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PENGARUH KOMBINASI EKSTRAK ETANOL 70% ALFALFA (Medicago
sativa L.) DENGAN VITAMIN C TERHADAP KUALITAS
SPERMATOZOA MENCIT SECARA IN VITRO

Putri Puji Lestari, Kholifah Holil, Didik Wahyudi

Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRAK

Kombinasi ekstrak alfalfa (Medicago sativa L.) dengan vitamin C berpotensi untuk
melindungi spermatozoa dari dampak kerusakan akibat stres oksidatif. Oleh karena itu,
penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh kombinasi ekstrak etanol 70% alfalfa
(Medicago sativa L.) dengan vitamin C terhadap kualitas spermatozoa mencit secara in
vitro. Penelitian ini dilakukan secara eksperimental menggunakan Rancangan Acak
Lengkap (RAL) faktorial yang terdiri dari dua faktor perlakuan, yaitu faktor ekstrak etanol
70% alfalfa dengan konsentrasi (0%, 2%, dan 6%) dan faktor vitamin C dengan konsentrasi
(0 g/mL, 0,2 g/mL, dan 0,3 g/mL) yang masing-masing kombinasi diulang sebanyak 3 kali.
Sampel penelitian yang digunakan adalah spermatozoa mencit umur 2,5 bulan (75 hari)
yang kemudian diberi kombinasi perlakuan dengan konsentrasi yang berbeda-beda.
Parameter penelitian didasarkan pada motilitas dan viabilitas spermatozoa. Data
yang diperoleh kemudian dianalisis secara statistik menggunakan fwo-way ANOVA.
Pemberian ekstrak etanol 70% alfalfa (Medicago sativa L.) dan vitamin C dalam berbagai
konsentrasi menunjukkan variasi persentase penurunan motilitas dan viabilitas
spermatozoa mencit, meskipun seluruh perlakuan tidak menunjukkan perbedaan yang
signifikan berdasarkan hasil ANOVA faktorial. Penurunan motilitas terendah terdapat pada
E1V2 sebesar 2,15% sedangkan viabilitas pada E1V1 sebesar 2,75%. Meskipun beberapa
kelompok kombinasi menunjukkan kecenderungan lebih baik dalam mempertahankan
kualitas spermatozoa, hasil analisis statistik menunjukkan bahwa faktor ekstrak, vitamin C,
maupun interaksi keduanya belum memberikan pengaruh nyata terhadap motilitas dan
viabilitas spermatozoa mencit (Mus musculus).

Kata kunci: Medicago sativa L., spermatozoa mencit, vitamin C



EFFECT OF THE COMBINATION OF ETHANOL EXTRACT 70%
ALFALFA (Medicago sativa L.) WITH VITAMIN C ON THE QUALITY OF
MOUSE SPERMATOZOA IN VITRO

Putri Puji Lestari, Kholifah Holil, Didik Wahyudi

Biology Study Program, Faculty of Science and Technology, Maulana Malik
Ibrahim State Islamic University Malang

ABSTRACT

The combination of alfalfa extract (Medicago sativa L.) with vitamin C has the potential to
protect spermatozoa from the effects of oxidative stress damage. Therefore, this study aims
to determine the effect of a combination of 70% ethanol extract of alfalfa (Medicago sativa
L.) with vitamin C on the quality of mouse spermatozoa in vitro. This study was conducted
experimentally using a factorial Complete Random Design (RAL) consisting of two
treatment factors, namely ethanol extract factor 70% alfalfa with concentration (0%, 2%,
and 6%) and vitamin C factor with concentration (0 g/mL, 0.2 g/mL, and 0.3 g/mL) each
combination repeated 3 times. The study sample used was 2.5 months (75 days) of
mouse spermatozoa which were then given a combination of treatments with
different concentrations. The research parameters were based on the motility and
viability of spermatozoa. The data obtained was then statistically analyzed using two-
way ANOVA. Administration of 70% ethanol extract of alfalfa (Medicago sativa L.) and
vitamin C in various concentrations showed a variation in the percentage decrease in
motility and viability of mouse spermatozoa, although the entire treatment did not show a
significant difference based on factorial ANOVA results. The lowest decrease in motility
was found in E1V2 at 2.15% while viability in EIV1 was 2.75%. Although some
combination groups showed a better tendency to maintain spermatozoa quality, the results
of statistical analysis showed that the extract, vitamin C, and the interaction of the two did
not have a significant effect on the motility and viability of mouse spermatozoa (Mus
musculus).

Keywords: Medicago sativa L., spermatozoa mice, vitamin C
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BAB1
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Infertilitas merupakan ketidakmampuan pasangan untuk mencapai
kehamilan setelah melakukan hubungan seksual tanpa penggunaan kontrasepsi
selama minimal dua belas bulan. Kondisi ini tidak hanya dipandang dari aspek
biologis, melainkan berdampak signifikan juga terhadap kondisi psikologis dan
sosial individu yang mengalaminya (Zegers-Hochschild et al., 2017).

Infertilitas adalah suatu masalah kesehatan reproduksi yang cukup
signifikan secara global, dengan perkiraan sekitar 8-12% pasangan usia subur di
dunia mengalami kesulitan untuk memiliki keturunan. Menurut laporan World
Health Organization (WHO) sekitar 60-80 juta pasangan terdampak infertilitas dan
angkanganya menunjukkan kecenderungan meningkat dari tahun ke tahun (Kumar
& Singh, 2015). Data survei demografi dan kesehatan Indonesia (SDKI) di
Indonesia menujukkan bahwa tingkat kejadian infertilitas berada pada kisaran 10-
15% pada pasangan usia subur. Kondisi ini menegaskan bahwa infertilitas bukan
hanya persoalan pribadi, tetapi juga merupakan tantangan kesehatan masyarakat
yang perlu mendapatkan perhatian lebih lanjut (Akbar, 2020).

Paparan radikal bebas dan terjadinya stres oksidatif diketahui memiliki
peran penting dalam menurunkan kualitas spermatozoa seperti motilitas, viabilitas
dan morfologi spermatozoa. Penelitian yang dilakukan oleh Aitken et al, (2022)
melaporkan bahwa tingkat stres oksidatif pada sperma pria mengalami peningkatan
sekitar 20-30% dalam kurun waktu sepuluh tahun terakhir. Peningkatan tersebut

diduga berkaitan dengan berbagai faktor lingkungan dan gaya hidup seperti paparan



polusi udara serta pola makan tinggi lemak. Kondisi ini menunjukkan bahwa
pemberian antioksidan menjadi salah satu pendekatan yang penting untuk
membantu mengurangi dampak negatif radikal bebas terhadap kualitas
spermatozoa.

Kasus infertilitas pria menjadi perhatian serius dalam bidang kesehatan
reproduksi di Indonesia, terutama seiring dengan perubahan gaya hidup dan
meningkatnya paparan faktor lingkungan eksternal yang merugikan. Perubahan
lingkungan serta paparan bahan kimia industri dan polutan lingkungan
diidentifikasi berkontribusi signifikan terhadap penurunan kualitas spermatozoa
secara nasional (Birowo et al., 2021).

Spermatozoa adalah sel reproduksi jantan yang memiliki tingkat spesialisasi
tinggi dengan struktur yang padat. Setelah terbentuk, sel ini tidak lagi mengalami
pertumbuhan maupun pembelahan sel. Spermatozoa dihasilkan melalui proses
spermatogenesis, yaitu rangkaian proses pembelahan sel yang meliputi mitosis dan
meiosis. Melalui proses tersebut terbentuk sel haploid yang memiliki karakteristik
structural dan fungsional khusus untuk mendukung perannya dalam proses
pembuahan (Syauqy, 2014).

Proses terbentuknya sel reproduksi serta keteraturan mekanisme reproduksi
menunjukkan kebesaran dan kekuasaan Allah SWT dalam menciptakan kehidupan.
Hal ini sebagaimana dijelaskan dalam Al-Qur’an surah Al-Furqan ayat 54 sebagai
berikut:

_ & . _ - P z
@ 28 85 085 Ve 1 A V588 L) 50 IS 501 55
Artinya: “Dialah (pula) yang menciptakan manusia dari air (mani). Lalu, Dia

menjadikannya (manusia itu mempunyai) keturunan dan musaharah
(persemendaan). Tuhanmu adalah Maha Kuasa” (QS. Al-Furqan 25:54).



Menurut Asy-Syaukani (1964) dalam Tafsir Fathul Qadir yang
diterjemahkan oleh Fachruddin & Saefullah (2008) menjelaskan bahwa Allah SWT
menyebutkan suatu kondisi di antara kondisi-kondisi manusia dan air, (dan Dia
[pula] yang menciptakan manusia dari air, lalu Dia jadikan manusia itu [punya]
keturunan dan mushaharah). Maksud “air” disini adalah air mani, yakni
menciptakan manusia dari air mani, lalu menjadikannya berketurunan dan
mushaharah.

Menurut Katsir (1923) dalam Kitab Zafsir Ibnu Katsir yang diterjemahkan
oleh Ghoffar (2005) menjelaskan bahwa Allah SWT berfirman “Dan Dia (pula)
vang menciptakan manusia dari air” dan ayat seterusnya. Yaitu, Dia ciptakan
manusia dari nutfah yang lemah, lalu disempurnakan dan diluruskan-Nya serta
dijadikan-Nya dalam bentuk yang sempurna, laki-laki dan Perempuan sesuai
dengan kehendak-Nya.

Tafsir Al-Munir karangan Az-Zuhaili (2005) yang diterjemahkan oleh Al-
Kattani dkk., (2014) menjelaskan bahwa Allah-lah yang telah menciptakan manusia
dari air mani (sperma) yang lemah, kemudian ia menyempunakan kejadiannya dan
menjadikan (susunan tubuhnya) seimbang. Ia kemudian menjadikannya tubuh yang
sempurna, laki-laki maupun Perempuan (sesuai dengan kehendak-Nya).

Spermatozoa memegang peranan krusial dalam proses fertilisasi dan
pewarisan materi genetik dari induk kepada keturunannya. Sebagai sel haploid,
spermatozoa membawa setengah dari informasi genetik yang dibutuhkan untuk
membentuk individu baru, sehingga kualitas dan integritas DNA spermatozoa
sangat menentukan keberhasilan pembentukan makhluk hidup yang sehat

(Mukminat, & Suharyati., 2014). Spermatozoa pada mamalia, termasuk mencit



(Mus musculus) tidak hanya berfungsi untuk membuahi sel telur, tetapi juga
memastikan bahwa materi genetik yang diturunkan bebas dari mutasi atau
kerusakan yang dapat mempengaruhi viabilitas keturunan (Ayesa dkk., 2025).

Keberhasilan reproduksi pada mamalia jantan khususnya mencit (Mus
musculus) sangat ditentukan oleh kondisi struktural dan fungsional spermatozoa
yang terbentuk melalui mekanisme spermatogenesis. Proses pembentukan sel
sperma ini terjadi didalam tubulus semiinferus testis yang melibatkan serangkaian
pembelahan sel mitosis dan meiosis untuk menghasilkan sel haploid. Regulasi
proses spermatogenesis dikendalikan oleh sistem hormonal melalui pelepasan
hormon GnRH, FSH, dan LH (Kolettis et al., 2015).

Spermatozoa dapat mengalami kerusakan akibat paparan radikal bebas yang
berlebihan sehingga memicu terjadinya stres oksidatif. Kondisi ini dapat
menyebabkan penurunan kualitas spermatozoa, seperti berkurangnya motilitas,
menurunnya viabilitas dan terjadinya kelainan morfologi. Kerusakan pada
spermatozoa umumnya terjadi karena radikal bebas dapat merusak membran sel,
protein, serta materi genetik (Nurhayati dkk., 2025). Salah satu pendekatan untuk
mengatasi kerusakan spermatozoa dapat dilakukan dengan penambahan aktivitas
antioksidan tinggi untuk mengurangi kerusakan akibat stres oksidatif (Leyn dkk.,
2021). Hal tersebut diperkuat oleh Fajrilah dkk., (2013) bahwa senyawa antioksidan
mampu mencegah kerusakan membran spermatozoa akibat ROS dengan
melengkapi kekurangan elektron pada radikal bebas, sehingga reaksi peroksidasi
lipid dapat dihambat.

Alfalfa (Medicago sativa L.) merupakan salah satu tanaman yang

bermanfaat dalam mencegah terjadinya peroksidasi lipid pada membran plasma.



Tanaman alfalfa memiliki senyawa bioaktif seperti flavonoid yang terdiri dari
apigenin, glikosida, luteolin dan adenosin. Kandungan flavonoid pada alfalfa
memiliki aktivitas antiperadangan, antibodi, antiparasit dan antioksidan (Pahlani
dkk., 2021).

Penelitian yang dilakukan oleh Susilowati dkk., (2014) memperlihatkan
bahwa ekstraksi dari alfalfa memiliki kandungan flavonoid 8,13% dengan kadar
kumarin 229,83 ppm serta kadar alkaloid 48,86%. Senyawa fenolik berupa
kumarin maupun flavonoid merupakan senyawa yang memiliki banyak manfaat
dalam aktivitas biologis seperti antibakteri, antivirus dan anti kanker. Ulfah (2014)
menambahkan bahwa ekstrak etanolik alfalfa memiliki kemampuan sebagai
antioksidan dengan nilai ICso sebesar 59,339 pg/mL dengan metode DPPH, yang
mencerminkan kemampuan efektif dalam menangkal radikal bebas, sehingga dapat
melindungi kerusakan sel sperma akibat stres oksidatif. Nilai ICso ini sebanding
dengan Centella asiatica sebesar 53,2210 ng/mL yang dikenal memiliki aktivitas
antioksidan tinggi (Harahap., 2024).

Kandungan antioksidan yang tinggi yang terdapat pada Centella asiatica
dilaporkan mampu menjaga kualitas sperma meskipun terjadi penurunan jumlah
spermatid akhir dan motilitas (Solihati dkk., 2013). Oleh karena kandungan dan
nilai ICso yang terdapat pada ekstrak alfalfa (Medicago sativa L.) sama dengan
yang terdapat dalam ekstrak pegagan (Centella asiatica) maka alfalfa (Medicago
sativa L.) juga dimungkinkan berpotensi untuk dimanfaatkan dalam menjaga
kualitas sperma baik dalam perlakuan tunggal maupun dengan cara dikombinasikan
dengan bahan lain. Salah satu bahan yang dapat digunakan untuk mengoptimalkan

peran alfalfa sebagai antioksidan adalah dengan cara menambahkan vitamin C.



Vitamin C adalah antioksidan nonenzimatik yang hidrofilik, memainkan
peran penting dalam melindungi spermatozoa dari stres oksidatif dengan
menetralkan radikal bebas dan mengurangi peroksidasi lipid (Akhter et al., 2023).
Menurut Kowalczyk (2022) asam askorbat (vitamin C) merupakan senyawa yang
mampu menetralkan radikal hidroksil, superoksida, dan peroksida, serta mampu
melindungi semen (sperma) dari kerusakan oksidatif endogen.

Penelitian Awuy dkk., (2015) menyatakan bahwa asupan vitamin C, baik
dalam bentuk suplemen maupun bahan pangan terbukti mampu memperbaiki
kualitas spermatozoa pada kondisi paparan rokok. khususnya dalam meningkatkan
jumlah, morfologi, dan pergerakan sel. Sejalan dengan penelitian Bebas dkk.,
(2015) menunjukkan bahwa penambahan vitamin C (asam askorbat) berpengaruh
terhadap viabilitas dan motilitas spermatozoa babi. Konsentrasi vitamin C sebesar
0,1 mg/mL yang ditambahkan ke media pengencer terbukti paling efektif dalam
menjaga viabilitas dan motilitas spermatozoa babi selama penyimpanan.

Ekstrak alfalfa (Medicago sativa L.) dan vitamin C keduanya berfungsi
sebagai antioksidan untuk melindungi spermatozoa, tetapi mekanisme aksinya
berbeda. Flavonoid akan bekerja untuk mencegah peroksidasi lipid yang menjadi
penyebab reaksi oksidatif yang terjadi pada sperma, sedangkan vitamin C bekerja
untuk memutus rantai reaksi peroksidasi lipid. Kandungan flavonoid pada alfalfa
beraksi melalui penangkapan dan penetralan radikal bebas di sekitar lingkungan
sperma, yang secara tidak langsung menghalangi proses peroksidasi lipid dengan
mempertahankan kestabilan membran dan kemampuan gerak sperma (Suwignyo et
al., 2023). Disisi lain vitamin C (asam askorbat) aksinya langsung fokus pada

lapisan membran sperma, yaitu dengan memutus rantai reaksi peroksidasi lipid



melalui pembelahan atom hidrogen, sehingga mempertahankan kelenturan

membran sekaligus mencegah kerusakan oksidatif pada DNA sperma (Awuy dkk.,

2021).

Berdasarkan penjelasan tersebut, peneliti bermaksud untuk mengetahui
apakah kombinasi ekstrak etanol 70% alfalfa (Medicago sativa L.) dan vitamin C
(asama askorbat) dapat meningkatkan kualitas spermatozoa, yang ditinjau melalui
parameter motilitas, dan viabilitas spermatozoa.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Bagaimana pengaruh kombinasi ekstrak etanol 70% alfalfa (Medicago sativa
L.) dengan vitamin c terhadap kualitas spermatozoa mencit secara in vitro?

1.3 Tujuan

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Untuk menganalisis pengaruh kombinasi ekstrak etanol 70% alfalfa (Medicago
sativa L.) dengan vitamin C terhadap kualitas spermatozoa mencit secara in
vitro.

1.4 Manfaat

Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Manfaat Teoritis : Memberikan informasi tentang pengaruh kombinasi ekstrak
etanol 70% alfalfa (Medicago sativa L.) dengan vitamin C terhadap kualitas
spermatozoa mencit secara in vitro.

2. Manfaat Aplikatif : Memberikan alternatif pemanfaatan kombinasi ekstrak

etanol 70% alfalfa dengan vitamin C dalam meningkatkan kualitas sperma



dengan cara menekan kerusakan akibat stres oksidatif serta memperbaiki
parameter kualitas sperma, meliputi motilitas, dan viabilitas.

1.5 Batasan Masalah

Batasan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Ekstrak etanol 70% alfalfa yang digunakan yaitu konsentrasi 0%, 2%, dan 6%.

2. Vitamin C yang digunakan dalam penelitian ini adalah vitamin C sintetis (asam
askorbat) 0 mg/mL, 0,2 mg/mL, dan 0,3 mg/mL.

3. Penelitian ini hanya dilakukan secara in vitro menggunakan sperma mencit
(Mus musculus) jantan dewasa yang diperoleh dari proses isolasi organ
reproduksi. Penilaian kualitas sperma dilakukan secara mikroskopis yang
meliputi motilitas, dan viabilitas spermatozoa. Pengamatan dilakukan setelah
perlakuan dan masa inkubasi yang telah ditentukan dalam penelitian.

4. Media sperma dalam penelitian ini menggunakan sodium chloride 0,9% infus.

5. Parameter yang diamati yaitu viabilitas, dan motilitas spermatozoa mencit (Mus

musculus).



BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Alfalfa (Medicago sativa L.)

2.1.1 Deskripsi

Tumbuhan adalah bagian penting dari sumber daya alam yang memiliki
peran penting bagi kehidupan manusia, seperti menyediakan makanan,
menghasilkan oksigen, dan berfungsi sebagai pelindung dari bencana (Anam dkk.,
2021). Salah satu tumbuhan yang memiliki manfaat adalah alfalfa (Medicago sativa
L.).

Alfafa merupakan tanaman yang tumbuh di [ran namun dapat berkembang
di daerah tropis seperti Indonesia (Sajimin, 2011). Tanaman subtropis ini banyak
dikembangkan dan dibudidayakan di Amerika serikat, Jepang, Australia, dan Korea
untuk pakan ternak (Harianja dkk., 2021). Dalam Bahasa Arab, Alfalfa dikenal
sebagai “Ratu Hijauan (The Queen of Forage Crops)” karena sangat berperan untuk
menyembuhkan berbagai jenis penyakit (Susilowati dkk., 2014).

2.1.2 Morfologi

Alfalfa (Medicago sativa L.) merupakan tumbuhan pakan dari keluarga
fabaceae yang berasal dari daerah subtropis dan memiliki potensi sebagai hijauan
dengan kualitas tinggi. Alfalfa dibudidayakan lebih dari 80 negara di setiap benua
di dunia. Tanaman ini mempunyai kemampuan dalam kesuburan tanah (Sayed et
al., 2022). Menurut Sajimin (2011) alfalfa toleran terhadap kekeringan, tetapi
kurang tahan terhadap kelembapan tinggi.

Alfalfa (Medicago sativa L.) merupakan tanaman berakar tunggang yang

dalam, dapat mencapai 4,5 meter. Pertumbuhannya bercabang membentuk rhizome.
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Batangnya tumbuh mendatar dengan bagian dasar berkayu, bercabang dan dapat
tumbuh menanjak hingga tegak dengan tinggi mencapai 30-120 cm. Daunnya
memiliki satu tangkai (petiol) yang berbentuk tiga daun (trifoliat) dengan ukuran
panjang 5-15 mm, dilengkapi bulu halus di bagian bawah permukaan dan pada
tangkainya (Gambar 2.1). Adapun bunganya tersusun rapat dalam tandan yang
berisi 10-35 kuntum, dengan mahkota berwarna ungu atau biru, meski sesekali
ditemui varian berwarna putih. Alfalfa dapat hidup selama 8-10 tahun tergantung

kondisi iklim serta lingkungan tumbuhnya (Sajimin, 2011).

2.1.3 Taksonomi

Klasifikasi Medicago sativa L. menurut Bagavathiannan & Van Acker
(2009) sebagai berikut:
Kingdom : Plantae
Division : Magnoliophyta
Class : Magnoliopsida
Order : Fabales
Family : Fabaceae

Genus : Medicago
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Species : Medicago sativa (Linnaeus, 1753)

2.1.4 Kandungan dan Manfaat

Keragaman dari setiap tumbuhan memiliki peran yang bermanfaat bagi
seluruh makhluk hidup (Ehrlich & Mooney, 1983). Allah SWT berfirman dalam Al-
Qur’an Surat Thaha ayat 53, sebagai berikut:

- & - - =z S~ P e v
B35 20 0 G 591502 G R A 13 258 S Jas il

& GE oy

Artinya: “(Dialah Tuhan) yang telah menjadikan bumi sebagai hamparan dan

meratakan jalan-jalan di atasnya bagimu serta menurunkan air (hujan)

dari langit.” Kemudian, Kami menumbuhkan dengannya (air hujan itu)
beraneka macam tumbuh-tumbuhan” (Q.S. Thaha [20]: 53).

Ash-Shiddieqy (2000) dalam T7afsir An-Nuur menjelaskan bahwa Allah
berfirman “Wa anzala minas samaa-i maa-an fa akh-rajna bihii azwaajam min
nabaatin syattaa” yang bermakna “Dan menurunkan hujan dari langit, lalu Kami
(Allah) menumbuhkan tumbuhan dalam berbagai jenis dengan berpasang-
pasangan” yang menjelaskan bahwa Allah telah menurunkan hujan dari langit, dan
dengan itu ditumbuhkanlah beberapa pasangan tanaman dari bermacam jenis dan
berlainan rasa buahnya serta berlainan manfaatrya. Ada yang bermanfaat bagi
manusia, dan ada pula yang bermanfaat bagi hewan.

Az-Zuhaili (2005) dalam Tafsir Al-Munir yang diterjamahkan oleh Al-
Kattani (2014) menjelaskan bahwa Firman Allah “W sl 4 la )2 el slesd) (e J 330
s i «” Dan Kami menurunkan hujan dari awan, dan dengannya Kami
mengeluarkan berbagai jenis tumbuhan, berupa tanaman, buah-buahan yang asam,
manis, pahit, yang memiliki berbagai warna, aroma dan bentuk yang bermacam-

macam, sebagian baik untuk manusia dan sebagian lainnya untuk binatang.

Menurut Ath-Thabari (2008) dalam 7Zafsir Ath-Thabari yang diterjemahkan oleh
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Affandi (2008) menjelaskan bahwa Allah berfirman, “Lalu Kami tumbuhkan
dengan air hujan tersebut tumbuh-tumbuhan yang bermacam-macam, yaitu
beelainan warna, rupa, dan rasa”.

Asy-Syaukani (1964) dalam Tafsir Fathul Qadir yang diterjemahkan oleh
Fachruddin & Saefullah (2008) menjelaskan bahwa kata “%” merupakan jamak
dari “<uid” yang berarti berbagai macam jenis tumbuhan. Salah satu tumbuhan yang
termasuk dalam keanekaragaman ciptaan Allah SWT adalah alfalfa (Medicago
sativa L.), tanaman herba yang tumbuh menjalar dan banyak dijumpai di Indonesia.
Alfalfa dikenal karena kandungan bioaktifnya seperti triterpenoid, flavonoid, dan
saponin yang berfungsi sebagai antioksidan (Pahlani dkk., 2021).

Alfalfa dikenal sebagai tanaman dengan kandungan nutrisi yang melimpah
seperti Ca (kalsium), klorofil, karoten, dan vitamin K. Selain itu, alfalfa juga kaya
akan senyawa bioaktif terdiri dari saponin, sterol, flavonoid, kumarin, alkaloid,
vitamin, asam amino, gula, protein, serta mineral. Selain itu, memiliki kandungan
serat yang tinggi pada alfalfa berperan dalam menurunkan kadar kolesterol
(Suwignyo et al., 2023). Menurut Susilowati dkk., (2014) kandungan tinggi klorofil
dalam alfalfa dapat membantu memperbaiki sistem kekebalan tubuh, dan
menangkap radikal bebas.

Secara umum herba alfalfa banyak dimanfaatkan sebagai pakan ternak
karena kandungan nutrisinya termasuk protein, lemak, serta serat kasar. Di samping
itu, alfalfa juga dikenal sebagai tanaman obat yang memiliki potensi untuk
mengobati berbagai jenis penyakit. Berdasarkan senyawa kimia yang
dikandungnya, alfalfa memiliki berbagai manfaat kesehatan seperti antianemia,

antiinflamasi, antiparasit, antioksidan, analgetik, detoksifikasi, diuretika, pelancar
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ASI, pencahar, probiotik, mempercepat penyerapan nutrisi, menjaga keseimbangan
pH darah, serta berfungsi sebagai tonikum. Alfalfa juga mengandung vitamin dan
mineral yang bermanfaat untuk mengatasi kondisi avitaminosis dan
hypoprothrombinaenic purpura, serta diketahui memiliki efek antikanker dan
fungitoksik (Susilowati dkk., 2014). Sebagaimana firman Allah SWT dalam Al-
Qur’an surah Lugman ayat 10:
_ P P _, . .
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Artinya: “Dia menciptakan langit tanpa tiang (seperti) yang kamu lihat dan
meletakkan di bumi gunung-gunung (yang kukuh) agar ia tidak
mengguncangkanmu serta menyebarkan padanya (bumi) segala jenis
makhluk bergerak. Kami (juga) menurunkan air hujan dari langit, lalu
Kami menumbuhkan padanya segala pasangan yang baik” > (Q.S.
Lugman [31]: 10).

Tafsir Al-Munir karangan Az-Zuhaili (2005) yang diterjemahkan oleh Al-
Kattani dkk., (2014) menjelaskan bahwa dan Kami menurunkan hujan dari awan
yang hujan itu bisa menjadi sebab untuk menumbuhkan setiap jenis, macam dan
varitas tumbuhan yang bagus bentuknya dan banyak manfaatnya. Ash-Shiddieqy
(2000) dalam Tafsir An-Nuur menjelaskan bahwa Allah berfirman “Wa anzalnaa
minas samaa-I maa-an fa ambatnaa fithaa min kulli zaujin kariim” yang bermakna
“Kami telah menurunkan hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan di dalamnya
segala macam pasangan yang indah” yang menjelaskan bahwa Allah menurunkan
hujan dari awan, maka menjadilah hujan itu sebagai penyebab tumbuhnya berbagai
macam tanaman yang mempunyai warna yang indah dan manfaat yang banyak.

Menurut Asy-Syaukani (1964) dalam Tafsir Fathul Qadir yang
diterjemahkan oleh Fachruddin & Saefullah (2008) menjelaskan bahwa Allah SWT

berfirman “dan Kami turunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan padanya
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segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik” maksudnya adalah Kami menurunkan
hujan dari langit, lalu dengan sebab penurunan hujan itu Kami tumbuhkan berbagai
macam tumbuhan. Penyifatannya dengan kata ~S (baik) karena keindahan
warnanya dan manfaatnya yang banyak. Maknanya adalah berbagai macam
tumbuhan yang bermanfaat tidak ada yang mampu menumbuhkannya kecuali
Tuhan Semesta alam.

Alfalfa (Medicago sativa L.) mengandung berbagai senyawa fitokimia
bioaktif seperti alkaloid, saponin, fenol, tanin, polisakarida, dan fitoestrogen, yang
menunjukkan aktivitas antioksidan, antiinflamasi, imunostimulan serta
antikarsinogenik. Selain itu juga mengandung senyawa fenolik yang melimpah dan

bernilai strategis, dengan potensi untuk menangkap radikal bebas (Horvat et al.,

2022).
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Gambar 2. 2 Struktur kimia flavonoid (Ayunda & Lalita 2024).

Komponen antioksidan non-enzimatik alfalfa seperti flavonoid, fenol, dan
fitoestrogen, mampu memperkuat aktivitas enzim antioksidan di hati serta ginjal,

meliputi glutation, katalase, dan SOD (Raeeszadeh et al., 2021). Flavonoid
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berdasarkan struktur kimianya dibedakan menjadi enam kategori utama meliputi
flavonon, flavonol, flavon, flavonol, antiosianidin, dan isoflavon (Gambar 2.2).
Flavonon dan flavon menjadi jenis yang paling umum ditemukan di berbagai
macam buah-buahan serta biasanya berikatan secara spesifik dengan enzim baru
diantara enam kategori favonoid (Ayunda & Lalita 2024). Menurut Rajalakshmi &
Narasimhan (1995) flavonoid merupakan kelompok senyawa metabolit sekunder
yang umum ditemukan didalam jaringan tanaman.

Flavonoid memiliki peran sebagai antioksidan. Aktivitas antioksidan ini
secara tidak langsung juga berkontribusi terhadap efek antiinflamasi flavonoid.
Keberadaan radikal bebas diketahui mampu memicu pelepasan berbagai mediator
inflamasi. Flavonoid mampu menetralkan spesies oksigen reaktif (ROS) melalui
proses bereaksi dengan senyawa reaktif. Radikal tersebut dinetralisir dan menjadi
tidak aktif (Kusmita dkk., 2014). Senyawa flavonoid tidak hanya terdapat pada
alfafa, melainkan juga terdapat pada berbagai tanaman lainnya yang tersebar
diberbagai bagian tanaman, yaitu akar, daun, buah, batang, kulit, bunga dan biji
(Trugo et al., 2016; Husna dkk., 2022)

Penelitian Utami & Ducha (2023) melaporkan bahwa ekstrak kulit buah
alpukat yang memiliki kandungan flavonoid 44,3 + 3,1 mg/100g efektif dalam
menghambat pembentukan radikal bebas. Manfaat ini timbul karena adanya
flavonoid dalam ekstrak kulit alpukat yang secara aktif menghambat lonjakan
produksi radikal bebas. Sabile dkk., (2016) menyebutkan pemberian suplementasi
ekstrak buah mengkudu (Morinda citrifolia L.) mampu mempertahankan motilitas
spermatozoa. Manfaat positif ini berasal dari kandungan senyawa antioksidan yang

tinggi dalam ekstrak buah mengkudu yang berperan menetralkan radikal bebas,
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dengan mengurangi dampak kerusakan oksidatif sebagai faktor utama penurunan
motilitas spermatozoa.

Permatasari dkk., (2025) menyatakan ekstrak etanol 96% akar Saluang
Belum mengandung senyawa flavonoid yang berperan sebagai antioksidan.
Antioksidan ini berfungsi untuk melindungi membran spermatozoa dari kerusakan
oksidatif yang dapat meningkatkan motilitas atau kemampuan gerak spermatozoa.
Flavonoid bereaksi dengan radikal bebas membentuk senyawa radikal yang lebih
stabil dan tidak reaktif, serta mampu menetralkan radikal bebas yang lebih stabil
dan tidak reaktif, serta mampu menetralkan radikal bebas secara langsung dengan
mendonasikan atom hidrogen. Rizal dkk., (2021) menambahkan daun kelor kaya
akan senyawa yang memiliki sifat antioksidan, termasuk flavonoid, vitamin C serta
vitamin E. Komponen-komponen ini berfungsi untuk menjaga membran plasma
pada sel sperma agar terlindung dari kerusakan akibat radikal bebas. Hal ini terbukti
dengan pemberian ekstrak daun kelor ke dalam larutan pengencer laktosa efektif
dalam meningkatkan kualitas sperma kambing peranakan boer yang disimpan pada
suhu 3-5°C.

Penambahan antioksidan pada media pengencer mampu mencegah aktivitas
radikal bebas yang berpotensi merusak membran spermatozoa, hal ini dapat
mempertahankan viabilitas dan fertilitas. Antioksidan juga berperan sebagai
penyedia energi yang mendukung kelangsungan motilitas spermatozoa (Noori
2012; Wijayanti dkk., 2023). Penelitian Bau dkk., (2025) menunjukkan bahwa
komposisi pengencer tris kuning telur yang dilengkapi dengan unsur esensial
seperti nutrisi, buffer, dan ekstrak jambu merah yang kaya akan antioksidan secara

aktif mampu menjaga tingkat motilitas spermatozoa selama penyimpanan.
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Antioksidan tersebut berperan dengan memutus rantai reaksi yang dihasilkan oleh
radikal bebas. Kerusakan membran plasma dalam penyimpanan tahap
penyimpanan semen berpotensi timbul akibat peroksidasi lipid, karena adanya
antioksidan dari ekstrak jambu merah efektif memutus siklus reaksi tersebut dan
mencegah terjadinya peroksidasi lipid melalui penangkapan radical peroxyl.

Penelitian Elballat (2016) menyatakan bahwa komponen bioaktif seperti
polifenol dan flavonoid dari bahan alami memberikan efek protektif dengan
menstabilkan membran sel, menjaga aktivitas enzim antioksidan endogen, serta
memperpanjang kelangsungan hidup sperma. Antioksidan dalam penelitian ini
berasal dari kurkumin kunyit (Curcuma longa) dan asam askorbat yang bekerrja
secara aktif untuk menangkap radikal bebas serta menghambat peroksidasi lipid
pada membrane sperma. Terbukti efektif dalam mempertahankan integritas serta
fungsi spermatozoa khususnya selama proses kriopreservasi.

Berbagai penelitian menunjukkan bahwa ekstrak tanaman yang memiliki
sifat antioksidan mampu meningkatkan motilitas dan viabilitas spermatozoa dengan
cara menekan stres oksidatif. Berdasarkan hal tersebut ekstrak alfalfa (Medicago
sativa L.) dipilih karena mengandung flavonoid yang berfungsi sebagai antioksidan
alami untuk melindungi sel sperma dari kerusakan oksidatif.

2.2 Vitamin C

Asam askorbat atau vitamin C merupakan kelompok vitamin esensial yang
memainkan peran penting dalam mempertahankan kesehatan tubuh, khususnya
sebagai antioksidan yang menjaga sel-sel dari kerusakan yang disebabkan oleh

radikal bebas. Vitamin C banyak ditemukan dalam buah dan sayur. Buah seperti
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belimbing, jambu biji, kiwi dan stroberi. Sayuran antara lain brokoli, kale, dan
paprika (Dosedel et al., 2021).

Secara biokimia, vitamin C (asam askorbat) adalah senyawa dengan rumus
kimia C6H806 (Gambar 2.3) yang memiliki struktur cincin lakton enam karbon
dan dapat diproduksi dari glukosa di hati sebagian besar mamalia, tetapi tidak pada
manusia, primata, dan babi guinea (Njus et al., 2020). Vitamin C berfungsi
mencegah oksidasi senyawa lain atau berperan sebagai donor elektron (pemberi
elektron). Senyawa ini tergolong sebagai senyawa antioksidan. Secara alami,

vitamin C dapat mengalami proses oksidasi secara mandiri (Febrianti dkk., 2015).
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Gambar 2. 3 Struktur kimia asam askorbat (Njus ef al. 2020).

Vitamin C berperan sebagai antioksidan yang efektif menangkap oksigen di
dalam sel, serta dapat menghambat proses peroksidasi lipid pada membran
mitokondria yang berpotensi menimbulkan kerusakan proses glikolisis dan
motilitas (Dasrul & Lubis, 2014). Menurut Arrigoni & De Tullio (2002) asam
askorbat merupakan antioksidan yang efektif dalam menangkal radikal bebas serta
spesies oksigen reaktif (ROS) lain yang muncul sebagai hasil dari proses

metabolisme sel. Akbar dkk., (2013) menyebutkan asam askorbat merupakan
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senyawa yang efektif dalam menetralkan radikal bebas dan menghentikan rantai
reaksi oksidatif, yang mampu mencegah kerusakan peroksidasi yang berdampak
pada viabilitas serta fertilitas sel sperma. Selain itu, asam askorbat juga berfungsi
sebagai agen pereduksi dalam sistem oksidasi-reduksi yang terjadi didalam tubuh.

Vitamin C atau asam askorbat larut dalam air yang konsentrasinya mencapai
sepuluh kali lebih tinggi di plasma semen (Majzoub & Argawal, 2018). Asam
askorbat berperan sebagai penangkap berbagai jenis ROS. Senyawa ini bertindak
sebagai donor elektron yang sangat kuat, bereaksi dengan superoksida, peroksida,
dan radikal hidroksil untuk menghasilkan dehidroaskorbat.

Agarwal et al., (2014) menyatakan bahwa vitamin C (asam askorbat)
merupakan antioksidan pemutus rantai yang memainkan peran penting dalam
melawan stres oksidatif (OS) dalam plasma seminal dengan menetralkan radikal
bebas seperti OH, Oz, dan H2O; di cairan ekstraseluler, dengan melindungi
viabilitas dan motilitas sperma. Vitamin C hanya bertindak sebagai penangkap atau
penetral radikal bebas (ROS) yang lemah pada membran sel sperma.

Penelitian Aitken ef al., (2012) menyatakan bahwa vitamin C merupakan
salah satu scavenger radikal bebas molekul kecil plasma seminal yang mampu
berkontribusi pada total kekuatan antioksidan 10 kali lebih tinggi daripada darah,
melindungi sperma dari stres oksidatif akibat ROS mitokondria. Selain itu,
penambahan vitamin C (asam askorbat) bersama katalase pada sperma yang
dikriopereservasi dapat mengurangi efek negatif hidrogen peroksida, mempertahan
motilitas, viabilitas dan integritas membran. Klau dkk., (2024) menyebutkan
penggunaan kombinasi vitamin C (80%) sebanyak 1,5 mL dan albumin (20%)

sebesar 1000 pL. menujukkan kefektifan dalam mempertahankan viabilitas sel
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spermatozoa pada spermatozoa pada manusia. Vitamin C bekerja dengan menekan
lonjakan kadar ROS, sehingga melindungi DNA dan integritas sel spermatozoa dari
dampak stres oksidatif. Senyawa ini bereaksi langsung dengan berbagai radikal
seperti hidroksil, superoksida, dan hidrogen peroksida dengan polaritas yang tinggi.

Penelitian Septianisa dkk., (2025) mengungkapkan bahwa penambahan
antioksidan dari vitamin C yang efektif menghalangi proses peroksidasi lipid,
sehingga membran spermatozoa terjaga dari kerusakan. Selaras dengan pendapat
Savitri dkk., (2014) bahwa vitamin C berperan aktif dalam mempertahankan
kestabilan struktur membran plasma terhadap peroksidasi yang muncul saat
pengolahan semen akibat paparan langsung oksigen (0O;) yang beresiko
menyebabkan kematian sel spermatozoa.

Janggur dkk., (2023) melaporkan bahwa spermatozoa yang diberi sari buah
tomat konsentrasi 2% dan 3% meningkatkan motilitas spermatozoa. Motilitas
spermatozoa yang tinggi disebabkan oleh nutrisi dan senyawa antioksidan dalam
sari buah tomat. Buah tomat kaya akan nutrisi esensial seperti vitamin C, likopen,
karbohidrat, protein, dan vitamin A. Vitamin C berfungsi sebagai antioksidan yang
efektif meredam efek buruk dari radikal bebas yang berlebihan selama
penyimpanan sperma.

2.3 Mencit (Mus musculus)
2.3.1 Hewan Coba Mencit

Mencit (Mus musculus) merupakan hewan coba yang paling banyak
digunakan dalam penelitian biomedis karena kesamaan fisiologis dan genetiknya
yang tinggi dengan manusia. Penggunaan mencit sebagai model hewan coba

didukung oleh siklus reproduksi yang cepat, ukuran tubuh yang kecil, serta
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kemudahan dalam pemeliharaan dan modifikasi genetik. Dalam bidang reproduksi
mencit sering digunakan untuk mengkaji mekanisme infertilitas, kualitas
spermatozoa, serta efek berbagai perlakuan seperti stres oksidatif dan pemberian
antioksidan secara in vitro (Hasanah & Masri., 2015). Keunggulan tambahan
mencakup ketersediaan data referensi yang melimpah serta biaya penelitian yang
lebih terjangkau daripada hewan coba lainnya. Hal ini menjadikan mencit sebagai
model yang efektif dan terjangkau untuk menunjang kemajuan ilmu pengetahuan,
terutama dalam bidang biologi reproduksi dan kesehatan hewan (Handajani., 2021).

Menurut Kifli dkk., (2025) klasifikasi mencit (Mus musculus) adalah
sebagai berikut:
Kingdom : Animalia

Division : Chordata
Class : Mamalia
Order : Rodentia
Family : Murinane
Genus : Mus
Species : Mus musculus(Linnaeus, 1753).

2.3.2 Sistem Reproduksi Jantan

Organ reproduksi mencit jantan secara umum terbagi menjadi tiga
komponen utama yaitu kelenjar kelamin (testis), saluran reproduksi, dan kelenjar
aksesori (Toor & Sikka, 2017). Menurut Nugroho (2018), Alat kelamin mencit
jantan juga dibedakan menjadi alat kelamin luar yang terdiri atas penis dan skrotum,
serta alat kelamin dalam yang mencakup testis, epididimis, vas deferens, dan

kelenjar-kelenjar pendukung (Gambar 2.4).
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Gambar 2. 4 Sistem reproduksi jantan (Nugroho, 2018).

Testis merupakan organ reproduksi primer pada hewan jantan yang
berfungsi ganda, yaitu sebagai tempat produksi spermatozoa (gamet jantan) dan
sebagai kelenjar endokrin penghasil hormon androgen terutama hormon
testosteron. Pada mencit, testis berbentuk oval dan terletak di dalam kantung
skrotum. Secara histologis, testis tersusun atas tubulus semiinferus yang dipisahkan
oleh jaringan intestisial (Reni dkk., 2013). Pada dinding tubulus semiinferus
terdapat sel-sel epitel germinal yang meliputi spermatogonia, spermatosit, dan
spermatid, serta sel Sertoli yang berperan sebagai sel penyokong. Sementara itu,
pada jaringan interstisial diantara tubulus semiinferus terdapat sel leydig beserta
pembuluh darah (Lei et al., 2025).

Suhu testis dijaga agar tetap beberapa derajat celcius dibawah suhu inti
tubuh, hal ini merupakan syarat penting bagi berlangsungnya proses
spermatogenesis secara optimal. Fungsi pengaturan suhu tersebut dilakukan oleh
skrotum yang berperan sebagai termoregulator eksternal. Apabila terdapat paparan
panas berlebih, kualitas spermatozoa dapat mengalami penurunan yang signifikan

(Anzila dkk., 2017).
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Epidimis merupakan saluran berkelok-kelok yang melekat dibagian
posterior testis dan terdiri atas tiga bagian posterior testis dan terdiri atas tiga bagian
anatomis, yaitu kaput (kepala), korpus (badan) dan kauda (ekor) epididimis. Kaput
dan korpus epididimis berfungsi sebagai tempat pematangan spermatozoa
(maturasi), sedangkan kauda epididimis berperan sebagai tempat penyimpanan
spermatozoa hingga saat ejakulasi (James et al., 2020). Spermatozoa ketika berada
di epididimis mengalami berbagai perubahan biokimia dan morfologis yang
mendukung proses pematangan sehingga mampu mencapai motilitas dan
kemampuan fertilisasi yang optimal (Caballero et al, 2011).

Vas deferens merupakan saluran muscular yang menghubungkan kauda
epididimis dengan uretra. Saluran ini berfungsi mengalirkan spermatozoa dari
epididimis menuju uretra pada saat ejakulasi berlangsung. Uretra kemudian
berperan sebagai saluran bersama bagi sistem ekskresi urin dan sistem reproduksi
sebelum sperma dikeluarkan melalui penis (Nirnasari., 2018)

Kelenjar aksesori pada sistem reproduksi jantan mencit mencakup vesikula
seminalis, kelenjar prostat, dan kelenjar bulbouretral (kelenjar cowper). Kelenjar-
kelenjar ini menyekresikan berbagai komponen plasma semen yang diperlukan
untuk mendukung kelangsungan hidup dan transportasi spermatozoa. Sekresi dari
vesikula seminalis mengandung fruktosa dan protein yang menjadi sumber energi
bagi spermatozoa, sedangkan sekresi kelenjar prostat berkontribusi menjaga pH
semen agar bersifat netral hingga basa (pH 7,2 hingga 8,2) sehingga dapat

menetralkan keasaman saluran reproduksi betina (Flint et al, 2015).
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2.3.3 Spermatogenesis

Spermatogenesis adalah serangkaian proses pembelahan dan diferensiasi sel
yang menghasilkan spermatozoa matang dari sel-sel spermatogonia didalam
tubulus semiinferus testis. Proses ini berlangsung secara berkelanjutan setelah
hewan mencapai dewasa kelamin dan berlangsung melalui tiga tahapan utama,
yaitu spermatositogenesis, meiosis, dan spermiogenesis (Iqra dkk., 2023).

Pada tahap spermatositogenesis, spermatogonia mengalami serangkaian
pembelahan mitosis untuk meningkatkan jumlah sel. Spermatogonia tipe A ditandai
dengan inti berwarna lebih pucat, sedangkan spermatogonia tipe B memiliki inti
yang tampak lebih gelap. Selanjutnya sel-sel tersebut berdiferensiasi menjadi
spermatosit primer yang dapat diidentifikasi berdasarkan karakteristik
kromatinnya, meliputi tahap preleptoten, leptoten, zigoten, pakiten, dan diploten.
Setelah menjalani dua tahap pembelahan meiosis, spermatosit primer akan
menghasilkan spermatid haploid (Arief., 2011).

Fase akhir yang dikenal sebagai spermiogenesis ditandai dengan perubahan
morfologi spermatid berbentuk bulat menjadi spermatozoa matang yang memiliki
struktur khas berupa kepala, leher dan ekor. Proses ini tidak melibatkan pembelahan
sel melainkan berupa restrukturisasi sel yang kompleks. Diameter tubulus
semiinferus serta ketebalan epitel germinal merupakan parameter histologis penting
yang digunakan untuk menilai kualitas proses spermatogenesis (Rahmi & Baharun,
2023).

Menurut Khotijah (2024), Durasi spermatogenesis pada mencit berlangsung

sekitar 35 hari. Kecepatan siklus spermatogenik yang relatif singkat ini menjadikan
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mencit sebagai model yang ideal untuk penelitian toksikologi reproduksi dan
evaluasi zat-zat yang berpotensi mempengaruhi fertilitas jantan.
2.3.4 Regulasi Hormonal Sistem Reproduksi Jantan

Regulasi sistem reproduksi jantan dikendalikan oleh sistem hipotalamus-
hipofisis-gonad (HPG axis). Hipotalamus mensekresikan gonadotropin-releasing
hormon (GnRH) secara pulsatil setiap 1 hingga 3 jam, yang merangsang kelenjar
hpofisis anterior untuk memproduksi dua hormon gonadotropin utama, yaitu
luteneizing hormon (LH) dan folicle-stimulating hormon (FSH) (Oduwole et al.,
2018).

LH bekerja pada sel leydig dijaringan testis untuk merangsang produksi
testoteron. Konsentrasi testoteron intratestikular diperkirakan sekitar 100 kali lebih
tinggi dibandingkan kadar dalam darah perifer, dan kondisi ini merupakan prasyarat
mutlak bagi berlangsungnya spermatogenesis yang normal. Testosteron kemudian
bekerja melalui reseptor androgen yang terdapat pada sel sertoli dan sel miotubular
peritubular untuk mendukung pematangan sel-sel germinal (Lei ef al., 2025).

FSH bekerja secara spesifik pada sel sertoli melalui reseptor FSHR yang
terdapat pada permukaan sel tersebut. Aktivasi FSH merangsang sel sertoli untuk
memproduksi berbagai molekul sinyal, nutrisi dan faktor pertumbuhan yang
diperlukan untuk mendukung perkembangan spermatosit dan spermatid. Dengan
demikian, spermatogenesis diatur secara tidak langsung oleh kedua gonadotropin
ini melalui aksi sinergistis testosteron dan FSH pada sel sertoli (Sjafaraenan et al.,
2018). Pramesemara (2017) menunjukkan bahwa pemberian growth hormone pada
mencit jantan tua secara signifikan meningkatkan jumlah sel spermatogonium,

spermatosit primer pakiten, spermatid, sel leydig, dan sel sertoli. Hal ini
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mengindikasikan adanya interaksi hormonal yang kompleks dalam regulasi
spermatogenesis.

Menurut Hauger et al (2022), Testosteron juga berperan dalam mekanisme
umpan balik negatif terhadap hipotalamus dan hipofisis. Kadar testoteron yang
tinggi dalam sirkulasi darah akan menghambat sekresi GnRH dan mengurangi
respons hipofisis anterior terhadap rangsangan GnRH, sehingga produksi LH dan
FSH menurun. Mekanisme umpan balik ini menjaga homeostatis kadar hormon
reproduksi jantan dalam batas fisiologis yang normal.

2.3.5 Spermatozoa Mencit

Spermatozoa merupakan sel gamet jantan yang dihasilkan memlaui proses
spermatogenesis didalam tubulus semiinferus testis. Sel sperma ini adalah sel yang
sangat terspesialisasi bersifat haploid dan dirancang secara khusus untuk membawa
materi genetik paternal menuju sel telur dalam proses fertilisasi. Spermatozoa
bersama plasma seminalis yaitu cairan yang disekresikan oleh kelenjar aksesori
reproduksi jantan dan membentuk semen yang diejakulasikan (Susetyarini, 2015).

Fungsi utama spermatozoa adalah membuahi sel telur (oosit) sehingga
terbentuk zigot yang kemudian berkembang menjadi embrio. Selain itu,
spermatozoa berperan sebagai pembawa informasi genetik pria, termasuk
penentuan jenis kelamin keturunan melalui kromosom seks yang dibawanya
(kromosom X atau Y). Spermatozoa yang membawa kromosom Y akan
menghasilkan keturunan berkelamin jantan, sedangkan spermatozoa yang
membawa kromosom X menghasilkan keturunan berkelamin betina (Rahman &

Pang, 2020).
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Menurut Susetyarini (2018), Spermatozoa mencit seperti spermatozoa
mamalia pada umumnya, terdiri atas tiga bagian utama yaitu kepala, leher dan ekor
(flagellum) (Gambar 2.5). Kepala spermatozoa mencit memiliki ciri khas morfologi
yang berbeda dari manusia maupun hewan lainnya. Kepala spermatozoa mencit
berbentuk seperti kail (hook-shaped), dengan ujung anterior yang melengkung dan
memanjang, bukan berbentuk oval seperti pada kebanyakan mamalia
(Nurmasyitah., 2018). Menurut (Yogo, 2022), Keunikan bentuk kepala mencit ini
menjadikan spermatozoa mencit sebagai model yang banyak digunakan dalam

penelitian morfologi dan abnormalitas spermatozoa.

Gambar 2. 5 Morfologi spermatozoa a) akrosom, (b) kepala, (c) bagian tengan,
dan (d) bagian ujung atau ekor (Susetyarini, 2018).

Kepala spermatozoa terdiri atas dua komponen utama yaitu nukleus dan
akrosom. Nukleus mengandung kromosom haploid yang terkondensasi sangat
padat dengan bantuan protein protamin. Kepadatan kondensasi ini berfungsi untuk
melindungi integritas materi genetik selama perjalanan spermatozoa menuju sel
telur (Teves & Roldan, 2022). Akrosom merupakan organel berbentuk kantong
bermembran ganda yang menyelubungi dua pertiga bagian anterior nukleus.

Didalam nukleus terdapat berbagai enzim hidrolitik esensial untuk proses fertilisasi,
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seperti akrosin, hialuronidase, dan Corona Penetrating Enzyme (CPE). Enzim
hialuronidase berperan dalam menembus lapisan kumulus ooforus, sementara
enzim akrosin membantu penetrasi zona pelusida (Berruti & Paiardi, 2011).

Leher spermatozoa atau connecting piece merupakan segmen pendek yang
menghubungkan kepala dengan ekor. Bagian leher ini terdiri atas lempeng basal
yang melekat pada ujung posterior nukleus. Leher spermatozoa merupakan daerah
yang rentan terhadap kerusakan mekanis dan putusnya segmen ini merupakan salah
satu bentuk abnormalitas spermatozoa yang dapat ditemukan pada evaluasi
morfologi (Susetyarini, 2018).

Menurut Syauqy (2014), Ekor spermatozoa terbagi atas tiga segmen, yaitu
bagian tengah (midpiece), bagian utama (principal piece), dan bagian ujung (end
piece). Secara keseluruhan panjang ekor spermatozoa mencapai sekitar 55
mikrometer dengan diameter yang semakin mengecil ke arah ujung. Pada bagian
midpiece terdapat selubung mitokondria yang tersusun secara spiral, membentuk
antara 75 hingga 100 unit mitokondria yang terkondensasi. Mitokondria pada
midpiece berfungsi sebagai penghasil energi berupa ATP yang digunakan oleh
spermatozoa untuk menggerakkan flagellum.

Kualitas spermatozoa mencit dinilai berdasarkan beberapa parameter antara
lain motilitas, viabilitas, morfologi dan konsentrasi. Spermatozoa mencit dikatakan
motil apabila kecepatan geraknya mencapai 69 mikrometer/detik. Normalnya,
setidaknya 50% spermatozoa harus memiliki motilitas untuk menjamin
kemampuan fertilisasi yang memadai (Garner & Hefez., 2000).

Evaluasi spermatozoa terbagi menjadi dua kelompok utama, yakni

pemeriksaan makroskopis dan mikroskopis. Pemeriksaan makroskopis yaitu
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penilaian yang dilakukan untuk mengamati karakteristik semen secara umum tanpa
menggunakan alat, sedangkan pemeriksaan mikroskopis yaitu penilaian yang
dilakukan untuk mengamati kondisi semen secara lebih rinci dengan bantuan alat
yang lebih kompleks (mikroskop). Pemeriksaan makroskopis mencakup
pengukuran volume, pH, aroma, dan warna semen termasuk dalam pemeriksaan
makroskopis, sedangkan pemeriksaan mikroskopis mencakup penilaian motilitas,
viabilitas, serta identifikasi sel normal dan abnormal (Munazaroh dkk., 2013).

Energi untuk motilitas spermatozoa berasal dari dua sumber utama yaitu
metabolisme oksidatif melalui rantai transpor elektron di mitokondria, dan
glikolisis yang menggunakan substrat energetik seperti fruktosa dari plasma semen.
Ketersediaan ATP yang memadai adalah syarat utama bagi aktivitas (Fiqri dkk.,
2014).

Viabilitas spermatozoa merupakan persentase spermatozoa yang hidup
dalam populasi total sel. Penilaian viabilitas dilakukan menggunakan pewarnaan
eosin-nigrosin. Spermatozoa yang hidup memiliki membran plasma yang utuh
sehingga tidak menyerap zat warna, dan akan tampak dengan kepala berwarna
terang atau tidak berwarna dibawah mikroskop. Sebaliknya, spermatozoa yang mati
memiliki membran plasma yang rusak sehingga menyerap pewrna dan tampak
dengan kepala berwarna merah-ungu (Leyn dkk., 2021).

Setiawan dkk., (2022) melaporkan bahwa pemberian ekstrak etanol akar
alang-alang menyebabkan penurunan bobot kelenjar testis, vesikuloa seminalis, dan
epididimis pada mencit jantan, yang pada akhirnya berdampak pada penurunan

prosukdi dan kualitas spermatozoa.
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Durasi paparan cahaya juga terbukti mempengaruhi morfologi dan anatomi
organ reproduksi mencit jantan. Mencit jantan yang dipelihara dalam kondisi gelap
memiliki ukuran skrotum dan berat testis yang lebih besar dibandingkan dengan
mencit yang dipelihara dalam kondisi terang terus menerus, dengan rata-rata
diameter perkembangan skrotum masing-masing 1,22 cm berbanding 1,05 cm, serta
berat testis pada kondisi gelap sebesar 0,13 gram berbanding kondisi terang
(Mondal et al., 2022).

Penelitian Ducha et al., (2021) menyatakan bahwa evaluasi makroskopis
dan mikroskopis spermatozoa memainkan peran penting dalam menilai kualitas
semen secara keseluruhan. Hal ini sebagai dasar untuk memprediksi fertilitas
jantan. Selain itu, hasil pengamatan pada spermatozoa mencit menunjukkan bahwa
parameter makroskopis, seperti volume dan pH serta parameter mikroskopis seperti
konsentrasi spermatozoa memiliki keterkaitan dengan kualitas dan daya tahan sel
untuk tetap stabil selama proses perlakuan, sehingga dapat mendukung analisis
kualitas spermatozoa secara optimal.

Kualitas spermatozoa dipengaruhi oleh beberapa faktor utama, seperti
nutrisi, polusi lingkungan, aktivitas fisik, dan faktor lainnya. Makanan yang kaya
akan antioksidan seperti vitamin C, B2, B6, selenium, dan zinc, dapat melindungi
sperma dari kerusakan akibat radikal bebas. Namun polusi udara terutama dari asap
kendaraan (70%), rokok, dan industri berdampak buruk pada sperma. Aktivitas fisik
berlebihan juga dapat menurunkan motilitas dan jumlah sperma hingga 50% karena
produksi oksidan tinggi. Selain itu, faktor psikis, dan hormonal juga mempengaruhi

spermatozoa yang sehat (Dewangga dkk., 2020).
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Gangguan fungsi spermatozoa menjadi penyebab utama infertilitas, dengan
stres oksidatif (OS) yang memainkan peran penting dalam patofisiologi fungsi
sperma yang disebabkan oleh ketidakseimbangan antara pembentukan spesies
oksigen reaktif (ROS) seperti H>O2, Oz, dan OH serta sistem pertahanan antioksidan
alami tubuh. Kelebihan ROS berpotensi merusak membran sperma, terutama lipid
asam lemak tak jenuh ganda (PUFA), yang memicu proses peroksidasi lipid dan
mengganggu motilitas sperma. Tubuh menyediakan mekanisme antioksidan
enzimatik seperti superoksida dismutase, glutathione peroksidase, dan glutathione
reductase, serta antioksidan non-enzimatik seperti vitamin C, vitamin E,
glutathione, karoten dan albumin untuk mengimbangi hal ini, yang berfungsi
menangkap elektron bebas dari radikal tanpa menghasilkan reaktivitas berbahaya
(Palani, 2018). Menurut Kowalczyk (2022) antioksidan yang dimiliki sperma
sangat rendah sehingga tidak dapat melindungi sperma dari ROS yang tinggi dan
juga sitoplasma memiliki enzim dengan konsentrasi kecil, hanya bisa menetralkan
ROS dalam jumlah rendah.

Menurut Cilio et al., (2022) keseimbangan antara Reactive Oxygen species
(ROS) dan senyawa antioksidan memegang peran penting dalam mempertahankan
fungsi fisiologis sperma. ROS bisa berasal dari sumber internal seperti varikokel,
leukosit, serta proses peroksidasi pada sperma yang belum matang atau dari faktor
eksternal seperti asap rokok, alkohol, zat toksik, paparan radiasi, dan kebiasaan
mengkonsumsi makanan yang tidak sehat. ROS esensial kadar normal untuk
mendukung proses kapasitasi, reaksi akrosom, hiperaktivasi, penggabungan sperma
dengan oosit serta perkembangan spermatogenesis. Akan tetapi, jika produksi ROS

melebihi batas dan tidak diseimbangkan dengan antioksidan, maka stres oksidatif
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akan timbul yang akan mengakibatkan kerusakan pada membran lipid, DNA

sperma, serta kematian sel yang akhirnya menimbulkan infertilitas (Gambar 2.6).
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Gambar 2. 6 Mekanisme keseimbangan antara reactive oxygen species (ROS)
dan antioksidan (Cilio et al., 2022).

Menurut Wibawa dkk., (2020) latihan fisik menyebabkan peningkatan
kebutuhan energi (ATP) dan oksigen memicu aktivitas metabolisme yang
menyebabkan pembentukan stres oksidatif melalui proses di mitokondria pada
rantai respirasi. Proses tersebut menghasilkan Reactive Oxygen Species (ROS) di
tingkat seluler. Apabila kadar ROS melebihi ambang batas dan tidak diseimbangkan
oleh mekanisme pertahanan antioksidan, maka stres oksidatif muncul yang akan
memicu oksidasi lipid pada membran sel, merusak integritas sel, serta membentuk
indikator seperti Malondialdehida (MDA). Menurut Berean (2025) stres oksidatif
dan antioksidan memiliki peran penting dalam menentukan tingkat kesuburan pria.
Produksi ROS yang berlebihan dari aktivitas mitokondria dapat mengakibatkan
fragmentasi DNA serta struktur spermatozoa. Sebaliknya, keberadaan antioksidan
seperti glutation, vitamin C, dan vitamin E mampu menetralkan ROS,
mempertahankan kestabilan DNA, serta meningkatkan viabilitas sperma (Gambar

2.7).
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Gambar 2. 7 Mekanisme stres oksidatif dan peran vitamin C sebagai
antioksidan (Berean, 2025).

Menurut Liu et al., (2025) vitamin C berperan secara langsung dalam
menangkal radikal bebas di fase air. Mekanisme vitamin C ini tanpa bantuan enzim
antioksidan endogen, serta mendaur ulang vitamin E dari bentuk teroksidasi
menjadi aktif kembali.

2.4 Pengaruh Ekstrak Alfalfa (Medicago sativa L.) dan Vitamin C terhadap
Kualitas Spermatozoa

Menurut Moretti ef al., (2023) antioksidan memiliki peran penting esensial
dalam melindungi spermatozoa dari efek stres oksidatif, terutama pada proses yang
beresiko menyebabkan kerusakan seperti pembekuan dan pencairan semen. Proses
pembekuan apabila tidak ditambahi antioksidan spermatozoa akan mengalami
gangguan pada struktur dan fungsinya, seperti penurunan viabilitas, motilitas,
normalitas dan kerusakan integritas DNA. Namun dengan menambahkan
antioksidan seperti senyawa dengan aktivitas antioksidan, polifenol, flavonoid, atau

ekstrak alami dari tumbuhan. Antioksidan tersebut memberikan efek perlindungan,
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membantu menetralkan radikal bebas dan menjaga kualitas serta kelangsungan
hidup spermatozoa (Gambar 2.8). Beragam jenis antioksidan alami dapat
ditemukan di lingkungan, yang umumnya berasal dari berbagai sumber tumbuhan
(Pandey & Rizvi, 2009). Salah satunya adalah alfalfa (Medicago sativa L.) yang

dikenal memiliki aktivitas antioksidan tinggi.
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Gambar 2. 8 Mekanisme peran antioksidan terhadap perlindungan
spermatozoa dari stres oksidatif (Moretti et al., 2023).

Alfalfa (Medicago sativa L.) adalah salah satu tanaman yang memiliki
kandungan antioksidan seperti flavonoid (Suwignyo et al., 2023). Menurut Leyn
dkk., (2021) pemberian antioksidan dengan konsentrasi yang sesuai dapat
memberikan manfaat optimal untuk mencegah serta mengurangi proses peroksidasi
lipid yang disebabkan oleh radikal bebas pada membran plasma spermatozoa, yang
kaya akan asam lemak tak jenuh dan sehingga sangat rentan terhadap kerusakan.
Penurunan reaksi peroksidasi lipid akan mengakibatkan penurunan tingkat kelainan

spermatozoa. Flavonoid dalam ekstrak kulit buah naga berfungsi sebagai
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antioksidan yang menetralkan radikal bebas, sehingga mencegah terjadinya
kerusakan pada spermatozoa.

Rizal & Herdis (2010) menyatakan bahwa suplementasi antioksidan dapat
menghentikan proses reaksi yang disebabkan oleh radikal bebas. Antioksidan
berfungsi melalui dua mekanisme yaitu dengan menyediakan atom hidrogen serta
menghambat proses autooksidasi melalui pemutusan rantai reaksi, sehingga radikal
lipid dapat diubah menjadi bentuk yang lebih stabil (Safira dkk., 2025). Menurut
Wang et al., (2025) radikal lipid yang diubah menjadi stabil oleh antioksidan tidak
akan lagi bereaksi dengan oksigen atau molekul lemak lain, yang menyebabkan
tidak akan terbentuk lagi radikal baru dan kerusakan oksidatif berhenti.

Antioksidan dari ekstrak tanaman membantu meningkatkan kerja enzim
antioksidan alami yang ada di dalam tubuh (Berean, 2025). Menurut Liu et al.,
(2025) Nrf2 yang berada di dalam nukleus akan berikatan dengan ARE (antioxidant
response element) yang kemudian mengaktifkan ekspresi berbagai enzim
antioksidan seperti SOD (superoksida dismutase), GSH-Px (glutation peroksidase),
CAT (katalase), NQO1 (NADPH quione oksidoreduktase), dan heme oxygenase-1.
Aktivasi ini membuat sel lebih mampu melawan dan bertahan terhadap kerusakan
akibat stres oksidatif.

Oleh karena, selain mengandalkan antioksidan endogen yang secara alami
diproduksi tubuh, perlindungan terhadap spermatozoa juga dapat ditingkatkan
melalui pemberian antioksidan dari bahan alami, seperti ekstrak alfalfa (Medicago
sativa L.). Ekstrak alfalfa mengandung senyawa bioaktif seperti flavonoid yang
berfungsi sebagai penangkap radikal bebas (ROS) serta penguat aktivitas enzim

antioksidan alami tubuh. Ekstrak alami tersebut dapat dikombinasikan dengan
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vitamin C (asam askorbat) untuk memperkuat efek tersebut. Vitamin C bekerja
secara langsung sebagai direct scavenger dengan radikal bebas tanpa bantuan
enzim. Kombinasi antara antioksidan alami dari ekstrak alfalfa dan vitamin C ini
dapat memberikan perlindungan yang lebih baik terhadap kualitas spermatozoa.

Vitamin C akan melawan dan menetralkan radikal bebas termasuk yang
timbul dari induksi kerusakan DNA atau produksi radikal bebas secara berlebihan
(Awuy dkk., 2021). Menurut Amtiran dkk., (2020) vitamin dapat menghalangi
proses peroksidasi lipid melalui pemutusan rantai reaksi atau penetralan radikal
bebas dengan berinteraksi secara langsung terhadap senyawa peroksi organik.
Mekanisme tersebut berperan dalam mencegah munculnya reaksi berantai serta
mengurangi  kerusakan oksidatif yang berpotensi menurunkan kualitas
spermatozoa.

Menurut Hes et al., (2019) vitamin C berperan sebagai antioksidan langsung
yang menetralkan radikal bebas seperti superoksida, hidroksil, dan hidrogen
peroksida. Sebagai senyawa yang larut dalam air, vitamin C bekerja di fase cair
seluler dan plasma semen. Selain itu, vitamin C juga meregenerasi vitamin E dari
bentuk teroksidasi menjadi bentuk aktifnya kembali, sehingga memperkuat sistem
pertahanan antioksidan seluler.

2.5 Ekstraksi

Ekstraksi adalah proses pemisahan zat ekstrak dari bahan alam
menggunakan pelarut sebagai media (Pawarti dkk., 2023). Menurut Aji dkk., (2017)
secara umum ekstraksi dibedakan menjadi dua macam, yaitu ekstraksi padat-cair
(leaching) dan ekstraksi cair-cair. Ekstraksi padat-cair adalah proses pemisahan

solut dari padatan yang tidak dapat larut yang disebut inert. Menurut Badaring dkk.,
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(2020) salah satu metode ekstraksi padat-cair yang paling umum dilakukan adalah
metode maserasi.

Maserasi adalah proses perendaman bahan tumbuhan yang telah disiapkan
untuk menarik komponen yang diinginkan ke dalam pelarut dengan kondisi dingin
diskontinyu. Kelebihan metode ini adalah lebih praktis, memerlukan sedikit pelarut,
dan tidak perlu pemanasan. Kekurangan metode maserasi ini memerlukan waktu
yang cukup panjang serta ekstrak yang dihasilkan cepat rusak dan bau (Putra dkk.,
2014).

Proses maserasi dipengaruhi oleh beberapa faktor, yaitu suhu, lama waktu,
dan jenis pelarut yang dipakai. Pemilihan suhu yang tepat dapat meningkatkan
kadar tanin dalam rendaman, namun suhu yang terlalu tinggi dan durasi ekstraksi
yang berlebihan justru dapat mengurangi kadar tanin. Penggunaan pelarut yang
tepat dapat meningkatkan kandungan tanin yang dihasilkan (Fakhruzy, 2020).

Menurut Fatah dkk., (2024) pemilihan pelarut yang tepat mempengaruhi
konsentrasi dan efektivitas senyawa aktif yang dihasilkan. Etanol merupakan
pelarut dengan sifat semipolar yang memungkinkannya untuk mengektrak berbagai
jenis senyawa dengan rentang polaritas yang luas, mulai dari senyawa yang bersifat
polar hingga nonpolar (Handoyo, 2020). Menurut Hasanah & Novian (2020)
pemilihan etanol 70% sebagai pelarut didasarkan pada keefektifannya dalam
mengekstrak lebih banyak senyawa aktif dibandingkan dengan pelarut organik
lainnya. Etanol memiliki titik didih yang rendah, yakni 79°C, sehingga hanya
memerlukan energi panas yang minim untuk proses penguapan atau pemekatan. Di

samping itu, etanol 70% dipilih karena sifat polarnya yang sesuai untuk melarutkan
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senyawa flavonoid, yang umumnya berbentuk glikosida dengan sifat polar,
sehingga memerlukan pelarut polar seperti etanol 70%.
2.6 Hipotesis

Hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai berikut:
HO: Pemanfaatan ekstrak etanol 70% alfalfa dan vitamin C sebagai sumber
antioksidan tidak berpengaruh signifikan terhadap kualitas spermatozoa mencit
secara in vitro.
H1: Pemanfaatan ekstrak etanol 70% alfalfa dan vitamin C sebagai sumber
antioksidan berpengaruh signifikan terhadap kualitas spermatozoa mencit secara in

vitro.



BAB III
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen laboratorik yang dilakukan
secara in vitro dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktorial,
yang terdiri dari dua faktor perlakuan. Faktor pertama ekstrak etanol 70% alfalfa
(E) dengan berbagai konsentrasi yaitu 0% (E0), 2% (E1) dan 6% (E2). Faktor kedua
adalah vitamin C (V) dengan berbagai konsentrasi yaitu 0 g/mL (VO0), 0,2 g/mL
(V1), dan 0,3 g/mL (V2). Setiap kombinasi perlakuan dikombinasikan membentuk
9 perlakuan, masing-masing diulang sebanyak 3 kali, sehingga terdapat 27 satuan
percobaan. Adapun desain penelitian dari beberapa perlakuan adalah sebagai
berikut: (Tabel 3.1).

Tabel 3. 1 Perlakuan pada Penelitian

Vitamin C
Ekstrak Alfalfa VO (vitamin C | Vl1(vitamin C 0,2 | V2 (vitamin
0 g/mL) g/mL) C0,3 g/mL)
EO (ekstrak alfalfa 0%) EOVO EOV1 EOV2
E1(ekstrak alfalfa 2%) EIV0 ElV1 E1V2
E2 (ekstrak alfalfa 6%) E2V0 E2V1 E2V2

Keterangan:

EOVO0: Ekstrak etanol 70% alfalfa konsentrasi 0% dan vitamin C konsentrasi 0 g/mL
E1VO0: Ekstrak etanol 70% alfalfa konsentrasi 2% dan vitamin C konsentrasi 0 g/mL
E2VO0: Ekstrak etanol 70% alfalfa konsentrasi 6% dan vitamin C konsentrasi 0 g/mL
EOV1: Ekstrak etanol 70% alfalfa konsentrasi 0% dan vitamin C konsentrasi 0,2
g/mL
E1V1: Ekstrak etanol 70% alfalfa konsentrasi 2% dan vitamin C konsentrasi 0,2
g/mL
E2V1: Ekstrak etanol 70% alfalfa konsentrasi 6% dan vitamin C konsentrasi 0,2
g/mL
EOV2: Ekstrak etanol 70% alfalfa konsentrasi 0% dan vitamin C konsentrasi 0,3
g/mL
E1V2: Ekstrak etanol 70% alfalfa konsentrasi 2% dan vitamin C konsentrasi 0,3
g/mL
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E2V2: Ekstrak etanol 70% alfalfa konsentrasi 6% dan vitamin C konsentrasi

0,3g/mL

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan September hingga Desember 2025.

Sampel yang digunakan dan diuji kualitasnya di Laboratorium Fisiologi Hewan

sedangkan ekstraksi dilakukan di Laboratorium Fisiologi Tumbuhan Program Studi

Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik

Ibrahim Malang.

3.3 Variabel Penelitian

Penelitian menggunakan 3 variabel, diantaranya:

1. Variabel bebas dari penelitian ini adalah konsentrasi vitamin C yang
ditambahkan pada media pengencer sperma setelah paparan ekstrak alfalfa,
yaitu 0 g/mL, 0,2 g/mL, dan 0,3 g/mL

2. Variabel bebas dari penelitian ini berupa konsentrasi vitamin C dan ekstrak
etanol 70% alfalfa. Perlakuan vitamin C yaitu 0 g/mL, 0,2 g/mL, dan 0,3 g/mL,
sedangkan perlakuan ekstrak alfalfa menggunakan konsentrasi 2% dan 6%.
Konsentrasi tersebut dipilih untuk mengetahui pengaruh vitamin C dan ekstrak
alfalfa terhadap viabilitas, dan motilitas spermatozoa.

3. Variabel terikat penelitian ini yaitu kualitas spermatozoa mencit (Mus
musculus) yang diamati, meliputi viabilitas, dan motilitas.

4. Variabel kontrol penelitian ini meliputi spermatozoa mencit (Mus musculus)
dengan umur 2,5 bulan (75 hari) pada setiap perlakuan. Selain itu, variabel
kontrol juga meliputi suhu inkubasi (37°C), waktu inkubasi, serta volume

sampel yang dianalisis selama penelitian.
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3.4 Alat dan Bahan
3.4.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah mikroskop, mikropipet
10 uL-1000 pL, timbangan analitik, rotary evaporator, batang pengaduk kaca,
corong kaca, gelas ukur, beaker glass, buchner filtration funnel, spuit 3 mL, set alat
bedah, cawan petri, inkubator, serta erlenmeyer.
3.4.2 Bahan

Bahan-bahan dalam penelitian ini cauda epididimis mencit (Mus musculus),
vitamin C (asam askorbat), serbuk herba alfalfa (Medicago sativa L.), etanol 70%,
DMSO, Aquades, tip steril, tabung Eppendorf 5 pL, pipet tetes, objek glass dan
cover glass, pewarna eosin—nigrosin, kertas saring whatman no. 1, kertas label,
aluminium foil, serta sodium chloride 0,9% infus.
3.5 Prosedur Penelitian
3.5.1 Ekstraksi

Ekstraksi alfalfa (Medicago sativa L.) dilakukan dengan metode maserasi
menggunakan etanol 70% sebagai pelarut dengan perbandingan pelarut dan serbuk
3:1. Alfalfa segar dicuci dengan air mengalir dan dikeringkan di bawah cahaya
matahari selama 2 x 24 jam, kemudian diblender hingga menjadi serbuk halus.
Serbuk kering alfalfa ditimbang sebanyak 150 gram, kemudian direndam dalam 450
mL etanol 70% selama 3 x 24 jam. Setelah proses perendaman, campuran disaring
menggunakan kertas saring whatman no.1 untuk memisahkan filtrat dan ampasnya.
Filtrat yang diperoleh selanjutnya diuapkan dengan rofary evaporator hingga

menghasilkan ekstrak kental (Darni dkk., 2016). Ekstrak pekat kemudian disimpan
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dalam wadah tertutup rapat pada suhu 4°C untuk keperluan analisis lanjutan
(Raeeszadeh et al., 2021).
3.5.2 Aklimatisasi dan Isolasi Organ Reproduksi

Proses aklimatisasi dimulai dengan menyiapkan hewan coba mencit jantan
dewasa sebanyak 27 ekor dengan usia 2,5 bulan (75 hari) Selanjutnya, seluruh
mencit dipelihara selama 1 minggu sebelum dilakukan isolasi organ untuk
menyesuaikan diri dengan lingkungan pemeliharaan yang baru. Selama proses
aklimatisasi berlangsung, mencit dipelihara dalam kandang yang nyaman serta
diberikan pakan dan air minum yang cukup (Ramadhan dkk., 2023).

Isolasi organ reproduksi dilakukan dengan cara hewan uji didislokasi,
kemudian dilakukan pembedahan untuk mengambil spermatozoa dari cauda
epididimis. Bagian cauda epididimis tersebut selanjutnya dimasukkan ke dalam
cawan petri yang berisi 1,0 mL sodium chloride 0,9% infus dengan suhu sekitar 37-
40°C (Ermayanti dkk., 2010). Cauda epididmis kemudian dipotong-potong
menggunakan gunting kecil hingga halus dan diaduk dengan batang pengaduk kaca
sehingga diperoleh suspensi spermatozoa yang homogen. Suspensi spermatozoa
yang diperoleh dapat digunakan untuk analisis kualitas spermatozoa yang
mencakup motilitas dan viabilitas mencit (Mus musculus) (Hafaz, 2017).

3.5.3 Vitamin C

Vitamin C (asam askorbat) ditambahkan ke dalam suspensi spermatozoa
untuk meningkatkan kualitas spermatozoa. Vitamin C ditimbang sesuai kebutuhan,
yaitu 10 mg vitamin C dilarutkan ke dalam 100 mL aquades. Ini menghasilkan

larutan stok dengan konsentrasi sekitar 0,1 mg/mL (Bebas dkk., 2015). Vitamin C
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ditambahkan ke dalam suspensi spermatozoa dengan konsentrasi 0 mg/mL, 0,2
mg/mL, dan 0,3 mg/mL (Pahlevy et al., 2022).
3.5.4 Ekstrak Alfalfa (Medicago sativa L.)

Suspensi spermatozoa mencit diperoleh dari bagian cauda epididimis
dengan metode swim-out menggunakan media fisiologis (Perumal et al., 2024).
Suspensi kemudian ditambahkan ekstrak alfalfa (Medicago sativa L.) yang
digunakan yaitu dengan konsentrasi 0%, 2% dan 6% yang dilarutkan dengan
DMSO sebanyak 1 mL (Windayanti & Hariani, 2024).

3.5.5 Inkubasi Spermatozoa dengan Ekstrak Alfalfa dan Vitamin C

Sampel sperma mencit yang telah dikoleksi selanjutnya digunakan untuk
inkubasi dengan vitamin C dan ekstrak berdasarkan Hafza et al., (2017) yang
dimodifikasi. Suspensi spermatozoa yang telah diperoleh dari cauda epididimis
kemudian ditambahkan media fisiologis (sodium chloride 0,9% infus), selanjutnya
dicapur dengan ekstrak alfalfa (Medicago sativa L.) dan vitamin C sesuai dengan
kelompok perlakuan.

Tabel 3. 2 Perhitungan pengenceran spermatozoa

Volume pada ... Total
Perlakuan volume

Ekstrak (ul) | Vitamin C (ul) | Suspensi sperma (ul) (ul)
EOV0 0 0 200 200
E1V0 4 0 196 200
E2V0 12 0 188 200
EOV1 0 32 168 200
E1VI 4 32 164 200
E2V1 12 32 156 200
E0OV2 0 48 152 200
E1V2 4 48 148 200
E2V2 12 48 140 200
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Proses pengenceran dilakukan secara bertahap dengan dihomogenkan
secara perlahan dan diinkubasi pada suhu 37°C untuk mempertahankan kondisi
fisiologis untuk mencegah kerusakan sel spermatozoa akibat perubahan lingkungan
yang mendadak (Perumal et al., 2024). Selanjutnya pengamatan kualitas (motilitas
dan viabilitas) spermatozoa dilakukan pada menit ke-0 (setelah perlakuan
diberikan) dan dilanjutkan pada menit ke-30 setelah inkubasi untuk mengevaluasi
perubahan parameter yang diamati sesuai dengan prosedur yang digunakan.

3.5.6 Pengamatan sampel
3.5.6.1 Motilitas

Evaluasi motilitas spermatozoa dilakukan mengacu pada metode Elisia
(2022), dengan cara meneteskan 20 uL semen di atas kaca benda dan ditutup dengan
kaca penutup, kemudian diamati di bawah mikroskop cahaya dengan perbesaran
400x. Penilaian dilakukan dengan menghitung persentase spermatozoa hidup, yaitu
spermatozoa yang bergerak maju atau progesif dari total spermatozoa yang diamati
dengan nilai berkisar antara 0-100%. Perhitungan motilitas spermatozoa diperoleh
sesuai rumus (Nubatonis dkk., 2024):

. Jumlah spermatozoa motil progesif
Motilitas (%) = , - % 100%
Jumlah spermatozoa yang diamati

Penurunan motilitas spermatozoa dihitung berdasarkan selisih nilai
motilitas antara pengamatan pada menit ke-0 dan menit ke-30. Nilai penurunan
motilitas diperoleh dengan mengurangkan persentase motilitas pada menit ke-0
dengan persentase motilitas pada menit ke-30 untuk setiap kelompok perlakuan.
Semakin besar selisih yang diperoleh menunjukkan semakin besar penurunan
motilitas spermatozoa selama periode inkubasi, sedangkan selisih yang lebih kecil

menunjukkan motilitas spermatozoa lebih mampu dipertahankan.
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Penurunan motilitas (%) = Motilitas menit ke0 (%) — Motilitas menit ke30 (%)

3.5.6.2 Viabilitas

Uji viabilitas spermatozoa dilakukan dengan metode pewarnaan eosin—
nigrosin. Disiapkan larutan pewarna dengan mencampurkan eosin 1%, nigrosin 5%,
dan trisodium sitrat dihidrat 3% yang dilarutkan dalam aquades, kemudian
dipanaskan ringan hingga homogen, didinginkan, dan disimpan dalam tabung
falcon tertutup aluminium foil pada suhu ruang. Sebanyak 10 pl semen
dicampurkan dengan 10 pl larutan pewarna eosin—nigrosin dalam tabung
Eppendorf dan dibiarkan selama 30 detik. Selanjutnya, 10 ul campuran tersebut
diteteskan pada kaca objek, ditutup dengan kaca penutup, lalu diamati
menggunakan mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x (Kamal ef al., 2023).
Spermatozoa hidup berwarna bening atau putih, sedangkan spermatozoa mati
berwarna merah keunguan. Perhitungan viabilitas spermatozoa diperoleh sesuai
rumus (Barek dkk., 2020):

o Jumlah spermatozoa hidup
Viabilitas (%) = - - X 100%
Jumlah spermatozoa yang diamati

Penurunan viabilitas spermatozoa dihitung berdasarkan selisih nilai
motilitas antara pengamatan pada menit ke-0 dan menit ke-30. Nilai penurunan
viabilitas diperoleh dengan mengurangkan persentase viabilitas pada menit ke-0
dengan persentase viabilitas pada menit ke-30 untuk setiap kelompok perlakuan.
Semakin besar selisih yang diperoleh menunjukkan semakin besar penurunan
viabilitas spermatozoa selama periode inkubasi, sedangkan selisih yang lebih kecil

menunjukkan motilitas spermatozoa lebih mampu dipertahankan.

Penurunan viabiliitas (%) = Viabilitas menit ke0 (%) — Viabilitas menit ke30 (%)
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3.5.7 Analisis Data

Analisis data dalam penelitian ini menggunakan ANOVA faktorial. Sebelum
dianalisis menggunakan ANOVA, asumsi normalitas dan homogenitas harus
terpenuhi dengan uji Kolmogorof-Smirnov/Shapiro-Wilk dan uji Levene. Apabila
asumsi terpenuhi, dilanjutkan analisis ANOVA dua faktor dengan tujuan untuk
mengetahui pengaruh pemberian Ekstrak etanol 70% alfalfa (Medicago sativa L.)
dan vitamin C (asam askorbat). Apabila hasil ANOVA signifikan (P< 0.05)
dilakukan uji lanjut untuk menentukan perbedaan antar perlakuan. Pemilihan uji
lanjut didasarkan nilai dari hasil perhitungan Koefisien Keragaman (KK). Jika KK
rendah (< 5%) menunjukkan keragaman yang rendah atau sangat homogen, maka
uji lanjut yang direkomendasikan adalah Uji Tukey HSD karena data bersifat
homogen dan dapat mengontrol antara eror dengan power atau Duncan dengan
hasilnya lebih sensitif. Jika KK sedang (5-10%) homogen dan (10-20%) heterogen,

maka uji lanjut yang direkomendasikan adalah uji BNJ atau Tukey HSD.
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BAB 1V
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengaruh Kombinasi Ekstrak Etanol 70% Alfalfa dengan Vitamin C
Terhadap Motilitas Spermatozoa Mencit

Motilitas spermatozoa merupakan salah satu parameter utama dalam
menilai kualitas spermatozoa karena berkaitan langsung dengan kemampuan
fertilisasi. Parameter motilitas ini merujuk pada kemampuan spermatozoa untuk
bergerak secara progresif (Iqra dkk., 2023). Berdasarkan hasil penelitian yang telah
dilakukan secara in vitro menggunakan spermatozoa mencit (Mus musculus),
pengukuran motilitas dilakukan pada dua waktu yaitu menit ke-0 (segera setelah
diberikan perlakuan) dan menit ke-30 (setelah inkubasi), untuk mengetahui
pengaruh waktu inkubasi terhadap persentase penurunan motilitas spermatozoa
mencit. Hasil penelitian menunjukkan bahwa persentase penurunan motilitas
spermatozoa setelah inkubasi selama 30 menit menunjukkan perbedaan pada setiap
kelompok perlakuan (Tabel 4.1).

Tabel 4. 1 Rerata pengaruh ekstrak etanol 70% alfalfa dan vitamin C terhadap
penurunan motilitas spermatozoa mencit

Perlakuan Rerata = SD
EOVO 5.81 +£8,08
EOV1 9.34 +3,98
EOV2 6.28 £11,42
E1V0 2.58 £6,79
E1V1 4.69 + 4,96
E1V2 2.15+ 10,66
E2VO0 11.77 £7,07
E2V1 4.01 +7,49
E2V2 6.61 +2.82
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Tabel 4.1 menunjukkan bahwa pemberian ekstrak maupun vitamin C, baik
secara tunggal maupun kombinasi, menghasilkan persentase penurunan motilitas
spermatozoa yang berbeda pada setiap perlakuan. Pemberian ekstrak tunggal
menunjukkan penurunan motilitas terendah sebesar 2,58% pada konsentrasi ekstrak
alfalfa 2% (E1V0). sedangkan vitamin C tunggal menunjukkan persentase
penurunan sebesar 6,28% pada konsentrasi 0,3 mg/mL (E0V2). Hasil tersebut
menunjukkan bahwa ekstrak alfalfa lebih efektif dibandingkan vitamin C apabila
diberikan secara tunggal. Pada perlakuan kombinasi, persentase penurunan
motilitas terendah diperoleh pada kelompok E1V2 (ekstrak alfalfa 2% dan vitamin
C 0,3 mg/mL) sebesar 2,15%. Nilai tersebut menunjukkan bahwa efektivitas
ekstrak alfalfa meningkat ketika dikombinasikan dengan vitamin C, sedangkan
vitamin C memberikan hasil yang lebih baik apabila diberikan dalam bentuk
kombinasi dibandingkan secara tunggal. Kondisi tersebut diduga berkaitan dengan
interaksi antioksidan dari kedua bahan yang saling melengkapi. Menurut
Widyaningrum dkk., (2024), flavonoid yang terkandung dalam ekstrak alfalfa
diketahui dapat membantu meregenerasi vitamin C yang telah teroksidasi kembali
menjadi bentuk aktif, sehingga vitamin C dapat terus mendonorkan elektron untuk
menetralkan radikal bebas. Sebaliknya, vitamin C juga berperan memperkuat
aktivitas antioksidan flavonoid dalam melindungi komponen spermatozoa dari
kerusakan oksidatif. Interaksi tersebut memungkinkan terbentuknya sistem
perlindungan antioksidan yang lebih efektif dalam menekan stres oksidatif,
sehingga penurunan motilitas spermatozoa cenderung lebih rendah dibandingkan

perlakuan tunggal.
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Pengaruh kombinasi ekstrak etanol 70% alfalfa (M. sativa L.) dengan
vitamin C menunjukkan adanya perbedaan persentase penurunan motilitas
spermatozoa mencit pada setiap perlakuan (Gambar 4.1). Kelompok perlakuan
E1V2 memiliki persentase penurunan motilitas terendah, sedangkan kelompok
E2V0 menunjukkan persentase penurunan motilitas tertinggi. Perbedaan nilai
penurunan motilitas tersebut menunjukkan bahwa pemberian ekstrak etanol 70%
alfalfa dan vitamin C memberikan respons yang berbeda terhadap motilitas

spermatozoa mencit pada masing-masing perlakuan.

EOVO EOV1 EOV2 E1VO E1V1 E1V2 E2VO E2V1 E2V2
Perlakuan

12
10

Rerata penurunan
motilitas (%)

o N B OO ©©

Gambar 4. 1 Pengaruh kombinasi ekstrak etanol 70% alfalfa dan vitamin C
terhadap penurunan motilitas spermatozoa mencit

Perlakuan ekstrak alfalfa tanpa kombinasi vitamin C menunjukkan
persentase penurunan motilitas spermatozoa yang berbeda pada setiap konsentrasi
perlakuan. Kelompok EOVO sebagai kontrol memiliki rerata penurunan motilitas
sebesar 5,81%, kemudian meningkat pada EOV1 menjadi 9,34%, dan menurun
kembali pada EOV2 sebesar 6,28%. Hasil tersebut menunjukkan bahwa pemberian
ekstrak alfalfa secara tunggal memberikan respons yang berbeda terhadap
penurunan motilitas spermatozoa, namun belum menunjukkan pola peningkatan
yang konsisten seiring bertambahnya konsentrasi ekstrak.

Tanaman alfalfa (M. sativa L.) memiliki kandungan senyawa bioaktif

seperti saponin,vitamin, mineral, flavonoid, apigenin, serta adenosin yang
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memiliki aktivitas antioksidan tinggi (Parman., 2007). Kandungan senyawa
bioaktif pada alfalfa berperan dalam membantu menurunkan stres oksidatif yang
dapat menyebabkan kerusakan pada membran plasma dan mitokondia
spermatozoa. Mitokondria memiliki fungsi penting sebagai penghasil energi berupa
ATP yang diperlukan untuk mendukung pergerakan spermatozoa, sehingga
terlindunginya mitokondria dari kerusakan oksidatif secara langsunf berdampak
pada peningkatan motilitas (Dutta ef al., 2019).

Mareta., (2020) menyatakan bahwa alfalfa mengandung senyawa aktif
seperti flavonoid, saponin, dan vitamin yang memiliki aktivitas antioksidan,
sehingga mampu menetralisir radikal bebas yang merusak molekul lipid, protein,
maupun asam nukleat si sekitar sel spermatozoa. Perlindungan terhadap membran
spermatozoa tersebut membantu mempertahankan struktur dan fungsi sel, sehingga
kemampuan pergerakan spermatozoa dapat terjaga lebih baik dibandingkan
kelompok kontrol.

Kelompok perlakuan yang hanya diberikan vitamin C, yaitu EOV1 dan
EOV2, menunjukkan persentase penurunan motilitas spermatozoa masing-masing
sebesar 9,34% dan 6,28%. Dibandingkan kelompok kontrol (EOV0) dengan rerata
penurunan sebesar 5,81%, perlakuan EOV2 menunjukkan penurunan motilitas yang
relatif lebih rendah dibandingkan EOV1. Hasil tersebut menunjukkan bahwa
pemberian vitamin C tunggal memberikan respons yang berbeda terhadap
penurunan motilitas spermatozoa pada setiap konsentrasi perlakuan. Vitamin C atau
asam askorbat dikenal sebagai antioksidan larut air yang berfungsi membantu
melindungi plasma semen dari paparan reaktive oxygen species (ROS). Aktivitas

tersebut terjadi melalui pemberian elektron kepada radikal bebas sehingga
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kerusakan akibat peroksidasi lipid pada spermatozoa sapat diminimalkan. Kondisi
ini mendukung terjaganya fungsi sel serta kemampuan gerak spermatozoa (Wang
et al., 2025).

Kadar asam askorbat yang lebih tinggi secara nyata ditemukan pada plasma
semen pria fertil dibandingkan pria infertil, sehingga menunjukkan bahwa senyawa
asam askorbat ini memiliki peranan penting sebagai antioksidan dalam plasma
semen (Das et al., 2009). Penelitian yang dilakukan oleh Moein et al., (2012)
menunjukkan adanya hubungan positif antara kadar asam askorbat dalam plasma
semen dengan berbagai parameter kualitas spermatozoa, termasuk motilitas
spermatozoa. Namun efek tersebut masih belum maksimal apabila vitamin C
digunakan secara tunggal, karena aktivitasnya lebih dominan pada fase cair semen
dan kurang efektif dalam melindungi komponen lipid membran spermatozoa yang
bersifat hidrofobik.

Hal ini sejalan dengan pernyataan Fanaei ef al., (2014) bahwa penambahan
vitamin C mampu meningkatkan motilitas, viabulutas dan intergritas DNA
spermatozo melalui penurunan kadar malomdialdehida (MDA) sebagai indikator
terjadinya peroksidasi lipid. Meskipun demikian, efek perbaikan yang dihasilkan
cenderung lebih optimal apabila didukung oleh antioksidan lain yang bekerja pada
jalir perlindungan yang berbeda.

Kombinasi antara ekstrak alfalfa dan vitamin C menunjukkan hasil yang
lebih baik dibandingkan perlakuan tunggal. Kelompok E1V2 memiliki persentase
penurunan motilitas spermatozoa paling rendah, yaitu sebesar 2,15%, sekaligus
menjadi hasil terbaik pada penelitian ini. Hasil tersebut menunjukkan bahwa

kombinasi ekstrak alfalfa dan vitamin C lebih efektif dalam mempertahankan
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motilitas spermatozoa dibandingkan pemberian tunggal. Hasil ini menunjukkan
adanya interaksi antara ekstrak alfalfa dan vitamin C, di mana senyawa antioksidan
dari alfalfa berperan menjaga spermatozoa dari kerusakan akibat peroksidasi lipid
sedangkan vitamin C membantu menetralisir ROS yang berada pada fase cair
semen (Mottola et al., 2022).

Mekanisme kerja yang saling melengkapi tersebut sesuai dengan pernyataan
Noegroho et al., (2022) yang menunjukkan bahwa kombinasi dua antioksidan
dengan mekanisme kerja berbeda mampu menghasilkan efek perlindungan
terhadap DNA yang lebih besar secara bertahap seiring waktu, sehingga dapat
menurunkan fragmentasi DNA spermatozoa serta mengurangi stres oksidatif
intraseluler. Perlindungan antioksidan yang mencakup komponen hidrofobik dan
hidrofilik spermatozoa yang menjadi kunci peningkatan motilitas pada kelompok
kombinasi.

Menurut Gosalves ef al, (2020) vitamin C merupakan antioksidan yang larut
dalam air dan memiliki konsentrasi yang lebih tinggi dalam plasma seminal
dibandingkan dalam serum darah, yang menunjukkan peran pentingnya dalam
melindungi spermatozoa dari stres oksidatif. Secara mekanisme asam askorbat
berfungsi sebagai penangkap radikal bebas, khususnya radikan peroksil dan alkosil,
sehingga mampu menghentikan reaksi berantai peroksidasi lipid pada membran
spermatozoa yang kaya akan asam lemak tak jenuh ganda (PUFA), sera menjaga
integritas DNA dari kerusakan akibat oksidasi (Raspa ef al., 2025).

Meskipun demikian, perlu dilakukan analisis lebih lanjut untuk mengetahui
ada tidaknya pengaruh perlakuan melalui uji ANOVA faktorial pada taraf

signifikansi a 5%. Hasil analisis tersebut disajikan pada Tabel 4.2.
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Tabel 4. 2 Pengaruh kombinasi ekstrak etanol 70% alfalfa (Medicago sativa L.)
dengan vitamin c terhadap motilitas spermatozoa mencit secara in vitro

pada a 5%
SK DB JK KT F Hitung F 5%
Ekstrak 2 104.572 52.286 2.962 3.55
Vitamin C 2 13.178 6.589 0.373 3.55
Interaksi EV 4 113.415 28.354 1.606 203
Galat 18 317.778 17.654
Total 27| 1493.894

Hasil ANOVA faktorial pada Tabel 4.2 menunjukkan bahwa faktor ekstrak
tidak memberikan pengaruh nyata terhadap penurunan motilitas spermatozoa, yang
ditunjukkan oleh nilai F hitung sebesar 2,962 lebih kecil dibandingkan F tabel 5%
sebesar 3,55. Faktor vitamin C juga tidak menunjukkan pengaruh nyata dengan nilai
F hitung sebesar 0,373. Selain itu, interaksi antara ekstrak dan vitamin C tidak
memberikan pengaruh nyata karena nilai F hitung sebesar 1,606 lebih kecil
dibandingkan F tabel 5% sebesar 2,93. Nilai kuadrat tengah galat sebesar 17,654
digunakan sebagai pembanding dalam pengujian signifikansi pada setiap sumber
keragaman.

Hasil tersebut menunjukkan bahwa pemberian ekstrak alfalfa, vitamin C,
maupun kombinasi keduanya belum mampu memberikan pengaruh nyata terhadap
penurunan motilitas spermatozoa. Oleh sebab itu, analisis tidak dilanjutkan ke uji
lanjut karena hasil ANOVA faktorial menunjukkan tidak adanya perbedaan yang
signifikan antar perlakuan. Tidak adanya pengaruh nyata pada penelitian ini diduga
disebabkan oleh beberapa faktor. Salah satunya adalah lama inkubasi yang relatif
singkat, yaitu 30 menit, sehingga kerusakan spermatozoa akibat stres oksidatif
belum berlangsung secara optimal dan perbedaan kemampuan antioksidan antar

perlakuan belum dapat terlihat secara jelas. Menurut Agarwal et al. (2014),
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kerusakan spermatozoa akibat reactive oxygen species (ROS) bersifat akumulatif
sehingga efek perlindungan antioksidan umumnya akan lebih terlihat pada kondisi
paparan oksidatif yang lebih tinggi atau waktu penyimpanan yang lebih lama.

Penggunaan NaCl fisiologis 0,9% sebagai media suspensi juga diduga
menjadi salah satu faktor yang memengaruhi hasil penelitian. NaCl fisiologis
berfungsi menjaga tekanan osmotik spermatozoa, namun tidak menyediakan
sumber energi yang cukup untuk mendukung aktivitas metabolisme dan pergerakan
spermatozoa dalam jangka waktu tertentu. Keterbatasan sumber energi tersebut
dapat menyebabkan penurunan motilitas terjadi secara relatif merata pada seluruh
kelompok perlakuan sehingga perbedaan antar perlakuan menjadi kurang terlihat
(Nurfitrih et al., 2023).

Alfalfa (M. sativa L.) mengandung flavonoid, isoflavon, dan saponin
triterpenoid dengan aktivitas antioksidan melalui aktivasi jalur Nrf2 dan
penghambatan NF-kB (Chen et al., 2020). Penelitian yang dilakukan oleh Sukarjati
et al (2018) menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun alfalfa memberikan pengaruh
signifikan terhadap motilitas spermatozoa mencit. Meskipun demikian, pada
konsentrasi tinggi ekstrak tersebut dapat menimbulkan efek antifertilitas. Hal ini
menunjukkan respon yang berlawanan terhadap kualitas spermatozoa, dimana
konsentrasi rendah cenderung memberikan efek perlindungan.

Kejadian ini dapat dijelaskan melalui konsep “antioxidant paradox”, yaitu
kondisi dimana konsentrasi antioksidan yang terlalu tinggi justru memicu
pergeseran keseimbangan redoks ke arah stres reduktif yang sama merugikannya
vagi kualitas sperma seperti stres oksidatif. Argawal et al., (2025) menegaskan

bahwa ROS dalam kadar fisiologis sebenarnya berperan penting sebagai molekul
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sinyal untuk fungsi normal spermatozoa, sehingga penekanan yang berlebihan
terhadap ROS akibat pemberian antioksidan konsentrasi tinggi dapat menghambat
proses biologis penting pada spermatozoa.

Kondisi serupa juga dilaporkan pada penelitian menggunakan tanaman lain
yang memiliki aktivitas antioksidan seperti pegagan (Centella asiatica) dimana
pemberian konsentrasi tinggi secara in vivo dapat menimbulkan efek
antispermatogenik. Efek tersebut berkaitan dengan kandungan senyawa seperti
saponin dan alkaloid yang pada konsentrasi tinggi dapat menghambat proses
fosforilasi ATP (Yunianto et al., 2010). Ketersediaan ATP sebagai sumber energi
utama berperan penting dalam menunjang pergerakan flagela spermatozoa,
sekaligus mempengaruhi kondisi morfologi flagela (Freitas et al., 2017). ATP
sebagai sumber energi diperoleh melalui jalur glikolisis anaerob yang terjadi pada
bagian utama flagela, serta melalui proses fosforilasi oksidatif di mitokondria.
Fosforilasi oksidatif berperan sebagai penyedia utama ATP untuk motilitas sperma,
karena menghasilkan energi lebih besar dibandingkan glikolisis anaerob ketika
oksigen tersedia dalam jumlah cukup (Tourmente et al., 2015).

Vitamin C (asam askorbat) merupakan senyawa yang relatif tidak stabil dan
mudah mengalami oksidasi menjadi dehidroaskorbat yang bersifat tidak aktif.
Kondisi tersebut sangat mungkin terjadi selama proses penelitian, terutama akibat
paparan suhu inkubasi dan lamanya waktu perlakuan, sehingga efektivitas vitamin
C dapat menurun. Hal ini sejalan dengan data penelitian yang menunjukkan bahwa
pemberian vitamin C, baik pada konsentrasi rendah maupun tinggi, belum mampu
memberikan penurunan motilitas spermatozoa yang optimal. Rendahnya efektivitas

tersebut diduga berkaitan dengan sifat vitamin C yang rentan mengalami degradasi
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sehingga kemampuan antioksidannya dalam melindungi spermatozoa menjadi
berkurang. Raspa et al., (2025) menyatakan bahwa asam askorbat rentan terhadap
proses oksidasi dan memiliki kestabilan yang rendah baik pada kondisi aerobik
maupun anaerobik, sehingga efek perlindungannya terhadap spermatozoa bersifat
sementara. Pada sistem in vitro dengan waktu inkubasi selama 30 menit, cadangan
vitamin C dalam medium telah mengalami oksidasi, sehingga kemampuan
antioksidannya tidak lagi efektif dalam melindungi spermatozoa.

Pemberian perlakuan dalam bentuk kombinasi ekstrak alfalfa dan vitamin C
memerlukan konsentrai yang tepat agar mampu mendukung fungsi sel secara
optimal. Konsentrasi yang terlalu rendah cenderung tidak memberikan efek
signifikan, sedangkan konsentrasi yang terlalu tinggi berpotensi menimbulkan
gangguan, schingga keseimbangan konsentrasi berperan penting dalam
menghasilkan respon biologis yang maksimal. Pemanfaatan tumbuhan sebagai
bahan penelitian menunjukkan bahwa tanaman memiliki berbagai manfaat,
termasuk sebagai sumber senyawa alami yang dapat mendukung fungsi fisiologis.

Penurunan motilitas selama proses inkubasi merupakan fenomena yang
umum terjadi dalam penelitian in vitro. Kondisi ini dipengaruhi oleh peningkatan
akumulasi spesies oksigen reaktif (ROS) yang terbentuk secara alami selama proses
inkubasi, berkurangnya cadangan energi berupa ATP, serta keterbatasan
kemampuan perbaikan intraseluler pada spermatozoa (Freitas et al., 2017).
Gualtieri et al., (2021) melaporkan bahwa proses inkubasi spermatozoa sapi beku-
cair selama 3 jam menyebabkan penurunan yang signifikan terhadap motilitas

spermatozoa, serta meningkatkan peroksidasi lipid pada seluruh kelompok
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perlakuan. Meskipun demikian kelompok yang diberikan antioksidan menunjukkan
laju penurunan yang lebih lambat dibandingkan kelompok tanpa perlakuan.

Menurut Ros-Santaella & Pintus (2021) melaporkan bahwa efek dalam
mempertahankan motilitas pada tahap awal tidak dapat dipertahankan dengan
bertambahnya waktu inkubai. Hal ini menunjukkan kemampuan antioksidan dalam
menjaga kualitas spermatozoa memiliki keterbatasan, terutama pada kondisi in
vitro yang tidak didukung oleh sistem fisiologis tubuh secara menyeluruh.

Kandungan senyawa fenolik alfalfa juga berperan penting dalam menangkal
radikal bebas serta menjaga kestabilan struktur sel (Horvat et al., 2022). Pada
spermatozoa senyawa tersebut membantu melindungi sel dari kerusakan akibat
proses oksidasi. Pemanfaatan ekstrak tumbuhan dalam penelitian ini menunjukkan
bahwa tumbuhan memiliki potensi sebagai sumber senyawa bioaktif ysng
bermanfaat bagi kesehatan reproduksi. Allah berfirman dalam Al-Qur’an Surah
Asy-Syu'ara' ayat 7, sebagai berikut:

© 55 s B 3 G G S 23 ) g 3l

Artinya: “Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, betapa banyak Kami telah

menumbuhkan di sana segala jenis (tanaman) yang tumbuh baik?” (Q.S.
Asy-Syu’ara’ [26]: 7).

Menurut Az-Zuhaili (2005) dalam Zafsir Al-Munir yang diterjemahkan oleh
Al-Kattani dkk., (2014) menjelaskan bahwa Allah SWT telah menciptakan dan
menumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuhan-tumbuhan dan buah-buahan
yang banyak manfaatnya. Menurut Shihab (2002) dalam Tafsir Al-Misbah
menjelaskan bahwa kata “a: <" antara lain digunakan untuk menggambarkan segala
sesuatu yang baik bagi setiap objek yang disifatinya. Tumbuhan yang baik, paling

tidak adalah yang subur dan bermanfaat.
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Menurut Asy-Syaukani (1964) dalam Tafsir Fathul Qadir yang
diterjemahkan oleh Fachruddin & Saefullah (2008) juga menjelaskan bahwa makna
kata “zs)” berarti “g 5" macam atau ragam dan “aS” berarti “2 s atau baik.
Maknanya adalah berbagai macam tumbuhan yang bermanfaat tidak ada yang
mampu menumbuhkannya kecuali Tuhan Semesta alam.
Pemanfaatan tumbuhan menunjukkan bahwa berbagai jenis tanaman
diciptakan Allah SWT dengan manfaat yang dapat menunjang kehidupan manusia.
Tumbuhan tidak hanya memiliki keindahan bentuk dan warna, tetapi juga
mengandung berbagai senyawa alami yang bermanfaat bagi tubuh maupun
pengembangan ilmu pengetahuan. Kandungan antioksidan pada tumbuhan
berperan dalam membantu menjaga keseimbangan sistem biologis, mendukung
proses fisiologis agar berlangsung optimal, serta melindungi sel dari stres oksidatif.
Sejalan dengan hal tersebut, ekstrak alfalfa sebagai salah satu sumber antioksidan
alami diketahui dapat memberikan efek positif terhadap motilitas spermatozoa. Hal
ini menunjukkan bahwa setiap tumbuhan yang diciptakan memiliki tujuan, manfaat,
serta karakteristik yang berbeda-beda sesuai ketentuan Allah SWT, sebagaimana
firman-Nya dalam Q.S. Al-Hijr ayat 19:
© 0350 2o e e B (ol i G @33a 235

Artinya: Kami/ telah meng;zamparkan bumi, memancangkan padanya gunung-
gunung, dan menumbuhkan di sana segala sesuatu menurut ukuran(-
nya).” (Q.S. Al-Hijr [15]: 19).

Menurut Quraisy Sthab (2002) dalam Tafsir Al-Misbah, bahwa kalimat
“Osse s IS (e L Uil 9 memiliki arti Allah SWT menumbuhkembangkan di

bumi ini aneka ragam tanaman untuk kelangsungan hidup dan menetapkan bagi
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tiap-tiap masa pertumbuhan dan penuaian tertentu, sesuai dengan kuantitas dan
kebutuhan makhluk hidup. Demikian juga, Allah SWT menentukan bentuknya
sesuai dengan penciptaan dan habitat alamnya. Menurut Menurut Ash-Shiddieqy
(2000) dalam Tafsir An-Nuur, bahwa “0s)se ¢ o5 S (e b Widl 9 memiliki makna
Kami menumbuhkan di muka bumi segala jenis tumbuhan menurut ukurannya
masing-masing. Maka tidak ada di muka bumi yang sangat luas itu, suatu tumbuhan
tidak terukur unsur-unsurnya dan tidak mengandung faedah. Semua tumbuhan
mempunyai hikmah dan mashlahat, walaupun tidak diketahui oleh kebanyakan
manusia. Pengetahuan modern terus menerus menyelidiki rahasia alam tumbuhan.
Menurut Sayyid dalam Tafsir fi zilalil quran (2001) kata “0s)” disini adalah
bahwa setiap tumbuhan yang ada di bumi ditumbuhkan dalam penciptaan yang
amat rapi, teliti, dan tepat. Dari tumbuhan itu dihasilkan manfaat yang disediakan
Allah untuk keperluan makhluk hidup.

Berbagai jenis tumbuhan yang diciptakan Allah SWT telah ditetapkan
dalam keadaan yang sesuai dengan ketentuan-Nya. Setiap tumbuhan memiliki
manfaat dan fungsi biologis tertentu yang dapat menunjang kehidupan makhluk
hidup, termasuk tanaman alfalfa (M. sativa L.) yang dikenal memiliki berbagai
kandungan antioksidan alami. Keberadaan manfaat tersebut mendorong manusia
untuk melakukan berbagai penelitian ilmiah guna mengetahui serta memahami
peran fisiologis dari masing-masing tumbuhan. Sejalan dengan penelitian ini,
alfalfa diketahui memiliki peran fisiologis sebagai sumber antioksidan alami yang
dapat dimanfaatkan dalam membantu melindungi sel dari stres oksidatif.

Menurut Alharbi (2024), pemberian antioksidan dalam jumlah yang terlalu

tinggi dapat menyebabkan antioxidant paradox, yaitu kondisi ketika antioksidan
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justru mengganggu keseimbangan redoks dan memicu stres oksidatif yang
berdampak buruk terhadap kualitas spermatozoa. Pada keadaan fisiologis normal,
spermatozoa memerlukan keseimbangan antara pembentukan Reactive Oxygen
Species (ROS) dan kapasitas antioksidan agar berbagai proses biokimia di dalam
sel dapat berlangsung dengan baik (Pujianto et al., 2021). Keseimbangan tersebut
berperan penting dalam menjaga fungsi sel serta mempertahankan kondisi fisiologis
spermatozoa. Apabila keseimbangan antara ROS dan antioksidan terganggu, maka
dapat terjadi kerusakan sel yang berdampak pada penurunan kualitas spermatozoa
(Simanjuntak & Zulham, 2020).

4.2 Pengaruh Kombinasi Ekstrak Etanol 70% Alfalfa dengan Vitamin C
Terhadap Motilitas Spermatozoa Mencit

00 tm

Gambar 4. 2 Hasil pengamatan viabilitas spermatozoa menggunakan
mikroskop cahaya pada perbesaran 400x dengan pewarna
Eosin-negrosin (a) mati,dan (b) hidup.

Viabilitas spermatozoa diamati menggunakan mikroskop cahaya dengan
perbesaran 400x dengan pewarnaan eosin. Spermatozoa hidup memiliki membran

plasma yang masih utuh sehingga tidak menyerap zat warna dan tampak putih atau

tidak berwarna. Sebaliknya, spermatozoa mati memiliki membran yang rusak
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sehingga menyerap eosin dan tampak berwarna gelap (Gambar 4.3). Perbedaan
warna tersebut digunakan untuk membedakan spermatozoa hidup dan mati selama
pengamatan. Menurut Unitly dkk., (2022) viabilitas merupakan kemampuan
spermatozoa untuk bertahan hidup. Pengamatan viabilitas dilakukan menggunakan
pewarna eosin-negrosin untuk membedakan spermatozoa hidup dan mati.
Spermatozoa yang masih hidup ditandai dengan kepala berwarna transparan karena
membran plasmanya tetap utuh sehingga tidak menyerap pewarna. Sebaliknya,
spermatozoa yang telah mati menunjukkan kepala berwarna merah keunguan akibat
kerusakan membran plasma yang memungkinkan zat warna eosin-negrosin masuk
ke dalam sel.

Pengamatan viabilitas spermatozoa mencit (Mus musculus) secara in vitro
dilakukan dalam dua waktu, yaitu menit ke-0 dan menit ke-30 (setelah inkubasi),
guna mengetahui pengaruh waktu inkubasi terhadap persentase penurunan motilitas
spermatozoa mencit. Hasil penelitian menunjukkan bahwa persentase penurunan
viabilitas spermatozoa setelah inkubasi selama 30 menit menunjukkan perbedaan
pada setiap kelompok perlakuan (Tabel 4.1).

Tabel 4. 3 Rerata pengaruh ekstrak etanol 70% alfalfa dan vitamin C terhadap
viabilitas spermatozoa mencit

Perlakuan Rerata £ SD
EOVO 6.38 +£3.98
EOV1 6.62+11.42
EOV2 7.58 £7.49
E1V0 4.49 +£ 496
E1Vl1 2.75+7.07
E1V2 591+£2.82
E2VO0 7.89 £ 10.66
E2V1 8.47 £6.79
E2V2 7.40 £+ 8.08
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Tabel 4.3 menunjukkan bahwa pemberian ekstrak alfalfa maupun vitamin
C, baik secara tunggal maupun kombinasi, menghasilkan persentase penurunan
viabilitas spermatozoa yang berbeda pada setiap perlakuan. Pemberian ekstrak
alfalfa secara tunggal menunjukkan persentase penurunan viabilitas terendah
sebesar 4,49% pada perlakuan E1VO0 (ekstrak alfalfa 2%). Sedangkan vitamin C
tunggal menunjukkan persentase penurunan terendah sebesar 6,62% pada
perlakuan EOV1 (vitamin C 0,2). Hasil tersebut menunjukkan bahwa ekstrak alfalfa
lebih efektif dibandingkan vitamin C apabila diberikan secara tunggal dalam
mempertahankan viabilitas spermatozoa. Pada perlakuan kombinasi, persentase
penurunan viabilitas terendah diperoleh pada kelompok E1V1 (ekstrak alfalfa 2%
dan vitamin C 0,2 mg/mL) sebesar 2,75%. Nilai tersebut menunjukkan bahwa
kombinasi ekstrak alfalfa dan vitamin C memberikan hasil yang lebih baik
dibandingkan perlakuan tunggal dalam mempertahankan viabilitas spermatozoa.
Menurut Widyaningrum dkk., (2024), ekstrak alfalfa lebih efektif dari vitamin C
tunggal karena mengandung multi-senyawa antioksidan (flavonoid, saponin, tanin,
fitoestrogen) yang bekerja secara simultan pada berbagai jalur perlindungan sel,
termasuk pada lapisan membran lipid spermatozoa yang tidak dapat dilindungi oleh
vitamin C saja karena sifatnya yang hanya larut air. Sedangkan kombinasi keduanya
menghasilkan efektivitas tertinggi karena flavonoid alfalfa meregenerasi vitamin C
yang teroksidasi sehingga vitamin C dapat terus aktif menangkal ROS, dan
keduanya bersama-sama memberikan perlindungan berlapis yang sinergis terhadap
viabilitas spermatozoa.

Pengaruh kombinasi ekstrak etanol 70% alfalfa (M. sativa L.) dengan

vitamin C menunjukkan adanya perbedaan persentase penurunan viabilitas
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spermatozoa mencit pada setiap perlakuan (Gambar 4.2). Kelompok perlakuan
E1V1 memiliki persentase penurunan viabilitas terendah, sedangkan kelompok
E2V1 menunjukkan persentase penurunan viabilitas tertinggi. Perbedaan nilai
penurunan viabilitas tersebut menunjukkan bahwa pemberian ekstrak etanol 70%
alfalfa dan vitamin C memberikan respons yang berbeda terhadap viabilitas

spermatozoa mencit pada masing-masing perlakuan.

8.5
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Rerata penurunan viabilitas

Perlakuan

Gambar 4. 3 Pengaruh ekstrak etanol 70% alfalfa dan vitamin c terhadap
viabilitas spermatozoa mencit

Pemberian ekstrak alfalfa tanpa kombinasi vitamin C menunjukkan
persentase penurunan viabilitas spermatozoa yang berbeda pada setiap perlakuan.
Kelompok EOVO sebagai kontrol memiliki rerata penurunan viabilitas sebesar
6,38%, kemudian meningkat pada EOV1 menjadi 6,62%, dan kembali meningkat
pada EOV2 sebesar 7,58%. Hasil tersebut menunjukkan bahwa pemberian vitamin
C secara tunggal memberikan respons yang berbeda terhadap penurunan viabilitas
spermatozoa, namun belum menunjukkan kecenderungan penurunan viabilitas
yang konsisten pada setiap peningkatan konsentrasi perlakuan.

Alfalfa (Medicago sativa L.) memiliki kandungan senyawa bioaktif berupa
flavonoid dan fitosterol yang dapat membantu mengurangi efek radikal bebas

(Nasihin & Fadhlurrohman., 2025). Senyawa bioaktif tersebut berperan dalam
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membantu melindungi sel spermatozoa dari kerusakan oksidatif akibat reactive
oxygen species (ROS). Aktivitas antioksidan tersebut dapat membantu
mempertahankan kondisi dan daya hidup spermatozoa dengan mengurangi
peroksidasi lipid yang terjadi pada membran sel. Membran spermatozoa yang kaya
akan asam lemak tak jenuh ganda (PUFA) menjadikan sel spermatozoa lebih rentan
terhadap paparan radikal bebas (Wang et al., 2025).

Mareta., (2020) menegaskan bahwa ketidakseimbangan antara jumlah
radikal bebas dan antioksidan dalam tubuh dapat memicu stres oksidatif yang
menyebabkan kerusakan pada lipid, protein, maupun asam nukleat sehingga dapat
berakhir pada kematian sel spermatozoa. Kandungan antioksidan pada alfalfa
berperan dalam membantu menekan radikal bebas, sehingga dapat mendukung
peningkatan jumlah spermatozoa yang tetap hidup. Namun, pemberian alfalfa
secara tunggal pada dosis tertinggi (E2V0) tampak belum mampu menghasilkan
peningkatan viabilitas yang lebih tinggi. Kondisi ini diduga berkaitan dengan
terbatasnya perlindungan dari senyawa tertentu tanpa adanya dukungan antioksidan
larut air yang bekerja pada fase berbeda.

Kelompok perlakuan yang hanya diberikan vitamin C, yaitu EOV1 dan
EO0V2, menunjukkan persentase penurunan viabilitas spermatozoa masing-masing
sebesar 6,62% dan 7,58%. Dibandingkan kelompok kontrol (EOVO0) dengan rerata
penurunan sebesar 6,38%, perlakuan EOV1 menunjukkan penurunan viabilitas yang
relatif lebih rendah dibandingkan EOV2. Hasil tersebut menunjukkan bahwa
pemberian vitamin C secara tunggal memberikan respons yang berbeda terhadap
penurunan viabilitas spermatozoa pada setiap konsentrasi perlakuan. Vitamin C

(asam askorbat) merupakan antioksidan larut air yang berperan sebagai pertahanan
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utama terhadap reactive oxygen species (ROS) di dalam plasma semen. Vitamin C
ini bekerja dengan menetralkan berbagai radikal bebas seperti superoksida,
hidrogen peroksida, dan radikal hidroksil sehingga dapat membantu melindungi
komponen seluler spermatozoa dari kerusakan oksidatif (Septianisa dkk., 2025).
Namun, pada penelitian ini peningkatan konsentrasi vitamin C belum menunjukkan
kemampuan yang optimal dalam mempertahankan viabilitas spermatozoa. Kondisi
tersebut diduga berkaitan dengan sifat vitamin C yang mudah mengalami oksidasi
serta aktivitasnya yang lebih dominan pada fase cair semen schingga
perlindungannya terhadap spermatozoa masih terbatas apabila diberikan secara
tunggal.

Menurut Yahaq., dkk (2019) vitamin C berperan dalam menjaga kestabilan
membran plasma spermatozoa terhadap peroksidasi selama proses pengolahan
semen akibat kontak langsung dengan oksigen (O:) yang dapat memicu kematian
spermatozoa. Kemampuan tersebut membantu meminimalkan kerusakan membran
plasma yang disebabkan oleh radikal bebas sehingga daya hidup spermatozoa dapat
lebih terjaga. Menurut Das et al., (2009) kadar asam askorbat yang lebih tinggi
berkaitan dengan kualitas semen yang lebih baik serta memiliki hubungan positif
dengan berbagai parameter spermatozoa, termasuk viabilitas. Hal ini mendukung
peran vitamin C dalam membantu mempertahankan daya hidup spermatozoa
melalui perlindungan membran dan DNA spermatozoa dari kerusakan maupun
fragmentasi akibat stres oksidatif (Christijanti dkk., 2010).

Vitamin C memang diketahui mampu membantu mempertahankan
viabilitas spermatozoa, namun penggunaannya sebagai antioksidan tunggal belum

mampu memberikan hasil yang maksimal. Hal ini disebabkan karena vitamin C
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bekerja terutama pada fase akuatik semen sehingga perlindungannya terhadap
komponen lipid membran spermatozoa yang bersifat hidrofobik masih terbatas
(Bouhadana et al., 2025). Kondisi ini diduga menyebabkan peningkatan viabilitas
pada kelompok perlakuan vitamin C tunggal tidak terlalu tinggi, sehingga
diperlukan kombinasi dengan antioksidan lain yang bekerja melalui mekanisme
berbeda untuk memberikan perlindungan yang lebih efektif terhadap spermatozoa.

Kombinasi antara ekstrak alfalfa dan vitamin C menunjukkan hasil yang
lebih baik dibandingkan perlakuan tunggal. Kelompok E1V2 memiliki persentase
penurunan motilitas spermatozoa paling rendah, yaitu sebesar 2,15%, sehingga
menjadi perlakuan terbaik dalam mempertahankan motilitas spermatozoa pada
penelitian ini. Sebaliknya, perlakuan tunggal baik ekstrak maupun vitamin C masih
menunjukkan persentase penurunan motilitas yang lebih tinggi dibandingkan
perlakuan kombinasi. Hasil tersebut menunjukkan bahwa kombinasi ekstrak alfalfa
dan vitamin C memberikan efek yang lebih optimal dalam melindungi spermatozoa.

Kondisi ini diduga berkaitan dengan kerja antioksidan dari kedua bahan
yang saling mendukung. Senyawa antioksidan pada ekstrak alfalfa berperan dalam
membantu melindungi membran spermatozoa dari kerusakan akibat peroksidasi
lipid, sedangkan vitamin C sebagai antioksidan larut air membantu menetralisir
reactive oxygen species (ROS) yang berada pada fase cair semen (Mottola et al.,
2022). Kombinasi kedua mekanisme tersebut memungkinkan perlindungan
spermatozoa berlangsung lebih baik sehingga penurunan motilitas dapat ditekan
lebih rendah dibandingkan perlakuan tunggal.

Hasil penelitian tersebut sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh

Mondal ef al. (2022) yang menggunakan ekstrak hidro-metanol daun Thevetia



67

peruviana pada spermatozoa manusia. Penelitian tersebut menunjukkan bahwa
pemberian ekstrak dapat menurunkan viabilitas spermatozoa seiring bertambahnya
lama paparan. Pada konsentrasi tinggi, seluruh spermatozoa dilaporkan menjadi
tidak viabel setelah 10 menit pemberian ekstrak.

Ekstrak alfalfa (Medicago sativa L.) mengandung senyawa aktif seperti
flavonoid dan triterpenoid yang berperan sebagai antioksidan (Darni dkk., 2016),
sedangkan vitamin C (asam askorbat) bekerja sebagai antioksidan lipofilik yang
melindungi membran sel dari peroksidasi lipid (Popovic et al., 2015). Interaksi
kedua senyawa tersebut berkontribusi dalam menjaga stabilitas membran plasma
sekaligus mempertahankan aktivitas metabolisme sel spermatozoa.

Menurut Sholihin & Ducha (2024) penurunan persentase integritas dapat
dicegah dengan pemberian antioksidan yang berfungsi melindungi membran sel
spermatozoa. Penambahan ekstrak alfalfa (Medicago sativa L.) dan vitamin C
(asam askorbat) sebagai sumber antioksidan dapat membantu menjaga kualitas
spermatozoa. Kandungan antioksidannya dapat membantu menetralisir radikal
bebas di dalam sel, sehingga dapat mencegah terjadinya peroksidasi lipid dan
membantu menjaga keseimbangan kondisi sel.

Namun demikian, analisis lebih lanjut tetap diperlukan untuk mengetahui
ada tidaknya pengaruh perlakuan melalui uji ANOVA faktorial pada taraf

signifikansi a 5%. Hasil analisis tersebut disajikan pada Tabel 4.4.
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Tabel 4. 4 Pengaruh kombinasi ekstrak etanol 70% alfalfa (Medicago sativa L.)
dengan vitamin ¢ terhadap viabilitas spermatozoa mencit secara in vitro

pada a 5%
SK DB JK KT F Hitung F 5%
Ekstrak 2 59.417 | 29.708 1.265 3.55
Vitamin C 2 4.895 | 2.448 0.104 3.55
Interaksi EV 4 14.328 | 3.582 0.152 203
Galat 18 422.878 | 23.493
Total 27 1603.601

Hasil ANOVA faktorial pada Tabel 4.4 menunjukkan bahwa faktor ekstrak
tidak memberikan pengaruh nyata terhadap penurunan viabilitas spermatozoa,
ditunjukkan oleh nilai F hitung sebesar 1,265 yang lebih kecil dibandingkan F tabel
5% sebesar 3,55. Faktor vitamin C juga tidak menunjukkan pengaruh nyata dengan
nilai F hitung sebesar 0,104. Selain itu, interaksi antara ekstrak dan vitamin C tidak
memberikan pengaruh nyata karena nilai F hitung sebesar 0,152 lebih kecil
dibandingkan F tabel 5% sebesar 2,93. Nilai kuadrat tengah galat sebesar 23,493
digunakan sebagai pembanding dalam pengujian signifikansi pada setiap sumber
keragaman. Hasil tersebut menunjukkan bahwa pemberian ekstrak alfalfa, vitamin
C, maupun kombinasi keduanya belum mampu memberikan pengaruh nyata
terhadap penurunan viabilitas spermatozoa. Oleh karena itu, analisis tidak
dilanjutkan ke uji lanjut karena hasil ANOVA faktorial menunjukkan tidak adanya
perbedaan yang signifikan antarperlakuan.

Alfalfa (Medicago sativa L.) memiliki kandungan berbagai senyawa
fitokimia aktif diantaranya alkaloid, saponin fenol, tanin, polisakarida, dan
fitoestrogen yang memiliki aktivitas sebagai antioksidan, antiinflamasi,

imunostimulan, serta antikarsinogenik. Selain itu, kandungan senyawa fenolik yang

cukup tinggi juga mampu memberikan peran penting dalam menangkal radikal
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bebas (Horvat ef al., 2022). Menurut Hes et al., (2019) vitamin C berfungsi sebagai
antioksidan langsung yang mampu menetralisir radikal bebas seperti superoksida,
hidroksil, dan hidrogen peroksida. Karena bersifat larur dalam air vitamin C bekerja
pada fase cair di dalam sel maupun plasma semen.

Ekstrak alfalfa (Medicago sativa L.) menunjukkan adanya penurunan
viabilitas spermatozoa seiring dengan meningkatnya konsentrasi perlakuan, dimana
viabilitas tertinggi diperoleh pada konsentrasi 2% dan terendah pada konsentrasi
6%. Penurunan viabilitas ini menunjukkan bahwa konsentrasi 2% merupakan
kondisi optimal dalam mempertahankan viabilitas spermatozoa, sedangkan pada
konsentrasi 6% mulai menunjukkan efek toksik. Hal ini sesuai dengan pernyataan
Windayanti & Hariani, (2024) bahwa penambahan ekstrak semanggi air dalam
pengencer tris kuning telur menunjukkan kecenderungan penurunan seiring dengan
peningkatan konsentrasi ekstrak semanggi air, dimana viabilitas tertinggi
ditemukan pada konsentrasi 2% sedangkan viabilitas terendah terdapat pada
konsentrasi 8%. Menurut Pahlani dkk., (2021) menyatakan bahwa alfalfa
mengandung berbagai senyawa diantaranya flavonoid, saponin, dan alkaloid.
Kandungan saponin dan alkaloid dalam ekstrak alfalfa dapat menurunkan integritas
membran spermatozoa yang tersusun atas protein dan lipid. Menurut Akbar (2010)
kelebihan saponin dapat melemahkan struktur membran yang berupa lipid bilayer,
sehingga elastisitas membran sel spermatozoa menurun dan proses transport aktif
menjadi terganggu.

Wattimena (2006), menyatakan bahwa penurunan viabilitas spermatozoa
dapat dipengaruhi oleh ketersediaan nutrisi, perubahan pH, serta umur spermatozoa

selama inkubasi. Spermatozoa yang berada pada kondisi suhu tertentu dalam waktu
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yang lebih lama akan mengalami penurunan daya hidup (viabilitas) akibat
berkurangnya sumber energi yang dibutuhkan untuk metabolisme.

Menurut Adira dkk., (2026) selama proses inkubasi peningkatan aktivitas
metabolik dapat menyebabkan terbentuknya asam laktat yang menurunkan pH
medium menjadi lebih asam. Kondisi ini berpotensi merusak organel sel serta
menghambat proses produksi energi. Penurunan viabilitas ini dimungkinkan
disebabkan oleh meningkatnya stres oksidatif yang dapat merusak membran plasma
spermatozoa, sehingga berdampak pada berkurangnya viabilitas (Walke et al.,
2023).

Penurunan viabilitas spermatozoa dapat terjadi akibat adanya stres osmotik
yang mempengaruhi kondisi sel. Spermatozoa juga sangat rentan terhadap
peroksidasi lipid karena tingginya kandungan asam lemak tak jenuh dan fosfolipid
pada membran plasmanya. Mitokondria memiliki peran penting dalam menjaga
keseimbangan energi melalui proses fosforilasi oksidatif dan produksi ATP. Meski
demikian, jika terjadi peningkatan ROS fungsi tersebut dapat terganggu sehingga
menyebabkan perubahan pada membran, seperti menurunnya selektivitas dan
meningkatnya permeabilitas. Hal ini kemudian berdampak pada penurunan
aktivitas spermatozoa (Yuslianti, 2018). Selain itu, kerusakan pada membran lipid
dapat meningkatkan permeabilitas membran sehingga proses transport nutrisi
menjadi terganggu. Kekurangan nutrisi ini pada akhirnya dapat menurunkan tingkat
viabilitas spermatozoa (Julia dkk., 2019).

Sengupta et al., (2024) menyatakan bahwa peningkatan produksi ROS yang
melampaui kapasitas sistem antioksidan dapat menyebabkan kerusakan pada

spermatozoa melalui terjadinya stres oksidatif. Pada keadaan fisiologis normal
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proses biokimia pada spermatozoa berlangsung secara optimal karena adanya
keseimbangan antara pembentukan ROS dan sistem antioksidan. Keseimbangan
tersebut memungkinkan sel mempertahankan fungsinya serta menjaga kestabilan
internal, sehingga aktivitas sel tetap berjalan dengan baik (Chianese & Pierantoni.,
2021).

Viabilitas spermatozoa memiliki hubungan erat dengan motilitas dan
integritas membran. Apabila membran spermatozoa mengalami kerusakan, hal ini
menandakan adanya gangguan pada proses metabolisme sel. Kondisi ini dapat
menyebabkan berkurangnya ketersediaan energi dan nutrisi, sehingga menurunnya
viabilitas atau kematian sel (Sholihin & Ducha, 2024). Dengan adanya antioksidan
ekstrak alfalfa (Medicago sativa L.) dan vitamin C (asam askorbat) dapat
membantu mengurangi stres oksidatif pada membran sel spermatozoa. Keutuhan
membran lipid spermatozoa dapat mentransport energi dan nutrisi sehingga

viabilitas spermatozoa meningkat.
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BAB YV
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan yang didapat dari penelitian ini adalah kombinasi ekstrak etanol
70% alfalfa (Medicago sativa L.) dan vitamin C (asam askorbat) baik secara tunggal
maupun kombinasi tidak berpengaruh terhadap motilitas dan viabilitas spermatozoa
mencit (Mus musculus).
5.2 Saran

Saran penelitian ini sebagai berikut:

1. Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan penggunaan variasi konsentrasi
ekstrak etanol 70% alfalfa (Medicago sativa L.) dan vitamin C yang lebih luas
untuk memperoleh kombinasi konsentrasi yang lebih optimal dalam
mempertahankan motilitas dan viabilitas spermatozoa mencit secara in vitro.

2. Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan menambahkan pengujian parameter
stres oksidatif, seperti kadar malondialdehid (MDA), untuk mengetahui tingkat
peroksidasi lipid membran spermatozoa serta mengevaluasi efektivitas
kombinasi ekstrak alfalfa dan vitamin C dalam menghambat kerusakan

oksidatif.
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Lampiran 1. Dokumentasi Ekstraksi

Simplisia daun
alfalfa

Penimbangan
simplisia daun
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Pembuatan
ekstrak dengan
maserasi

Penyaringan/
ekstrak

Pemekatan
ekstrak dengan

rotary evaporator

altialfa

F o e ]
Ekstrak daun
alfalfa

Lampiran 2. Pembuatan Suspensi Spermatozoa dari Cauda Epididimis Mencit

Pembedahan
mencit

4 .
Pengambilan
cauda epididimis
mencit

Pencacahan cauda
epididimis
dengan larutan
sodium chloride

(NaCl) 0,9%

Suspensi
spermatozoa




Lampiran 3. Pengamatan Motilitas dan Viabilitas

Viabilitas

Motilitas
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a.

Spermatozoa mati

b. Spermatozoa hidup

Lampiran 4. Tabel Nilai Motilitas

Waktu Motilitas (%) Selisih
Perlakuan . Ulangan U]angan Ulangan Rerata rerata
Inkubasi .
1 2 3 motilitas
i 4.12 4 43.52 48.
EOVO 0 Mem? 5 8 3.5 8.55 171
30 Menit 43.65 47.18 49.67 46.83
0 Menit 61.06 54.55 53.54 56.38
15.61
EOVI 30 Menit 29.17 51.66 41.48 40.77
B0V 0 Menit 59.16 67.4 53.54 60.03 818
30 Menit 58.6 51.23 45.73 51.85 '
i 2 4.4 46. 2.
E1VO 0 MemF 55.26 54.49 6.5 52.08 5 58
30 Menit 55 50 43.52 49.51
0 Menit 61 60.31 56.92 59.41
E1V1 6.17
v 30 Menit 573 58.9 43.52 53.24
0 Menit 61.53 66.08 60.31 62.64
E1V2 - 2.15
30 Menit 61.11 62.82 57.53 60.49
i ) 2. A1 1.
EIVO 0 MemF 66.67 52.86 65 61.55 16.29
30 Menit 51.28 40.98 43.52 45.26
it 4 49 4 49.1 2.
V1 0 Mem. 58.47 9.45 9.17 52.36 401
30 Menit 58.14 46.1 40.82 48.35
V2 0 Menit 48.78 50 54.32 51.03 10.49
30 Menit 48.57 41.23 31.82 40.54 '
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Viabilitas (%) Selisih
Perlakuan Wakiu 1 1 1 Rerata rerata
Inkubasi Ulangan | Ulangan | Ulangan at
1 2 3 motilitas
0 Menit 58.82 55 51.49 53,15
EOVO ; 2,75
30 Menit 54 49.17 43 50,4
0 Menit 58 54.75 57 50,8
EOV1 ; 4.8
30 Menit 44.94 52 52.94 55,6
Meni 32 432 4
EOV? 0 enlj[ 57.3 55 543 54,0 48
30 Menit 48 50.52 45.37 49,2
0 Menit 61 75 47.39 61,1
E1VO0 - 10,1
30 Menit 60.98 46 47 51
0 Menit 62 60.71 57 58,6
E1V1 - 0,3
30 Menit 61.01 56.14 54.32 58.3
Meni . 1 1
EIV2 0 enlj[ 53.39 6 57 51,8 43
30 Menit 51.47 50.52 51.67 56,1
0 Menit 59 47 55.8 49,3
E2VO0 - 1,1
30 Menit 50.45 41.67 46 50,4
0 Menit 43.48 46 53.39 474
E2V1 - 8,1
30 Menit 29 45.45 43 393
Meni 4 42 42.
EOV? 0 enlj[ 0 86 37,8 0.1
30 Menit 29.17 41.49 32 37,9
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Lampiran 6. Dokumentasi Analisis Data Motilitas Spermatozoa

1. Uji Normalitas

Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Ekstral  Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Data motilitas  EO 200 9 200 906 9 .288
E1 193 g 200 878 a 151
E2 236 9 1569 8913 g 334
* This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnoy? Shapiro-Wwilk
Vitamin  Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Data motilitas V0 16 9 200 853 9 735
W1 244 9 129 8058 9 .286
V2 .208 9 200 857 9 .088
* This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefars Significance Correction
2. Uji Homogenitas Perlakuan
Tests of Homogeneity of Variances
Levene
Statistic dft df2 Sig.
Data motilitas  Based on Mean 3.307 2 24 054
Based on Median 1.4874 2 24 61
Based on Median and 1.4974 2 19.433 166
with adjusted df
Based on trimmed mean 3.304 2 24 054
Tests of Homogeneity of Variances
Levene
Statistic dft df2 Sig.
Data motilitas  Based on Mean .034 2 24 966
Based on Median 04z 2 24 954
Based on Median and 042 2 22348 959
with adjusted df
Based on trimmed mean .033 2 24 968




Dependent Variahle:

. Uji ANOVA uric acid

Tests of Between-Subjects Effects

Data motilitas

Type N Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 231.165° ] 28.896 1.637 183
Intercept 944.951 1 944.951 53.525 =001
Ekstrak 104,572 2 52286 2.962 077
Vitamin 13.178 2 6.589 373 694
Ekstrak * Vitamin 113.415 4 28.354 1.606 216
Errar NTFie 18 17.654
Total 1493.804 27
Corrected Total 548,943 26

a. R Squared = 421 (Adjusted R Squared = 164)

Lampiran 7. Dokumentasi Analisis Data Viabilitas Spermatozoa

1. Uji Normalitas

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnoy? Shapiro-Wilk
Ekstral  Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Data viahilitas  EOD 178 9 2007 832 a 497
E1 .200 9 200 861 9 .09g9
E2 218 9 200 885 g 76
* This is a lower hound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Tests of Normality
Kolmogaorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Vitamin  Statistic df Sig. Statistic df Sig.
b Data viahilitas V0 146 ] 200 852 ] Fo8
W1 270 g 058 k11 g 085
V2 246 9 124 870 9 124

* This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction




2. Uji Homogenitas Perlakuan
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Tests of Homogeneity of Variances
Levene
Statistic dft df2 Sig.
» Data viabilitas  Based on Mean 555 2 24 581
Based on Median .200 2 24 820
Based on Median and 200 2 20.641 820
with adjusted df
Based on timmed mean 532 2 24 504
Tests of Homogeneity of Variances
Levene
Statistic df df2 Sig.
Dataviabilitas  Based on Mean TB6 2 24 476
Based on Median 147 2 24 864
Based on Median and 147 2 21.470 864
with adjusted df
Based on trimmed mean BED 2 24 526
3. Uji ANOVA Uric Acid
Tests of Between-Subjects Effects
DependentVariable: Data viahilitas
Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 78.640° B 5.830 A18 8845
Intercept 1102.083 1 1102.083 46.911 =,001
Elstrak 59.417 2 29.708 1.265 306
Witamin 4895 2 2.448 104 802
Elestrak * Vitamin 14.328 4 3582 152 9549
Errar 422878 18 23.493
Taotal 1603.601 27
Corrected Total 501.517 28

a. R Sguared = 157 (Adjusted R Squared =-218)
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