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ABSTRACT

This study aimed to determine the effect of Moringa (Moringa oleifera Lam.) leaf extract on
the viability and motility of spermatozoa of rats (Rattus norvegicus) exposed to heat (40 °C). A total
of 25rats aged 2.5 months and weighed 200 grams were randomly divided into five groups. Rats
in K () group were not exposed to heat and without Moringa leaf extract administration. Rats in
K (+) group were exposed to heat (40 °C) for 1 hour daily without Moringa leaf extract
administration. Meanwhile, rats in P1, P2, and P3 groups were administrated with Moringa leaf
extract 100, 200, and 400 mg/kg BW/day, then exposed to 40 °C 1 hour daily for 14 days. The
results showed that exposure to 40 °C one hour per day for 14 days in K (+) group caused a
decrease (p <0.05) on viability and motility of rat spermatozoa compared to those of the K (-)
group. The administration of Moringa leaf extract (P1, P2, and P3 groups) was followed by an
increase (p <0.05) in viability and motility of rat spermatozoa compared to the K (+) group.
Viability and motility of rat spermatozoa in the P3 group (given Moringa leaf extract 400 mg/kg
BW/day and exposed to 40 °C 1 hour daily for 14 days) were not significantly different (p >0.05)
compared to the viability and motility of rat spermatozoa in K (-) group. It could be concluded
that administration of Moringa leaf extract 400 mg/kg BW/day can maintain the viability and
motility of spermatozoa in white rats exposed to heat.
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PENDAHULUAN

Pemanasan global merupakan proses
terjadinya  peningkatan  suhu rata-rata
permukaanbumi oleh peningkatan konsentrasi
gas yang menghalangi pantulan energi sinar
matahari dari bumi yang menyebabkan
peningkatan efek rumah kaca sehingga bumi

menjadi lebih panas (Subianto et al., 2018;
Pratama, 2019). Peningkatan jumlah polusi
kendaraan, berkurangnya lahan hutan,
bertambahnya sumber panas buatan yang
berasal dari kegiatan industri dan bangunan
merupakan penyebab suhu udara semakin
panas (Andani et al., 2018).

Suhu berperan penting dalam perkembangan
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sel germinal serta siklus reproduksi makhluk
hidup. Suhu optimal testis dipertahankan pada 2
°C (manusia) atau 8 °C (tikus) di bawah suhu
tubuh. Hal ini dicapai dengan pengaturan aliran
darah melalui posisi mendekat atau menjauhi
panas tubuh oleh otot kremaster dan otot polos
dartos di skrotum (Silva et al., 2018; Sarfraz et
al., 2019). Paparan panas dapat berakibat
kegagalan termoregulasi skrotum, meningkatkan
suhu testis, yang dapat menyebabkan stres panas
genital yang merugikan spermatogenesis
(Tavalaee et al., 2018).

Suhu udara yang panas berdampak negatif
terhadap tubuh dengan menyebabkan stress
oksidatif yang mampu menurunkan kualitas
spermatozoa (Ermiza, 2012). Antioksidan dapat
mencegah reaksi rantai peroksidasi yang
disebabkan oleh stress oksidatif (Lamandoet
al., 2014). Flavonoid memiliki potensi yang
besar untuk mencegah terjadinya stres
oksidatif akibat tingginya reactive oxygen
species (ROS) (Arifin dan Ibrahim, 2018;
Agati et al., 2020). Salah satu tanaman yang
mengandung flavonoid adalah tanaman kelor
(Moringa oleifera Lam.) yang mengandung
antioksidan tinggi (Das et al., 2012). Sejauh
ini belum dijumpai publikasi tentang pengaruh
ekstrak daun kelor terhadap viabilitas dan
motilitas spermatozoa tikus yang terpapar
panas.

Berdasarkan uraian di atas, dilakukan
penelitian  untuk  mengetahui  pengaruh
pemberian ekstrak daun kelor (Moringa
oleifera Lam) terhadap motilitas dan viabilitas
spermatozoa tikus putih (Rattus norvegicus)
dengan paparan panas.

MATERI DAN METODE

Persetujuan komisi etik

Penelitian ini menggunakan tikus putih
(Rattus norvegicus) strain Wistar jantan
berumur 10 minggu dengan berat badan rata-
rata 200 gram sebanyak 25 ekor. Prosedur
penelitian telah ini disetujui olenh Komisi Etik
Penelitian Penggunaan Hewan Coba (Animal
Care and Use Committee) Fakultas Kedokteran
Hewan Universitas Airlangga No.
1.KE.137.07.2019.

Ekstraksi daun kelor

Daun kelor dicuci bersih, dikeringkan pada
suhu kamar, kemudian ditumbuk dan disaring
dengan ayakan 40 Mesh. Satu kilo gram serbuk
daun kelor dimasukkan ke dalam labu
Erlenmeyer dan direndam dalam etanol 96%
untuk maserasi, selama 3 hari dan diaduk setiap
hari. Maserat dikeringkan dalam rotary
evaporator (Rotavapor Buchi RE301 Malaysia)
pada 50 rpm, 40 °C, dan disuspensikan kembali
dalam natrium Karboksimetil selulosa (CMC-
Na) 1% sebagai larutan ekstrak daun kelor
(EDK) untuk perlakuan pada hewan coba (Das et
al., 2012).

Perlakuan hewan coba

Tikus putih (Rattus norvegicus) sebanyak
25 ekor yang dibagi secara acak menjadi lima
kelompok perlakuan. Adaptasi pemeliharaan di
kandang hewan coba dilakukan selama tujuh
hari, perlakuan dimulai pada hari ke-8. Tikus
putih kelompok K (-) diberi larutan CMC-Na,
dan tidak diberi paparan panas. Tikus putih
kelompok K (+) diberi larutan CMC-Na 1%,
dan diberi paparan panas. Tikus putih
kelompok P1, P2 dan P3 diberi EDK dengan
dosis 100, 200 dan 400 mg/kg BB/hari dan
satu jam kemudian dipapar dengan panas suhu
40 °C. Pemberian larutan CMC-Na 1% dan
larutan EDK dilakukan secara per oral
sebanyak 1 ml menggunakan sonde lambung,
di pagi hari sebelum makan. Pemaparan panas
dilakukan pada bilik berukuran 50 x 30 x 40
cm dengan lampu pemanas dan termostat
untuk menjaga suhu tetap stabil 40 °C
(Rohmabh et al., 2018).

Selama penelitian, tikus diberi makan dan
minum secara ad libitum. Perlakuan dilakukan
selama 14 hari dan pada hari ke-22
pemeliharaan, semua tikus dikorbankan
dengan cara dieutanasia dengan ketamine dan
xylazin kemudian dilakukan pembedahan
skrotum untuk mengambil cauda epididymis.
Pada posisi 1 cm di bawah korda spermatika
diklem, kemudian dipotong dan dikeluarkan
spermatozoa  dengan  penekanan  dan
pendorongan pada bagian cauda epididymis,
ditampung pada cawan petri berukuran 3,5 cm
(Nunc™, Thermo Scientific) yang berisi 1
ml NaCL 0,9% dan diaduk agar menjadi
homogen (Rohmah et al., 2018).
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Pemeriksaan viabilitas spermatozoa

Satu tetes campuran spermatozoa/NaCl
0,9% diletakkan pada gelas obyek lalu
dicampur dengan satu tetes zat warna eosin
nigrosin, dihomogenkan, dibuat preparat ulas,
kemudian difiksasi diatas nyala api.
Pengamatan dilakukan dengan mikroskop
cahaya (Nikon Eclipse E100) perbesaran 400
kali. Sel spermatozoa yang hidup tidak
terwarnai, sedangkan spermatozoa yang mati
berwarna merah keunguan. Penghitungan
viabilitas spermatozoa (persentase
spermatozoa hidup) didapat dari pemeriksaan
1000 spermatozoa (Handayani et al., 2021).

Pemeriksaan motilitas spermatozoa

Satu tetes larutan NaCl 0,9% dan satu
tetes campuran spermatozoa/NaCl 0,9%
diletakkan pada gelas obyek, dicampur sampai
homogen lalu ditutup dengan kaca penutup
dan diperiksa di bawah mikroskop cahaya
(Nikon Eclipse E100) dengan perbesaran 400
kali. Pemeriksaan motilitas spermatozoa
dilakukan pada suhu kamar agar spermatozoa
mempunyai  pergerakan yang optimal
(Handayani et al., 2021). Penilaian dilakukan
berdasarkan perhitungan persentase gerakan
individu spermatozoa maju ke depan
(progresif) dari pemeriksaan 1000
spermatozoa (Widiantoro et al., 2021).

Analisis statistik

Data viabilitas dan motilitas spermatozoa
dianalisis menggunakan one way Anova
dilanjutkan dengan uji Jarak Berganda
Duncan  sebagai  perbandingan  antar
kelompok. Uji statistik dilakukan pada taraf
kepercayaan 95% menggunakan Statistical
Product and Service Solutions (SPSS version 23;
IBM Corp., Armonk, NY, USA).

HASIL

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
paparan suhu 40 °C 1 jam per hari selama 14
hari pada kelompok K (+) menyebabkan
penurunan (p <0,05) viabilitas dan motilitas
spermatozoa tikus dibandingkan kelompok K
(). Pemberian EDK (kelompok P1, P2, dan
P3) diikuti dengan kenaikan (p <O0,05)
viabilitas dan motilitas spermatozoa tikus

dibandingkan kelompok K (+). Viabilitas dan
motilitas spermatozoa tikus kelompok P3
(diberi EDK 400 mg/kg BB/hari dan dipapar
panas 40 °C 1 jam/hari selama 14 hari) tidak
berbeda nyata (p >0,05) dibandingkan dengan
viabilitas dan motilitas spermatozoa tikus
kelompok K (-) (Tabel 1).

Tabel 1 Viabilitas dan motilitas spermatozoa
tikus putih (Rattus norvegicus) yang diberi
ekstrak daun kelor (Moringa oleifera Lam.) dan
dipapar panas

viabilitas motilitas
K () 78,01 + 8,09 © 66,00+ 6,51 °
K (+) 29,94 + 4,642 18,00+ 2,732
P1 45,45+ 9,50 ° 36,00+ 6,51 °
P2 52,32 +8,12° 43,00+ 5,70
P3 69,51 + 12,98 57,00+ 7,58 ¢
Superskrip  yang berbeda menunjukan

perbedaan nyata (p <0,05); K (-): tikus putih
(Rattus norvegicus) tidak dipapar panas dan
tanpa diberi ekstrak daun kelor; K (+): tikus
putih (Rattus norvegicus) tanpa diberi ekstrak
daun kelor dan dipapar panas 40 °C selama 1
jam/hari; P1, P2, dan P3: tikus putih (Rattus
norvegicus) diberi ekstrak daun kelor 100,
200, dan 400 mg/kg BB/hari per oral diikuti
paparan panas 40 °C 1 jam/hari selama 14 hari;
ulangan=5.

DISKUSI

Spermatogenesis adalah serangkaian proses
kompleks yang meliputi perubahan dari
spermatogonia menjadi spermatozoa matang.
Proses spermatogenesis dipengaruhi  oleh
berbagai faktor, termasuk stres panas yang
mengurangi  kualitas  spermatozoa  dan
berdampak negatif pada kesuburan. Pengaruh
paparan panas pada siklus spermatogenesis
melibatkan proses apoptosis, kerusakan DNA
dan autophagy (Tavalaee et al., 2018). Panas
sebagai bentuk stres fisik juga mengaktifkan
neuroendokrin sumbu Hipotalamus-Hipofisa-
Testis (HHT), menyebabkan pengeluaran
neurohormon Corticotropin Releasing Hormone
(CRH). Peningkatan CRH  menimbulkan
penurunan Gonadotropin Releasing Hormone
(GnRH) menyebabkan penurunan produksi

Available at https://e-journal.unair.ac.id/OVZ/index 67



https://e-journal.unair.ac.id/OVZ/index

Noor AA Octaviani et al., 2021/0Ovozoa 10: 67-73

Follicle Stimulating Hormon (FSH) dan
Luteinizing Hormone (LH) oleh adenohipofisis.
Terjadinya gangguan pada sumbu HHT, berupa
penurunan LH, FSH dan testosteron selanjutnya
mengganggu Kkualitas spermatozoa. Paparan
panas juga mengakibatkan gangguan fungsi
epididimis dalam pematangan spermatozoa
melalui reaksi enzimatis untuk memberikan
pasokan bahan makanan terutama glukosa
sebagai substrat metabolisme spermatozoa.
Aktivitas maksimum sebagian besar enzim
berlangsung sekitar suhu 37 °C. Pada suhu yang
lebih tinggi terjadi denaturasi berupa hilangnya
struktur skunder dan tersier, sehingga enzim
mengalami gangguan fungsi (de La Salles et al.,
2017).

Perlakuan penelitian ini berlangsung selama
14 hari. Siklus spermatogenesis pada tikus putih
adalah 12 hari, yang meliputi tahapan
pembentukan  spermatogonium, spermatosit
primer, spermatosit sekunder, spermatid awal,
dan spermatid akhir (Solihati et al., 2013). Hasil
penelitian ini menunjukkan bahwa paparan
suhu 40 °C satu jam per hari selama 14 hari
menyebabkan penurunan viabilitas dan
motilitas spermatozoa dibandingkan pada
tikus normal (Tabel 1). Penelitian sebelumnya
menunjukkan bahwa terjadi penurunan jumlah
sel Leydig, sel Sertoli, dan sel spermatogenik
tikus yang terpapar panas (Panggalih et al.,
2021). Demikian juga terjadi penurunan
jumlah sel Leydig, diameter tubulus
seminiferus, dan berat testis pada mencit (Mus
musculus) yang terpapar panas
(Prastyaningtyas et al., 2021). Paparan suhu
40-42 °C 45 menit per hari selama 36 hari
menurunkan motilitas spermatozoa mencit
(Ermiza, 2012).

Paparan panas secara terus menerus dapat
menyebabkan stres oksidatif, sehingga kadar
ROS lebih tinggi dibandingkan antioksidan
endogen (Sabés-Alsina et al., 2016). Stress
oksidatif didefinisikan sebagai kerusakan
yang disebabkan ketidakseimbangan antara
ROS dengan antioksidan (El-Tantawy, 2016).
Sifat ROS sangat reaktif karena terdapat
sebuah elektron terluar yang tidak memiliki
pasangan sehingga mudah  mengambil
elektron molekul lain sehingga
mengakibatkan kerusakan sel (Bardaweel et
al.,, 2018).  Molekul-molekul yang dapat

menjadi target reaksi ROS adalah lemak,
protein dan DNA pada spermatozoa
(Durairajanayagam et al., 2014). Molekul ROS
pertama mempengaruhi asam lemak tak jenuh
ganda pada membran plasma spermatozoa,
ditandai dengan pembentukan peroksidasi lipid,
yang mengganggu membran plasma spermatozoa
(Riesco et al., 2021). Peningkatan permeabilitas
membran diikuti hilangnya kemampuan untuk
mengatur konsentrasi ion Kalsium intraseluler
yang berfungsi mengontrol pergerakan
spermatozoa (Durairajanayagam et al., 2015).
Kerusakan membran plasama spermatozoa
juga mengakibatkan kerusakan struktur DNA
sehingga berdampak negatif pada viabilitas
spermatozoa (Alahmar, 2019). Paparan panas
menimbulkan gangguan terhadap fungsi sel
dan kerusakan sel, seperti apoptosis. Molekul
DNA sangat peka terhadap ROS karena
langsung merusak purin dan pirimidin yang
dapat memutuskan rantai DNA dan
selanjutnya menyebabkan kematian
spermatozoa (Wagner et al., 2017). Molekul
ROS juga merusak membran plasma dengan
menggangu proses pompa Na+ K+ dan proses
homeostasis Ca2+ (Margaritelis et al., 2016).
Permeabilitas membran juga erat kaitannya
dengan transportasi nutrisi yang penting
peranananya dalam  metabolisme  sel.
Terganggunya permeabilitas membran
spermatozoa menyebabkan terganggunya
pasokan nutrisi yang selanjutnya berakibat
kematian spermatozoa (Wagner et al., 2017).
Keadaan membran yang rusak menyebabkan
metabolisme sel terganggu dan permeabilitas
membran menjadi sangat tinggi sehingga zat
warna eosin nigrosin dapat masuk melewati
membran ditandai dengan kepala spermatozoa
berwarna merah (Prastyaningtyas et al., 2021).

Pemberian EDK menyebabkan kenaikan
persentase viabilitas dan motilitas
spermatozoa tikus dibandingkan dengan
kelompok tikus yang hanya dipapar panas.
Viabilitas dan motilitas spermatozoa tikus
yang diberi asupan EDK 400 mg/kg BB/hari
dan dipapar panas 40 °C 1 jam/hari selama 14
hari) sama dengan pada tikus tanpa paparan
panas dan tanpa pemberian EDK. Hal ini
diduga disebabkan oleh antioksidan senyawa
flavonoid yang terkandung dalam EDK (Das
et al., 2012; Agati et al., 2020). Mekanisme
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kerja antioksidan adalah mendonorkan
sebagian elektron kepada sel atau molekul
yang rusak sehingga kembali pada kondisi
normal. Antioksidan alami mempunyai efek
sitotoksik dan residu yang rendah dalam tubuh
(Raharjo et al., 2017). Fenol merupakan salah
satu antioksidan alami. Total fenol yang
dikonsumsi menunjukkan tingginya aktivitas
antioksidan (Badriyah et al., 2017). Senyawa
fenol alami yang telah diketahui adalah
flavonoid yang merupakan senyawa yang
disajikan secara luas di alam (Utami et al.,
2020). Kandungan total fenol pada daun kelor
lebih tinggi dibanding dengan daun bayam
merah (Novita et al., 2016). Asupan daun
kelor pada pakan tikus terbukti dapat
meningkatkan  viabilitas dan  motilitas
spermatozoa (Ogunsola et al., 2017).

Pemberian antioksidan berupa flavonoid
dapat melindungi membran plasma dari ROS
sehingga integritas membran masih dalam
keadaan utuh (Agati et al., 2013), dan
metabolisme  pembentukan ~ ATP  dapat
berlangsung dengan baik (de los Reyes et al.,
2011; Estrada et al., 2017). Molekul ATP
merupakan sumber energi bagi motilitas
spermatozoa (Vadnais et al., 2014; Wagner,
2017). Antioksidan mampu menghambat dan
menurunkan aktivitas stres oksidatif yang
disebabkan oleh ROS yang berlebihan dalam
tubuh (Pratiwi et al., 2021). Flavonoid
diketahui dapat menurunkan aktivitas ROS
(Pizzino et al., 2017) dengan cara
menyumbangkan elektron dapat menangkal
rantai peroksidasi dan dapat mempertahankan
membran plasma (Cahyadi et al., 2016)
sehingga meningkatan persentase hidup dan
motilitas spermatozoa pada tikus yang
terpapar panas.

KESIMPULAN

Pemberian ekstrak daun kelor (Moringa
oleifera Lam.) 400 mg/kg BB/hari dapat
mempertahankan motilitas dan viabilitas
spermatozoa tikus putih yang terpapar panas.
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