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ABSTRAK

Hormon steroid sintetik yang terkandung dalam pil Keluarga Berencana (KB) telah menjadi
kontaminan di perairan global. Hormon etinilestradiol dan levonorgestrel memberikan dampak negatif
terhadap perkembangan, perilaku dan kelangsungan hidup ikan di lingkungan perairan. Di Indonesia,
perhatian terhadap potensi dampak etinilestradiol dan levonorgestrel terhadap organisme bukan target perairan
masih sangat terbatas. Studi ini dilakukan untuk memahami perubahan kandungan energi dalam lemak dan
protein pada ikan seribu (Poecilia reticulata) yang terpapar estrogen dan progestogen (campuran
etinilestradiol dan levonorgestrel). Ikan guppy jantan dipapar dengan enam konsentrasi campuran
etinilestradiol/levonorgestrel yang berbeda, yaitu 0 ng/L etinilestradiol dan levonorgestrel, 0,3 ng/L
etinilestradiol dan 1,5 ng/L levonorgestrel, 3 ng/L etinilestradiol dan 15 ng/L levonorgestrel, 30 ng/L
etinilestradiol dan 150 ng/L levonorgestrel, 300 ng/L etinilestradiol dan 1500 ng/L levonorgestrel, dan 3000
ng/L etinilestradiol dan 15000 ng/L levonorgestrel selama tujuh hari dan tidak diberi pakan selama percobaan.
Kandungan energi diestimasi setelah perlakuan secara gravimetri. Penelitian ini menunjukkan bahwa paparan
jangka pendek pil keluarga berencana yang mengandung campuran etinilestradiol dan levonorgestrel berturut-
turut hingga 3000 ng/L dan 15000 ng/L tidak berbeda nyata dengan kontrol. Berdasarkan hasil penelitian ini
dapat disimpulkan bahwa paparan jangka pendek pil KB tidak mempengaruhi kandungan energi pada ikan
seribu.
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ABSTRACT

Synthetic steroid hormones from the contraceptive drugs derived from birth control pills have become
contaminants in global waters. The hormones ethinylestradiol and levonorgestrel are increasingly receiving
attention as contaminants and can have a negative impact on the development, behavior and survival of fish
in the aquatic environment. In Indonesia, the attention to the potential impact of ethinylestradiol and
levonorgestrel on non-target aquatic organisms is still very limited. This study was conducted to understand
the changes in energy content in guppy fish (Poecilia reticulata) exposed to synthetic estrogen and
progesterone (a mixture of ethinylestradiol and levonorgestrel). We exposed male guppy fish to six different
concentrations of ethinylestradiol/levonorgestrel mixtures, i.e., 0 ng/L of ethinylestradiol and levonorgestrel,
0.3 ng/L ethinylestradiol and 1.5 ng/L levonorgestrel, 3 ng/L ethinylestradiol and 15 ng/L levonorgestrel, 30
ng/L ethinylestradiol and 150 ng/L levonorgestrel, 300 ng/L ethinylestradiol and 1500 ng/L levonorgestrel,
and 3000 ng/L ethinylestradiol and 15000 ng/L levonorgestrel for seven days and were not given food during
the experiment. We estimated the energy content gravimetrically after treatment. This study found that taking
a birth control pill with a mix of ethinylestradiol and levonorgestrel for a short time, up to 3000 ng/L and
15000 ng/L, did not make a big difference to the control group. The results of the study suggest that the energy
content of guppy fish remains unaffected by short-term exposure to birth control pills.

Keywords: ethinylestradiol, levonorgestrel, energy content, guppy fish, gravimetry

PENDAHULUAN

Berbagai macam obat-obatan untuk manusia dan hewan telah mencemari ekosistem air tawar
dan laut (Mauro et al., 2021, Hossain et al., 2018). Beberapa studi menunjukkan bahwa berbagai
bahan aktif farmasi ditemukan di air permukaan, air tanah, limbah, dan sedimen, bahkan di biota
(Wydro et al., 2024, Ortlzar et al., 2022, Kairigo et al., 2020, Comber et al., 2018, Runnalls et al.,
2010, Rabiet et al., 2006, Halling-Sgrensen et al., 1998). Bahan aktif farmasi dapat memiliki dampak
negatif terhadap organisme akuatik termasuk ikan (Kayode-Afolayan et al., 2022, Ortlzar et al.,
2022, Fent et al., 2006).

Etinilestradiol dan levonorgestrel merupakan pil kontrasepsi oral yang banyak digunakan di
banyak bagian di dunia, termasuk Indonesia. Etinilestradiol dan levonorgestrel merupakan estrogen
dan progestin sintetik dan digunakan di pil keluarga berencana (KB). Estrogen dan progesteron ini
dilepaskan ke lingkungan melalui urin dan feses orang dan ternak yang mengkonsumsinya ('Yazdan
et al., 2022, Orlando dan Ellestad 2014, Liu et al., 2012).

Konsentrasi etinilestradiol yang diukur di lingkungan telah dilaporkan hingga 300 ng/L di
perairan tawar dan laut dan hingga 4390 ng/L di air permukaan yang berasal dari limbah unit
pengolahan air limbah (Almeida et al., 2020, Montagner dan Jardim 2011). Rata-rata konsentrasi
etinilestradiol di dalam dan luar unit pengolahan limbah di 29 negara berturut-turut sebesar 78,4 dan
12,3 ng/L (Tang et al.,, 2021). Di Malaysia, rata-rata konsentrasi levonorgestrel yang terdeteksi di
unit pengolahan limbah adalah sebesar 263 ng/L (Al-Qaim et al., 2015). Konsentrasi etinilestradiol
dan levonorgestrel di air limbah Australia berturut-turut sebesar 0,1 — 0,5 ng/L dan 0,2 — 0,6 ng/L
(King et al., 2016). Tetapi, gambaran yang representatif dari konsentrasi etinilestradiol dan
levonorgestrel pada air permukaan di Indonesia belum tersedia hingga saat ini.

Kidd et al., (2007) menyatakan bahwa konsentrasi paparan kronis selama tujuh tahun
terhadap Pimephales promelas dengan etinilestradiol konsentrasi rendah (5-6 ng/L) menyebabkan
feminisasi ikan jantan dengan produksi mRNA dan protein vitellogenin, berdampak pada
perkembangan gonad yang dibuktikan dengan interseks pada jantan dan oogenesis yang berubah pada
betina, dan akhirnya spesies ini hampir punah dari danau di Ontario Kanada. Levonorgestrel
konsentrasi 3,3-40 ng/L diketahui dapat mengurangi reproduksi ikan karena maskulinisasi ikan
betina, perubahan histologi gonad dan gangguan pada kadar hormon (Fent 2015). Levonorgestrel
menyebabkan feminisasi pada ikan medaka (Oryzias latipes), selain maskulinisasi (Watanabe et al.,
2023). Weerasinghe et al., (2023) menemukan bahwa estrogen dan progestogen sintetik yang berasal
dari pil kontrasepsi di air menyebabkan menurunnya indeks gonadosomatik dan indeks
hepatosomatik dan mengubah tingkat glukosa darah pada ikan betik (Anabas testudineus). Akan
tetapi, meskipun hewan akuatik sama-sama terpapar estrogen dan progestin, informasi yang tersedia
mengenai toksisitas gabungan keduanya masih sangat sedikit (Kidd et al., 2023). Selain itu, belum
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ada studi tentang efek campuran etinilestradiol dan levonorgestrel terhadap kandungan energi pada
ikan. Banyak literatur yang tersedia fokus pada fisiologi manusia dan mamalia (misalnya Adeyanju
et al., 2019, Aremu et al., 2019, Coricovac et al., 2018), dan oleh karena itu, penelitian lebih lanjut
yang fokus pada interaksi yang kompleks antara etinilestradiol dan levonorgestrel dengan hewan air,
terutama ikan diperlukan. Memahami konsekuensi adanya etinilestradiol dan levonorgestrel dapat
meningkatkan upaya perlindungan lingkungan terhadap ikan dan lingkungannya dan bermanfaat bagi
masyarakat. Oleh karena itu, tujuan penelitian ini adalah untuk mengevaluasi pengaruh pil KB yang
mengandung campuran etinilestradiol dan levonorgestrel terhadap kandungan energi dalam bentuk
lipida dan protein pada ikan seribu (Poecilia reticulata). Kandungan karbohidrat pada jaringan
ramping ikan seribu diasumsikan dapat diabaikan (Resnick 1983).

BAHAN DAN METODE
Bahan Kimia dan Organisme Uji

Pil KB yang digunakan dalam studi ini diperoleh dari apotek. Pil ini mengandung
etinilestradiol 0,03 mg dan levonorgestrel 0,15 mg. Hewan uji, penanganan dan percobaan dilakukan
berdasarkan prinsip-prinsip Deklarasi Helsinki. Izin etis untuk penelitian ini telah diterima dari
Komisi Etik Penelitian UKSW (nomor referensi etika 045/KOMISIETIK/EC/9/2023). lkan seribu
(P. reticulata) jantan dewasa (panjang 1,8-2,1 cm) diperoleh dari toko ikan setempat dan dibawa ke
laboratorium Ekologi, Universitas Kristen Satya Wacana (UKSW) dalam tempat besar diaerasi. Di
laboratorium seluruh ikan dimasukkan ke dalam akuarium besar yang berisi air sumur pada suhu 26
+ 0,5 °C selama dua minggu untuk menghindari stres karena penangkapan dan transportasi dan
digunakan sebagai kultur ikan stok. Pakan ikan komersial diberikan dua kali sehari, sekali pada pagi
dan sekali pada sore hari.

Pemaparan P. reticulata Dengan Pil KB

Ikan seribu (P. reticulata) jantan dewasa sehat diseleksi dari kultur stok dan dipelihara di
akuarium volume 4 L (25x16x18 cm) yang berisi 2 L air sumur tanpa aerasi selama percobaan. Tiga
ekor dipelihara di setiap akuarium bersih dan dipapar dengan enam konsentrasi campuran
etinilestradiol dan levonorgestrel, yaitu 0 ng/L etinilestradiol + O ng/L levonogestrel, 0,3 ng/L
etinilestradiol + 1,5 ng/L levonogestrel, 3 ng/L etinilestradiol + 15 ng/L levonogestrel, 30 ng/L
etinilestradiol + 150 ng/L levonogestrel, 300 ng/L etinilestradiol + 1500 ng/L levonogestrel, dan 3000
ng/L etinilestradiol + 15000 ng/L levonogestrel, masing-masing dengan tiga ulangan. Kandungan
energi (kJ) diestimasi pada setiap individu ikan seribu setelah tujuh hari perlakuan secara gravimetri
mengikuti metode Reznick (1983) di laboratorium Ekologi UKSW. Individu dikeringkan pada suhu
60 °C selama 24 jam dan kemudian ditimbang (massa 1). Individu kemudian diekstraksi dengan eter
anhidrat untuk menghilangkan trigliserida hingga mencapai massa konstan (massa 2), diabukan pada
suhu 550 °C dalam tungku, dan ditimbang kembali (massa 3). Perbedaan antara massa 1 dan massa
2 sama dengan kandungan lipida individu dan dikalikan dengan 9,5 untuk konversi menjadi jumlah
kalori. Massa 2 dikurangi massa 3 sama dengan kandungan protein dan dikalikan dengan 5,7 untuk
menghasilkan jumlah kalori. Kalori dikonversi ke joule dengan dikalikan dengan 4,184.

Analisis Data

Uji Shapiro-Wilk dan Bartlett berturut-turut digunakan untuk menguji normalitas dan
homogeneitas varians data kandungan lemak dan protein. Analysis of variance (ANOVA) satu arah
digunakan untuk membandingkan rata-rata antarperlakuan diikuti dengan uji perbandingan ganda
Tukey jika diperlukan. Signifikansi statistik ditetapkan pada p < 0,05. Data dianalisis menggunakan
SPSS versi 14.0.

HASIL

Ikan seribu (P. reticulata) uji berkelamin jantan dewasa menunjukkan perilaku normal selama
penelitian yaitu tidak menggigit ikan lain dan tidak mengeluarkan gelembung secara terus menerus.
Mortalitas ikan seribu jantan selama penelitian ini sebesar 1,85%.
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Kandungan lemak dan protein pada ikan seribu jantan yang dipapar campuran etinilestradiol
dan levonorgestrel selama tujuh hari dapat dilihat pada Gambar 1. Analisis statistika menunjukkan
bahwa kandungan lemak dan protein pada ikan seribu jantan yang terpapar campuran etinilestradiol
dan levonorgestrel pada konsentrasi hingga 3000 ng/L etinilestradiol + 15000 ng/L levonorgestrel
selama tujuh hari tidak berbeda nyata (berturut-turut p = 0,401 dan 0,338) antarkonsentrasi campuran
setelah paparan. Rata-rata kandungan lemak dan protein berturut-turut adalah sebesar 0,0147 +
0,0062 kJ dan 0,1565 + 0,0192 kJ.
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Gambar 1. Kandungan lemak dan protein pada ikan seribu yang dipapar dengan etinilestradiol dan
levonorgestrel. K: Kontrol, Mix1: 0,3 ng/L etinilestradiol + 1,5 ng/L levonorgestrel, Mix2: 3 ng/L
etinilestradiol + 15 ng/L levonorgestrel, Mix3: 30 ng/L etinilestradiol + 150 ng/L levonorgestrel, Mix4: 300
ng/L etinilestradiol + 1500 ng/L levonorgestrel, Mix5: 3000 ng/L etinilestradiol + 15000 ng/L levonorgestrel.
Setiap batang menunjukkan nilai rata-rata + standar deviasi dari tiga ulangan. (Fat and protein content in
guppy fish exposed to ethinylestradiol and levonorgestrel. K: Control, Mix1: 0,3 ng/L ethinylestradiol + 1,5
ng/L levonorgestrel, Mix2: 3 ng/L ethinylestradiol + 15 ng/L levonorgestrel, Mix3: 30 ng/L ethinylestradiol
+ 150 ng/L levonorgestrel, Mix4: 300 ng/L ethinylestradiol + 1500 ng/L levonorgestrel, Mix5: 3000 ng/L
ethinylestradiol + 15000 ng/L levonorgestrel. Each bar represents the mean value + deviation standard of
three replicates).

PEMBAHASAN

Oleh karena air yang digunakan dalam penelitian ini adalah air sumur yang tidak tercemar,
etinilestradiol dan levonorgestrel diasumsikan tidak terdeteksi di air kontrol. Konsentrasi campuran
etinilestradiol dan levonorgestrel yang digunakan dalam studi ini relatif rendah mengikuti temuan
Almeida et al., (2020) dan Oropesa dan Guimarées (2020) yang mendapatkan bahwa steroid sintetik
etinilestradiol dan progestogen telah banyak dilaporkan terdapat di lingkungan perairan sebagai
mikropolutan dalam rentang konsentrasi yang rendah.

Ada beberapa spesies air tawar dan air laut yang distudi responnya terhadap paparan bahan
aktif pil kontrasepsi, termasuk ikan seribu (P. reticulata) (Martyniuk et al., 2020). Meskipun
demikian, studi-studi yang dilakukan sebagian besar hanya melihat responnya terhadap paparan
etinilestradiol dan jarang yang mempelajari pengaruh campuran etinilestradiol dan levonorgestrel.

Kelainan metabolisme lipid dan protein pada ikan berdampak negatif terhadap kesehatan
misalnya menyebabkan stres oksidatif, gangguan fungsi hati, tereduksinya imunitas nonspesifik dan
meningkatnya trigliserida pada ikan betina, perkembangan dan produktivitas (Taj et al., 2023, Sun et
al., 2021, Zhang et al., 2020). Akan tetapi, hasil studi ini menunjukkan bahwa paparan campuran
etinilestradiol dan levonorgestrel selama tujuh hari tidak mempengaruhi kandungan lemak dan
protein pada ikan seribu jantan. Zhou et al., (2019) juga mendapatkan bahwa ikan mas (Carassius
auratus) yang terpapar etinilestradiol pada konsentrasi yang relevan dengan lingkungan (19,7 ug/L)
selama 27 hari menunjukkan fisiologi (panjang, berat, indeks hepatosomatik, indeks gonadosomatik)
yang tidak mengalami perubahan nyata setelah paparan etinilestradiol (Zhou et al., 2019). Gemzell-
Danielson et al., (2022) dan Mawet et al., (2015) juga mendapatkan bahwa kombinasi estrogen alami
estetrol dan levonorgestrel diketahui memiliki dampak yang kecil terhadap metabolisme lipida dan
karbohidrat pada manusia. Tidak adanya perbedaan kandungan lemak dan protein antara ikan kontrol
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dan ikan yang diberi perlakuan campuran etinilestradiol dan levonorgestrel mengindikasikan bahwa
pengaruh yang diinduksi oleh campuran etinilestradiol dan levonorgestrel mungkin tidak dapat
diamati pada paparan konsentrasi rendah dalam jangka pendek berdasarkan titik akhir tradisional ini.

Studi yang lain menunjukkan bahwa paparan 200 ng/L 17p-estradiol selama enam minggu
mengubah metabolisme lipida ikan zebra (Danio rerio) jantan menjadi pola betina (Sun et al., 2021).
Zhang et al., (2020) mendapatkan bahwa paparan 17p-estradiol hingga konsentrasi 50 ng/L
mempengaruhi regulasi endokrinologi terhadap metabolisme lipida pada ikan nila (Oreochromis
niloticus). Kandungan lemak pada otot ikan nila yang terpapar 173-estradiol melalui pakan selama
20 hari secara signifikan lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol (Lazaro-Velasco et al., 2019).
Studi yang lain menunjukkan bahwa paparan 91,31 ng/L noretisteron yang merupakan progestin
sintentik selama 10 hari dapat mempengaruhi perilaku berenang dan aktivitas ensim antioksidan pada
larva medaka (Oryzias melastigma) dan menyebabkan maskulinisasi pada populasi dewasa (Dong et
al., 2023). Zhou et al., (2019) menunjukkan bahwa fisiologis ikan tidak mengalami perubahan nyata
setelah paparan etinilestradiol, tetapi analisis metabolomik menunjukkan adanya penyimpangan yang
signifikan berdasarkan kemometri dan mengindikasikan adanya gangguan pada metabolisme asam
amino, metabolisme lipid, metabolisme energi, dan stres oksidatif (Zhou et al., 2019). Saaristo et al.,
(2019) menyatakan bahwa perilaku seksual dan transkriptom otak pada ikan seribu jantan dan betina
merupakan penanda hayati pada aras organisme untuk pengaruh senyawa kimia peniru estrogen. Ini
menunjukkan bahwa aktivitas ensim antioksidan, pendekatan metabolomik dan transkriptomik lebih
sensitif terhadap efek etinilestradiol pada konsentrasi yang relevan dengan lingkungan terhadap ikan
air tawar dibandingkan dengan titik akhir tradisional.

Seperti yang ditunjukkan oleh studi ini dan studi-studi yang disitasi, pengaruh etinilestradiol
dan levonorgestrel terhadap kandungan lipid dan protein pada ikan bersifat kompleks dan bergantung
pada banyak faktor, termasuk pemilihan pendekatan yang lebih sensitif (Acs et al., 2022,
Wojnarowski et al., 2022, Martyniuk et al., 2020, Zhang et al., 2020). Penelitian lebih lanjut
diperlukan untuk memahami sepenuhnya mekanisme dan konsekuensi paparan hormon terhadap
fisiologi dan metabolisme ikan. Selain itu, langkah-langkah regulasi mungkin diperlukan untuk
memitigasi potensi dampak lingkungan dari hormon sintetis terhadap ekosistem perairan.

UCAPAN TERIMA KASIH
Penelitian ini dilakukan atas dana hibah penelitian Riset Bersama Dosen Mahasiswa (RBDM)
Tahun Anggaran 2023 dari Direktorat Riset dan Pengabdian Masyarakat UKSW.

KONTRIBUSI PENULIS

RAN: membuat konsep penelitian, membuat draf artikel, merevisi naskah akhir; ABAS:
melakukan konseptualisasi dan reviu; DCC: melakukan konseptualisasi dan reviu; YB:
mengumpulkan data penelitian; ARW: mengumpulkan data penelitian.
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