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ABSTRACT

THE EFFECT OF EXTRACT Bruguiera gymnorrhiza BARK ON COUNT
AND QUALITY OF SPERM OF WHITE RATS (Rattus norvegicus)
SPRAGUE-DAWLEY STRAIN WERE IS
INDUCED BY ALCOHOL

By
NUR AZIZAH

Background: Bruguiera gymnorrhiza bark contains high antioxidant including
alkaloid, flavonoid, tannin, phenol hidroquinone, saponin, and triterpenoid. The
function of antioxidant is to prevent axidative stress, one that causes free radicals
to onsume alcoholic beverages. The purpose of this study was to determine the
benefit of Bruguiera gymnorrhiza bark to improve the fertility of spermatozoa in
white rats (Rattus norvegicus) Sprague-Dawley strain were is induced by alcohol.
Methods: This study used 32 rats divided into 4 groups for 7 days, namely group
K1 non alcohol induced and Bruguiera gymnorrhiza bark extract, group K2
induced with alcohol for 7 days, group P1 induced with alcohol and given
Bruguiera gymnorrhiza bark extract at a dose of 150 mg/kgBB for 7 days, group
P2 induced with alcohol and given Bruguiera gymnorrhiza bark extract at a dose
of 300 mg/kgBB for 7 days. The parameters examined count and quality of
spermatozoa.

Results: Data analysis using One-Way ANOVA test shows value p < 0,05 for the
count, motility, viability, and morphology of spermatozoa. In the Post Hoc test the
value of p > 0,05 is obtained between groups K1, K2, P1, and P2 so that it does
not show significant differences.

Conclusion: There is the effect of extract bruguiera gymnorrhiza bark on count
and quality of spermatozoa of white rats (rattus norvegicus) sprague-dawley strain
were is induced by alcohol, with a statistically effective dose is the dose of 150
mg/kgBB.

Keyword: Fertility, Spermatozoa, Bruguiera gymnorrhiza, Alcohol, Spargue-
Dawley.
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Latar belakang: Kulit batang tanaman bakau lindur (Bruguiera gymnorrhiza)
mengandung antioksidan yang tinggi yaitu alkaloid, flavonoid, tannin, fenol
hidrokuinon, saponin, dan triterpenoid. Fungsi dari antioksidan adalah dapat
mencegah terjadinya stress oksidatif, salah satu yang menyebabkan radikal bebas
adalah konsumsi minuman beralkohol. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui
manfaat kulit batang bakau lindur (Bruguiera gymnorrhiza) guna meningkatkan
fertilitas spermatozoa tikus putih (Rattus norvegicus) galur Sprague-Dawley yang
diinduksi alkohol.

Metode penelitian: Penelitian ini menggunakan 32 ekor tikus yang terbagi dalam
4 kelompok selama 7 hari, yaitu kelompok K1 yang tidak diinduksi alkohol dan
ekstrak kulit batang bakau lindur, kelompok K2 yang diinduksi dengan alkohol
selama 7 hari, kelompok P1 yang diinduksi dengan alkohol serta diberikan ekstrak
kulit batang bakau lindur dengan dosis 150 mg/kgBB selama 7 hari, kelompok P2
yang diinduksi dengan alkohol serta diberikan ekstrak kulit batang bakau lindur
dengan dosis 300 mg/kgBB selama 7 hari perlakuan. dan parameter yang
diperiksa adalah jumlah dan kualitas spermatozoa.

Hasil penelitian: Analisis data menggunakan uji One-Way ANOVA menunjukkan
nilai p < 0,05 untuk jumlah, motilitas, viabilitas, dan morfologi spermatozoa. Pada
uji Post Hoc didapatkan nilai p > 0,05 antar kelompok K1, P1, dan P2 sehingga
tidak menunjukan perbedaan yang bermakna.

Simpulan: Terdapat pengaruh pemberian ekstrak kulit batang bakau lindur
(Bruguiera gymnorrhiza) terhadap jumlah dan kualitas spermatozoa tikus putih
yang diinduksi alkohol, dengan secara statistik dosis yang efektif ialah dosis 150
mg/kgBB.

Kata kunci: Fertilitas, Spermatozoa, Bruguiera gymnorrhiza, Alkohol, Spargue-
Dawley.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Hutan mangrove tersebar di 105 negara tropis dan subtropis yang ada didunia
dengan luas keseluruhan 81.500 km? Luas mangrove di Indonesia sekitar
3.200.000 hektar dan Indonesia termasuk pemilik mangrove terbesar didunia.
Terdapat 35 jenis bakau kategori pohon dan salah satunya adalah tanaman
bakau lindur (Bruguiera gymnorrhiza) yang tersebar di berbagai daerah di
Indonesia yaitu di pulau Jawa, Sumatera, Kalimantan, Maluku, dan Bali

(Tampubolon, 2017; Jacoeb, et al., 2013).

Kulit batang dari tanaman bakau lindur mengandung antioksidan yang tinggi
yaitu alkaloid, flavonoid, tannin, fenol hidrokuinon, saponin, dan
triterpenoid. Pada kulit batang bakau lindur kandungan flavonoid memiliki
aktivitas antioksidan yang paling tinggi. Fungsi dari antioksidan adalah dapat

mencegah terjadinya stress oksidatif (Utari, 2016).

Stress oksidatif merupakan keadaan dimana terjadi ketidakseimbangan antara
jumlah oksidan (radikal bebas) dengan jumlah antioksidan yang ada didalam
tubuh. Stress oksidatif dapat menyebabkan kerusakan sel dan dasar

patogenesis terjadinya penyakit kronik (Nurdyansyah, 2017).



Stess oksidatif menyebabkan kerusakan pada tubuh hal ini dikarnakan terjadi
peningkatan Reactive Oxygen Species (ROS) sebagai respon akibat stessor.
Tingginya jumlah ROS berhubungan dengan adanya kerusakan sel di seluruh
tubuh, termasuk gangguan fertilitas pada pria, ROS menyebabkan
peroksidasi membran plasma spermatozoa. Peningkatan produksi radikal
bebas didalam tubuh terjadi karena konsumsi alkohol yang menyebabkan

stress oksidatif dan akan merusak jaringan tubuh (Sukarjati, 2012).

Alkohol merupakan senyawa yang terdiri dari ethyl alcohol, methyl alcohol,
ethylene glycol, isopropyl alcohol yang di metabolisme alkohol
dehydrogenase. Etanol memiliki efek buruk terhadap tubuh, salah satu
dampak mengonsumsi etanol dapat menyebabkan penurunan jumlah
testosteron pada plasma darah, penurunan kualitas cairan semen, penurunan
jumlah, motilitas, viabilitas, dan abnormalitas morfologi sperma yang dapat

menyebabkan infertilitas pada pria (Sugeng, 2012; Dosumu, et al., 2010).

Berdasarkan uraian diatas peneliti tertarik untuk meneliti tentang pemberian
ekstrak kulit batang bakau lindur (Bruguiera gymnorrhiza) terhadap jumlah,
motiltas, viabilitas dan morfologi sperma tikus putih jantan (Rattus

Norvegicus) galur Sprague-Dawley yang telah diinduksi alkohol 25%.



1.2

1.3

Rumusan Masalah

Dari latar belakang diatas, maka dapat disusun rumusan masalah sebagai

berikut:

1. Apakah pemberian ekstrak kulit batang bakau lindur (Bruguiera
gymnorrhiza) berpengaruh terhadap jumlah, motilitas, viabilitas, dan
morfologi sperma tikus putih (Rattus norvegicus) galur Sprague-dawley
yang diinduksi alkohol?

2. Berapakah dosis efektif dari ekstrak kulit batang bakau lindur (Bruguiera
gymnorrhiza) yang memberikan efek protektif terhadap jumlah, maotilitas,
viabilitas, dan morfologi sperma tikus putih (Rattus norvegicus) galur

Sprague-dawley yang diinduksi alkohol?

Tujuan Penelitian

1.3.1. Tujuan Umum

Tujuan umum dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh
pemberian ekstrak kulit batang bakau lindur (Bruguiera gymnorrhiza)
terhadap jumlah, motilitas, viabilitas, dan morfologi spermatozoa tikus putih

(Rattus norvegicus) galur Sprague-dawley yang diinduksi alkohol.

1.3.2. Tujuan Khusus
1. Mengetahui dosis efektif dari ekstrak kulit batang bakau lindur
terhadap jumlah spermatozoa tikus putih yang diinduksi alkohol.
2. Mengetahui dosis efektif dari ekstrak kulit batang bakau lindur
terhadap motilitas spermatozoa tikus putih yang diinduksi

alkohol.



3. Mengetahui dosis efektif dari ekstrak kulit batang bakau lindur
terhadap viabilitas spermatozoa tikus putih yang diinduksi
alkohol.

4. Mengetahui dosis efektif dari ekstrak kulit batang bakau lindur
terhadap morfologi spermatozoa tikus putih yang diinduksi

alkohol.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.44.

Bagi Peneliti

Menambah ilmu pengetahuan yang dapat dipelajari dan digunakan di
bidang kedokteran dasar.

Bagi Institusi

Sebagai bahan kepustakaan yang ada di lingkungan Fakultas
Kedokteran Universitas Lampung.

Bagi Masyarakat

Meningkatkan pengetahuan masyarakat mengenai manfaat ektrak kulit
batang bakau lindur (Bruguiera gymnorrhiza) yang memiliki efek
protektif terhadap fertilitas sperma yang diinduksi alkohol.

Bagi Penelitian Lain

Memberikan gambaran untuk mengembangkan penelitian ini
mengenai efek protektif dari kulit batang bakau lindur (Bruguiera

gymnorrhiza).
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Bakau lindur
2.1.1 Taksonomi

Bakau lindur (Bruguiera gymnorrhiza) adalah salah satu spesies dari
famili Rhizophoraceae. Bruguiera gymnorrhiza tersebar di daerah
tropis Afrika Selatan, Afrika Timur, Madagaskar, Asia Selatan dan
Asia Tenggara termasuk Indonesia sampai timur laut Australia,

Mikronesia, Polinesia dan kepulauan Kyukyu (Duke & Allen, 2006).

Klasifikasi dari bakau lindur ialah:
Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magoliopsida

Ordo : Myrtales

Family  : Rhizophoraceae
Genus  :Bruguiera

Species : Bruguiera gymnorrhiza (Duke & Allen, 2006).



2.1.2 Struktur Dan Karakteristik
Pada habitat yang baik tinggi tanaman bakau lindur mencapai 30 - 35
meter dengan diameter 15 — 35 cm, batang dari tumbuhan ini
berwarna abu-abu sampai kecoklatan tebalnya lebih dari 2 cm
permukaan keras dan kasar serta memiliki lentisel. Daunnya memiliki
panjang 8-22 cm, lebar 5-8 cm, berwarna hijau tua pada bagian atas
dan bagian bawah berwarna hijau kekuningan dengan bercak hitam,
daun berbentuk elips dengan ujung meruncing. Tunas atipikal
panjangnya sekitar 6 cm, bunga pada Bruguiera gymnorrhiza
memiliki tunas bunga soliter dan terletak di axils daun saat bunga
kuncup panjangnya sekitar 3-3,5 cm, kelopak bunga berwarna merah
terkadang kuning pucat, putih atau hijau. Bakau lindur memiliki akar
papan dan akar lutut yang melebar kesamping dibagian pangkal

batang (Duke & Allen, 2006).

(@) (b) (c)
Gambar 1. Bruguiera gymnorrhiza: batang (a), daun (b), akar (c)
(Duke & Allen, 2006).



2.1.3 Tanaman Bakau Lindur Sebagai Antioksidan
Tanaman bakau lindur memiliki kandungan antioksidan yang tinggi.
Penelitian yang dilakukan Utari tahun 2016 dengan metode uji
fitokimia penelitian ini dilakukan untuk mengecek kandungan
alkaloid, flavonoid, tannin, fenol hidrokuinon, saponin, dan
triterpenoid. Hasil dari uji fitokimia tersebut adalah :

Tabel 1.Uji fitokimia ekstrak kasar daun, kulit batang, dan akar tanaman Bruguiera
gymnorrhiza (Utari, 2016).

Daun Kulit Batang Akar
Etanol E;'I Heksana Etanol E:' Heksana Etanol EX' Heksana
Alkaloid - - - - - - - - -
Flavonoid + +++ + ++++  ++ + +++ 4+ -
Tanin + + - ++ ++ - + - -
Fenol +++ +++ + ++ ++ + ++ ++ -
Saponin + + - ++ + - +++ + -
Steroid +++ ++ + - - + - - -
Triterpenoid + + + +++ ++ + ++++ + +

Keterangan: (-) =tidak terdeteksi; (+) =positif lemah ; (++) = positif; (+++) = positif kuat;
(++++) = positif sangat kuat

Senyawa antioksidan yang ada pada suatu bahan dapat dideteksi
dengan uji aktivitas antioksidan. Uji aktivitas antioksidan ekstrak
kasar daun, kulit batang, dan akar bakau lindur ditentukan dengan uji
DPPH. Senyawa bisa di katakan memiliki aktivitas antioksidan bila
mampu mendonorkan atom hidrogennya pada radikal bebas DPPH,
hal ini ditandai dengan perubahan warna ungu menjadi kuning pucat.
ICso (Inhibition Concentration 50) menandakan nilai konsentrasi
senyawa antioksidan yang bisa menghambat reaksi senyawa radikal

bebas sebanyak 50%.



Senyawa yang memiliki antioksidan sangat kuat bila bilai 1Cs, kurang
dari 50 pg/ml, kuat bila nilai 1C5,50-100 pg/ml, sedang bila nilai 1Cs
100-150 pg/ml, dan lemah bila nilai 1Csq 150-200 pg/ml. Berdasarkan
penelitian yang telah dilakukan Utari tahun 2016 bahwa aktivitas
antioksidan ekstrak etanol daun, kulit batang, dan akar bakau lindur
memiliki nilai 1Csq berturut-turut yaitu 34.27 ppm; 19.62 ppm; 42.04

ppm yang tergolong kuat dan sangat kuat (Utari, 2016).

Pada tanaman Bruguiera gymnorrhiza terdapat kandungan senyawa
flavonoid yang terdeteksi pada uji fitokimia. Flavonoid berperan
sebagai  antioksidan.  Antioksidan  bisa  menetralkan  dan
menginaktifkan reaksi radikal bebas yang dapat menyerang sel tubuh

(Sudirman, 2016).

2.2 Dosis Efektif

Dosis merupakan jumlah atau takaran obat yang diberikan untuk pasien

dalam satuan beratdan isi atau volume. Dosis obat sendiri dapat

mempengaruhi efek farmakologi obat tersebut (Jas & Admar, 2009).

Macam — macam dosis menurut Adlan 2010, yaitu :

1. Dosis minimal yaitu dosis terkecil yang memberikan efek terapeutik.

2.

Dosis maksimal yaitu dosis tertinggi yang masih memiliki efek terapeutik
tanpa efek toksik.

Dosis toksik yaitu penggunaan obat yang melebihi dosis maksimal

Dosis letalis yaitu dosis yang menyebabkan kematian.

. Dosis terapeutik yaitu dosis terbaik atau dosis optimal dan bisa disebut

dengan dosis efektif.



2.3 Stress Oksidatif dan Radikal Bebas

2.3.1

2.3.2

Definisi Stress Oksidatif

Stress oksidatif (oxidative stress) adalah ketidakseimbangan antara
radikal bebas dan antioksidan yang dipicu oleh kurangnya antioksidan
dan kelebihan produksi radikal bebas. Keadaan stress oksidatif
membawa pada kerusakan oksidatif mulai dari tingkat sel, jaringan
hingga ke organ tubuh, menyebabkan terjadinya percepatan proses
penuaan dan munculnya penyakit (Murray, et al., 2014).

Penyebab Stress Oksidatif

Stress oksidatif dapat terjadi di tubuh karena adanya oksidan yang
berlebihan didalam tubuh. Pemicu meningkatnya jumlah oksidan
adalahstress fisik. Aktivitas fisik berat dapat meningkatkan jumlah
oksidan endogen yang berasal dari proses biologis alami yang
melibatkan Reactive Oxygen Species (ROS). ROS merupakan
senyawa-senyawa reaktif yang berasal dari oksigen, senyawa yang
diperlukan oleh semua organisme aerobik termasuk manusia. Jumlah
ROS dapat meningkat pada kondisi stres fisik, yang dapat disebabkan

oleh aktivitas fisik berat (Candrawati, 2013).

Selain stress fisik, radikal bebas dan infeksi juga meningkatkan kadar
oksidan. Radikal bebas muncul di tubuh melalui proses metabolisme
aerobik dan akibat paparan dari luar, seperti asap rokok, polusi, sinar

UV, dan konsumsi alkohol yang berlebih (Murray, et al., 2014).



2.3.3 Efek dari Stress Oksidatif
Efek dari stress oksidatif dipicu karena adanya radikal bebas.
Beberapa radikal bebas dalam tubuh merupakan derivat nitrogen yang
disebut reaktive nitrogen species (RNS) dan derivat oksigen yang
disebut ROS. ROS bisa terdapat dalam bentuk O, radikal hidroksil
(OH), asam hipoklorit (HOCI), radikal alkoksil dan radikal peroksil.
ROS dapat merusak sel dengan merusak membran lipid melalui
serangkaian reaksi kimia yang disebut peroksidasi lipid. Hal ini terjadi
karena membran sel mengandung asam lemak tak jenuh ganda
Polyunsaturated Fatty Acid (PUFA) dalam jumlah tinggi. Peroksidasi
membran lipid akan menyebabkan perubahan pada sel, seperti
peningkatan permeabilitas membran, penurunan transport kalsium
dalam retikulum sarkoplasma, gangguan fungsi mitokondria dan
enzim, serta pembentukan metabolit toksik (Schieber & Chandel,

2014).

Selain itu, radikal memiliki satu atau lebih elektron-elektron yang
tidak berpasangan pada orbital terluarnya. Dalam upaya memenuhi
keganjilan elektronnya, radikal bebas yang elektronnya tidak
berpasangan secara cepat akan menarik elektron makromolekul
biologis yang berada di sekitarnya seperti protein, asam nukleat, dan
asam deoksiribonukleat (DNA). Jika makromolekul yang teroksidasi
dan terdegradasi tersebut merupakan bagian dari sel atau organel,
maka dapat mengakibatkan kerusakan pada sel tersebut (Schieber &

Chandel, 2014).
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2.3.4 Cara Mencegah Terjadinya Stress Oksidatif
Kerusakan akibat stress oksidatif dapat dicegah dengan antioksidan.
Di dalam tubuh, sistem pertahanan antioksidan kompleks bekerja
meminimalkan dampak pajanan oksidan endogen dan eksogen
berlebih. Antioksidan bekerja menangkap radikal bebas dengan cara
mereduksi atau scavenging dan atau dismutasi superoksida anion (02)
dan atau peroksida anion (HO2-) beserta bentuk protonasinya dengan

menggunakan sistem pertahanan antioksidan (Rahal, et al., 2014).

Namun saat oksidan yang ada dalam tubuh berlebih, antioksidan
endogen tidak mampu menangkal oksidan tersebut sehingga
diperlukan antioksidan eksogen. Sehingga, untuk mencegah terjadinya
stress oksidatif maka diperlukan konsumsi antioksidan eksogen

(Rahal, et al., 2014).

2.4 Antioksidan
Antioksidan dibagi menjadi dua, antioksidan endogen dan eksogen
Antioksidan endogen seperti suproxide dismutase, catalase, dan glutathion
peroxidase menghambat oksidasi komponen seluler dengan secara langsung
menangkap ROS, memetabolisme peroksidase lipid menjadi substansi non-
radikal dan dengan reaksi chelation ion logam untuk mencegah terbentuknya

oksidan (Dharma, 2012).

Pada kondisi stres fisik, infeksi, pajanan berlebih radikal bebas, membuat
kapasitas antioksidan endogen menjadi tidak memadai untuk menangkal

radikal bebas. Kapasitas antioksidan tubuh juga makin menurun sejalan



dengan pertambahan usia, sehingga tubuh memerlukan antioksidan eksogen
(yang berasal dari bahan pangan yang dikonsumsi) dalam jumlah yang lebih
banyak untuk menetralisir efek radikal bebas. Antioksidan eksogen seperti
vitamin C, E, carotenoid, dan polyphenol juga bekerja menangkap radikal

bebas (Dharma, 2012).

2.5 Alkohol

Alkohol tergolong zat psikoaktif dengan sifat penghasil zat yang
menyebabkan ketergantungan. Alkohol dibentuk pada saat fermentasi ragi
yang kemudian ditambahkan dengan gula yang berasal dari makanan yang

berbeda, sebagai contoh yaitu wine, beer, dan vodka (Gunasekara, 2012).

Menurut data dari World Health Organiztion (WHQO) memperkirakan saat ini
jumlah pecandu alkohol diseluruh dunia mencapai 64 juta orang. Badan
Narkotika Nasional (BNN) memperkirakan ada 3,2 juta orang di Indonesia
mempunyai riwayat menggunakan NAPZA dan 46% adalah perilaku minum

alkohol (Triyono, 2014; Suhardi, 2011).

Konsumsi alkohol dalam dalam dosis rendah bisa menimbulkan efek
stimulasi pada tubuh sehingga menyebabkan perasaan euphoria dan peminum
akan menjadi banyak bicara. Minum alkohol secara berlebihan akan
menyebabkan rasa kantuk dan depresi pernapasan dimana pernapasan akan
menjadi lambat, dangkal atau bahkan berhenti.

Konsumsi alkohol dengan dosis tinggi akan menyebabkan tekanan pada

sistem saraf pusat (Gunasekara, 2012).
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2.5.1. Efek Alkohol Terhadap Tubuh
Etanol merupakan zat yang ada didalam alkohol dan memiliki sifat
yang larut dalam air dan lemak, sehingga etanol langsung terserap
kedalam usus lewat proses difusi pasif (Wardlaw, et al., 2012). Kadar
alkohol akan meningkat dan mencapai puncaknya didalam darah sekitar
30-90 menit setelah mengonsusmsi alkohol. Salah satu organ yang
mengalami kerusakan akibat penggunaan alkohol berlebih adalah testis.
Alkohol menyebabkan penekanan fungsi organ reproduksi dan
dianggap sebagai salah satu penyebab penurunan Kkualitas sperma

(Gunasekara, 2012 ; Dosumu, et al., 2014).

2.5.2. Metabolisme Alkohol dalam Tubuh
Penyerapan alkohol didalam lambung sekitar 20% dan penyerapan di
dalam usus halus sekitar 80%, sedangkan alkohol dimetabolisme di
dalam hati sekitar 85%-98%, sisanya akan dikeluarkan melalui paru-
paru dan ginjal. Enzim yang berperan untuk memetabolisme alkohol
yaitu enzim alcohol dehydrogenase, acetaldehyde dehydrogenase, dan
microsomal ethanol oxidizing system (MEQOS). Alkohol akan diubah
menjadi asetaldehid oleh enzim alcohol dehydrogenase dan MEOS,
sedangkan enzim acetaldehid dehydrogenase akan mengubah

asetaldehid menjadi asetat (Wardlaw, et al., 2012).

Metabolisme alkohol di dalam tubuh memiliki dua cara, yaitu reaksi
oksidatif dan non oksidatif. Reaksi oksidatif menggunakan ADH

(Alkohol Dehidrogenase), sitokrom CYP2E1 dan enzim Kkatalase.



Alkohol masuk kedalam tubuh diabsorbsi di lambung dan usus halus
serta terdistribusi dalam cairan tubuh. Di dalam organ hepar, alkohol
akan dimetabolisme oleh enzim ADH menjadi asetaldehid yang bersifat
toksik, karsinogenik, sangat reaktif, dan menyebabkan kecanduan.
Kemudian oleh enzim asetaldehid dehydrogenase (ALDH), asetaldehid
akan diubah menjadi asam asetat melalui siklus Krebs akan

menghasilkan karbon dioksida dan air (Zakhari, 2006).

Alkohol mengalami oksidasi di mikrosom sel hepar oleh MEOS
(Microsomal  Ethanol Oxidizing System) yang menghasilkan
asetaldehid. MEOS merupakan bagian dari superfamili P450 dan
MEOS memiliki aktivitas enzim yang lebih tinggi daripada ADH.
Pembentukan MEOS diinduksi oleh alkohol dan substrat lain yang
termasuk famili sitokrom 450. Katalase yang berada pada peroksisom
merupakan enzim yang bertugas dalam proses reaksi oksidatif dalam
metabolisme alkohol pada hepar. Katalase juga akan mengoksidasi

alkohol untuk menjadi asetaldehid. (Zakhari, 2006).

Metabolisme alkohol dengan reaksi non oksidatif menghasilkan dua
formasi yaitu, fatty acid ethyl esters (FAEEs) dan molekul lemak yang
berisi fosfolipid.

Reaksi oksidatif dan reaksi non-oksidatif dalam metabolisme alkohol

dalam tubuh saling berhubungan satu sama lain. (Zakhari, 2006).
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Gambar 2. Metabolisme Alkohol (Kumar, et al., 2013).

2.5.3.Efek Alkohol Terhadap Spermatozoa

Konsumsi alkohol dapat menyebabkan terganggunya sistem hormon,
salah satunya yaitu sistem hypothalamus hypopituitary adrenal axis
yang akan menyebabkan pseudo-cushing syndrome yaitu keadaan yang
timbul akibat kelebihan hormon kortisol didalam tubuh. Konsumsi
alkohol juga menyebabkan gangguan pada sistem hypopituitary-
gonadal axis dan menyebabkan penurunan kadar testosteron pada pria
sehingga terjadi penurunan fungsi seksual. Alkohol menyebabkan
peningkatan kadar prolaktin yang mengkibatkan impotensi pada pria.
Alkohol dehidrogenase yang berada pada testis, dalam keadaan normal
mampu mengubah retinol menjadi retinal, yaitu suatu senyawa yang
penting untuk spermatogenesis. Alkohol dapat menghambat aktivitas
alkohol dehidrogenase untuk membentuk retinal, sehingga proses
spermatogenesis akan terganggu (National Institute on alcohol abuse

and alcoholism, 1997).

Alkohol juga menyebabkan kegagalan hipotalamus dan hipofisis untuk

mensekresikan GnRH (Gonadotrophine Releasing Hormone), FSH



(Follicle Stimulating Hormone), dan LH (Luteinizing Hormone).
Penurunan GnRH akan menurunkan sekresi LH dan FSH, fungsi FSH
sebagai pemelihara proses spermatogenesis melalui sel Sertoli dan LH
pada sel Leydig baik dalam pertumbuhan dan fungsinya dalam
mensekresi hormon testosteron ikut terganggu karena pengaruh dari
konsumsi alkohol. Keterlambatan pubertas, atrofi testis, disfungsi
ereksi, ginekomastia, gangguan spermatogenesis, hingga infertilitas
juga dapat terjadi karena pengaruh konsumsi minuman beralkohol

(Ngadji & Christianto, 2007).

Penggunaan alkohol baik akut ataupun kronik dapat menyebabkan
terganggunya hormon hipotalamus LHRH dan hormon hipofisis LH,
hal ini menyebabkan kadar testosteron menurun. Jika kadar testosteron
rendah maka produksi fruktosa di vesika seminalis akan mengalami
penurunan. Keadaan ini menyebabkan berkurangnya motilitas sperma
karena sperma menggunakan fruktosa sebagai sumber energi
menggerakkan flagellanya. Maka hal ini dapat disimpulkan bahwa
alkohol dapat mengurangi performa pria dan mengurangi fertilitas

(Hruska, 2000).
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2.6 Spermatogenesis
2.6.1 Definisi
Spermatogenesis merupakan proses kompleks mengenai pembentukan
sperma. Spermatogonia (sel germinativum primordial) berproliferasi
menjadi  spermatozoa, dan proses  spermatogenesis  sendiri
membutuhkan waktu 64 hari dan terjadi didalam testis. Setiap hari
terjadi tiga tahap utama vyaitu proliferasi mitotik, meiosis, dan
pengemasan yang akan menghasilkan beberapa ratus juta sperma

matang (Sherwood, 2012).

2.6.2. Proses Spermatogenesis
Proliferasi mitotik  dimulai dengan bermitosisnya  sel
spermatogoniayang menghasilkan sel anak berkromosom lengkap (46
kromosom) identik dengan sel induk. Satu sel anak hasil mitosis akan
tetap berada di tepi luar tubulus seminiferus sebagai spermatogonium
yang tidak berdiferensiasi,dan sel anak lain bergerak ke lumen lalu
mengalami  pembelahan mitosis sebanyak dua kali sehingga

menghasilkan 4 spermatosit primer identik (Sherwood, 2012).

Pada fase meiosis pertama spermatosit primer dengan jumlah diploid 46
kromosom rangkap akan membentuk spermatosid sekunder haploid 23
kromosom rangkap.Pada fase meiosis kedua akan terbentuk empat
spermatid 23 kromosom tunggal, lalu spermatid akan mengalami proses

remodeling atau pengemasan dikenal sebagai spermiogenesis.



Spermiogenesis akan merubah spermatid menjadi spermatozoa, dan
pada proses spermatogenik pada manusia akan menghasilkan 16

spermatozoa (Sherwood, 2012).
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Gambar 3. Proses Spermatogenesis (Sherwood, 2012).

Analisis kualitas sperma menurut WHO mencakup analisis jumlah,
motilitas, viabilitas, dan morfologi yang telah ditentukan. Dengan
melakukan analisis kualitas sperma dapat diketahui apakah seorang pria
memiliki resiko terjadinya infertilitas (WHO, 2010).Infertilitas adalah
ketidakmampuan pasangan yang telah menikah lebih dari satu tahun
untuk hamil.Penyebab 40-90% kasus infertilitas pada pria masih tidak
jelas, sehingga disebut dengan infertilitas idiopatik.Pada sperma pria
yang infertil ditemukan peningkatan 25-40% ROS (Ghareeb & Sarhan,

2014
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2.6.3 Jumlah Spermatozoa
Jumlah spermatozoa pada saat ejakulasi dihitung dari konsentrasi
spematozoa per mililiter (ml) semen. Nilai terendah dari jumlah sperma
adalah >15x10° spermatozoa permiliter semen. Apabila kurang dari
nilai tersebut maka seorang pria dikatakan memiliki oligospermiabila
sama sekali tidak ditemukan spermatozoa didalam semen seorang pria
maka pria tersebut dikatakan memiliki azospermia. Oligospermia
merupakan salah satu faktor penting yang menjadi penyebab dari
infertilitas. Sementara itu American Society of Reproductive Medicine
(ASRM) tahun 2015 menyebutkan untuk dikatakan fertil dibutuhkan

jumlah spermatozoa >48x10%/ml (WHO, 2010; ASRM, 2015).

2.6.4 Motilitas Spermatozoa
Motilitas sperma adalah refleksi perkembangan normal dan
kematangan spermatozoa dalam epididimis. Gerakan ekor maju
mundur memberikan motilitas sperma.Sperma normal bergerak dalam
medium cair dengan kecepatan 1-4 mm/menit. Pematangan sperma
terjadi di epididimis, sperma yang bergerak dari tubulus seminiferus
dan dari bagian awal epididimis adalah sperma yang belum motil,tetapi
setelah sperma berada dalam epididimis selama 18-24 jam, sperma akan
memiliki kemampuan motilitas. Motilitas spermatozoa pada manusia
dikatakan normal apabila pergerakan aktif di dapatkan >50%,
pergerakan lemah didapatkan <30%, dan tidak bergerak didapatkan

<20% (Guyton & Hall, 2007; WHO, 2010).



2.6.5 Viabilitas Spermatozoa
Viabilitas spermatozoa adalah ukuran ketahanan hidup sperma yang
dapat diperkirakan dengan menilai integritas atau keutuhan membran
sel sperma. Pemeriksaan viabilitas dapat dilakukan sebagai pemeriksaan
rutin dan menjadi pemeriksaan yang penting untuk dilakukan pada pria
dengan motilitas sperma kurang dari 40%. Pemeriksaan viabilitas
sperma harus dilakukan sesegera mungkin, 30 menit sampai satu jam
setelah proses pengenceran sampel semen dilakukan, hal ini bertujuan
untuk menghindari efek temperature dan dehidrasi yang dapat merusak
vitalitas sperma, salah satu pemeriksaan viabilitas sperma adalah

metode dye eclusion (WHO, 2010).

Sperma yang mati akan memiliki membrane plasma yang tidak intak,
metode dye eclusion didasari oleh prinsip kerusakan tersebut yang akan
membuat masuknya zat warna untuk mewarnai membran plasma
sperma yang telah mati, zat warna yang biasa digunakan adalah eosin.
Eosin akan membuat sperma yang hidup memiliki kepala yang putih
atau light pink karena membran plasmanya intak dan tidak menyerap
warna. Sementara kepala sperma yang mati akan berwarna merah atau
dark pink, karena membran plasmanya menyerap zat warna eosin.
Sperma yang baik akan memiliki kualitas viabilitas >58% setelah

pengamatan menggunakan mikroskop (Talwar, 2015).
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2.6.6 Morfologi Spermatozoa

Spermatozoa manusia normal terdiri atas tiga bagian yaitu kepala, leher

atau badan dan ekor, dengan panjang kurang lebih 50-70 mikron.

1. Kepala
Kepala memiliki panjang 4,5 mikron, lebar 3 mikron dan tebal 1,5
mikron. Bagian anterior kepala spermatozoaterdapat selubung yang
disebut akrosom dan pada bagian posterior terdapat selubung yang
disebut  postakrosom. Fungsi akrosom sebagai  penetrasi
spermatozoa kepada ovum, akrosom mengandung banyak enzim
hidrolitik dan proteolitik yang penting untuk penetrasi ovum saat
fertilisasi.

2. Leher
Fungsi leher untuk menghubungkan kepada dengan ekor, bagian
kepala mengandung sentriol dan berkas fibril halus.Sentrol sel pada
bagioan proksimal membentuk kapitulum berupa serabut aksial
yang dikelilingi oleh mitokondria pada bagian tengah.Tiap serabut
aksial terdiri dari sebelas serat fibril.Fibril aksial ini terdiri dari
aktin dan miosin.Fibril aksial terdapat di bagian tengah ekor (middle
piece) dan ekor (principle piece). Sistem fibril ini merupakan basis
motilitas pergerakan spermatozoa.

3. Ekor
Panjang ekor mencapai 43 mikron, bagian ekor dibagi menjadi tiga
bagian utama yaitu bagian tengah badan (middle piece), bagian

utama ekor (principle piece), bagian ujung ekor (end piece).



2.7 Tikus Putih
2.7.1 Taksonomi

Tikus putih (Rattus norvegicus) merupakan hewan yang sering
digunakan untuk hewan laboratorium.Hewan laboratorium adalah
hewan yang sengaja dipelihara dan diternakkan untuk dipakai sebagai
model untuk mempelajari berbagai macam bidang ilmu.Tikus putih
memiliki beberapa keunggulan antara lain penanganan dan
pemeliharaan yang mudah karena tubuhnya kecil, sehat dan bersih,
kemampuan reproduksi tinggi dengan masa kebuntingan singkat, serta
memiliki karakteristik produksi dan reproduksi yang mirip dengan
mamalia lainnya. Kriteria tikus putih yang dibutuhkan peneliti, antara
lain : kontrol pakan, kontrol kesehatan, recording, jenis (strain), umur,
bobot badan, jenis kelamin, dan silsilah genetik (Widiartini, et al.,
2013).

Klasifikasi dari tikus putih ialah:

Kingdom : Animalia
Subkingdom : Bilateria
Phylum : Chordata
Subphylum : Vertebrata
Kelas : Mamalia
Orde : Rodentia
Family : Muridae
Genus . Rattus

Species - Rattus norvegicus (Brekenhout, 1769).



23

Gambar 4. Rattus norvegicus galur Sprague Dawley (Akbar, 2010).

2.7.2 Struktur Dan Karakteristik
Dalam penelitian ini, tikus yang akan dijadikan hewan coba adalah
tikus putih (Rattus norvegicus) galur sprague dawley. Tikus ini
memiliki ciri bertubuh panjang dengan kepala lebih sempit. Telinga
tikus tebal danpendek dengan rambut halus, mata tikus putih berwarna

merah.

Ciri yang palingterlihat adalah ekornya yang panjang. Bobot badan
tikus jantan pada umur duabelas minggu mencapai 240 gram
sedangkan betinanya mencapai 200 gram. Tikusmemiliki lama hidup

berkisar antara 4-5 tahun (Pribadi, 2008).

2.8 Kerangka Teori
Kandungan antioksidan pada kulit batang bakau lindur (Bruguiera
gymnorrhiza) bisa dijadikan salah satu solusi untuk mencegah terjadinya
stress oksidatif akibat paparan radikal bebas yang berlebih. Radikal bebas

dapat meningkat akibat konsumsi etanol yang berlebih.



Kadar Reactive Oxygen Selective (ROS) akan meningkat seiring dengan
meningkatnya kadar radikal bebas. Antioksidan endogen tidak mampu
menangkal banyaknya ROS yang meningkat. Hal tersebut memicu terjadinya
stress oksidatif. Keadaan stress oksidatif membawa pada kerusakan oksidatif
mulai dari tingkat sel, jaringan hingga ke organ tubuh, salah satunya

kerusakan pada testis.

Keadaan stress oksidatif yang dipicu oleh radikal bebas dari minuman
beralkohol dapat menurunkan jumlah testosteron dalam plasma darah,
penurunan jumlah, motolitas, viabilitas dan morfologi sperma yang akhirnya
bisa menyebabkan infertilitas.Hal ini menyebabkan tubuh memerlukan
antioksidan eksogen untuk menangkal peningkatan Reactive Oxygen Selective
(ROS), salah satunya bisa didapat dari kulit batang bakau lindur (Bruguiera

gymnorrhiza).
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Gambar 5. Kerangka Teori
Keterangan :

: : Variabel yang diteliti
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2.9 Kerangka Konsep

Variabel Independen Variabel Dependen

Ekstrak Kulit Batang Bakau w _( Jumlah, Motilitas, Viabilitas,

Lindur (Bruguiera dan Morfologi Spermatozoa
gymnorrhiza)

Gambar 6. Kerangka Konsep

2.10 Hipotesis Penelitian
2.10.1. Hipotesis Alternatif (H1)

Terdapat pengaruh pemberian dosis ekstrak kulit batang bakau lindur
(Bruguiera gymnorrhiza) terhadap jumlah, motilitas, viabilitas dan
morfologi sperma tikus putih (Rattus norvegicus) galur Sprague
Dawley yang diinduksi alkohol 25%.
2.10.2. Hipotesis Null (HO)

Tidak terdapat pengaruh pemberian dosis ekstrak kulit batang bakau
lindur (Bruguiera gymnorrhiza) terhadap jumlah, motilitas, viabilitas
dan morfologi sperma tikus putih (Rattus norvegicus) galur Sprague

Dawley yang diinduksi alkohol 25%.
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Jenis Penelitian

Jenis penelitian ini ialah penelitian analitik kuantitatif true eksperimental.
Penelitian true eksperimental yaitu penelitian yang dilakukan untuk
menyelidiki kemungkinan hubungan sebab akibat dengan melakukan kontrol

atau kendali (Notoatmodjo, 2010).

Lokasi Penelitian

Pemeliharaan hewan coba dilakukan di Animal House Fakultas Kedokteran
Universitas Lampung. Pembuatan ekstrak dilakukan di Laboratorium
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung.
Terminasi dan pemeriksaan jumlah, motilitas, viabilitas dan morfologi
sperma hewan coba dilakukan di Laboratorium Biokimia-Biologi Molekuler

Fakultas Kedokteran Universitas Lampung.

Subjek Penelitian
3.3.1 Populasi

Penelitian ini menggunakan populasi tikus putih (Rattus norvegicus)

jantan galur Sprague dawley usia 3 bulan atau 12 minggu dengan berat



200 gr — 250 gr yang diperoleh dari Yogyakarta Peternakan Tikus Putih
Penelitian dengan kriteria inklusi dan eksklusi sebagai berikut:
1. Kriteria Inklusi
a. Sehat
b. Memiliki berat badan 200-250 gram
c. Jenis kelamin jantan
d. Usia sekitar 3 bulan
2. Kiiteria eksklusi
a. Terdapat penurunan berat badan lebih dari 10% setelah 1
minggu masa adaptasi di laboratorium
b. Sakit (penampakan rambut kusam, rontok atau botak, dan
aktivitas kurang atau tidak aktif)
c. Tikus mati
3.3.2 Sampel
Sampel diperoleh dari populasi dengan teknik Simple Random Sampling
(acak sederhana) dengan cara pengundian. Besar sampel ditetapkan
dengan menggunakan rumus Frederer (Didik, 2013) :

t-1mn-1)=15
Keterangan:

t = jumlah kelompok perlakuan

n = jumlah sampel dalam satu kelompok
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dari rumus tersebut didapatkan jumlah sampel:

4-1)mn-1) =15
3n—4=>15
3n>15+4
3n>19
n=6.3
N=6
Dari perhitungan diatas didapatkan sampel minimal sebanyak 6 ekor.

Untuk mencegah terjadinya kekurangan sampel akibat drop out dalam
penelitian, maka dihitung kembali sampel dengan rumus drop out yaitu

(UGM, 2011) :

n

N:1—f

Keterangan:

N = Jumlah sampel koreksi

f = perkiraan proporsi drop out (£ =10%)
6

N =
1-10%

N=—
0,

<o

Jadi jumlah keseluruhan sampel penelitian adalah:

Ada 4 kelompok dengan jumlah keseluruhan ada 32 ekor tikus.



3.3.3 Kelompok Perlakuan

1. Kelompok kontrol negatif (K1)
Kelompok tikus yang diberi aquadest, namun tidak diinduksi
alkohol 25% dan tidak diberikan ekstrak kulit batang bakau lindur
(Bruguiera gymnorrhiza).

2. Kelompok kontrol positif (K2)
Kelompok tikus yang diinduksi alkohol 25% dengan dosis 0,6 ml
selama 7 hari (Osonuga OA, et al., 2010).

3. Kelompok perlakuan 1 (P1)
Kelompok tikus yang diinduksi alkohol 25% dengan dosis 0,6 ml
(Osonuga OA, et al., 2010). Lalu diikuti pemberian ekstrak kulit
batang bakau lindur (Bruguiera gymnorrhiza) dengan dosis 150
mg/hari selama 7 hari.

4. Kelompok perlakuan 2 (P2)
Kelompok tikus yang diinduksi alkohol 25% dengan dosis 0,6 ml
dan diikuti pemberian ekstrak kulit batang bakau lindur (Bruguiera

gymnorrhiza) dengan dosis 300 mg/hari selama 7 hari.

3.4 Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian ini menggunakan rancangan post test with sample
randomized control group design. Pengambilan data hanya dilakukan setelah
perlakuan. Semua kelompok dianggap sama sebelum perlakuan. Setelah
pemberian perlakuan, peneliti membandingkan hasil antara kelompok kontrol

dan kelompok perlakuan (Notoatmodjo, 2010).
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3.5 ldentifikasi Variabel Penelitian

3.5.1 Variabel Independen
Variable independen (bebas) pada penelitian ini adalah ekstrak kulit
batang bakau lindur (Bruguiera gymnorrhiza) yang diberikan pada
tikus putih (Rattus norvegicus) galur Sprague Dawley yang diinduksi
alkohol 25%.
3.5.2 Variabel Dependen
Variabel dependen (terikat) pada penelitian ini adalah jumlah,
motilitas, viabilitas, dan morfologi sperma tikus putih (Rattus
norvegicus) galur Sprague-Dawley.
3.5.3 Variabel Perantara
1. Variabel perantara yang dapat dikendalikan adalah jenis tikus,
umur tikus, makanan tikus, minuman tikus, dan dosis ekstrak kulit
batang bakau lindur (Bruguiera gymnorrhiza).
2. Variabel perantara yang tidak dapat dikendalikan adalah absorbsi
ekstrak kulit batang bakau lindur (Bruguiera gymnorrhiza) pada

tikus dan respon tikus yang diinduksi alkohol.



3.6 Definisi Operasional Variabel Penelitian
Definisi operasional mengenai variabel penelitian dijelaskan dari tabel berikut:

Tabel 2. Definisi Operasional

Variabel  Definisi Operasional Alat Ukur Hasil Ukur Skala
Ekstrak Kulit ~ Kulit batang Neraca Dosis ekstrak kulit batang  Kategorik
Batang Bakau  bakau lindur bakau lindur

Lindur diekstrak lalu 150 mg/kgBB;
diberikan padan 300 mg/kgBB (Sur,
hewan coba 1x Hazra, & Bhattacharyya
perhari et al., 2016).
Jumlah Jumlah atau Improved  Jumlah dihitung di Numerik
Spermatozoa  konsentrasi Neubauer,  Improved Neubauer
spermatozoa per Mikroskop  (juta/ml)
ml cahaya

Motilitas Pergerakan Mikroskop  Presentase spermatozoa Numerik

Spermatozoa  spermatozoa yang cahaya motil dibandingkan
terlihat bergerak dengan total spermatozoa
atau tidak yang diamati
bergerak diamati
dibawah

mikroskop dengan
perbesaran 100x.

Viabilitas Daya tahan hidup ~ Mikroskop  Persen (%) Numerik
Spermatozoa  spermatozoa cahaya
diluar testis

Morfologi Diamati bentuk Mikroskop  Presentase spermatozoa  Numerik
Spermatozoa  spermatozoa cahaya bentuk normal
dengan 5 lapang
pandang
mikroskop dalam
jumlah 100
spermatozoa

3.7 Alat dan Bahan
3.7.1. Alat untuk pembuatan ekstrak adalah:

1. Mesin penggiling
2. Kertas saring

3. Labu elenmeyer
4. Neraca analitik

5. Pipet ukur



6.

7.
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Rotary evaporator

Gelas ukur

3.7.2. Alat yang digunakan selama perlakuan adalah:

1.

2.

8.

9.

Kandang tikus

Tempat makan dan minum tikus

Neraca elektronik dengan kapasitas/daya baca 3000gr/0,01gr
Sonde lambung tikus

Lemari pendingin untuk menyimpan ekstrak

Spuit oral 1 cc

Alat bedah minor

Kamera digital

Handscoon dan masker

10. Gelas ukur dan pengduk

3.7.3. Alat dalam pembuatan preparat spermatozoa adalah :

1.

2.

Cover glass
Obiject glass

Tissue cassete

. Kertas saring

Improved Neubauer

Minyak emersi

. Mikropipet



3.7.4.Bahan yang digunakan dalam pembuatan ekstrak adalah:
1. Kulit batang bakau lindur(Bruguiera gymnorrhiza)
2. Etanol 96%
3.7.5.Bahan yang digunakan selama perlakuan adalah:
1. Pakan standar (pelet dan gabah)
2. Air minum
3. Sekam
4. Alkohol 25%
3.7.6.Bahan yang digunakan dalam pembuatan preparat spermatozoa
adalah:
1. Nacl 0,9%
2. Pewarna giemsa
3. Aguadest
4. Menthanol

3.8 Cara Kerja

3.8.1 Persiapan Hewan Coba
Tikus sebanyak 32 ekor dibagi atas 4 kelompok atau sama dengan 8
ekor tikus tiap kelompok dan diadaptasi dalam waktu 7 hari di
kandang pemeliharaan untuk menyamakan cara hidup dan
makanannya sebelum diberi perlakuan. Tikus diletakan didalam
kandang yang dialasi sekam setinggi 0,5-1cm yang diganti setiap hari
untuk mencegah infeksi dan ditutup menggunakan kawat, kandang
diletakkan di Animal house Fakultas Kedokteran Universitas

Lampung.
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3.8.3

3.8.4
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Setelah 7 hari, tikus di lihat kondisi umumnya dan ditimbang berat
badannya, tikus yang digunakan ialah tikus yang sehat, tidak
mengalami penurunan berat badan lebih dari 10% (Larasati, 2013).
Prosedur Pemberian Aquades

Pada penelitian ini pemberian aquades diberikan secara oral.
Pemberian aquades yaitu sebesar 1% dari berat badan. Hewan uji yang
diberikan memiliki berat sekitar 200 gram, sehingga rumus

perhitungan aquades sebagai berikut :

Berat badan x Persen pemberian = 200 gram x 1%
=200 gram x (1ml/ 100 gram)

=2 ml/ hari

Induksi Pemberian Alkohol 25%

Dosis etanol yang digunakan dalam penelitian ini memiliki kadar
etanol 25%. Kadar ini banyak dikonsumsi masyarakat. Induksi alkohol
dengan kadar etanol 25% dengan dosis 0,6 ml/sonde diberikan selama

7 hari perlakuan (Osonuga, et al., 2010).

Pembuatan Ekstrak Kulit Batang Bakau Lindur

Tanaman bakau lindur didapatkan dari Lampung Timur kecamatan
Labuhan Maringgai desa Margasari. Kulit batang dipisahkan dari
pohonnya, potongan kulit batang bakau lindur dimasukkan kedalam
mesin penggiling untuk mendapatkan tekstur yang diinginnkan,
penggilingan ini dilakukan di Fakultas Pertanian Universitas
Lampung.Selanjutnya serbuk kulit batang bakau lindur (Bruguiera

gymnorrhiza) sebanyak 500 gram direndam kedalam pelarut etanol
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96% sampai terendam seluruhnya, selanjutnya 6 jam pertama di aduk
aduk lalu direndam (maserasi) selama 18 jam. Hasil campuran dengan
pelarut etanol 96% disaring menggunakan Kkertas saring untuk
mendapatkan filtrat. Filtrat yang didapat selanjutnya diuapkan dengan
rotatory evaporator 60°C. Hasil ekstrak kulit batang bakau lindur
kemudian ditimbang dan didapatkan volume serta berat jenisnya.
Kemudian dilakukan pengenceran dan didapatkan dosis yang akan
digunakan pada penelitian (Darminto, et al., 2009).

Pemberian Ekstrak Kulit Batang Bakau Lindur pada Hewan
Coba

Setiap kelompok tikus diberikan perlakuan pemberian ekstrak kulit
batang bakau lindur dengan dosis yang berbeda. Pembagian empat
kelompok tersebut, ialah:
1. Kelompok Kontrol Negatif (K1)
Kelompok tikus kontrol tanpa pemberian ekstrak kulit batang
lindur dan tanpa diinduksi alkohol 25%
2. Kelompok Kontrol Positif (K2)
Kelompok tikus kontrol tanpa pemberian ekstrak kulit batang

lindur dan diinduksi alkohol 25% selama 7 hari.
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Kelompok Perlakuan 1 (P1)
Kelompok tikus kontrol dengan pemberian ekstrak kulit batang
lindur dengan dosis 150 mg/kgBB/hari dan diinduksi alkohol 25%

selama 7 hari.

. Kelompok Perlakuan 2 (P2)

Kelompok tikus kontrol dengan pemberian ekstrak kulit batang
lindur dengan dosis 300 mg/kgBB/hari dan diinduksi alkohol 25%

selama 7 hari.

Terminasi Hewan Coba

Setelah 7 hari perlakuan, masing-masing hewan coba dianastesi

dengan ketamine-xylazine. Setelah tikus dibedah untuk diambil organ

testisnya, kemudian testis diletakkan pada gelas ukur berisi NaCl 0,9%

agar dapat dengan mudah memisahkan testis dengan lemak.

Pengamatan Jumlah, Motilitas, Viabilitas, dan Morfologi
Spermatozoa

1.

Pengambilan Sekresi Kauda Epididimis

Untuk mendapatkan spermatozoa didalam sekresi kauda
epididimis harus dilakukan pembedahan. Lalu organ testis dan
epididimis diambil dan diletakkan kedalam cawan petri yang
berisi NaCl 0,9%. Dibawah mikroskop dengan pembesaran 400x
kauda epididimis dipisahkan dengan cara memotong bagian
proksimal korpus epididimis dan bagian distal vas deferen. Kauda
epididimis dimasukkan kedalam gelas arloji yang berisi 1 ml
NaCl 0,9% lalu bagian proksimal kauda dipotong dan ditekan

secara perlahan hingga cairan sekresi epididimis keluar dan



tersuspensi dengan NaCl 0,9%. Suspense spermatozoa dari kauda
epididimis dapat digunakan untuk pengamatan yang meliputi
jumlah, motilitas, viabilitas dan morfologi spermatozoa.

Jumlah Spermatozoa

Suspensi spermatozoa Yyang diperoleh harus dihomogenkan
dengan NaCl 0,9%, selanjutnya diambil 10 pl sampel dan
dimasukkan kedalam kotak hemositometer improved neubauer
dan ditutup dengan kaca penutup. Amati dengan mikroskop
cahaya perbesaran 40x, hemosimeter diletakkan dan dihitung
jumlah spermatozoa pada kotak kamar hitung. Hasil perhitungan
dimasukkan kedalam rumus penentuan jumlah spermatozoa ml
suspense  sekresi  kauda  epididimis  sebagai  berikut

(Gandasoebrata, 1984).

Jumlah spermatozoa = n x pengenceran x 10° (juta/ml)

Motilitas Spermatozoa

Untuk menentukan motilitas spermatozoa diambil spermatozoa
dari kauda epididimis seperti penjelasan di atas kurang lebih 10-
15 ul ke atas gelas objek lalu ditutup dengan cover glass.

Kategori perhitungan motilitas spermatozoa dilakukan dengan
menghitung persentase spermatozoa dibawah mikroskop cahaya
dengan pembesaran 40x. Berdasarkan motilitas bergerak atau
tidaknya spermatozoa tikus.Biasanya empat sampai enam

lapangan pandang yang diperiksa untuk memperoleh seratus
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spermatozoa secara berurutan yang kemudian diklasifikasi
sehingga menghasilkan persentase setiap kategori motilitas

(Rahmanisa, 2013).

jumlah spermatozoa progresif (n)

% motilitas = x 100

total spermatozoa yang diamati (N)

Pengamatan dilakukan empat sampai enam lapang pandang
dengan kriteria motilitas sebagai berikut :

A : Berjalan cepat dan lurus

B : Berjalan lambat

C : Bergerak ditempat

D : Tidak bergerak sama sekali

Data yang diambil adalah spermatozoa yang kualitasnya bagus
yaitu dengan kriteria bergerak dan tidak bergerak.

Viabilitas Spermatozoa

Perhitungan daya tahan hidup (viabilitas) sperma dilakukan
dengan meneteskan satu tetes semen pada gelas objek dan
ditambahkan satu tetes larutan eosin dengan konsentrasi
10%.Dilakukan smear dan ditutup dengan kaca penutup untuk
kemudian diamati dengan menggunakan mikroskop perbesaran
400x. Diamati kurang lebih 200 spermatozoa dan dihitung
spermatozoa yang hidup (tidak menyerap warna) dan spermatozoa

yang mati (menyerap warna) kemudian dihitung persentasenya.

Persentase viabilitas spermatozoa dapat dilihat dari jumlah

spermatozoa hidup dibandingkan dengan spermatozoa yang mati



dari 200 spermatozoa.Spermatozoa hidup memiliki kepala
spermatozoa yang berwarna putih sedangkan spermatozoa mati
diketahui dengan melihat kepala spermatozoa berwarna ungu atau
merah setelah diwarnai dengan eosin. Perhitungan viabilitas
menggunakan rumus:
5.  Morfologi Spermatozoa

Untuk menentukan morfologi spermatozoa diambil spermatozoa
dari kauda epididimis seperti penjelasan di atas, kemudian dibuat
apusan menggunakan kaca objek, lalu dikeringkan. Kemudian
fiksasi dengan diberikan methil alkohol selama 5 menit

dikeringkan kemudian diberi

pewarna giemsa selama 5 menit. Setelah itu dibilas dengan
aquades lalu dikeringkan.Kemudian di bawah mikroskop cahaya
diamati dan dihitung dalam satu lapang pandang dengan
pembesaran 100x (Rahmanisa, 2013).Interpretasi normal
morfologi spermatozoa adalah didapatkan bila >30% (WHO,

2010).

% morfologi - jumlah spermatozoa normal (n) x 100%

total spermatozoa yang diamati (N)

3.9 Teknik Analisis Data
Analisis statistik yang digunakan dalam penelitian ini untuk mengolah data

ialah analisis bivariat. Data dari hasil penelitian lalu di uji normalitas datanya
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dengan uji Shapiro-Wilk (jumlah sampel < 50) untuk mengetahui normalitas

dari distribusi data penelitian (Notoatmodjo, 2010).

Jika data  terdistribusi  normal  makadilanjutkan  dengan  uji
parametrik.Sedangkan, jika data tidak terdistribusi normal maka dilanjutkan
dengan uji non parametrik.Lalu dilakukan uji homogenitas data dengan uji

Levene untuk mengetahui varians data (Notoatmodjo, 2010).

Jika data penelitian terdistribusi normal serta varians data homogen maka
dilanjutkan dengan uji parametrik One Way Anova. Jika hasil uji bermakna
menunjukkan data signifikan (p<0,05) dan varian data sama, maka
dilanjutkan dengan analisis Post Hoc Bonferroni. Namun jika varian data
berbeda dilanjutkan dengan analisis Post Hoc Tamhane’s untuk mengetahui

perbedaan hasil antar kelompok perlakuan (Notoatmodjo, 2010).

Jika data penelitian teristribusi tidak normal, maka dilanjutkan uji non-
parametrik uji Kruskal-Wallis. Jika hasil uji bermakna menunjukan data
signifikan (p<0,05) maka dilanjutkan dengan uji Post-Hoc Mann-Whitney
untuk mengetahui perbedaan hasil antar kelompok perlakuan(Notoatmodjo,

2010).



3.10 Alur Penelitian

Aklimasi hewan coba

v

Pembagian 4 kelompok tikus secara acak

K1 K2 P1 P2
Tikus diberi Tikus diberi Tikus diberi Tikus diberi
aquades alkohol 25% alkohol 25% alkohol 25%
. dengan dosis dengan dosis 0,6] | dengan dosis 0,6
2 mi/ hari 0,6 ml ml dan ekstrak ml dan ekstrak
kulit batang kulit batang
bakau lindur bakau lindur
dosis 150 dosis 300
mg/kgBB mg/kgBB
| | | |
[ Terminasi dan pembedahan tikus untuk pengambilan organ testis

Pembuatan dan pengamatan preparat

Interpretasi hasil pengamatan

Gambar 7. Diagram Alur Penelitian
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3.11 Etika Penelitian
Pada penelitian ini didapatkan Persetujuan Etik (Ethical Approval) dengan
No : 1085/UN26.18/pp.05.02.00/2019 dengan judul “Pengaruh Pemberian
Ekstrak Kulit Batang Bakau Lindur (Bruguiera gymnorrhiza) terhadap
Jumlah dan Kualitas Sperma Tikus Putih (Rattus norvegicus) Galur

Sprague-Dawley yang Diinduksi Alkohol”.

Prinsip etika dalam menggunakan hewan coba untuk penelitian harus

memenuhi prinsip 3R yaitu :

1. Replacement, adalah keperluan memanfaatkan hewan percobaan sudah
diperhitungkan dari pengalaman terdahulu maupun literatur yang ada
untuk menjawab pertanyaan penelitian yang tidak dapat digantikan oleh
makhluk hidup lain seperti sel atau biakan jaringan.

2. Reduction, adalah pemanfaatan hewan dalam penelitian sedikit mungkin,
namun tetap mendapatkan hasil yang optimal. Maka dari itu digunakan
rumus frederer untuk mengetahui sampel minimal.

2. Refinement, adalah memperlakukan hewan percobaan secara manusiawi,
dengan prinsip dasar membebaskan hewan coba dalam beberapa kondisi:
a. Bebas dari rasa lapar dan haus, dengan cara hewan coba diberikan

pakan standar dan minum ad libitum.
b. Bebas dari ketidaknyamanan, dengan cara hewan coba ditempatkan
pada animal house dengan suhu ruangan sekitar 25-30°C, jauh dari

gangguan bising dan aktivitas manusia, serta terjaga kebersihannya.



C.

Bebas dari nyeri dan penyakit dengan menjalankan pencegahan,
pemantauan, serta pengobatan terhadap hewan percobaan jika
diperlukan.

Bebas dari rasa takut dan stres, dengan cara hewan coba diberikan
waktu aklimatisasi selama 7 hari.

Bebas mengekspresikan tingkah-laku alamiah, pada penelitian ini
masing-masing hewan coba ditempatkan pada satu kandang dengan
jumlah enam ekor agar dapat mengekspresikan kontak sosial

(Ridwan, 2013).



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Dari hasil dan pembahasan diatas, dapat disimpulkan bahwa:

1. Terdapat pengaruh pemberian dosis ekstrak kulit batang bakau
lindur (Bruguiera gymnorrhiza) terhadap jumlah dan kualitas
sperma tikus putih (Rattus novergicus) galur Spargue-Dawley
yang diinduksi alkohol.

2. Secara stastistik, dosis efektif dari ekstrak kulit batang bakau lindur
(Bruguiera gymnorrhiza) yang dapat memberikan efek protektif
terhadap jumlah dan kualitas spermatozoa tikus putih (Rattus
norvegicus) galur Sprague-Dawley yang diinduksi alkohol 25%

sebesar 150 mg/kgBB.
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5.2 Saran

Adapun saran yang dapat disampaikan dari penelitian ini adalah :

1. Penelitian selanjutnya disarankan untuk meneliti pengaruh ekstrak
kulit batang bakau lindur (Bruguiera gymnorrhiza) terhadap
parameter lain.

2. Penelitian selanjutnya disarankan untuk meneliti pengaruh fraksi
antioksidan dari kulit batang bakau lindur (Bruguiera gymnorrhiza)
dalam mencegah terjadinya stress okstidatif.

3. Peneliti lain disarankan dapat meneliti untuk menguji lebih lanjut
dosis toksisitas dari ekstrak kulit batang bakau lindur (Bruguiera
gymnorrhiza).

4. Penelitian selanjutnya disarankan untuk menggunakan rentang
dosis ekstrak kulit batang bakau lindur (Bruguiera gymnorrhiza)

yang lebih bervariasi.
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