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ABSTRAK

PENGARUH EKSTRAK ETANOL BUAH LEUNCA (Solanum nigrum L.)
TERHADAP JUMLAH, VIABILITAS, MOTILITAS, DAN MORFOLOGI
SPERMATOZOA MENCIT (Mus musculus)

Oleh

MUTIARAANGGITA

Program Keluarga Berencana merupakan salah satu upaya yang masih dilakukan
pemerintah untuk menekan angka kepadatan penduduk di Indonesia. Kurangnya
partisipasi pria dalam program tersebut disebabkan oleh terbatasnya pilihan alat
dan obat kontrasepsi pria, tanaman obat merupakan alternatif yang tepat karena
efek samping yang ditimbulkannya tidak merugikan. Buah leunca (Solanum
nigrum L.) berpotensi sebagai tanaman obat yang dapat menyebabkan infertilitas
pada pria karena mengandung senyawa flavonoid, alkaloid steroid, saponin, dan
tanin yang diketahui dapat menurunkan kualitas spermatozoa. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui pengaruh ekstrak buah leunca terhadap jumlah,
viabilitas, motilitas, dan morfologi spermatozoa mencit. Penelitian ini merupakan
penelitian eksperimental dengan menggunakan teknik Rancangan Acak Lengkap
(RAL) dengan 4 kelompok perlakuan dan 5 ulangan. Pemberian perlakuan ekstrak
etanol buah leunca pada mencit (Mus musculus) jantan terdiri dari K: kelompok
yang tidak diberi perlakuan (kontrol), P1: mencit yang diberi ekstrak buah leunca
dengan dosis 3 mg/30 gr BB, P2: mencit yang diberi ekstrak buah leunca dengan
dosis 6 mg/30 gr BB, P3: mencit yang diberi ekstrak buah leunca dengan dosis 12
mg/30 gr BB. Parameter yang diamati dalam penelitian ini adalah jumlah, daya
hidup, motilitas, dan abnormalitas spermatozoa mencit (Mus musculus). Data
dianalisis keragamannya menggunakan Oneway ANOVA dan dilanjutkan dengan
uji BNT pada taraf 5%. Hasil analisis menunjukkan bahwa pemberian ekstrak
etanol buah leunca (Solanum nigrum L.) dapat menurunkan persentase jumlah,
viabilitas, motilitas, dan morfologi spermatozoa mencit (Mus musculus). Senyawa
solasodin, saponin, dan tanin menghambat produksi FSH dan LH sehingga
mengganggu proses spermatogenesis yang berakibat pada penurunan kualitas
spermatozoa.

Kata Kunci: Spermatozoa, Viabilitas, Motilitas, Morfologi, Buah Leunca.



ABSTRACT

THE EFFECT OF LEUNCA FRUIT EXTRACT (Solanum nigrum L.) ON
CONCENTRATION, VIABILITY, MOTILITY, AND MORPHOLOGY OF
MICE (Mus musculus) SPERMATOZOA

By
MUTIARAANGGITA

The family planning program is one of the government's ongoing efforts to reduce
population density in Indonesia. The lack of male participation in the program is
due to the limited choice of male contraceptive tools and drugs, medicinal plants
are the right alternative because the side effects they cause are not detrimental.
Leunca fruit (Solanum nigrum L.) has the potential as a medicinal plant that can
cause infertility in men because it contains flavonoid compounds, steroidal
alkaloids, saponins, and tannins which are known to reduce the quality of
spermatozoa. This study aims to determine the effect of leunca fruit extract on the
number, viability, motility, and morphology of mice spermatozoa. This study is an
experimental study using the Complete Randomized Design (CRD) technique
with 4 treatment groups and 5 replicates. The treatment of ethanol extract of
leunca fruit in male mice (Mus musculus) consisted of K: untreated group
(control), P1: mice treated with leunca fruit extract at a dose of 3 mg/30 g BW, P2:
mice treated with leunca fruit extract at a dose of 6 mg/30 g BW, P3: mice treated
with leunca fruit extract at a dose of 12 mg/30 gr BW. The parameters observed in
this study were the number, viability, motility, and abnormality of mice
spermatozoa (Mus musculus). Data were analyzed for diversity using Oneway
ANOVA and continued with BNT test at 5% level. The results of the analysis
showed that the administration of ethanol extract of leunca fruit (Solanum nigrum
L.) can reduce the percentage of number, viability, motility, and morphology of
mice spermatozoa (Mus musculus). Solasodin, saponin, and tannin compounds
inhibit the production of FSH and LH, thus disrupting the process of
spermatogenesis which results in a decrease in spermatozoa quality.

Keywords: Spermatozoa, Viability, Motility, Morphology, Leunca Fruit.
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Indonesia masih memiliki beragam masalah sosial, seperti tingginya tingkat
kriminalitas, tingginya angka stunting, dan masih tingginya tingkat
kemiskinan. Salah satu faktor yang menyebabkan terjadinya hal tersebut
adalah kepadatan penduduk yang cukup tinggi. Indonesia menempati urutan
ke-4 di dunia sebagai negara dengan kepadatan penduduk tertinggi
(Worldometer, 2023). Berdasarkan hasil Sensus Penduduk (SP) yang
dilakukan pada bulan September 2020, Badan Pusat Statistik (2020)
mencatat sebanyak 270,20 juta jumlah penduduk Indonesia, bertambah
sebanyak 32,56 juta jiwa dibandingkan SP 2010. Persentase laju
pertambahan penduduk selama periode tahun 2010-2020 sebesar 1,25%,
lebih kecil jika dibandingkan dengan periode tahun 2000-2010 yaitu sebesar
1,49%. Hal tersebut sejalan dengan data meningkatnya penggunaan
kontrasepsi terhitung sejak tahun 2010, pemerintah menggalangkan program
Keluarga Berencana (KB) sebagai salah satu bagian dari program

pembangunan nasional (Riskesdes, 2010).

Program keluarga berencana yang digalangkan oleh pemerintah terbagi
menjadi 2, yaitu keluarga berencana modern dan tradisional. Program
keluarga berencana modern meliputi penggunaan obat-obatan sintetis seperti
pil, suntikan, IUD, implant, kondom, sterilisasi wanita (tubektomi),
sterilisasi pria (vasektomi), aborsi, dan intra-vagina. Sedangkan program

keluarga berencana tradisional diantaranya menggunakan pantang berkala,



senggama terputus, pijat atau urut, dan konsumsi jamu-jamuan (Supriati,
2009). Namun penggunaan KB modern memiliki banyak efek samping yang
merugikan dan menyakitkan karena menggunakan obat-obatan sintetis yang
berhubungan langsung dengan hormonal, seperti menyebabkan kenaikan
ataupun penurunan berat badan secara drastis, pendarahan, hipertensi, sakit
kepala, haid tidak lancar, dan mual. Selain itu partisipasi pria dalam
program KB juga masih sangat rendah, hal tersebut disebabkan oleh
beberapa faktor seperti budaya yang menganggap KB pada pria merupakan
hal yang tidak lumrah untuk dilakukan, serta masih terbatasnya pelayanan
kontrasepsi pria seperti pil KB atau vasektomi yang membutuhkan biaya
lebih mahal dibandingkan dengan alat kontrasepsi wanita (Santoso, 2009).
Oleh karena itu penggunaan bahan herbal sebagai obat kontrasepsi pria
merupakan pilihan tepat karena efek samping yang rendah, toksisitas
rendah, murah dan mudah diperoleh (Zahrina, 2015).

Masyarakat kembali memanfaatkan bahan-bahan herbal alami atas
kesadarannya untuk kembali ke alam sebagai bagian dari pola hidup sehat.
Tidak hanya di Indonesia, KB tradisional yang menggunakan tumbuhan
herbal telah dimanfaatkan oleh hampir seluruh negara di dunia. Di negara
berkembang persentase masyarakat yang menggunakan obat herbal sebesar
80%, sedangkan negara maju sebesar 65% (Aminah dkk, 2016). Salah satu
tumbuhan yang diduga merupakan agen antifertilitas adalah buah Solanum

nigrum L. atau lebih dikenal dengan nama lokal buah leunca.

Leunca (Solanum nigrum L.) tanaman yang biasa dikonsumsi masyarakat
Indonesia sebagai lalapan ternyata memiliki efek antifertilitas bagi pria.
Buah Solanum nigrum L. mengandung tanin, saponin, solasodin, dan
flavonoid. Diketahui solasodin merupakan golongan alkaloida yang dapat
mempengaruhi spermatogenesis karena sifatnya dapat menekan sekresi
hormon reproduksi yang diperlukan untuk spermatogenesis. Solasodin
termasuk ke dalam kelompok steroid yang mempunyai sifat penghambat
spermatogenesis dan mempengaruhi kualitas sperma. Pemberian solasodin

yang diperoleh dari ekstrak buah leunca dapat berperan sebagai agen



antifertilitas mencit jantan ditandai dengan penurunan jumlah spermatozoa,
penurunan daya hidup spermatozoa, penurunan motilitas, dan meningkatnya
spermatozoa dengan morfologi abnormal. Senyawa solasodin juga diduga
dapat menekan fungsi hipofisis anterior untuk mensekresikan Luteinizing
Hormon (LH) dan Folikel Stimulating Hormon (FSH). Penurunan LH
menyebabkan penurunan produksi testosteron pada sel Leydig (Nugroho,
2019). Kandungan dalam buah leunca ikut masuk ke dalam jalur biosintesis
steroid terutama testosteron sehingga akan dihasilkan bahan yang
strukturnya mirip testosteron. Bahan antiandrogen bekerja secara kompetitif
pada lokasi reseptor jaringan sasaran untuk menghalangi aksi steroid
androgen (Nurliani dkk, 2005).

Luteinizing Hormon (LH), Folikel Stimulating Hormon (FSH), estrogen, dan
Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH) memiliki peran penting dalam
pembentukan dan pematangan spermatozoa, serta mencakup semua
peristiwa perubahan spermatogonia menjadi spermatozoa yang berlangsung
di epitel tubulus seminiferus (Zahrina, 2015). Kandungan pada buah leunca
dapat mengganggu seluruh proses tersebut dan berakibat pada keadaan

ketidaksuburan pada pria.

Infertilitas pada pria dapat diketahui dengan melihat jumlah, daya hidup,
kemampuan bergerak, dan bentuk sperma yang dihasilkan oleh testis.
Penurunan jumlah sperma yang berhubungan dengan ketidakmampuan
fungsi sekresi sel Sertoli dan sel Leydig menyebabkan ketidaksempurnaan
proses spermatogenesis dan pematangan sperma pada epididimis sehingga
menyebabkan penurunan viabilitas, maotilitas, dan peningkatan kelainan
morfologi sperma (Busman dkk, 2021). Berdasarkan uraian tersebut, maka
dilakukan penelitian untuk mengetahui Pengaruh ekstrak etanol buah leunca
(Solanum nigrum L.) terhadap jumlah, viabilitas, motalitas, dan morfologi

spermatozoa mencit (Mus musculus).



1.2.

1.3.

1.4.

Tujuan

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak etanol buah leunca
terhadap jumlah spermatozoa mencit.

2. Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak etanol buah leunca
terhadap viabilitas spermatozoa mencit.

3. Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak etanol buah leunca
terhadap motilitas spermatozoa mencit.

4. Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak etanol buah leunca
terhadap morfologi spermatozoa mencit.

Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberi manfaat dalam bidang
kesehatan sebagai sumber acuan untuk melakukan penelitian lebih lanjut
guna menemukan obat kontrasepsi alternatif bagi pria yang dapat
menyebabkan infertilitas namun dengan toksisitas dan efek samping yang
rendah.

Dalam bidang akademis, hasil penelitian ini diharapkan dapat menambah
bahan literatur mengenai pengaruh ekstrak buah leunca (Solanum nigrum

L.) yang dapat menurunkan kualitas spermatozoa mencit (Mus musculus).

Kerangka Pemikiran

Pertambahan jumlah penduduk yang sangat pesat di Indonesia dapat
menimbulkan berbagai masalah terutama pada angka kriminalitas yang
semakin tinggi. Untuk mengatasi hal tersebut, pemerintah menggalakkan

program Keluarga Berencana (KB) dengan memperkenalkan berbagai alat



kontrasepsi wanita. Namun alat kontrasepsi wanita belum menjadi pilihan
yang tepat bagi masyarakat dikarenakan efek samping yang ditimbulkan
bersifat sangat merugikan, sehingga masyarakat beralih ke KB tradisional
seperti jamu-jamuan. Selain itu, saat ini partisipasi pria dalam menjalani
program tersebut masih rendah dikarenakan kurangnya informasi mengenai
obat tradisional yang berkhasiat sebagai antifertilitas tanpa menimbulkan

efek samping yang berarti.

Buah leunca (Solanum nigrum L.) merupakan buah yang biasa dijadikan
lalapan, ternyata mengandung senyawa antifertilitas seperti tanin, saponin,
solasodin, dan flavonoid. Solasodin adalah senyawa alkaloida steroid yang
dapat mempengaruhi spermatogenesis karena dapat menekan sekresi
hormon reproduksi yang diperlukan untuk keberlangsungan
spermatogenesis. Sedangkan saponin termasuk ke dalam kelompok steroid
yang mempunyai sifat penghambat spermatogenesis. Berdasarkan
kandungannya dapat dikatakan bahwa buah launca dapat menurunkan
kualitas spermatozoa mencit (Mus musculus), ditandai dengan terjadinya
abnormalitas pada morfologi spermatozoa, menurunnya motilitas dan daya
hidup sperma sehingga sperma tidak akan mencapai sel telur dan

pembuahan tidak dapat terjadi.

Pada penelitian ini digunakan 20 ekor mencit jantan yang diaklimatisasi
selama 7 hari dibagi menjadi 4 kelompok perlakuan dengan 5 pengulangan.
Mencit diberi perlakuan dengan cara dicekok ekstrak etanol buah leunca
dengan dosis berbeda sesuai perlakuan setiap harinya pada pukul 08.00 WIB
selama 35 hari. Pada hari ke-36 dilakukan pembedahan pada cauda
epididymis untuk diambil spermatozoanya guna mengetahui pengaruh
pemberian ekstrak buah leunca terhadap kualitas spermatozoa mencit.
Parameter yang digunakan untuk pengamatan adalah jumlah spermatozoa,
viabilitas, motilitas, dan morfologi. Pengamatan dilakukan menggunakan
mikroskop cahaya. Selanjutnya dilakukan pengumpulan data dan analisis

data yang diperoleh.



1.5. Hipotesis

Hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1.

Pemberian ekstrak etanol buah leunca secara oral pada mencit dapat
menurunkan jumlah spermatozoa.

Pemberian ekstrak etanol buah leunca secara oral pada mencit dapat
menurunkan persentase viabilitas spermatozoa.

Pemberian ekstrak etanol buah leunca secara oral pada mencit dapat
menurunkan persentase motilitas spermatozoa.

Pemberian ekstrak etanol buah leunca secara oral pada mencit dapat

menurunkan persentase morfologi spermatozoa normal.



Il.  TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tanaman Leunca (Solanum nigrum L.)

2.1.1. Klasifikasi

Leunca dalam ilmu taksonomi dikenal sebagai Solanum nigrum Linn
dan digolongkan dalam keluarga Solanaceae (labu-labuan). Menurut
Tjitrosoepomo (2007) klasifikasi tanaman leunca (Solanum nigrum
L.) adalah sebagai berikut:

Kingdom: Plantae

Division : Magnoliophyta

Class : Magnoliopsida

Order : Solanales

Family : Solanaceae

Genus : Solanum

Species : Solanum nigrum L.

2.1.2. Morfologi

Solanum nigrum L. atau yang lebih dikenal dengan nama lokal leunca
merupakan sayuran indigenous yang berasal dari Amerika Selatan
(Siemonsa & Jensen, 1994). Leunca tersebar di berbagai kawasan Asia,
Afrika Selatan, dan beberapa negara Eropa. Di Indonesia leunca
tersebar di beberapa pulau yaitu Pulau Jawa, Sumatera dan di daerah



Indonesia bagian Timur dengan nama lokal yang berbeda. Tanaman
leunca termasuk ke dalam golongan semak, dengan tinggi sekitar 25-
150 cm. Memiliki akar tunggang dengan warna putih kecoklatan.
Batang tegak dan berbentuk bulat, lunak, dan berwarna hijau. Daunnya
tunggal, lonjong, dan tersebar dengan panjang 5-7,5 cm, lebar 2,5-3,5
cm seperti pada (Gambar 1a). Leunca memiliki perbungaan dengan
kelopak berbentuk cangkir, mahkota putih, lobus bulat telur-lonjong,
serta siliata menyebar seperti pada (Gambar 1b). Filamen berukuran 1-
1,5 mm dan anter berukuran 2,5-3,5 mm. Biji berbentuk bulat pipih
dengan warna putih kecoklatan (Chauchan et al., 2012; Rikenawaty,
2012).

(b)
Gambar 1. (a) Daun Leunca, (b) Bunga Leunca (Go Botany, 2023)

Leunca memiliki daun dengan tangkai yang panjangnya sekitar 1 cm,
berwarna hijau. Buahnya berbentuk bulat, jika masih muda warnanya
hijau dan berwarna hitam mengkilat jika sudah tua, ukurannya sebesar
kacang kapri (Rikenawaty, 2012). Buah leunca dapat dilihat pada
Gambar 2.

[ S - e

Gambar 2. Buah Solanum nigrum L. (India Biodiversity, 2023)



2.1.3. Kandungan Bioaktif

Buah leunca merupakan salah satu buah yang sering digunakan
sebagai lalapan bagi masyarakat Indonesia. Buah dari tanaman ini
mengandung banyak komponen nutrisi seperti mineral, vitamin, dan
protein. Buah leunca juga mengandung banyak senyawa-senyawa lain
seperti flavonoid, asam fenolik, saponin, alkaloid, tanin yang dapat

berperan sebagai senyawa antifertilitas (Halim et al., 2018).

Penelitian yang dilakukan oleh Gogoi dan Islam (2012) menunjukkan
bahwa buah leunca memiliki kandungan metabolit sekunder yaitu
alkaloid, saponin, tanin, dan flavonoid. Alkaloid yang terkandung pada
daun yaitu solasodin dan solamargin, sedangkan pada buah terdapat
solanin, solamargin, solasonin, oo dan  solanigrin, dan solasodin, serta

solanin pada biji tanaman leunca (Karmakar et al., 1970).

Senyawa alkaloid mengandung nitrogen dan merupakan turunan dari
isoprenoid, anggota terpenting dalam golongan ini adalah alkaloid
nakonitum dan alkaloid steroid. Alkaloid solanum (solasodin) adalah
senyawa alkaloid steroid yang mengandung satu atom nitrogen dalam
siklik dan bersifat basa. Solasodin adalah senyawa yang dapat
mempengaruhi spermatogenesis karena dapat menekan sekresi hormon

reproduksi yang diperlukan untuk berlangsungnya spermatogenesis.

CHs

Gambar 3. Rumus Molekul Solasodin
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Solasodin memiliki rumus molekul C,;H,30,N yang dapat dilihat
pada (Gambar 3), senyawa ini bersifat kompetitif terhadap reseptor
Follicle Stimulating Hormone (FSH), sehingga pelepasan FSH dari
hipofisis terganggu. FSH berperan memacu sintesis androgen binding
protein pada Sertoli cells. Solasodin akan masuk ke dalam jalur
biosintesis steroid yaitu testosteron karena memiliki struktur yang
mirip dengan testosteron (Gambar 4). Protein ini akan berikatan
dengan testosteron di dalam lumen tubulus seminiferus testis guna
menunjang keberlangsungan spermatogenesis. Untuk keberlangsungan
proses spermatogenesis diperlukan keseimbangan hormonal pada

poros hipotalamus-hipofisis-testis (Hariana, 2006).

cH, OH

CH3

0o

Gambar 4. Rumus Molekul Testosteron

Saponin adalah senyawa aktif permukaan yang kuat dan menimbulkan
busa jika dikocok dalam air serta pada jumlah yang rendah sering
menyebabkan hemolisis sel darah merah. Saponin termasuk ke dalam
kelompok steroid yang mempunyai sifat penghambat spermatogenesis
(Iryani, 2017). Selain itu saponin juga berpengaruh terhadap fertilitas
mencit betina karena dapat memperbaiki sel sel granulosa yang
mampu menghambat sekresi hormon gonadotropin yang menyebabkan
folikel tidak dapat berkembang. Sel-sel granulosa pada folikel ovarium
mengsekresikan suatu inhibitor yang berperan sebagai penghambat
sintesis dan sekresi gonadotropin khususnya Follicle Stimulating
Hormone (FSH). Akibatnya perkembangan folikel akan terhambat dan
ovum tidak dapat dibentuk (Hervista, 2017). Saponin juga memberi
umpan balik negatif pada poros hipotalamus-hipofisis-testis yang
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menyebabkan penurunan jumlah spermatosit dan spermatid, sehingga
spermatozoa yang dihasilkan sedikit (Nurcahyani dkk, 2018).

Senyawa aktif tanin diduga berperanan dalam menurunkan jumlah sel
spermiogenesis. Menurut Susetyarini (2013) tanin bersifat sitotoksik
sedangkan flavonoid, saponin, alkaloid dan triterpenoid bersifat
hormonal. Senyawa aktif tanin diduga berperanan dalam menurunkan

jumlah sel spermiogenesis.

Flavonoid pada buah leunca dapat memberikan feedback negatif
sehingga dapat menurunkan sekresi hormon testosteron pada sel
Leydig dan dapat menyebabkan gangguan pada keseimbangan

hormonal dalam tubuh. Akibatnya terjadi peningkatan morfologi

abnormal pada spermatozoa (Indriyani dkk, 2021).

Spermatogenesis bergantung pada jumlah hormon gonadotropin yaitu
Follicle Stimulating Hormone (FSH), Luteinizing Hormone (LH), dan
testosteron. Hormon gonadotropin berfungsi dalam mengontrol proses
seluler pada sistem reproduksi seperti mengatur aliran ion-ion,
aktivitas enzim, sintesis protein, sintesis dan sekresi hormon
testosteron, proliferasi dan diferensiasi sel germinal, maturasi

spermatozoa, serta aktivitas antar sel (Sutyarso & Busman, 2003).

Manfaat

Leunca telah banyak digunakan di berbagai negara sebagai obat herbal.
Ravi et al., (2009) dalam penelitiannya menyatakan bahwa masyarakat
India memanfaatkan buah leunca sebagai obat demam, diare, penyakit
mata, dan penyakit jantung. Beberapa manfaat leunca lainnya secara
empiris dilaporkan dari beberapa negara. Masyarakat Eropa
menggunakan leunca sebagai obat konvulsi, di Jerman digunakan
sebagai obat tidur khususnya untuk anak-anak, di Amerika Utara

masyarakat memanfaatkan rebusan akar tanaman leunca sebagai obat
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cacing dan untuk mengatasi kecanduan alkohol (Edmonds & Chweya,
1997). Rikenawaty (2012) melaporkan daun segar leunca dapat
dimanfaatkan sebagai obat peradangan. Menurut Edmonds & Chweya
(1997), masyarakat Cina menggunakan daun leunca sebagai obat
detoks, antihipertensi, antikanker, dan infeksi saluran kemih.
Sedangkan masyarakat India memanfaatkan seluruh bagian tanaman
leunca sebagai antiseptik dan masyarakat Hawai menggunakan
tanaman leunca sebagai obat gangguan saluran pernafasan dan luka.
Beberapa jenis tanaman leunca juga dipercaya untuk mengobati
malaria dan disentri (Gogoi & Islam, 2012).

Penelitian yang dilakukan oleh Pramitaningrum dan Sari (2020)
dengan memanfaatkan buah leunca sebagai larvasidal dan
molluscicidal terhadap Culex vishnut dan Lymneae karena kandungan
saponin, steroid, flavonoid dan tanin. Larva culex mati setelah diberi
perlakuan ekstrak buah leunca, larva mengalami pembengkakan dan

bagian tubuh menjadi mudah hancur.

Penelitian yang dilakukan oleh Iryani (2017) melaporkan bahwa
ekstrak buah leunca dapat menurunkan jumlah spermatozoa pada
cauda epididymis galur jantan, namun belum diketahui apakah

berpengaruh juga terhadap morfologi dan motilitas spermatozoa.

Ekstrak Etanol Buah Leunca

Ekstraksi merupakan proses penarikan senyawa metabolit sekunder
dengan bantuan pelarut. Metode ekstraksi yang digunakan dalam
penelitian ini adalah metode maserasi karena metode tersebut
merupakan salah satu metode umum dalam proses ekstraksi bahan
alam, selain itu metode maserasi lebih sederhana dan mudah. Pelarut
yang digunakan dalam penelitian ini adalah etanol 96%. Menurut
Wendersteyt dkk (2021), etanol dan air digunakan sebagai pelarut
karena bersifat polar, universal, dan mudah didapat.
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Buah leunca yang digunakan merupakan buah yang masih mentah
ditandai dengan warna buah yang masih hijau terang dan tekstur buah
yang keras. Pemilihan tersebut bertujuan untuk mendapatkan
kandungan metabolit sekunder yang masih tinggi karena pada buah
yang sudah matang jumlah metabolit sekundernya rendah
(Khaerunnisa dkk, 2022). Buah leunca mengandung metabolit
sekunder alkaloid, saponin, tanin, dan flavonoid. Pelarut etanol 96%
dan air sangat efektif untuk mendapatkan kandungan saponin,
flavonoid, dan alkaloid (Mu’nisa et al., 2013).

2.2. Mencit (Mus musculus)

2.2.1. Klasifikasi

Mencit (Mus musculus) merupakan anggota dari muridae atau tikus-
tikusan namun memiliki ukuran yang lebih kecil dari tikus. Menurut

Priyambodo (2003) klasifikasi mencit sebagai berikut:

Kingdom : Animalia
Phylum : Chordata
Sub Phylum : Vertebrata

Class : Mamalia
Order : Rodentia
Family : Muridae
Genus : Mus

Species : Mus musculus
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2.2.2. Anatomi dan Fisiologi

Mencit merupakan hewan yang sering digunakan sebagai hewan
percobaan laboratorium. Penggunaan mencit sebagai subjek
percobaan berkisar 40%. Mencit banyak digunakan sebagai hewan
percobaan karena memiliki beberapa kelebihan seperti siklus hidup
yang relatif pendek, jumlah anak perkelahiran yang banyak, variasi
sifat-sifatnya tinggi, mudah ditangani, serta sifat produksi dan
karakteristik reproduksinya mirip hewan mamalia lain, seperti sapi,
kambing, domba, dan babi. Selain itu, mencit dapat hidup mencapai
umur 1-3 tahun (Nugroho, 2018).

Mencit termasuk mamalia pengerat yang berukuran lebih kecil dari
tikus, mencit memiliki luas permukaan tubuh sekitar 36 cm? dengan
berat badan 20 gram pada umur 70 hari atau 2 bulan. Sedangkan
pada waktu lahir berbobot sekitar 0,5-1,5 gram yang dapat
meningkat sampai 40 gram. Pada mencit betina dewasa memiliki
berat badan berkisar 25-45 gram sedangkan mencit jantan dewasa

memiliki berat badan berkisar antara 20-40 gram (Setijono, 1985).

Mencit merupakan kelompok mamalia dengan ciri memiliki rambut
berwana putih yang menyelubungi tubuhnya (Gambar 5), memiliki
daun telinga (pinna), tengkorak memiliki sendi pada bagian tulang
atlas melalui dua condyles occipitalis, memiliki gigi tua dan muda
dengan gigi seri pada rahang atas yang hanya sepasang membentuk
seperti pahat dan tumbuh terus, tanpa taring, eritrosit tidak
bernukleus, otak dengan 4 lobus opticus, jumlah jari pada tiap kaki
tidak lebih dari 5 dan memiliki cakar (Nugroho, 2018).



2.2.3.
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Gambar 5. Morfologi Mencit (Mus musculus)

Mencit memiliki masa reproduksi 1,5 tahun, dan biasanya mencit
dapat hidup selama 1-2 tahun. Tempat yang optimal untuk
memelihara mencit biasanya harus dijaga kebersihannya dan harus
dijauhkan dari kebisingan. Umumnya mencit dapat hidup pada suhu
ruang 18-19 derajat celcius, serta kelembaban udara antara 30-70%.
Mencit yang digunakan dalam penelitian di laboratorium merupakan
hasil perkawinan tikus putih inbreed (Akbar, 2010). Seekor tikus
dewasa membutuhkan 15 gram makanan dan 15 ml minuman dalam

satu hari per 100 gram berat badan (Malole & Pramono 1989).

Sistem Reproduksi Mencit Jantan

Organ reproduksi mencit jantan berupa testis, kantong skrotum,
epididimis, vas deferens, kelenjar aksesoris, uretra dan penis. Organ
reproduksi tersebut akan mencapai kematangan seksual pada usia
10-12 minggu (Akbar, 2010). Organ reproduksi mencit jantan dapat
dilihat pada Gambar 6.
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Gambar 6. Organ Reproduksi Mencit Jantan (Susilo, 2018)

Testis ditutupi oleh jaringan ikat fibrous dan tunica albuginea, testis
yang bagian tipisnya atau disebut septa akan memasuki organ untuk
membelah menjadi lobus yang berisi tubulus-tubulus berkelok.
Tubulus-tubulus ini disebut tubulus seminiferus, karena di dalamnya
diproduksi seluruh sel germinal hewan jantan. Daerah dimana tunica
albuginea diproyeksikan ke dalam testis, dan pada tempat dimana
arteri-arteri testikuler masuk ke testis, disebut hilus. Arteri-arteri tadi
akan memberi makan setiap bagian testis, dan selanjutnya mereka
bersambungan dengan vena-vena testikuler dan meninggalkan testis
lewat hilus (Rugh, 1968). Testis mempunyai dua fungsi yaitu
spermatogenesis dan steroidogenesis. Sekitar 80% massa testis dari
tubulus seminiferus yang di dalamnya berlangsung proses
spermatogenesis (Sherwood, 2001).

Epididimis terdiri dari bagian caput, corpus dan cauda. Epididimis
berfungsi sebagai tempat pematangan atau maturasi spermatozoa dan
sebagai tempat penyimpanan sementara spermatozoa. Pematangan
spermatozoa ditandai dengan hilangnya protoplasmik droplet bagian
kepala spermatozoa. Epididimis pada bagian caput berfungsi untuk
penyerapan cairan yang dikeluarkan oleh testis. Fungsi lain
epididimis adalah memberikan sekresi cairan yang diproduksi oleh
sel-sel epitel untuk membantu perubahan morfologi akrosom yaitu
melalui kondensasi inti, pelepasan sitoplasma, peningkatan muatan
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negatif dan penambahan lapisan glikoprotein. Spermatozoa yang
berasal dari epididimis akan diteruskan menuju ke vas deferens
(Nugroho, 2018).

Vas deferens merupakan saluran berkelok-kelok dengan lumen yang
dibatasi oleh kelompok sel epitel bersilia (Nugroho, 2018). Vas
deferens atau duktus deferens mengangkut sperma dari ekor
epididimis ke uretra. Dindingnya mengandung otot-otot licin yang
penting dalam mekanisasi pengangkutan semen pada saat ejakulasi.
Pada bagian ujung vas deferens ini dikelilingi oleh suatu pembesaran
kelenjar-kelenjar yag disebut ampula. Sebelum masuk uretra, vas
deferens bergabung terlebih dahulu dengan saluran pengeluaran
vasikula seminalis dan membentuk duktus ejakulatorius. Dari duktus
ejakulatorius kemudian berlanjut ke uretra yang merupakan saluran

pengangkut sperma dari vas deferens ke penis (Akbar, 2010).

Duktus ejakulatorius memiliki otot-otot yang kuat dan berperan
selama ejakulasi. Saluran ini akan bermuara pada uretra. Uretra
tersusun atas sekelompok sel epitel transisional, jaringan ikat
longgar, banyak terdapat pembuluh darah dan dibungkus lapisan otot
lurik yang tebal (Nugroho, 2018).

Penis (alat kelamin luar) atau organ kopulasi mencit berfungsi
sebagai alat pengeluaran urin dan peletakan semen ke dalam organ
saluran reproduksi betina. Penis mencit terdiri dari korpus
kavernosum diselubungi oleh tunica albuginea, yaitu suatu selaput
fibrosa tebal berwarna putih dan membentuk badan penis. Kepala
penis adalah bagian ujung penis yang ditutupi oleh preputium
(Nugroho, 2018). Struktur reproduksi mencit jantan dapat dilihat
pada Gambar 7.
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Gambar 7. Sistem Reproduksi Mencit Jantan (Nugroho, 2018)

Kelenjar bulbouretra

2.2.4. Hormon Reproduksi Mencit Jantan

Hormon pada mencit jantan juga sama dengan hormon pada manusia
yaitu Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH), yaitu hormon yang
disekresi oleh hipotalamus, yang berfungsi menstimulasi kelenjar
pituitary anterior untuk mensekresi gonadotropin yang terdiri dari
FSH dan LH yang sangat penting dalam proses reproduksi. Folikel
Stimulating Hormone (FSH) adalah hormon yang diproduksi oleh
kelenjar pituitary anterior yang berfungsi untuk merangsang sperma.
Hormon ini akan menstimulasi Sertoli cells sehingga spermiasi dapat
terjadi (Azhar, 2013).

Luteinizing Hormon (LH) adalah hormon yang disekresi kelenjar
pituitary anterior, hormon ini berfungsi menstimulasi sel Leydig
untuk mengeksresi testosteron. Sel-sel Sertoli juga mensekresi suatu
protein pengikat androgen yang mengikat testosteron dan estrogen

serta membawa kedua hormon tersebut ke dalam cairan pada tubulus
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seminiferus. Kedua hormon tersebut berfungsi untuk pematangan

sperma (Iryani, 2017).

Testosteron adalah hormon seks yang berfungsi untuk membantu
mempertahankan masa tulang dan otot, distribusi lemak,
meningkatkan libido dan memproduksi sperma. Hormon testosteron
ini disekresi oleh sel Leydig dan penting bagi tahap pembelahan sel
germinal untuk membentuk sperma terutama pembelahan meiosis
untuk membentuk spermatosit sekunder. Selanjutnya pada proses
spermatogenesis terjadi proses pembelahan dan diferensiasi sel

sehingga dihasilkan spermatozoa pada testis (Azhar, 2013).

2.3. Spermatozoa

Spermatozoa atau sel sperma adalah hasil produksi dari testis yang terdiri
dari beberapa sel germinal yang sudah matang. Spermatozoa bersama
dengan plasma seminalis merupakan komposisi dari cairan yang
dikeluarkan pada saat seorang pria mengalami ejakulasi disebut sebagai
semen. Setiap hewan memiliki bentuk sel sperma yang bervariasi, seperti
dapat dibedakan menjadi bagian kepala, bagian tengah, dan bagian ekor
(Nugroho, 2018).

Kemampuan bereproduksi hewan jantan dapat ditentukan oleh kualitas dan
kuantitas semen yang dihasilkan. Produksi semen yang tinggi dinyatakan
dengan volume semen dan dosis spermatozoa yang tinggi pula. Kualitas
semen yang baik dapat dilihat dari persentase spermatozoa yang normal dan

motilitasnya (Hardjopranoto, 1995)
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2.3.1. Viabilitas Spermatozoa

Viabilitas spermatozoa adalah kemampuan spermatozoa untuk
bertahan hidup setelah diencerkan dengan NaCl 0,9% dan
merupakan salah satu faktor penting dalam menentukan kualitas
spermatozoa dari seekor pejantan. Semakin tinggi viabilitas
spermatozoa maka semakin tinggi peluang untuk terjadinya
fertilisasi pada saat kopulasi baik secara alami maupun buatan
(Manehat et al., 2021). Viabilitas sperma merupakan faktor yang
mempengaruhi fertilitas. Faktor hambatan ini dapat berasal dari
struktur histologi saluran reproduksi jantan, struktur sperma yang
diperoleh selama di dalam alat genital, enzim-enzim yang terdapat di
dalam saluran reproduksi jantan serta dalam spermatozoa itu sendiri.
Sperma yang belum dewasa maupun bentuk-bentuk yang tidak
sempurna tidak akan mampu membuahi sel telur (llyas, 2007).

Viabilitas diukur dengan melihat persentase motil setelah jangka
waktu tertentu. Viabilitas atau jumlah spermatozoa yang hidup dapat
diketahui dengan menggunakan pewarnaan Eosin-Y 0,5%.
Spermatozoa yang hidup ditandai dengan warna terang karena
spermatozoa tidak menyerap zat warna, Hal tersebut terjadi karena
membran plasma yang bersifat semipermiabel dan tersusun atas
lipoprotein dengan kondisi baik dan masih berfungsi secara normal
sehingga molekul warna tidak akan menembus ataupun terserap oleh
membran. Sebaliknya spermatozoa yang mati ditandai dengan
adanya penyerapan warna merah di bagian kepala spermatozoa
(Gambar 8) (Nugroho, 2018). Spermatozoa yang mati integritas
akrosomnya akan berkurang karena rusaknya permeabilitas
membran plasmanya di daerah pangkal kepala yang tidak tertutup
akrosoma. Sel spermatozoa yang mati dapat menyerap zat warna
karena terjadi kerusakan membran plasma sehingga di bawah

mikroskop terlihat berwarna merah (Indriyani dkk, 2021).
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Gambar 8. A. Spermatozoa Mati, B. Spermatozoa Hidup (Nugroho,
2018)

Motilitas Spermatozoa

Molititas spermatozoa adalah tingkat pergerakan spermatozoa secara
progresif dan merupakan salah satu indikator penting dalam
menentukan fertilitas seekor pejantan karena semakin tinggi
motilitas individu maka semakin tinggi pula fertilitas pejantan
(Manehat et al., 2021). Penurunan motilitas spermatozoa ini
disebabkan oleh semakin berkuranganya cadangan makanan yang
tersedia di dalam semen jika semen cair disimpan dalam waktu yang
lama. Hal ini sesuai pendapat Simpson dan Russell (1996) yang
menyatakan bahwa penurunan motilitas individu spermatozoa
disebabkan oleh semakin berkurang ketersediaan energi yang ada
sehingga spermatozoa mengalami destabilisasi membran dimana
terganggunya integritas membran yang disebabkan oleh penumpukan

asam laktat.

Spermatozoa akan bergerak lambat apabila kekurangan energi,
meskipun arahnya tetap kedepan dan ekor bergerak teratur.
Morfologi dan viabilitas pada spermatozoa memiliki hubungan yang
erat karena hanya spermaozoa hidup yang dapat menghasilkan energi
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agar spermatozoa dapat terus bergerak. Selain itu, morfologi
spermatozoa yang baik akan mendukung motilitas spermatozoa yang
baik pula (Indriyani dkk, 2021).

Jumlah yang bergerak maju adalah jumlah seluruh spermatozoa
dikurangi jumlah mati. Dianggap normal jika motil maju >40%.
Menurut Yatim (1994) bahwa spermatozoa yang normal persentase
motilnya adalah 63% dengan range 10-95%. Spermatozoa yang
lemah sekali pergerakan majunya disebut asthenozoospermia dan
jika semua sperma nampak mati tak bergerak disebut
necrozoospermia yang berarti individu tersebut dianggap infertil.
Namun ada spermatozoa yang tak bergerak tapi tidak mati, mungkin
ada suatu zat cytotoxic atau antibodi yang membuatnya tak bergerak.

Penurunan motilitas normal adalah 2-3 jam setelah ejakulasi dengan
persentase 50-60% spermatozoa motil maju/mL dan 7 jam sudah
ejakulasi 50% spermatozoa motil maju/mL. Jika setelah 3 jam yang
motil kurang dari 50% menandakan adanya gangguan atau kelainan
dalam organ genital. Jika ejakulasi sering terjadi dapat menyebabkan
volume semen dan jumlah menurun, tetapi tidak menurun ketahanan
(Yatim, 1994).

Motilitas spermatozoa biasa digunakan sebagai indikator kesuburan
sperma karena dapat mengetahui pergerakan sperma, namun
pergerakan sperma juga dipengaruhi oleh normalitas morfologi
spermatozoa. Membran plasma sel yang masih utuh akan
mempengaruhi organel dalam sel, hal tersebut menyebabkan sperma
bergerak maju secara progresif dan tetap hidup sehingga mampu
melakukan pembuahan (Busman dkk, 2021).
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2.3.3. Morfologi Spermatozoa

Spermatozoa terdiri dari bagian kepala, bagian tengah, dan bagian
ekor (Gambar 9). Spermatozoa normal bagian kepalanya
membengkok seperti kait dengan panjang kira-kira 0,008 mm,
bagian tengah yang pendek, dan bagian ekor yang sangat panjang
yaitu sekitar 0,1226 mm (Rugh, 1968). Pada bagian kepala terdiri
dari nukleus di dalamnya membawa materi dan informasi genetik
yang akan diwariskan. Pada daerah kepala terdapat juga akrosom
yang berisi akrosin, hyaluronidase dan beberapa enzim proteolitik
yang berperan dalam proses fertilisasi yakni untuk menembus sel
ovum (Nugroho, 2018).

Anulus

Ujung Badan Ekor Bagian
ekor Tengah Kepala

| Ekor |

Gambar 9. Morfologi Spermatozoa Mencit (Kwitny, 2010)

Hyaluronidase berperan dalam mencerna filamen proteoglikan pada
jaringan sedangkan enzim proteolitik berperan dalam mencerna
protein. Pada bagian tengah terdapat mitokondria yang berperan
dalam menghasilkan energi atau ATP, berfungsi dalam kelangsungan
hidup serta alat gerak spermatozoa yang bekerja sama dengan ekor
dalam pergerakannya. Bagian ekor berperan penting dalam motilitas
sperma yang dipengaruhi oleh ATP hasil produksi dari mitokondria
(Nugroho, 2018).

Bentuk spermatozoa abnormal dapat dilihat berdasarkan bentuk
kepala dan ekornya. Menurut Washington et al., (1983), bentuk
sperma abnormal terdiri dari bentuk kepala seperti pisang, bentuk

kepala tidak beraturan (amorphous), bentuk kepala terlalu
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membengkok dan lipatan-lipatan ekor yang abnormal. Bentuk
abnormalitas spermatozoa mencit (Gambar 10).

|

|
| |
]
|

® |®lo| @ |©/0/@0 O

Gambar 10. Morfologi Spermatozoa Mencit (Mus musculus).
A: Spermatozoa normal; B: tanpa hook; C: ekor
ganda; D:kait membulat; E:kepala tanpa bentuk; F:
kait bengkok; G: kait dengan proyeksi yang salah;
H: ekor melipat; I: kepala sangat kecil; J: kepala
berbentuk seperti pisang (Otubanjo et al., 2007).
Abnormalitas spermatozoa dikelompokkan dalam abnormalitas
primer dan sekunder. Abnormalitas primer terjadi karena adanya
gangguan spermatogenesis di tubulus seminiferus, sedangkan
abnormalitas sekunder terjadi ketika spermatozoa telah
meninggalkan tubulus seminiferus dan selama perjalanan menuju

epididimis (Nugroho, 2018).

Abnormalitas primer pada spermatozoa mencit dapat berupa
macrocephalic, yaitu ukuran kepala besar karena mengandung
kromosom diploid, microcephalic yaitu ukuran kepala kecil, kepala
melebar atau bulat, kepala ganda, bagian tengah spermatozoa
melipat, ekor putus atau terbelah. Abnormalitas sekunder
spermatozoa dapat berupa kepala yang terpisah dari ekornya
(Nugraha, 2018). Abnormalitas sekunder dapat terjadi karena adanya
gangguan proses pengangkutan DNA spermatozoa selama di dalam
saluran reproduksi terutama di bagian epididimis. Saat berada dalam
epididimis, spermatozoa mengalami beberapa perubahan morfologi

(ukuran, bentuk, dan ultrastruktur bagian tengah, DNA) dan



fungsional (pola metabolisme dan sifat membran plasma). Saat di
epididimis, proses pematangan sperma bergantung pada kadar
hormon testosteron, penurunan hormon testosteron dapat
menyebabkan morfologi spermatozoa menjadi abnormal.
Abnormalitas tersier terjadi selama pengambilan semen saat
pemeriksaan (Indriyani dkk, 2021)
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3.1.

3.2.

I11. METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2023 sampai dengan
bulan Februari 2024. Penelitian ini diawali dengan melakukan aklimatisasi
pada hewan uji coba di Unit Pemeliharaan Hewan Uji Coba, Jurusan
Biologi, FMIPA, Universitas Lampung. Kemudian dilanjutkan dengan
pembuatan ekstrak etanol buah leunca di Laboratorium Botani, Jurusan
Biologi, FMIPA, Universitas Lampung. Pembedahan dan pengamatan
hewan uji dilakukan di Laboratorium Zoologi, Jurusan Biologi, FMIPA,

Universitas Lampung.

Alat dan Bahan

3.2.1. Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi kandang mencit
beserta penutup yang terbuat dari kawat sebanyak 24 unit, wadah
pakan mencit, botol minum mencit, sonde lambung yang
dihubungkan dengan disposible suntik digunakan untuk pemberian
ekstrak etanol buah leunca secara oral, handscoon latex,
seperangkat alat bedah, haemocytometer improved neubauer dan
cover glass untuk pengamatan spermatozoa, cawan petri untuk

menampung suspensi spermatozoa, mikropipet untuk mengukur
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jumlah ekstrak etanol buah leunca, oven yang berfungsi untuk
mengeringkan buah leunca, evaporator untuk mengekstrak buah
leunca, gelas ukur yang berfungsi untuk mengukur etanol yang
dibutuhkan, batang pengaduk untuk mengaduk saat simplisia
dimaserasi, tisu yang berfungsi untuk membersihkan sisa zat warna
pada objek gelas, kertas label yang berfungsi untuk memberikan
label pada objek pengamatan, mikroskop cahaya yang berfungsi
untuk mengamati spermatozoa, kamera yang berfungsi untuk
mendokumentasi selama penelitian berlangsung, timbangan digital
untuk menimbang berat badan mencit dan simplisia buah leunca,

serta alat tulis yang berfungsi untuk mencatat data hasil penelitian.

Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi 24 ekor
mencit jantan berumur 3-4 bulan dengan berat 30-40 gram yang
diperoleh dari Mice Breeder “Berkah Mencit Lampung”, sekam
padi dari Lilice Florist sebagai alas, pakan standar BR 2 sebagai
pakan mencit, air minum mencit berupa air mineral merk Grand®,
etanol 96% yang diperoleh dari Prime Grade Ethyl Alcohol, 5 kg
buah leunca diperoleh dari Pasar Jatimulyo, kertas saring untuk
menyaring hasil maserasi simplisia buah leunca, plastik wrap untuk
menutup gelas ukur saat melakukan maserasi, aseptic merk
onemed yang berfungsi untuk sterilisasi, kloroform merk
EMSURE® sebagai obat bius, aquabidest merk onemed yang
berfungsi sebagai pelarut, pewarna giemsa, Eosin-Y 0,5 %, NaCl
0,9% dari yang diproduksi oleg PT. Otsuka Indonesia, dan ekstrak

etanol buah leunca sebagai bahan utama.
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3.3.  Prosedur Penelitian

3.3.1.

3.3.2.

Rancangan Penelitian

Penelitian ini bersifat eksperimental dengan menggunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL). Rancangan acak lengkap
digunakan karena unit eksperimental bersifat homogen. Perlakuan
dilakukan secara acak dengan 4 perlakuan dan 5 pengulangan.
Jumlah perlakuan dan pengulangan dibuat berdasarkan rumus
Federer (1991), yaitu t(n-1) >15.
Perlakuan 4(n-1) > 15

4n 19

n 5

Satuan percobaan: 4 x 5 = 20 mencit jantan yang homogen, untuk

v

v

mengantisipasi kematian maka ditambahkan masing-masing 1 ekor
pada setiap perlakuan. Maka jumlah yang digunakan adalah 24

ekor mencit.

Persiapan Hewan Uji

Penelitian ini menggunakan 24 ekor mencit jantan sebagai hewan
uji, mencit yang digunakan memiliki berat badan sekitar 30-40
gram berumur 12-16 minggu yang diperoleh dari Mice Breeder
“Berkah Mencit Lampung”. Digunakan 24 kandang mencit yang
sebelumnya telah dibersihkan dan diberi alas sekam padi beserta
penutup kandang. Mencit diaklimatisasi di kandang selama 7 hari
dengan pemberian pakan berupa pelet Bravo 512 dan air minum
berupa air mineral merk Grand® setiap harinya. Aklimatisasi
bertujuan agar mencit dapat melakukan penyesuaian dengan
kondisi lingkungan sekitarnya sebelum dilakukan perlakuan.
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3.3.3. Pembuatan Ekstrak Buah Leunca

Penelitian ini menggunakan metode maserasi untuk mendapatkan
ekstrak etanol buah leunca. Prinsip kerja maserasi adalah ekstraksi
zat aktif yang dilakukan dengan cara merendam sampel ke dalam
pelarut selama beberapa hari (Ansel, 1989). Buah leunca yang
digunakan merupakan buah yang masih mentah, hal tersebut
bertujuan untuk mendapatkan kandungan metabolit sekunder
dengan kadar paling tinggi, karena pada buah yang sudah matang
kandungan metabolit sekundernya rendah. Buah leunca diperoleh
dari Pasar Jatimulyo, Kecamatan Jati Agung, Kabupaten Lampung

Selatan, Provinsi Lampung, Indonesia.

Buah leunca segar sebanyak 5 kg dicuci bersih dengan air PDAM
mengalir untuk menghilangkan kontaminan, buah leunca dipotong
tipis-tipis dan dikeringkan dengan cara dijemur di bawah sinar
matahari antara pukul 09.00 WIB hingga 16.00 WIB namun
ditutupi kain hitam untuk mencegah kotoran menempel dan dapat
menyerap panas dengan maksimal. Buah leunca yang sudah kering
sebanyak 330 gr dihaluskan menggunakan blender untuk dijadikan
serbuk simplisia. Selanjutnya dilakukan maserasi dengan cara
direndam 280 gr serbuk simplisia buah leunca dalam etanol 96%
sebanyak 2000 mL selama tiga hari dan diaduk setiap 8 jam.
Campuran buah leunca dan etanol disaring dengan kertas saring
sehingga akan didapatkan maserat 1. Ampas maserat 1 direndam
kembali dengan 1000 mL etanol 96% selama dua hari, lalu disaring
dan didapatkan maserat 2. Dilakukan perendaman kembali ampas
dari maserat 2 dengan 1000 mL etanol 96% selama satu hari.
Maserat 1,2 dan 3 diinapkan semalaman lalu dipisahkan dari
residunya dengan alat evaporator putar pada suhu 50°C, kemudian
ekstrak dipekatkan menggunakan hot plate hingga diperoleh
ekstrak etanol yang kental sebanyak 75 gr.
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3.3.4. Pemberian Perlakuan

Mencit ditimbang terlebih dahulu, ekstrak buah leunca diberikan
secara oral dengan sonde sebanyak 1 kali dalam sehari pada pagi
hari pukul 08.00 WIB sebelum mencit diberi makan dengan
menyesuaikan berat badan. Pada penelitian ini pemberian ekstrak
buah leunca diberikan secara oral selama 35 hari berdasarkan
siklus spermatogenik mencit yang berlangsung selama 35 hari
(Busman dkk, 2018). Mencit jantan dibagi dalam 4 kelompok
perlakuan yang masing-masing kelompok terdiri dari 5 ekor

mencit.

Menurut Iryani (2017) dosis ekstrak buah leunca yang diberikan
pada hewan uji tikus putih (Rattus norvegicus) galur sprague

dawley yang beratnya 200-300 gram adalah sebagai berikut:

1. Kelompok I - larutan akuades 1 ml /kgBB (kontrol)

2. Kelompok Il : 1 ml ekstrak buah leunca dengan
dosis 100 mg/kgBB

3. Kelompok Il : 1 ml ekstrak buah leunca dengan
dosis 200 mg/kgBB

4. Kelompok IV : 1 ml ekstrak buah leunca dengan
dosis 400 mg/kgBB

Pada penelitian ini menggunakan mencit jantan dengan berat
sekitar 30 gram sehingga dosis di atas perlu dikonversi terlebih
dahulu. Persentase pelarut yang digunakan adalah 1%
(Yoriyuliandra, 2012), didapat dosis ekstrak buah leunca sebagai
berikut:

1. Kelompok I (K) : diberi larutan aquabidest 0,3 ml (kontrol)
2. Kelompok 11 (P1) : diberi 0,3 ml ekstrak buah leunca dengan
dosis 3 mg/30 gr BB
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3. Kelompok I11 (P2): diberi 0,3 ml ekstrak buah leunca dengan
dosis 6 mg/30 gr BB

4. Kelompok IV (P3): diberi 0,3 ml ekstrak buah leunca dengan
dosis 12 mg/30 gr BB

Parameter Penelitian

Parameter yang diamati pada penelitian ini diantaranya yaitu
jumlah, viabilitas, motilitas, dan morfologi spermatozoa.
Pengamatan spermatozoa dilakukan di bawah mikroskop cahaya
dengan perbesaran 40 x 10 dengan menghitung jumlah sperma
dalam haemocytometer improved neubauer, melihat spermatozoa
yang tidak terwarnai untuk parameter viabilitas, menghitung
spermatozoa yang tidak bergerak untuk parameter motilitas, dan

melihat bentuk abnormal spermatozoa untuk parameter morfologi.

Pengambilan Data

Mencit dibedah pada hari ke-36 dengan cara dibius menggunakan
kloroform dalam toples kaca tertutup, setelah hewan dipuasakan
semalaman. Kemudian dilakukan pembedahan dari pangkal penis
ke arah tubulus proksimal (kira-kira hampir setengah badan), setiap
kelebihan lemak atau jaringan ikat dipisahkan dari organ sampel
(Kanedi et al, 2016). Epididimis diangkat dan dicuci menggunakan
larutan fisiologis, kemudian dimasukkan ke cawan petri yang berisi
1 ml NaCl 0.9%, lalu diurut menggunakan pinset agar cairan
semen dapat terpisah dari epididimis. Setelah cairan semen terpisah

dari epididimis, larutan diaduk sampai homogen.
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a. Perhitungan Jumlah Spermatozoa

Jumlah spermatozoa dapat dilihat dengan menggunakan
mikroskop cahaya. Sperma yang telah dihomogenkan dalam 1
ml NaCl 0,9% kemudian diambil sebanyak 10uL dan
dimasukkan ke dalam haemocytometer improved neubauer
serta ditutup dengan kaca penutup. Di bawah mikroskop
cahaya dengan perbesaran 40x10, hemositometer diletakkan
dan dihitung jumlah spermatozoa pada kotak kamar hitung.
Dilakukan perhitungan jumlah spermatozoa dengan rumus

sebagai berikut:

1x10xXN
Jumlah spermatozoa : ﬁ x 103/mL

Keterangan:

N = Jumlah spermatozoa yang dihitung pada kotak A,B,C,D,
dan E (Gambar 11) (Elwinda, 2011)

Gambar 11. Haemocytometer Improved Neubauer (Elwinda,
2011)

b. Viabilitas Spermatozoa

Larutan spermatozoa diambil sebanyak satu tetes (10 L)
dengan menggunakan mikropipet dan diletakkan di atas kaca
objek. Sampel kemudian ditetesi dengan satu tetes larutan
eosin-Y 0,5 % dan ditutup dengan kaca penutup. Setelah 1-2
menit, sampel diamati melalui mikroskop dengan perbesaran

40x10. Persentase jumlah spermatozoa hidup dapat diketahui
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dengan menghitung jumlah spermatozoa hidup dari 100
spermatozoa untuk setiap ulangan. Spermatozoa hidup tidak
harus bergerak tetapi memiliki kepala yang tidak berwarna,

sedangkan yang mati akan terwarnai.

%viabilitas = a% x 100%

Keterangan:
a = jumlah spermatozoa yang tidak terwarnai (100)
b = spermatozoa yang terwarnai (mati) (WHO, 1988).

Motilitas Spermatozoa

Larutan spermatozoa diambil sebanyak satu tetes (10 pL)
menggunakan mikropipet dan diteteskan pada object glass
kemudian ditutup dengan kaca penutup. Perhitungan motilitas
spermatozoa dilakukan dengan menghitung persentase
spermatozoa yang bergerak di bawah mikroskop cahaya dengan

perbesaran 40x10.

Persentase jumlah spermatozoa motil ditentukan dengan
membagi jumlah spermatozoa yang pergerakkannya progresif
maju ke depan dengan banyaknya spermatozoa yang diamati
(motil dan imotil) kemudian dikalikan 100%. Menurut WHO
(1988) terdapat empat sampai enam lapang pandang yang harus
diperiksa untuk mendapatkan seratus sperma secara berurutan
yang kemudian diklasifikasi sehingga menghasilkan persentase
setiap kategori motilitas. Persentase motilitas dapat diikur

menggunakan rumus berikut:

%motilitas = ﬁ x 100%

Keterangan:
a = Spermatozoa yang bergerak

b = Spermatozoa yang tidak bergerak
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d. Morfologi Spermatozoa

Morfologi spermatozoa dapat dilihat dengan menggunakan
mikroskop. Larutan spermatozoa sebanyak satu tetes (10uL)
diletakkan pada kaca objek menggunakan mikropipet. Sampel
tersebut kemudian diwarnai dengan larutan giemsa dan dibuat
sediaan oles dengan menggeserkan kaca objek lain di atasnya
dengan sudut 45°. Sediaan oles spermatozoa difiksasi selama 5
menit ke dalam etanol 70% lalu diangkat dan dimasukkan
dalam larutan giemsa + 20-30 menit. Sediaan kemudian dibilas
dengan air yang mengalir. Selanjutnya dilakukan pengamatan
menggunakan mikroskop dengan perbesaran 40x10 untuk
melihat abnormalitas sperma yang terjadi pada ekor dan kepala.
Menurut WHO (1988) normalitas spermatozoa dapat dilihat
dari persentase sebagai berikut:

%morfologi = a% x 100%

Keterangan:
a = spermatozoa abnormal (100)

b = spermatozoa normal

3.3.7. Analisis Data

Penelitian ini bersifat eksperimental menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL) dengan 4 perlakuan, dimana masing-masing
perlakuan dilakukan dengan 5 kali pengulangan. Data yang
diperoleh bersifat kuantitatif dan dianalisis secara statistik
menggunakan software SPSS versi 29. Uji shapiro wilk untuk
melihat normalitas distribusi data. Bila dijumpai p>0,05 maka
distribusi normal, dan digunakan uji parametrik one-way Analysis
of Variance (ANOVA). Data yang distribusinya tidak normal maka

analisis menggunakan uji non-parametrik kruskal-wallis untuk
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melihat beda rata-rata jumlah sperma antar kelompok. Jika p<0,05
dilanjutkan dengan uji posthoc (duncan) untuk mengetahui dosis

yang mana yang paling efektif menurunkan kadar sperma.



3.3.8. Diagram Alir Metode Penelitian

Adapun diagram alir yang digunakan dalam penelitian ini dapat
dilihat pada Gambar 12.

Tahap Persiapan

l

] l

Kontrol

(K)

Kelompok Kelompok Kelompok
Perlakuan 1 Perlakuan 2 Perlakuan 3
(P1) (P2) (P3)

Mencit diaklimatisasi selama 7 hari

|

.
'

v

|

Mencit diberi Mencit diberi Mencit diberi Mencit diberi
0,3ml 0,3 ml ekstrak 0,3 ml ekstrak 0,3 ml ekstrak
aquabidest buah leunca buah leunca buah leunca
selama 35 dengan dosis dengan dosis dengan dosis
hari 3 mg/30 gr 6 mg/30 gr 12 mg/30 gr
BB selama 35 BB selama 35 BB selama 35
hari hari hari
| l | |
Pembedahan

|

Pengamatan Jumlah, Viabilitas, Motilitas, dan
Morfologi Spermatozoa

\ 4

Analisis Data

A 4

Interpretasi Hasil

Gambar 12. Diagram Alir Penelitian




V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa pemberian ekstrak
etanol buah leunca secara oral pada mencit dengan dosis 12 mg/30grBB
dapat mengakibatkan:

1. Penurunan jumlah normal spermatozoa

2. Penurunan viabilitas spermatozoa

3. Penurunan motilitas spermatozoa

4. Penurunan morfologi normal spermatozoa

5.2. Saran

1. Perlu dilakukan uji kebuntingan apabila mencit betina dikawinkan
dengan mencit jantan perlakuan

2. Perlu dilakukan uji teratogenik apabila mencit jantan perlakuan
dikawinkan dengan mencit betina dan terjadi kebuntingan.

3. Perlu dilakukan penelitian pemberian ekstrak etanol buah leunca
terhadap mencit betina.

4. Perlu dilakukan uji toksisitas terhadap mencit yang diberi ekstrak etanol

buah leunca.
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