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ABSTRACT

EFFECT OF GIVING ETANOL EXTRACT OF OIL BAKA BARK
(Rhizophora apiculate) ON QUANTITY AND QUALITY OF
SPERMATOZOA, DIAMETER OF TUBULES & NUMBER
OF PRIMARY SPERMATOCYTES OF TESTIS
GENEROUS WHITE RATS (Rattus novergicus)
GALLERY Sprague dawley INDUCED
BY GENTAMICIN

By:
SALWA AL KARINA

Introduction: Mangroves are plants found in many coastal areas of Indonesia, and
have been known to have various beneficial bioactive contents. Mangrove bark,
contains chemical compounds that are useful for antioxidants. These compounds
have the potential to fight oxidative stress caused by Gentamicin, thus protecting
testicular cells and improving sperm quality.

Obijective: To determine the effect of mangrove bark extract on the quality and
quantity of spermatozoa and testicular histology, including the thickness of
seminiferous tubules of Sprague Dawley male rats (Rattus norvegicus) induced by
Gentamicin, determine the effective concentration of the extract, and compare its
effect with standard drugs in the same parameters.

Methods: The research design used was post test only control group design. The
type of research used in this study is true experimental research, to study a
phenomenon in causal correlation by giving treatment to research subjects and then
studying the effects of the treatment.

Results: Analysis using Kruskal Wallis showed p<0.05 for motility, morphology
and number of spermatozoa and testicular histopathology with the most effective
doses of 28 mg/kg bw and 56mg/kg bw.

Conclusion: There is a protective effect of mangrove bark extract on motility,
morphology and number of spermatozoa and histopathological features of male
rats induced by gentamicin.

Keywords: Histopathology, Morphology, Motility, Number, Spermatozoa, Testis



ABSTRAK

PENGARUH PEMBERIAN EKSTRAK ETANOL KULIT BATANG BAKAU
MINYAK (Rhizophora apiculata) TERHADAP KUANTITAS DAN
KUALITAS SPERMATOZOA, DIAMETER TUBULUS
SEMINIFERUS & JUMLAH SPERMATOSIT PRIMER
TESTIS TIKUS PUTIH (Rattus novergicus) JANTAN
GALUR Sprague dawley YANG
DIINDUKSI GENTAMISIN

Oleh:
SALWA AL KARINA

Pendahuluan: Bakau adalah tanaman yang banyak ditemukan di wilayah pesisir
Indonesia, telah dikenal memiliki berbagai kandungan bioaktif yang bermanfaat.
Kulit batang bakau, mengandung senyawa kimia yang berguna untuk antioksidan.
Senyawa-senyawa ini berpotensi melawan stres oksidatif yang disebabkan oleh
Gentamisin, sehingga dapat melindungi sel-sel testis dan meningkatkan kualitas
sperma.

Tujuan: Mengetahui pengaruh ekstrak kulit batang bakau terhadap kualitas dan
kuantitas spermatozoa serta histologi testis, termasuk ketebalan tubulus seminiferus
tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur Sprague dawley yang diinduksi
Gentamisin, menentukan konsentrasi efektif ekstrak tersebut, dan membandingkan
efeknya dengan obat standar dalam parameter yang sama.

Metode: Desain penelitian yang digunakan adalah post test only control group
design. Jenis penelitian yang digunakan pada penelitian ini adalah penelitian true
experimental, untuk mempelajari suatu fenomena dalam korelasi sebab akibat
dengan cara memberikan perlakuan pada subjek penelitian kemudian mempelajari
efek perlakuan tersebut.

Hasil: Analisis menggunakan Kruskal Wallis menunjukkan p<0,05 untuk motilitas,
morfologi dan jumlah spermatozoa serta gambaran histologi testis dengan dosis
paling efektif yaitu 28 mg/kgbb dan 56mg/kghbb.

Kesimpulan: Terdapat efek protektif pemberian ekstrak kulit batang bakau
terhadap motilitas, morfologi dan jumlah spermatozoa serta Gambaran histologi
tikus jantan yang diinduksi gentamisin.

Kata Kunci: Histologi, Jumlah, Morfologi, Motilitas, Spermatozoa, Testis
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Permasalahan fertilitas adalah isu kesehatan global dan terus meningkat dari
tahun ke tahun. Di Indonesia, data menunjukkan bahwa angka infertilitas pria
cukup signifikan, yang mempengaruhi kualitas hidup dan hubungan sosial
pasangan yang mengalaminya (Sinaga et al., 2017). Infertilitas ialah
kegagalan mendapat keturunan satu tahun menikah dan melakukan hubungan

seksual tanpa memakai kontrasepsi (Dewi et al., 2017).

Menurut World Health Organization (WHO), 186 juta orang serta 48 juta
pasangan mengalami infertilitas di dunia sehingga perlu jadi perhatian.
Infertilitas di Indonesia berada pada angka 20% pasangan (WHO, 2020).
terdapat 15% wanita usia 30-34 tahun, 30% 35-39 tahun, dan 55% usia 40-44
tahun mengalami infertilitas disebabkan oleh penurunan kesuburan.
Infertilitas mempengaruhi sebanyak 1.712 pria dan 2.055 wanita (Badan

Kependudukan dan Keluarga Berencana Nasional, 2020).

Salah satu faktor utama yang dapat mempengaruhi kualitas sperma dan
kesehatan testis adalah paparan terhadap obat-obatan tertentu, salah satunya
adalah Gentamisin (Susianti, 2013). Gentamisin, yang sering digunakan
sebagai antibiotik untuk mengatasi infeksi bakteri, diketahui memiliki efek
samping nefrotoksik dan dapat menyebabkan kerusakan pada jaringan testis
serta mempengaruhi produksi dan kualitas sperma. Kerusakan ini terjadi
melalui mekanisme oksidatif yang menyebabkan stres oksidatif pada sel-sel
testis (Hochschild et al., 2017).



Gentamisin dikenal dapat menyebabkan penurunan signifikan pada jumlah
dan motilitas sperma, serta merusak struktur histologis testis. Efek samping
ini menjadi perhatian serius dalam dunia medis, mengingat penggunaan
Gentamisin yang luas dalam terapi infeksi (Susianti, 2013). Oleh karena itu,
diperlukan strategi yang efektif untuk mengurangi efek samping toksik dari
Gentamisin, terutama pada sistem reproduksi pria. Dalam konteks ini,
penggunaan bahan-bahan alami sebagai agen pelindung atau terapi adjuvan

menjadi fokus penelitian yang menarik (Sutyarso et al., 2018).

Bakau adalah tanaman yang banyak ditemukan di wilayah pesisir Indonesia,
telah dikenal memiliki berbagai kandungan bioaktif yang bermanfaat. Kulit
batang bakau, mengandung senyawa fenolik, flavonoid, dan tanin yang
diketahui memiliki aktivitas antioksidan dan antiinflamasi (Berawi, 2018).
Senyawa-senyawa ini berpotensi melawan stres oksidatif yang disebabkan
oleh Gentamisin, sehingga dapat melindungi sel-sel testis dan meningkatkan
kualitas sperma. Penggunaan ekstrak etanol dari kulit batang bakau dalam
penelitian ini bertujuan untuk mengeksplorasi potensi terapeutiknya dalam
melindungi dan memperbaiki jaringan testis yang rusak akibat paparan
Gentamisin (Khaki, 2015).

Indonesia memiliki keanekaragaman biota laut yang besar karena merupakan
sebuah negara kepulauan (Kusmana dan Hikmat, 2015). Hal tersebut menjadi
aset potensial yang bisa dimanfaatkan serta dikembangkan sebagai produk
olahan seperti produk farmasi. Jenis organisme yang memiliki potensi pada
bidang farmasi ialah tumbuhan laut seperti bakau yang dapat tumbuh di tanah
berpasir serta berlumpur pada daerah pesisir dan anak sungai (Rijai, 2019).
Masyarakat Indonesia sudah mengenal serta memakai tanaman untuk obat
untuk mengatasi masalah kesehatan. Hal itu disebabkan karena ekonomis dan
efek samping yang minim. Oleh karna itu pemakaian obat herbal dengan dosis

tepat penting dan aman (Astuti, 2018).



Tumbuhan bakau menurut peta baru persebaran mangrove menunjukkan
147,000 km? hutan mangrove secara global. Indonesia sendiri mempunyai 72
spesies dan 3.311.207 hektar yang tersebar sehingga menjadi yang terbesar di
dunia. Bakau banyak digunakan masyaakat pesisir untuk obat alami
(Kusmana dan Hikmat, 2015; Rahmanto, 2020). Senyawa inti yang
berkhasiat pada bakau (Rhizopora apiculata) adalah tanin, saponin,
flavonoid, steroid (Mustofa, 2022). Flavonoid punya efek proteksi pada
jaringan tubuh akibat terjadinya iskemik (Ruswanti, 2014). Saponin
mempercepat hemolitik karena menjadi senyawa antibakteri. Steroid
menaikan kecepatan epitelisasi dalam tubuh. Tanin sendiri dapat menaikan
sikatriks dan kontraksi luka dan menjadi antimikroba yang menaikan
epitelisasi (Wijaya, 2014).

Berbagai penelitian mengenai ekstrak kulit bakau Rhizophora apiculata yang
terlah diteliti. Pada penelitian membuktikan bahwa pemberian ekstrak batang
Rhizopora apiculata dosis 56,55 mg/kg BB memproteksi kerusakan sel
pankreas tikus putih (Mustofa et al., 2018). Efek proteksi dari ekstrak
Rhizophora apiculata terhadap kerusakan testis yang disebabkan asap rokok
dengan dosis 113,10 mg/kgBB (Mustofa dan Hanif, 2019). Penelitian
membuktikan bahwa kulit batang Rhizophora apiculata mampu melindungi
arteri yang terpapar asap rokok dengan dosis optimal 56.55 mg/kg. Penelitian
juga membuktikan bahwa ekstrak kulit batang Rhizophora apiculata dapat
menurunkan kadar Malondialdehid (MDA) tikus yang dipapar asap rokok,
penurunannya berbanding terbalik dengan dosis ekstrak kulit batang bakau
yaitu semakin besar dosisnya semakin menurun kadar MDA. Penelitian juga
mebuktikan bahwa ekstrak Rhizophora apiculata memiliki efek proteksi
terhadap histologi hepar tikus (Mustofa et al., 2019).

Beberapa studi sebelumnya telah menunjukkan bahwa senyawa antioksidan
dapat mengurangi kerusakan testis yang diinduksi oleh berbagai agen toksik
(Mustofa dan Hanif, 2019). Namun, penelitian mengenai efek protektif

ekstrak etanol kulit batang bakau terhadap kerusakan testis yang diinduksi
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oleh Gentamisin masih sangat terbatas. Oleh karena itu, penelitian
dilaksanakan guna mengevaluasi pengaruh ekstrak etanol kulit batang bakau
pada gambaran mikroskopis spermatozoa dan histologi testis pada tikus yang
diinduksi dengan Gentamisin (Susianti, 2013).

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan kontribusi signifikan dalam
bidang biomedis, terutama dalam pengembangan terapi alternatif memakai
bahan alami guna menurunkan efek samping. Penelitian ini diharap bisa
membuka peluang baru untuk pemanfaatan sumber daya alam Indonesia yang
melimpah, seperti tanaman bakau, dalam bidang kesehatan. Diharapkan juga
dapat diperoleh bukti ilmiah tentang efektivitas ekstrak etanol kulit batang
bakau dalam melindungi dan memperbaiki kualitas sperma serta jaringan

testis yang rusak akibat paparan Gentamisin.

Berdasar pada uraian yang ada dilatar belakang, peneliti mempunyai
ketertarikan untuk mengamati kualitas serta kuantitas spermatozoa dan
histologi testis tikus putih (Rattus novergicus) jantan galur Sprague dawley

yang diberi ekstrak kulit batang bakau dan diinduksi Gentamisin.

Rumusan Masalah

1. Apakah pemberian ekstrak kulit batang bakau memengaruhi kualitas serta
jumlah spermatozoa, dan perubahan histologi testis, termasuk ketebalan
tubulus seminiferus pada tikus putih jantan galur Sprague dawley yang
telah diberikan Gentamisin?

2. Berapa konsentrasi optimal ekstrak kulit batang bakau yang dapat
meningkatkan kualitas dan jumlah spermatozoa, serta memperbaiki
histologi testis pada tikus putih jantan galur Sprague dawley yang
diinduksi dengan Gentamisin?

3. Sejauh mana efek ekstrak kulit batang bakau dibandingkan dengan obat
standar dalam meningkatkan kualitas dan jumlah spermatozoa serta
memperbaiki histologi testis pada tikus putih jantan galur Sprague dawley

yang diinduksi dengan Gentamisin?



1.3 Tujuan Penelitian

1.4

1.

Mengkaji efek ekstrak kulit batang bakau terhadap kualitas dan jumlah
spermatozoa, serta kondisi histologi testis, termasuk ketebalan tubulus
seminiferus pada tikus putih jantan galur Sprague dawley yang diberi
perlakuan Gentamisin.

Menentukan konsentrasi optimal ekstrak kulit batang bakau yang efektif
dalam meningkatkan kualitas dan jumlah spermatozoa serta memperbaiki
histologi testis pada tikus putih jantan galur Sprague dawley yang

diinduksi Gentamisin.

. Membandingkan efektivitas ekstrak kulit batang bakau dengan obat

standar dalam meningkatkan kualitas dan jumlah spermatozoa serta
memperbaiki histologi testis pada tikus putih jantan galur Sprague dawley

yang diinduksi Gentamisin.

Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat bagi institusi pendidikan

a. Temuan dari penelitian ini dapat menjadi landasan bagi penelitian
lanjutan di masa mendatang.

b. Penelitian ini diharapkan dapat menjadi acuan bagi mahasiswa
dalam memanfaatkan bahan alami untuk perbaikan kualitas dan
kuantitas spermatozoa serta histologi testis pada tikus putih jantan

galur Sprague dawley yang diinduksi dengan Gentamisin.

1.4.2 Manfaat bagi masyarakat

a. Penelitian ini dapat menjadi referensi bagi masyarakat dalam
mencari alternatif pengobatan untuk mengatasi masalah infertilitas.

b. Hasil penelitian ini mendorong pemanfaatan bahan alami dari
lingkungan sekitar sebagai dukungan dalam menjaga kesehatan
dan pengobatan.

c. Penelitian ini dapat digunakan sebagai bahan pertimbangan dan

kajian lanjutan dalam upaya intervensi terhadap kualitas dan



kuantitas spermatozoa serta histologi testis pada tikus putih jantan
galur Sprague dawley yang diinduksi Gentamisin.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Rhizophora apiculata

211

2.1.2

2.1.3

Definisi

Bakau (Rhizophora apiculata) merupakan salah satu jenis tumbuhan
yang sering ditemukan di berbagai wilayah karena penyebarannya
yang luas. Tanaman ini biasanya tumbuh berkelompok di daerah
pasang surut dan cenderung berkembang dengan baik di area yang
tergenang air atau tanah yang kaya akan kandungan humus (Wiarta,
2017; Selvaraj et al., 2015).

Klasifikasi

Bakau (Rhizophora apiculata Blume) termasuk dalam Kingdom
Plantae, yang mencakup semua jenis tumbuhan. Tumbuhan ini
diklasifikasikan ke dalam Divisi Magnoliophyta, dengan Kelas
Magnoliopsida, yang merupakan kelompok tumbuhan berbunga
dengan biji tertutup. Ordo bakau adalah Malpighiales, dan termasuk
dalam Famili Rhizophoraceae, yang terdiri dari tumbuhan khas daerah
pasang surut. Genusnya adalah Rhizophora, dengan spesies spesifik

yaitu Rhizophora apiculata (Cronquist, 1981).

Morfologi

Pohon bakau dapat tumbuh hingga mencapai tinggi 30 meter dengan
diameter batang sekitar 35 cm. Sistem perakarannya berupa akar
tunjang yang khas. Kulit luar batangnya memiliki warna yang
bervariasi mulai dari abu-abu terang hingga cokelat muda dengan

tekstur bersisik akibat retakan pada permukaannya. Sementara itu,



bagian dalam kulit batangnya berserabut dan berwarna merah muda
hingga merah tua. Bunga pohon bakau tumbuh di ketiak daun, terdiri
dari empat mahkota berwarna putih dan empat kelopak bunga
berwarna kuning pucat. Buahnya berbentuk lonjong atau memanjang
dengan warna hijau kecokelatan. Selain itu, pohon ini memiliki
hipokotil berbentuk silindris dengan panjang antara 36 hingga 70 cm
dan diameter 2 hingga 3 cm, serta permukaan yang kasar atau berbintil
(Wicaksono dan Bagus, 2015).

Gambar 1. MoFfoIogi Tanaa akau

2.1.4 Manfaat Tanaman Bakau
Rhizophora apiculata, merupakan tumbuhan pesisir yang banyak
dimanfaatkan karena kandungan bahan aktifnya. Seluruh bagian
tumbuhan, seperti daun, batang, dan akar, memiliki manfaat yang
beragam, termasuk sebagai kayu bakar, bahan bangunan, obat-obatan,
dan keperluan perikanan. Ekstrak metabolit sekundernya diketahui
memiliki aktivitas biologis, seperti kandungan lyoniresinol-3a-O-f-
arabinopyranoside, lyoniresinol-3a-Ofrhamnoside, dan afzelechin-3-
O-L-rhamnopyranoside yang berperan sebagai antioksidan. Kulit
batang bakau memiliki berbagai manfaat pengobatan, seperti
mengatasi angina, bisul, infeksi jamur, diare, dan mual. Kulit batang

yang dilumatkan juga dapat menghentikan pendarahan, sementara air



buah dan kulit akar muda digunakan sebagai pengusir nyamuk.
Rhizophora apiculata mengandung senyawa aktif, seperti alkaloid,
flavonoid, triterpenoid, steroid, saponin, dan tanin, dengan tanin
berpotensi tinggi sebagai antioksidan (Mustofa et al., 2019; Mustofa
et al., 2022; Mustofa dan Dewi, 2023).

2.2 Tikus Putih (Rattus norvegicus) Galur Sprague dawley

221

2.2.2

Definisi

Hewan percobaan atau hewan laboratorium adalah hewan yang secara
khusus dipelihara dan dibudidayakan untuk digunakan sebagai model
penelitian. Hewan ini dimanfaatkan dalam berbagai studi dan
pengembangan ilmu pengetahuan dalam skala laboratorium (Otto et
al., 2015). Hewan model, atau yang disebut juga sebagai animal
model, adalah hewan yang digunakan sebagai representasi manusia
atau spesies lain untuk mempelajari fenomena biologis atau
patobiologis tertentu (Rosidah, 2020).

Klasifikasi

Tikus putih (Rattus norvegicus) merupakan salah satu spesies hewan
yang termasuk dalam taksonomi berikut: Kingdom Animalia, Filum
Chordata, Kelas Mamalia, Ordo Rodentia, Subordo Myomorpha,
Famili Muridae, Genus Rattus, dan Spesies Rattus norvegicus.
Klasifikasi ini menggambarkan posisi tikus putih dalam hierarki

biologis, sesuai dengan referensi dari Brower (2015).



2.2.3

224

10

Morfologi

Tikus memiliki karakteristik unik yang membedakannya dari hewan
percobaan lainnya, salah satunya adalah ketidakmampuannya untuk
muntah. Hal ini disebabkan oleh struktur anatomi yang khas pada
pertemuan esofagus dengan lambung serta ketiadaan kantong
empedu. Selain itu, tikus putih memiliki keunggulan sebagai model
penelitian karena dapat merepresentasikan karakteristik fungsional
sistem tubuh mamalia (Nugroho et al., 2018). Tikus putih juga
menawarkan berbagai kelebihan sebagai hewan uji, seperti
kemampuan reproduksi yang cepat, ukuran tubuh yang lebih besar
dibandingkan mencit, dan kemudahan pemeliharaan dalam jumlah
besar. Secara morfologis, tikus putih memiliki ciri khas seperti albino,
kepala kecil, ekor yang lebih panjang dari tubuhnya, pertumbuhan
yang cepat, temperamen yang baik, kemampuan laktasi tinggi, dan
daya tahan terhadap perlakuan. Berat tubuh rata-rata tikus dewasa
biasanya berkisar antara 200-250 gram (Rosidah et al., 2020).

Gambar 3. Tikus Putih (Rattus novergicus) Jantan Galur Sprague dawley
(Triassanti, 2017).

Spermatogenesis

Spermatogenesis adalah rangkaian proses sitologi yang bertujuan
menghasilkan spermatozoa dari spermatogonia pada mamalia. Proses
ini berlangsung dalam tubulus seminiferus testis secara terus-menerus
sepanjang masa reproduksi (Nishimura dan Hernault, 2017).
Spermatogenesis diawali dengan pertumbuhan spermatogonium
menjadi spermatosit primer, yaitu sel yang lebih besar. Spermatosit
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primer kemudian membelah secara mitosis menjadi dua spermatosit
sekunder yang memiliki ukuran sama. Selanjutnya, spermatosit
sekunder mengalami pembelahan meiosis dan menghasilkan empat
spermatid yang juga berukuran sama. Tahap pematangan spermatid
menjadi spermatozoa disebut spermiogenesis, yang terjadi setelah
proses meiosis selesai. Pada tahap ini, spermatid mengalami
serangkaian perubahan teratur yang mengubahnya dari bentuk bulat
kecil menjadi spermatozoa yang memanjang dengan ekor (Guyton dan
Hall, 2014).

Membran dasar tubulus -
seminiferus Beberapa spermatogonia tetap

Superficial menjadi sel induk prekursor

SPE RMATOG(?:‘I_L:L’(@
- /2 . :
Beberapa spermatogonia

Mitosis
terdorong menjauh dari -
memberan dasar 2@
Diferensiasi

Spermatosit Primer

@ Replikasi DNA, pembentukan

tetrad, persilangan
Melosis |

MEIOSIS |
‘ Spermatosit sekunder |

!J) ,_/(« y_ Setiap kromosom

aadeslt o /+ * \ memiliki dua kromatid

Jembatan sitopasmic — SPERMATIDS
oW G
SPERMIOGENESIS SPERMATOZOA
Deep A f” &n fn
/ \

Lumen tubulus seminiferus

Gambar 4. Proses Spermatogenesis pada Tikus (Cheng, 2010).
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2.2.5 Sistem Reproduksi Tikus Jantan
Menurut Kusumawati, alat reproduksi tikus jantan meliputi testis,
saluran reproduksi, kelenjar kelamin, dan penis. Tikus memiliki
sepasang testis yang terletak di dalam skrotum (Indriyani et al., 2021).
Saluran reproduksi bermula dari testis dan berlanjut ke uretra, yang
berfungsi sebagai jalur gabungan untuk urin, sekresi kelenjar kelamin,
serta sel kelamin jantan. Kelenjar kelamin berada di sekitar uretra dan

bermuara ke dalamnya (Fitria, 2015).

Testis berbentuk bulat memanjang dengan orientasi vertikal. Testis
memiliki dua fungsi utama, yaitu menghasilkan hormon seks jantan
(androgen) dan gamet jantan (sperma). Testis dibungkus oleh kulit dan
tunika albuginea, serta terdiri atas beberapa lobus. Lobus ini berupa
kantung kecil berbentuk kerucut yang mengandung tubulus
seminiferus, tempat sperma diproduksi. Lebih dari 90% massa testis
terdiri dari tubulus seminiferus, sedangkan jaringan stroma
mengandung pembuluh darah, limfa, sel saraf, sel makrofag, dan sel
Leydig (Nugroho et al., 2018).

Sel generatif muda, yang disebut spermatogonia, mengalami
spermatogenesis untuk menjadi spermatozoa. Tubulus seminiferus
dilapisi oleh membran basalis yang terdiri dari jaringan ikat dan kaya
akan pembuluh darah di bagian luarnya. Nutrisi untuk sel-sel
spermatogenik di dalam tubulus diperoleh melalui proses difusi
(Bogar, 2016). Potongan melintang tubulus seminiferus menunjukkan
lapisan sel-sel turunan spermatogenik, seperti spermatogonia,
spermatosit primer, spermatosit sekunder, dan spermatid, yang
tersebar dalam 4-8 lapisan antara lamina basalis dan lumen tubulus.
Sel-sel ini mengalami pembelahan dan diferensiasi hingga

menghasilkan spermatozoa (Nugroho et al., 2018).
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Gambar 5. Tubulus Seminiferus Tikus. a) Sel Spermatogonium, b) Sel
Spermatosit, ¢) Sel Spermatid, d) Sel Sertoli, €) Sel Leydig,
f) Lumen tubulus (Shi et al., 2019).

2.3 Infertilitas

23.1

2.3.2

Definisi

Fertilitas ialah kemampuan mendapat keturunan secara biologis.
Sedangkan infertilitas ialah sebuah kondisi saat suami istri sudah
menikah minimal satu tahun namun tidak bisa mempunyai anak meski

sering berhubungan seksual (Gaziansyah et al., 2019).

Etiologi

Penyebab infertilitas pria adalah karena gangguan kesuburan
(Hidayah, 2016). Seperti gangguan pretestikuler diluar testis, faktor
testicular pada testis, sehingga spermatogenesis jadi terganggu serta
ada faktor post testikular yaitu terjadi di luar testis (Gaziansyah et al.,
2019).
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2.3.3 Kilasifikasi

Menurut Saraswati (2015) infertilitas diklasifikasikan sebagai berikut:

1. Infertilitas primer adalah kondisi di mana pasangan belum
berhasil mencapai kehamilan meskipun telah mencoba selama
satu tahun atau lebih dengan melakukan hubungan seksual secara
teratur dan memadai tanpa menggunakan kontrasepsi.

2. Infertilitas sekunder adalah kondisi di mana pasangan
sebelumnya telah berhasil mencapai kehamilan, namun setelah
itu tidak dapat hamil lagi meskipun telah berusaha selama satu
tahun atau lebih dengan hubungan seksual yang teratur dan
memadai tanpa menggunakan kontrasepsi (Hidayah, 2016).

2.4 Kualitas Spermatozoa

1. Kuantitas
Perhitungan kuantitas sperma sangat penting karena mencerminkan
tingkat pengenceran oleh cairan kelenjar aksesori terhadap sel sperma
yang dipancarkan dari epididimis melalui uretra saat ejakulasi.
Pengukuran kuantitas sperma dilakukan untuk menghitung total sperma
dalam ejakulasi, yang didapatkan dengan mengalikan konsentrasi sperma
dengan volume air mani (Solihati, 2013). Perhitungan ini umumnya
dilakukan menggunakan kamar hitung, salah satunya adalah kamar hitung
Improved Neubauer. Sebelum perhitungan dilakukan, sperma terlebih
dahulu diencerkan menggunakan reagen hitung sperma atau bisa juga
dengan menggunakan akuades, dengan pengenceran sekitar 20x. Sperma
yang sudah diencerkan kemudian dimasukkan ke dalam kamar hitung dan
diamati menggunakan mikroskop dengan pembesaran 40x pada objektif
(Manehat, 2021).

2. Morfologi
Morfologi abnormal spermatozoa pada tikus dapat mencakup berbagai
bentuk, seperti kepala yang besar, kepala kecil, kepala ganda, ekor pendek,
ekor ganda, dan kepala bulat akibat adanya sisa sitoplasma yang melekat

(Diartha et al., 2016). Spermatozoa yang abnormal dapat ditemukan pada
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individu yang subur maupun yang mandul. Namun, pada individu yang
subur, jumlah spermatozoa abnormal cenderung lebih sedikit
dibandingkan pada individu yang mandul. Keberadaan spermatozoa yang
abnormal biasanya disebabkan oleh gangguan dalam proses pembentukan
sperma, khususnya pada tahap spermiogenesis. Gangguan ini dapat dipicu
oleh berbagai faktor, seperti masalah nutrisi, gangguan hormonal,
penggunaan obat-obatan, radiasi, dan penyakit tertentu (Wuwungan,
2017).

Leher

Membran plasma Bagian tengah

Akrosom

Gambar 6. Morfologi Spermatozoa (Panahi et al., 2017).

3. Motilitas
Kategori motilitas sperma adalah sebagai berikut:
1. Sperma bergerak cepat
2. Sulit untuk maju lurus
3. Tidak bergerak maju
4. Sperma tidak bisa bergerak (Manehat, 2021).
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Gentamisin

Gentamisin adalah obat prototipe dari golongan aminoglikosida, yang
merupakan kelompok antibiotik bakterisid yang berasal dari berbagai spesies
Streptomyces dan memiliki sifat kimiawi, antimikroba, farmakologi, serta
efek toksik yang serupa (Tisa, 2017). Antibiotik ini banyak digunakan karena
spektrumnya yang luas, terutama efektif melawan infeksi bakteri aerob gram
negatif, dan juga gram positif jika dikombinasikan dengan antibiotik lain
seperti S-laktam (lvaturi, 2019). Aktivitas Gentamisin bersifat bakterisid,
bekerja dengan menembus dinding bakteri dan mengikat ribosom di dalam
sel, tempat terjadinya sintesis protein (Chaves dan Tadi, 2023).

Semua golongan aminoglikosida memiliki sifat farmakokinetik yang serupa.
Ikatan antara aminoglikosida dan protein sangat lemah (protein binding <
10%), dan eliminasi obat ini terjadi terutama melalui filtrasi glomerulus.
Lebih dari 90% dari dosis aminoglikosida yang diberikan secara intravena
akan terdeteksi dalam urin dalam bentuk utuh pada 24 jam pertama. Sebagian
kecil obat ini akan mengalami resirkulasi perlahan ke dalam lumen tubulus
proksimalis, dan akumulasi dari resirkulasi ini dapat menyebabkan toksisitas
ginjal (Ivaturi, 2019).

N-Acetylcystein

N-Acetylcystein adalah antioksidan yang digunakan secara klinis untuk
mengurangi kerusakan hati akibat kelebihan asetaminofen dan sebagai agen
mukolitik. Selain itu, N-Acetylcystein juga digunakan untuk meningkatkan
kadar antioksidan guna mencegah kerusakan oksidatif, serta memiliki sifat
antiinflamasi dengan menekan aktivasi NFkB. Struktur kimia N-
Acetylcystein adalah prekursor dari asam sistein, asam amino alami yang
sederhana, dan glutathione yang berkurang (Avdeev et al., 2022). Aktivitas
mukolitik N-Acetylcystein pertama kali digunakan dalam pengobatan
penyakit pernapasan seperti bronkitis kronis. N-Acetylcystein adalah

senyawa yang dapat menembus sel dan berperan sebagai sumber sistein untuk
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sintesis glutathione, yang merupakan antioksidan intraseluler (Sintaningrum,
2021).

Sebagai mukolitik, N-Acetylcystein dapat memperbaiki gejala dan fungsi
paru dengan mengubah sekresi lendir serta sifat fisiknya. Selain itu, N-
Acetylcystein juga merupakan antioksidan tiol yang berpotensi berinteraksi
langsung dengan oksidan atau mengisi kembali penyimpanan glutathione
(GSH) yang habis (Hasan, 2020). N-Acetylcystein dapat menghambat
pelepasan mediator inflamasi dari sel epitel dan makrofag, serta menghalangi
molekul adhesi, kemotaksis neutrofil, aktivasi, dan agregasi. Efek proteksi
antioksidan dari N-Acetylcystein  membantu mengurangi inflamasi
(Sintaningrum, 2021).

Efek Kandungan Ekstrak Kulit Bakau Terhadap Gambaran
Mikroskopis Spermatozoa Dan Histologi Testis

Gentamisin adalah zat xenobiotik yang dapat menimbulkan efek samping
nefrotoksik, ototoksik, dan hepatotoksik. Organ dengan kapasitas metabolik
tertinggi untuk xenobiotik ini adalah hati, paru, ginjal, dan mukosa saluran
pencernaan. Gentamisin juga dapat merusak arsitektur testis dan sel germinal
pada tikus. Selain itu, obat ini berpengaruh negatif terhadap spermatozoa
tikus, memengaruhi kuantitas, motilitas, dan morfologi spermatozoa tersebut
(Susianti, 2013; Hardiningtyas, 2014).

Efek toksik Gentamisin terhadap berbagai organ dapat dinetralkan dengan
menggunakan antioksidan. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa ekstrak
tanaman obat dapat menekan stres oksidatif yang diinduksi oleh Gentamisin
pada hewan percobaan (Surbakti et al.,, 2023). Ekstrak tanaman obat
berfungsi sebagai pembersih radikal bebas, membentuk kompleks dengan
logam (metal chelation), dan menstabilkan sistem membran (Abdel-Raheem,
2010). Tanaman obat seperti mahkota dewa, sambiloto, dan jintan hitam
terbukti efektif melindungi organ dari efek toksik Gentamisin (Susianti,
2013).
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Penelitian fitokimia menunjukkan bahwa Rhizophora apiculata mengandung
banyak senyawa antioksidan, termasuk flavonoid, tanin, alkaloid, saponin,
terpenoid, dan steroid, yang dapat menangkal radikal bebas (Mustofa et al.,
2019). Berbagai bagian tanaman Rhizophora apiculata, seperti buah, daun,
batang, kulit batang, dan akar, semuanya mengandung antioksidan. Penelitian
juga menunjukkan bahwa kulit batang bakau Rhizophora apiculata memiliki
kemampuan tertinggi dalam menangkap radikal bebas (Berawi dan Marini,
2018).

Flavonoid, yang terdapat dalam Rhizophora apiculata, memiliki pengaruh
besar terhadap aktivitas antioksidan. Antioksidan ini berperan penting dalam
mengurangi  penumpukan Reactive Oxygen Species (ROS), vyang
berhubungan dengan masalah infertilitas pada laki-laki. Diperkirakan bahwa
sekitar 25% laki-laki infertil memiliki konsentrasi ROS yang tinggi dalam
cairan semen. Produksi ROS yang berlebihan dapat menyebabkan peroksidasi
asam lemak tak jenuh, yang diperlukan untuk motilitas sperma dan proses fusi
membran. Hal ini menyebabkan hilangnya motilitas sperma dan kerusakan

pada reaksi serta kemampuan sperma (Surbakti et al., 2023).
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2.8 Kerangka Penelitian

2.8.1 Kerangka Teori
Faktor endogen: > Infertilitas | Faktor
o Varikokel eksogen:
o Idiopatik ¢ Alkohol
Ekstrak * Sperma Peningkatan ROS * Kafein
Eull(lt Batang immature (Reactive Oxygen ¢ Radiasi
akau . e Stres
(Rhizopora Species)
apiculata) _—— —
Tanin v
v ROS tidak seimbang Drug Induced
Antioksidan Flavanoid
Steroid v

Stres oksidatif
|

A\ 4 A\ 4

Spermatogenesis Kerusakan gambaran
terganggu histologi testis

v v

Penurunan kuantitas
spermatozoa

Abnormalitas kualitas
spermatozoa

— = Mengaktifkan
— — — » = Menghambat

|:| = Diteliti

Gambar 7. Kerangka Teori (Mustofa et al., 2019; Mustafa et al., 2023; Susianti, 2013).

Infertilitas adalah ketidakmampuan pasangan yang aktif melakukan
hubungan seksual tanpa kontrasepsi untuk terjadinya kehamilan
dalam kurun waktu satu tahun. Salah satu penyebab infertilitas adalah
stress oksidatif. Stres oksidatif adalah proses pergeseran
keseimbangan oksidan dan antioksidan yang cenderung pada oksidan.
Reactive Oxygen Species (ROS) dapat menyebabkan timbulnya stres
oksidatif. ROS merupakan suatu molekul oksigen yang dihasilkan dari
hasil metabolisme sel dalam keadaan normal tetapi dapat berdampak

negatif jika jumlahnya cukup tinggi, maka dari itu stres oksidatif dapat
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dicegah keberadaannya oleh tubuh manusia. Antioksidan dapat
digunakan untuk mencegah tingginya stres oksidatif dalam tubuh.
Antioksidan alami dapat ditemukan pada tanaman. Salah satu tanaman
yang dapat berperan sebagai antioksidan alami adalah ekstrak kulit
batang bakau (Rhizophora apiculata) dan bahan sintetiknya adalah N-
Acetylcystein (NAC). Kandungan kimia aktif yang ada pada hasil
ekstraksi kayu tanaman bakau adalah tannin, saponin, flavonoid, dan
kuinon. Sehingga dari teori dasar yang telah dipaparkan, dasar kuat
dalam menjalankan penelitian ini dapat mempermudah peneliti untuk
mendapatkan hasil yang diinginkan (Huda et al., 2013. Mustofa dan
Paleva, 2020).

Kerangka Konsep

Ekstrak Batang Bakau Gangguan kuantitas dan kualitas sperma
(Rhizophora apiculata) dan perubahan gambaran histologi testis
yang meliputi ketebalan tubulus seminiferus

A\ 4

Variabel Independen Variabel Dependen

Gambar 8. Kerangka Konsep

Berdasarkan kerangka konsep yang tertera pada gambar 8, konsep
yang dibentuk dalam penelitian ini adalah untuk membuktikan
kandungan antioksidan dari ekstrak kulit batang bakau (Rhizophora
apiculata) dalam menetralkan ketidakseimbangan Reactive Oxygen
Species (ROS) yang terbukti pada studi terdahulunya bahwa akan
membuat spermatogenesis menjadi terganggu dan membuat
perubahan gambaran histologi dari testis. Selain itu, perbandingan
efektivitas daya antioksidan terhadap mikroskopis spermatozoa dan
gambaran histologi testis yang diinduksi Gentamisin dengan
pemberian ekstrak kulit batang bakau (Rhizophora apiculata) dan N-
Acetylcystein (NAC) juga diuji, sehingga dari penelitian ini dapat

mengetahui substansi yang lebih efektif dalam berperan sebagai
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pelindung spermatozoa dan gambaran histologi testis (Susianti, 2013;
Sintaningrum, 2021).

2.9 Hipotesis

1. Hipotesis Pengaruh Terhadap Kualitas Spermatozoa

HO: Tidak terdapat pengaruh pemberian ekstrak etanol kulit batang bakau

H1:

terhadap kualitas spermatozoa tikus putih (Rattus norvegicus) jantan
galur Sprague dawley yang diinduksi Gentamisin.
Terdapat pengaruh pemberian ekstrak etanol kulit batang bakau
terhadap kualitas spermatozoa tikus putih (Rattus norvegicus) jantan
galur Sprague dawley yang diinduksi Gentamisin.

2. Hipotesis Pengaruh Terhadap Kuantitas Spermatozoa

HO:

H1:

Tidak terdapat pengaruh pemberian ekstrak etanol kulit batang bakau
terhadap kuantitas spermatozoa tikus putih (Rattus norvegicus)
jantan galur Sprague dawley yang diinduksi Gentamisin.

Terdapat pengaruh pemberian ekstrak etanol kulit batang bakau
terhadap kuantitas spermatozoa tikus putih (Rattus norvegicus)

jantan galur Sprague dawley yang diinduksi Gentamisin.

3. Hipotesis Pengaruh Terhadap Histologi Testis

HO:

H1:

Tidak terdapat pengaruh pemberian ekstrak etanol kulit batang bakau
terhadap histologi testis yang meliputi ketebalan tubulus seminiferus
pada tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur Sprague dawley
yang diinduksi Gentamisin.

Terdapat pengaruh pemberian ekstrak etanol kulit batang bakau
terhadap histologi testis yang meliputi ketebalan tubulus seminiferus
pada tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur Sprague dawley

yang diinduksi Gentamisin.
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3.2

3.3

BAB Il1
METODE PENELITIAN

Desain Penelitian

Desain penelitian yang digunakan ialah post test only control group design.
Penelitian ini menggunakan metode true experimental untuk menganalisis
fenomena hubungan sebab-akibat melalui pemberian perlakuan pada subjek
penelitian, kemudian mengamati efek dari perlakuan tersebut. Subjek
penelitian berupa tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Sprague dawley

yang dipilih secara acak (Mustofa dan Paleva, 2023).

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilakukan pada Agustus-November 2024. Dilakukan di Balai
Veteriner Lampung dan Animal House FK Unila. Pembuatan ekstrak
dilakukan di Lab Kimia FMIPA Unila. Terminasi, pengukuran kualitas dan

kuantitas sperma, dan histologi dilakukan di Balai Veteriner Lampung.

Populasi dan Sampel
3.3.1 Populasi Penelitian

Tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur Sprague dawley.

3.3.2 Sampel Penelitian
Sampel penelitian adalah darah tikus yang diberi perlakuan. Besar

sampel dihitung dengan Federer, 1963 sebagai berikut
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(t-1) (n-1) =15
(6-1) (n-1) =15
5(n-1) =15
5n =20
n=>4

Keterangan:
t= Kelompok perlakuan
n=Jumlah sampel untuk 1 kelompok perlakuan

N= Besar sampel

Lalu untuk mengantisipasi kematian, perlu ditambahkan jumlah tikus
yang dihitung dengan rumus berikut (Mustofa dan Hanif, 2019).

Berdasar rumus diatas, jumlah sampel dari 6 kelompok ialah 5 ekor
tikus/kelompok. Sehingga dibutuhkan 30 tikus putih jantan (Mustofa
dan Paleva, 2023).

3.3.3 Kelompok Perlakuan

1. Kelompok Normal (KO0): Diberikan makan, minum tanpa
perlakuan

2. Kelompok Kontrol + (K+): Diinduksi Gentamisin dan obat standar

3. Kelompok Kontrol - (K-): Diinduksi Gentamisin yang tidak diberi
ekstrak kulit bakau

4. Kelompok Perlakuan 1: Diinduksi Gentamisin dan diberi ekstrak
14mg/kgBB
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5. Kelompok Perlakuan 2: Diinduksi Gentamisin dan diberi ekstrak
28mg/kgBB

6. Kelompok Perlakuan 3: Diinduksi Gentamisin dan diberi ekstrak
dosis 56mg/kgBB (Mustofa dan Hanif, 2019).

Teknik Sampling

Dalam penelitian ini, pengambilan sampel dilakukan menggunakan
teknik probability sampling, di mana setiap anggota populasi
memiliki peluang yang sama untuk dipilih sebagai sampel. Metode
yang digunakan adalah simple random sampling, yaitu pengambilan
sampel secara acak sederhana. Hal ini dilakukan karena populasi tikus
putih jantan disiapkan dengan cara yang seragam dan memiliki
karakteristik yang homogen (Mustofa et al., 2023).

3.4 Kriteria Penelitian

34.1

3.4.2

Kriteria Inklusi

1. Tikus putih (Rattus novergicus) galur Sprague dawley yang sehat
2. Berat 150-200g

3. Jantan

4. Usia 8-12 minggu

5. Tidak ada kelainan anatomis (Mustofa dan Hanif, 2019).

Kriteria Eksklusi
1. Tikus mati
2. Adanya penurunan berat (Mustofa dan Paleva, 2023).

3.5 Variabel Penelitian Dan Definisi Operasional

351

Variabel Bebas
Ekstrak kulit batang bakau dan Gentamisin (Susianti, 2013).



3.5.2 Variabel Terikat
Kualitas dan kuantitas spermatozoa dan histologi testis (Susianti,
2013).
3.5.3 Definisi Operasional
Tabel 1. Definisi Operasional
No. Variabel Definisi Alat Ukur  Cara ukur  Hasil Ukur Skala
Operasional
1. Ekstrak Pemberian Pipet tetes  Ekstrak Dosis ekstrak Nominal
etanol kulit ekstrak etanol kulit batang Rhizopora
batang kulit  batang bakau apiculata
bakau bakau sesuai K1:
(Rhizopora  (Rhizopora konsentrasi. 14mg/kgBB
apiculata) apiculata) K2:
(Mustofa dan 28mg/kgBB
Hanif, 2019). K3:
56mg/kgBB
2. Jumlah Spermatosit Mikroskop  Hasil Jumlah rerata Numerik
rerata primer pengamatan  spermatosit
Spermatosit  memiliki inti dicatat primer.
Primer yang  besar, dalam
kromatin lembar
seperti observasi
benang-
benang
Panjang
(Mustofa dan
Paleva, 2023).
3. Motilitas Pergerakan Mikroskop  Hasil Presentase Numerik
Spermatozoa spermatoza pengamatan spermatozoa
yang terlihat dicatat motil
bergerak atau dalam dibandingkan
tidak bergerak lembar dengan total
diamati observasi spermatozoa
dibawah yang diamati
mikroskop
dengan
perbesaran
100x
(Mustofa dan
Paleva, 2023).
4. Morfologi Diamati Mikroskop  Hasil Presentase Numerik
Spermatozoa bentuk pengamatan spermatozoa
spermatozoa dicatat bentuk
dengan 5 dalam normal
lapang lembar
pandang observasi
mikroskop

dalam jumlah
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100
spermatozoa
(Mustofa dan
Paleva, 2023).

5. Kuantitas Konsentrasi Improved Hasil Juta/ sel Numerik
spermatozoa spermatozoa  Neubauver pengamatan
yang ada dicatat
dalam dalam
pengamatan lembar
(Mustofa dan observasi

Paleva, 2023).

6. Ketebalan Tubulus Mikroskop  Diukur Ketebalan Numerik
tubulus seminiferus dengan tubulus
seminiferus  yang mikroskop.  seminiferus
berbentuk
bulat
(Mustofa dan
Hanif, 2019).

3.6 Alat dan Bahan Penelitian
3.6.1 Alat Bahan pembuatan Ekstrak
Untuk melakukan penelitian ini, beberapa bahan dan alat digunakan
secara terintegrasi. Proses awal melibatkan kulit batang Rhizopora
apiculata, yang kemudian dihancurkan menggunakan blender untuk
mendapatkan ukuran partikel yang lebih kecil. Ekstraksi dilakukan
dengan bantuan etanol sebagai pelarut utama, yang kemudian
dituangkan ke dalam tabung elenmeyer untuk pencampuran.
Campuran tersebut disaring menggunakan Kkertas saring untuk
memisahkan residu dari larutan. Selanjutnya, larutan yang telah
disaring diproses menggunakan rotary evaporator untuk menguapkan
pelarut dan memperoleh ekstrak pekat. Pengukuran volume larutan
dilakukan dengan menggunakan gelas ukur, sementara pengambilan
volume kecil dilakukan dengan pipet ukur. Untuk analisis lebih lanjut,
sampel ekstrak ditempatkan ke dalam tabung reaksi untuk pengujian

laboratorium.
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3.6.2 Alat Bahan selama perlakuan

Dalam penelitian ini, berbagai alat dan bahan digunakan untuk
mendukung proses percobaan. Hewan coba ditempatkan di kandang
hewan coba yang dilengkapi dengan tempat minum dan makan serta
diberi pakan sesuai kebutuhan. Penimbangan hewan dilakukan
menggunakan timbangan untuk memastikan dosis perlakuan yang
tepat. Pemberian perlakuan dilakukan menggunakan sonde lambung,
dengan bantuan spuit 5 untuk pengambilan larutan. Selama proses ini,
peneliti menggunakan handscoon untuk menjaga kebersihan dan
sterilisasi. Selain itu, gelas beker digunakan untuk mencampur dan
menyiapkan larutan yang akan diberikan kepada hewan coba.

3.6.3 Bahan dalam Pembuatan Ekstrak
Etanol dan Kulit batang bakau

3.6.4 Bahan Selama Perlakuan
Penelitian ini melibatkan penggunaan tikus putih (Rattus novergicus)
dewasa jantan galur Sprague dawley sebagai hewan coba utama.
Tikus-tikus ini diberi pakan dan air minum yang cukup untuk menjaga
kondisi kesehatan selama penelitian. Sekam digunakan sebagai alas
kandang untuk menciptakan lingkungan yang nyaman dan higienis
bagi tikus. Dalam proses penelitian, etanol 96% digunakan sebagai
pelarut utama, sedangkan akuades berfungsi sebagai pelarut
tambahan. Selain itu, NaCl 0,9% digunakan untuk menjaga

keseimbangan elektrolit dalam prosedur tertentu.

3.7 Prosedur Penelitian

3.7.1 Pembuatan Ethical Clearance
Pada awal penelitian, diawali dengan mengajukan ethical clearance
(Mustofa dan Hanif, 2019).
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Pengadaan dan Adaptasi Hewan Coba

Penelitian ini menggunakan 30 ekor tikus putih jantan (Rattus
novergicus) galur Sprague dawley yang diperoleh dari Animal Vet di
Bogor melalui kerja sama dengan IPB University. Tikus-tikus ini
menjalani masa adaptasi selama 7 hari di animal house Fakultas
Kedokteran Universitas Lampung setelah tiba dari Bogor. Tikus-tikus
tersebut dibagi secara acak ke dalam 6 kelompok, masing-masing
terdiri dari 5 ekor tikus. Setiap kelompok ditempatkan dalam satu
kandang berukuran sekitar 50 cm x 40 cm x 20 ¢cm, dengan penutup
kawat dan dasar kandang dilapisi sekam serbuk kayu. Suhu dan
kelembapan ruangan dibiarkan alami tanpa pengaturan tambahan.
Tikus-tikus diberi pakan berupa pelet standar yang ditempatkan dalam
wadah makan, sementara air minum disediakan secara ad libitum
menggunakan wadah khusus. Pakan dan air minum diganti setiap hari
untuk menjaga kebersihan dan kesehatan hewan coba. Kebersihan
kandang dijaga dengan mengganti sekam setiap tiga hari sekali
(Mustofa et al., 2020).

Ekstraksi Batang Bakau

Setelah didapatkan Kulit batang bakau (Rhizophora apiculata)
sejumlah 10 kg diambil dari Wilayah KPH Gunung Balak di
Kecamatan Pasir Sakti, Kota Lampung Timur, Provinsi Lampung
selanjutnya dicuci dan dihaluskan. Serbuk simplisia bakau sejumlah
1000 gr dimasukkan ke dalam gelas Erlenmeyer yang berukuran 5 L
kemudian dimasukkan etanol 96% sejumlah 4 L untuk dilakukan
perendaman dengan rasio 1 : 4 (1 kg simplisia dalam 4 L etanol)
kemudian direndam selama 6 jam dan lakukan pengadukan sesekali
dan didamkan selama 18 jam. Setelah 3 x 24 jam perendaman hasilnya
disaring guna mendapatkan ekstrak. Didapatkan ekstrak kemudian di
uapkan dengan rotatory evaporator dengan suhu 40°C hingga
membentuk ekstrak kental (Mustofa et al., 2018).



3.74

29

Untuk mengetahui massa jenis ekstrak, 1 mL ekstrak kental diambil
menggunakan pipet kemudian didiamkan di atas gelas objek dalam
waktu 24 jam. Saat mengering, filtrat kering ditimbang menggunakan
neraca sehingga didapat massa jenis sejumlah 0,7 gr/mL. Selain itu,
volume ekstrak kental hasil evaporasi didapatkan sejumlah 150 mL.

Ekstrak kental yang sudah melalui proses evaporasi diencerkan
menggunakan akuades dengan perbadingan 1:100 untuk pemberian
ekstrak ke tikus melalui PO sesuai dengan dosis 14 mg/kg, 28 mg/kg,
dan 56 mg/kg.

Uji Fitokimia

1. ldentifikasi Flavonoid
Sebanyak 1g ekstrak dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu
ditambahkan HCI dan dipanaskan selama 15 menit di atas penangas
air. Kehadiran flavonoid ditandai dengan terbentuknya warna

merah, kuning, atau jingga (Adjeng et al., 2019).

2. ldentifikasi Tanin
Sebanyak 1g ekstrak dimasukkan ke dalam tabung reaksi,
kemudian ditambahkan 10ml air panas dan didihkan selama 5
menit. Filtrat yang dihasilkan kemudian ditambahkan 3-4 tetes
FeClI3. Positif mengandung tanin katekol jika terbentuk warna
hijau biru (hijau-hitam), dan positif mengandung tanin pirogalol

jika terbentuk warna biru hitam (Muthmainnah, 2017).

3. ldentifikasi Alkaloid
Sebanyak 2g ekstrak dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan
ditetesi dengan 5ml HCI 2N, kemudian dipanaskan. Setelah
didinginkan, larutan dibagi menjadi tiga tabung reaksi, masing-
masing 1 mL, dan ditambahkan pereaksi pada setiap tabung.
Kehadiran alkaloid ditandai dengan terbentuknya endapan putih

atau kuning pada tabung yang diberi pereaksi Mayer, dan
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terbentuknya endapan jingga pada tabung yang diberi pereaksi
Dragendorff (Muthmainnah, 2017).

4. Identifikasi Saponin
Sebanyak 1g ekstrak dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu
ditambahkan 10ml air panas. Setelah didinginkan, campuran
dikocok kuat selama 10 detik. Positif mengandung saponin jika
terbentuk buih setinggi 1-10 cm yang tidak hilang setelah 10 menit
dan tidak hilang pula setelah penambahan 1 tetes HCI 2N
(Muthmainnah, 2017).

5. Identifikasi Terpenoid dan Steroid

Sebanyak 2g ekstrak dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan
ditambahkan 2ml etil asetat, kemudian dikocok. Lapisan etil asetat
dipindahkan dan ditetesi pada plat tetes, kemudian dibiarkan
hingga kering. Setelah kering, tambahkan 2 tetes asam asetat
anhidrat dan 1 tetes asam sulfat pekat. Kehadiran terpenoid
ditandai dengan terbentuknya warna merah atau kuning, dan
kehadiran steroid ditandai dengan warna hijau (Muthmainnah,
2017).

3.7.5 Perhitungan Dosis
Tikus dengan berat badan 200 g membutuhkan dosis sebagai berikut:

Dosis untuk P1:

p1=229 14 mg
1000 g

P1 = 2,8 mg/sekali pemberian
Dosis untuk P2:

200 g
1000 g

P2 =

x 28 mg

P2 = 5,6 mg/sekali pemberian
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Dosis untuk P3:

P3:ﬂx56mg

1000 g

P3 = 11,2 mg/sekali pemberian (Mustofa dan Paleva, 2023).

Pemberian ekstrak kulit batang bakau dalam sehari adalah 2 kali
mempertimbangkan dengan jumlah pemberian yang sama per harinya
seperti NAC. Oleh karena itu, dosis pemberian ekstrak dalam sehari
terhadap masing-masing kelompok di antaranya:

P1:2 x 2,8 mg, pagi dan sore hari, secara per oral (PO)
P2 : 2 x 5,6 mg, pagi dan sore hari, secara per oral (PO)
P3:2x 11,2 mg, pagi dan sore hari, secara per oral (PO)

Untuk menentukan volume ekstrak yang diberikan terhadap setiap
kelompok perlakuan, maka digunakan rumus massa jenis sebagai
berikut:

massa (mg)

p(mg/ml) = volume (mL)

Diketahui:

p =0,7 gr/mL atau 700 mg/mL
Massa dosis P1 = 2,8 mg
Massa dosis P2 = 5,6 mg
Massa dosis P3 =11,2 mg

Maka, volume pemberian untuk masing-masing kelompok perlakuan

sebagai berikut:
massa (mg)

Volume (ml) = >(mg/mL)

Volume untuk P1:

2,8 mg
Vl= ———
700 mg/mlL

V1 = 0,004 ml/sekali pemberian
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Volume untuk P2:

56mg
V2 = —-+—
700 mg/mlL

V2 = 0,008 ml/sekali pemberian

Volume untuk P3:

11,2mg
V3= 07—
700 mg/mlL

V3 = 0,016 ml/sekali pemberian (Mustofa dan Paleva, 2023).

Ekstrak kental yang sudah melalui proses evaporasi diencerkan
menggunakan akuades dengan perbadingan 1:100. Oleh karena itu,

volume pemberian untuk masing-masing kelompok sebagai berikut:
V1=0,4mL x 2, secara PO, saat pagi dan sore hari
V2 =0,8mL x 2, secara PO, saat pagi dan sore hari

V3 =1,6 mL x 2, secara PO, saat pagi dan sore hari

Induksi Gentamisin dan N-Acetylcystein
Dosis Gentamisin adalah 80 mg/kgBB. Berikut adalah perhitungan

dosisnya:

X=16mg
Karena sediaan Gentamisin adalah 40mg/mL, maka dosis
pemberiannya adalah sebagai berikut:

16 mg

4omg/mL
X=0,4mL

Maka dosis pemberian Gentamisin terhadap tikus yakni sebesar 0,4

mL/hari yang diberikan secara intramuscular (Linting et al., 2012)
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Bentuk sediaan NAC yang diberikan adalah effervescent dengan dosis
terapi yang diketahui dari penelitian sebelumnya adalah 2 x 600 mg
dan dosis sediaan 600 mg. Oleh karena itu, perhitungan untuk
menentukan seberapa banyak cairan NAC yang akan diberikan kepada

tikus sebagai berikut:

Penentuan dosis untuk tikus putih (Rattus norvegicus) galur Sprague

dawley menggunakan konversi dosis 0.018

Maka dosis tikus untuk sekali pemberian sebagai berikut.

Dosis obat manusia dalam sekali minum x Koefisien Konversi Tikus

dengan berat 200 g = Dosis pemberian obat ke tikus sekali minum

Dosis NAC Tikus = 600 mg/sekali pemberian x 0,018

= 10,8 mg/sekali pemberian

Jika 600 mg effervescent NAC dilarutkan ke dalam air dengan volume
150 ml, maka volume yang dapat diberikan kepada tikus agar dosis
yang diberikan menjadi 10,8 mg:

x _ 150 mL
10,8mg 600 mg

_ 150 mL % 10,8 mg
x= 600 mg

x = 2,52 mL/ sekali pemberian

Karena dosis pemberian NAC sehari adalah 2 kali, maka pemberian
NAC kepada tikus diberikan sebanyak 2 x 2,52 mL saat pagi dan sore
hari secara PO dengan menggunakan spuit 3 cc dan sonde lambung.
Pemberian volume tersebut masih dapat ditoleransi karena kapasitas

volume normal lambung tikus secara umum yaitu 3 mL —5 mL
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Perlakuan Hewan Coba

Gentamisin diberikan secara injeksi intramuscular dengan dosis
menggunakan spuit 1 cc di bagian paha tikus. Pemilihan jalur
pemberian melalui injeksi intramuscular dikarenakan konsentrasi
puncak Gentamisin dapat diraih dalam waktu 30-90 menit. Proses
pemberian NAC terhadap tikus dilakukan melalui sonde lambung
yang dimasukkan melalui oral tikus (Mustofa dan Hanif, 2019).
Setelah perlakuan, masing-masing hewan coba diterminasi. Setelah
diterminasi dengan diberikan anesthesia dengan menggunakan
Ketamine-xylazine lalu proses pembedahan dan pengambilan sampel
organ (Mustofa dan Paleva, 2023).

Pengamatan Motilitas, Morfologi dan Jumlah Spermatozoa

Cara mendapatkan spermatozoa didapat saat pembedahan, diambil
dan diletakkan ke cawan petri dan campurkan dengan NaCl 0,9%.
Observasi dibawah mikroskop perbesaran 400 kali. Lalu kauda
epididimis dimasukkan ke gelas kemudian keluarkan cairannya dan
tersuspensi dengan NaCl 0,9% untuk mengamati kuantitas, motilitas,

serta morfologi spermatozoa (Mustofa dan Hanif, 2019).

3.7.8.1 Motilitas Spermatozoa
Cara menentukan motilitas spermatozoa diambil spermatozoa
dari kauda epididimis seperti penjelasan di atas kurang lebih
10-15 pl 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 lapang pandang Yyang diperiksa untuk
memperoleh seratus spermatozoa secara berurutan yang
kemudian diklasifikasi sehingga menghasilkan persentase

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

A : Berjalan cepat dan lurus

B : Berjalan lambat

C : Bergerak di tempat

D : Tidak bergerak sama sekali

% Motilitas = Jumlah Spermatozoa Motil (n) 100 %
o MotHiitas = Jumlah Total Spermatozoa Tidak Bergerak + Motil (N) x 0

(Mustofa dan Hanif, 2019).

3.7.8.2 Morfologi Spermatozoa
Untuk  menentukan morfologi  spermatozoa diambil
spermatozoa dari kauda epididimis seperti penjelasan di atas.
Kemudian di bawah mikroskop cahaya diamati dan dihitung
dalam satu lapang pandang dengan pembesaran 100x.
Interpretasi normal morfologi spermatozoa adalah didapatkan
bila >30%

% Morfologi = Jumlah Spermatozoa Normal (n) 100 %
o Mortologl = Jumlah Total Spermatozoa Normal + Abnormal (N) x °

(Mustofa dan Hanif, 2019).

3.7.8.3 Kuantitas Spermatozoa
Penghitungannya dilakukan dengan mengencerkan sampel
menggunakan NaCl 0,9%. Sebanyak 10 ul sampel diambil dan
dimasukkan ke dalam kotak-kotak pada hemocytometer
Improved Neubauer, kemudian ditutup dengan kaca penutup.
Di bawah mikroskop cahaya dengan perbesaran 40Xx,
hemositometer ditempatkan dan jumlah spermatozoa dihitung
pada kotak kamar hitung. Hasil perhitungan jumlah
spermatozoa tersebut kemudian dimasukkan ke dalam rumus
untuk menentukan jumlah spermatozoa per ml dalam suspensi

sekresi kauda epididimis:
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Kuantitas spermatozoa = n x pengenceran x 10.000(juta/ml)

(Mustofa dan Hanif, 2019).

3.7.9 Prosedur Pembuatan Preparat Histologi

3.7.10

1.

Fiksasi
Fiksasi dalam larutan BNF 10% selama 48 jam.

. Trimming

Selanjutnya dilakukan trimming setebal + 0,5 cm.

. Dehidrasi

Proses dehidrasi menggunakan cairan alkohol dengan konsentrasi
80%, 90%, dan absolut selama 2 jam.

Clearing

Clearing atau penjernihan merupakan proses yang bertujuan untuk
mengeluarkan alkohol dari jaringan yang telah dilakukan saat
proses dehidrasi. Proses clearing dilakukan secara dua tahapan

dengan menggunakan reagen xylol.

. Embedding atau impregnation

Proses pengeluaran cairan pembening

. Blocking

Proses untuk memblok preparat agar dapat dipotong dengan

mikrotom.

. Mounting

pemotongan preparat dengan ketebalan 4-5um

. Staining

Proses pewarnaan menggunakan sediaan pewarna Mayers’s

Hematoxyllin (Mustofa dan Paleva, 2023).

Prosedur Pemeriksaan Mikroskop

Gambaran kerusakan mikroskopis testis dengan melakukan

pengamatan terhadap sediaan histologi menggunakan mikroskop

cahaya. Bagian yang akan diukur dari histologi testis adalah ketebalan
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tubulus seminiferus dan jumlah rerata sel spermatosit primer. Jumlah
sel spermatosit primer akan diamati dengan mikroskop perbesaran
200x lalu dibagi 4 lapang pandang, tiap lapang pandang dipilih
tubulus yang sesuai dan dihitung jumlah sel spermatosit primer
(Mustofa dan Hanif, 2019).
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Persiapan penelitian

\ 4
Aklimatisasi selama 7 hari di
Animal House

Menentukan sampel sesuai
dengan kriteria penelitian

\ 4
Tikus dibagi menjadi 6
kelompok perlakuan
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A 4

A

KO0: Kelompok
tikus tanpa
perlakuan

K-: sebagai
kelompok
kontrol yang
diinduksi
tanpa
diberikan
perlakuan

K+: sebagai K P1: diberi K P2: diberi
kelompok intervensi intervensi
kontrol positif dengan dengan
pemberian pemberian
ekstrak ekstrak
14mg/kgBB 28mg/kgBB

K P3: diberi
intervensi
dengan
pemberian
ekstrak
56mg/kgBB

v

Terminasi

'

Pembedahan

\ 4

Pengambilan testis serta spermatozoa dari kauda epididimis

A 4

Pembuatan dan mengamati preparat histologi testis dan
motilitas, morfologi, serta jumlah

\ 4
Analisis data

Gambar 9. Alur Penelitian
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Alur Penelitian adalah sebagai berikut:

1. Persiapan Penelitian

Tikus tiba di Animal House, peneliti sebelumnya sudah menyiapkan alat

dan bahan yang diperlukan selama aklimatisasi.

2. Aklimatisasi Tikus selama 7 Hari

Tikus menjalani masa adaptasi selama 7 hari di Animal House. Masa

adaptasi ini penting untuk memungkinkan tikus beradaptasi dengan

lingkungan baru dan mengurangi stres yang mungkin mempengaruhi hasil

penelitian.

a) Penentuan Sampel sesuai Kriteria Penelitian

Setelah masa adaptasi, sampel tikus ditentukan berdasarkan kriteria

penelitian yang telah ditetapkan sebelumnya. Kriteria ini bisa meliputi

faktor-faktor seperti usia, berat badan, jenis kelamin, dan kondisi

kesehatan.

b) Pembagian Tikus menjadi 6 Kelompok perlakuan

Tikus-tikus tersebut kemudian dibagi menjadi enam kelompok berbeda

untuk tujuan penelitian. Pembagian ini dilakukan untuk memastikan

bahwa setiap kelompok menerima perlakuan yang sesuai dengan desain

penelitian.

a.

Kelompok KO (Kelompok Tikus Tanpa Perlakuan)

Kelompok ini berfungsi sebagai kontrol negatif, di mana tikus tidak
menerima perlakuan apapun. Kelompok ini digunakan sebagai
pembanding dasar untuk melihat efek dari perlakuan pada kelompok
lain.

Kelompok K- (Kontrol Negatif dengan Perlakuan Induksi)
Kelompok ini merupakan kelompok kontrol negatif yang diberikan
induksi namun tidak diberi perlakuan lebih lanjut.

Kelompok K+ (Kontrol Positif)

Kelompok kontrol positif ini diberikan Gentamisin dan obat standar.

. Kelompok KP1 (Intervensi dengan Ekstrak Kulit Batang Bakau 14

mg/kgBB)
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Tikus dalam kelompok ini diberikan intervensi berupa ekstrak kulit
batang bakau dengan dosis 14 mg/kgBB. Ini adalah kelompok
pertama dari tiga kelompok perlakuan dengan dosis yang berbeda.

. Kelompok KP2 (Intervensi dengan Ekstrak Kulit Batang Bakau 28

mg/kgBB)
Kelompok ini menerima dosis yang lebih tinggi dari ekstrak kulit
batang bakau, yaitu 28 mg/kgBB. Tujuannya adalah untuk

mengamati efek dari peningkatan dosis terhadap hasil penelitian.

. Kelompok KP3 (Intervensi dengan Ekstrak Kulit Batang Bakau 56

mg/kgBB)

Kelompok terakhir ini diberikan dosis tertinggi dari ekstrak kulit
batang bakau, yaitu 56 mg/kgBB. Ini dilakukan untuk melihat efek
maksimal dari perlakuan ekstrak tersebut.

Dengan pembagian ini, penelitian dapat mengevaluasi efek dari berbagai

dosis ekstrak kulit batang bakau dan membandingkannya dengan kontrol

negatif dan positif untuk mendapatkan hasil yang akurat dan menyeluruh
(Mustofa dan Hanif, 2019).

Analisis Data
3.9.1 Uji Normalitas

3.9.2

Untuk menganalisis normalitas data dengan memakai uji analisis

Shapiro Wilk atau Kolmogorov Smirnov (Mustofa dan Paleva, 2023).

Analisis Bivariat

Setelah uji normalitas, maka selanjutnya dilakukan analisis bivariat
dengan uji One Way Annova jika uji normalitas hasilnya normal. Jika
uji normalitas hasilnya tidak normal maka digunakan uji alternatif
Kruskal Wallis (Mustofa dan Paleva, 2023).
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3.10 Ethical Clearance

Penelitian telah didaftarkan ke Komisi Etik Penelitian Kesehatan Fakultas

Kedokteran Universitas Lampung dan telah disetujui dengan nomor surat

4569/UN26.18/PP.05.02.00/2024.

Proses pelaksanaan meliputi prinsip 3R, yaitu replacement, reduction, dan

refinement.

1. Replacement
Replacement merujuk pada penggunaan dan pemanfaatan hewan coba
yang telah dipilih dengan cermat berdasarkan pengalaman sebelumnya
atau literatur yang ada, untuk memperoleh data dan hasil penelitian yang
valid. Penggunaan hewan coba tidak dapat digantikan dengan organisme
lain seperti sel atau kultur jaringan. Dalam penelitian ini, hewan coba
yang digunakan adalah tikus putih (Rattus novergicus).

2. Reduction
Reduction berarti penggunaan hewan dalam penelitian dengan jumlah
yang seminimal mungkin, namun tetap dapat menghasilkan data yang
optimal sesuai tujuan penelitian. Dalam penelitian ini, jumlah sampel
hewan coba dihitung menggunakan rumus Federer, dan diperoleh jumlah
hewan coba yang digunakan sebanyak 30 ekor.

3. Refinement
Refinement adalah prinsip yang menekankan perlakuan manusiawi
terhadap hewan coba, dengan memastikan bahwa hewan-hewan tersebut
dipelihara dengan baik dan tidak disakiti. Selain itu, prinsip ini juga
berfokus pada upaya untuk meminimalkan perlakuan yang dapat

menyebabkan rasa sakit pada hewan coba sepanjang proses penelitian.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

51 Kesimpulan

5.2

a.

Pemberian ekstrak bakau terbukti secara signifikan dalam mempengaruhi
kuantitas dan kualitas spermatozoa serta histologi testis yang diinduksi
gentamisin dengan P-value <0.005.

Hasil penelitian menunjukkan dosis paling efektif yaitu dosis 28mg/kgBB
untuk percobaan pada jumlah, morfologi, dan motilitas spermatozoa. Pada
kelompok tubulus seminiferus dan spermatosit primer, dosis paling efektif
berada pada dosis 56mg/kgBB.

Hasil penelitian menunjukan terdapat perbedaan yang signifikan antara
obat standar N-Acetylcystein pada K+ dengan dosis efektif ekstrak bakau
pada kelompok jumlah spermatozoa, motilitas spermatozoa. Lalu pada
kelompok morfologi spermatozoa, tubulus seminiferus, spermatosit
primer tidak terdapat perbedaan yang signifikan antara obat standar pada

K+ dengan dosis efektif ekstrak bakau.

Saran

Untuk penelitian selanjutnya, disarankan untuk menggunakan berbagai

spesies atau galur tikus agar hasilnya lebih dapat digeneralisasi. Selain itu,

variasi dosis gentamisin dan durasi penelitian yang lebih panjang dapat

membantu menilai dampak jangka panjang pemberian ekstrak kulit batang

bakau minyak. Penelitian lebih lanjut juga perlu mengoptimalkan teknik

histologi dan menguji berbagai dosis ekstrak untuk menentukan dosis yang

paling efektif dalam meningkatkan kualitas dan kuantitas spermatozoa serta

kesehatan testis.
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