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ABSTRAK

Nama : Vinda Ratna Setyaningsih
Program Studi : Biologi
Judul : Pengaruh pemberian infus simplisia rosella

(Hibiscus sabdariffa L.) secara oral terhadap
kualitas spermatozoa mencit (Mus musculus L.)
jantan galur DDY

Telah dilakukan penelitian tentang pengaruh pemberian infus simplisia
rosella (Hibiscus sabdariffa L.) secara oral terhadap kualitas spermatozoa mencit
(Mus musculus L.) jantan galur DDY di Laboratorium Biologi Reproduksi dan
Perkembangan Departemen Biologi FMIPA Ul pada bulan Juni 2010--Maret
2011. Mencit dikelompokkan menjadi lima kelompok. Kelompok kontrol normal
(KK1) diberi akuades selama 14 hari berturut-turut. Kelompok kontrol perlakuan
(KK?2) diberi akuades secara oral selama 14 hari berturut-turut, serta induksi
etanol (dosis 2,8 g/kg bb) pada hari ke 8--14 secara intraperitoneal (i.p).
Kelompok perlakuan (KP1, KP2, dan KP3) diberi infus simplisia H. sabdariffa L.
secara oral dengan dosis 1,5%; 3%; dan 6% selama 14 hari berturut-turut serta
induksi etanol pada hari ke 8--14 secara i.p. Hasil uji anava 1-faktor (P < 0,05)
menunjukkan bahwa pemberian infus simplisia H. sabdariffa L. dapat
meningkatkan motilitas dan menurunkan abnormalitas spermatozoa pada semua
kelompok perlakuan. Peningkatan motilitas dan penurunan abnormalitas
spermatozoa terbaik dicapai oleh kelompok perlakuan dosis 3% dengan nilai
mendekati kelompok kontrol normal.

Kata kunci : Hibiscus sabdariffa L., kualitas spermatozoa, Mus musculus L.

xii + 93 him.; 21 gambar; 18 lampiran; 5 tabel
Daftar acuan : 118 (1976--2011)
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ABSTRACT

Name : Vinda Ratna Setyaningsih
Study Program : Biology
Title . Effect of crude roselle (Hibiscus sabdariffa L.) infusion

orally on the quality of spermatozoa of male mouse
(Mus musculus L.) DDY strain

The research on the influence of crude roselle (Hibiscus sabdariffa L.)
infusion orally on the quality of spermatozoa DDY strain male mice
(Mus musculus L.) was conducted in the Laboratory of Reproductive and
Developmental Biology, Department of Biology, Faculty of Mathematics and
Sciences University of Indonesia on June 2010-March 2011. Mice were divided
into 5 groups. The normal control group (KKZ1) was given distilled
water for 14 consecutive days. The treatment control group (KK2) were given
distilled water orally for 14 consecutive days and induced ethanol
(dose 2.8 g/kg bw) on day 8-14 by intraperitoneal (i.p). The treatment
groups (KP1, KP2, and KP3) were given a crude H. sabdariffa L. infusion orally
with doses of 1.5%, 3% and 6% for 14 consecutive days and induced ethanol on
day 8-14 by i.p. The results of one-way anova (P. < 0.05) showed that crude
H. sabdariffa L. infusion significantly increases spermatozoa motility and
decreases abnormalities in all treatment groups. The best enhancement of
increased motility and decreased abnormalities of spermatozoa was achieved by
treatment group with dose of 3% H. sabdariffa L., with a value approaching the
normal control group.

Keywords: Hibiscus sabdariffa L., spermatozoa quality, Mus musculus L.
xii + 93 pages; 21 pictures; 18 appendixs; 5 tables
Bibliography: 118 (1976-2011)
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BAB 1
PENDAHULUAN

Gangguan kesuburan atau infertilitas merupakan salah satu masalah
kesehatan reproduksi yang dapat dialami manusia. Infertilitas adalah tidak
terjadinya kehamilan pada pasangan yang telah menikah, setelah satu tahun
dengan hubungan seks (intercourse) secara teratur tanpa memakai alat
kontrasepsi. Infertilitas dapat dialami oleh pria dan wanita. Faktor penyebab
infertilitas pada pria antara lain gangguan hormonal, gangguan seksual (ereksi dan
ejakulasi), dan gangguan pada organ reproduksi (McLachlan 2007: 1).

Gangguan kesuburan pada organ reproduksi dapat disebabkan oleh radikal
bebas (McLachlan 2007: 1). Radikal bebas adalah suatu atom atau molekul yang
mempunyai satu elektron atau lebih tidak berpasangan pada lapisan terluarnya
(Halliwell & Gutteridge 1984: 1). Sumber radikal bebas berasal dari dalam tubuh,
contohnya autooksidasi, atau luar tubuh, contohnya polusi udara, bahan kimia,
dan sinar ultraviolet (Arief 2006: 2, 4, & 5). Radikal bebas bersifat tidak stabil
dan memiliki daya reaktifitas tinggi sehingga mengakibatkan terjadi reaksi
berantai yang menghasilkan senyawa radikal baru. Reaksi berantai tersebut
seringkali mengakibatkan terjadi peroksidasi lipid. Kerusakan lipid yang terjadi
pada organ reproduksi pria dapat mengganggu spermatogenesis dan proses
pematangan spermatozoa (Emanuele & Emanuele 1998: 200).

Pencegahan radikal bebas dapat dilakukan oleh enzim dalam tubuh,
contohnya katalase, dan zat gizi yang masuk ke dalam tubuh, contohnya
antioksidan (Muhilal 1991: 9; Sumampouw 2003: 1; Arief 2006: 7). Antioksidan
merupakan senyawa yang dapat melindungi sel dari serangan radikal bebas. Hal
tersebut dikarenakan senyawa antioksidan dapat memberikan elektronnya kepada
senyawa radikal bebas sehingga menghambat reaksi oksidasi (Percival 1996: 1).
Selain itu, antioksidan juga dapat memperlambat reaksi oksidasi (Suherman 2001.:
15) bahkan dapat mengurangi dan memperbaiki kerusakan oksidatif akibat radikal
bebas (Usoh dkk. 2005: 135; Winarsi 2007: 20).

Indonesia yang terkenal kaya dengan jenis tanaman mempunyai

kesempatan untuk memperoleh bahan antioksidan. Menurut Nurhuda dkk. tahun
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1995 (lihat Rusmiati 2007: 64), tanaman masih merupakan sumber utama dalam
pencarian bahan antioksidan. Oleh sebab itu, pemanfaatan bahan tanaman masih
merupakan prioritas untuk diteliti. Kelebihan bahan antioksidan berupa obat
tradisional antara lain memiliki efek samping yang kecil bila dibandingkan
dengan obat sintetik (Direktorat Pengawasan Obat Tradisionil 1983: 4--6). Selain
itu, obat tradisional dipilih sebagai obat untuk menyembuhkan karena harganya
terjangkau dan mudah diperoleh (Subramanian dkk. 2006: 178).

Tanaman yang diketahui memiliki potensi sebagai antioksidan antara lain
Ocimum basilicum atau kemangi dan Orthosiphon stamineus atau kumis kucing
(Zakaria dkk. 2008: 4). Selain itu, Cormus mas atau ceri (Pantelidis dkk. 2007:
777) dan Zingiber officinale atau jahe (Rai dkk. 1999: 79; Amin dkk. 2008: 291)
juga telah diketahui memiliki potensi antioksidan. Tanaman tersebut memiliki
komponen utama senyawa polifenol, asam askorbat (vitamin C), dan karotenoid.
Ketiga senyawa tersebut diketahui dapat bersifat sebagai antioksidan (Percival
1996: 2 & 3).

Contoh tanaman lain yang dapat memiliki potensi sebagai antioksidan
adalah Hibiscus sabdariffa L. atau rosella. Kelopak bunga H. sabdariffa L.
mengandung beberapa komponen antara lain alkaloid, eugenol, sterol, asam sitrat,
vitamin C, asam tartarat, pektin, dan polifenol. Senyawa yang bersifat antioksidan
antara lain polifenol yang berupa asam fenolik dan flavonoid (Ali dkk. 2005: 370;
Hirunpanich dkk. 2005: 481; Mahadevan dkk. 2009: 78). Selain itu, vitamin C
dan p-carotene dalam kelopak bunga H. sabdariffa L. juga bersifat sebagai
antioksidan (Siemonsma & Piluek 1994: 178; Ali dkk. 2005: 370).

Penelitian tentang H. sabdariffa L. sebagai bahan uji yang memiliki
potensi antioksidan terhadap radikal bebas telah dilakukan oleh beberapa peneliti.
Dahiru dkk. (2005: 31) membuktikan bahwa fraksi ekstrak etanol H. sabdariffa L.
dapat menurunkan kadar thiobarbituric acid (TBA) sebagai hasil peroksidasi lipid
pada tikus yang diinduksi CCl, sehingga dapat memperbaiki kerusakan hati.
Penelitian Usoh dkk. (2005: 137) membuktikan bahwa fraksi etanol
H. sabdariffa L. juga dapat menurunkan kadar malondialdehyde (MDA) dalam
hati sebagai hasil peroksidasi lipid. Hirunpanich dkk. (2005: 482) juga

membuktikan bahwa H. sabdariffa L. dapat menurunkan kadar low density
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lipoprotein (LDL) yang diinduksi CuSO4 secara in vitro. Berdasarkan beberapa
penelitian tersebut yang membuktikan potensi antioksidan H. sabdariffa L., maka
penelitian tentang uji potensi antioksidan H. sabdariffa L. terhadap kualitas
spermatozoa juga perlu dilakukan.

Penelitian mengenai pengaruh zat antioksidan terhadap spermatozoa tikus
galur Wistar telah dilakukan oleh Ganaraja dkk. (2008: 1). Penelitian tersebut
dilakukan dengan menggunakan etanol dosis 2 g/kg bb untuk menginduksi
terbentuknya radikal bebas, dan vitamin C dosis 250 mg/kg bb sebagai zat
antioksidan. Penelitian dilakukan selama 14 hari berturut-turut, yaitu tujuh hari
pertama hanya pemberian vitamin C dan tujuh hari kedua pemberian vitamin C
dan induksi etanol. Penelitian tersebut menunjukkan bahwa vitamin C dapat
memperbaiki kualitas spermatozoa yang diinduksi oleh etanol.

Etanol atau C,HsOH bersifat toksik dan mengalami metabolisme menjadi
asetaldehida yang lebih bersifat toksik dibandingkan etanol itu sendiri
(Shakhashiri 2009: 1). Metabolisme tersebut juga dapat menghasilkan senyawa
radikal bebas, antara lain radikal hidroksil (-OH), radikal hidroksietil
(CH3C-HOH), dan radikal metil karbonil (CH3C-=0) yang dapat mengakibatkan
kerusakan pada sel bahkan organ (Albano 2000: 240). Penelitian EI-Sokkary
(1999: 842), Kasdallah-Grissa dkk. (2006: 236), dan Ganaraja dkk. (2008: 2)
menunjukkan bahwa metabolisme etanol dapat meningkatkan peroksidasi lipid di
organ testis. Penelitian Maneesh dkk. (2005: 63) juga menunjukkan hasil bahwa
induksi etanol dapat menurunkan berat testis dan mengganggu proses
spermatogenesis.

Penelitian pendahuluan mengenai pengaruh infus simplisia
H. sabdariffa L. terhadap kualitas spermatozoa mencit (Mus musculus L.) jantan
galur DDY menggunakan dosis 1,5%; 3%; 6%; dan 12%. Dosis tersebut dihitung
berdasarkan jumlah kelopak kering yang umum dikonsumsi masyarakat adalah 5
kelopak per hari (Duke 2002: 629). Jumlah tersebut ditimbang dan didapat berat
sekitar 3,9 g yang dibulatkan menjadi 4 g. Dosis dikonversi terhadap mencit
sehingga diperoleh dosis 3 %. Dosis diturunkan dan dinaikkan sehingga dosis
yang digunakan yaitu 1,5%; 3%; 6%; dan 12%. Hasil penelitian pendahuluan

menunjukkan bahwa perbaikan kualitas spermatozoa parameter motilitas dan
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abnormalitas spermatozoa yang mendekati normal terjadi pada dosis 1,5%; 3%;
dan 6%. Dosis 12% menunjukkan tidak adanya perbaikan kualitas spermatozoa
bahkan dapat menurunkan kualitas spermatozoa lebih dibandingkan induksi
etanol. Berdasarkan hal tersebut, maka dosis yang digunakan dalam penelitian
adalah 1,5%; 3%; dan 6%.

Pengamatan kualitas spermatozoa dilakukan terhadap parameter motilitas,
viabilitas, konsentrasi, dan abnormalitas spermatozoa mencit jantan galur DDY.
Hewan uji terlebih dahulu diberikan bahan uji infus simplisia H. sabdariffa L.
kemudian diturunkan kualitas spermatozoanya dengan memberikan bahan kimia
yang dapat menyebabkan penurunan kualitas spermatozoa. Bahan kimia yang
diberikan berupa senyawa yang bersifat radikal bebas sehingga aktivitas
antioksidan H. sabdariffa L. dapat diuji. Salah satu jenis bahan kimia yang
diketahui sebagai radikal bebas adalah etanol. Dosis penelitian untuk induksi
etanol dihitung berdasarkan hasil penelitian Ganaraja dkk. (2008: 2) terhadap tikus
galur Wistar yaitu 2 g/kg bb yang dikonversi terhadap mencit sehingga diperoleh
dosis 2,8 g/kg bb.

Penelitian dilakukan bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian
infus simplisia rosella (Hibiscus sabdariffa L.) secara oral dengan dosis 1,5%;
3%; dan 6% selama 14 hari berturut-turut pada mencit (Mus musculus L.) jantan
galur DDY terhadap kualitas spermatozoa. Hipotesis penelitian adalah dosis 3%
merupakan dosis optimum pemberian infus simplisia rosella (Hibiscus
sabdariffa L.) secara oral selama 14 hari berturut-turut untuk dapat memperbaiki
kualitas spermatozoa mencit (Mus musculus L.) jantan galur DDY'.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Rosella (Hibiscus sabdariffa L.)

Hibiscus sabdariffa L. adalah salah satu tanaman yang banyak terdapat di
daerah tropis dan subtropis (Loebis 1970: 18). Tanaman tersebut diduga berasal
dari Afrika yang dimanfaatkan biji, daun, dan bunganya untuk dimakan (Brink &
Escobin 2003: 162). Pemanfaatan daun dan kelopak bunga sebagai sayuran
dimulai di Amerika dan Asia yang kemudian disusul dengan produksi serat batang
tanaman tersebut di daerah Asia (Siemonsma & Piluek 1994: 178). Hibiscus
sabdariffa L. banyak ditanam di daerah tropis, seperti Hawali, Florida, Karibia,
Brazil, India, Filipina, dan Indonesia (Mahadevan dkk. 2009: 77).

Penanaman tanaman H. sabdariffa L. di Indonesia dimulai pada tahun
1921--1923. Pada saat itu, Indonesia sangat bergantung pada impor karung goni
dari India sedangkan kebutuhan alat pembungkus gula, beras, dan kopi sangat
mendesak. Selain itu, jute (Hibiscus cannabinus L.) yaitu serat untuk membuat
karung pada saat itu hasilnya kurang memuaskan dibandingkan serat
H. sabdariffa L. Oleh karena itu, usaha pengembangan H. sabdariffa L. mulai
ditingkatkan di Indonesia (Musa 1983: 5 & 6).

2.1.1. Deskripsi rosella (Hibiscus sabdariffa L.)

Hibiscus sabdariffa L. dikenal dengan nama Rosella di Indonesia. Di
daerah Jawa, H. sabdariffa L. dikenal dengan Rameh, sedangkan di daerah
Ternate dikenal dengan nama Kasturi roriha. Rosella juga terkenal di berbagai
negara dengan nama lain, seperti Roselle atau Sorrel (Inggris); Karkade atau
Carcade (Afrika Utara); Gongura atau Patwa (India); Pundibija (Kanada); dan
Oseille (Perancis) (Loebis 1970: 7; Mahadevan dkk. 2009: 77).

Hibiscus sabdariffa L. merupakan tanaman yang termasuk suku
Malvaceae dan marga Hibiscus (Tjitrosoepomo 2005: 251 & 254). Tanaman
tersebut merupakan tanaman semak tahunan dan dapat hidup di tanah yang
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mendapat pengairan dan sinar matahari yang cukup. Tanaman H. sabdariffa L.
(Gambar 2.1.1.1) memiliki akar (radix) tunggang dengan panjang 18--30 cm,
cabang akar (radix lateralis) yang sedikit, dan sesekali dengan serabut akar
(fibrilla radicalis). Tanaman tersebut memiliki batang (caulis) tegak (erectus)
berbentuk bulat (teres) dengan tinggi 0,5--5 m (Brink & Escobin 2003: 163; van
Steenis 2003: 282). Batang H. sabdariffa L. pada umumnya berbulu (pilosus)
seluruhnya dan berduri tempel (aculeus), baik sedikit maupun banyak. Warna
batang H. sabdariffa L. dapat berupa merah, hijau, atau merah kehijauan (Loebis
1970: 23).

Gambar 2.1.1.1. Tanaman Hibiscus sabdariffa L.
[Sumber: Dokumentasi pribadi.]

Menurut van Steenis (2003: 282) dan Siemonsma & Piluek (1994: 178),
tanaman H. sabdariffa L. memiliki daun (folium) bertangkai dengan panjang daun
6--15 cm (Gambar 2.1.1.2.a). Daun H. sabdariffa L. merupakan daun tunggal
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(folium simplex), berselang-seling (alternatio), berbentuk lanset (lanceolatus),
ujung tumpul-meruncing (obtusus-acuminatus), tepi bergerigi (serratus), pangkal
daun pasak-rompang (cuneatus-truncatus), berwarna hijau atau hijau kemerahan,
dan terdapat kelenjar yang terlihat jelas pada pangkal ibu tulang daun (Brink &
Escobin 2003: 163; van Steenis 2003: 282). Ukuran dan bentuk daun dari tangkai

bawah menuju ke atas semakin membesar (Loebis 1970: 19).

Keterangan:

a. Daun Hibiscus sabdariffa L.

b. Bunga Hibiscus sabdariffa L.

c. Kelopak bunga Hibiscus sabdariffa L.

Gambar 2.1.1.2. Daun, bunga, dan kelopak bunga

Hibiscus sabdariffa L.
[Sumber: Dokumentasi pribadi.]
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Tanaman H. sabdariffa L. memiliki bunga (flos) yang terletak di ketiak
daun (flos lateralis) dan pada umumnya berdiri sendiri atau bunga tunggal (planta
uniflora). Bunga H. sabdariffa L. (Gambar 2.1.1.2.b) disebut bunga duduk,
karena bertangkai pendek dengan panjang 4--6 mm, sehingga hampir melekat
pada batang. Bunga H. sabdariffa L. pada awalnya tumbuh memiliki daun
kelopak (calyx) berdaging tebal yang kemudian membesar dan memanjang
sehingga melindungi buah (Loebis 1970: 30 & 32). Kelopak tersebut berwarna
merah tua atau kuning muda dengan tulang daun merah (van Steenis 2003: 282).
Selain itu, juga terdapat daun kelopak tambahan (epicalyx) yang terdiri dari 8--12
segmen dan bersatu pada pangkalnya (Brink & Escobin 2003: 163; van Steenis
2003: 282; Gambar 2.1.1.2.c).

Hibiscus sabdariffa L. termasuk ke dalam divisi Spermatophyta atau
tanaman yang memiliki biji (Tjitrosoepomo 2005: 251). Biji H. sabdariffa L.
berwarna coklat kehitaman yang terdapat dalam kantong biji (Musa 1983: 16).
Kantong biji H. sabdariffa L. terdiri dari lima ruang yang memiliki sekat
sempurna (septum completus) dan masing-masing ruang terdapat 3--4 biji (van
Steenis 203: 282).

2.1.2. Kandungan kimia

Menurut Siemonsma & Piluek (1994: 179), daun Hibiscus sabdariffa L.
per 100 gramnya mengandung 85 g air; 3,3 g protein; 0,3 g lemak; 9 g
karbohidrat; 1,6 g serat; 213 mg kalsium; 93 mg fosfor; 4,8 mg zat besi; 4,1 mg
—karoten; 0,17 mg vitamin By; 0,45 mg vitamin By; 1,2 mg niasin; dan 54 mg
asam askorbat (vitamin C). Bunga H. sabdariffa L. mengandung antara lain
antosianin dan flavonol (Ali dkk. 2005: 369 & 370). Biji H. sabdariffa L.
mengandung protein, mineral, dan lemak (Mahadevan dkk. 2009: 78).

Kelopak bunga H. sabdariffa L. mengandung protein (7,9%) (Duke 1983:
1); beberapa mineral, seperti zat besi, fosfor, dan kalsium (Mahadevan dkk. 2009:
78 & 79); alkaloid, sterol, eugenol, asam sitrat (4%) (Siemonsma & Piluek 1994
178), vitamin C, asam tartarat, pektin, dan polifenol (Ali dkk. 2005: 370;
Hirunpanich dkk. 2005: 481; Mahadevan dkk. 2009: 78). Senyawa polifenol yang
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terkandung dalam H. sabdariffa L. adalah asam fenolik (protocatechoic acid);
flavonoid seperti antosianin (cyanidin dan delphinidin) (Ali dkk. 2005: 370;
Hirunpanich dkk. 2005: 481; Mahadevan dkk. 2009: 78); flavonol (quercetin,
gossipetine, hibiscetine, dan sabdaretine) (Morton 1987: 1; Ali dkk. 2005: 370);
dan flavon (luteolin) (Siemonsma & Piluek 1994: 178; Ali dkk. 2005: 370).
Senyawa kimia f-carotene juga terdapat dalam kelopak H. sabdariffa L.
(Siemonsma & Piluek 1994: 178; Ali dkk. 2005: 370).

2.1.3. Manfaat

Hibiscus sabdariffa L. memiliki manfaat sebagai antiseptik, antikejang
(antipasmodik), mengobati cacingan (antelmintik), zat afrodisiaka, dan dapat
merangsang keluarnya zat empedu dari hati (choleretic). Selain itu, tanaman
tersebut dapat menurunkan tekanan darah, meningkatkan peristaltik usus, dan
melembutkan kulit (emollient). Kelopak H. sabdariffa L. juga dapat menurunkan
absorpsi alkohol, sehingga dapat mengurangi efek yang ditimbulkan akibat
minum alkohol (Farooqi & Sreeramu 2001: 629; Duke dkk. 2002: 222; Maryani &
Kristiana 2008: 25--27).

Beberapa penelitian menunjukkan manfaat dari H. sabdariffa L. Manfaat
tersebut antara lain sebagai antivirus (Sunday dkk. 2010: 295), antibakteri
(Olaleye & Tolulope 2007: 11), dan antipiretik (Reanmongkol & Itharat 2007:
36). Menurut Hirunpanich dkk. (2005: 482), H. sabdariffa L. juga dapat
menurunkan kadar low density lipoprotein (LDL) yang diinduksi CuSO, secara in
vitro. Selain itu, penelitian Dahiru dkk. (2005: 31) membuktikan bahwa fraksi
ekstrak etanol H. sabdariffa L. (polifenol dan vitamin C) dapat memperbaiki
kerusakan hati yang diinduksi CCl,. Penelitian Usoh dkk. (2005: 137) juga
membuktikan bahwa fraksi etanol H. sabdariffa L. (polifenol) dapat menurunkan
kadar malondialdehyde (MDA) dalam hati sebagai hasil peroksidasi lipid atau
lipid peroxidation (LPO) akibat induksi sodium arsenik. Hasil beberapa
penelitian tersebut menunjukkan bahwa H. sabdariffa L. memiliki potensi sebagai

antioksidan terhadap organ yang diinduksi radikal bebas.
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2.2. Radikal Bebas

Radikal bebas adalah suatu atom atau molekul yang mempunyai satu
elektron atau lebih tidak berpasangan pada lapisan terluarnya (Halliwell &
Gutteridge 1984: 1). Hal tersebut menyebabkan radikal bebas dapat mengambil
elektron dari senyawa lain untuk membentuk pasangan elektron. Terambilnya
elektron tersebut menyebabkan senyawa target teroksidasi. Senyawa yang sering
diserang radikal bebas adalah biomakromolekul, seperti protein, lipid, dan DNA
(Wu & Cederbaum 2003: 277).

Mekanisme radikal bebas dalam menyerang sel sehingga mengakibatkan
kerusakan pada sel tersebut antara lain terbentuknya ikatan kovalen antara radikal
bebas dengan komponen membran sel, seperti enzim dan reseptor. Hal tersebut
dapat mengubah struktur membran sehingga memengaruhi aktivitas dan fungsi
membran, misalnya proses transpor ion. Selain itu, radikal bebas juga dapat
menginisiasi terjadinya peroksidasi lipid, yaitu penguraian asam lemak terutama
asam lemak tidak jenuh majemuk atau polyunsaturated fatty acid (PUFA) pada
membran. Hal tersebut menyebabkan kerusakan struktur membran dan
menurunkan fluiditas membran (Slater 1984: 3).

Reaksi oksidasi pada senyawa target terjadi secara berantai dan terus
menerus akibat tidak stabilnya dan tingginya reaktifitas radikal bebas. Reaksi
secara terus menerus tersebut dapat menghasilkan senyawa radikal baru yang
terus bertambah dan kemudian akan merusak sel bahkan organ. Kerusakan
tersebut dapat menyebabkan berbagai macam penyakit dan kondisi degeneratif,
misalnya aterosklerosis dan aging atau penuaan (Winarsi 2007: 11, 12, & 15).

Sumber radikal bebas dapat berasal dari dalam tubuh (endogen) dan luar
tubuh (eksogen) (Suyatna 2001: 8). Sumber endogen antara lain autooksidasi dan
oksidasi enzimatik. Sumber eksogen antara lain sinar ultraviolet, polusi udara,
asap rokok, obat-obatan, dan bahan-bahan kimia (Wu & Cederbaum 2003: 280;
Arief 2006: 2, 4, & 5). Contoh bahan kimia yang bersifat radikal bebas antara lain
karbon tetraklorida atau CCl, (Dahiru dkk. 2005: 28) dan etanol atau C,HsOH
(Ganaraja dkk. 2008: 1). Karbon tetraklorida merupakan contoh radikal bebas
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yang mengandung radikal karbon (CCls-) sedangkan etanol merupakan radikal
bebas yang mengandung radikal oksigen (-OH) (Arief 2006: 3).

Salah satu senyawa kimia yang banyak terlibat dalam pembentukan
radikal bebas adalah oksigen (O,). Hal tersebut dikarenakan molekul oksigen
berperan banyak dalam reaksi biokimia yang terjadi pada respirasi seluler. Reaksi
biokimia tersebut menghasilkan beberapa senyawa radikal oksigen sebagai
senyawa antaranya. Sebelum senyawa-senyawa tersebut merusak sel, senyawa-
senyawa tersebut diubah menjadi molekul H,O. Namun perubahan tersebut tidak
seluruhnya terjadi pada senyawa antara tersebut. Menurut Chance dkk. pada
tahun 1979, terdapat 2--3% senyawa antara bersifat radikal yang tidak mengalami
perubahan menjadi molekul H,O. Kelompok senyawa oksigen yang bersifat
radikal bebas tersebut disebut senyawa oksigen reaktif atau reactive oxygen
species (ROS) (Wu & Cederbaum 2003: 278).

Contoh senyawa ROS antara lain radikal superoksida (O, "-) dan radikal
peroksil (:OOH). Selain itu, terdapat senyawa hidroksil (-OH) yang merupakan
senyawa paling reaktif (Halliwell 1989: 747; Suherman 2001: 15). Senyawa-
senyawa reaktif tersebut dapat dihasilkan ketika sel berada dalam kondisi tidak
stres, yaitu terjadi keseimbangan antara proses pembentukan dan pemusnahan
ROS. Sementara pada kondisi stres oksidatif atau oxidative stress (OS),
pembentukan ROS lebih tinggi dibandingkan pemusnahannya (Zakhari 2006:
250). Kondisi stres oksidatif dapat mengakibatkan gangguan pada organ tubuh
termasuk organ reproduksi. Radikal bebas yang menginduksi terjadinya stress
oksidatif pada organ reproduksi dapat mengakibatkan infertilitas atau gangguan
kesuburan (Gambar 2.4). Akibatnya, sistem pertahanan tubuh harus bekerja lebih
keras untuk memusnahkan senyawa ROS tersebut. Sistem pertahanan tubuh
tersebut disebut antioksidan (Sutarni 2007: 27).

2.3. Etanol sebagai Penginduksi Radikal Bebas
Etil alkohol atau dikenal dengan etanol merupakan senyawa kimia yang

sering digunakan untuk kebutuhan manusia. Kegunaan dari etanol antara lain

sebagai pelarut, antiseptik, dan bahan utama minuman beralkohol (Sutarni 2005:
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51). Etanol berwujud cair pada suhu ruangan dan memiliki massa jenis 0,79 g/ml
(Koolman & Roehm 2005: 320). Cairan etanol tidak berwarna, memiliki bau, dan
terasa membakar pada mulut maupun tenggorokan bila tertelan (Shakhashiri
2009: 1). Ukuran molekul etanol sangat kecil dan bersifat polar sehingga mudah
larut dalam air. Hal tersebut menyebabkan etanol cepat diabsorpsi oleh sel-sel
tubuh (Riveros-Rosas dkk. 1997: 454; Koolman & Roehm 2005: 320; Sutarni
2005: 51).

Etanol adalah alkohol alifatik monohidroksil dengan rumus kimia CH,OH
dan terdiri atas satu gugus hidroksil (-OH), satu gugus metilen (-CH,-), dan satu
gugus metil (-CHg). Etanol termasuk ke dalam kelompok alkohol primer karena
gugus hidroksilnya terikat pada atom C primer yaitu atom C yang hanya terikat
pada satu atom C lainnya (Fessenden & Fessenden 1995: 261 & 264; Gambar
2.3.1). Gugus hidroksil pada etanol bersifat toksik setelah mengalami
metabolisme di dalam tubuh dan berubah menjadi radikal bebas (Sutarni 2005:
50).

I
H_(Ij_(lj_O_H
H H

Gambar 2.3.1. Struktur kimia

etanol
[Sumber: Cotton 2006: 1.]

Etanol diserap oleh usus halus setelah masuk ke dalam tubuh. Menurut
Riveros-Rosas dkk. (1997: 455), setelah diabsorpsi oleh usus halus, etanol akan
disalurkan menuju hati melalui vena portalis dan kemudian menuju jantung, paru-
paru, dan pembuluh arteri melalui vena cava inferior. Etanol disebar ke cairan
tubuh secara menyeluruh. Molekul-molekul etanol dengan cepat dapat menembus
sawar darah-otak menuju susunan saraf pusat. Kurang dari 10% dari etanol yang

masuk ke dalam tubuh akan dikeluarkan seperti bentuk semula melalui hembusan
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nafas, keringat, air seni, dan feses. Sisanya mengalami metabolisme dalam tubuh
(Barry 1977: 94).

Tahap pertama metabolisme etanol (Gambar 2.3.2) dalam tubuh yaitu
etanol dioksidasi menjadi asetaldehida oleh enzim alcohol dehydrogenase (ADH)
dengan kofaktor nicotinamide adenine dinucleotide (NAD"). Pada tahap kedua,
asetaldehida diubah menjadi asam asetat yang kemudian menjadi CO, dan H,O
oleh enzim acetaldehyde dehydrogenase (ALDH) (Wu & Cederbaum 2003: 279;
Koolman & Roehm 2005: 320; Sutarni 2005: 57). Hati merupakan tempat
pembentukan enzim alcohol dehydrogenase sehingga reaksi oksidasi etanol
menjadi asetaldehida hanya terjadi di dalam hati. Namun, oksidasi asetaldehida
menjadi asam asetat tidak terjadi hanya di dalam hati, tetapi juga pada organ-
organ lainnya di seluruh tubuh seperti otak (Barry 1977: 95).

CHSCH2OH Etanol
NAD Alcohol denhydrogenase
H*+ NADH (Sitosol)
| Asetaldehida
O
NAD Acetaldehyde
) dehydrogenase
+
H™+ NADH (Mitokondria)
CH,C—0r
g Asam asetat

Gambar 2.3.2. Metabolisme Etanol
[Sumber: Gramenzi dkk. 2006: 1, diterjemahkan sesuai aslinya.]
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Metabolisme etanol dalam tubuh dapat menghasilkan senyawa radikal
bebas, antara lain radikal hidroksil (-OH), radikal hidroksietil (CH3;C-HOH), dan
radikal metil karbonil (CH3;C-=0). Senyawa-senyawa radikal bebas tersebut
dapat mengakibatkan kerusakan pada sel bahkan organ tubuh (Albano 2000: 240).
Kerusakan tersebut dapat menganggu sistem-sistem dalam tubuh, misalnya sistem
endokrin antara lain hipotalamus, hipofisis, dan gonad (Emanuele & Emanuele
1998: 199 & 200).

Metabolisme etanol dapat memengaruhi sistem reproduksi jantan, seperti
pada organ testis dan epididimis. Penelitian EI-Sokkary dkk. (1999: 842)
membuktikan bahwa pemberian etanol (dosis 3 g/kg bb) selama 30 hari berturut-
turut dapat meningkatkan peroksidasi lipid (MDA) di organ testis pada tikus
jantan. Sementara itu, penelitian Kasdallah-Grissa dkk. (2006: 236) juga
menunjukkan bahwa metabolisme etanol dapat meningkatkan peroksidasi lipid
(TBA) di organ testis setelah pemberian etanol (dosis 3 g/kg bb) selama enam
minggu berturut-turut pada tikus jantan. Hal tersebut dikarenakan membran testis
mengandung banyak asam lemak yang rentan teroksidasi (EI-Sokkary dkk. 1999:
846).

Gangguan akibat metabolisme etanol pada organ-organ reproduksi dapat
mengganggu proses yang terjadi didalam organ-organ tersebut. Penelitian
Maneesh dkk. (2005: 63) menunjukkan hasil bahwa induksi etanol selama empat
minggu berturut-turut pada tikus jantan dapat mengganggu proses
spermatogenesis dan menurunkan berat testis. Testis merupakan salah satu organ
reproduksi penghasil spermatozoa sehingga gangguan pada testis dapat
menurunkan kualitas spermatozoa. Hal tersebut dibuktikan oleh penelitian
Ganaraja dkk. (2008: 3) bahwa pemberian etanol (dosis 2 g/kg bb) selama 14 hari
berturut-turut pada mencit jantan dapat menurunkan jumlah konsentrasi

spermatozoa dan meningkatkan abnormalitas spermatozoa.

2.4. Antioksidan

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat melindungi sel dari serangan
radikal bebas (Percival 1996: 1; Usoh dkk. 2005: 135). Hal tersebut dikarenakan
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senyawa antioksidan dapat memberikan elektronnya kepada senyawa radikal
bebas sehingga menghambat reaksi oksidasi (Percival 1996: 1). Selain dapat
mencegah terbentuknya radikal bebas, antioksidan juga dapat memperlambat
reaksi oksidasi (Suherman 2001: 15) bahkan dapat mengurangi (quenching) dan
memperbaiki kerusakan oksidatif akibat radikal bebas (Gutteridge 1995: 1825;
Winarsi 2007: 20; Gambar 2.4). Keseimbangan radikal bebas dan antioksidan
dalam tubuh sangat penting terutama untuk menjaga integritas dan berfungsinya
membran lipid, protein sel, dan asam nukleat (Winarsi 2007: 20).

Berdasarkan sumbernya, antioksidan dapat dibagi menjadi tiga, yaitu
antioksidan primer, sekunder, dan tersier. Antioksidan primer adalah antioksidan
yang dibuat sendiri oleh tubuh sehingga disebut juga antioksidan internal.
Antioksidan tersebut berfungsi mencegah pembentukan senyawa radikal bebas
yang baru. Contoh antioksidan primer adalah superoxide dismutase (SOD) dan
katalase. Antioksidan sekunder merupakan antioksidan yang didapat dari luar
tubuh (makanan) sehingga disebut juga antioksidan eksternal. Antioksidan
tersebut berfungsi menangkap (scavenging) radikal bebas dan menghentikan
pembentukan radikal bebas. Contoh antioksidan sekunder adalah vitamin A, C,
dan E, mineral (selenium, zink, tembaga, mangan), polifenol, dan antioksidan lain
yang banyak ditemukan pada buah dan sayur. Antioksidan tersier merupakan
antioksidan yang berfungsi melakukan perbaikan, contohnya Methionin Supoxide
Reductase (Hidajat 2005: 6; Winarsi 2007: 79--81).

Tanaman masih merupakan sumber utama dalam pencarian bahan
antioksidan sehingga pemanfaatan bahan tanaman masih merupakan prioritas
untuk diteliti (Nurhuda dkk. 1995, lihat Rusmiati 2007: 64). Kelebihan
antioksidan dari bahan tanaman sebagai obat tradisional antara lain memiliki efek
samping yang kecil bila dibandingkan dengan obat sintetik (Direktorat
Pengawasan Obat Tradisionil 1983: 4--6). Selain itu, obat tradisional dipilih
sebagai obat untuk menyembuhkan karena harganya terjangkau dan mudah
diperoleh (Subramanian dkk. 2006: 178). Tanaman yang diketahui memiliki
potensi sebagai antioksidan antara lain Ocimum basilicum atau kemangi;
Orthosiphon stamineus atau kumis kucing (Zakaria dkk. 2008: 4); Cormus mas
atau ceri (Pantelidis dkk. 2007: 777); dan Zingiber officinale atau jahe (Rai dkk.
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1999: 79; Amin dkk. 2008: 291). Tanaman-tanaman tersebut memiliki komponen

utama senyawa polifenol, vitamin C, serta karotenoid dan diketahui dapat bersifat

sebagai antioksidan (Percival 1996: 2 & 3).

|

Penurunan Motilitas, Viabilitas,
Kapasitasi, Reaksi Akrosom
Fungsi Spermatozoa

|

* Fertilitas

Infeksi > T Reactive Oxygen Species < Kerusakan DNA,
Inflamasi protein, lipid
A
J/ Antioksidan
/I; Stres Oksidatif
1‘ Kemokin l
LPO pada
T Spermatozoa

Gambar 2.4. Bagan arus pengaruh ROS terhadap fertilitas
[Sumber: Sikka 1995: 465, diterjemahkan sesuai aslinya dan modifikasi.]

2.5. Mencit (Mus musculus L.) Jantan

Mencit (Mus musculus L.) adalah hewan pengerat (rodentia) yang sering

digunakan sebagai hewan percobaan (Tabakoff & Hoffman 2000: 78; Gambar

2.5). Pemilihan mencit sebagai hewan percobaan karena cepat berkembang biak,

memiliki masa kehamilan yang singkat (19--21 hari), mudah dipelihara dalam
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jumlah banyak, variasi genetiknya cukup besar, serta sifat anatomis dan
fisiologisnya telah terkarakterisasi dengan baik. Organ reproduksi mencit jantan
hampir sama dengan manusia. Hormon yang berperan dalam sistem reproduksi
mencit jantan sama seperti pada pria dewasa (Smith & Mangkoewidjojo 1988: 10-
-12 & 20; Malole & Pramono 1989: 94, 96, & 102). Selain itu, mencit lebih
sensitif terhadap efek farmakologis alkohol (etanol) dibandingkan hewan pengerat
yang lain (Tabakoff & Hoffman 2000: 83).

Berat badan mencit jantan dewasa adalah 20--40 gram, sedangkan mencit
betina dewasa berkisar antara 18--35 gram. Mencit jantan mencapai kematangan
seksual dalam usia lima sampai tujuh minggu, sedangkan pada mencit betina
dalam usia tiga minggu. Seekor mencit dewasa membutuhkan 15 gram makanan
dan 15 ml minuman dalam satu hari per 100 gram berat badan (Malole &
Pramono 1989: 94, 96 & 99).

Gambar 2.5. Mencit (Mus musculus L.) jantan galur DDY
[Sumber: Dokumentasi pribadi.]
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2.6. Sistem Reproduksi Jantan

Sistem reproduksi jantan terdiri atas testis, sistem duktus, kelenjar
aksesoris, dan penis (Rugh 1968: 7--24; Junquiera & Carneiro 1980: 444; Leeson
dkk. 1996: 511). Sistem reproduksi tikus dan mencit jantan ditunjukkan oleh
Gambar 2.6.

2.6.1. Testis

Testis merupakan kelenjar ganda, karena secara fungsional testis bersifat
eksokrin dan endokrin. Testis bersifat eksokrin atau reproduksi karena
menghasilkan sel kelamin atau spermatozoa. Testis juga bersifat endokrin atau
hormonal karena menghasilkan hormon androgen (Junquiera & Carneiro 1980:
444; Leeson dkk. 1996: 511; Nalbandov 1990: 42).

Testis merupakan organ berbentuk oval dan berjumlah dua buah yang
berukuran sama besar (Toelihere 1977: 68). Menurut Junquiera & Carneiro
(1980: 445), testis manusia dewasa memiliki panjang antara 4,1--5,2 cm dan lebar
2,5--3,3 cm, sedangkan testis tikus dewasa memiliki panjang rerata 4,6 cm dengan
diameter 2,6 cm. Testis pada semua jenis (spesies) berkembang di dekat ginjal.
Pada mamalia, testis berada dalam kantong skrotum yang terletak diluar abdomen.
Kantong tersebut mengandung sel-sel otot yang mampu berkontraksi. Fungsi
utama skrotum adalah untuk memberikan kepada testis suatu lingkungan yang
memiliki 13,3--17,2 °C lebih dingin dibandingkan temperatur rongga tubuh
(Nalbandov 1990: 42--45).

Menurut Leeson dkk. (1996: 511), testis terdiri dari tiga lapisan, yaitu
tunika vaginalis, tunika albuginea, dan tunika vaskulosa. Tunika vaginalis
merupakan lapisan terluar yang menutupi permukaan lateral dan anterior testis
(Junquiera & Carneiro 1980: 445). Lapisan tersebut terletak diatas lamina basalis
yang memisahkannya dengan tunika albuginea. Tunika albuginea menebal pada
permukaan posterior testis dan menjorok masuk kedalam testis sebagai
mediastinum testis atau lapisan tengah. Tunika vaskulosa merupakan lapisan

terdalam yang terbenam didalam jaringan ikat karang (Leeson dkk. 1996: 511).
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Gambar 2.6. Sistem reproduksi mencit (Mus musculus L.) jantan
[Sumber: TutorVista 2010: 1, diterjemahkan sesuai aslinya.]

Mediastinum testis membagi testis menjadi sekitar 250 ruang-ruang
piramidal yang dinamakan lobulus testis. Sekat antara lobulus tersebut tidak
sempurna sehingga seringkali terbentuk hubungan antara lobulus-lobulus
(Junquiera & Carneiro 1980: 444; Leeson dkk. 1996: 511). Tiap-tiap lobulus
terdiri dari 1--4 tubulus seminiferus. Tubulus seminiferus merupakan saluran
berkelok dengan diameter lebih kurang 150--250 pm dan panjang 30--70 cm.
Tubulus seminiferus merupakan tempat terjadinya spermatogenesis. Pada ujung
apikal tiap-tiap tubulus terdapat lumen yang menyempit sehingga disebut tubulus
rektus. Tubulus tersebut menghubungkan antara tubulus seminiferus dengan rete
testis yang kemudian dihubungkan dengan duktus efferen (Junquiera & Carneiro
1980: 444 & 445).

Tubulus seminiferus terdiri atas tunika propria fibrosa, lamina basalis, dan
epitel germinativum. Tunika propria fibrosa merupakan lapisan fibroblas yang
terletak diatas lamina basalis (Junquiera & Carneiro 1980: 445). Lapisan tersebut
terdiri atas sel-sel mioid yang dapat mengubah diameter tubulus seminiferus dan

membantu gerakan spermatozoa sepanjang tubulus. Epitel germinativum
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memiliki dua jenis sel, yaitu sel spermatogenik dan sel Sertoli. Sel spermatogenik
akan mengalami diferensiasi menjadi sel spermatozoa. Sel Sertoli atau sel
penyokong berperan dalam memberi nutrisi bagi perkembangan spermatozoa
(Leeson dkk. 1996: 512).

Selain kedua sel tersebut, terdapat sel interstisial atau sel Leydig yang
terdapat di antara tubulus seminiferus. Sel-sel tersebut berukuran besar dengan
sitoplasma yang banyak terdapat lipid (Leeson dkk. 1996: 523 & 524). Sel Leydig
berfungsi sebagai penghasil hormon testosteron, yaitu hormon yang berperan

dalam spermatogenesis (Yatim 1988: 32).

2.6.2. Sistem duktus

Sistem duktus terdiri dari rete testis, duktus eferen, epididimis, dan duktus
deferen. Rete testis menghubungkan antara tubulus seminiferus dan duktus
eferen. Duktus eferen membentuk tiga hingga tujuh saluran menuju epididimis.
Duktus tersebut dan bagian awal epididimis membentuk kaput epididimis (Rugh
1968: 22).

Epididimis terletak di bagian dorsolateral testis dan memanjang dari
kranial ke kaudal testis. Epididimis terdiri atas dua duktus, yaitu duktus eferen
dan duktus epididimis. Panjang duktus pada manusia berkisar antara 5--6 m.
Epididimis terdiri dari tiga bagian yaitu kaput (kepala), korpus (badan), dan kauda
(ekor). Bagian kaput dan korpus berfungsi sebagai tempat pematangan
spermatozoa dan reabsorpsi air, sedangkan bagian kauda berfungsi sebagai tempat
penyimpanan spermatozoa (Hafez & Prasad 1976: 33).

Epididimis menyalurkan spermatozoa dan cairan dari testis ke duktus
deferens (Holstein 1976: 24). Duktus deferen merupakan saluran yang berfungsi
mengangkut spermatozoa dari kauda epididimis ke uretra. Duktus tersebut
memiliki dinding yang mengandung otot-otot yang berperan penting dalam

mekanisme pengangkutan semen saat ejakulasi (Moeloek 1994: 13).
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2.6.3. Kelenjar aksesori

Kelenjar aksesori terdiri atas kelenjar vesikula seminalis, kelenjar prostat,
dan kelenjar bulbouretra (Cowper) (Junquiera & Carneiro 1980: 456; Campbell
dkk. 2004: 156). Selain itu, terdapat juga kelenjar ampula dan kelenjar preputial.
Kelenjar-kelenjar tersebut berfungsi membuat cairan semen agar sperma dapat
bergerak aktif dan hidup dalam waktu tertentu (Nalbandov 1990: 52).

Kelenjar vesikula seminalis pada mencit berjumlah sepasang dan terletak
di atas kelenjar prostat (Rugh 1968: 22 & 23). Kelenjar tersebut mensekresikan
cairan kental berwarna kekuning-kuningan, kental, dan bersifat alkalis (basa).
Cairan tersebut mengandung fruktosa yang menyediakan sebagian besar energi
untuk sperma (Campbell dkk. 2004: 156). Fruktosa juga berfungsi sebagai
substrat metabolisme bagi spermatozoa bersama senyawa lainnya seperti glukosa,
asam amino, vitamin C, dan prostaglandin (Ross dkk. 1995: 662).

Kelanjar prostat pada mencit berjumlah sepasang dan terletak di bawah
kelenjar vesikula seminalis (Rugh 1968: 23). Kelenjar tersebut mensekresikan
cairan yang mengandung enzim antikoagulan dan asam sitrat (Campbell dkk.
2004: 156). Kelenjar Cowper mencit terletak di bawah kulit bagian atas penis
(Rugh 1968: 23). Kelenjar tersebut menghasilkan cairan bening dan kental yang
mengandung penggumpal yang berperan dalam pembentukan sumbat vagina
(Eddy 1988: 57).

2.6.4. Alat kelamin luar (penis)

Alat kelamin luar atau organ kopulasi mencit adalah penis. Penis
berfungsi sebagai alat pengeluaran urin dan perletakkan semen ke dalam saluran
reproduksi betina (Moeloek 1994: 13). Penis mencit terdiri dari korpus
kavernosum, korpus spongiosum, dan kepala penis. Korpus kavernosum
diselubungi oleh tunika albuginea, yaitu suatu selaput fibrosa tebal berwarna
putih, dan membentuk badan penis. Kepala penis adalah bagian ujung dari penis

yang ditutupi oleh preputium (Rugh 1968: 23).
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2.7 Spermatogenesis

Spermatogenesis merupakan suatu proses proliferasi dan diferensiasi sel
spermatogonia menjadi spermatozoa yang terjadi di dalam tubulus seminiferus
(Moeloek 1994: 13). Menurut Rugh (1968: 12 & 22), spermatogenesis mencit
berlangsung lebih kurang 8,63 £ 0,25 hari untuk satu siklus epitel seminiferus.
Spermatogenesis mencit berlangsung selama empat siklus epitel seminiferus,
sehingga keseluruhan proses spermatogenesis membutuhkan waktu lebih kurang
35,5 hari. Waktu tersebut terdiri atas 8 hari untuk perubahan sel spermatogonia A
menjadi spermatosit primer; 12,5 hari untuk perubahan meiosis spermatosit
primer dan sekunder; 9,5 hari untuk fase spermatid; dan 5,5 hari untuk fase
pematangan.

Spermatogenesis pada mencit pada dasarnya sama seperti pada mamalia
lainnya (Rugh 1968: 21; Gambar 2.7). Spermatogenesis terbagi menjadi tiga
tahap utama, yaitu spermatositogenesis, meiosis, dan spermiogenesis.
Spermatositogenesis merupakan proses pembelahan mitosis dari sel
spermatogonia A menjadi spermatogonia B. Masing-masing spermatogonia B
akan bermitosis menjadi spermatosit primer (Burger dkk. 1976: 5--7).

Pada tahap kedua, spermatosit primer mengalami pembelahan meiosis
menjadi spermatosit sekunder. Spermatosit sekunder segera mengalami
pembelahan meiosis membentuk spermatid yang haploid. Maka, tiap spermatosit
primer dapat menghasilkan empat spermatid. Tiap spermatid tersebut kemudian
masuk menuju tahap spermiogenesis (Johnson & Everitt 2000: 55--57).

Spermiogenesis adalah tahap perkembangan spermatid menjadi
spermatozoa. Perkembangan tersebut antara lain perubahan bentuk dan komposisi
spermatid, dari bulat menjadi bentuk seperti berudu yang memiliki kepala, leher,
dan ekor (Moeloek 1994: 14). Spermiogenesis pada mencit memiliki 16 tahap
berdasarkan perubahan pada akrosom dan nukleus. Tahapan tersebut dibagi
menjadi empat fase, yaitu fase golgi (tahap 1--3), fase tudung (tahap 4--7), fase
akrosom (tahap 8--12), dan fase pematangan (tahap 13--16) (Rugh 1968: 8--12).

Setelah spermiogenesis kemudian dilanjutkan ke tahap spermiasi yaitu proses
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Gambar 2.7. Spermatogenesis

[Sumber: Campbell dkk. 2003: 161, diterjemahkan sesuai aslinya.]
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2.8. Spermatozoa dan Proses Pematangan di Epididimis

2.8.1. Spermatozoa

Spermatozoa terdiri atas bagian kepala, leher, dan ekor. Panjang
keseluruhan spermatozoa manusia kurang lebih 55 pm dengan bagian kepala
berbentuk bulat. Pada mencit, panjang keseluruhan spermatozoa kurang lebih
1,226 um dengan bagian kepala berbentuk kait (Rugh 1968: 21; Gambar 2.8.1).

ekor
f
.‘.l‘
;\\\ o B S
N j
kepala  bagian bagian utama bagian
tengah akhir

Gambar 2.8.1. Spermatozoa mencit (Mus musculus L.) jantan
[Sumber: Kwitny, dkk. 2010: 670, diterjemahkan sesuai aslinya.]

Bagian kepala spermatozoa diselubungi oleh tudung protoplasmik atau
galea kapitis (Nalbandov 1990: 262). Bagian kepala spermatozoa tersebut terdiri
atas inti (nukleus) dan akrosom (Browder 1984: 222). Inti dari kepala
spermatozoa berisi materi genetik (DNA) yang berupa kromatin padat yang
terkondensasi selama tahapan spermatogenesis (lihat Ramadhani 2007: 14 & 15).

Akrosom merupakan selubung yang menutupi kurang lebih dua pertiga
bagian anterior kepala spermatozoa (Pedersen & Fawcett 1976: 66). Akrosom
mengandung sejumlah enzim yang penting untuk fertilisasi, yaitu enzim
hialuronidase, corona penetrating enzyme (CPE), dan akrosin. Enzim
hialuronidase berfungsi untuk menembus cumulus oophorus yaitu lapisan terluar
ovum. Corona penetrating enzyme (CPE) berfungsi untuk menembus corona
radiata yaitu lapisan tengah ovum. Akrosin berfungsi untuk menembus zona

pelusida yaitu lapisan dalam ovum (Zaneveld & Polakoski 1976: 169--171).
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2.8.2. Proses pematangan di epididimis

Spermatozoa mengalami pematangan di epididimis baik secara morfologi,
fisiologi, biokimia, maupun metabolisme. Perubahan morfologi antara lain proses
hilangnya cytoplasmic droplet pada spermatozoa. Cytoplasmic droplet adalah sisa
sitoplasma yang masih berada di spermatozoa (Hafez & Prasad 1976: 31).
Menurut Purwaningsih (1996: 58), masih adanya cytoplasmic droplet
menunjukkan spermatozoa tersebut belum matang dan dapat menyebabkan
penurunan fertilitas spermatozoa.

Perubahan fisiologi antara lain pematangan kemampuan spermatozoa
dalam memfertilisasi sel telur. Pematangan tersebut ditandai dengan perubahan
bentuk permukaan akrosom dan kapasitas motilitas progresif. Sementara itu,
perubahan biokimia yaitu sel prinsipal epididimis menyekresikan lipid dalam
fosfolipid yang diperlukan untuk proses pematangan spermatozoa (Hafez &
Prasad 1976: 33 & 35). Lipid akan dikatabolisme untuk menjadi sumber energi
yaitu adenosin triphosphate (ATP) yang berperan dalam pergerakan spermatozoa
(Yatim 1988: 58).

2.9. Analisis Semen

Spermatozoa dalam tubulus seminiferus bagian proksimal tidak dapat
bergerak. Spermatozoa tersebut kemudian dapat bergerak dan menjadi aktif
mengadakan metabolisme setelah tersuspensi dalam cairan yang berasal dari
kelenjar aksesori. Campuran spermatozoa dan cairan kelenjar aksesori tersebut
disebut semen. Semen mempunyai dua fungsi utama, yaitu sebagai medium
pelarut dan sebagai pengaktif bagi spermatozoa yang mula-mula tidak dapat
bergerak (Nalbandov 1990: 53 & 262).

Analisis semen adalah langkah awal dalam mengevaluasi infertilitas pria
(Freund & Peterson 1976: 344). World Health Organization (WHO) telah
menetapkan bahwa analisis semen digunakan sebagai standar pemeriksaan
kualitas semen seorang pria (lihat Ramadhani 2007: 22). Menurut Purwaningsih

(1997: 78), analisis semen juga dapat digunakan untuk mengetahui kualitas semen
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setelah dibekukan, kualitas semen untuk fertilisasi in vitro, inseminasi buatan, dan
kualitas semen setelah vasektomi.

Analisis semen terdiri atas pemeriksaan makroskopik dan mikroskopik.
Pemeriksaan makroskopik antara lain pemeriksaan warna, pengukuran volume,
dan pengukuran pH. Pemeriksaan mikroskopik antara lain penghitungan
konsentrasi, persentase abnormalitas, persentase motilitas, dan viabilitas
spermatozoa (WHO 1988: 5--14).

2.9.1. Motilitas spermatozoa

Motilitas spermatozoa adalah kualitas gerak spermatozoa yang meliputi
tipe pergerakan spermatozoa dan kecepatan gerak spermatozoa (Hartamto 1985:
165). Penilaian motilitas berdasarkan WHO (1988: 6 & 7) dilakukan dengan
menghitung spermatozoa yang termasuk kategori motil yaitu jika spermatozoa
bergerak cepat lurus ke depan, bergerak lambat atau tidak lurus, dan bergerak di
tempat. Hasil penilaian tersebut dinyatakan dalam persentase yang menunjukkan
jumlah spermatozoa motil. Seorang pria termasuk infertil apabila memiliki
persentase motilitas spermatozoa kurang dari 40% atau yang disebut dengan
asthenozoospermia (WHO 1988: 7 & 32).

2.9.2. Viabilitas spermatozoa

Viabilitas spermatozoa adalah proporsi spermatozoa hidup dalam semen.
Penilaian viabilitas dilakukan dengan prinsip pewarnaan supravital yaitu sel mati
memiliki membran sel yang rusak sehingga dapat dimasuki zat warna. Pewarnaan
supravital tersebut terdiri dari dua cara yaitu pewarnaan pada sediaan basah
dengan menggunakan larutan Eosin dan pewarnaan pada sediaan kering dengan
menggunakan larutan kombinasi nigrosin Eosin. Banyaknya spermatozoa hidup
tetapi tidak motil dapat menunjukkan adanya kelainan struktur pada flagel
spermatozoa (WHO 1988: 10).
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2.9.3 Konsentrasi spermatozoa

Menurut Freund & Peterson (1976: 349), semen seorang pria dianggap
normal apabila konsentrasi spermatozoa lebih dari 20 juta per ml. Seorang pria
dianggap infertil apabila konsentrasi spermatozoa kurang dari 20 juta per ml atau
disebut oligozoospermia. Jumlah normal spermatozoa pada mencit yaitu sebesar
+ 50 juta/ml (lihat Ramadhani 2007: 25 & 26).

2.9.4. Morfologi spermatozoa

Penyimpangan dari spermatozoa normal dianggap sebagai abnormalitas
(Nalbandov 1990: 263). Abnormalitas dapat berupa abnormalitas primer dan
sekunder. Abnormalitas primer terjadi pada spermatogenesis, antara lain kepala
besar, kepala kecil, kepala rangkap, ekor rangkap, dan ekor menggulung.
Abnormalitas sekunder terjadi pada proses pematangan di epididimis, antara lain
masih terdapatnya cytoplasmic droplet pada spermatozoa. Menurut Hartamto
(1985: 165), spermatozoa dianggap fertil apabila memiliki spermatozoa abnormal
dibawah 40%. Morfologi spermatozoa normal yang kurang dari 50% disebut
teratozoospermia (WHO 1988: 33).
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BAB 3
METODE PENELITIAN

3.1. Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Biologi Reproduksi dan
Perkembangan Departemen Biologi FMIPA Ul, Depok selama lebih kurang
9 bulan dari bulan Juni 2010 sampai bulan Maret 2011.

3.2. Bahan

3.2.1. Bahan uji

Bahan uji yang digunakan yaitu kelopak bunga rosella (Hibiscus
sabdariffa L.) yang diperoleh dari Balai Penelitian Tanaman Obat dan Aromatik
(Balittro), Jalan Tentara Pelajar nomor 3A, Bogor. Tanaman H. sabdariffa L.
diidentifikasi di Laboratorium Herbarium Bogoriense LIPI, Jalan Raya Jakarta-

Bogor km. 46, Cibinong, Bogor.

3.2.2. Hewan uji

Hewan uji yang digunakan adalah 25 ekor mencit (Mus musculus L.)
jantan berumur sekitar 3 bulan dengan berat + 30--40 gram. Hewan uji diperoleh
dari bagian Nonruminansia dan Satwa Harapan, Institut Pertanian Bogor (IPB),

Bogor, Jawa Barat.

3.2.3. Makanan dan minuman hewan uji

Makanan hewan uji berupa pakan berbentuk pelet yang diperoleh dari
C.V. Kasman, Jalan Bentengan Komplek Kesehatan Blok C1/8, Sunter Jaya,
Jakarta Utara. Bahan dasar pakan hewan uji yaitu bungkil kedelai, bungkil

kelapa, susu (skim milk), jagung halus, garam, minyak kelapa, tapioka, tepung
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ikan, tepung rumput, tepung terigu, CaCO3, CaHPOy,, premix, dan lisin.
Persentase komposisi bahan dasar pakan mencit setiap 100 g yaitu protein
(23,1680%), abu (7,6850%), lemak (3,8775%), serat kasar (2,1630%), dan fosfor
(1,7530%) (Balai Penelitian Mutu dan Sertifikasi Obat Hewan Bogor). Minuman
hewan uji adalah air matang yang diberikan melalui botol yang diletakkan di atas

kandang mencit.
3.2.4. Bahan-bahan kimia

Bahan kimia yang digunakan antara lain etanol absolut p.a. [Merck],
asam pikrat, natrium klorida, natrium trisitrat, Eosin-Y, dinatrium hidrogen fosfat
dihidrat, larutan Giemsa, larutan George, formalin 40 %, metanol 96 %, dan

akuades.
3.3. Peralatan
3.3.1. Pemeliharaan mencit

Alat yang digunakan dalam pemeliharaan mencit antara lain kandang
mencit berupa bak plastik berukuran (35x30x12) cm® yang diberi serutan gergaji
sebagai alas; tutup kandang terbuat dari anyaman kawat dengan jarak anyaman

0,5 cm; exhaust fan; timbangan digital, lampu fluoresens, dan botol minuman.
3.3.2. Pembuatan infus simplisia rosella (Hibiscus sabdariffa L.)

Alat yang digunakan dalam pembuatan infus simplisia H. sabdariffa L.
antara lain blender, labu takar 100 ml, gelas kimia 500 ml, labu Erlenmeyer
1000 ml, termometer, corong kaca, gelas ukur, aluminium foil, penangas air,

timbangan digital [Precisa], batang pengaduk, dan kertas saring.
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3.3.3. Pemberian pencekokan dan penyuntikan mencit

Alat yang digunakan dalam pemberian suspensi secara oral yaitu jarum

cekok (gavage needle) dan disposable syringe 1 ml [Terumo].
3.3.4. Pengambilan data kualitas spermatozoa

Alat yang digunakan dalam pengambilan data kualitas spermatozoa antara
lain papan bedah, hemasitometer Improved Neubauer, dissecting set, kaca objek,
kaca penutup, cawan petri, pipet mikro, gelas kimia, mikroskop medan terang,

counter, kamera digital [Kodak], tisu, dan alat tulis menulis.
3.4. CaraKerja
3.4.1. Rancangan penelitian

Penelitian yang dilakukan bersifat eksperimental, menggunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL). Rancangan Acak Lengkap digunakan karena
unit eksperimental bersifat homogen. Perlakuan dilakukan secara acak dengan
5 perlakuan dan 5 kali ulangan. Jumlah perlakuan dan ulangan dibuat
berdasarkan rumus Frederer, yaitu (t-1) (n-1) > 15, dengan t adalah jumlah
perlakuan dan n adalah jumlah ulangan (Hanafiah 1997: 6). Setiap kelompok
eksperimen ditempatkan pada kandang berukuran (35x30x12) cm®. Perlakuan
terhadap 25 ekor mencit dibagi atas lima perlakuan yaitu:

a. Kelompok kontrol normal (KK1) hanya diberi perlakuan akuades selama
14 hari berturut-turut

b. Kelompok kontrol perlakuan (KK2) diberi akuades secara oral selama tujuh
hari pertama dan tujuh hari kedua diberi akuades secara oral serta
penyuntikan etanol (dosis 2,8 g/kg bb)

c. Kelompok perlakuan pertama (KP1) diberi infus simplisia H. sabdariffa L.
1,5% secara oral selama tujuh hari pertama dan tujuh hari kedua diberi infus

simplisia H. sabdariffa L. 1,5% secara oral serta penyuntikan etanol
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d. Kelompok perlakuan kedua (KP2) diberi infus simplisia H. sabdariffa L. 3%
secara oral selama tujuh hari pertama dan tujuh hari kedua diberi infus
simplisia H. sabdariffa L. 3% secara oral serta penyuntikan etanol

e. Kelompok perlakuan kedua (KP3) diberi infus simplisia H. sabdariffa L. 6%
secara oral selama tujuh hari pertama dan tujuh hari kedua diberi infus

simplisia H. sabdariffa L. 6% secara oral serta penyuntikan etanol

3.4.2. Pemeliharaan mencit (Mus musculus L.)

Mencit jantan sebanyak 25 ekor diadaptasikan terlebih dahulu dalam ruang
kandang Laboratorium Biologi Reproduksi dan Perkembangan Departemen
Biologi FMIPA Ul selama lebih kurang satu minggu. Mencit diberi makan dan
minum setiap hari secara ad libitum (tidak terbatas) dan berat mencit ditimbang
setiap hari.

Kandang mencit dibersihkan 1--3 kali seminggu. Serutan gergaji dibuang
setelah mencit dipindahkan kemudian kandang direndam dalam desinfektan.
Kandang dicuci dengan sabun lalu dibilas dengan air hingga bersih. Alas kandang
diganti dengan yang baru kemudian diletakkan pada rak-rak yang terdapat di
dalam ruangan kandang Laboratorium Biologi Reproduksi dan Perkembangan
Departemen Biologi FMIPA Ul. Penerangan ruangan menggunakan cahaya
lampu selama 12 jam setiap hari. Pertukaran udara di dalam ruangan dibantu

dengan exhaust fan.

3.4.3. Pembuatan larutan

a. Larutan NaCl 0,9%

Natrium klorida (NaCl) padat seberat 0,9 g dimasukkan ke dalam labu
takar 100 ml kemudian ditambahkan akuades sampai volume larutan
mencapai 100 ml.

b. Larutan George
Natrium sitrat seberat 3 g dimasukkan ke dalam labu takar dan

ditambahkan akuades sampai volume larutan mencapai 100 ml. Larutan
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kemudian dicampur dengan 1 ml formalin 40% dan 0,6 g Eosin-Y, lalu
disaring.
c. Larutan Eosin-Y 1%
Eosin-Y seberat 1 g dimasukkan ke dalam labu takar 100 ml kemudian
ditambahkan akuades sampai volume larutan mencapai 100 ml.
d. Larutan 0,15 M dapar fosfat pH 6,8
Dinatrium hidrogen fosfat dihidrat (Na,HPO,4.2H,0) sebanyak 26,7 g
dimasukkan ke dalam labu takar dan ditambahkan akuades sampai volume
larutan mencapai 1000 ml (larutan I). Hal tersebut juga dilakukan terhadap
20,4 g kalium dihidrogen fosfat (KH,PQO,) (larutan Il). Larutan | dan Il
kemudian dicampur sampai pH mencapai 6,8.
e. Larutan Giemsa
Satu bagian larutan Giemsa dicampur dengan sepuluh bagian larutan

0,15 M dapar fosfat pH 6,8 kemudian disaring.

3.4.4. Pembuatan simplisia rosella (Hibiscus sabdariffa L.)

Simplisia adalah bahan alami yang telah dikeringkan dan dipergunakan
sebagai obat (Depkes R1 2000: 3). Kelopak bunga H. sabdariffa L. yang masih
segar dibersihkan dari kotoran-kotoran kemudian dicuci dengan air mengalir.
Pengeringan kelopak bunga dilakukan berdasarkan Maryani & Kristiana (2008:
22) yaitu dijemur tidak dibawah sinar matahari langsung. Hal tersebut bertujuan
agar kualitas H. sabdariffa L. tetap terjaga. Kelopak bunga tersebut dilakukan
proses pembalikan agar pengeringannya merata. Proses pengeringan dilakukan
selama tujuh hari, dari pukul 07.00 s.d. 12.00. Kelopak kering bunga
H. sabdariffa L. dihaluskan dengan blender dan disaring dengan ayakan sehingga

diperoleh simplisia dalam bentuk serbuk.

3.4.5. Pembuatan infus simplisia rosella (Hibiscus sabdariffa L.)

Infus adalah sediaan cair yang mengandung partikel terdispensi dalam

pembawa cair dan diujikan untuk penggunaan oral (Depkes R1 1995: 18). Infus
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H. sabdariffa L. dosis 1,5% dibuat dengan cara memasukkan 1,5 g simplisia

H. sabdariffa L. ke dalam labu ukur 100 ml kemudian ditambahkan akuades ke
dalam labu ukur sampai tanda batas. Larutan dipanaskan pada suhu 90 °C selama
15 menit. Setelah itu penyaringan dilakukan dengan menggunakan kain flannel
dan kemudian ampas H. sabdariffa L. dibuang. Infus simplisia H. sabdariffa L.
dosis 1,5% dapat disimpan pada suhu 4 °C.

Infus H. sabdariffa L. dosis 3% dibuat dengan cara memasukkan 3 g
simplisia H. sabdariffa L. ke dalam labu ukur 100 ml kemudian ditambahkan
akuades ke dalam labu ukur sampai tanda batas. Larutan dipanaskan pada suhu
90 °C selama 15 menit. Setelah itu penyaringan dilakukan dengan menggunakan
kain flannel dan kemudian ampas H. sabdariffa L. dibuang. Infus simplisia
H. sabdariffa L. dosis 3 % dapat disimpan pada suhu 4 °C.

Infus H. sabdariffa L. dosis 6% dibuat dengan cara memasukkan 6 g
simplisia H. sabdariffa L. ke dalam labu ukur 100 ml kemudian ditambahkan
akuades ke dalam labu ukur sampai tanda batas. Larutan dipanaskan pada suhu
90 °C selama 15 menit. Setelah itu penyaringan dilakukan dengan menggunakan
kain flannel dan kemudian ampas H. sabdariffa L. dibuang. Infus simplisia

H. sabdariffa L. dosis 6% dapat disimpan pada suhu 4 °C.

3.4.6. Perlakuan terhadap mencit

Sebelum diberi perlakuan mencit jantan diadaptasikan selama lebih kurang
satu minggu. Mencit ditimbang terlebih dahulu kemudian dicekok dengan
menyesuaikan volume suspensi dengan berat badan. Pemberian infus dilakukan
secara oral dengan menggunakan jarum cekok sedangkan pemberian induksan

dilakukan secara suntik intraperitoneal dengan menggunakan jarum suntik.
3.4.7. Pengambilan data
Mencit dikorbankan pada hari ke-15 dengan cara dislokasi vertebrae-

servicalis. Bagian bawah kanan dan kiri ujung distal kauda epididimis sampai

akhir duktus deferens diisolasi dan diletakkan dalam kaca arloji yang berisi
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0,25 ml larutan NaCl 0,9%. Spermatozoa dikeluarkan dengan cara menjepit
bagian ujung epididimis kemudian ditekan searah dan menjepit ujung yang lain
dan menekannya searah. Proses tersebut dilakukan beberapa kali kemudian
diaduk homogen.
a. Motilitas spermatozoa
Penghitungan motilitas spermatozoa dilakukan berdasarkan metode
WHO tahun 1988. Sampel yang telah homogen diambil sebanyak 10 pul dan
diteteskan pada kaca objek kemudian ditutup dengan kaca penutup.
Penghitungan dilakukan dibawah mikroskop dengan perbesaran 400 Kkali.
Lapangan pandang diperiksa secara sistematis dan motilitas spermatozoa
yang dijumpai kemudian dicatat. Kategori yang dipakai untuk klasifikasi
motilitas spermatozoa yaitu:
(@) Jika spermatozoa bergerak cepat lurus ke depan
(b) jika spermatozoa bergerak lambat atau tidak lurus
(c) Jika spermatozoa bergerak di tempat
(d) jika spermatozoa tidak bergerak
Motilitas spermatozoa dapat diketahui dengan menghitung jumlah
spermatozoa pada semua kategori dari 100 spermatozoa. Persentase motilitas
spermatozoa dihitung dengan cara membagi total jumlah kategori motilitas
(atb+c) dengan total jumlah spermatozoa semua kategori (atb+c+d)
dikalikan dengan 100% (WHO 1988: 6 & 7).
b. Viabilitas spermatozoa
Larutan spermatozoa diambil sebanyak 10 pl dengan menggunakan
pipet mikro dan diteteskan pada kaca objek. Sampel kemudian ditetesi
dengan larutan Eosin-Y sebanyak 10 pl dan ditutup dengan kaca penutup.
Pengamatan dilakukan dibawah mikroskop medan terang dengan perbesaran
400 kali. Persentase jumlah spermatozoa hidup dapat diketahui dengan
menghitung jumlah spermatozoa hidup dari 100 spermatozoa untuk setiap
ulangan. Spermatozoa hidup tidak harus bergerak tetapi memiliki kepala

berwarna hijau sedangkan yang mati berwarna merah (WHO 1988: 10).
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Konsentrasi spermatozoa
Larutan spermatozoa diambil sebanyak 10 pl dengan menggunakan
pipet mikro. Setelah itu dilakukan pengenceran sebanyak 10 kali dengan
menambahkan larutan George sebanyak 90 pl dalam tabung mikro. Larutan
spermatozoa tersebut dikocok kemudian diteteskan ke dalam kamar hitung
hemasitometer Improved Neubauer yang telah diberi kaca penutup.
Penghitungan dilakukan di bawah mikroskop medan terang dengan
perbesaran 400 kali. Spermatozoa yang berada pada 25 kotak kecil yang
digunakan untuk penghitungan sel darah merah dijumlahkan, kemudian
dibagi dengan faktor koreksi hemasitometer yang ditunjukkan pada
Tabel 3.4.7. Hasil pembagian tersebut merupakan jumlah spermatozoa total
dalam juta/ml per ejakulat (WHO 1988: 11 & 12).

Tabel 3.4.7. Faktor koreksi untuk hemasitometer Improved Neubauer

Pengenceran Jumlah segi empat besar yang dicacah
(semen + pengenceran) 25 10 5
1+9 10 4 4
1+19 5 2 i
1+ 49 2 0,8 0,4

[Sumber: WHO: 1988: 13.]

Abnormalitas spermatozoa

Larutan spermatozoa sebanyak 10 pl diambil dengan menggunakan
pipet mikro dan diteteskan pada kaca objek. Sampel tersebut kemudian
diwarnai dengan larutan Eosin-Y dan dibuat sediaan oles dengan
menggeserkan kaca objek lain diatasnya dengan sudut 45°. Sediaan oles
spermatozoa kemudian dikeringanginkan dan difiksasi dengan metanol 96%
selama lima menit serta diwarnai dengan larutan Giemsa selama 30 menit.

Sediaan kemudian dibilas dengan air yang mengalir dan
dikeringanginkan. Penghitungan dilakukan di bawah mikroskop dengan

perbesaran 400 kali. Jumlah spermatozoa abnormal diketahui dengan

Universitas Indonesia

Pengaruh pemberian..., Vinda Ratna Setyaningsih, FMIPA Ul, 2011



36

menghitung spermatozoa abnormal dari 100 spermatozoa untuk setiap
ulangan (WHO 1988: 13).

3.4.8. Rancangan cara pengolahan dan analisis data

Penelitian yang dilakukan bersifat eksperimental sehingga analisis data
dilakukan dengan menggunakan pendekatan statistik. Data-data yang diperoleh
dimasukkan ke dalam tabel dan diolah dengan menggunakan program komputer
Statistical Package for Social Science (SPSS) 14.0 for Windows dengan
pendekatan uji nilai probabilitas. Hasil uji disimpulkan dengan membandingkan
nilai taraf nyata (o) dengan nilai probabilitas (P) yang diperoleh melalui
komputasi SPSS (Santoso 2003: 301--303).

Data tersebut kemudian diuji dengan uji normalitas Shapiro-Wilk dan uji
homogenitas Levene. Hasil pengujian menunjukkan bahwa data ke-5 perlakuan
tersebut berdistribusi normal dan bervariansi homogen. Analisis data kemudian
dilanjutkan dengan uji parametrik analisis variansi (anava) 1-faktor. Uji anava
digunakan untuk mengetahui apakah terdapat pengaruh pemberian infus simplisia
Hibiscus sabdariffa L. terhadap motilitas, viabilitas, konsentrasi, dan abnormalitas
spermatozoa mencit pada ke-5 perlakuan (Santoso 2003: 291 & 292). Pengujian
kemudian dapat dilanjutkan dengan uji perbandingan berganda Least Significance
Difference (LSD) untuk mengetahui ada atau tidaknya perbedaan antara pasangan
kelompok perlakuan (Conover 1980: 370--372).
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Hasil

4.1.1. Persentase motilitas spermatozoa

Hasil penghitungan terhadap data rerata persentase motilitas spermatozoa
dapat dilihat pada Tabel 4.1.1. Diagram batang rerata persentase motilitas
spermatozoa dapat dilihat pada Gambar 4.1.1. Rerata persentase motilitas
tertinggi sampai terendah berturut-turut, yaitu KK1 (47,80 + 8,56)%; KP2 (43,00
+ 7,45)%; KP3 (38,60 + 7,16)%; KP1 (38,20 + 6,87)%; dan KK2 (33,00 +
5,15)%. Hasil uji normalitas Shapiro-Wilk (o = 0,05) terhadap data persentase
motilitas spermatozoa menunjukkan data berdistribusi normal (P > 0,05). Hasil
uji Levene (a = 0,05) terhadap data persentase motilitas spermatozoa

menunjukkan data bervariansi homogen (P > 0,05).

Tabel 4.1.1. Data rerata persentase motilitas spermatozoa mencit
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan

it Etanol Rosella Rosella Rosella
Ulangan (KK1) 2,8 g/kg bb 1,5% 3% 6%
(KK2) (KP1) (KP2) (KP3)
1 58,00 39,00 41,00 47,00 45,00
2 42,00 31,00 32,00 38,00 33,00
3 54,00 38,00 46,00 53,00 42,00
4 37,00 28,00 30,00 34,00 29,00
5 48,00 29,00 42,00 43,00 44,00
>X 239,00 165,00 191,00 215,00 193,00
X 47,80 33,00 38,20 43,00 38,60
SD 8,56 5,15 6,87 7,45 7,16
Keterangan:
>x =Jumlah nilai persentase spermatozoa motil
X = Nilai rerata persentase spermatozoa motil
SD = Standar Deviasi
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Keterangan:

* = Huruf yang sama menunjukkan bahwa persentase motilitas spermatozoa tidak
berbeda nyata (P < 0,05), sedangkan huruf yang berbeda menunjukkan bahwa
persentase motilitas spermatozoa berbeda nyata (P > 0,05)

Bar menunjukkan standar deviasi

Gambar 4.1.1. Diagram batang rerata persentase motilitas spermatozoa
mencit kelompok kontrol dan kelompok perlakuan

Hasil uji anava 1-faktor (o = 0,05) menunjukkan terdapat pengaruh
terhadap motilitas spermatozoa pada kelima kelompok perlakuan (P < 0,05).
Pengujian dilanjutkan dengan uji perbandingan berganda (LSD; a = 0,05) untuk
mengetahui ada atau tidaknya perbedaan motilitas antara pasangan perlakuan.
Hasil uji LSD tersebut menunjukkan terdapat perbedaan nyata antara KK1 dengan
KK2 dan KP1; KK2 dengan KP1, KP2, dan KP3; KP1 dengan KP2 dan KP3,
serta tidak ada perbedaan nyata antara KK1 dengan KP2 dan KP3.
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4.1.2. Persentase viabilitas spermatozoa

Hasil penghitungan terhadap data rerata persentase viabilitas spermatozoa
dapat dilihat pada Tabel 4.1.2. Diagram batang rerata persentase viabilitas
spermatozoa dapat dilihat pada Gambar 4.1.2. Rerata persentase viabilitas
tertinggi sampai terendah berturut-turut, yaitu KP1 (81,80 + 6,22)%; KP3 (80,80 =
6,68)%; KP2 (77,20 + 13,70)%; KK1 (74,20 £ 9,28)%; dan KK2 (67,80 +
10,57)%. Hasil uji normalitas Shapiro-Wilk (a = 0,05) terhadap data persentase
viabilitas spermatozoa menunjukkan data berdistribusi normal (P > 0,05). Hasil
uji Levene (a = 0,05) terhadap data persentase viabilitas spermatozoa
menunjukkan data bervariansi homogen (P > 0,05). Hasil uji anava 1-faktor
(o= 0,05) menunjukkan tidak terdapat pengaruh terhadap viabilitas spermatozoa

pada kelima kelompok perlakuan (P > 0,05).

Tabel 4.1.2. Data rerata persentase viabilitas spermatozoa mencit
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan

Kontrol Etanol Rosella Rosella Rosella
Ulangan (KK1) 2,8 g/kg bb 1,5% 3% 6%
(KK2) (KP1) (KP2) (KP3)
1 66,00 67,00 78,00 56,00 76,00
2 83,00 85,00 81,00 72,00 75,00
3 84,00 56,00 89,00 91,00 78,00
4 64,00 65,00 74,00 85,00 84,00
5 74,00 66,00 87,00 82,00 91,00
>x 371,00 339,00 409,00 386,00 404,00
X 74,20 67,80 81,80 77,20 80,80
SD 9,28 vy 6,22 13,70 6,68
Keterangan:
>x = Jumlah nilai persentase spermatozoa hidup
X = Nilai rerata persentase spermatozoa hidup

SD = Standar Deviasi
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Kontrol Etanol2.8 g/kgbb Rosella 1,5 % Rosella 3 % Rosella 6 %
Kelompok perlakuan
Keterangan:
* = Huruf yang sama menunjukkan bahwa persentase viabilitas spermatozoa tidak berbeda
nyata (P < 0,05) antar kelompok perlakuan
Bar menunjukkan standar deviasi

Gambar 4.1.2. Diagram batang rerata persentase viabilitas spermatozoa
mencit kelompok kontrol dan kelompok perlakuan
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4.1.3. Konsentrasi spermatozoa

Hasil penghitungan terhadap data rerata konsentrasi spermatozoa dapat
dilihat pada Tabel 4.1.3. Diagram batang rerata konsentrasi spermatozoa dapat
dilihat pada Gambar 4.1.3. Rerata nilai konsentrasi tertinggi sampai terendah
berturut-turut, yaitu KK1 (23,38 = 7,05)%; KP2 (22,68 + 6,70)%; KP1 (21,34 +
6,54)%; KP3 (19,84 + 4,98)%; dan KK2 (19,62 £ 5,76)%. Hasil uji normalitas
Shapiro-Wilk (a = 0,05) terhadap data konsentrasi spermatozoa menunjukkan data
berdistribusi normal (P > 0,05). Hasil uji Levene (o = 0,05) terhadap data
konsentrasi spermatozoa menunjukkan data bervariansi homogen (P > 0,05).

Hasil uji anava 1-faktor (a = 0,05) menunjukkan tidak terdapat pengaruh terhadap

konsentrasi spermatozoa pada kelima kelompok perlakuan (P > 0,05).

Tabel 4.1.3. Data rerata konsentrasi (juta per ml ejakulat) spermatozoa
mencit kelompok kontrol dan kelompok perlakuan

Kontrol Etanol Rosella Rosella Rosella
Ulangan (KK1) 2,8 g/kg bb 1,5% 3% 6%
(KK2) (KP1) (KP2) (KP3)
1 17,10 14,90 13,20 17,80 20,00
2 28,80 25,30 27,00 29,30 23,00
3 30,00 23,10 25,30 26,80 22,90
4 26,40 22,70 25,90 26,00 22,10
5 14,60 12,10 15,30 13,50 11,20
>X 116,90 98,10 106,70 113,40 99,20
X 23,38 19,62 21,34 22,68 19,84
SD 7,05 5,76 6,54 6,70 4,98
Keterangan:
>'x = Jumlah nilai konsentrasi spermatozoa
X = Nilai rerata konsentrasi spermatozoa

SD = Standar Deviasi
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Kontrol Etanol 2,8 g/kg bb Rosella 1,5 % Rosella 3 % Rosella 6 %
Kelompok perlakuan
Keterangan:
* = Huruf yang sama menunjukkan bahwa konsentrasi spermatozoa tidak berbeda nyata
(P < 0,05) antar kelompok perlakuan
Bar menunjukkan standar deviasi

Gambar 4.1.3. Diagram batang rerata konsentrasi (juta per ml ejakulat)
spermatozoa mencit kelompok kontrol dan kelompok
perlakuan
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4.1.4. Persentase abnormalitas spermatozoa

Hasil penghitungan terhadap data rerata persentase abnormalitas
spermatozoa dapat dilihat pada Tabel 4.1.4. Diagram batang rerata persentase
abnormalitas spermatozoa dapat dilihat pada Gambar 4.1.4. Rerata persentase
abnormalitas tertinggi sampai terendah berturut-turut, yaitu KP3 (37,60 + 8,93)%;
KK2 (30,60 * 5,68)%; KP1 (30,40 £ 4,72)%; KP2 (26,80 + 5,89)%; dan KK1
(22,00 + 4,30)%. Hasil uji normalitas Shapiro-Wilk (a = 0,05) terhadap data
persentase abnormalitas spermatozoa menunjukkan data berdistribusi normal
(P >0,05). Hasil uji Levene (o = 0,05) terhadap data persentase abnormalitas

spermatozoa menunjukkan data bervariansi homogen (P > 0,05).

Tabel 4.1.4. Data rerata persentase abnormalitas spermatozoa mencit
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan

K Qb Etanol Rosella Rosella Rosella

Ulangan (KK1) 2,8 g/kg bb 1,5% 3% 6%

(KK2) (KP1) (KP2) (KP3)

1 27,00 33,00 32,00 30,00 33,00

2 16,00 26,00 24,00 20,00 39,00

3 25,00 39,00 37,00 35,00 43,00

4 22,00 25,00 30,00 23,00 48,00

5 20,00 30,00 29,00 26,00 25,00

>X 110,00 153,00 152,00 134,00 188,00

X 22,00 30,60 30,40 26,80 37,60
SD 4,30 5,68 4,72 5,89 8,93

Keterangan:
>'x = Jumlah nilai persentase spermatozoa abnormal
X = Nilai rerata persentase spermatozoa abnormal

SD = Standar Deviasi
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Kontrol Etanol2,8 g/kg bb Rosella 1,5 % Rosella 3 %% Rosella 6 %
Kelompok perlakuan

Keterangan:

* = Huruf yang sama menunjukkan bahwa persentase abnormalitas spermatozoa tidak
berbeda nyata (P < 0,05), sedangkan huruf yang berbeda menunjukkan bahwa
persentase abnormalitas spermatozoa berbeda nyata (P > 0,05)

Bar menunjukkan standar deviasi

Gambar 4.1.4. Diagram batang rerata persentase abnormalitas spermatozoa
mencit kelompok kontrol dan kelompok perlakuan

Hasil uji anava 1-faktor (o= 0,05) menunjukkan terdapat pengaruh terhadap
abnormalitas spermatozoa pada kelima kelompok perlakuan (P < 0,05). Pengujian
dilanjutkan dengan uji perbandingan berganda (LSD; a = 0,05) untuk mengetahui
ada atau tidaknya perbedaan abnormalitas antara pasangan perlakuan. Hasil uji
LSD tersebut menunjukkan terdapat perbedaan nyata antara KK1 dengan KK2,
KP1, dan KP3; KK2 dengan KP1, KP2,dan KP3; KP1 dengan KP2 dan KP3; KP2
dengan KP3, serta tidak ada perbedaan nyata antara KK1 dengan KP2.
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4.2. Pembahasan

Hasil penelitian yang dilakukan untuk mengetahui pengaruh infus
simplisia Hibiscus sabdariffa L. terhadap kualitas spermatozoa mencit
(Mus musculus L.) menunjukkan perbedaan nyata antara mencit yang hanya
diberikan akuades dengan mencit yang diinduksi etanol (dosis 2,8 g/kg bb).
Perbedaan yang terlihat mengindikasikan adanya penurunan kualitas spermatozoa
berupa penurunan motilitas spermatozoa dari mencit yang hanya diberikan
akuades yaitu (47,80 = 8,56)% ke mencit yang diinduksi etanol yaitu (33,00 =
5,15)%. Selain itu, penurunan kualitas spermatozoa juga ditandai dengan adanya
peningkatan abnormalitas spermatozoa dari mencit yang hanya diberikan akuades
yaitu (22,00 + 4,30)% ke mencit yang diinduksi etanol yaitu (30,60 + 5,68)%.

Etanol merupakan senyawa kimia yang sering digunakan untuk kebutuhan
manusia, misalnya sebagai pelarut dan antiseptik (Sutarni 2005: 51).
Metabolisme etanol dalam tubuh menghasilkan asetaldehida dan asam asetat
(Wu & Cederbaum 2003: 279). Menurut Ellingboe & Varanelli pada tahun 1979
(lihat Emanuele & Emanuele 1998: 198), proses oksidasi etanol menjadi
asetaldehida membutuhkan kofaktor yaitu nicotinamide adenine dinucleotide
(NAD™) yang juga dibutuhkan dalam produksi testosteron. Hal tersebut
menunjukkan bahwa etanol dapat menghambat dan menurunkan produksi
testosteron (Eriksson dkk. 1983: 31; Maneesh dkk. 2006: 293)." Turunnya
produksi testosteron dapat berakibat pada perubahan komposisi cairan epididimis
sehingga menyebabkan penurunan kualitas spermatozoa (Bilinska 1986, lihat Adil
1997: 12).

Etanol terdiri atas satu gugus hidroksil (-OH), satu gugus metilen (-CH-),
dan satu gugus metil (-CH3) (Fessenden & Fessenden 1995: 261 & 264). Gugus
hidroksil pada etanol dapat bersifat toksik setelah etanol mengalami metabolisme
dalam tubuh dan berubah menjadi radikal bebas (Sutarni 2005: 50). Radikal
bebas yang dihasilkan antara lain senyawa radikal hidroksil (-OH), radikal
hidroksietil (CH3C-HOH), dan radikal metil karbonil (CH3C-=0) (Albano 2000:
240).

Senyawa radikal bebas seperti halnya senyawa radikal hidroksil, radikal

hidroksietil, dan radikal metil karbonil, dapat meningkatkan peroksidasi lipid.
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Peroksidasi lipid diawali dengan serangan radikal bebas pada asam lemak
sehingga dapat menarik atom hidrogen dari gugus metilen (-CH,) pada rantai
samping. Semakin banyak jumlah ikatan rangkap pada asam lemak, semakin
mudah pula asam lemak tersebut melepaskan atom hidrogennya. Hal tersebut
yang menyebabkan asam lemak tak jenuh majemuk atau polyunsaturated fatty
acid (PUFA) rentan terhadap peroksidasi lipid (Halliwell & Chirico 1993: 717S;
Gutteridge 1995: 1821).

Hilangnya satu elektron pada atom hidrogen yang terikat pada gugus
metilen dalam asam lemak akan mengubah gugus metilen menjadi carbon-centred
radical (-C-H-) dan membuat asam lemak bersifat radikal (R-). Carbon-centred
radical selanjutnya akan mengalami serangkaian reaksi. Pada sel-sel aerobik,
carbon-centred radical mengalami penyusunan kembali molekul dan bereaksi
dengan oksigen (O2) sehingga menghasilkan radikal peroksil (ROO-) (Halliwell &
Chirico 1993: 717S). Radikal peroksil kemudian bereaksi dengan senyawa asam
lemak lain sehingga menyebabkan terbentuknya senyawa hidroperoksida (ROOH)
dan asam lemak radikal. Reaksi tersebut terjadi secara berulang sehingga disebut
reaksi berantai (Chow 1979: 1067; Kehrer 2000: 46). Reaksi peroksidasi lipid
ditunjukkan pada Gambar 4.2.1.

Asam lemak tak jenuh majemuk atau PUFA merupakan komponen utama
penyusun membran sel termasuk membran sel pada sistem reproduksi jantan.
Menurut Chanmugam dkk. (1991: 1173), testis memiliki kandungan tinggi
docosapentanoic acid atau (22:5) pada senyawa PUFA-nya. Senyawa PUFA
octadecenoid acid atau oleic acid (18:1) juga merupakan komponen utama
epididimis (Saether dkk. 2007: 473). Selain itu, spermatozoa juga memiliki
kandungan docosahexaenoic acid (DHA) atau (22:6) yang tinggi pada membran
selnya (White dkk. 1976: 149; Lenzi dkk. 2000: 230). Menurut Halliwell &
Chirico (1993: 717S), semakin tinggi kadar PUFA maka semakin rentan sel
tersebut untuk mengalami peroksidasi lipid. Oleh karena itu, testis, epididimis,
dan spermatozoa merupakan organ dan sel yang rentan terkena kerusakan
oksidatif sehingga dapat mengganggu fungsi fisiologis organ dan sel tersebut
(Kehrer 2000: 46).
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Keterangan:

RH = Asam lemak yang memperlihatkan
mempunyai ikatan dengan hidrogen

R = Asam lemak radikal yang mengandung
gugus carbon-centred radical

0, = Oksigen

ROO- = Radikal peroksil

ROOH = Hidroperoksida

Gambar 4.2.1. Reaksi peroksidasi lipid
[Sumber: Chow 1979: 1067; Halliwell 1989: 747 & 748.]

Pada organ testis, menurut Gavaler dkk. pada tahun 1983, hasil
metabolisme etanol dapat mengakibatkan kerusakan pada sel Leydig berupa
penurunan volume sel (lihat Weinberg & Vogl 1988: 267) sehingga
mengakibatkan penurunan produksi testosteron, yaitu hormon yang diperlukan
dalam proses pematangan spermatozoa dalam epididimis (Moeloek 1994: 15;
Guyton & Hall 1997: 1268). Sel Sertoli juga dapat mengalami pembesaran
vakuola atau vakuolasi karena pembengkakan cisternae dalam retikulum
endoplasma halus (Creasy 2001: 65). Selain pada kedua sel tersebut, etanol juga
dapat menyebabkan mengecilnya diameter tubulus seminiferus (Weinberg & Vogl
1988: 268) dan membesarnya lumen tubulus tersebut (Creasy 2001: 65).
Gangguan pada sel Leydig, sel Sertoli, dan tubulus seminiferus tersebut dapat
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menyebabkan penurunan jumlah sel-sel germinal dan atrofi testis atau penurunan
berat testis (Weinberg & Vogl 1988: 268).

Testis merupakan tempat dihasilkannya spermatozoa sehingga gangguan
pada testis oleh radikal bebas, dapat mengganggu proses pembentukan
spermatozoa atau spermatogenesis. Hal tersebut dibuktikan oleh penelitian
Maneesh dkk. (2005: 63 & 64) yang menggunakan etanol (dosis 1,6 g/kg bb)
sebagai penginduksi radikal bebas terhadap sel germinal. Induksi etanol tersebut
dapat mengakibatkan peningkatan peroksidasi lipid yang ditandai dengan
meningkatnya kadar thiobarbituric acid (TBA), yaitu produk akhir dari
peroksidasi lipid. Selain itu, induksi etanol juga dapat menurunkan berat testis
dan enzim-enzim antioksidan dalam testis, seperti SOD dan katalase, dikarenakan
etanol dapat melewati sawar darah-testis.

Sel spermatozoa merupakan sel yang memiliki banyak mitokondria
(Pedersen & Fawcett 1976: 70) dikarenakan spermatozoa harus harus aktif
bergerak sehingga membutuhkan banyak energi (Choudhary dkk. 2010: 54 & 55).
Mitokondria merupakan organel sel yang menjadi sumber dihasilkannya senyawa
oksigen reaktif atau ROS. Hal tersebut dikarenakan fungsi mitokondria sebagai
organ respirasi sel yang memungkinkan terjadinya kebocoran elektron sehingga
terdapat senyawa radikal. ‘Selain senyawa radikal yang dihasilkan dari reaksi
metabolik normal dalam organ respirasi tersebut, induksi radikal bebas misalnya
etanol, mampu meningkatkan kadar ROS dalam mitokondria (Sikka dkk. 1995:
466).

Menurut Griveau dkk. (1995: 19) dan Sikka dkk. (1995: 465),
meningkatnya kadar ROS dapat menyebabkan penurunan motilitas spermatozoa.
Hal tersebut disebabkan ROS, senyawa yang dapat berdifusi melalui membran sel
(Winarsi 2007: 103 & 104), dapat mengakibatkan penurunan potensial membran
mitokondria atau mitochondria membrane potential (MMP) sehingga
mengganggu kerja mitokondria (Wang dkk. 2003, lihat Sanocka & Kurpisz 2004:
5). Selain penurunan MMP, ROS juga dapat menyebabkan penurunan kadar
antioksidan dalam spermatozoa sehingga dapat dengan mudah terjadi peroksidasi
lipid (Kothari dkk. 2010: 426). Hasil penelitian Wattanathorn dkk. (2000: 14)
membuktikan bahwa induksi etanol (dosis 2 g/kg bb) dapat meningkatkan kadar
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ROS sehingga menurunkan motilitas spermatozoa. Hal tersebut mendukung hasil
penelitian bahwa etanol sebagai penginduksi radikal bebas dapat mengakibatkan
penurunan motilitas spermatozoa.

Selain pada motilitas spermatozoa, hasil penelitian juga menunjukkan
bahwa induksi etanol dapat meningkatkan abnormalitas spermatozoa. Hal
tersebut didukung oleh penelitian Ganaraja dkk. (2003: 3) bahwa pemberian etanol
(dosis 2 g/kg bb) pada tikus jantan selama tujuh hari berturut-turut dapat
meningkatkan jumlah abnormalitas spermatozoa. Hasil penelitian Ganaraja dkk.
mendukung hasil penelitian bahwa induksi etanol dapat meningkatkan
abnormalitas spermatozoa.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa persentase motilitas spermatozoa
pada mencit yang diinduksi etanol yaitu (33,00 + 5,15)% mulai meningkat pada
mencit yang diberi perlakuan H. sabdariffa L. dosis 1,5 % yaitu (38,20 £ 6,87)%,
kemudian dosis 6% yaitu (38,60 £ 7,16)%, dan mencapai hasil optimum pada
dosis 3% yaitu (43,00 + 7,45)%. Hasil penelitian juga menunjukkan bahwa
persentase abnormalitas spermatozoa pada mencit yang diinduksi etanol yaitu
(30,60 + 5,68)% meningkat pada mencit yang diberi perlakuan H. sabdariffa L.
dosis 6% yaitu (37,60 + 8,93)%. Abnormalitas spermatozoa kemudian menurun
pada dosis 1,5 % yaitu (30,40 + 4,72)% dan kemudian mencapai hasil optimum
3% yaitu (26,80 + 5,89)%.

Peningkatan motilitas dan penurunan abnormalitas spermatozoa dari
mencit yang diinduksi etanol ke mencit yang diberi perlakuan H. sabdariffa L.
dosis 3% diduga berhubungan dengan senyawa yang terkandung dalam infus
simplisia H. sabdariffa L. Senyawa yang diduga mampu bersifat sebagai
antioksidan sehingga mengurangi kerusakan oksidatif akibat radikal bebas adalah
polifenol. Senyawa polifenol merupakan hasil metabolit sekunder tanaman yang
berfungsi untuk mengurangi efek radiasi sinar ultraviolet dan serangan patogen.
Senyawa tersebut dikelompokkan berdasarkan jumlah cincin fenol dan gugus
senyawa yang terikat pada cincin fenol tersebut (Manach dkk. 2010: 727).
Kelopak H. sabdariffa L. mengandung senyawa polifenol antara lain asam fenolik
dan flavonoid. Senyawa asam fenolik yang terkandung dalam kelopak
H. sabdariffa L. adalah protocatechoic acid (PCA) (Ali dkk. 2005: 370).
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Senyawa PCA dapat bersifat sebagai antioksidan. Penelitian Hirunpanich
dkk. (2005: 484) membuktikan bahwa PCA dalam kelopak H. sabdariffa L.
merupakan senyawa yang menurunkan kadar diena terkonjugasi (conjugated
dienes) dan TBA sebagai hasil dari adanya peroksidasi lipid akibat induksi
CuSO,4. Mekanisme senyawa PCA yang diduga terjadi dalam penelitian tersebut
antara lain inaktivasi ion Cu®*, yaitu ion yang dapat menginisiasi oksidasi dan
kemampuan senyawa PCA menjadi donor atom hidrogen. Penelitian Dahiru dkk.
(2003: 31) juga membuktikan bahwa PCA dalam kelopak H. sabdariffa L. dapat
menurunkan kadar TBA sebagai hasil dari proses peroksidasi lipid pada tikus
yang diinduksi CCl,. Kedua hasil penelitian tersebut mendukung hasil penelitian
yang dilakukan bahwa kandungan PCA dalam kelopak H. sabdariffa L. bersifat
antioksidan terhadap radikal bebas sehingga dapat memperbaiki kualitas
spermatozoa.

Senyawa polifenol lain yang dapat berfungsi sebagai antioksidan adalah
flavonoid. Senyawa flavonoid merupakan senyawa yang tersebar luas dalam
berbagai bahan makanan, misalnya buah dan sayuran (Nijveldt 2001: 418).
Senyawa tersebut terdiri dari cincin fenol, glikosida, dan gugus yang terikat pada
cincin fenol tersebut, seperti gugus hidrogen (-H) dan gugus hidroksil (-OH)
(Heim dkk. 2001: 573).

Flavonoid memiliki aktivitas penangkapan (scavenging) terhadap radikal
bebas karena memiliki gugus hidroksil pada cincin B (Heim dkk. 2001: 576;
Oteiza dkk. 2005: 20 & 21). Selain itu, keberadaan gugus tersebut juga membuat
flavonoid bersifat polar sehingga dapat berikatan hidrogen dengan kepala lipid
pada membran sel. Kemampuan flavonoid dapat berikatan dengan komponen
utama membran sel tersebut dapat melindungi sel dari serangan radikal bebas
yang dapat mengakibatkan kerusakan sel (Oteiza dkk. 2005: 20--25). Hal tersebut
ditunjukkan oleh senyawa flavon, salah satu senyawa flavonoid yang terdapat
dalam H. sabdariffa L., yang memiliki gugus hidroksil pada cincin B sehingga
menyebabkan senyawa tersebut bersifat antioksidan (Oteiza dkk. 2005: 20;
Gambar 4.2.2).
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Gambar 4.2.2. Struktur kimia flavon
[Sumber: Heim dkk. 2001: 574.]

Flavonoid juga dapat menstabilkan ROS dengan cara bereaksi dengan
senyawa yang bersifat radikal dalam ROS tersebut. Hal tersebut menyebabkan
ROS menjadi tidak stabil dan tidak aktif (Heim dkk. 2001: 576). Reaksi kimia
yang terjadi antara flavonoid dengan ROS ditunjukkan pada Gambar 4.2.3.

Flavonoid (OH) + R- = Flavonoid (O-) + R(H)

Keterangan:

Flavonoid (OH) = Flavonoid yang memperlihatkan
mempunyai gugus hidroksil

R- = Asam lemak radikal

Flavonoid (O-) = Flavonoid radikal

RH = Asam lemak yang memperlihatkan
mempunyai ikatan dengan hidrogen

Gambar 4.2.3. Reaksi flavonoid dengan ROS
[Sumber: Heim dkk. 2001 : 576.]

Mekanisme lain senyawa flavonoid yang diduga dapat menurunkan
pengaruh radikal bebas adalah mengikat (chelating) ion Fe** (Nijveldt dkk. 2001 :
420). Senyawa flavonoid quercetine (Gambar 4.2.4) dikenal sebagai pengikat dan
stabilitator ion Fe®** (Heim dkk. 2001: 577). lon Fe** dibutuhkan sebagai katalis
dalam reaksi Haber-Weiss, yaitu reaksi pembentukan radikal hidroksil (-OH)
(Kehrer 2000: 44). Senyawa radikal tersebut merupakan senyawa paling reaktif
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dan berbahaya karena dapat bereaksi dengan etanol menjadi radikal hidroksietil.
Senyawa radikal hidroksil (-OH) juga dapat bereaksi dengan asetaldehida yaitu
hasil dari oksidasi etanol menjadi radikal metil karbonil (Albano 2000: 240).
Kemampuan mengikat ion Fe** tersebut membuktikan bahwa flavonoid bersifat

antioksidan.

Gambar 4.2.4. Struktur kimia quercetine
[Sumber: Manach dkk. 2010: 728.]

Senyawa flavonoid lain yang terdapat dalam kelopak H. sabdariffa L.
antara lain antosianin (Ali dkk. 2005: 370; Hirunpanich dkk. 2005: 481;
Mahadevan dkk. 2009: 78). Senyawa antosianin merupakan senyawa yang
memberikan zat warna (pigmen) pada kulit buah dan sayuran. Seperti halnya
senyawa quercetine, senyawa antosianin juga memiliki gugus hidroksil pada
cincin B (Gambar 4.2.5.a) sehingga menyebabkan antosianin bersifat antioksidan.
Semakin banyak gugus hidroksil pada senyawa antosianin maka semakin tinggi
tingkat aktivitas antioksidan senyawa tersebut dikarenakan kemampuan
scavenging radikal suatu senyawa antioksidan bergantung pada kemampuan untuk
membentuk senyawa antioksidan-radikal yang bersifat stabil (Wang dkk. 1997:
306).

Aktivitas antioksidan senyawa antosianin dalam H. sabdariffa L., terutama
cyanidin dan delphinidin (Gambar 4.2.5.b & c), telah dibuktikan oleh Tsai dkk.
(2002: 352 & 353) dan menunjukkan bahwa semakin banyak ekstrak
H. sabdariffa L. yang digunakan, maka semakin tinggi tingkat antioksidan

terhadap senyawa radikal oksigen. Menurut hasil penelitian Amin & Hamza
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(2006: 611), sifat antioksidan senyawa antosianin dalam H. sabdariffa L. dapat
berperan dalam melindungi organ reproduksi akibat kerusakan oksidatif yang
ditimbulkan oleh radikal bebas. Penelitian tersebut menunjukkan bahwa senyawa
antosianin mampu menurunkan kadar MDA akibat peroksidasi lipid dalam testis.
Hasil penelitian Amin & Hamza tersebut juga mendukung hasil penelitian bahwa
senyawa antosianin dalam H. sabdariffa L. dapat meningkatkan motilitas dan
menurunkan abnormalitas spermatozoa tikus jantan.

Selain memiliki aktivitas scavenging yang tinggi terhadap radikal bebas,
senyawa polifenol seperti halnya PCA dan flavonoid, juga dapat meningkatkan
kerja enzim antioksidan dalam tubuh seperti glutathione (GSH). Enzim GSH
berperan sebagai peredam (quenching) radikal bebas karena dapat mengubah
molekul H,O, dan lipid peroksida menjadi H,O. Enzim GSH yang berada di
sitoplasma akan bekerja pada membran fosfolipid yang teroksidasi radikal bebas
(Winarsi 2007: 100--104). Beberapa pernyataan dari hasil penelitian-penelitian
tersebut mendukung hasil penelitian bahwa senyawa polifenol dalam

H. sabdariffa L. dapat bersifat sebagai antioksidan.

Universitas Indonesia
Pengaruh pemberian..., Vinda Ratna Setyaningsih, FMIPA Ul, 2011



54

(b)

OH

Keterangan:
a. Antosianin
b. Cyanidin
c. Delphinidin

Gambar 4.2.5. Struktur kimia antosianin, cyanidin, dan delphinidin
[Sumber: Manach dkk. 2010: 728.]

Senyawa lain yang diduga berperan dalam perbaikan kualitas spermatozoa
adalah asam askorbat. Asam askorbat atau vitamin C merupakan antioksidan larut
dalam air yang mampu mereduksi radikal bebas dalam membran sel sehingga
meminimalisasi kerusakan sel yang terjadi dalam kondisi stres oksidatif atau
oxidative stress (OS) (Winarsi 2007: 137--139). Hal tersebut dikarenakan vitamin
C dapat bersifat sebagai donor atom hidrogen dan bekerja secara sinergis dengan
vitamin E dalam memperbaiki kerusakan membran sel (Buettner 1993: 540;
Gambar 4.2.6). Penelitian Ganaraja dkk. (2008: 4) menunjukkan bahwa
pemberian vitamin C dapat menurunkan abnormalitas spermatozoa tikus jantan.
Hewan uji tersebut diinduksi etanol agar terbentuk radikal bebas sehingga
aktivitas antioksidan vitamin C dapat diuji. Vitamin C juga diduga merupakan
salah satu senyawa yang aktif dalam ekstrak etanol kelopak bunga
H. sabdariffa L. dalam mengurangi kadar peroksidasi lipid dalam hati akibat
induksi CCl, (Dahiru dkk. 2003: 31). Hasil penelitian Ganaraja dkk. dan Dahiru

Universitas Indonesia
Pengaruh pemberian..., Vinda Ratna Setyaningsih, FMIPA Ul, 2011



55

dkk. mendukung hasil penelitian yang dilakukan bahwa H. sabdariffa L. yang

mengandung vitamin C dapat menurunkan abnormalitas spermatozoa.

Radikal
peroksil

- ]
¢

@

),

) g

Vit&/ Vit. C radikal
W 2
=" Y 1oL r}“g
.’-V\ ':\: \J‘ ‘\ : \/ ""~] ] \
L \ o o J

Vit. E radikal
Keterangan:
X = Senyawa radikal bebas
R-X = Asam lemak yang terikat radikal bebas
0, = Oksigen

Gambar 4.2.6. Mekanisme perbaikan vitamin C
pada membran lipid yang teroksidasi
[Sumber: Buettnerr 1993: 540, diterjemahkan sesuai aslinya.]

Penelitian Nugraheni dkk. (2003: 15--18) menggunakan vitamin C untuk

perbaikan spermatogenesis dan kualitas spermatozoa mencit setelah pemberian

ekstrak tembakau. Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa vitamin C dapat

meningkatkan motilitas spermatozoa karena vitamin C dapat berfungsi sebagai

antioksidan dengan cara melindungi membran sitoplasma di kepala spermatozoa

sehingga mempertahankan motilitas spermatozoa. Selain meningkatkan motilitas,
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vitamin C juga dapat mengurangi abnormalitas spermatozoa, seperti leher dan
ekor yang menggulung.

Senyawa lain dalam H. sabdariffa L. yang diduga juga turut membantu
perbaikan kualitas spermatozoa adalah f—karoten. Seperti halnya polifenol,
senyawa p—karoten juga mampu meredam (quenching) ROS dan mengurangi
peroksidasi lipid pada spermatozoa (Sikka dkk. 1995: 467). Hal tersebut
dikarenakan B—karoten mampu memotong reaksi berantai yang terjadi pada
peroksidasi lipid (Chow 1979: 1067) dengan cara bereaksi dengan senyawa
radikal peroksil (ROO-) (Burton 1989: 110). Reaksi tersebut ditunjukkan pada
Gambar 4.2.7.

p-karoten + ROO- = p-—karoten-
p—karoten- + O, <> p—karoten-OO-
p-karoten- + ROO- - produk inaktif

Gambar 4.2.7. Reaksi —karoten dengan

radikal peroksil
[Sumber: Burton 1989: 110.]

Hasil penelitian menunjukkan bahwa dosis 3% merupakan dosis efektif,
yaitu dosis minimal obat yang dapat menimbulkan efek yang diinginkan (Siegel
2005: 297) dikarenakan kandungan senyawa kimia dalam dosis tersebut sesuai
dengan jumlah yang diperlukan oleh tubuh untuk dapat bertindak sebagai obat
(Klaassen & Watkins 111 1999: 12). Pada kelompok perlakuan H. sabdariffa L.
dosis 1,5%, peningkatan motilitas dan penurunan abnormalitas spermatozoa
mencit jantan belum menunjukkan perbedaan nyata dengan mencit yang diinduksi
etanol. Hal tersebut menunjukkan bahwa dosis 1,5% merupakan dosis yang
belum efektif untuk memberikan pengaruh perbaikan kualitas spermatozoa. Hal
tersebut diduga karena kandungan senyawa dalam dosis yang rendah tersebut
belum cukup menangkap semua senyawa radikal bebas yang dihasilkan dari
metabolisme etanol (Devipriya dkk. 2007: 317).

Pada parameter motilitas spermatozoa, hasil penelitian menunjukkan

terjadi penurunan motilitas dari mencit yang diberi perlakuan H. sabdariffa L.
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dosis 3% yaitu (43,00 £ 7,45)% ke dosis 6% yaitu (38,60 = 7,16)%. Hasil
penelitian juga menunjukkan bahwa persentase abnormalitas spermatozoa pada
mencit yang diberi etanol yaitu (30,60 £ 5,68)% meningkat pada mencit yang
diberi perlakuan H. sabdariffa L. dosis 6% yaitu (37,60 £ 8,93)%. Hal tersebut
menunjukkan bahwa dosis 6 % merupakan dosis yang sudah dapat menyebabkan
toksik. Semua jenis senyawa kimia yang masuk ke dalam tubuh dapat berpotensi
sebagai toksik jika senyawa kimia tersebut dalam jumlah yang berlebihan
(Klaassen & Watkins 111 1999: 12).

Kandungan senyawa kimia dalam dosis 6%, yaitu dosis yang dapat
menyebabkan toksik, diduga bersifat antifertilitas secara sitotoksik. Suatu
senyawa antifertilitas bersifat sitotoksik jika pengaruhnya langsung terhadap sel
(Sutasurya pada tahun 1989, lihat Rusmiati 2007: 67). Hal tersebut dibuktikan
oleh penelitian Orisakwe dkk. (2004: 296 & 297) yang menggunakan kelopak
H. sabdariffa L. dosis 1,15; 2,30; dan 4,60 g/kg bb selama 12 minggu pada tikus
galur Wistar. Hasil penelitian tersebut menunjukkan terdapat pengerutan tubulus
seminiferus pada dosis 1,15 g/kg bb; terjadi penipisan membran testis pada dosis
2,30 g/kg bb; dan penurunan jumlah spermatozoa epididimis pada dosis 4,60 g/kg
bb ekstrak H. sabdariffa L. Senyawa yang diduga berperan terhadap efek toksik
H. sabdariffa L. tersebut adalah senyawa polifenol.

Selain secara sitotoksik, kandungan senyawa kimia dalam dosis 6% juga
dapat bersifat antifertilitas secara hormonal (Sutasurya pada tahun 1989, lihat
Rusmiati 2007: 67). Menurut Marino & Galluzzo (2008: 241), senyawa polifenol
flavonoid, yaitu senyawa yang terdapat dalam H. sabdariffa L. dapat bersifat sama
seperti antagonis estrogen atau anti-estrogenic effect. Estrogen seperti halnya
testosteron juga diperlukan untuk fungsi normal reproduktif pada jantan. Menurut
Hadley pada tahun 2000, estrogen mengatur reabsorpsi cairan luminal pada
epididimis sehingga gangguan pada estrogen dapat menyebabkan reabsorpsi
cairan luminal pada epididimis menurun. Hal tersebut mengakibatkan konsentrasi
dalam cairan epididimis menurun sehingga spermatozoa yang berada dalam
epididimis tersebut menjadi infertil (lihat Rosmilawati 2009: 51).

Mekanisme lain yang diduga terjadi yaitu senyawa polifenol dalam dosis

tinggi lebih tertarik untuk bereaksi dengan ligan-ligan sehingga kemudian tidak
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dapat bereaksi dengan senyawa radikal bebas. Hal tersebut dibuktikan oleh
penelitian Devipriya dkk. (2007: 317) yang menggunakan senyawa polifenol pada
tikus yang diinduksi etanol 7,9 g/kg bb. Dosis tinggi senyawa polifenol yang
digunakan, yaitu 90 mg/kg bb, ternyata tidak menurunkan kadar TBA hasil
peroksidasi lipid akibat radikal bebas yang dihasilkan dari metabolisme etanol.
Hal tersebut mendukung hasil penelitian bahwa dosis 6%, yaitu dosis paling tinggi
yang digunakan dalam penelitian, tidak dapat memperbaiki kualitas spermatozoa
akibat induksi radikal bebas.

Hasil penelitian infus simplisia H. sabdariffa L. menunjukkan bahwa
rentang dosis yang dimiliki infus simplisia H. sabdariffa L. diduga kecil dalam
memperbaiki kualitas spermatozoa, yaitu antara 3%--6%. Pemberian
H. sabdariffa L. dalam bentuk infus menyebabkan senyawa-senyawa yang
terkandung didalamnya tidak terpisah. Senyawa tersebut dapat memberikan efek
sinergis maupun antagonis. Dalam dosis tertentu, beberapa senyawa mungkin
dapat memberikan efek sinergis sehingga dapat memperbaiki kualitas
spermatozoa, namun jika dosis dinaikkan, senyawa tersebut mungkin dapat
memberikan efek antagonis ataupun efek toksik sehingga perbaikan kualitas
spermatozoa tidak optimal (Klaassen & Watkins 111 1999: 12).

Penelitian difokuskan pada pengamatan adanya cytoplasmic droplet karena
perubahan morfologi dalam pematangan spermatozoa di epididimis ditandai
dengan menghilangnya cytoplasmic droplet (Hafez & Prasad 1976: 203). Masih
adanya cytoplasmic droplet pada spermatozoa berarti proses pematangan belum
sempurna atau abnormalitas sekunder dan spermatozoa tersebut merupakan
spermatozoa abnormal (Purwaningsih 1996: 58). Dalam pengamatan juga
ditemukan bentuk abnormalitas yang lain, yaitu leher dan ekor yang menggulung.
Bentuk abnormalitas leher dan ekor menggulung tersebut termasuk ke dalam
abnormalitas primer karena terjadi kesalahan pada spermatogenesis di dalam testis
yang dapat disebabkan karena penyakit, defisiensi nutrisi makanan, bahan kimia,
dan pengaruh lingkungan yang buruk (Nugraheni dkk. 2003: 18; Gambar 4.2.8).

Hasil uji statistik menunjukkan bahwa tidak ada pengaruh pemberian infus
simplisia H. sabdariffa L. terhadap viabilitas dan konsentrasi spermatozoa pada

kelompok perlakuan. Hal tersebut kemungkinan dipengaruhi oleh lama waktu
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pencekokan. Spermatogenesis mencit membutuhkan waktu lebih kurang 35,5 hari
dan proses pematangan spermatozoa mencit saat melewati epididimis yaitu lebih
kurang delapan hari (Rugh 1968: 21 & 22), sedangkan waktu pencekokan selama
14 hari. Hal tersebut menunjukkan infus simplisia H. sabdariffa L. hanya dapat
memengaruhi proses pematangan spermatozoa, yaitu motilitas dan abnormalitas
cytoplasmic droplet, namun tidak pada spermatogenesis secara keseluruhan, yaitu
konsentrasi spermatozoa yang dihasilkan oleh tubulus seminiferus (Hafez &
Prasad 1976: 31).
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Keterangan:

A : Spermatozoa normal

B : Spermatozoa yang lehernya menggulung

C : Spermatozoa yang ekornya menggulung

D : Spermatozoa yang masih terdapat cytoplasmic droplet
E : Ekor menggulung

F : Cytoplasmic droplet

Garis skala = 0,02 pm

Gambar 4.2.8. Hasil pengamatan spermatozoa abnormal
[Sumber: Dokumentasi pribadi.]
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BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan mengenai pengaruh
infus simplisia rosella (Hibiscus sabdariffa L.) secara oral terhadap kualitas
spermatozoa mencit (Mus musculus L.) jantan galur DDY dan diuji secara statistik
(oo = 0,05) dapat disimpulkan:

1. Pemberian induksi etanol (dosis 2,8 g/kg bb) dapat berpengaruh pada
penurunan motilitas dan peningkatan abnormalitas spermatozoa mencit
(Mus musculus L.) jantan galur DDY.

2. Pemberian infus simplisia Hibiscus sabdariffa L. secara oral dengan dosis
3% selama 14 hari berturut-turut dapat meningkatkan motilitas dan
menurunkan abnormalitas cytoplasmic droplet spermatozoa mencit
(Mus musculus L.) jantan galur DDY mendekati normal.

3. Pemberian infus simplisia Hibiscus sabdariffa L. secara oral dengan dosis
1,5%; 3%; dan 6% selama 14 hari berturut-turut tidak berpengaruh dalam
meningkatkan viabilitas dan konsentrasi spermatozoa mencit
(Mus musculus L.) jantan galur DDY di epididimis.

4. Pemberian infus simplisia Hibiscus sabdariffa L. secara oral dengan dosis
6% selama 14 hari berturut-turut dapat meningkatkan abnormalitas
cytoplasmic droplet spermatozoa mencit (Mus musculus L.) jantan galur

DDY melebihi pemberian induksi etanol.

5.2. Saran

Penelitian lanjutan perlu dilakukan untuk mengetahui efek dari masing-
masing kandungan zat aktif H. sabdariffa L. serta untuk mengetahui pengaruh
pemberian infus simplisia H. sabdariffa L. secara oral dengan dosis di bawah atau
di atas dosis yang telah digunakan untuk memperoleh dosis optimum terhadap

motilitas dan abnormalitas spermatozoa.
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Lampiran 1

Cara perhitungan dosis infus simplisia Hibiscus sabdariffa L.
untuk mencit (Mus musculus L.)

1. Pembuatan infus simplisia H. sabdariffa L.

Diketahui:

Dosis pada manusia dewasa (per 70 kg) = 5 kelopak per hari
= 4 g berat kering (dalam 200 ml)
=2 g (dalam 100 ml)

(Duke 2002: 629).

Faktor konversi dosis dari manusia ke mencit (per 20 g bb) = 0,0026

Ditanya:
Dosis infus simplisia H. sabdariffa L. untuk mencit

Perhitungan:
Perhitungan volume bahan uji untuk setiap mencit adalah sebagai berikut:
Dosis untuk mencit (per 20g bb)  =0,0026 x 2 g

=0,0052 g

0,0052 g
0,2 ml

% blv = x 100 % = 2,6% dibulatkan menjadi 3%

Dosis tersebut dinaik-turunkan sehingga dosis yang digunakan dalam penelitian
adalah 1,5%; 3%; dan 6%.

(Ngatidjan 1991: 94 & 121).
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(lanjutan)

2. Volume pemberian infus simplisia H. sabdariffa L. pada mencit

Diketahui:

100 g berat badan mencit =1 ml infus simplisia bahan uji
Misalkan berat badan mencit =20g¢g

Ditanya:

VVolume pemberian infus simplisia H. sabdariffa L. untuk setiap individu

Perhitungan:
Perhitungan volume pemberian infus simplisia H. sabdariffa L. untuk setiap
mencit adalah sebagai berikut:
200 x1ml=02ml
100 g
Jadi, setiap mencit dengan berat badan 20 g akan dicekok dengan infus simplisia
H. sabdariffa L. sebanyak 0,2 ml.
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Lampiran 2
Cara perhitungan dosis induksan etanol untuk mencit (Mus musculus L.)

1. Pembuatan suspensi etanol
Diketahui:
Dosis etanol untuk tikus (per 200 g) = 2 g/kg bb
= 2000 mg/kg bb
= 400 mg/200 g bb tikus
(Ganaraja dkk. 2008: 1)
Faktor konversi dosis dari tikus ke mencit (per 20 g bb) = 0,14

Ditanya:

Dosis untuk mencit

Perhitungan:

Dosis untuk mencit (per 20 g) = 0,14 x 400 mg/200 g bb
=56 mg/20 g bb
= 2800 mg/kg bb
= 2,8 g/kg bb

Jika 1 mi untuk 100 g bb mencit, maka:

10009 x1ml=10ml
100 g

Dosis etanol 2,8 g/kg bb disuspensikan dalam 10 ml akuades. Maka dalam 100

ml akuades disuspensikan etanol sebanyak 28 g/kg bb.

Etanol berbentuk cair, maka:

Berat = Volume x Berat jenis (BJ)
Volume = Berat (g)
BJ (g/ml)
= 28 ¢ =35ml
0,79 g/ml

Jadi, 35 ml etanol dilarutkan dengan akuades sampai volume larutan 100 ml.
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(lanjutan)

2. Volume pemberian larutan induksi etanol pada mencit

Diketahui:

100 g berat badan mencit = 1 ml larutan induksi
Misalkan berat badan mencit =20g¢g

Ditanya:

Volume pemberian larutan induksi etanol untuk setiap individu

Perhitungan:
Perhitungan volume pemberian larutan induksi etanol untuk setiap mencit adalah
sebagai berikut:
209 x1ml=02ml
100 g
Jadi, setiap mencit dengan berat badan 20 g akan disuntik dengan suspensi etanol

sebanyak 0,2 ml.
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Lampiran 3
Surat identifikasi Hibiscus sabdariffa L. oleh Herbarium Bogoriense

LEMBAGA ILMU PENGETAHUAN INDONESIA
( Indonesian Institute of Sciences )
PUSAT PENELITIAN BIOLOGI
( Research Center for Biology )

JI. Raya Jakarta - Bogor Km. 46 Cibinong 16911, Indonesia P.O Box 25 Cibinong
LIPI Telp. (021) 87907636 - 87907604 Fax. 87907612

Cibinong, < Mei 2010

Nomor by /1PH.1.02/1£.8/V/2010

Lampiran :-

Perihal : Hasil identifikasi/ determinasi Tumbuhan
Kepada Yth.

Bpk./Ibu/Sdr(i). Vinda Ratna Setyaningsih
Mhs. Uviversitas Indonesia

Dengan hormat,
Bersama ini kami sampaikan hasil identifikasi/determinasi tumbuhan
yang Saudara kirimkan ke “Herbarium Bogoriense”, Bidang Botani Pusat

Penelitian Biologi-LIPI Bogor, adalah sebagai berikut :

No. No. Kol. Jenis Suku

1 Rosella Hibiscus sabdariffa L. ; Malvaceae

Demikian, semoga berguna bagi Saudara.

Kepala Bidang Botani
Pusat Penelitian Biologi-LIPI,

m\,‘w

Prof. Dr. Eko Baroto Walujo
NIP. 195111041975011001
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Lampiran 4
Cara penghitungan motilitas spermatozoa metode WHO 1988

Diketahui:
Dari 100 spermatozoa didapat hasil pengamatan yaitu:

e Jumlah spermatozoa yang bergerak lurus ke depan sebanyak 36 spermatozoa
(a)

e Jumlah spermatozoa yang bergerak lambat atau bergerak tidak lurus sebanyak
24 spermatozoa (b)

e Jumlah spermatozoa yang bergerak di tempat sebanyak 10 spermatozoa (c)

e Jumlah spermatozoa yang tidak bergerak sebanyak 30 spermatozoa (d)

Maka:

Persentase motilitas spermatozoa = (a+b+c)
x 100%

@+b+c+d)

= (36+24 +10)
x 100%

(36 +24 + 10 + 30)

X 100%

100

70%

(WHO 1988: 6 & 7).
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Lampiran 5

Uji normalitas Shapiro-Wilk terhadap data persentase motilitas spermatozoa
mencit (Mus musculus L.) jantan

Tujuan:
Untuk mengetahui distribusi data motilitas spermatozoa mencit jantan

sebagai prasyarat untuk uji analisis variansi (anava)

Hipotesis:
Ho : Data motilitas spermatozoa mencit jantan berdistribusi normal
Ha . Data motilitas spermatozoa mencit jantan berdistribusi tidak
normal
Tarif nyata:

Nilai o yang digunakan pada o = 0,05
Kriteria pengujian:

Jika P < 0,05; maka Ho ditolak

Jika P > 0,05; maka Ho diterima

Hasil perhitungan:

Shapiro-Wilk
Motilitas spermatozoa Statistik df Probabilitas (P)
0,961 25 0,435

Nilai P =0,435; jika P > 0,05; maka Ho diterima
Kesimpulan:

Data motilitas spermatozoa mencit jantan berdistribusi normal
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Lampiran 6

Uji homogenitas Levene terhadap data persentase motilitas spermatozoa mencit

(Mus musculus L.) jantan

Tujuan:

Untuk mengetahui distribusi data motilitas spermatozoa mencit jantan

sebagai prasyarat untuk uji analisis variansi (anava)

Hipotesis:
Ho : Data motilitas spermatozoa mencit jantan bervariansi homogen
Ha . Data motilitas spermatozoa mencit jantan tidak bervariansi
Tarif nyata:

Nilai o yang digunakan pada o = 0,05
Kriteria pengujian:

Jika P < 0,05; maka Ho ditolak

Jika P > 0,05; maka Ho diterima

Hasil perhitungan:

Uji Levene dfl df2

Probabilitas (P)

0,359 4 20

0,835

Nilai P =0,835; jika P > 0,05; maka Ho diterima

Kesimpulan:

Data motilitas spermatozoa mencit jantan bervariansi homogen
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Lampiran 7

Uji analisis variansi (anava) 1-faktor terhadap data persentase motilitas
spermatozoa mencit (Mus musculus L.) jantan

Tujuan:

Untuk mengetahui ada atau tidak adanya pengaruh pemberian infus
simplisia Hibiscus sabdariffa L. terhadap motilitas spermatozoa mencit jantan
pada ke-5 perlakuan

Hipotesis:

Ho : Tidak adanya pengaruh pemberian infus simplisia
Hibiscus sabdariffa L. terhadap motilitas spermatozoa
mencit jantan pada ke-5 perlakuan

Ha . Adanya pengaruh pemberian infus simplisia
Hibiscus sabdariffa L. terhadap motilitas spermatozoa
mencit jantan pada ke-5 perlakuan

Tarif nyata:

Nilai o yang digunakan pada o = 0,05
Kriteria pengujian:

Jika P < 0,05; maka Ho ditolak

Jika P > 0,05; maka Ho diterima

Hasil perhitungan:

Jumlah Kuadrat

i df tengah F Probabilitas (P)
Antar kelompok 619,840 4 154,960 3,054 0,041
Dalam kelompok 1104,800 20 50,740
Total 1634,640 24

Nilai P = 0,041; jika P < 0,05; maka Ho ditolak
Kesimpulan:
Ada pengaruh pemberian infus simplisia Hibiscus sabdariffa L. terhadap

motilitas spermatozoa mencit jantan pada ke-5 perlakuan
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Lampiran 8

Uji perbandingan berganda LSD terhadap data persentase motilitas
spermatozoa mencit (Mus musculus L.) jantan

Tujuan:
Untuk mengetahui ada atau tidaknya perbedaan motilitas spermatozoa

mencit jantan antara pasangan perlakuan

Hipotesis:
Ho : Tidak adanya perbedaan motilitas spermatozoa mencit jantan
antara pasangan perlakuan
Ha : Ada perbedaan motilitas spermatozoa mencit jantan antara
pasangan perlakuan
Tarif nyata:

Nilai o yang digunakan pada a = 0,05
Kriteria pengujian:

Jika P < 0,05; maka Ho ditolak

Jika P > 0,05; maka Ho diterima
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82

(lanjutan)
Hasil perhitungan:
Selisih Interval
Perlakuan  Perlakuan mean SE P kepercayaan 95%
Q) @) (1)) Batas Batas
bawah atas
KK1 KK2 14,800* 4,505 0,004 5,40 24,20
KP1 9,600* 4,505 0,046 0,20 19,00
KP2 4,800 4,505 0,299 -4,60 14,20
KP3 9,200 4,505 0,055 -0,20 18,60
KK2 KK1 -14,800* 4,505 0,004 -24,20 -5,40
KP1 -5,200 4,505 0,262 -14,60 4,20
KP2 -10,000* 4,505 0,038 -19,40 -0,60
KP3 -5,600 4,505 0,228 -15,00 3,80
KP1 KK1 -9,600* 4,505 0,046 -19,00 -0,20
KK2 5,200 4,505 0,262 -4,20 14,60
KP2 -4,800 4,505 0,299 -14,20 4,60
KP3 -0,400 4,505 0,930 -9,80 9,00
KP2 KK1 -4,800 4,505 0,299 -14,20 4,60
KK2 10,000* 4,505 0,038 0,60 19,40
KP1 4,800 4,505 0,299 -4,60 14,20
KP3 4,400 4,505 0,340 -5,00 13,80
KP3 KK1 -9,200 4,505 0,055 -18,60 0,20
KK2 5,600 4,505 0,228 -3,80 15,00
KP1 0,400 4,505 0,930 -9,00 9,80
KP2 -4,400 4,505 0,340 -13,80 5,00
Keterangan:

*

SE
)

Kesimpulan:

: Berbeda Nyata
: Standar Eror
: Probabilitas

Ada perbedaan nyata antara KK1 dengan KK2 dan KP1; KK2 dengan KP1,
KP2, dan KP3; KP1 dengan KP2 dan KP3
Tidak ada perbedaan nyata antara KK1 dengan KP2 dan KP3
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Lampiran 9

Uji normalitas Shapiro-Wilk terhadap data persentase viabilitas spermatozoa
mencit (Mus musculus L.) jantan

Tujuan:
Untuk mengetahui distribusi data viabilitas spermatozoa mencit jantan

sebagai prasyarat untuk uji analisis variansi (anava)

Hipotesis:
Ho : Data viabilitas spermatozoa mencit jantan berdistribusi normal
Ha  :Data viabilitas spermatozoa mencit jantan berdistribusi tidak
normal
Tarif nyata:

Nilai o yang digunakan pada o = 0,05
Kriteria pengujian:

Jika P < 0,05; maka Ho ditolak

Jika P > 0,05; maka Ho diterima

Hasil perhitungan:

Shapiro-Wilk
Viabilitas spermatozoa Statistik df Probabilitas (P)
0,946 25 0,206

Nilai P =0,206; jika P > 0,05; maka Ho diterima
Kesimpulan:

Data viabilitas spermatozoa mencit jantan berdistribusi normal
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Lampiran 10

Uji homogenitas Levene terhadap data persentase viabilitas spermatozoa mencit

(Mus musculus L.) jantan

Tujuan:

Untuk mengetahui distribusi data viabilitas spermatozoa mencit jantan

sebagai prasyarat untuk uji analisis variansi (anava)

Hipotesis:
Ho : Data viabilitas spermatozoa mencit jantan bervariansi homogen
Ha : Data viabilitas spermatozoa mencit jantan tidak bervariansi
Tarif nyata:

Nilai o yang digunakan pada o = 0,05
Kriteria pengujian:

Jika P < 0,05; maka Ho ditolak

Jika P > 0,05; maka Ho diterima

Hasil perhitungan:

Uji Levene dfl df2

Probabilitas (P)

0,916 4 20

0,474

Nilai P =0,474; jika P > 0,05; maka Ho diterima

Kesimpulan:

Data viabilitas spermatozoa mencit jantan bervariansi homogen
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Lampiran 11

Uji analisis variansi (anava) 1-faktor terhadap data persentase viabilitas
spermatozoa mencit (Mus musculus L.) jantan

Tujuan:

Untuk mengetahui ada atau tidak adanya pengaruh pemberian infus
simplisia Hibiscus sabdariffa L. terhadap viabilitas spermatozoa mencit jantan
pada ke-5 perlakuan

Hipotesis:

Ho : Tidak adanya pengaruh pemberian infus simplisia
Hibiscus sabdariffa L. terhadap viabilitas spermatozoa
mencit jantan pada ke-5 perlakuan

Ha . Adanya pengaruh pemberian infus simplisia
Hibiscus sabdariffa L. terhadap viabilitas spermatozoa
mencit jantan pada ke-5 perlakuan

Tarif nyata:

Nilai o yang digunakan pada o = 0,05
Kriteria pengujian:

Jika P < 0,05; maka Ho ditolak

Jika P > 0,05; maka Ho diterima

Hasil perhitungan:

Jumlah Kuadrat

T, df tengah F Probabilitas (P)
Antar kelompok 639,760 4 159,940 1,705 0,188
Dalam kelompok 1876,000 20 93,800
Total 2515,760° .24

Nilai P = 0,188; jika P > 0,05; maka Ho diterima
Kesimpulan:
Tidak ada pengaruh pemberian infus simplisia Hibiscus sabdariffa L.

terhadap viabilitas spermatozoa mencit jantan pada ke-5 perlakuan
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Lampiran 12

Uji normalitas Shapiro-Wilk terhadap data konsentrasi spermatozoa mencit
(Mus musculus L.) jantan

Tujuan:
Untuk mengetahui distribusi data konsentrasi spermatozoa mencit jantan

sebagai prasyarat untuk uji analisis variansi (anava)

Hipotesis:
Ho : Data konsentrasi spermatozoa mencit jantan berdistribusi normal
Ha : Data konsentrasi spermatozoa mencit jantan berdistribusi tidak
normal
Tarif nyata:

Nilai o yang digunakan pada o = 0,05
Kriteria pengujian:

Jika P < 0,05; maka Ho ditolak

Jika P > 0,05; maka Ho diterima

Hasil perhitungan:

Shapiro-Wilk
Konsentrasi spermatozoa Statistik df Probabilitas (P)
0,923 25 0,061

Nilai P = 0,061, jika P > 0,05; maka Ho diterima
Kesimpulan:

Data konsentrasi spermatozoa mencit jantan berdistribusi normal
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Lampiran 13

Uji homogenitas Levene terhadap data konsentrasi spermatozoa mencit
(Mus musculus L.) jantan

Tujuan:
Untuk mengetahui distribusi data konsentrasi spermatozoa mencit jantan

sebagai prasyarat untuk uji analisis variansi (anava)

Hipotesis:
Ho : Data konsentrasi spermatozoa mencit jantan bervariansi homogen
Ha  :Data konsentrasi spermatozoa mencit jantan tidak bervariansi
Tarif nyata:

Nilai o yang digunakan pada o = 0,05
Kriteria pengujian:

Jika P < 0,05; maka Ho ditolak

Jika P > 0,05; maka Ho diterima
Hasil perhitungan:

Uji Levene dfl df2 Probabilitas (P)
1,030 4 20 0,416

Nilai P =0,416; jika P > 0,05; maka Ho diterima
Kesimpulan:

Data konsentrasi spermatozoa mencit jantan bervariansi homogen
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Lampiran 14

Uji analisis variansi (anava) 1-faktor terhadap data konsentrasi spermatozoa
mencit (Mus musculus L.) jantan

Tujuan:

Untuk mengetahui ada atau tidak adanya pengaruh pemberian infus
simplisia Hibiscus sabdariffa L. terhadap konsentrasi spermatozoa mencit jantan
pada ke-5 perlakuan

Hipotesis:

Ho : Tidak adanya pengaruh pemberian infus simplisia
Hibiscus sabdariffa L. terhadap konsentrasi spermatozoa
mencit jantan pada ke-5 perlakuan

Ha . Adanya pengaruh pemberian infus simplisia
Hibiscus sabdariffa L. terhadap konsentrasi spermatozoa
mencit jantan pada ke-5 perlakuan

Tarif nyata:

Nilai o yang digunakan pada o = 0,05
Kriteria pengujian:

Jika P < 0,05; maka Ho ditolak

Jika P > 0,05; maka Ho diterima

Hasil perhitungan:

Jumlah Kuadrat

i df tengah F Probabilitas (P)
Antar kelompok 55,802 4 13,951 0,357 0,836
Dalam kelompok 781,828 20 39,091
Total 837,630 24

Nilai P = 0,836; jika P > 0,05; maka Ho diterima
Kesimpulan:
Tidak ada pengaruh pemberian infus simplisia Hibiscus sabdariffa L.

terhadap konsentrasi spermatozoa mencit jantan pada ke-5 perlakuan
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Lampiran 15

Uji normalitas Shapiro-Wilk terhadap data persentase abnormalitas
spermatozoa mencit (Mus musculus L.) jantan

Tujuan:
Untuk mengetahui distribusi data abnormalitas spermatozoa mencit jantan

sebagai prasyarat untuk uji analisis variansi (anava)

Hipotesis:
Ho : Data abnormalitas spermatozoa mencit jantan berdistribusi
normal
Ha : Data abnormalitas spermatozoa mencit jantan berdistribusi tidak
normal
Tarif nyata:

Nilai o yang digunakan pada a = 0,05
Kriteria pengujian:

Jika P < 0,05; maka Ho ditolak

Jika P > 0,05; maka Ho diterima

Hasil perhitungan:

Ab lit Shapiro-Wilk
Pt e Statistik df Probabilitas (P)
P 0,970 25 0,655

Nilai P = 0,655; jika P > 0,05; maka Ho diterima
Kesimpulan:

Data abnormalitas spermatozoa mencit jantan berdistribusi normal
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Lampiran 16

Uji homogenitas Levene terhadap data persentase abnormalitas spermatozoa
mencit (Mus musculus L.) jantan

Tujuan:
Untuk mengetahui distribusi data abnormalitas spermatozoa mencit jantan

sebagai prasyarat untuk uji analisis variansi (anava)

Hipotesis:
Ho : Data abnormalitas spermatozoa mencit jantan bervariansi
homogen
Ha : Data abnormalitas spermatozoa mencit jantan tidak bervariansi
Tarif nyata:

Nilai o yang digunakan pada o = 0,05
Kriteria pengujian:

Jika P < 0,05; maka Ho ditolak

Jika P > 0,05; maka Ho diterima

Hasil perhitungan:

Uji Levene dfl df2 Probabilitas (P)

0,980 ‘ 20 0,937

Nilai P =0,937; jika P > 0,05; maka Ho diterima
Kesimpulan:

Data abnormalitas spermatozoa mencit jantan bervariansi homogen
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Lampiran 17

Uji analisis variansi (anava) 1-faktor terhadap data persentase abnormalitas
spermatozoa mencit (Mus musculus L.) jantan

Tujuan:

Untuk mengetahui ada atau tidak adanya pengaruh pemberian infus
simplisia Hibiscus sabdariffa L. terhadap abnormalitas spermatozoa mencit jantan
pada ke-5 perlakuan

Hipotesis:

Ho : Tidak adanya pengaruh pemberian infus simplisia
Hibiscus sabdariffa L. terhadap abnormalitas spermatozoa
mencit jantan pada ke-5 perlakuan

Ha . Adanya pengaruh pemberian infus simplisia

Hibiscus sabdariffa L. terhadap abnormalitas spermatozoa
mencit jantan pada ke-5 perlakuan
Tarif nyata:

Nilai o yang digunakan pada o = 0,05
Kriteria pengujian:

Jika P < 0,05; maka Ho ditolak

Jika P > 0,05; maka Ho diterima

Hasil perhitungan:

it f:r?;;ﬁt F Probabilitas (P)
Antar kelompok 655,840 4 163,960 4,370 0,011
Dalam kelompok 750,400 20 37,520
Total 1406,240 24

Nilai P = 0,011; jika P < 0,05; maka Ho ditolak
Kesimpulan:
Ada pengaruh pemberian infus simplisia Hibiscus sabdariffa L. terhadap

abnormalitas spermatozoa mencit jantan pada ke-5 perlakuan
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Lampiran 18

Uji perbandingan berganda LSD terhadap data persentase abnormalitas
spermatozoa mencit (Mus musculus L.) jantan

Tujuan:
Untuk mengetahui ada atau tidaknya perbedaan abnormalitas spermatozoa

mencit jantan antara pasangan perlakuan

Hipotesis:
Ho : Tidak adanya perbedaan abnormalitas spermatozoa mencit jantan
antara pasangan perlakuan
Ha : Ada perbedaan abnormalitas spermatozoa mencit jantan antara
pasangan perlakuan
Tarif nyata:

Nilai o yang digunakan pada a = 0,05
Kriteria pengujian:

Jika P < 0,05; maka Ho ditolak

Jika P > 0,05; maka Ho diterima
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(lanjutan)
Hasil perhitungan:
Selisih Interval
Perlakuan  Perlakuan kepercayaan 95%
mean SE P
()] ) (1)) Batas Batas
bawah atas
KK1 KK2 -8,6000*  3,8740 0,038 -16,681 -0,519
KP1 -8,4000*  3,8740 0,042 -16,481 -0,319
KP2 -4,8000 13,8740 0,230 -12,881 3,281
KP3 -15,6000*  3,8740 0,001 -23,681 -7,519
KK2 KK1 8,6000*  3,8740 0,038 0,519 16,681
KP1 0,2000 3,8740 0,959 -7,881 8,281
KP2 3,8000 3,8740 0,338 -4,281 11,881
KP3 -7,0000 3,8740 0,086 -15,081 1,081
KP1 KK1 8,4000* 3,8740 0,042 0,319 16,481
KK2 -0,2000 3,8740 0,959 -8,281 7,881
KP2 3,6000 3,8740 0,364 -4,481 11,681
KP3 -7,2000 3,8740 0,078 -15,281 0,881
KP2 KK1 4,8000 3,8740 0,230 -3,281 12,881
KK2 -3,8000 13,8740 0,338 -11,881 4,281
KP1 -3,6000 13,8740 0,364 -11,681 4,481
KP3 -10,8000*  3,8740 0,011 -18,881 -2,719
KP3 KK1 15,6000*  3,8740 0,001 7,519 23,681
KK2 7,0000 3,8740 0,086 -1,081 15,081
KP1 7,2000 3,8740 0,078 -0,881 15,281
KP2 10,8000* 3,8740 0,011 2,719 18,881
Keterangan:

*

SE
p

Kesimpulan:

: Berbeda Nyata
: Standar Eror
: Probabilitas

Ada perbedaan nyata antara KK1 dengan KK2, KP1, dan KP3; KK2 dengan

KP1, KP2,dan KP3; KP1 dengan KP2 dan KP3; KP2 dengan KP3

Tidak ada perbedaan nyata antara KK1 dengan KP2
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