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ABSTRAK 

Kajian terhadap profil hormon-hormon steroid merupakan kunci penting  dalam upaya memahami aspek fisiologis  satwa.  

Beberapa dekade terakhir telah dikembangkan metode alternatif untuk mengetahui profil hormon steroid, yaitu melalui 

pengukuran metabolit hormon steroid yang diekskresikan melalui ekskreta tubuh seperti feses. Metode tersebut   dikenal 

sebagai metode non-invasif.  Metode ini memungkinkan pengumpulan sampel secara terus menerus dalam jangka 

panjang dengan meminimalisasi gangguan terutama pada satwa liar. Kajian terhadap profil metabolit  hormon steroid 

yang terukur dapat diaplikasikan antara lain untuk mengetahui status reproduksi, penentuan jenis kelamin, studi perilaku 

hingga monitoring  tingkat stres satwa.  Berbagai kajian dengan memanfaatkan metabolit hormon steroid telah berhasil 

diaplikasikan pada berbagai taksa vertebrata. Tulisan ini memberikan gambaran terkini mengenai aplikasi metode non-

invasif untuk kajian profil metabolit hormon steroid dari sampel feses. 

 

Kata kunci: non-invasif, homon steroid, metabolit hormon, feses, satwa liar 

 

ABSTRACT 

Assessments on the steroid hormones profile play an important role  in understanding the physiology of species.  In the 

last several decades an alternative method has been developed to monitor steroid hormones through measurements of 

steroid hormones metabolites excreted in feces, and known as non-invasive method.  This method enables continues 

sample collection in longitudinal study with minimum disturbance especially on wildlife animals.  Application of this 

method can be used to monitor reproductive status, determination of gender, behavioral study and monitoring of stress 

levels, and has been successfully applied on diverse vertebrate taxa. This paper is giving an overview of current non-

invasive methods in assessing steroid hormones metabolites from fecal sample. 

 

Keywords: non-invasive, steroid hormones, metabolite hormone, feces, wildlife 

PENDAHULUAN  

Kajian terkait profil hormon steroid 

merupakan hal yang menarik bagi para 

peneliti, karena kajian tersebut terlibat pada 

semua aspek fisiologis tubuh mulai dari 

regulasi, metabolisme, kesehatan reproduksi, 

perkembangan hingga ekspresi dari perilaku 

(Touma & Palme 2005). Metoda klasik yang 

digunakan selama ini dalam pengukuran kadar 

hormon steroid adalah menggunakan sampel 

darah yang dikoleksi secara berseri yang 

dikenal dengan metode invasif.  Metode 

invasif hanya mudah diterapkan pada satwa 

domestik yang cukup jinak untuk ditangani 

(Brown et al. 1994). Namun demikian, metode 

invasif menjadi tidak efektif dan sulit untuk 

diterapkan pada satwa liar yang relatif sulit 

ditangani dan peka terhadap cekaman stres. 

Stres yang muncul akibat, metode invasif  

karena  proses penangkapan, restraint, bahkan 

pembiusan  diketahui dapat mempengaruhi 

gambaran kadar hormon pada saat 
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pengambilan sampel   (Brown et al. 1994; 

Hamasaki et al. 2001; Möstl et al. 2005; 

Schwarzenberger et al. 1996). Stres yang terjadi 

pada waktu penanganan juga dapat berbahaya 

bagi keselamatan satwa itu sendiri dan operator.  

Beberapa dekade terakhir telah 

dikembangkan metode alternatif untuk 

mengkaji profil suatu hormon steroid melalui 

pengukuran metabolit hormon yang 

dieksresikan lewat ekskreta seperti melalui 

eksreta (feses dan urin) (Brown et al. 1994; 

Millspaugh & Washburn 2004; 

Schwarzenberger et al. 1996; Wasser et al. 

1988). Cara koleksi tersebut dikenal sebagai 

metoda non-invasif. Pengukuran metabolit 

hormon steroid dari sampel feses dan urin 

memiliki beberapa keuntungan dibandingkan 

dengan metoda konvensional (invasif). 

Pengumpulan sampel dari suatu individu secara 

non invasif dapat dilakukan secara terus 

menerus dalam  periode waktu yang lama

(longitudinal study) dengan meminimalkan 

gangguan aktivitas dan lingkungan sosial satwa 

tersebut (Hirschenhauser et al. 2005). Kajian 

profil hormon secara non-invasif tersebut telah 

berhasil diterapkan pada berbagai taxa mulai 

dari primata (Murray et al. 2013; Shimizu 2005; 

Shutt et al. 2012), herbivora (Ashley et al. 

2011; Hamasaki et al. 2001; Huber et al. 2003), 

karnivora (Brown & Wildt 1997; Goymann et 

al. 2001; Graham & Brown 1997), burung dan 

unggas (Hirschenhauser et al. 2005; Wasser et 

al. 2010), mamalia air (Burgess et al. 2013), 

hingga reptil dan amfibia (Ganswindt et al. 

2014; Kummrow et al. 2011). 

Pengukuran metabolit hormon dari 

sampel urin lebih sulit diterapkan karena  

koleksi sampel urin lebih sulit dilakukan dan 

rentan terhadap kontaminasi (Scwarzenberger et 

al. 1996). Namun  demikian, metode ini masih 

dapat dilakukan bahkan di habitat alami  

sekalipun (Habumuremyi et al. 2014; 

Heistermann & Hodges 1995; Knott 1997, 

2005).  Berbeda dengan sampel urin, kajian 

metabolit hormon steroid menggunakan sampel 

feses lebih disukai, karena sampel tersebut lebih 

mudah dikumpulkan, baik dalam kandang 

maupun di habitat alaminya. Tulisan ini 

memberikan gambaran terkini mengenai  

metode non-invasif untuk kajian metabolit 

hormon steroid dari sampel feses meliputi: a) 

metode pengumpulan, penyimpanan dan   

pengawaetan sampel feses, b) ekstraksi dan 

analisis metabolit hormon, dan c) aplikasi 

metode non inavasif untuk monitoring status 

reproduksi, penentuan jenis kelamin, studi 

perilaku hingga monitoring  tingkat stres  pada 

berbagai taksa vertebrata. 

 

Metabolisme dan Eksresi Hormon Steroid 

Hormon steroid diproduksi oleh 

kelenjar-kelenjar endokrin dan diedarkan 

melalui sistem sirkulasi darah.  Hormon 

selanjutnya dimetabolisir di target organ, hati, 

dan ginjal yang kemudian dikeluarkan tubuh 

melalui saluran pencernaan, saluran urinaria, 

kelenjar saliva, dan kelenjar ambing 

(Hirschenhauser et al. 2005; Palme et al. 2005; 

Schwarzenberger et al. 1997).  Setelah selesai 

digunakan, hormon akan mengalami inaktivasi 

oleh target organ, hati dan ginjal.  Inaktivasi ini 

diperlukan untuk menghentikan dan 

mengkontrol aktivitas hormon pada target organ 

dan fisiologi tubuh. Selain itu, hormon steroid 
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seperti estradiol dan testosteron mempunyai 

sifat bioaktif yang sangat tinggi dan dapat 

bersifat toksik jika dibiarkan tetap berada 

dilingkungan tubuh dalam konsentrasi yang 

tinggi sehingga tubuh melakukan proses 

deaktivasi, diantaranya dengan mengkonjugasi 

hormon tersebut dalam bentuk yang tidak aktif 

dan mudah larut dalam air (Möstl et al. 2005). 

Pada ekskresi metabolit hormon seperti urin, 

senyawa metabolit akan mengalami konjugasi 

dengan derivat sulfat atau glukoronida agar 

menjadi senyawa yang bersifat hidrofilik.  

Metabolit hormon yang sudah tidak aktif  ini 

akhirnya dikeluarkan melalui urin dan feses.  

Namun, beberapa hormon tetap dieksresikan 

sebagai  senyawa hormon utamanya (parent 

compound) (Norris 2007).   

Berbeda dengan pengukuran hormon 

pada sampel darah yang dapat mengambarkan  

kadar hormon pada waktu pengambilan  

pengukuran metabolit steroid dari feses 

merupakan hasil akumulasi yang dikeluarkan 

pada waktu mengeluarkan kotoran  

(Hirschenhauser et al. 2005).  Oleh karena itu,  

terdapat jeda antara kadar metabolit hormon 

pada feses dengan kadar hormon yang 

sebenarnya dalam sirkulasi darah 

(Schwarzenberger et al. 1996).   Jarak waktu 

antara kadar hormon pada plasma darah dengan 

kadar pada feses ditentukan oleh gut passage 

time (GPT) yaitu waktu dari dilepaskannya 

eksresi metabolisme hormon oleh hati melalui 

kantung empedu menuju saluran pencernaan 

hingga keluar bersama feses dan urin,  yang 

juga sangat dipengaruhi oleh kecepatan 

metabolisme dari spesies satwa tersebut 

(Hirschenhauser et al. 2005; Palme 2005; 

Schwarzenberger et al. 1996).  Pada sampel 

feses metabolit steroid dieksresikan antara 30 

menit sampai dengan beberapa hari bergantung 

pada spesies, aktifitas bahkan musim (Ashley et 

al. 2011; Millspaugh & Washburn 2003; Palme 

2005). Namun pada mamalia besar umumnya 

berkisar antara satu sampai dengan dua hari 

(Shutt et al. 2012; Weingrill et al. 2011).   

Jalur ekskresi metabolit hormon steroid 

yang dikeluarkan melalui urin dan melalui  

feses dapat berbeda pada setiap jenis satwa, 

baik dari persentase volume maupun jenis 

metabolit hormon yang dieksresikan 

(Schwarzenberger et al. 1996). Analisis atau 

pengukuran hormon secara non-invasif 

terkadang harus menggunakan sampel urin 

karena volume persentase pengeluaran 

metabolit hormonnya tertinggi metabolit 

hormon yang diperiksa diekskresikan lewat 

urin. Sebagai contoh, metabolit hormon 

estrogen lebih dominan diekskresikan melalui 

urin pada ungulata sedangkan pada karnivora 

lebih dominan melalui feses (Millspaugh & 

Washburn 2004; Schwarzenberger et al. 1996). 

Gambar 1. Organ yang terlibat dalam 

produksi, metabolisme dan 

ekskresi hormon steroid 

(dimodifikasi dari Schwarzen-

berger et al. (1997)). 
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Pada babon (Papio cynocephalus 

cynocephalus), perbandingan proporsi 

ekskresi steroid melalui feses dan  urin adalah 

10% : 90% untuk estradiol dan 40% : 60% 

untuk progesteron (Wasser et al. 1994). Pada 

kucing domestik, perbandingan proporsi 

estradiol pada feses dan  urin adalah 97% : 3% 

dan 96.7% : 2.6% untuk metabolit progesteron 

(Brown et al. 1994).  Oleh karena itu, analisis 

metabolit hormon melalui feses tidak selalu 

dapat diterapkan karena sangat bergantung 

dari jenis satwa dan kelompok hormon steroid 

yang akan dianalisis.  

 

METODE PENELITIAN 

Metodologi Pengumpulan Sampel Feses 

Untuk Metode Non-Invasif 

Untuk keperluan analisis hormon 

menggunakan metode non-invasif, sampel 

feses sebaiknya dikoleksi dalam keadaan segar 

yaitu segera setelah satwa defekasi. Koleksi 

sampel umumnya dilakukan pada pagi hari 

disertai pengamatan terhadap perilaku satwa 

(Velloso et al. 1998). Konsentrasi beberapa 

hormon di dalam sirkulasi tubuh pada berbagai 

jenis mamalia diketahui dapat bervariasi 

sepanjang hari, sehingga kadar metabolit 

hormon di dalam ekskreta diduga memiliki 

variasi yang sama (Millspaugh & Washburn 

2004). Pada sampel feses gambaran hormon 

merupakan kompilasi dari periode waktu yang 

lebih lama akibat adanya GPT (Heistermann 

2010). Pada mamalia besar dengan GPT lebih 

lama seperti pada ruminansia atau primata 

besar seperti orangutan perbedaan ini menjadi 

tidak terlihat (Millspaugh & Washburn 2004; 

Weingrill et al. 2011). Untuk sampel feses 

pada mamalia kecil dengan GPT lebih singkat 

seperti mencit dan tikus, variasi dari kadar 

hormon sepanjang hari dapat terjadi 

(Millspaugh & Washburn 2004), sehingga 

akan menjadi lebih baik jika sampel selalu 

dikoleksi pada waktu yang sama (Heistermann 

2010) 

Sampel yang dikoleksi harus bebas 

dari kontaminan seperti debu, urin, dan 

kotoran lain.  Feses yang terkontaminasi oleh 

urin dapat menyebabkan terjadinya 

peningkatan konsentrasi dari progesteron (P4) 

dan estrogen (E2). Hal ini diduga karena 

terjadinya proses perubahan bentuk metabolit 

hormon pada urin dari terkonjugasi menjadi 

tidak terkonjugasi (Wasser et al. 1988). Satwa 

yang ditempatkan di dalam kandang individu 

atau yang tidak berkelompok, pengumpulan 

sampel dapat dilakukan dengan mudah.  

Namun pada satwa yang ditempatkan di dalam 

kandang kelompok atau berpasangan, 

identifikasi sampel menjadi lebih sulit.  Oleh 

karena itu, untuk memudahkan identifikasi 

dapat  ditambahkan bahan pewarna makanan 

pada ransum per individu satwa (Velloso et al. 

1998, Hesterman et al. 2005). Selain 

menggunakan pewarna, dapat juga 

ditambahkan biji yang tidak dapat dicerna atau 

pemberian arang  pada pakan satwa, sehingga 

feses dari tiap individu dapat dibedakan 

(Hirschenhauser et al. 2005, Hesterman et al. 

2005). 

Volume sampel feses yang diperlukan 

untuk analisis tidak terlalu banyak. Untuk 

analisis sampel feses segar (basah) hanya 
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dibutuhkan sampel sebanyak 0.5 g (Palme et 

al. 1996) sedangkan untuk sampel feses yang 

telah dikeringkan, Millspaugh  &  Washburn 

(2004) menyarankan jumlah sampel minimum 

adalah lebih dari 0.02 g berat feses kering. 

Dalam analisis hormon umumnya digunakan 

sampel feses sebanyak 0.05-0.1 g berat feses 

kering (Heistermann et al. 1995). Pengukuran 

kadar hormon dengan jumlah sampel feses 

yang lebih kecil dapat menyebabkan biasnya 

hasil pengujian (Palme 2005).  Volume sampel 

yang terlalu kecil tersebut menyebabkan 

lonjakan hormon akibat ekstraksi yang 

berlebihan karena cairan pengekstrak 

(misalnya metanol) tidak proporsional dengan 

konsentrasi hormon dalam feses (Millspaugh 

& Washburn 2004).  Pada jenis-jenis satwa 

tertentu dengan volume feses yang lebih 

sedikit, dapat dilakukan penggabungan sampel

-sampel dalam periode waktu tertentu (pagi 

dan siang atau koleksi selama dua hari berturut

-turut) yang akan memberikan gambaran 

konsentrasi hormon pada kurun waktu tersebut 

(Millspaugh & Washburn 2004).  

Walaupun volume dari sampel yang 

diperlukan tidak banyak, pada mamalia 

metabolit hormon steroid pada feses tidak 

tersebar dengan merata di dalam matriks feses. 

Oleh karena itu, pada saat koleksi sampel 

feses perlu dihomogenkan  dengan cara 

mencampur bagian dalam dan bagian luar 

secara merata (Brown et al. 1994; Millspaugh 

& Washburn 2004; Möstl et al. 2005). 

Demikian juga untuk feses dalam bentuk pelet, 

homogenasi perlu dilakukan untuk 

memastikan kandungan hormon yang merata 

didalam feses saat analisis dilakukan 

(Millspaugh & Washburn 2004).   

 

Penyimpanan dan Pengawetan Sampel 

Feses 

Salah satu  kendala  penggunaan sampel 

feses untuk analisis metabolit steroid adalah 

tingginya kandungan mikroba yang terdapat di 

dalam feses tersebut.  Enzim yang dihasilkan 

oleh bakteri dalam feses merupakan penyebab 

utama yang dapat mempengaruhi kondisi 

metabolit dalam feses (Palme 2005; Wasser et 

al. 1988).  Proses degradasi oleh mikroba dan 

metabolit yang dihasilkannya akan 

memengaruhi konsentrasi kandungan 

metabolit hormon steroid dalam feses.  Akibat 

proses tersebut dapat menyebabkan proses 

amplifikasi (peningkatan) jumlah hormon 

karena adanya reaksi silang  antara antibodi 

dengan metabolit-metabolit baru yang 

terbentuk atau terjadi penurunan nilai akibat 

degradasi dari struktur metabolit hormon 

dalam feses menjadi bentuk yang kurang 

imunoreaktif sehingga tidak dikenali oleh 

antibodi (Terio et al. 2002; Wasser et al. 

1988). Berbagai kajian telah dilakukan terkait  

metoda pengawetan sampel feses (Galama et 

al. 2004; Khan et al. 2002; Lynch et al. 2003; 

Terio et al. 2002).  Secara garis besar terdapat 

tiga metoda dasar, yaitu : 

 

1. Penyimpanan sampel feses  pada suhu 

sangat rendah  

Pada metoda pendinginan, sampel  

dibekukan dengan cara disimpan pada suhu di 

bawah 0oC. Sebagian besar literatur  



38 

Zoo Indonesia 2016 25(1): 33-50 
Gambaran Umum Kajian Profil Hormon Steroid Menggunakan Metode Non-Invasif dari Sampel Feses 

mempergunakan suhu -20oC untuk 

penyimpanan sampel (Brown et al. 1994; 

Goymann et al. 1999; Hamasaki et al. 2001; 

Hirschenhauser et al. 2005; Shideler et al. 

1993; Velloso et al. 1998). Beberapa peneliti  

juga menggunakan berbagai kisaran suhu 

seperti -7 oC dan -10oC (Goymann et al. 1999; 

Schoenecker et al. 2004), -15 oC (Oates et al. 

2002), bahkan penyimpanan dalam nitrogen 

cair yang memungkinkan pembekuan pada 

suhu -196oC (Morato et al. 2004). Pembekuan 

sesegera mungkin setelah koleksi feses sangat 

direkomendasikan karena akan memperlambat  

bahkan menghentikan metabolisme mikroba 

(Hirschenhauser et al. 2005; Khan et al. 2002).  

Namun demikian, pembekuan sampel feses 

tidak akan menghancurkan enzim-enzim yang 

dihasilkan oleh bakteri yang dapat 

memetabolisme steroid apabila enzim-enzim 

tersebut tidak diinaktivasi terlebih dahulu 

(dengan pengeringan, alkohol, atau 

pemanasan). Oleh sebab itu, metabolisme  

steroid pada feses dapat berlanjut setelah 

thawing (Möstl et al. 2005), sehingga 

pemerosesan sample feses pasca thawing 

harus dilakukan secara cepat. 

 

2. Pengeringan sampel 

Proses pengeringan sampel dapat 

menurunkan kadar air yang terdapat dalam 

sampel hingga tingkat terendah sehingga 

aktivitas mikroba menjadi terhenti.  Metode 

pengeringan sampel adalah metode kering 

beku (liofilisasi) dengan menggunakan mesin 

lyphophilizer/freeze dryer (Khan et al. 2002; 

Terio et al. 2002; Wasser et al. 1988). Pada 

metoda kering beku, sampel akan didinginkan 

pada  suhu yang sangat  rendah (-40OC) dan 

diikuti oleh penurunan tekanan di dalam 

ruangan pembekuan. Hal ini akan 

menyebabkan air yang membeku di dalam 

sampel akan mengalami sublimasi dari fase 

padat menjadi fase gas. Metoda ini juga dapat 

meminimalisasi kerusakan senyawa dalam 

sampel, terutama protein jika dibandingkan 

dengan pengeringan menggunakan 

pemanasan. Namun metode kering beku 

tersebut tidak memungkinkan diterapkan 

dalam kondisi lapang karena diperlukan 

peralatan yang khusus serta sumber listrik.  

Metode pengeringan lain adalah dengan 

pemanasan mempergunakan oven 

konvensional atau oven yang mempergunakan 

panas sinar matahari (solar oven) (Galama et 

al. 2004; Terio et al. 2002).  Pada cheetah, 

pengeringan sampel feses menggunakan oven 

hanya dapat dilakuka untuk mengukur 

metabolit androgen, sedangkan untuk 

metabolit hormon lainnya menunjukkan hasil 

yang bervariasi dibandingkan dengan kontrol 

(Terio et al. 2002).  Namun pada badak hitam, 

metabolit progesteron pada sampel feses yang 

dikeringkan dengan solar oven tidak 

menunjukkan perbedaan yang nyata 

dibandingkan kontrol (Galama et al. 2004).  

 

3. Penggunaan senyawa kimia untuk 

mematikan dan menekan pertumbuhan bakteri 

Berbagai bahan kimia telah dicoba 

sebagai media pengawetan untuk sampel 

feses, diantaranya sodium azide, asam 

ascorbat, 1-4 saccro lactone, arang, dan NaCl 
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(Wasser et al. 1988). Penambahan asam dan 

alkohol/etanol pada sampel feses dapat 

dilakukan karena steroid tidak terpengaruh 

oleh bahan-bahan tersebut tidak berpengaruh 

terhadap steroid di dalam feses  (Möstl et al. 

2005).  Bahan kimia yang umum 

dipergunakan sebagai media pengawetan 

adalah ethanol dan methanol (Lynch et al. 

2003; Ostner et al. 2003; Weingrill et al. 

2004). Berbagai konsentrasi etanol sudah 

digunakan, mulai dari konsentrasi 70% hingga  

kadar 99,9% (absolut) (Lynch et al. 2003; 

Weingrill et al. 2004).  Penggunaan etanol 

menunjukkan hasil yang lebih baik jika 

dipadukan dengan penyimpanan pada suhu 

rendah (Khan et al. 2002; Lynch et al. 2003; 

Weingrill et al. 2004; Ziegler et al. 2000a). 

Terlepas dari metode pengawetan yang dipilih, 

setiap hewan memiliki komposisi metabolit 

hormon dan komposisi mikroba pada saluran  

cerna yang berbeda, sehingga diperlukan 

validasi terhadap metoda penyimpanan yang 

digunakan  untuk setiap jenis sampel feses 

satwa dan  jenis metabolit hormon yang akan 

diperiksa (Khan et al. 2002; Lynch et al. 2003; 

Palme 2005).  

 

Ekstraksi Metabolit Hormon Steroid 

Secara umum proses ekstraksi 

bertujuan untuk memekatkan atau 

meningkatkan konsentrasi dari substansi yang 

akan dianalisis, sekaligus menyingkirkan 

substansi-substansi lain yang dapat 

mempengaruhi proses analisis (Möstl et al. 

2005).  Terdapat berbagai macam metoda 

ekstraksi yang dapat dilakukan untuk 

memisahkan steroid. Hal ini ditentukan oleh 

bentuk metabolit yang dieksreksikan.  

Polaritas dari metabolit menentukan jenis 

pelarut yang akan digunakan, sebagai contoh, 

diethylether terlalu non polar untuk 

mengekstrak tetra atau pentahydroxylated 

steroid. Steroid dalam bentuk terkonjugasi 

juga tidak dapat diekstraksi, sedangkan 

metabolit dalam bentuk tidak terkonjugasi 

dapat diekstraksi dengan menggunakan pelarut 

organik (seperti ether, ethanol, methanol). 

Untuk metabolit terkonjugasi, harus terlebih 

dahulu dilakukan hidrolisis atau dilakukan 

saturasi kadar air dengan garam (NaCl, 

ammonium sulfat) dan menurunkan kadar pH 

(Möstl et al. 2005).   

Salah satu uji yang dapat dilakukan 

untuk mengetahui polaritas metabolit steroid 

adalah dengan menggunakan uji difrensiasi 

antara ether dan air.  Metabolit hormon dalam 

bentuk terkonjugasi akan terlarutkan dalam air 

(hidrofilik) dan yang tidak terkonjugasi akan 

larut dalam pelarut organik (ether) (Velloso et 

al. 1998).  Untuk sampel feses dari burung 

dan unggas lainnya dimana feses dan urin 

bercampur, diperlukan metoda ektraksi yang 

dapat mencakup steroid terkonjugasi dan tak 

terkonjugasi (Möstl et al. 2005).  Metabolit 

steroid dari sampel feses umumnya berada 

dalam bentuk tidak terkonjugasi, maka 

kebanyakan penelitian mempergunakan jenis 

pelarut organik dalam proses ekstraksi.  Pada 

saat ektraksi sampel feses dapat diproses 

sebagai sampel kering maupun sampel basah. 

Hal ini akan menentukan perhitungan hasil 

akhir dimana konsentrasi hormon akan 
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dinyatakan dalam satuan berat kering feses 

atau berat basah (Ziegler et al. 2000b).  Brown 

et al. (2004) menyatakan bahwa hasil yang 

diperoleh akan lebih baik apabila sebelum 

analisis sampel dikeringkan terlebih dahulu, 

selanjutnya ditumbuk dan dicampur secara 

merata.   

 

Analisis Metabolit Hormon 

Analisis Kromatografi 

Berbagai teknik analisis telah 

dikembangkan untuk dapat menghitung 

kuantitas dari hormon metabolit steroid.  

Secara klasik pengukuran dapat dilakukan 

dengan teknik  kromatografi (Möstl et al. 

2005; Ziegler & Wittwer 2005). Teknik 

kromatografi saat ini terus berkembang 

semakin modern sehingga lebih mudah dan 

praktis untuk dilakukan.  Berbagai teknik 

kromatografi telah tersedia, tetapi yang umum 

digunakan adalah Gas Chromatography dan 

High Pressure Liquid Chromatography.  

Untuk analisis kuantitatif peralatan 

kromatografi umumnya disandingkan dengan 

detektor ultra violet (UV) atau mass 

spectrometry (MS) (Möstl et al. 2005; Ziegler 

& Wittwer 2005).  Penggunaan kromatografi 

dengan detektor UV atau MS memiliki 

sensitifitas yang lebih tinggi dibandingkan 

teknik immunoassay, bahkan hingga 

konsentrasi 0,1 pg (Ziegler & Wittwer 2005).  

Keuntungan lain dari metoda ini adalah  

sekaligus dapat dilakukan separasi dan koleksi 

dari fraksi steroid yang sedang dianalisis 

(pemurnian).  Walaupun memiliki banyak 

keunggulan,  metoda ini dirasa kurang praktis 

dan mahal untuk dilakukan pada jumlah 

sampel yang banyak. Selain itu diperlukan 

tenaga yang sangat terlatih karena 

pengoperasian alat yang rumit. 

 

Analisis Immunoassay 

Metoda lain yang digunakan adalah 

teknik immunoassay (Möstl et al. 2005). Sejak 

dikembangkan teknik competitive protein 

binding assay yang didasarkan pada 

pelabelan antigen secara radioaktif, teknik ini 

terus meluas dan berkembang pemakaiannya 

dalam analisis hormon.  Berawal pada tahun 

1959 untuk pengukuran kadar insulin dengan 

menggunakan antibodi yang spesifik terhadap 

insulin (Niswender & Nett 1977), teknologi 

immunoassay sejak saat itu mengalami 

revolusi yang sangat cepat.  Salah satu 

aplikasinya adalah untuk analisis kuantitatif  

hormon steroid. Analisis yang dilakukan 

menggunakan prinsip kompetisi antara hormon 

yang telah dilabel dengan hormon pada sampel 

untuk berikatan pada tapak pengikat antibodi 

(antibody binding site) dengan jumlah yang 

terbatas (Möstl et al. 2005).  Persentase 

hormon berlabel yang berikatan memiliki 

korelasi negatif dengan kadar hormon pada 

sampel, dengan artian pada sampel dengan 

konsentrasi hormon yang tinggi persentase 

hormon berlabel yang berikatan dengan tapak 

pengikat antibodi akan lebih sedikit.  

Sedangkan pada kondisi konsentrasi hormon 

sampel rendah, maka persentase hormon 

berlabel yang berikatan dengan tapak pengikat 
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antibody akan lebih banyak.  Metoda analisis 

yang dilakukan umumnya berupa radio 

immunoassay (RIA, menggunakan label 

radioakatif) atau enzyme immunoassay (EIA, 

menggunakan label enzim) (Möstl et al. 2005). 

Teknik RIA sudah lebih lama 

digunakan dan telah teruji kehandalan dan 

akurasinya. Selain itu berbagai jenis kit 

analisis telah tersedia secara komersial dengan 

berbagai macam jenis antibodi dan label.  

Namun RIA juga memiliki kekurangan, selain 

karena penggunaan label radioaktif (walau 

dalam dosis yang rendah),  kit analisis yang 

tersedia juga umumnya dibuat untuk pengujian 

hormon dalam darah, sehingga untuk sampel 

metabolit steroid terkadang memiliki reaksi 

silang yang cukup tinggi dengan hormon 

lainnya (Möstl et al. 2005; Ziegler & Wittwer 

2005).  Selain itu, pengujian hormon 

menggunakan RIA diperlukan peralatan dan 

izin khusus karena menggunakan bahan 

radioaktif. 

Saat ini lebih banyak penelitian dan 

analisis hormon menggunakan teknik EIA.  

Teknik ini memiliki beberapa keuntungan 

dibanding RIA. Selain peralatan yang lebih 

sederhana, antibodi dan hormon berlabel dapat 

dibuat dan dikembangkan sendiri untuk 

disesuaikan pada kajian yang akan dilakukan 

tanpa memerlukan fasilitas khusus untuk 

penanganan limbah radioaktif.  Selain itu 

untuk sampel dengan konsentrasi yang rendah 

teknik ini umumnya lebih sensitif dibanding 

RIA (Möstl et al. 2005; Ziegler & Wittwer 

2005).   

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Aplikasi Kajian Hormon Secara Non-

Invasif 

Hormon steroid memiliki peranan 

yang penting dalam fisiologis verteberata 

(Touma & Palme 2005).  Keunggulan dari 

kajian metabolit hormon steroid dengan 

metode non-invasif adalah memungkinkannya 

dilakukan studi jangka panjang pada satwa 

tanpa diperlukan kontak langsung yang dapat 

menyebabkan biasnya data penelitian (Brown 

et al. 1994; Hamasaki et al. 2001; Möstl et al. 

2005; Schwarzenberger et al. 1996). Kajian  

hormon secara non invasif  dapat  digunakan 

untuk monitoring status reproduksi, penentuan 

jenis kelamin, studi perilaku hingga 

monitoring tingkat stres (Tabel 1.) 

 

Kajian Status Reproduksi 

Hormon steroid seperti estrogen, 

progesteron dan testosteron (androgen)  

memegang peranan kunci dalam regulasi 

siklus dan perilaku reproduksi pada semua 

satwa.  Profil hormon estrogen dan 

progesteron dapat memberikan gambaran 

siklus estrus (Brown et al. 1995), mendeteksi 

kebuntingan (konsepsi) pada satwa domestik 

(Schwarzenberger et al. 1996) dan telah 

berhasil diaplikasikan pada beberapa satwa 

liar seperti pada domba liar (Schoenecker et 

al. 2004), primata (Ostner & Heistermann 

2003; Shideler et al. 1993; Wasser et al. 1988; 

Ziegler et al. 2000a) dan rusa (Hamasaki et al. 

2001). Pada satwa jantan, androgen berperan 

dalam proses spermatogenesis. Beberapa jenis 
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Tabel 1. Aplikasi Metode Non-Invasif Untuk Kajian Hormon. 

Species Metabolit Hormon Lokasi Aspek Studi Penulis 

Kajian Status Reproduksi       

Angsa 
(Ansersp) 

Testosteron metabolit 
17β-OH-androgen,  

17-oxoandrogen 

Eks-

Situ 
kajian steroid hormon 

pada angsa 
Hirschenhauser 

et al. (2005) 

Berbagai jenis Primata Estrone conjugates (E1C) 
Pregnanediol-glucuronida (PdG) 

Eks-

Situ 
status reproduksi Shimizu (2005) 

Beruang madu 
(U. malayanus) 

Fecal testosteron Eks-

Situ 
musim kawin jantan Hesterman et al. 

(2005) 

Beruk 
(Macaca nemestrina) 
Baboon 
(Papio cynopcephalus) 

Estradiol-17β 
Progesteron (P4) 

Eks-

Situ 
In-Situ 

siklus reproduksi dan 

kebuntingan 
Wasser et al. 

(1988) 

Bighorn sheep 
(Ovis canadensis) 

Pregnanediol-glucuronide (PdG) 
  

Eks-

Situ 
deteksi kebuntingan Schoenecker et 

al. (2004) 

Bunglon 
(Chamae leocalyptratus) 

Estrogen (E2), 
Testosteron (T) 
Progesteron (P4) 

Eks-

Situ 
siklus reproduksi Kummrow et al. 

(2011) 

Cheetah 
(Acinonyxjubatus) 

Epiandrosteron Eks-

Situ 
In-Situ 

testosteron jantan Pribbenow et al. 

(2016) 

Duyung 
(Dugong dugon) 

Progesteron (P4) 
Estradiol-17β 
Metabolit testosteron 

Eks-

Situ 
deteksi onset dewasa 

kelamin 
Burgess et al. 

(2013) 

Hairy-nosed Wombat 
(Lasiorhinus latifrons) 

Testosteron (T) 
dihydrotestos-teron (DHT) 
5α-androstane-3α,17β-diol (Adiol) 

Eks-

Situ 
musim kawin jantan Hamilton et al. 

(2000) 

Himalayan musk deer 
(Moschus chrysogaster) 

Pregnanediol-glucuronida (PdG) 
  

Eks-

Situ 
deteksi kebuntingan Mithileshwari et 

al. (2016) 

Jaguars 
(Panthera onca) 

Kortisol 
Testosteron 

Eks-

Situ 
stress dana ktifitas 

testicular 
Morato et al. 

(2004) 

Kukang 
(Nycticebus pygmaeus) 

Estron Konjugat (E1C) Eks-

Situ 
siklus estrus dan 

kebuntingan 
Jurke et al. 

(1997) 

Langur Hanoman 
(Presbytis entellus) 

Pregnanediol-glucuronida (PdG) 
  

In-Situ siklus reproduksi 

betina 
Ziegler et al. 

(2000a) 

Redfronted Lemurs 
(Eulemur fulvus rufus) 

5α-pregnane-3α-ol-20-one (5-P-

3OH) 
total estrogen (Et) 

Eks-

Situ 
status reproduksi Ostner  &  

Heistermann 

(2003) 

Macan dahan 
(Neofelis nebulosa) 

Estrogen (E2), 
Progesteron (P4) 

Eks-

Situ 
siklus reproduksi Brown et al. 

(1995) 

Maned Wolves 
(Chrysocyon brachy-

urus) 

Estradiol (E2) 
Testosteron (T) 
Progesteron (P4) 

Eks-

Situ 
status reproduksi 

betina dan jantan 
Velloso et al. 

(1998) 

Rusa Sika 
(Cervus nippon) 

Progesteron 
Testosteron 

Eks-

Situ 
status reproduksi Hamasaki et al. 

(2001) 

Singa Asia, 
Harimau Bengal 
Jaguar 

Prostaglandin Fecal Metabolit 
(13,14-dihydro-15-keto-PGF2α) 

Eks-

Situ 
diagnosa kebuntingan Dehnhard et al. 

(2015) 

Two-toed sloths 
(Choloepus didactylus) 

Estradiol-17β 
Pregnanediol-glucuronida (PdG) 
Estron sulfat (E1S). 

Eks-

Situ 
siklus ovarium Troll et al. 

(2013) 
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Lanjutan Tabel 1.  

Penentuan Jenis Kelamin       

Cockatiels 
(Nymphicus hollandicus) 

Estron konjugat (E1C) Eks-

Situ 
diferensiasi jantan 

dan betina 
Tell  &  Lasley 

(1991) 

Nokdiak 
(Tachyglossus aculeatus) 
  

Estradiol-17β 
Testosteron (T) 

Eks-

Situ 
diferensiasi jantan 

dan betina 
Oates et al. 

(2002) 

Studi Perilaku         

Assamese macaques 

(Macaca assamensis) 
11β-hydroxyetiocholanolon 
(3α,11β-dihydroxy-CM) 

In-Situ perilaku dominansi 

dan agresi 
Ostner et al. 

(2008a) 

Redfronted Lemurs 
(Eulemur fulvus rufus) 

11β-hydroxyetiocholanolone 
(3α,11β-dihydroxy-CM) 

In-Situ perilaku dominansi 

dan agresi 
(Ostner et al. 

2008b) 

Lemur ekor cincin 
(Lemur catta) 

Kortisol In-Situ dominansi dan hirarki 

betina 
Cavigelli (1999) 
Cavigelli et al. 

(2003) 

Lemur ekor cincin 
(Lemur catta) 

Testosteron Semi 

In-Situ 
perilaku agresi dan 

musim kawin 
Cavigelli  &  

Pereira (2000) 

KajianStres         

Gorilla 
(Gorilla gorilla gorilla) 

11ß-hydroxyetiocholanolon In-Situ stres Shutt et al. 

(2012) 

Ground caribou 
(Rangifer tarandus 

granti) 
Reindeer 
(R. t. tarandus) 

Kortisol Eks-

Situ 
stres Ashley et al. 

(2011) 

Hyna 
(Crocuta crocuta) 

Kortiskosteron In-Situ stres Goymann et al. 

(2001) 
Kelelawar 
(Eptesicus isabellinus) 

Fecal Kortisol In-Situ stres Kelm et al. 

(2016) 

Meerkat 
(Suricata suricatta) 

11β-hydroxyetiocholanolon Eks-

Situ 
stres Braga Gon-

calves et al. 

(2016) 
Nile crocodiles 
(Crocodylus niloticus) 

Kortiskosteron (11β,21-diol-20-

one) 
11-oxoaetiocholanolon 

Eks-

Situ 
stres Ganswindt et al. 

(2014) 

Orangutan kalimantan 
(Pongo pygmaeus) 

11ß-hydroxyetiocholanolon 
Epiandrosteron 

In-Situ stres dan bimaturisme 

jantan pada orangutan 
Marty et al. 

(2015) 

Orangutan sumatra 
(Pongo abelii) 

11β-hydroxyetiocholanolon Eks-

Situ 
In-Situ 

tingkat stres pada 

proses reintroduksi 
(Nugraha et al. 

2014) 

Orangutan 
(Pongo spp) 

11ß-hydroxyetiocholanolon 
Epiandrosteron 

Eks-

Situ 
stress dan androgen Weingrill et al. 

(2011) 

Rusa merah 
(Cervus elaphus) 

3α-11-one Kortisol metabolit Eks-

Situ 
Efek dari musim dan 

jenis kelamin ter-

hadap stres 

Huber et al. 

(2003) 

Simpanse 
(Pan troglodytes) 

Kortisol In-Situ Validasi stres Murray et al. 

(2013) 

Pengukuran fungsi Tiroid 

Burung dan Mamalia Triiodothyronine (T3) Eks-

Situ 
In-Situ 

Kajian homon tiroid Wasser et al. 

(2010) 

Species Metabolit Hormon Lokasi Aspek Studi Penulis 
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satwa liar jantan diketahui memiliki musim 

kawin, sehingga kajian dari hormon tersebut 

dapat digunakan sebagai patokan penentuan 

siklus perkawinan (Hamilton et al. 2000; 

Hesterman et al. 2005; Morato et al. 2004; 

Velloso et al. 1998).   Kajian dari hormon 

reproduksi selain bermanfaat untuk 

mengungkapkan data dasar biologi reproduksi, 

juga dapat digunakan untuk mendeteksi 

adanya gangguan reproduksi sehingga dapat  

meningkatkan efisiensi reproduksi pada 

tingkat penangkaran (Brown et al. 1999; 

Brown et al. 1994; Morato et al. 2004). 

 

Penentuan Jenis Kelamin 

Pengukuran kadar  hormon reproduksi 

juga dapat dijadikan sebagai patokan untuk 

determinasi jenis kelamin jantan dan betina, 

dimana pada satwa-satwa tertentu tidak 

menunjukkan dimorfisme yang jelas antara 

jantan dan betina. Hal ini telah dilaporkan oleh 

Oates et al. (2002) pada nokdiak moncong 

pendek (Tachyglossus aculeatus). Pada 

nokdiak moncong pendek, rasio antara 

hormon estradiol berbanding androgen 

dikombinasikan dengan pengukuran 

konsentrasi androgen dapat membedakan 

antara jantan dan betina.  Betina memiliki 

rasio  estradiol berbanding androgen yang jauh 

lebih tinggi dibandingkan jantan, dan jantan 

memiliki konsentrasi androgen yang jauh lebih 

tinggi dibandingkan betina (Oates et al. 2002). 

Penelitian lain juga pernah dilaporkan 

sebelumnya untuk identifikasi jenis kelamin 

pada beberapa jenis burung (Tell & Lasley 

1991). 

Kajian Tingkat Stres 

Glukokortikoid  merupakan salah satu 

hormon yang paling banyak disekresikan pada 

saat terjadi  cekaman/stres yang tinggi (Palme 

et al. 2005). Pengukuran kadar hormon  

glukokortikoid telah umum digunakan sebagai 

parameter dari respon satwa terhadap stress 

(Millspaugh & Washburn 2004; Möstl & 

Palme 2002; Palme et al. 2005; Sheriff et al. 

2011; Wasser et al. 2000). Pengukuran 

hormon glukokortikoid dari sampel feses 

memberikan keuntungan terutama data yang 

diperoleh tidak bias karena tidak adanya 

gangguan/restraint terhadap satwa. Oleh 

karena itu, kajian rutin dari kadar hormon 

steroid (adrenal dan gonadal) dapat 

memberikan informasi penting yang berkaitan 

dengan kondisi fisiologis, kesehatan, status 

reproduksi dan tingkat stres dari suatu satwa 

(Möstl & Palme 2002; Möstl et al. 2005; 

Nugraha et al. 2014; Weingrill et al. 2011). 

 

Studi Perilaku 

 Perubahan kadar hormon steroid 

diketahui dapat menyebabkan perubahan 

perilaku pada suatu individu.  Pada jantan, 

tingkat testosteron sering dikaitkan dengan 

agresivitas jantan pada saat musim kawin 

dimana peningkatan dari kadar hormon ini 

mendorong peningkatan agresi pada saat 

menjaga teritori atau penjagaan 

pasangan (Cavigelli & Pereira 2000; Ostner et 

al. 2008a; Ostner et al. 2008b).  Hormon lain 

yang juga sering digunakan pada studi 

perilaku adalah glukokortikoid.  Pada hewan 

sosial, konsentrasi hormon ini sering dikaitkan 
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dengan status dominansi dan hirarki pada 

beberapa jenis hewan (Cavigelli 1999; 

Cavigelli et al. 2003; Ostner et al. 2008a).  

 

Kajian Hormon Lainnya 

Selain digunakan untuk pengukuran 

metabolit  hormon steroid, sampel feses juga 

dapat digunakan untuk megukur  beberapa 

metabolit hormon lain seperti metabolit dari 

hormon golongan asam amino  dan asam 

lemak. Pengukuran metabolit hormon protein 

telah dilaporkan oleh  Wasser et al. (2010) 

yaitu hormon  tiroid.  Dehnhard et al. (2015) 

berhasil melakukan mengukur metabolit 

hormon golongan asam lemak yaitu 

prostaglandin pada beberapa kucing besar.  

 

KESIMPULAN 

Penggunaan metode non-invasif untuk 

pemeriksaan metabolit hormon steroid 

merupakan suatu metoda yang memiliki 

banyak keuntungan dan sangat potensial untuk 

diterapkan pada satwa liar. Kajian dari 

metabolit hormon steroid dapat diaplikasikan 

untuk kajian status reproduksi, penentuan jenis 

kelamin, studi perilaku hingga kajian dari 

tingkat stres suatu satwa. Metoda ini 

memungkinkan untuk dilakukannya studi 

jangka panjang (longitudinal studi) pada satwa 

tanpa mempengaruhi fisiologi satwa akibat 

perlakuan dan cekaman pada saat pengambilan 

sampel. Tergantung pada jenis metabolit 

hormon yang akan diteliti, perlu diperhatikan 

rute eksresi dan validasi dari metode 

penyimpanan sampel feses karena setiap 

hewan memiliki rute ekresi dan komposisi 

metabolit hormon serta komposisi mikroba 

saluran pencernaan yang berbeda. 
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