mIU/ml)

Tukey HSD

-13.41584* 1.81294 .000 -18.4902 -8.3415

-40.37954* 1.81294 .000 -45.4539 -35.3052

-50.06601* 1.81294 .000 -55.1403 -44.9917

13.41584* 1.81294 .000 8.3415 18.4902

-26.96370* 1.81294 .000 -32.0380 -21.8894

-36.65017* 1.81294 .000 -41.7245 -31.5758

40.37954* 1.81294 .000 35.3052 45.4539

26.96370* 1.81294 .000 21.8894 32.0380

-9.68647* 1.81294 .000 -14.7608 -4.6122

50.06601* 1.81294 .000 44.9917 55.1403

36.65017* 1.81294 .000 31.5758 41.7245

9.68647* 1.81294 .000 4.6122 14.7608

(J) Kelompok

P1

P2

P3

K

P2

P3

K

P1

P3

K

P1

P2

(I) Kelompok

K

P1

P2

P3

Mean

Dif f erence

(I-J) Std.  Error Sig. Lower Bound Upper Bound

95% Conf idence Interv al

The mean dif f erence is signif icant  at the .05 lev el.*. 

 
 

Homogeneous Subsets 
 

FSH (mIU/ml)

Tukey HSD
a

6 30.0264

6 43.4422

6 70.4059

6 80.0924

1.000 1.000 1.000 1.000

Kelompok

K

P1

P2

P3

Sig.

N 1 2 3 4

Subset f or alpha = .05

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000.a. 

 
 
 



 
 

 

LAMPIRAN 8 

Bahan dan Alat Penelitian  

 

 

Mesin ELISA  

 

 

Isoflavon dari kedelai  

 

 

 



 
 

 

      

Pengukuran BB mencit 

 

 

 
 

Pemberian isoflavon oral secara sonde  

  


