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ABSTRAK

PENGARUH PEMBERIAN EKSTRAK METANOL DAN N-HEKSANA LADA
HITAM (Piper nigrum L) DIKOMBINASIKAN DENGAN ZINK (Zn)
TERHADAP VIABILITAS DAN MORFOLOGI SPERMATOZOA
TIKUS PUTIH JANTAN (Rattus norvegicus) YANG DIINDUKSI
GENTAMISIN

Oleh

HASRI AGHNIA SALSABILA

Latar Belakang : Menurut WHO, sekitar 50-80 juta pasangan mengalami infertilitas di
dunia. Di Indonesia, dari sekitar 67 juta pasangan usia subur, 10-15% mengalami
infertilitas. Menurut Riskesdas tahun 2013 tingkat prevalensi infertilitas adalah 15-25%
dari semua pasangan. Salah satu penyebab infertilitas adalah konsumsi obat-obatan yang
mempunyai efek toksik terhadap testis. Antibiotik gentamisin diduga memiliki efek toksik
terhadap testis dengan menginduksi oxidative stress. Lada hitam memiliki kandungan
piperin yang berfungsi sebagai antioksidan. Zink merupakan elemen yang berfungsi dalam
menyeimbangkan proses spermatogenesis. Pemberian ekstrak lada hitam dan zink diduga
dapat bermanfaat dalam pencegahan infertilitas yang disebabkan oleh gentamisin.
Metode : Penelitian ini menggunakan metode eksperimental dengan rancangan penelitian
yang digunakan adalah Post Test Only Control Group Design. Teknik pengambilan sampel
dengan menggunakan simple random sampling dan dengan menggunakan rumus Frederer
didapatkan sampel penelitian sebanyak 28. Subjek penelitian adalah tikus putih jantan
(Rattus norvegicus) galur Sprague Dawley, berusia 2,5-3 bulan dengan berat = 200 gram.
Variabel bebas penelitian ini adalah pemberian ekstrak metanol dan n-heksana lada hitam,
pemberian zink, dan induksi gentamisin. Variabel terikat pada penelitian ini adalah
viabilitas spermatozoa dan morfologi spermatozoa.

Hasil : Penelitian menunjukkan bahwa ada pengaruh pemberian ekstrak metanol lada hitam
dan zink terhadap kenaikan persentase viabilitas spermatozoa (62,91%) tikus putih jantan
yang diinduksi gentamisin dengan nilai p 0,000 (<0,05). Pada pemberian ekstrak metanol
lada hitam dan zink juga berpengaruh terhadap kenaikan persentase morfologi spermatozoa
normal (68,5%) tikus putih jantan yang diinduksi gentamisin dengan nilai p 0,000 (<0,05).
Pemberian ekstrak n-heksana lada hitam dan zink berpengaruh terhadap kenaikan
persentase viabilitas spermatozoa (62,91%) tikus putih jantan yang diinduksi gentamisin
dengan nilai p 0,000 (<0,05). Pada pemberian ekstrak n-heksana lada hitam dan zink juga
berpengaruh terhadap kenaikan persentase morfologi spermatozoa normal (68,25%) tikus
putih jantan yang diinduksi gentamisin dengan nilai p 0,000 (<0,05).

Kesimpulan : Ada pengaruh pemberian campuran ekstrak metanol dan n-heksana lada
hitam dan zink pada kelompok tikus yang diinduksi gentamisin. Hal ini terlihat dari
kenaikan rerata persentase viabilitas spermatozoa dan persentase morfologi spermatozoa
normal.

Kata Kunci : Infertilitas, Lada Hitam, Zink, Gentamisin, Viabilitas Spermatozoa,
Morfologi Spermatozoa.



ABSTRACT

THE EFFECT OF METHANOL AND N-HEXANE EXTRACT OF BLACK
PEPPER (Piper nigrum L) COMBINED WITH ZINC (Zn) ON VIABILITY
AND MORPHOLOGY OF MALE WHITE RATS SPERMATOZOA
(Rattus norvegicus) INDUCED BY GENTAMICIN

By

HASRI AGHNIA SALSABILA

Background : According to WHO, around 50-80 million couples had infertility in the
world. In Indonesia, from about 67 million couples of childbearing age, 10-15% had
infertility. According to the Riskesdas (2013), the prevalence rate of infertility is 15-25%
for all couples. One of the causes of infertility is the consumption of drugs that have a toxic
effect on the testes. The antibiotic gentamicin is thought to have a toxic effect on the testes
by inducing oxidative stress. Black pepper contains piperine which functions as an
antioxidant. Zinc is an element that functions in balancing the process of spermatogenesis.
The administration of black pepper extract and zinc is thought to be useful in preventing
infertility caused by gentamicin.

Method : This study uses an experimental method with the research design used is Post
Test Only Control Group Design. The sampling technique was using simple random
sampling and using Frederer's formula, 28 research samples were obtained. The research
subjects were male white rats (Rattus norvegicus) Sprague Dawley strain, 2.5-3 months old
and weighing £ 200 grams. The independent variables of this study were the administration
of methanol extract and n-hexane black pepper, zinc administration, and gentamicin
induction. The dependent variables in this study were spermatozoa viability and
spermatozoa morphology.

Results: The study showed that there was an effect of giving methanol extract of black
pepper and zinc to the increase in the percentage of spermatozoa viability (62.91%) of male
white rats induced by gentamicin with p value 0.000 (<0.05). The administration of black
pepper methanol extract and zinc also affected the increase in the percentage of normal
spermatozoa morphology (68.5%) in male white rats induced by gentamicin with p value
0.000 (<0.05). The administration of n-hexane extract of black pepper and zinc affected the
increase in the percentage of spermatozoa viability (62.91%) of male white rats induced by
gentamicin with p value 0.000 (<0.05). The administration of n-hexane extract of black
pepper and zinc also affected the increase in the percentage of normal spermatozoa
morphology (68.25%) in male white rats induced by gentamicin with p value 0.000 (<0.05).
Conclusion : There is an effect of giving a mixture of methanol extract and n-hexane black
pepper and zinc to the group of rats induced by gentamicin. This can be seen from the
increase in the average percentage of spermatozoa viability and the percentage of normal
spermatozoa morphology.

Keywords : Infertility, Black Pepper, Zinc, Gentamicin, Spermatozoa Viability,
Spermatozoa Morphology.
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Infertilitas menjadi suatu masalah penting bagi setiap orang. Prevalensi
kejadian infertilitas antara negara maju dan berkembang memiliki perbedaan.
Pada negara berkembang kejadian infertilitas lebih tinggi dikarenakan dalam
melakukan diagnosis dan penatalaksanaannya terdapat keterbatasan sumber
daya. Angka kejadian infertilitas pada negara Indonesia diperkirakan + 10%
(Ridhoila, 2017). Infertilitas pada pria bisa terjadi karena terganggunya proses
spermatogenesis. Proses spermatogenesis dipengaruhi beberapa faktor yaitu,
faktor internal dan faktor eksternal (Dina, 2017). Taher et al (2015) pada
penelitiannya menyatakan terdapat 30-40% kasus infertilitas pria yang tidak
ditemukan penyebabnya atau dinamakan infertilitas idiopatik. Beberapa faktor
yang menyebabkan infertilitas idiopatik, seperti reactive oxygen species (ROS),
gangguan endokrin akibat polusi lingkungan, atau gangguan epigenetik dan
genetik. Pemakaian obat-obatan juga memicu terjadinya kelainan atau
penyebab terjadinya infertilitas (Angulo C, 2011). Beberapa jenis antibiotik
yang terbukti dapat menyebabkan infertilitas adalah golongan aminoglikosida

seperti gentamisin dan neomisin (Krause et al., 2016)

Gentamisin adalah sebuah antibiotik aminoglikosida yang umumnya bekerja
pada bakteri gram negatif. Gentamisin dalam penggunaannya sering digunakan
pada pasien infeksi saluran kemih yang khususnya telah didiagnosis
pielonefritis atau prostatitis (IAUI, 2015). Angka kejadian infeksi saluran kemih
di Indonesia menurut data Depertemen Kesehatan Republik Indonesia



menunjukkan bahwa pasien infeksi saluran kemih berjumlah 90-100 kasus per
100.000 penduduk per tahun atau sekitar 180.000 kasus baru per tahun di
Indonesia (Depkes RI, 2014). Dalam beberapa penelitian mengatakan bahwa
gentamisin dapat menginduksi sebuah oxidative stress status di testis dengan
menaikkan radikal bebas dan lemak peroksidase. Jumlah dan motilitas
spermatozoa menurun dan abnormalitas morfologi spermatozoa meningkat
pada pemberian gentamisin (Zahedi, 2012). Hal ini mendorong manusia untuk
menemukan pengobatan infertilitas akibat konsumsi gentamisin, salah satunya

menggunakan obat herbal atau tradisional.

Indonesia merupakan negara yang memiliki banyak rempah-rempah. Sesuai
dengan sejarah, Indonesia dijajah karena rempah-rempah yang begitu
melimpah. Lada hitam merupakan salah satu jenis rempah-rempah yang tumbuh
di Indonesia khususnya Provinsi Lampung. Pengobatan tradisional yang
mengedepankan bahan-bahan alami dapat menggunakan lada hitam sebagai
bahan baku utamanya. Lada disebut juga merica (Piper nigrum L.) berasal dari
famili Piperaceae (Vasavirama dan Upender, 2014). Lada hitam mengandung
minyak atsiri dan alkaloid dengan komponen dipenten, entoksilen, limonen,
felandren, dan kariopilen. Kandungan lada hitam yang adalah pati (36-37%);
alkaloid piperin (5,3-9,2%); lemak (6,5-7,5%); minyak atsiri (1,2-3,5%);
kavisin (sampai 1%) dan metil-pirolin; dan serat kasar (x14%) (Hikmawanti,
2016).

Lada hitam juga mengandung beberapa bahan aktif seperti phenolic acids
phenolic amides, flavonoid yang berfungsi sebagai antioksidan serta diketahui
juga mengandung senyawa aktif piperin (Meghwal, 2012). Senyawa piperin
yang terdapat pada lada hitam memiliki beberapa manfaat, antara lain sebagai
antimalaria, menurunkan berat badan, antiinflamasi, menurunkan demam,
menetralkan racun bisa ular, membantu meningkatkan penyerapan vitamin
tertentu, dan antiepilepsi (Hikmawanti, 2016). Penelitian milik Vijayakumar
(2004) dengan menggunakan tikus obesitas memperlihatkan adanya penurunan

stress oksidatif pada sel dengan pemberian dosis piperin yang sedikit. Pada



penelitian yang dilakukan oleh Sutyarso (2016) menunjukkan hasil yang sesuai
pula. Penelitian ini menggunakan 25 mg dosis lada hitam dalam waktu 90 hari
dengan perbandingan pelarut etanol dan air yang diberikan pada tikus jantan
albino didapatkan hasil adanya peningkatan pada morfologi spermatozoa tikus.
Berdasarkan hal tersebut perlu diteliti lebih lanjut kandungan senyawa piperin
yang memiliki efek antioksidan pada tubuh. Proses ekstraksi akan
menghasilkan metabolisme sekunder. Ekstraksi menggunakan dua jenis pelarut
dengan perbedaan tingkat kepolaran, yaitu pelarut n-heksana (nonpolar) dan
pelarut metanol (polar). Perbedaan pemakaian jenis pelarut ini akan
mempengaruhi hasil kandungan senyawa bioaktif yang diperoleh dari proses
ekstraksi (Huliselan, 2015).

Seng (Zn) adalah salah satu elemen terbanyak yang dibutuhkan oleh tubuh.
Seperti yang diketahui bahwa beberapa elemen seperti seng, magnesium,
tembaga, dan kalsium berpengaruh pada fertilitas laki-laki yang sangat penting
untuk  menyeimbangkan proses spermatogenesis, maturasi sperma,
metabolisme DNA, dan perbaikan serta ekspresi gen (Kasperczyk, 2014). Pada
penelitian yang dilakukan oleh Payaran K, Wantouw B, dan Tendean L (2014)
didapatkan hasil adanya peningkatan normal morfologi dari sel sperma setelah
diberikan seng selama 32 hari. Pemberian zink ini bertujuan untuk
mengkombinasikan efek pencegahan infertilitas dari ekstrak lada hitam dengan

berbagai manfaat yang dapat diberikan oleh zink.

Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Dyah Gaby dan Thalita Badzlina
pada tahun 2013 menyebutkan bahwa pemberian ekstrak lada hitam dan zink
meningkatkan jumlah, motilitas, serta morfologi normal spermatozoa. Dalam
penelitian tersebut, pelarut yang digunakan dalam proses ekstraksi lada hitam
adalah etanol. Akan tetapi, belum ada penelitian yang lebih lanjut untuk
mengetahui efek ekstrak metanol dan n-heksana buah lada hitam (Piper nigrum
L.) terhadap morfologi dan viabilitas spermatozoa tikus putih jantan (Rattus
norvegicus). Berdasarkan latar belakang tersebut, maka perlu dilakukan

penelitian ini untuk mengetahui efek ekstrak metanol dan n-heksana buah lada



hitam (Piper nigrum L.) terhadap viabilitas dan morfologi normal spermatozoa

tikus putih jantan (Rattus norvegicus).

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian di atas didapatkan beberapa permasalahan yaitu:

1.

2.

3.

4.

Apakah ada pengaruh pemberian ekstrak metanol lada hitam (Piper
nigrum L) dikombinasikan dengan zink (Zn) terhadap viabilitas
spermatozoa tikus putih jantan (Rattus novergicus) yang diinduksi
gentamisin.

Apakah ada pengaruh pemberian ekstrak metanol lada hitam (Piper
nigrum L) dikombinasikan dengan zink (Zn) terhadap morfologi
spermatozoa tikus putih jantan (Rattus novergicus) yang diinduksi
gentamisin.

Apakah ada pengaruh pemberian ekstrak n-heksana lada hitam (Piper
nigrum L) dikombinasikan dengan zink (Zn) terhadap viabilitas
spermatozoa tikus putih jantan (Rattus novergicus) yang diinduksi
gentamisin.

Apakah ada pengaruh pemberian ekstrak n-heksana lada hitam (Piper
nigrum L) dikombinasikan dengan zink (Zn) terhadap morfologi
spermatozoa tikus putih jantan (Rattus novergicus) yang diinduksi

gentamisin.

1.3 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui:

1. Pengaruh pemberian ekstrak metanol lada hitam (Piper nigrum L)

dikombinasikan dengan zink (Zn) terhadap viabilitas spermatozoa tikus

putih jantan (Rattus novergicus) yang diinduksi gentamisin.

2. Pengaruh pemberian ekstrak metanol lada hitam (Piper nigrum L)

dikombinasikan dengan zink (Zn) terhadap morfologi spermatozoa tikus

putih jantan (Rattus novergicus) yang diinduksi gentamisin.



3. Pengaruh pemberian ekstrak n-heksana lada hitam (Piper nigrum L)
dikombinasikan dengan zink (Zn) terhadap viabilitas spermatozoa tikus
putih jantan (Rattus novergicus) yang diinduksi gentamisin.

4. Pengaruh pemberian ekstrak n-heksana lada hitam (Piper nigrum L)
dikombinasikan dengan zink (Zn) terhadap morfologi spermatozoa tikus
putih jantan (Rattus novergicus) yang diinduksi gentamisin.

1.4 Manfaat Penelitian
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberi manfaat:

a. Bagi peneliti, menambah ilmu pengetahuan di ilmu Biologi Medik
mengenai pengaruh pemberian ekstrak metanol dan n-heksana lada
hitam (Piper nigrum L) dikombinasikan dengan zink terhadap viabilitas
dan morfologi spermatozoa tikus putih jantan (Rattus novergicus) yang
diinduksi gentamisin.

b. Bagi institusi/masyarakat
1. Sebagai bahan kepustakaan dalam lingkungan Fakultas kedokteran

Universitas Lampung.
2. Sebagai sumber informasi agar masyarakat mengetahui manfaat dari
rempah-rempah di Indonesia.



BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Lada Hitam (Piper nigrum L)

2.1.1 Klasifikasi Tanaman Lada Hitam

Gamb 1. Taaa uah Lada Hitam (saviraa, 2014)
Tanaman lada hitam memiliki klasifikasi sebagai berikut :
Kingdom : Plantae
Divisio : Spermatophyta
Subdivisio  : Angiospermae
Kelas : Dicotyledonae
Ordo : Piperales

Genus : Piper



Family : Piperaceae
Species : Piper nigrum Linn

(Tjitrosoepomo, 2007)

Tanaman buah lada hitam menurut Tjitrosoepomo (2007) adalah
tanaman beruas-ruas, pokok batang berkayu, dan tumbuh merambat
tiang panjat atau menjalar diatas permukaan tanah. Buah lada hitam
biasa digunakan sebagai rempah-rempah oleh masyarakat
Indonesia. Menurut Dirjen Perkebunan (2011), produksi lada hitam
di Indonesia berada di peringkat keempat pada tahun 2011. Ekspor
hasil perkebunan lada hitam menempati nomor enam setelah kakao,

kelapa, karet, kelapa sawit, dan kopi.

Provinsi Lampung merupakan salah satu provinsi yang menjadi
wilayah utama penghasil lada di Indonesia. Luas areal perkebunan
lada di Provinsi Lampung pada tahun 2017 adalah 46.181 ha dengan
produksi lada sendiri sebesar 15.056 ton. Angka tersebut
menempatkan Provinsi Lampung pada urutan kedua setelah Provinsi
Bangka Belitung sebagai provinsi penghasil lada terbesar di
Indonesia. Data tersebut tetap menunjukkan produktivitas lada di
Provinsi Lampung pada tahun 2017 cukup rendah, yakni sebesar
0,33 ton/ha dan hanya menempati urutan ke-sembilan dari sepuluh
provinsi penghasil lada di Indonesia (Direktorat Jenderal
Perkebunan, 2017).

Lada hitam memiliki kandungan yang sangat bermanfaat baik
digunakan dalam memasak maupun obat tradisional. Penelitian
menunjukan bahwa lada hitam memiliki senyawa alkaloid yang
disebut piperin dan senyawa kimia analog piperin lainnya. Piperin

ditemukan pertama kali oleh Hans Christian pada tahun 1819 dengan



2.1.2

mengekstraksi buah lada hitam. Selain dari piperin, lada hitam juga
mengandung (11-14%) protein, (47-53%) serat, dan (10-13,5%)
pati. Lada hitam juga sumber dari kalium, kalsium, mangan, zat besi,
dan sedikit vitamin K dan vitamin C. Ravindran dan Peter
memaparkan bahwa ada 4 struktur isomer dari piperin yaitu
isopiperin  (cis-trans isomer), piperin (trans-trans isomer),
isochavicin (trans-cis isomer), dan chavicin (cis-cis isomer).
Penelitian lebih lanjut memaparkan bahwa adanya alkaloid lain
yaitu piperanin, piperettin, piperylin A, piperolein B, dan pipericin
(Hammouti, et. al, 2019).

Kandungan Piperin dalam Lada Hitam

Piperin merupakan alkaloid yang ditemukan pada tanaman
kelompok piridin dari keluarga piperaceae, seperti Piper longum
(Cabai jawa) dan Piper nigrum (Lada hitam). Piperin merupakan
stereoisomer trans 1-piperoylpiperidine. Isomer itu juga dikenal
sebagai (E, E) -1- piperoylpiperidine dan (E, E) -1- [5- (1, 3-
benzodioxol-5-yl) -1-0x0-2, 4-pentdienyl] peridine (Gorgani, 2017)

Gambar 2. Struktur Piperin (NCBI, 2021)

Dalam pengobatan di China dan India, lada hitam biasa digunakan
untuk megobati rasa sakit, penenang, flu, nyeri otot, dan demam.
Lada hitam juga biasa ditambahkan dalam teh untuk mengobati
migrain, serak, dan masalah pencernaan. Dalam penelitian terbaru
piperin  menunjukkan hasil yang baik sebagai antikanker,
antioksidan, hepatoprotective, imun modulator, antiinflamasi,

antimikroba, dan antiulserasi. Piperin juga memiliki efek
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biotransformatif dan dapat meningkatkan bioavaibilitas beberapa
macam obat seperti rifampicin, sulfadiazine, tetrasiklin, dan fenitoin
dengan meningkatkan absorpsi, menurunkan metobolisme obat, atau

dengan mengkombinasikan kedua cara tersebut (Gorgani, 2017).

Meskipun piperin memiliki sifat terapeutik yang sangat baik, piperin
hanya larut sedikit dalam air yaitu 40 mg/L pada suhu 18° C.
Larutnya piperin dalam air yang rendah menjadi suatu faktor
mengapa piperin belum digunakan secara luas. Selain itu,
penggunaan piperin pada konsentrasi tinggi dapat menjadi racun
bagi sistem saraf pusat dan sistem reproduksi. Namun, penggunaan
nanoteknologi sudah menjadi kemajuan terkini untuk mengatasi
tingkat kelarutan dalam air yang rendah pada piperin sehingga hal
ini diharapkan menjadi solusi agar piperin bisa digunakan secara
luas (Gorgani, 2017).

Mekanisme Piperin sebagai Antioksidan

Paparan radiasi, polutan lingkungan, tissue injury, infeksi dan
autoimun dapat menyebabkan produksi radikal bebas. Radikal bebas
dapat menyebabkan kerusakan yang dapat diatasi dengan
meningkatkan konsentrasi antioksidan dalam jaringan. (Gorgani,
2017).

Antioksidan disebut sebagai senyawa yang dapat menghambat serta
mencegah proses reaksi oksidasi oleh radikal bebas pada lipid yang
memiliki konsentrasi lebih rendah daripada substrat yang akan
dioksidasi. Antioksidan diperlukan dan berfungsi untuk mencegah
stres oksidatif. Stres oksidatif didefinisikan dengan adanya
ketidakseimbangan jumlah radikal bebas yang terdapat dalam tubuh
dengan jumlah antioksidan didalam tubuh. Radikal bebas diartikan
sebagai senyawa yang mengandung satu atau lebih elektron tidak
berpasangan dalam orbitalnya yang memiliki sifat sangat reaktif dan
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mampu melakukan proses oksidasi molekul di sekitarnya seperti
protein, DNA, lipid, dan karbohidrat. Antioksidan bersifat sangat
mudah dioksidasi, sehingga radikal bebas akan mengoksidasi
antioksidan dan melindungi molekul lain dalam sel dari kerusakan
akibat oksidasi oleh radikal bebas atau oksigen reaktif (Werdhasari,
2014).

Piperin pada penelitian secara in vitro menunjukkan pengaruh
positif sebagai proteksi untuk melawan kerusakan oksidatif akibat
pengaruh radikal bebas, oksigen reaktif, dan penghambatan
peroksidasi lemak. Piperin memiliki aktivitas antioksidan dan dapat
mengurangi zat reaktif asam thiobarbituric dan mempertahankan
kadar superoksida dismutase, katalase, glutathione-S-transferase,
dan glutathione, hal ini dapat mengurangi stress oksidatif yang

diinduksi diet tinggi lemak dalam sel (Gorgani, 2017).

4.2 Zink
Kelenjar aksesori seksual mensekresi air mani yang mengandung beberapa
elemen yang melindungi spermatozoa pada saat ejakulasi. Elemen tersebut
terdiri dari protein, enzim (asam fosfatase, alanin transaminase, alkali
fosfatase, aspartate transaminase), lipid, unsur makro [sodium (Na*), kalium
(K*"), kalsium (Ca 2*), magnesium (Mg 2*), fosfat (P), dan klorida (CI)], dan
unsur mikro [tembaga (Cu), besi (Fe), dan seng (Zn) (Fallah, 2018).

Zn adalah unsur mikro yang berlimpah di dalam tubuh dan dapat ditemukan
pada kacang-kacangan, polong-polongan, makanan laut, difortifikasi sereal,
jamur cremini, yogurt rendah lemak, dan protein hewani. Beberapa laporan
penelitian menunjukkan mengkonsumsi makanan diatas dapat meningkatkan
perkembangbiakkan sel germinal, nutrisi Zn yang buruk dapat menurunkan
kualitas sperma, dan menyebabkan idiopatik infertilitas pada pria (Fallah,
2018).
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Konsentrasi Zn yang tinggi dalam air mani memiliki peran dalam fungsi
sperma, seperti faktor antiinflamasi, efek pada fleksibilitas lipid, dan stabilisasi
membran sperma. Pada reproduksi pria, Zn tidak hanya terlibat pada
perkembangan anatomis dan fungsi normal organ reproduksi pria, tetapi juga
meningkatkan spermatogenesis dengan berpartisipasi aktif dalam pematangan
spermatozoa dan perkembangbiakkan sel germinal. Zn juga berperan dalam
produksi dan sekresi testosteron dari sel leydig. Kekurangan Zn dari tubuh atau
rendahnya konsentrasi Zn dalam darah sangat mempengaruhi spermatogenesis,
karena kekurangan Zn menyebabkan disfungsi gonad, penurunan berat testis,

dan penyusutan tubulus seminiferous (Kumar, 2016).

2.3 Anatomi Testis
Testis adalah sepasang gonad laki-laki yang berbentuk ovoid yang
menghasilkan sel-sel germinal laki-laki (sperma) dan hormon laki-laki
(testosteron). Testis juga berbentuk pipih dengan ketebalan + 2,5 cm, yang
tergantung dalam scrotum oleh feniculus spermaticus, dengan testis Kiri
biasanya tergantng lebih ke inferior daripada testis kanan (Moore, 2013).
Rerata testis memiliki ukuran 4 x 3 x 2,5 cm, dengan berat =+ 32 gram. Testis
dilapisi oleh tunika vaginalis pars parietalis, tunika vaginalis pars visceralis,
tunika albuginea dan tunika vaskulosa. Testis mempunyai lobulus yang
dipisahkan oleh septum testis yang terbentuk dari penebalan tunika albuginea.
Setiap lobus pada testis terdiri dari tubulus seminiferus dan interstitial testis
(Adelati, 2016).
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Gambar 3. Anatomi Testis Manusia (Adelati, 2016)

Inervasi pada testis yaitu arteria testicularis yang berasal dari aspek
anterolateral aorta abdominalis tepat di sebelah inferior arteria renalis. Arteri
testicularis berjalan retroperitoneal dalam arah oblik yang melewati ureter dan
bagian inferior arteria iliaca externa utnuk mencapai anulus inguinalis
profundus. Arteri memasuki canalis inguinalis melalui anulus profundus,
berjalan melalui canalis, keluar melalui anulus inguinalis superficialis, dan

masuk ke funiculus spermaticus untuk memperdarahi testis (Moore, 2013).

Sedangkan vena-vena yang keluar dari testis dan epididymis membentuk
plexus pampiniformis, suatu jejaring 8-12 vena yang terletak di anterior ductus
deferens dan mengelilingi arteria testicularis dalam funiculus spematicus.
Plexus pampiniformis adalah bagian sistem pengatur suhu testis yang
membantu mempertahankan kelenjar tersebut pada temperatur konstan. Vena-
vena pada setiap plexus pampiniformis bertemu di superior, membentuk vena
testicularis dextra yang masuk vana cava inferior dan vena testicularis sinistra

yang masuk vena renalis sinistra (Moore, 2013).

2.4 Fisiologi
2.4.1 Spermatogenesis
Spermatogenesis dapat didefinisikan sebagai proses pembelahan sel
germinal untuk memproduksi spermatozoa yang terjadi di dalam

epitelium tubulus seminiferus dengan melalui fase perubahan dari
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spermatogonia dengan 46 kromosom (diploid) mengalami proliferasi,
lalu berdiferensiasi menjadi spermatozoa yang sangat khusus serta
dapat bergerak. Masing — masing spermatozoa mengandung komponen
haploid 23 kromosom yang terdistribusi secara acak (Sherwood, 2015).
Spermatogenesis terjadi selama masa seksual aktif, pada manusia
dimulai rerata pada umur 13 tahun dan terus berlanjut hampir di seluruh
sisa kehidupan dan akan menurun produksinya pada usia tua (Guyton,
2012).

Proses spermatogenesis pada manusia memiliki beberapa tahapan, yaitu
tahap proliferasi mitosis, tahap meiosis, dan tahap pematangan sperma
atau spermiogenesis. Pada awalnya, spermatogonia primitif memiliki
46 kromosom yang identik atau mirip dengan sel induknya, lalu
berkumpul di tepi membran basal epitel germinativum untuk
mempertahankan  sel germinativum yang disebut sebagai
spermatogonia tipe A. Spermatogonia tersebut membelah menjadi sel
yang lebih berdiferensiasi yaitu spermatogonia tipe B. Pada tahap ini
spermatogonia tipe B bermigrasi atau berpindah ke arah tengah biasa
disebut sentral lumen di antara sel-sel sertoli untuk menghasilkan
spermatozoa. Dalam waktu kurang lebih 24 hari setiap spermatogonium
yang telah melewati lapisan pertahanan masuk ke dalam lapisan sel
sertoli akan dimodifikasi untuk membentuk spermatosit primer dengan
46 kromosom. Pada fase atau tahap mitosis terakhir, sebelum tahap
pembelahan meiosis pertama, spermatosit primer masuk ke fase
istirahat untuk persiapan. Pada akhir hari ke-24, tahap pembelahan
meiosis pertama dimulai. Tahap tersebut membuat setiap spermatosit
primer terbagi dua menjadi spermatosit sekunder dengan jumlah
masing-masing spermatosit sekunder haploid 23 kromosom. Setelah
meiosis kedua terjadi proses ini memproduksi empat spermatid yang
masing — masing spermatidnya memiliki 23 kromosom tunggal tidak

identic dengan induknya. Setelah fase atau tahap meiosis telah selesai,
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tidak akan ada pembelahan sel lagi. Proses pembentukan spermatozoa
ini membutuhkan waktu dengan rerata 64-75 hari (Adelati, 2016).
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Gambar 4. Spermatogenesis pada Manusia (Guyton, 2014)

Spermatogenesis pada mencit dan tikus dibagi menjadi tiga jenis
spermatogonia yaitu spermatogonia A, spermatogonia intermedia dan
spermatogonia B. Spermatogonia tipe A memiliki dua macam sel, yang
pertama adalah sel gelap (dark cell) tidak aktif membelah dan bersifat
stem sel (sel-sel persediaan dalam waktu panjang). Lalu, sel pucat (pale
cell) merupakan jenis spermatogonium A yang aktif membelah dan
berasal dari sel gelap. Spermatogonium tipe B berasal dari tipe A yang
membelah dan meningggalkan kemampuannya untuk membelah secara
mitosis, kemudian menyelesaikan proses spermatogenesis. Sedangkan,
spermatogonia intermedia merupakan bentuk peralihan antara

spermatogonia A dan spermatogonia B (Akbar, 2010).
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Waktu yang dibutuhkan untuk satu siklus spermatogenesis pada tikus
adalah 48 hari. Pada potongan melintang tubulus seminiferus testis
tikus tipe asosiasi sel dibagi dalam 14 tahap. Setiap asosiasi sel terdiri
dari sekumpulan sel spermatogenik yang tersusun teratur. Dimulai dari
spermatogonia, spermatosit, dan spermatid. Tahapan spermatogenesis
tersusun dari susunan spermatogonia A, spermatogonia intermedia,
spermatogonia B, spermatosit primer dalam berbagai tahapan profase
(leptoten, zigoten, pakiten, diploten, dan diakinase) dan spermatid
(Franca, 1998).

Produksi spermatozoa pada tikus per testis adalah 35,4x108/mL setiap
harinya dan pada manusia yakni sebesar 45,5x10%mL. Tubulus
seminiferus tikus lebih tebal dari pada manusia yakni 347+5 um pada
tikus dan 26249 um pada manusia, tetapi pembatas tubulus pada tikus
lebih jauh tipis dibanding manusia yaitu 1,4+1 pm dan pada manusia
15,9£3,4 pum. Epitel seminiferus tikus mengandung 40% lebih sel
spermatogenik dari volumenya, dua kali lebih banyak dari epitel
seminiferus manusia. Spermatozoa pada tikus lebih panjang
dibandingkan dengan spesies mamalia lainnya, termasuk manusia dan
hewan lainnya dan biasanya panjangnya sekitar 150-2000 mm. Kepala
sperma pada tikus berbentuk kail hal ini sama seperti hewan pengerat
lainnya (Maula, 2014).

Spermiogenesis

Spermiogenesis merupakan proses pematangan sperma. Dalam
spermiogenesis, terjadi  transformasi  spermatid hasil  dari
spermatogenesis menjadi spermatozoa. Pada proses spermiogenesis ini
tidak ada pembelahan sel yang berlangsung (Mescher, 2016). Selama
proses ini spermatid yang berbentuk spheris akan memanjang dan
ramping. Akrosom akan terbentuk di atas nucleus, flagellum akan

berkembang dan mitokondria berkembang biak. Setelah itu, cairan akan
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disekresikan oleh sel-sel penyokong untuk mendorong sperma di
sepanjang jalan menuju saluran testis (Tortora, 2012).

Spermatozoa memiliki empat bagian antara lain kepala, akrosom,
bagian tengah, dan ekor. Kepala sermatozoa terdiri dari nukleus, yang
mengandung informasi genetik sperma (Sherwood, 2015). Di bagian
luar, dua pertiga anterior kepala terdapat selubung tebal yang disebut
akrosom yang terutama dibentuk oleh aparatus golgi. Selubung ini
mengandung sejumlah enzim yang serupa dengan enzim yang
ditemukan pada lisosom, meliputi hialuronidase (mencerna filamen
proteoglikan jaringan) dan enzim proteolitik yang sangat kuat
(mencerna protein). Enzim ini berperan penting sehingga
memungkinkan sperma bisa memasuki ovum dan membuahinya
(Guyton, 2014).

Pengaruh Hormon dalam Spermatogenesis

Pengaturan fungsi seksual pria diawali oleh sekresi gonadotropin
releasing hormone (GnRH) dari hipothalamus. Sekresi GnRH akan
merangsang sel gonadotrop di hipofisis anterior untuk mensekresi
Luteinizing hormone (LH) dan Folicle Stimulating Hormone (FSH).
Waktu paruh GnRH sangat pendek (<10 menit) dan akan di degradasi
oleh kelenjar hipofisis. Sekresi GnRH oleh hipothalamus diikuti dengan
level LH yang memuncak (peak level). Sekresi GnRH secara terus
menerus atau dengan frekuensi yang tinggi justru akan menghambat

sekresi gonadotropin dan mengganggu fungsi testis (Setiawan, 2014).
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Gambar 5. Pengaturan Hormon pada Reproduksi Pria (Sherwood, 2015)

Hormon LH dan FSH akan mengikuti aliran darah menuju testis. Testis
memiliki dua bangunan penting, yaitu tubulus seminiferus dan sel
Leydig yang terletak diantara tubulus seminiferus. Pada membran

basalis tubulus seminiferus terdapat Sel Sertoli (Setiawan, 2014).

Sel Leydig merupakan penghasil hormon testosteron pada pria.
Hormon testosteron pada masa janin dibutuhkan tubuh untuk
differensiasi duktus Wolfii yang akan menjadi epididimis, duktus
efferent, duktus defferen dan vesikula seminalis. Pada masa dewasa
hormon testosteron penting untuk proses spermatogenesis. Melalui
proses biokimiawi, hormon testosteron akan diubah menjadi hormon
estrogen yang bersama hormon testosteron dibutuhkan untuk proses

spermatogenesis (Setiawan, 2014).
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FSH yang disekresikan oleh hipofisis anterior akan berikatan dengan
reseptor spesifik FSH di sel Sertoli. Enzim aromatase merupakan hasil
sekresi sel Sertoli yang dibutuhkan oleh testis untuk Katalisis
testosteron menjadi estrogen. Sel Sertoli juga mensintesis Androgen
binding protein (ABP) yang akan berikatan dengan testosteron.
Testosteron perlu berikatan dengan ABP untuk memasuki tubulus

seminiferus untuk memulai proses spermatogenesis (Setiawan, 2016).

Viabilitas Spermatozoa

Salah satu faktor yang dijadikan indikator terhadap mutu dan kualitas
semen adalah tinggi rendahnya presentase hidup atau viabilitas
spermatozoa (Simbolon, 2013). Viabilitas merupakan daya hidup
spermatozoa yang dijadikan sebagai indikator kualitas spermatozoa
(Sukmawati, et. al, 2014). Viabilitas sperma harus dinilai jika
persentase sperma motil progresif rendah sekitar 30 — 40%. Tingkat
normal seorang pria dikatakan subur akan menghasilkan sekitar 58%-
60% sperma hidup. Pemeriksaan viabilitas sperma penting untuk
menentukan apakah spermatozoa non motil tersebut hidup atau mati.
Metode yang dilakukan biasanya dengan cara pengecualian memasuki
non vital (mati) sel karena membran plasma yang rusak, metode
pewarnaan yang umum digunakan adalah eosin-nigrosin. Pada
pewarnaan ini, sperma yang tidak layak memiliki kepala warna merah
atau merah gelap dan sperma layak memiliki kepala putih atau merah
muda yang samar, sebagai acuan sel-sel yang layak tidak akan muncul
bernoda dan sebaliknya sel non layak akan mengambil noda. Viabilitas
sperma dan kemampuan fertilisasi sperma memiliki korelasi positif
dalam keberhasilan reproduksi (Silva, 2006). Sperma yang viabel
diharapkan mampu melakukan fertilisasi dengan baik sehingga tujuan
reproduksi  dapat  tercapai yakni  memperoleh  kehamilan
(Laillatussaadah, 2014).



19

2.4.5 Morfologi Spermatozoa
Spermatozoa terdiri atas kepala, akrosom, bagian tengah, dan ekor.
Sperma memiliki panjang sekitar 60 mikrometer dan mengandung
beberapa struktur yang digunakan untuk menjangkau dan menembus
oosit sekunder. Kepala sperma memiliki nukleus yang mengandung
informasi genetik sperma. Nukleus terdiri atas sel berinti padat dengan
hanya sedikit sitoplasma dan lapisan membran sel di sekitar
permukaannya. Di bagian luar, dua pertiga anterior kepala terdapat
selubung tebal yang disebut akrosom. Akrosom mengandung enzim
hialuronidase yang dapat mencerna filamen proteoglikan dari jaringan
dan dapat mencerna protein sehingga dapat digunakan sebagai

“borenzimatik” untuk menembus ovum (Tortora, 2012).
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Gambar 6. Struktur Sperma Manusia (Tortora, 2014)
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Tabel 1 Struktur Normal Spermatozoa pada Manusia

Kepala

Leher

Ekor

Berbentuk oval, ukuran 5 x 3 pm, panjang kepala >5 pm dimasukkan
dalam bentuk makro, rasio panjang dan lebar kepala 1,50 : 1,75. Kepala
spermatozoa berisi inti yang didalamnya terdapat material genetik,
haploid yang berisi kantong dengan enzim hidrolitik. Akrosom meliputi
sekitar 40-70% dari luas Kepala, berbatas tegas.

Terdiri dari susunan lipid, kalium, kalsium, besi, Cu, fosfat, sulfhidril,
disulfida, dan kolesterol. Leher memiliki panjang 1 — 2 um termasuk
basis flagelum, cekungan inti, keping penguhubung dengan sentriol
proksimal dan distal.

Panjang ekor 9 sampai 10 kali panjang kepala, bentuk lurus memanjang
dari kepala atau membentuk alur gelombang. Ekor dapat dibagi menjadi
3 bagian, yaitu middle piece yang berdekatan dengan leher, panjang
10um mengelilingi sepasang tubulus central. Principal piece yaitu
bagian utama dengan panjang 40 — 45 um, merupakan bagian yang
terpanjang dengan serabut fibrus. End piece yaitu bagian terminal
dengan panjang sekitar 2 - 5um, pada bagian ujung sudah tidak ada lagi
serabut vibrus dan susunannya seperti silia biasa.

(Robicahyadi, 2018)

Gambar 7. Morfologi Sperma Manusia (Robicahyadi, 2016)



21

Bentuk sperma abnormal menurut Robicahyadi (2018) :

1. Makro : Ukuran kepala sperma lebih besar dibandingkan ukuran
kepala sperma normal.

2. Mikro : Ukuran kepala sperma lebih kecil dibandingkan ukuran
kepala sperma normal.

3. Taper : Sperma kurus, lebar kepalanya setengah dari kepala
normal dan batas akrosomnya tidak jelas.

4. Piri: Tidak jelas terlihat adanya kepala, hanya tampak midpiece
dan ekor.

5. Amorf : Bentuk kepala sperma ganjil, batas akrosomnya tidak
jelas.

6. Round : Bentuk kepala sperma seperti lingkaran, tidak terdapat
akrosom.

7. Cytoplasmic droplet : Menempel pada kepala dan warna lebih
cerah.

8. Ekor abnormal : Ekornya pendek atau spiral dan permukaan

tidak halus atau ganda.

2.5 Infertilitas

2.5.1 Definisi

Infertilitas terbagi menjadi dua, yaitu infertilitas primer dan sekunder.
Infertilitas primer merupakan sebuah permasalahan pada sistem
reproduksi yang digambarkan dengan kegagalan untuk memperoleh
kehamilan setelah 12 bulan atau lebih melakukan hubungan seksual
secara teratur tanpa menggunakan alat kontrasepsi. Infertilitas sekunder
diartikan sebagai ketidakmampuan untuk memiliki anak atau
mempertahankan kehamilannya (HIFERI, 2013). Ketika jumlah sperma
dalam setiap mililiter turun kurang dari 20 juta, orang tersebut
sepertinya hampir mengalami infertilitas (Guyton, 2012).
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2.5.2 Etiologi
Infertilitas dapat terjadi pada pria dan wanita. Faktor infertilitas pria
diidentifikasi bersama dengan kelainan pemeriksaan cairan semen
(Ikatan Ahli Urologi Indonesia, 2015).

Ada dua faktor yang mempengaruhi kesehatan reproduksi yaitu: faktor
endogen, meliputi tahap seluler, jaringan dan organ. Yang kedua adalah
faktor eksogen, meliputi lingkungan dan pola hidup (lifestyle). Masalah
kesehatan pria yang paling sering dijumpai adalah kelainan pada sistem
reproduksi, disfungsi seksual, infertilitas, penyakit sistemik dan
kesehatan mental. Kelainan pada sistem reproduksi adalah tidak
tumbuh normalnya korteks dan kelenjar asesorisnya serta pembesaran
prostat. Disfungsi seksual dapat berupa gangguan libido, ereksi,
ejakulasi dan orgasme. Infertilitas dapat berupa abnormalitas volume
semen, kualitas dan kuantitas sperma (Ferial, 2012). Infertilitas pria
berkaitan dengan kelainan yang terdapat pada fase- fase yaitu, pre
testikuler (kelainan pada rangsangan proses spermatogenesis),
testikuler (kelainan dalam proses spermatogenesis), dan pasca testikuler
(kelainan pada proses transportasi sperma hingga terjadi fertilisasi)
(Purnomo, 2016).

Pada penelitian Taher et al (2015), terdapat 30-40% kasus infertilitas
pria yang tidak ditemukan penyebabnya (infertilitas idiopatik). Saat
proses anamnesis hingga pemeriksaan tidak ada riwayat penyakit yang
mempengaruhi fertilitas, tidak ditemukan kelainan pada pemeriksaan
fisik, serta pemeriksaan laboratorium endokrin, genetik, dan biokimia.
Infertilitas pria idiopatik ini dianggap terjadi akibat beberapa faktor,
seperti gangguan endokrin akibat polusi lingkungan, reactive oxygen
species (ROS), atau gangguan genetik dan epigenetik.
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Faktor lain yang menyebabkan infertilitas pria adalah gaya hidup
(konsumsi alkohol, merokok, kafein, berat badan, stres, olahraga, obat-
obatan), serta pekerjaan (HIFERI, 2013). Selain itu infeksi, radiasi,
nutrisi, spesies oksigen reaktif (ROS), estrogen, logam berat, suhu
skrotum, antibodi sperma. Beberapa antibiotik memiliki efek
merugikan pada spermatogenesis, parameter sperma dan kesuburan.
Efek ini telah dilaporkan berupa antibiotik nitrofurantoin, sulfasalazin,
derivat tetrasiklin, kelompok penisilin, ampisilin, aminoglikosida

(gentamisin dan neomisin) (Khaki, 2015).

2.5.3 Diagnosis

Infertilitas pada pria dapat didiagnosis dengan metode analisis semen.
Anamnesis dan pemeriksaan fisik pada pasien juga memiliki nilai yang
sama pentingnya dengan analisis semen (EAU, 2015). Anamnesis pada
kasus infertilitas meliputi pertanyaan : (1) Riwayat medis dan riwayat
operasi sebelumnya, (2) Riwayat penggunaan obat-obatan dan alergi,
(3) Gaya hidup dan riwayat gangguan sistemik, (4) Riwayat
penggunaan alat kontrasepsi, dan (5) Riwayat infeksi sebelumnya,
misalnya penyakit menular seksual dan infeksi saluran nafas (HIFERI,
2013).
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Tabel 2. Batas Bawah Pemeriksaan Analisis Sperma

Parameter Batas Bawah
Volume semen (mL) 1,5(1,4-1,7)
Jumlah sperma total (10° per ejakulat) 39 (33-46)
Konsentrasi sperma (10° per mL) 15 (12-16)

Motilitas total (progressive + non-
progressive, %)

Motilitas progresif (progressive, %) 32 (31-34)
Viabilitas (spermatozoa yang hidup, %) 58 (55-63)
Morfologi sperma (bentuk normal, %) 4 (3,0-4,0)
Konsensus Lainnya

40 (38-42)

pH >7,2
Leukosit peroksidase positif (10° per
mL) <10

Pemeriksaan optional
Tes mixed antiglobulin reaction

(spermatozoa motil dengan partikel <50
ikatan, %)

Tes immunobead (spermatozoa motil <50
dengan bound beads, %)

Zink seminal (umol/ejakulat) >2,4
Fruktosa seminal (umol/ejakulat) >13
Glukosidase netral seminal > 20
(umol/ejakulat)

(Ikatan Ahli Urologi Indonesia, 2015)

2.6 Pengaruh Gentamisin terhadap Radikal Bebas
Gentamisin merupakan antibiotik golongan aminoglikosida yang didapat dari
isolasi Micromonas purpurea. Gentamisin efektif terhadap bakteri gram
positif dan gram negatif. Pada infeksi berat akibat bakteri gram negatif
seperti sepsis dan pneumonia gentamisin sering digunakan. Infeksi berat ini
khususnya karena bakteri P. Aeruginosa, Enterobacter sp, Serratia marcesens,
Proteus sp, Acinobacter sp, dan Klebsiella sp. Gentamisin biasa digunakan
bersamaan dengan antibiotik lini kedua untuk penanganan infeksi saluran

kemih bagian luar dan infeksi staphylococcus (Katzung, 2017).

Gentamisin biasanya diberikan melalui cairan infus secara intravena (1V)
selama 30-60 menit dengan dosis 5-6 mg/kg dapat dibagi menjadi 3 dosis
pemberian atau dosis tunggal per hari. Batas konsentrasi gentamisin dalam

plasma adalah <2pg/ml agar tidak timbul efek toksik (Katzung, 2015).
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Gambar 8. Struktur gentamisin (NCBI, 2021)

Menurut penelitian Khaki, (2015) pada antibiotik golongan aminoglikosida,
gentamisin dapat menginduksi stres oksidatif pada saluran reproduksi pria
yang menyebabkan kerusakan spermatogenesis. Pemberian dosis 3 dan 5
mg/kg dapat menyebabkan penurunan berat vesikula seminalis dan
penurunan jumlah sperma. Sedangkan pada dosis tinggi akan terjadi kelainan
sperma, penurunan motilitas sperma, produksi spermatozoa abnormal dan
perubahan struktur misalnya, (atrofi tubulus, epitel seminiferus mengelupas,
penyusutan celah epitel dan tubulus). Gentamisin juga meningkatkan
pembentukan radikal bebas dan peroksidasi lipid dengan cara menurunkan
kadar enzim antioksidan. Kerusakan oksidatif yang dipicu oleh radikal bebas
terhadap spermatozoa dapat meningkatkan tingkat infertilitas pada pria
(Fetouh, 2014). Pada penelitian EI-Maddawi (2014), penggunaan dosis
gentamisin 20 mg/kgbb dan 80 mg/kgbb dalam waktu eksperimen 10 dan 56
hari, dapat menginduksi keabnormalitasan fertilitas secara signifikan dengan
menurunnya berat testis, epididimis, kelenjar aksesoris, jumlah hormon
testosteron, konsentrasi sel sperma dan motilitas. Gentamisin dapat
menginduksi kelainan reproduksi akibat efek toksik langsung pada testis yang
diinduksi oleh stres oksidatif. Oleh karena, spermatozoa memiliki asam
lemak tak jenuh yang tinggi dalam plasma sehingga sangat rentan terhadap
konsentrasi ROS yang berlebihan.
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Stres oksidatif merupakan ketidakseimbangan antara sistem prooksidan
dengan antioksidan akibat radikal bebas atau menurunnya konsentrasi
antioksidan atau keduanya. Stres oksidatif terjadi karena adanya akumulasi
dari jumlah spesies oksigen reaktif (ROS) yang berlebihan, dimana sumber
ROS di dalam plasma seminal dapat berasal dari endogen maupun eksogen.
ROS endogen berasal dari leukosit (netrofil, makrofag), tipe sel lain dibawah
kondisi patologis, spermatozoa yang imatur, dan spermatozoa abnormal
(Kalpana, 2015). Sedangkan, sumber ROS eksogen berasal dari kebiasaan
mengkonsumsi alkohol, merokok, dan faktor lingkungan lain seperti

mengosumsi obat antibakteri, radiasi, toksin, polutan (Gadallah, 2018).

2.7 Tikus Putih (Rattus norvegicus) Galur Sprague Dawley

Gambar 9. Rattus norvegicus galur Sprague Dawley (Akbar, 2010)

Tikus putih (Rattus norvegicus) memiliki beberapa jenis galur, antara lain (1)
Wistar, (2) Sprague Dawley, (3) Long Evans, dan (4) Holdzman (Maula IF,
2014). Tikus putih galur Sprague dawley memiliki ciri-ciri bertubuh panjang
dengan kepala lebih sempit. Telinga tikus tebal dan pendek dengan rambut
halus, dan mata berwarna merah. Ciri yang paling terlihat adalah ekornya
yang panjang (lebih panjang dibandingkan tubuh). Berat badan tikus putih
jantan pada umur dua belas minggu mencapai 240 gram sedangkan betinanya
mencapai 200 gram. Tikus memiliki lama hidup berkisar antara 4-5 tahun.
Tikus ini memiliki keunggulan sebagai hewan percobaan karena dapat

berkembang biak dengan cepat, jenis hewan ini berukuran kecil sehingga
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pemeliharaannya relatif mudah, relatif sehat dan cocok untuk berbagai

macam penelitian (Akbar, 2010).

Adapun taksonomi tikus penelitian ini sebagai berikut:

Kingdom
Filum
Subfilum
Kelas
Subkelas
Infrakelas
Ordo
Subordo
Superfamili
Famili
Subfamili
Genus
Spesies
(Akbar,2010)

: Animal

: Chordata

: Vertebrata (Craniata)
: Mamalia

: Theria

: Eutharia

: Rodentia

: Myomorpha
: Muroidea

: Muridae

: Murinae

. Rattus

: Rattus norvegicus
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2.8 Kerangka Teori
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Gambar 10. Kerangka Teori (Sherwood, 2015 ; Zahedi, 2012 ; Fetouh, 2014 ;
Gorgani, 2017 ; Kumar, 2016)
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2.9 Kerangka Konsep
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Gambar 11. Kerangka Konsep

2.10 Hipotesis

1. HO

a.

b.

C.

d.

Tidak terdapat efek ekstrak metanol lada hitam dikombinasikan
dengan zink terhadap viabilitas spermatozoa tikus putih (Rattus
norvegicus) galur Sprague dawley yang diinduksi gentamisin.

Tidak terdapat efek ekstrak metanol lada hitam dikombinasikan
dengan zink terhadap morfologi spermatozoa tikus putih (Rattus
norvegicus) galur Sprague dawley yang diinduksi gentamisin.

Tidak terdapat efek ekstrak n-heksana lada hitam dikombinasikan
dengan zink terhadap viabilitas spermatozoa tikus putih (Rattus
norvegicus) galur Sprague dawley yang diinduksi gentamisin.

Tidak terdapat efek ekstrak n-heksana lada hitam dikombinasikan
dengan zink terhadap morfologi spermatozoa tikus putih (Rattus

norvegicus) galur Sprague dawley yang diinduksi gentamisin.
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2. Ha

a. Terdapat efek ekstrak metanol lada hitam dikombinasikan dengan zink
terhadap viabilitas spermatozoa tikus putih (Rattus norvegicus) galur
Sprague dawley yang diinduksi gentamisin.

b. Terdapat efek ekstrak metanol lada hitam dikombinasikan dengan zink
terhadap morfologi spermatozoa tikus putih (Rattus norvegicus) galur
Sprague dawley yang diinduksi gentamisin.

c. Terdapat efek ekstrak n-heksana lada hitam dikombinasikan dengan
zink terhadap viabilitas spermatozoa tikus putih (Rattus norvegicus)
galur Sprague dawley yang diinduksi gentamisin.

d. Terdapat efek ekstrak n-heksana lada hitam dikombinasikan dengan
zink terhadap morfologi spermatozoa tikus putih (Rattus norvegicus)

galur Sprague dawley yang diinduksi gentamisin.



BAB 3
METODE PENELITIAN

3.1 Jenis dan Desain Penelitian
Jenis penelitian yang digunakan adalah penelitian eksperimental laboratorium.
Desain penelitian menggunakan rancangan acak lengkap dengan post test only
control group design. Dalam penelitian ini dilakukan randomisasi, artinya
sebelum diberikan perlakuan semua kelompok kontrol dan eksperimen
dianggap sama sehingga pengelompokan kelompok kontrol dan eksperimen
dilakukan secara acak. Pengambilan data dilakukan pada akhir penelitian
setelah selesai diberi perlakuan dengan membandingkan kelompok eksperimen

dengan kelompok kontrol.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian
3.2.1 Waktu Penelitian

Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Oktober — November
tahun 2021.

3.2.2 Tempat Penelitian
Penelitian ini telah dilaksanakan di Animal House, Laboratorium
Biokimia, Fisologi dan Biologi Molekuler Fakultas Matematika dan
IImu Pengetahuan Alam, dan Laboratorium Histologi Fakultas

Kedokteran Universitas Lampung.
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3.3 Subyek Penelitian
3.3.1 Populasi
Populasi penelitian yang digunakan adalah tikus putih jantan (Rattus

norvegicus) galur Sprague dawley, berumur 2,5-3 bulan dan berat + 200
gram.

3.3.2 Sampel
Dalam penelitian ini sampel yang digunakan sebanyak 28 tikus putih
dewasa jantan galur sprague dawley yang dipilih secara randomisasi
atau acak. Kemudian, tikus-tikus itu dibagi dalam 4 kelompok dengan

menggunakan rumus Frederer 1967.
Rumus

(n-1) (t-1) > 15
(n-1) 4-1)> 15

3n-3 > 15
3n > 18
n > 6

Jadi, banyaknya ulangan setiap kelompok percobaan adalah 6 ekor.
Namun, jumlah ini harus diolah untuk diperhitungkan kembali agar
dapat mengantisipasi drop out atau hilangnya unit eksperimen, dengan
rumusan sebagai berikut :

Keterangan :
N = besar sampel koreksi.

n = besar sampel awal.

f = perkiraan proporsi drop out sebesar 10%
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N = 6
=09
N=7
N =7 (Pembulatan ke atas)

(=)

Jadi, jumlah sampel yang diperlukan untuk setiap kelompok adalah 7
ekor dan jumlah kelompok yang digunakan sebanyak 4 kelompok
sehingga pada penelitian ini menggunakan 28 ekor tikus dari populasi
yang ada dengan 4 ekor tikus sebagai cadangan.

3.3.3 Kelompok Perlakuan

1. Kelompok 1
Kelompok tikus yang tidak diinduksi gentamisin dan tanpa
pemberian ekstrak lada hitam dan zink (Kontrol 1).

2. Kelompok 2
Kelompok tikus yang diinduksi gentamisin 20 mg/kgBB (i.p)
selama 10 hari dan tanpa pemberian ekstrak lada hitam dan zink
(Kontrol 2).

3. Kelompok 3
Kelompok tikus yang diberikan ekstrak lada hitam 122,5
mg/KgBB dengan pelarut metanol, zink 3,2 mg/KgBB, dan
diinduksi gentamisin 20 mg/kgBB (i.p) selama 10 hari
(Kelompok Perlakuan 1).

4. Kelompok 4
Kelompok tikus yang diberikan ekstrak lada hitam 1225
mg/KgBB dengan pelarut n-heksana, zink 3,2 mg/KgBB, dan
diinduksi gentamisin 20 mg/kgBB (i.p) selama 10 hari
(Kelompok Perlakuan 2).



3.4 Kriteria Inklusi dan Eksklusi
1. Kiriteria Inklusi
a. Tikus sehat (bergerak aktif, rambut tidak kusam, rontok, dan
botak).
b. Berat tikus = 200 gram.
c. Berjenis kelamin jantan.

d. Berusia sekitar 2,5-3 bulan.

2. Kiriteria Eksklusi
a. Terdapat penurunan berat badan >10% setelah masa adaptasi (1
minggu) di laboratorium.

b. Mati selama masa perlakuan.

3.5 Identifikasi VVariabel dan Definisi Operasional
3.5.1 Variabel Penelitian

1. Variabel bebas (Independent Variabel)
a. Ekstrak lada hitam
b. Zink
c. Gentamisin

2. Variabel terikat (Dependent Variabel)
a. Viabilitas spermatozoa.

b. Morfologi spermatozoa

3.5.2 Definisi Operasional Variabel Penelitian
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Untuk memudahkan penjelasan dan memperlihatkan variabel-variabel

yang terlibat dalam penelitian ini, maka diberikan definisi operasional

sebagai berikut :
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Variabel Definisi Alat Ukur  Hasil Ukur Skala Cara Ukur
Operasional Ukur
Ekstrak lada Lada hitam Sonde Kelompok Nominal  Ekstrak lada
hitam dibuat menjadi Lambung perlakuan hitam yang
ekstrak dengan P1 sudah
zat pelarut diberikan dilarutkan
metanol dan n- larutan dengan
heksana. Lalu, di esktrak lada aquades
evaporasi hitam dimasukkan
sehingga metanol yaitu kedalam
menjadi serbuk. 1 sonde
Setelah itu, ml/ekor/hari lambung
dicampur selama 10 sebanyak 1
dengan aquades hari ml.
160 ml dan 400 P2
ml, diberikan diberikan
kepada tikus larutan
selama 10 hari. ekstrak  n-
heksana lada
hitam 1
ml/ekor/hari
selama 10
hari
Zink Unsur zink  Sonde Kelompok Numerik  Zink  yang
adalah semacam Lambung perlakuan P1, (Rasio) sudah
mikro  mineral P2 diberikan dilarutkan
yang terdapat di ZnS04 bersamaan
dalam  tubuh. sebesar 0,64 dengan
Unsur ini sangat mg/ml/ekor/h ekstrak lada
diperlukan untuk ari selama 10 hitam akan
menjaga dan hari. diberikan
memperbaiki bersamaan
metabolisme dengan 1 mi
dalam  tubuh. ekstrak lada
Zink merupakan hitam.
bagian dari
berbagai  jenis
enzim dan
bagian dari
hormon insulin.
Induksi Induksi Spuit Gentamisin Numerik  Besar
gentamisin gentamisin dengan dosis (Rasio) pemberian
dengan dosis 20 (mg) 4 mg
mg/kgBB/hari dengan
(i.p) selama 10 sediaan
hari (El- gentamisin
Maddawi, 40  mg/ml
2014). dihasilkan

hasil



Viabilitas
spermatozoa

Morfologi
spermatozoa

Kemampuan
spermatozoa
untuk dapat terus
bertahan hidup
selama beberapa
waktu  setelah
dikeluarkan dari
saluran
reproduksi
jantan

Morfologi
spermatozoa
adalah  bentuk
spermatozoa
baik normal
maupun
abnormal,
abnormalitas
dapat terjadi
pada  (kepala,
midpiece  atau
ekor)

Mikroskop

Mikroskop

Numerik
(Rasio)

Persentase
viabilitas
spermatozoa
dibandingkan
dengan total
spermatozoa
yang diamati

Numerik
(Rasio)

Morfologi
spermatozoa
yang diamati
dibandingkan
dengan
spermatozoa
yang normal
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pemberian
sebesar 0,1
ml.
Gentamisin
dalam
ampul akan
dinjeksikan
dengan
menggunak
an spuit 1
cc sebesar
0,1 ml.

Menghitun
g
banyaknya
spermatozo
a yang
masih
hidup (tidak
berwarna)
dan
spermatozo
a yang mati
(berwarna
merah
muda).

Menghitun
g banyak
spermatozo
a yang
normal baik
kepala,
leher,
ekornya
dengan
menggunak
an
mikroskop
dan
handcounte
r.

dan
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3.6 Alat dan Bahan Penelitian
3.6.1 Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan diantaranya :
1. Neraca elektronik

Kandang tikus

Timbangan

Handcounter

Tempat makan dan minum tikus

Sonde lambung

Cawan petri

Toples plastik yang mempunyai tutup

© 0o N o o b~ DD

Object dan cover glass

[EY
o

. Alat bedah (bak paraffin, gunting, pinset, jarum, gelas arloji)

[BXY
[B=Y

. Spuit 1 cc dengan jarum ukuran 26

[ SN
N

. Alat-alat dalam pengamatan mikroskop cahaya

. Handscoen dan masker

[EY
w

. Gelas ukur

[N
N

3.6.2 Bahan Penelitian
Bahan-bahan yang digunakan diantaranya :
1. Tikus galur Sprague dawley
2. Ekstrak lada hitam
3. Pelarut metanol
4. Pelarut n-heksana
5. Zink
6. Sekam
7. Gentamisin
8. Pakan tikus
9. Air minum
10. Bahan-bahan untuk pengamatan mikroskop
11. NaCl 0,9%
12. Zat untuk pewarnaan (Giemsa, Eosin 0,5%)
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3.7 Prosedur Penelitian

3.7.1

3.7.2

Pengadaan Hewan Uji
Hewan uji berupa tikus putih galur sprague dawley berjumlah 28

ekor diperoleh dari Institut Pertanian Bogor University.

Pemeliharaan Hewan Uji

Hewan uji tikus putih galur sprague dawley akan menjalani masa
adaptasi selama 1 minggu di kandang pemeliharaan untuk
menyeragamkan cara hidup dan makanannya sebelum diberi
perlakuan. Tikus ditempatkan di kandang pemeliharaan dengan
tutup terbuat dari kawat dan dialasi oleh sekam kayu setebal 0,5-1cm
dan diganti setiap tiga hari untuk mencegah terjadinya infeksi.
Dalam 1 kelompok, 4 ekor tikus ditempatkan dalam 1 kandang. Suhu
dijaga pada suhu 25°C, lingkungan kandang dijaga agar tidak
lembab dan diberikan pencahayaan yang cukup. Pemberian
makanan dan minuman melalui ad libitum. Makanan tikus diberikan
berupa pelet. Pemberian makanan dan minuman diberikan
secukupnya dengan wadah terpisah dan diganti setiap hari untuk

menjaga kesehatan tikus agar tidak sakit atau mati.

3.7.3 Pembuatan Ekstrak Lada Hitam

Buah lada hitam (Piper nigrum Linn.) diperoleh dari petani lada di

daerah Tanggamus, Lampung, Indonesia. Buah lada hitam dikeringkan

dan ditumbuk halus sampai menjadi serbuk sebanyak 100 gram. Lalu,

serbuk lada hitam diekstraksi dengan metode maserasi bertingkat

menggunakan pelarut n-heksana sebesar 300 ml yang dilakukan

pengocokan sebanyak 3 kali. Setelah itu, hasil yang akan didapatkan

berupa filtrat dan residu. Hasil filtrat diuapkan sehingga menghasilkan

ekstrak heksana sebesar 4 gram. Sedangkan hasil residu dilakukan

pengocokan sebanyak 3 kali dengan menggunakan pelarut metanol 300

ml. Hasil yang didapatkan setelah pengocokan dengan menggunakan
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metanol berupa filtrat dan residu. Hasil filtrat diuapkan kembali
sehingga mendapatkan ekstrak metanol sebesar 10 gram.

Penentuan dosis untuk setiap perlakuan didasarkan pada penelitian
yang dilakukan oleh Dyah Gaby dan Thalita Badzlina pada tahun 2013.
Penelitian  tersebut menggunan  dosis  pemberian  sebesar
122,5mg/KgBB selama 8 hari. Penentuan dosis untuk perlakuan
ditetapkan atas rata-rata berat hewan uji yaitu sekitar 200 gram.
Sehingga didapatkan dosis yang dibutuhkan pada kelompok perlakuan
satu dan kelompok perlakuan dua (P1 dan P2) adalah
122,5 mg/KgBB x 0,2 Kg (berat tikus) = 24,5 mg dibulatkan menjadi
25 mg.

Pada penelitian ini larutan ekstrak lada hitam yang diberikan per
harinya pada satu ekor mencit adalah 1 ml. Oleh karena itu, ekstrak lada
hitam yang didapat dari pelarut n-heksana sebesar 4 gram dilarutkan
terlebih dahulu dalam aquades 160 ml. Sedangkan pada ekstrak lada
hitam dengan pelarut metanol sebesar 10 mg dilarutkan dalam aquades
400 ml. Setelah dilakukan perhitungan kebutuhan larutan selama 10
hari pada kelompok perlakuan satu dan dua (P1 dan P2), hasil yang
didapatkan adalah 70 ml aquades pada setiap kelompoknya.

Pengadaan Zink

Penyediaan Zn didapatkan dari ZnSO4 Kristal sebesar 360 mg. Hal ini
disesuaikan dengan penelitian milik Jing Ma (2020), yang
mendapatkan hasil positif terhadap jumlah, motilitas, hormon
testosteron serta kelainan pada struktur testis. Penelitian Jing Ma
memberikan dosis efektif zink sebesar 3,2 mg/KgBB. Dengan hal ini
didapatkan perlunya 0,64 mg zink pada setiap ekor mencit per harinya.
Pada kelompok perlakuan satu dengan menggunakan larutan air
sebanyak 160 ml dibutuhkan 110 mg ZnSO4 kristal yang dihaluskan
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lalu dicampur bersamaan dengan ekstrak lada hitam. Pada kelompok
perlakuan dua dengan menggunakan larutan air 400 ml dibutuhkan 250
mg ZnSO4 kristal yang dihaluskan lalu dicampur bersamaan dengan
ekstrak lada hitam. Lalu, pemberian larutan zink pada mencit dilakukan
dengan sonde lambung sebanyak 1 ml/hari selama 10 hari pada
kelompok perlakuan satu dan dua (P1 dan P2).

Induksi Gentamisin

Dosis gentamisin pada tikus yang telah terbukti dapat menyebabkan
penurunan berat vesikula seminalis, produksi spermatozoa abnormal,
penurunan jumlah dan motilitas sperma yaitu 20 mg/kgBB selama 10
hari  (EI-Maddawi, 2014). Gentamisin diinjeksikan dengan
menggunakan spuit 1 cc dosis 20 mg/kgBB (i.p) selama 10 hari.
Sediaan gentamisin yang tersedia adalah sediaan injeksi vial 40 mg/ ml,
Sehingga dengan dilakukannya perhitungan konversi kebutuhan tikus
yaitu 4 mg/hari/ekor didapatkan hasil pada setiap satu ekor tikus per
harinya diberikan 0,1 ml injeksi intra peritoneal. Sedangkan, pada

kelompok kontrol hanya diberikan pakan dan minum.

Teknik konvensional untuk memberikan suntikan intra-peritoneal
umumnya terdiri dari empat langkah: (1) memegang ekor tikus, (2)
menggenggam  tengkuk  leher, (3) mengangkatnya  untuk
memperlihatkan daerah perutnya, dan (4) menusuk rongga peritoneum
dan menyuntikkan zat dengan jarum suntik. Kelemahan dari teknik
konvensional ini adalah hal itu menyebabkan respon stres pada tikus.
Teknik ini secara lengkap dijelaskan dengan menggunakan tangan kiri
untuk mencubit tengkuk tikus di antara ibu jari dan jari pertama dan
mengamankan ekornya dengan menekannya ke telapak tangan
menggunakan jari ketiga dan keempat. Dengan menggunakan
pegangan ini, pegang tikus lurus dan membalikkannya ke posisi
terlentang. Menggunakan tangan kanan, injeksi kuadran Kiri bawah

perut sedalam 5 mm dengan jarum ukuran 26 dan 0,5 inci sejajar
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dengan tulang punggung dan pada sudut 45° ke dinding perut (Baek,
2015).

3.7.6 Pembedahan

a. Setelan 10 hari perlakuan, masing-masing hewan coba
diterminasi dengan cara menggunakan larutan eter lalu dilakukan
cervical dislocation. Kemudian, mempersiapkan alat bedah (bak
paraffin, gunting, pinset, jarum, gelas arloji) yang digunakan.

b. Pengambilan, penimbangan dan pengukuran testis setelah selesai
proses pembedahan, dilakukan pengambilan bagian testis dengan
menggunakan pinset. Kemudian, testis tikus diletakkan pada
gelas ukur berisi NaCl agar dapat dengan mudah memisahkan
testis dengan lemak. Lalu, testis dipisahkan dengan epididimis.

3.7.7 Pengambilan dan Pengamatan Spermatozoa
Setelah dilakukan proses pembedahan, selanjutnya dilakukan prosedur

sebagai berikut :

a. Pengambilan sekresi kauda epididimis dengan cara memotong
bagian proksimal korpus epididimis dan bagian distal vas
deferens. Setelah itu, kauda epididimis dimasukkan ke dalam
cawan petri yang berisi 1 ml NaCl 0,9%, kemudian bagian
proksimal kauda dipotong sedikit dengan gunting lalu kauda
ditekan dengan perlahan hingga cairan sekresi epididimis keluar
dan tersuspensi dengan NaCl 0,9%. Suspensi spermatozoa dari
cauda epididimis yang telah diperoleh dapat digunakan untuk

pengamatan yang meliputi viabilitas dan morfologi spermatozoa.

b. Lalu untuk menilai viabilitas sperma dilakukan pemeriksaan
sperma melalui pewarnaan supravital untuk menentukan
jumlah sperma yang masih hidup. Dengan cara, satu tetes
suspensi sperma diteteskan pada kaca objek, kemudian
dicampur dengan satu tetes larutan eosin 0,5% dan ditutup
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dengan kaca penutup. Lalu, diamati dengan mikroskop
pembesaran 400 kali dalam 5 lapang pandang untuk
memperoleh 200 spermatozoa. Sperma yang masih hidup tidak
berwarna sedangkan sperma mati pada bagian kepalanya
berwarna merah (pink). Selanjutnya spermatozoa yang hidup
(tidak berwarna).

Gambar 12. Viabilitas Spermatozoa (A) Hidup (tidak berwarna)
dan (B) Mati (berwarna) (Susilawati, 2011)

Lalu dilakukan perhitungan spermatozoa yang masih hidup
dan yang sudah mati. Nilai dinyatakan dalam persen dengan

rumus sebagai berikut.

Persentase viabilitas spermatozoa (Susilawati, 2011):

B Jumlah spermatozoa hidup
~ Jumlah spermatozoa hidup dan mati (200)

X 100%
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Lalu untuk morfologi spermatozoa dengan cara suspensi
spermatozoa diteteskan diatas gelas objek, kemudian dibuat
preparat apus dan dikeringkan di udara. Fiksasi preparat apus
dilakukan dengan metanol selama 5 menit. Pewarnaan
dilakukan dengan giemsa selama 15 menit. Preparat dicuci
dengan akuades dan dikeringkan pada suhu orang, kemudian
diamati dibawah mikroskop dengan perbesaran 1000 Kali
untuk mengetahui morfologi spermatozoa tikus rattus
norvegicus. Presentase morfologi spermatozoa normal dan

abnormal kemudian dihitung.

Morfologi spermatozoa normal memiliki ciri dengan bentuk
kepala seperti kait pancing dan ekor panjang lurus. Sebaliknya
morfologi spermatozoa abnormal memiliki bentuk kepala
tidak beraturan, berbentuk seperti pisang, atau terlalu bengkok
dan ekor tidak lurus bahkan tidak berekor, atau hanya terdapat

ekor tanpa kepala.

"

Normal Double Giant Amorphous Pinhead
head head head
Tapered Constricted Double Coiled Spermatid
head head tail tail

Gambar 13. Abnormalitas Morfologi Spermatozoa (Strasinger,
2016)
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Perhitungan morfologi spermatozoa abnormal dapat diketahui
dengan menghitung 200 spermatozoa. Dengan rumus sebagai
berikut.

Persentase morfologi spermatozoa (Susilawati, 2011) :

Jumlah morfologi normal

= x 1009
Jumlah morfologi normal + abnormal %

3.8 Analisis Data

Analisis statistik yang digunakan untuk mengolah data diperoleh dari
analisis bivariat. Analisis bivariat adalah sebuah analisis untuk mengetahui
hubungan antara variabel bebas dan variabel terikat. Data hasil penelitian
dilakukan uji normalitas Shapiro-Wilk (jumlah sampel < 50) untuk
mengetahui kenormalan distribusi data. Jika data terdistribusi normal
digunakan uji parametrik. Sedangkan, jika data tidak terdistribusi normal
digunakan uji non parametrik. Kemudian, dilakukan uji homogenitas data,
yaitu uji Levene untuk mengetahui varians data. Data yang terdistribusi
normal dan varians data homogen dilakukan uji parametrik One Way Anova.
Jika hasil uji bermakna menunjukkan data signifikan (p<0,05) dilanjutkan
dengan melakukan analisis Post Hoc LSD untuk melihat perbedaan antar
kelompok perlakuan.
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Penimbangan Berat Badan Tikus

Pengelompokkan dan Aklimatisasi

K1

Pemberian
makan dan
minum

@
()

Diinduksi
gentamisin
20 mg/KgBB
(i.p) selama
10 hari

o
)

Diinduksi
gentamisin 20
mg/KgBB (i.p)
+ ekstrak lada
hitam sebanyak
25 mg dengan
pelarut metanol
+ zink 0,64 mg
selama 10 hari

P2

Diinduksi
gentamisin 20
mg/KgBB (i.p) +
ekstrak lada hitam
sebanyak 25 mg
dengan pelarut n-
heksana + zink
0,64 mg selama
10 hari

Terminasi tikus

Pembedahan

Pengambilan spermatozoa dari cauda epididimis

Pengamatan viabilitas dan morfologi spermatozoa di bawah mikroskop
pembesaran 400x dan 1000x

Interpretasi hasil

Gambar 14. Alur Penelitian
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3.10 Dummy Table
Tabel 4. Dummy Table

Viabilitas Morfologi

Kelompok Perlakuan Spermatozoa Spermatozoa

Kelompok Kontrol Satu (K1)
1

o b~ WD

6
Kelompok Kontrol Dua (K2)
1

g b~ WD

6
Kelompok Perlakuan Satu (P1)
1

g &~ 0N

6
Kelompok Perlakuan Dua (P2)
1

o Ol A WD

3.11 Etik Penelitian
Etika penelitian (Ethical clearance) pada penelitian ini telah mendapat
persetujuan etik dari Komite Etik Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran
Universitas Lampung dengan nomor 2634/UN26.18/PP.05.02.00/2021
pada tanggal 29 Oktober 2021.



BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Dari penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan sebagai berikut :

1. Ada pengaruh pemberian kombinasi ekstrak metanol lada hitam dan
zink terhadap peningkatan persentase viabilitas spermatozoa tikus putih
yang diinduksi gentamisin, namun jika dibandingkan dengan kelompok
kontrol negatif pemberian ekstrak metanol lada hitam dan zink tidak
berpengaruh terlihat dari nilai p value antara dua kelompok tersebut
adalah 0,068.

2. Ada pengaruh pemberian kombinasi ekstrak n-heksana lada hitam dan
zink terhadap peningkatan persentase viabilitas spermatozoa tikus putih
yang diinduksi gentamisin, namun jika dibandingkan dengan kelompok
kontrol negatif pemberian ekstrak n-heksana lada hitam dan zink tidak
berpengaruh terlihat dari nilai p value antara dua kelompok tersebut
adalah 0,068.

3. Ada pengaruh pemberian kombinasi ekstrak metanol lada hitam dan
zink terhadap peningkatan persentase morfologi spermatozoa normal
tikus putih yang diinduksi gentamisin terlihat dari nilai p value antara
dua kelompok tersebut adalah 0,000.

4. Adanya pengaruh pemberian kombinasi ekstrak n-heksana lada hitam
dan zink terhadap peningkatan persentase morfologi spermatozoa
normal tikus putih yang diinduksi gentamisin terlihat dari nilai p value

antara dua kelompok tersebut adalah 0,000.



48

5.2 Saran
1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan waktu perlakuan yang
disesuaikan dengan lamanya proses spermatogenesis tikus putih (48
hari).
2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai efek toksisitas
pemberian ekstrak lada hitam dan zink.
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